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Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 1: Einleitung

1.Einleitung

Das Grundnahrungsmittel des Sauglingsist im Normalfall die Milch. Mit zunehmendem Alter werden
andere Nahrungsmittel wichtiger, Milch spielt dann nur noch eine untergeordnete Rolle, es kommt sogar
z.T. bel einigen Personen zu Unvertraglichkeiten. Die weltweit haufigste Ursache fir
Milchunvertréglichkeiten beim erwachsenen Menschen ist das mangelnde Vermoégen, Laktose zu
hydrolysieren. Dieses wird als L aktosemal absorption, oder, wenn nach dem Verzehr laktosehaltiger
Nahrung klinische Unvertraglichkeitssymptome auftreten, als Laktoseintoleranz bezeichnet. Zwischen
L aktosemal absorption, Laktoseintoleranz und der Befahigung, Milch beschwerdenfrel aufzunehmen,
besteht keine eindeutige Korrelation (GARZA, 1976; ROSADO et a., 1987; SCRIMSHAW et al., 1988).
Die Ursache von Laktosemalabsorption bzw. -intoleranz ist ein Mangel am |aktosespaltenden Enzym
[3-Galactosidase (E.C. 3.2.1.23). Wenn Milch oder ein anderes |aktosehal tiges Nahrungsmittel verzehrt
wird, passieren, je nach Menge der aufgenommenen Laktose, mehr oder weniger grof3e Mengen des
Disaccharids ungespalten den Diinndarm und erreichen den Dickdarm, was hier zu einer Erhéhung des
osmotischen Drucks fuhrt, wodurch es zu einem Wassereinstrom in das Darmlumen kommt. Ausgel dst
durch das unphysiologisch hohe Angebot an schnell fermentierbarem Kohlenhydrat in diesem
Darmabschnitt kommt es dartiber hinaus zu einer starken mikrobiellen Stoffwechseltétigkeit, wodurch
grof3e Mengen kurzkettiger Fettsduren, Kohlendioxid, Methan und Wasserstoff entstehen. Eine
Akkumulation der genannten Metabolite im Dickdarm, verbunden mit dem der Erhéhung des
osmotischen Drucks folgenden Wassereinstrom ins Darmlumen, fuhrt zu abdominalen
Unvertraglichkeitsreaktionen wie Bléhungen und Flatulenz bis hin zu Krdmpfen und Diarrhden
(AURICCHIO et dl., 1963; DAHLQVIST et a., 1963). Weiterhin wirken die oben genannten
organischen Sauren irritierend auf die Darmschleimhaut und férdern so die Darmperistaltik, was ein
zusatzlicher Grund fir die beschriebenen Unvertraglichkeitssymptome ist (KASPER, 1987).

Welch grol3e Rolle die L aktosemal absorption bzw. -intoleranz fir den Menschen spielt, wird deutlich,
wenn man sich die weltweite Verteilung des Auftretens anschaut:

Bei den Volkern Schwarzafrikas und Stidostasiens liegt der Anteil der Laktosemal absorber an der
Gesamtbevdlkerung zwischen 80 und 100% (FICKLER und LEITZMANN, 1980; ALM, 1982). Bei den
Mitteleuropéern (besonders bei den Skandinaviern) ist die Prévalenz der Laktosemal absorption
wesentlich geringer, so sind in Schweden und Danemark nur 3% der Bevdlkerung L aktosemal absorber
(DAHLQVIST, 19844). In der Bundesrepublik Deutschland liegt die Haufigkeit in der
Gesamtbevolkerung bei 16% (SAHI, 1994). Leben in einem européi schen Staat viele auslandische
Mitburger aus Drittweltlandern mit hoher Malabsorberprévalenz, so ist der Anteil an

L aktosemal absorbern wesentlich héher. In Grof3ritannien, wo 1987 allein 2,5 Millionen
Schwarzafrikaner lebten (FREY, 1990), liegt die Haufigkeit der Laktosemal absorption bel 20-30%
(DAHLQVIST, 19844a). Je weiter stidlich man sich in Europa befindet, desto hdher steigt die Haufigkeit
der Laktosemalabsorption in der Bevdlkerung. So finden sich in Frankreich, auch ohne Berticksichtigung
des Audénderanteils, 28-37%, in Sudfrankreich sogar 50% (SAHI, 1994) Laktosemalabsorber in der
Gesamtbevolkerung. Der Malabsorberanteil in den Regionen Stid- und Stidosteuropas liegt zwischen 30
und Uber 70% (SAHI, 1994). Auch in der Bundesrepublik Deutschland wird mit einer Zunahme der

L aktosemal absorber zu rechnen sein, da sich der Auslanderanteil der Bevolkerung von 1961-1988
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versechsfachte (STATISTISCHES BUNDESAMT, 1990) und auch in Zukunft weiter steigen wird. Da
also die Laktosemal absorption an Bedeutung gewinnen wird, ist es von nationalem Interesse, den
Betroffenen das an hochwertigen Proteinen und Vitaminen sowie Mineralstoffen und Spurenelementen
reiche Nahrungsmittel Milch in grofer Vielfalt und in vertraglicher Form anbieten zu kénnen. Sowohl
fUr die Landwirtschaft als auch fur die Milchindustrie ist es von kommerziellem Interesse, die Kaufkraft
einer wachsenden Konsumentenschicht an sich zu binden.

Zu diesem Zweck bietet sich vor allem die breite Produktpal ette der fermentierten Milchprodukte an.
Nach dem Verzehr fermentierter Milchprodukte kann die [3-Galactosidase, die aus den im Milchprodukt
enthaltenen Keimen stammt, im Dinndarm der Konsumenten zur L aktosespaltung beitragen. Auf Grund
des Gehalts an solchen mikrobiellen [3-Gal actosidasen aus den Starterkulturen werden fermentierte
Milchprodukte, besonders Joghurt, von Laktosemalabsorbern viel besser vertragen als Milch
(GALLAGHER et d., 1974; KOLARS et al., 1984; SAVAIANO et al., 1984; MCDONOUGH et d.,
1987; MARTINI et al., 1987b, 1991a,b; DEWITT et a., 1988; ROSADO et a., 1992). Ein optimal
vertrégliches fermentiertes Milchprodukt fiir L aktosemal absorber sollte folglich eine hohe
[3-Galactodidase-Aktivitdt mit hoher Lagerungsstabilitét (DE VRESE, 1992) enthalten, die auch bei der
Magenpassage nicht oder nur unwesentlich beeintrachtigt wird. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag
leisten zur Kléarung der Frage, ob die Wirksamkeit der mikrobiellen 3-Galactosidase, ihre Magenpassage
bisin den Dinndarm ohne Aktivitdtsverluste und somit die bessere Vertréglichkeit von Joghurt und
anderen Sauermilchprodukten prinzipiell an die Viabilitét der darin enthaltenen Keime gebunden ist,
oder ob auch Produkte mit abgetoteten Keimen wirksam sind.
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2.Literatur Ubersicht

2.1.L aktosemalabsor ption

L aktose (4-(3-D-Gal aktosido)-D-Glukose) ist ein Disaccharid, welches nur in der Milch von Saugetieren
vorkommt. Abhéngig von der Spezies variiert der Laktosegehalt der Milch (0,8% bei Meeressdugern,
7,2% beim Menschen); die Kuhmilch enthadt durchschnittlich 4,8% Laktose. Durch die
BUrstensaum-3-Gal actosidase (mukosale 3-Galactosidase) des Darms wird oral aufgenommene Laktose
in die Monosaccharide Galaktose und Glukose hydrolysiert und dann resorbiert (SCHAAFSMA et al.,
1988). Laktose dient dem Saugling zur Energieversorgung, etwa 40% des Energiebedarfs werden Uber
sie gedeckt. Die 3-Galactosidase-Aktivitét ist beim Neugeborenen am hdchsten und nimmt mit
zunehmendem Alter ab. Der Zeitpunkt des Nachlassens der Enzymaktivitét ist von Population zu
Population unterschiedlich (DAHLQVIST, 19844). Ein grof3er Teil der erwachsenen Weltbevolkerung
verfugt nur noch Uber geringe mukosale 3-Gal actosidase-Aktivitét, woraus die unzureichende Digestion
der Laktose folgt. Die ungentigende Verdauung (Maldigestion) des Disaccharids Laktose wird al's

L aktosemal absorption bezeichnet. Bel den betroffenen Personen kann es, je nach Auspragung und
aufgenommener Laktosemenge, zu mehr oder weniger schweren Unvertraglichkeitsymptomen kommen
(KOCIAN, 1988). Diese Symptome sind dann Bldhungen, Flatulenz, Krampfe im Abdominalbereich und
Diarrhden, beim Kleinkind kénnen auch Ubelkeit und Erbrechen hinzukommen (O'KEEFE et al., 1991;
FICKLER und LEITZMANN, 1980). Treten diese Symptome auf, spricht man von Laktoseintoleranz. Es
kommt zu den Intoleranzerscheinungen, wenn mehr oder weniger grof3e Mengen L aktose auf Grund
einer niedrigen Aktivitdt des Enzyms 3-Galactosidase im Dinndarm nicht in die beiden Monomere
Glukose und Galaktose gespalten werden, welche im Darm resorbiert werden konnten. Gelangt die nicht
hydrolysierte Laktose in den Dickdarm, wird sie von dort anséssigen Mikroorganismen meist zu
kurzkettigen Fettsauren, Kohlendioxid und Wasserstoff abgebaut. Je mehr Laktose so im Dickdarm
verstoffwechselt wird, desto mehr der genannten Metabolite reichern sich im Dickdarm an. Die
organischen Sauren wirken irritierend auf die Darmschleimhaut und férdern so die Darmperistaltik.
Diese Peristaltiksteigerung verbunden mit einem vermehrten Wassereinstrom, ausgeldst durch die sich
im Dickdarm befindende osmotisch wirksame Laktose, kann zu den beschriebenen Reaktionen fihren
(KASPER, 1987).

Auch beim Schwein kann es nach Gabe grof3er Mengen Laktosein der Diét zu

L aktosei ntol eranzerscheinungen kommen. Dies zeigten BECKER und TERRILL (1954) nach
Verabreichung von 50% L aktose in der Diét bei 9-16 Wochen alten Schweinen. Auch geringere Gehalte
(15, 30 und 45%) an Laktose in der Diét verursachen langsameres Wachstum und schlechtere
Ausnutzung der Nahrung. Bel 45% L aktose in der Diét zeigten sich die Tiere unwillig, die Nahrung zu
verzehren (SHEARER & DUNKIN, 1968a). Die Autoren beschrieben weiter, dal3 bel den Tieren, die viel
Laktosein der Diét erhielten, eine Vergroferung des Zakums sowie eine tiberméaldige Entwicklung des
Kolons und des Rektums vorlagen, nachdem die Tiere getttet worden waren (SHEARER & DUNKIN,
1968D).

Folgende drei Formen der Laktosemalabsorption sind bekannt:
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1. Be der kongenitalen (angeborenen) Form der Laktosemal absorption handelt es sich um eine
rezessiv vererbte Stoffwechselkrankheit. Es kommt direkt nach der ersten Milchaufnahme beim
Saugling zu wasserigen Durchféllen. Laktose kann, wegen Fehlens jeglicher 3-Galactosidase im
Dunndarm, Gberhaupt nicht abgebaut werden, d.h. sie wird génzlich ausgeschieden. In der
Mukosa des Dinndarms ist keine [3-Galactosidase-Aktivitat mef3bar (ASP und DAHLQVIST,
1974; DAHLQVIST, 19844).

2. Dieprimére Form der Laktosemal absorption ist der Normalzustand beim grofdten Teil der
Bevolkerung auf der Welt (DAHLQVIST, 1984a) und bel allen ausgewachsenen Tieren. Etwa
60-100% aller Menschen sind von dieser Form der Laktosemal absorption betroffen
(LEBENTHAL, 1979). Nach dem Sauglingsalter verlieren alle Tiere und die meisten Menschen
die mukosale [3-Galactosidase-Aktivitét bis auf kleine Reste fast vollstandig, etwa 5-10% der
urspringlichen Enzymaktivitét des Sauglingsalters bleiben bestehen. Nur Mittel- und besonders
Nordeuropéaer und deren Nachkommen auf der ganzen Welt (Nordamerika und Australien)
verfiigen auch im Erwachsenenalter (etwa 80%) tiber eine hohe intestinale
[3-Galactosidase-Aktivitdt (FICKLER und LEITZMANN, 1980).

3. Diesekundare Form der Laktosemalabsorption ist die Folgeerscheinung einer Primarerkrankung,
einer Erkrankung, die die Schleimhaut des Darmes schadigt (RENNER, 1974). So kdnnen z.B.
tropische und nicht-tropische Sprue, Parasitenbefall des Darmes, Kuhmilchintoleranz, operative
Eingriffe oder Protein- und Energiemangel erndhrung ausl 6sender Faktor fur einen allgemeinen
Disaccharidasemangel im Darm sein. Unter den mukosalen Disaccharidasenist die
[3-Galactosidase in der Regel am stérksten betroffen (FICKLER und LEITZMANN, 1980;
DAHLQVIST, 1984a).

Wahrscheinlich bestand noch vor etwa 12 000 Jahren die gesamte menschliche Population aus Personen,
die unter der priméren Form der Laktosemalabsorption litten (KOCIAN, 1988). Doch alsdie
Milchviehhaltung aufkam und an Bedeutung gewann, erwies sich die dominant vererbbare Eigenschaft
(SWALLOW und HARVEY, 1993) einer persistent hohen (3-Galactosidase (basiert vermutlich auf einer
Mutation des Gens, welches die 3-Galactosidase-Bildung ab einem bestimmten Alter unterdriickt
(JOHNSON et al., 1993)) bis ins Erwachsenenalter in der Evolution als gunstig, weil erst dadurch die
Verdauung von Laktose und somit der symptomfreie Verzehr von laktosehaltiger Milch mdglich wurde.
Vermutlich war hierbei der hohe Kalziumgehalt der Milch, verbunden mit der durch die Laktose

ausgel bste Forderung der Kalziumresorption, durch eine gesteigerte passive Diffusion (ALLEN, 1982),
gerade in nordlichen Breiten von grofdem Vortell fir die Population. Es wird vermutet, dal3 L aktose auf
diese Weise wenigstens teilweise, die wegen der verminderten Sonneneinstrahlung in diesen Breiten,
auftretende Unterversorgung mit Vitamin D ausgleichen konnte (FLATZ und ROTTHAUWE, 1973).
Kalzium ist ein wesentlicher Bestandteil der Knochensubstanz und wird dem Korper in den westlichen
Industrienationen in grof3en Mengen Uber Milch und Milchprodukte zugefihrt (SCHAAFSMA et d.,
1988). Da laktoseintol erante Personen aber gerade diese Kalziumquelle wegen der auftretenden
Unvertraglichkeitsymptome meiden, tritt im Zusammenhang mit der Laktosemalabsorption haufig
vermehrt die Osteoporose auf (NEWCOMER et al., 1983), eine Erkrankung, die durch die gesteigerte
Brichigkeit der Knochen ausgezeichnet ist.
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Es gibt mehrere Mdglichkeiten die Aktivitét der intestinalen 3-Galactosidase zu bestimmen und somit
gleichzeitig, nach dem Verzehr von Laktose, die absorbierte L aktosemenge zu erfassen. So kann man bel
Probanden invasiv mit Hilfe von Sonden Proben aus dem Dinndarm entnehmen und dort direkt die
Menge der vorhandenen L aktose bestimmen (LEREBOURS et al., 1989; MARTEAU et al., 1990;
MARTINI et a., 1991b; POCHARD et al., 1989). Auch die direkte Bestimmung der
[3-Galactosidase-Aktivitét in der Dinndarmmukosaist nur nach einem erheblichen Eingriff, bei dem eine
Mukosaprobe aus dem Darm entnommen werden muf3, moglich. Diese Methoden werden wegen der
starken Belastung fiir den Betroffenen jedoch nicht routinemaldig ausgefuhrt.

Eine andere Methode basiert darauf, dal3 die Laktose im Dinndarm hydrolysiert wird und die
Spaltprodukte Glukose und Gal aktose resorbiert werden, wodurch der Blutglukosespiegel ansteigt. Je
schlechter die Laktose hydrolysiert werden kann, desto geringer steigt der Blutglukosespiegel. Dies
macht man sich bel der Diagnostik der Laktosemal absorption zunutze. Sie liegt vor, wenn nach
Verabreichung von 50 g Laktose in wasseriger LAsung der Anstieg des Blutglukosespiegels eines
Probanden unter einem Wert von 1,12 mmol/l liegt. NEWCOMER und MCGILL (1966) fanden dieses
Verfahren zu ungenau und irreftihrend, da die H6he des Blutglukosespiegels von vielen verschiedenen
Einfllissen abhéngig ist.

Auf der gleichen Grundlage basiert eine weitere Methode die absorbierte L aktosemenge zu erfassen.
Dazu wird statt des Blutglukosespiegels die postprandiale Plasmagal aktosekonzentration bestimmt (DE
VRESE et a., 1992). Diese Methode funktioniert jedoch nur, wenn in der verzehrten Diét keine
Galaktose vorhanden ist, was bei Verabreichung eines fermentierten Milchprodukts lediglich bel Kefir
der Fall ist, in welchem anfallende Gal aktose sofort von enthaltenen Hefen metabolisiert und somit
entfernt wird.

Eine nicht-invasive Methode zur Erfassung der Laktoseverdauung ist der Atemwasserstofftest. Hierbel
wird die Menge an nicht resorbierter Laktose indirekt erfalét. Es wird davon ausgegangen, das die nicht
resorbierte Laktose in den Dickdarm gelangt, wo sie von den dort ansassigen Mikroorganismen unter
Bildung von Wasserstoff verstoffwechselt wird. Dieser Wasserstoff diffundiert Gber die Darmwand in
die Blutbahn, gelangt so zur Lunge, wo er abgeatmet wird. ESs besteht eine Proportionalitét zwischen
abgeatmeter Wasserstoffmenge und nicht resorbierter Laktosemenge. Diese Methode wird sowohl zur
Diagnostik der Laktosemal absorption herangezogen, als auch zur Bestimmung der nicht im Dinndarm
hydrolysierten Laktose (MARTINI et a., 1987b; ONWULATA et a., 1989; LEREBOURS €t al., 1989;
SOLOMONS et al., 1985; SCHNEIDER et al., 1990). Uberschreitet die Spitzenkonzentration von
Wasserstoff in der Ausatmungsluft eines Probanden den Wert von 20 ppm nach Aufnahme von 50 g
Laktose in wasseriger LAsung, so gehort er definitionsgemal3 zu den Laktosemal absorbern. Auch diese
Methode ist nicht sehr genau, da die Menge des im Dickdarm entstandenen Wasserstoffs nicht allein von
der Laktosemenge abhangig ist, sondern auch von der vorhandenen Mikroflora und deren Kapazitét
Wasserstoff zu produzieren bzw. zu verbrauchen.

Eine |letzte Methode die nicht gespaltene L aktose zu bestimmen, ist die direkte Messung im Kot. Diese
Methode ist nur bei gnotobiotischen Versuchstieren anwendbar, bei denen im Dinndarm nicht abgebaute
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Laktose im Dickdarm nicht durch Mikroorganismen hydrolysiert werden kann und somit in
unverdnderter Menge im Kot ausgeschieden wird.

Ob es bel Laktosemal absorbern zum Auftreten klinischer Symptome, also zur Intoleranz kommt, hangt
von vielen Faktoren ab. Entscheidend sind besonders die Menge der verzehrten Laktose (geringe Mengen
L aktose werden von L aktosemal absorbern meist noch toleriert), die Entleerungszeit des Magens, die
gastrointestinale Transitzeit und die Anwesenheit von aktiven mikrobiellen [3-Gal actosidasen aus
fermentierten Nahrungsmitteln, oder der origindren Darmflora (SAVAIANO und LEWITT,1987;
AROLA und TAMM, 1994). Eine Rolle spielen dabel die Menge und Zusammensetzung der Gbrigen
Nahrungsbestandteile, mit denen zusammen die L aktose aufgenommen wird, weil sie die Entleerungsrate
und die gastrointestinale Transitzeit beeinflussen. Je langer der Nahrungsbrei mit der enthaltenen Laktose
im DUnndarm verwellt, desto grof3er ist die Wahrscheinlichkeit, dal? die auch bel Laktosemal absorbern
noch in geringer Menge vorhandene mukosale 3-Galactosidase auf die Laktose einwirken, d.h. diese
hydrolysieren kann. Die Magenentleerungszeit wird durch die Anwesenheit von Fett und Aminosauren,
durch hohe Aziditét des Nahrungsbreis und durch einen erhéhten osmotischen Druck verzogert
(HOURIGAN, 1984).

Es scheint moglich, 1aktoseintol erante Personen in gewissem Mal3 an steigende Mengen Laktose zu
adaptieren, d.h. nach einem langeren Zeitraum der L aktoseaufnahme wird diese besser vertragen. Dies
wird auf eine Erhdhung der Toleranz der Personen gegentiber den mikrobiellen Fermentati onsprodukten
im Kolon zuriickgefhrt (JOHNSON et al., 1993). Auch eine Anderung des Gehalts verschiedener
Vertreter der Mikroflorawird nach Laktoseverzehr beobachtet (ITO und KIMURA, 1993). Ob solche
veranderten zahlenmaldigen Verhéltnisse der intestinalen Keimarten einen Einfluf3 auf die Toleranz
gegenuber der Laktose in Nahrungsmitteln haben, untersuchten SIIGUR et a. (1991). Sie wéahlten aus
einer grofden Zahl Laktosemalabsorbern jene aus, die nach Aufnahme grof3erer Mengen Laktose keine
oder kaum Unvertréglichkeiten zeigten. Beim Vergleich dieser Gruppe mit jener, die
Unvertréglichkeitsreaktionen zeigte, wurde festgestellt, dal3 der Antell an Isobutyrat und Isovaleriat am
Spektrum der kurzkettigen Fettsduren in den Faeces ersterer erhdht war. In vorhergehenden
Rattenversuchen stellten die Autoren fest, dal3 eine zunehmende Konzentration dieser Metabolite mit
hoher Besiedlungsdichte |aktosehydrolysefahiger Fermentationskeime korreliert. Die Vermutung liegt
nahe, dal? bel einer Besiedlung des Diinndarms mit L aktose metabolisierenden Keimarten eine verstarkte
L aktosespaltung erzielt werden kann, so dal3 Unvertréglichkeitsreaktionen ausbleiben, was aber bisher
nicht bewiesen ist.

2.2.Uberblick Uber diezur Herstellung von fermentierten Milchprodukten verwendeten K eimarten

Unter fermentierten Milchprodukten versteht man Produkte, die aus meist pasteurisierter Milch unter
Verwendung thermophiler Fermentationskeime hergestellt werden. Am weitesten verbreitet ist Joghurt,
der besonders unter Verwendung von Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus und Sreptococcus
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salivarius ssp. thermophilus hergestellt wird. Wéahrend der Herstellung, dem sogenannten
Fermentationsprozel3, steigt der Gehalt an Keimen im Produkt. Durch siewird ein Tell der in der Milch
enthaltenen Laktose zu Milchsdure abgebaut und der damit verbundene Abfall des pH-Wertesim
Produkt, fihrt zu einer Freisetzung des micellaren Kalziums im Kasein, verbunden mit einer gelartigen
Prézipitation des Proteins an seinem isoel ektrischen Punkt bei pH 4,6 (HARTLEY & DENARIAZ,
1993). Aul%er den oben genannten Keimen werden neben anderen auch zur natrlichen Darmflora des
Menschen gehdrende Keimarten, wie Lactobacillus acidophilus, verschiedene Bifidobakterienarten und
Lactobacillus casel (TEUBER et al., 1987; YESHIMA et a., 1992), in Rein- oder Mischkulturen zur
Herstellung fermentierter Milchprodukte verwendet. Neben dem wichtigsten Produkt Joghurt, gibt es
noch eine Rethe weiterer Erzeugnisse, wie Dickmilch, unter Verwendung von L. acidophilus,
Bifidobacterium bifidum und Streptococcus lactis hergestellt, Buttermilch, Joghurt mild (nach deutscher
Milcherzeugnisverordnung (Milch ErzV) ist anstelle von L. bulgaricus eine andere thermophile

L aktobazillenart enthalten) und Bioghurt (unter Verwendung von Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus, L. acidophilus und S. lactis hergestellt). Dazugekommen sind seit neuester Zeit weitere
Joghurts, fUr die auf Grund neuer Keimstdmme geworben wird, wie z.B. Joghurts, die Lactobacillus GG
enthalten, einen aus der menschlichen Darmfloraisolierten Stamm.

In letzter Zeit wurde die Taxonomie vieler Keimarten geéndert, was sich im Zuge von Untersuchungen
des genetischen Ursprungs von Keimen unter Verwendung von DNA-DNA-Hybridisierungstechniken
ergab. Man findet in der neuesten Auflage von BERGEY “s Manual of Determinativ Bacteriol ogy
(BUCHANAN und GIBBON, 1993) auch fir zahlreiche Fermentationskeimarten ein neue Klassifikation.
So wurde Streptococcus thermophilus a's Streptococcus salivarius ssp. thermophilus und L. bulgaricus
wurde neben L. lactisund L. delbrickii als Subspezies von L. delbriickii klassifiziert. In dieser Arbeit
wird L. bulgaricus nur noch as L. delbriickii ssp. bulgaricus nach der neuen Taxonomie bezeichnet.

Ein besonderes Produkt ist siil3e, d.h. unfermentierte Acidophilusmilch, die allerdings in Deutschland
nicht verbreitet ist. Sie wird vorwiegend in den USA produziert, eswird ein L. acidophilus-K onzentrat
mit pasteurisierter Milch versetzt und sofort anschlief3end gekthlt. Trotz enthaltener hoher Keimzahl
zeigt die Milch keine Veranderung der organol eptischen Beschaffenheit (SPECK, 1978).

Weitere Spezial produkte sind Kefir, Y mer (speziell in Danemark) und Kumys (Asien, aus Stutenmilch
hergestellt). Zur Herstellung dieser fermentierten Milchprodukte werden neben den Milchsaurebakterien
spezielle Hefen bei der Fermentation eingesetzt (KLUPSCH, 1992).

Kefir ist ein Sauermilchgetrank, dal? seit etwa 100 Jahren bel uns bekannt ist und aus dem Kaukasus
stammt. Kefir entsteht durch eine gleichzeitige Milchsaure- und Alkoholgérung (enthélt in geringem
Mal3 Alkohol). Neben Laktobazillen werden zur Herstellung auch andere L aktose fermentierende
Keimgruppen, z.B. Hefen verwendet. Milch wird dazu mit den sogenannten Kefirknollchen beimpft
(HIROTA, 1987). Die Verwendung von anderer nicht-Laktose fermentierender Hefe (Saccharomyces
sp.) ist der Hauptunterschied zu den sonstigen Sauermilch- und Joghurterzeugnissen und der Grund fiir
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das Fehlen von freier Galaktose im Produkt, da diese sofort von diesen Hefen metabolisiert wird.

Wegen der mikrobiellen Stoffwechsel prozesse, tiber welche die Laktose abgebaut wird, wiirde der

L aktosegehalt in fermentierten Milchprodukten um etwa 20-30% niedriger liegen asin der
Ausgangsmilch. Doch die meisten Milchprodukte werden in der Praxis zur Erh6hung der Trockenmasse
mit Magermilchpulver oder Milchkonzentrat versetzt, so dal3 sie einen mit der Milch vergleichbaren

L aktosegehalt aufweisen (SPREER, 1988).

2.3.Die 3-Galactosidasen

2.3.1.Dieintestinae (wirtseigene) 3-Galactosidase

Man unterscheidet zwischen zwei in der Dinndarmmukosa von Mensch, Schwein und Ratte
vorkommenden 3-Galactosidasen, die in der Lage sind Laktose zu hydrolysieren (ASP et al., 1970a,
1970b; ASP et al., 1971; ASP und DAHLQVIST, 1974). Es gibt zum einen eine membranstandige
[3-Galactosidase (EC 3.2.1.23) und zum anderen eine lysosomal e [3-Gal actosidase. Diese an bzw. in den
Enterozyten gelagerten Enzyme unterscheiden sich im pH-Optimum. Die membransténdige
[3-Galactosidase hat ihr Wirkoptimum bei pH 5,5-6, die lysosomale bel 3,5 (ASP, DAHLQVIST und
KOLDOVSKY, 1969). L etztere kann auf3erdem nur wirksam werden, wenn die Zelle, in der sie
eingeschlossen ist, zerfdllt. Die lysosmale [3-Galactosidase ist fir die intestinale Laktosehydrolyse al's
unbedeutend anzusehen (GARVIE et al., 1984; BULLER und GRAND, 1990), da sie auf Grund ihres
pH-Optimums bei 3,5 im leicht sauren bis neutralen Bereich (im DUnndarm) kaum Aktivitét zeigt (ASP
eta., 1971).

Die Bildung der 3-Galactosidase in den Enterozyten im Burstensaum des Dinndarms erfolgt, indem nach
der Trandation von [3-Galactosidase-mRNA, die dabel entstandenen grof3en Prakursormol ekiile mit

Mol ekulargewichten zwischen 220 kD bel der Ratte (YEH et al., 1991a und 1991b), 207-230 kD beim
Schwein (SHULMAN et al., 1992) und 245 kD beim Menschen (DANIELS, 1990) in diereife Form der
[3-Galactosidase Uberfiihrt werden. Die reife [3-Galactosidase besteht aus einer einzigen Polypeptidkette
mit eitnem Molekulargewicht von 130 kD bei der Ratte (YEH et al., 1991) und 160 kD beim Schwein
(SHULMAN et al., 1992) und beim Menschen (NAIM , 1992) vor. Diese reifen Formen haben zwei
aktive Zentren, das eine mit aktiver 3-Galactosidase, das andere mit Glycosylceramidase (WACKER et
a., 1992). Laktose und andere [3-Glycoside mit hydrophilen Aglykonen, aber auch Substratanaloga, wie
Nitrophenyl-[3-Galactoside werden im erstgenannten Zentrum hydrolysiert.

Die 3-Galactosidase-Aktivitét ist bei neugeborenen Saugetieren, also auch beim Menschen, sehr hoch,
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viel hoher als bel ausgewachsenen Individuen (DAHLQVIST, 1961). Die 3-Galactosidase-Aktivitét fallt
in den ersten zwei Lebensmonaten am starksten (BAILEY et al., 1956; WALKER, 1958za;
HARTMAN,1961), direkt nach der Geburt beginnt der drastische Abfall. Etwa eine Woche nach der
Geburt fallt die Enzymaktivitét langsamer, bis die Abnahme nach 8 L ebenswochen fast stagniert. Die
Gesamtaktivitdt des Enzyms andert sich kaum noch (MANNERS und STEVENS, 1972; KIDDER und
MANNERS, 1980) und ist bel den meisten Individuen kaum nachweisbar. Eine geringe Restaktivitét ist
meist noch vorhanden (KIDDER und MANNERS, 1980). Die Abnahme der intestinalen
[3-Galactosidase-Aktivitét ist oft mit einer steigenden Unvertréglichkeit laktosehaltiger Nahrung
verbunden. Der grofdte Teil der menschlichen Weltbevolkerung leidet unter diesen
Unvertraglichkeitreaktionen und ist nicht in der Lage, grof3e Mengen Laktose in der Nahrung zu sich zu
nehmen.

Es gibt viele Hypothesen tber die Griinde fir die Abnahme der (3-Galactosidase-Aktivitét, die
Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten waren. Eine Hypothese besagt, dal’ eine genetisch regulierte
Unterdriickung der Enzymsynthese der 3-Galactosidase, also Regulation auf molekularer Ebene fiir den
Verlust der [3-Galactosidase-Aktivitédt im Erwachsenenalter verantwortlich ist, zum anderen kdnnen die
Griinde bei einer Anderung der Diinndarm-Zell-Kinetik mit einer verminderten L ebensspanne der
Enterozyten des Dinndarmbiirstensaumes liegen (KELLY et al., 1991). Die genetisch regulierte
Unterdriickung der 3-Galactosi dase-Synthese kann wiederum unterschiedlich begriindet sein. So fanden
ESCHER et al. (1992), dal’ die Regulation der wirtseigenen [3-Gal actosidase auf Ebene der
Gentranskription stattfindet. Sie wiesen nach, dal3 bei hohem Saccharase/(3-Galactosidase- Verhédltnisin
Dinndarmbiopsien von Lactosemal absorbern gleichzeitig wenig 3-Galactosidase-mRNA zu finden war,
wohingegen in Dinndarmbiopsien von Personen mit niedrigem Saccharase/(3-Gal actosidase-Verhdtnis
grofdere Mengen 3-Gal actosidase-mRNA nachgewiesen wurden. Andere Autoren vermuteten die
Ursachen fir die Abnahme der 3-Galactosidase mit zunehmendem L ebensalter auf translationaler oder
posttranslationaler Ebene. So wurde von LLOYD et al. (1992) die direkte Proportionalitét zwischen der
spezifischen Aktivitét der intestinalen [3-Gal actosidase und den in den Enterozyten gefundenen
Prakursormolekilen des Enzyms in den Dinndarmbiopsien von Laktosemal absorbern festgestellt,
woraus sie schlossen, dal3 die Regulation auf der Ebene der Proteinsynthese stattfand. Diese Hypothese
unterstiitzen ebenfalls NUDELL et al. (1993) nach Untersuchung der Veranderungen von mukosaler
[3-Galactosidase-Aktivitét, 3-Galactosidaseprotein und 3-Galactosidase-mRNA mit zunehmendem Alter
bel Ratten, in deren jgjunaler Dinndarmschleimhaut. Die [3-Galactosidase-mRNA nahm mit
zunehmendem Alter der Tiere (Bestimmung zwischen 7. und 60. Lebenstag) zu, die

[3-Gal actosidaseproteinmenge und die 3-Galactosidase-Aktivitdt nahmen bis zum 60. L ebenstag
kontinuierlich ab. Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen, dal’ die Regulation der
[3-Galactosidase-Aktivitat auf translationaler oder posttranglationaler Ebene verlauft. Die bei
erwachsenen Schweinen durchgefihrten Untersuchungen von TORP et al. (1993) fuhrten zu &hnlichen
Ergebnissen. Sie stellten im Duodenum und im oberen Jejunum ein 3 bis 5-fach héheres Verhéltnis von
[3-Galactosidase-mRNA zu spezifischer Aktivitéat alsim lleum fest. Die Autoren begriindeten dieses
MiRverhdtnis damit, dal3 der Umsatz der 3-Galactosidase durch einen vermehrten Abbau des Enzyms
durch Pankreasproteasen in den oberen Dinndarmabschnitten erhéht wurde.

Auch auf der Ebene der proteolytischen Reifung der 3-Galactosidase vom Prakursormolekil zum
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spezifischen Enzym wurde eine Regulierung vermutet. WITTE et al. (1990) stellten fest, dal3 bel einem
von vier Probanden mit Laktosemal absorption zwar eine normale Syntheserate des Prakursormol ekils
stattfand, jedoch die Reifung dieses Molekiils zur aktiven 160 kD-Form verlangsamt war.

Andere Autoren suchen den Faktor, der fur die Regulierung der 3-Galactosidase-Aktivitét verantwortlich
sein konnte, in der Zytokinetik der Dinndarmenterozyten. TSUBOI et al. (1985) sahen einen Grund im
veranderten Reifungsprozel? der Enterozyten bei Erwachsenen. Die Enterozyten stammen von sich
standig teilenden Stammzellen ab, die am Grund der Krypten des BUirstensaumepithels des Dinndarms
liegen. Wahrend die Zellen in Richtung Zottenspitze wandern, wo sie letztendlich abgestol3en werden,
findet der Differenzierungsprozeld statt (POTTEN et a., 1990). Mit zunehmendem Alter beschleunigt
sich die Enterozytenmigration, wodurch zunehmend nicht voll differenzierte, unreife Enterozyten
auftreten und somit die [3-Galactosidase-Aktivitéat vermindert ist (TSUBOI et a., 1985). Dieser Effekt
scheint nicht tberall im Dinndarm gleich stark aufzutreten. Bel der Untersuchung der Verteilung der
[3-Galactosidase-Aktivitéat im gesamten Dinndarm stellten AURICCHIO und MAURI (1993) fest, dal3
bei gesdugten Ratten- und Kanninchenjungen alle Enterozyten entlang des ganzen Diinndarms tber die
Enzymaktivitét verflugten. Bei den ausgewachsenen Tieren dieser Tierarten fanden die Autorenim
mittleren Dinndarm ebenfalls bei allen Enterozyten die 3-Galactosidase-Aktivitét, allerdings nicht so im
proximalen sowie im distalen Dinndarm. Dort waren die Enterozyten, die [3-Gal actosi dase-Aktivitét
zeigten, nur inselformig verteilt. Die Arbeiten von MANNERS und STEVENS (1972) und KIDDER und
MANNERS (1980) zeigten in Korrespondenz dazu, dal3 die [-Galactosidase-Aktivitét bei Schweinen, die
an 6 Stellen entlang des Dunndarms in M ukosahomogenaten bestimmt wurde, am Darmbeginn gering ist,
um dann rasch anzusteigen. Bei 20% Duinndarmlange, gemessen ab Magenausgang, wurde die héchste
Enzymaktivitét bestimmt, die dann rasch bis zum distalen DUnndarm bis anndhernd null abfiel. Dies galt
fUr neugeborene Ferkel in dhnlicher Weise wie fir vier Wochen alte und éltere Tiere, allerdings waren
die Enzymaktivitéten bei den jingeren Tieren insgesamt viel héher, und auch im distalen Dinndarm
waren noch geringe Mengen zu finden.

Ein weiterer Aspekt fir die Verminderung der [3-Gal actosidase-Aktivitdt im Erwachsenenalter wurde von
BULLER et a. (1989) in Erw&gung gezogen. Sie bestimmten die Enzymaktivitat in Immunprazipitaten
der mukosalen [3-Gal actosidase von Ratten unterschiedlichen Alters. Die Gesamtenzymaktivitét erhohte
sich von Geburt an bis hin zu den adulten Tieren um Uber das 2-fache. Allerdings fiel die spezifische
Aktivitét der [-Galactosidase stark ab, je dter die Ratten waren, was an dem bis zu 8-fachen zelluléren
Proteinzuwachs lag, d.h. die Enzymdichte im Intestinum verringert sich mit zunehmendem Alter.

Bis heute ist unklar welche der genannten Regulationsmechanismen der intestinalen 3-Galactosidase
letztendlich mal3geblich fir ihre Abnahme bei ausgewachsenen Individuen verantwortlich ist, vermutlich
spielen alle Effekte zusammen eine Rolle (KELLY et al., 1991).

Diese fur das Vorhandensein der [3-Galactosidase verantwortlichen, im lebenden Organismus
vorprogrammierten Prozesse, das zeitliche Zusammenwirken, kénnen zusétzlich von auleren Faktoren
beeinfluld werden (GODA et al., 1988). Eine exogene Einflul3gréfe kann z.B. die
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Nahrungszusammensetzung sein (REDDY, 1968; PERGOLIZZI et a., 1977, KOLDOVSKY, et a.,
1983). Stérkereiche Didten im Vergleich zu fettreichen Diéten erhdhen die L aktoseresorption durch eine
gesteigerte [3-Galactosidase-Aktivitat (LEICHTER et al., 1984), ebenso wie Didten mit grof3eren Mengen
Laktose (GODA et al., 1984). Eine Stimulation der [3-Galactosidase im unteren Villusbereich der
Dunndarmzotten beim neugeborenen Ferkel konnten TIVEY et al. (1994) durch hohe Laktose- oder
Glukosekonzentrationen in der Didt ausl 6sen.

Auch Hormone und Wachstumsfaktoren kdnnen die [3-Gal actosidase-Aktivitat im Dinndarm
beeinflussen. KELLY et al. (1991) verabreichten einer Gruppe neugeborener Ferkel Giber 8 Wochen nur
das Kolostrum von Sauen, einer anderen dagegen nur postkol ostrale Sauenmilch. Dieintestinale
[3-Galactosidase-Aktivitét nahm in beiden Gruppen innerhalb der 8 Wochen ab, allerdings war die
Abnahmerate in der Kolostrum-Gruppe grof3er alsin der Gruppe mit der postkolostralen Sauenmilch.
Kolostralmilch enthélt hohe K onzentrationen an Hormonen und Wachstumsfaktoren, die mit
Verénderung der Milch in der ersten Woche post Partum rapide abnehmen. Die Autoren kamen zu dem
Ergebnis, dal’ diese ersten L aktationsprodukte die Abnahme der intestinalen [3-Gal actosidase
beschleunigen kdnnen.

Insulin ist vermutlich einer der wichtigsten Faktoren in der Kolostralmilch der meisten Spezies,
eingeschlossen Mensch und Schwein, der fr intestinales Zellwachstum und -differenzierung
verantwortlich ist (READ et al., 1984). SHULMAN (1990) verabreichte 2 Tage alten
Minischweinferkeln einerseits adaptierte Sauenmilch ohne, andererseits mit Insulin. Nach 6-tagiger
Fitterung wurde das Gewicht des Dinndarms gemessen, sowie die intestinale [3-Gal actosidase-Aktivitét
bestimmt. Das Ergebnis war ein Anstieg des lleumgewichts und der 3-Galactosidase beim mit
Insulinzusatz gefltterten neugeborenen Minischwein. In einer weiteren Studie stellten SHULMAN et al.
(1992) fest, dal’ die Ursache des insulin-induzierten Anstiegs der 3-Galactosidase-Aktivitét im Ileum
weder auf der Stufe der 3-Galactosidase-mRNA noch beim Reifungsprozeld des Enzyms zu finden war.

Auch ein Reihe anderer Hormone beeinflussen offenbar die intestinale [3-Galactosidase-Aktivitét, so ist
wahrscheinlich der im Hungerstoffwechsel bekannte erniedrigte Plasmaspiegel der Schilddriisenhormone
fUr eine starke Zunahme der Enzymaktivitét verantwortlich (FREUND et al., 1989 und 1991). Die
gleiche Wirkung tritt nach der Gabe von Glukokortikoiden ein (KOLDOV SKY und SUNSHINE, 1970).

COLLINGTON et al. (1990) stellten fest, dal3 auch Gaben von Antibiotika oder Probiotika (hier eine
Mischung aus verschiedenen Lactobacillus-Stammen und Streptococcus faecium) bel Ferkeln von Geburt
an bis zum Entwohnen, eine Auswirkung auf die mukosale [3-Galactosidase-Aktivitét zeigten. Tiere, die
Antibiotika oder Probiotika zusétzlich zur Milchnahrung erhielten, zeigten gegentber Tieren, die keine
Zusdtze bekamen hohere 3-Galactosidase-Aktivitéten in der DUnndarmmukosa.

2.3.2.Die mikrobi€lle [3-Gal actosidase
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Die in Milch und Milchprodukten enthaltene L aktose wird von den genannten Milchsaurebakterien als
Kohlenhydratquelle genutzt. Die zum Wachstum der Keime nétige Energie wird tber den Weg der
Fermentation aus der Laktose gewonnen. Dazu ist die in ihrem Zellinneren befindliche 3-Galactosidase
erforderlich. Eine spezifische Permease ist daftir verantwortlich, dal3 die Laktose in die Zelle gelangt, um
dort zu den Monomeren Glukose und Gal aktose abgebaut zu werden, welche dann Uber die Glykolyse
weiter metabolisiert werden. Manche Keimarten nehmen die Laktose Uber ein spezielles

phosphoenol pyruvatabhangiges Phosphotransferasesystem auf, wobei die Laktose wahrend des
Membrantransports phosphoryliert wird. In der Zelle wird sie dann von einer Phospho-3-Galactosidase
hydrolysiert.

Bei vielen Arten von Mikroorganismen ist eine [>-Galactosidase (EC.3.2.1.23), die 3-galactosidische
Bindungen hydrolysiert, zu finden. Einige Hefespezies, Schimmelpilze und Bakterien wurden as
Enzymproduzenten fir industrielle Zwecke ausgewahlt (WALLENFELS et a., 1961; WIERZBICKI et
a., 1973). Die [3-Galactosidase in Milchsaurebakterien ist vielfach untersucht worden (McKAY et dl.,
1971; PREMI et al., 1972; MCFETERS et d., 1967; FARROW und GARVIE, 1979). Unter den vielen
untersuchten Milchsdurebakterien zeigte Lactobacillus bulgaricus (heute: L. delbrtckii ssp. bulgaricus)
die hdchste Enzymproduktionsaktivitdt (RAMANA und DUTTA, 1981).

Eine detaillierte Charakterisierung fir die [-Galactosidase von L. delbrlckii ssp. bulgaricus gaben I TOH
et a. (1980). Sie reinigten das Enzym und untersuchten es eingehend. Die Autoren stellten fest, dal3 das
Enzym die hdchste Aktivitét bei pH 7,0 und einer Temperatur von 50 °C zeigte, ohne Beeinflussung
durch den Reinigungsprozef3. Eine komplette Inaktivierung der 3-Galactosidase fand bei Erhitzen Uber
55 °C statt. Die Stabilitétsprifung zeigte, dald das Enzym fur mindestens 4 Monate bel 4 °Cin 0,1 M
Phosphatpuffer ohne einen Aktivitétsverlust lagerfahig war. Die [3-Galactosidase von L. delbrtickii ssp.
bulgaricus zeigte eine gute Affinitét zu Laktose, die Affinitét zu o-NPG war im Vergleich dazu noch
hoher. Die molekulare Masse des Enzyms wurde mit 159000 Dalton angegeben und war damit geringer
als die molekulare Maase der [3-Galactosidase, die bei L. thermophilus (PREMI et a.,1972) und E. coli
(IKURA et al., 1959) gefunden wurde.

LIN et a. (1989) untersuchten das Wachstum und die [3-Gal actosi dase-Produktionsfahigkeit der beiden
als Starterkulturen fur Joghurt verwendeten Milchsaurebakterien L. delbrickii ssp. bulgaricus und
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus in Milch und entwickelten zur Bestimmung dieser
[3-Galactosidase-Aktivitéat eine Methode. Die meisten anderen Autoren untersuchten im Gegensatz zu
ihnen die 3-Galactosidase-Aktivitat, nachdem die Zellen in einer Bouillon (GREENBERG und
MAHONEY, 1982; OCCHINO et a., 1986; SOMKUTI und STEINBERG, 1979) oder in gepufferten
Milchsystemen (OCCHINO et al., 1986; THOMAS und TURNER, 1977) gewachsen waren,
Verhdltnisse, die nicht tbereinstimmen mit denen, die bei Fermentation in Joghurt anzutreffen sind.

Weitere Details im Schriftum zur mikrobiellen 3-Galactosidase in fermentierten Milchprodukten werden
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im folgenden Kapitel aufgefihrt.

2.4V ertraglichkeit fermentierter Milchprodukte bel L aktosemalabsor bern

Fermentierte Milchprodukte enthalten Mikroorganismen mit 3-Galactosidase-Aktivitét und eine, im
Vergleich zu nicht fermentierten Milchprodukten, geringere Laktosemenge, da die im Milchprodukt
enthaltene L aktose von den Mikroorganismen bei der Fermentation zum Teil verbraucht wird. Dieses
beides kénnten die Griinde daf Ur sein, dal3 fermentierte Milchprodukte auch von L aktosemal absorbern,
die sonst nicht in der Lage sind Milch oder unfermentierte Milchprodukte zu sich zu nehmen,
symptomfrei verzehrt werden konnen.

Eine bessere Vertraglichkeit von fermentierten Milchprodukten bei Laktosemal absorbern, wegen des
verringerten Laktosegehalts und der hydrolytischen Aktivitdt von mikrobiellen 3-Galactosidasen im
Dinndarm, vermuteten KILARA und SHAHANI (1976). Sie bestimmten die
[3-Galactosidase-Aktivitéaten in verschiedenen fermentierten Milchprodukten und fanden zudem eine
Erhéhung der Aktivitét des Enzyms durch in vitro-Magenverdauung.

ALM (1982) machte in seinen Versuchen, in denen er Laktosemalabsorbern Milch und mehrere, mit
unterschiedlichen Keimen hergestellte, fermentierte Milchprodukte verzehren lief3, die gleiche
Entdeckung. Die fermentierten Milchprodukte wurden im Gegensatz zu der Milch gut vertragen. Der
Autor unterlief es jedoch, die fermentierten Milchprodukte mit Laktose zu supplementieren, so dal3
unklar blieb, ob die bessere Vertraglichkeit nicht einfach nur durch die viel niedrigeren Laktosegehalte in
diesen Produkten nach Fermentation zustande kam, oder ob tatséchlich die mikrobielle [3-Gal actosidase
aus den fermentierten Milchprodukten daftr verantwortlich war.

KOLARS et a. (1984) erbrachten den ersten Bewel's, dal3 eine gesteigerte L aktoseabsorption nach der
Aufnahme von fermentierten Milchprodukten durch die, in den Dinndarm gelangten mikrobiellen
[3-Galactosidase-Aktivitéten ausgel 0st wurde. Sie erzielten diese Ergebnisse, indem sie bel

L aktosemal absorbern nach dem Verzehr von Joghurt oder Milch, einerseits die abgeatmete

Wasserstoff menge mit dem Atemwasserstofftest gemessen und andererseits Duodenal chymusproben
uber einen Zeitraum von 90 Minuten enthommen hatten. Aus dem Anstieg der [3-Galactosidase-Aktivitét
im Duodenal chymus nach Joghurtaufnahme bei abnehmender Wasserstoffexhalation schlossen die
Autoren auf eine gesteigerte L aktoseabsorption.

1984 beobachteten GILLILAND und KIM nach Aufnahme gleicher Mengen nativen wie pasteurisierten
Joghurts von Laktosemal absorbern eine signifikant niedrigere Wasserstoffexhalation bel ersterem
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Produkt. In der gleichen Arbeit untersuchten sie den Einflul von Rindergalle auf die
[3-Galactosidase-Aktivitét verschiedener Joghurts. Sie fanden eine 2,5 bis 3-fach héhere
[3-Galactosidase-Aktivitét in den Produkten mit Gallezusatz gegentiber denen ohne Zusatz. Aus diesen
Beobachtungen schluf3folgerten die Autoren, dal? die Laktose in fermentierten Milchprodukten mit
nativen Keimen, im Darm teillweise von der 3-Galactosidase aus diesen Fermentationskeimen
hydrolysiert wird. Die [3-Gal actosidasen mufdten dazu vorerst Uber Lyse der Zellwand der Keime
freigesetzt werden. GILLILAND und STANLEY (1984) und CHATEAU et a. (1994) stellten
unterschiedliche Resistenzen bel verschiedenen Laktobazillenstémmen gegentiber Galle fest. Die meisten
Stadmme von Lactobacillus acidophilus sind besonders resistent gegentiber Galle, d.h. die Zellwand der
L. acidophilus-Stdmme wird von den Galleinhaltsstoffen nicht lysiert. Das erklért die von
unterschiedlichen Autoren gemachte Entdeckung, dal3 nach dem Verzehr von handel stiblichen
Acidophilusprodukten verglichen mit Milch, weder eine bessere Vertraglichkeit bei

L aktosemal absorbern auftrat, noch eine geringere postprandiale Wasserstoffexhal ation gemessen werden
konnte (PAYNE et a., 1981; REASONER et a., 1981; LIN et al., 1991).

Im Gegensatz dazu hatten KIM und GILLILAND (1983) eine im Vergleich zu Milch signifikant
niedrigere Wasserstoffexhalation nach der Aufnahme von Acidophilusmilch gezeigt. Allerdings wurde
die Acidophilusmilch unter der Zugabe von tiefgefrorenem L. acidophilus hergestellt. Vermutlich
wurden die Keime durch den Gefrierprozel3 so stark geschadigt, dal? eine Lyse dieser sonst sehr stabilen
Laktobazillen im Dinndarm der Laktosemal absorber eintrat, wodurch die [3-Gal actosidase freigesetzt
wurde. In gleicher Weise mechanisch schadigend auf die Zellwénde der Keime wirkt sich die
Behandlung mit Ultraschall aus (McDONOUGH et al., 1987).

SAVAIANO et al. (1984) verglichen die postprandialen Wasserstoffexhal ationen bei

L aktosemal absorbern, nachdem diese gleiche Mengen L aktose in unterschiedlichen Milchprodukten
(nativer und pasteurisierter Joghurt, Milch, unfermentierte Acidophilusmilch und Buttermilch) zu sich
genommen hatten. Die Buttermilch wurde unter Verwendung verschiedener Steptokokkenstdmme
hergestellt. Die geringste Menge Wasserstoff war in der Ausatmungsluft der Probanden zu messen, die
nativen Joghurt verzehrt hatten, gefolgt von denen, die pasteurisierten Joghurt und Buttermilch bekamen.
Die groften Mengen Wasserstoff wurden bel den Probanden nach Aufnahme von Milch und
Acidophilusmilch verzeichnet, was wiederum zeigt, dal3 Acidophilusmilch nicht zu einer verbesserten
Laktosehydrolyse im Dunndarm beitrégt. Auch Buttermilch erwies sich nicht als sehr effizient. Die
Autoren vermuteten die Ursache darin, dal3 es sich bei der [3-Galactosidase der Streptokokkenstdmme um
eine intrazellul&re Phospho-(3-Gal actosidase handelt, die Laktose nur intrazellulér spalten kann, nachdem
sie bei der Membranpassage phosphoryliert wurde. Dies setzt eine intakte Membran voraus, wasin
diesem Versuch scheinbar nicht mehr gegeben war, nachdem die Streptokokken den Magen passiert
hatten und ihre Zellwand von der Magensdure angegriffen worden war. Die Autoren schlossen aus diesen
Beobachtungen, dal? eine effiziente intestinal e L aktosehydrolyse durch mikrobielle [3-Gal actosidasen nur
dann gegeben sein kann, wenn diese aus den in der Nahrung enthalten Fermentationskeimen freigesetzt
worden sind. Das darf jedoch erst nach der Magenpassage erfolgen, da sie sonst wie andere
Nahrungsproteine auch, schon im Magen vorverdaut und denaturiert werden. SAVAIANO und LEVITT
konstatierten 1987, dal es zwel Faktoren gibt, von denen abhangt, ob die 3-Galactosidase im DUnndarm
zur Laktosespaltung beitragen kann, oder ob sie schon vorher im Magen inaktiviert wird:
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. von der Pufferungskapazitét des fermentierten Milchprodukts und der zusétzlichen
Nahrungsbestandteile. Milch und fermentierte Milchprodukte zeigen gegentiber dem sehr sauren
Magenmilieu eine hohe Pufferkapazitdt. Der pH-Wert des Mageninhalts blieb fir eine Stunde Uber
3,0 (nach drei Stunden noch Uber 2,5), nachdem Probanden 440 g Joghurt zu sich genommen
hatten (MARTINI et al., 1985).

b. von der Fahigkeit des Fermentationskeimes die Magenpassage zu tberstehen und dabel die
intrazellulére 3-Galactosidase vor einer Denaturierung zu schiitzen.

Die intakte Zellstruktur der Fermentationskeime in Joghurtkulturen ist fir den Schutz der intrazelluléren
[3-Galactosidase-Aktivitéat wahrend der Magenpassage essentiell. MARTINI et al. (1989) und SHAH und
JELEN (1990) zerstorten die in Joghurt enthaltenen Mikroorganismen mit Ultraschall und sduerten das
Produkt an (bis pH 3-4). Die [3-Galactosidase-Aktivitéat ging schnell und vollsténdig verloren.

Die Resistenz gegentiber dem sauren Magenmilieu ist bei den verschiedenen Mikroorganismen sehr
unterschiedlich. CONWAY et al. untersuchten 1987 die Uberlebensfzhigkeit einiger in fermentierten
Milchprodukten enthaltener Keime im Magensaft in vitro und in vivo. Sie mal%en die Resistenz an der
Anzahl der Uberlebenden Keime und stellten fest, dal3 Sreptococcus salivarius ssp. thermophilus die
geringste Resistenz aufwies, gefolgt von Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus, wohingegen
Lactobacillus acidophilus die stérkste Resistenz zeigte. Die Autoren beschrieben weiter, dal3 die
Resistenz abnahm, je niedriger der pH-Wert des Magensaft war. Auch SHAH und JELEN (1990) stellten
fest, daf? die Uberlebensfahigkeit von L aktobazillen im Magenmilieu groRer war als die von
Streptokokken.

Aus den bisherigen Arbeiten ging hervor, dal’ es grof3e Unterschiede hinsichtlich der Entfaltung der
[3-Galactosidase-Aktivitét im Dlnndarm, als dem eigentlichen Wirkort fr die Laktosehydrolyse des
Enzyms, gibt. SAVAIANO (1989) regte an, dal? eine Selektion von Bakterienstdmmen, diein der Lage
selen, ihre 3-Galactosidase-Aktivitét in den DUnndarm zu tragen und somit dort fir die Verbesserung der
L aktosehydrolyse zu sorgen, von Vorteil sein konnte. Die Vertraglichkeit von Milchprodukten for

L aktosemal absorber kdnnte gesteigert werden. Bei unterschiedlichen Molkereikulturen wurden grof3e
Schwankungen in der [3-Galactosidase-Aktivitét festgestellt (SHAH und JELEN, 1990). LIN et al. (1989)
bestétigten dieses und entwickelten daraufhin ein Verfahren, mit welchem sie die spezifische
[3-Galactosidase-Aktivitat unterschiedlicher Joghurtkulturen bestimmen konnten. Laktobazillen-Stamme,
die aus der humanen Darmfloraisoliert wurden, zeigten im Vergleich mit herkdbmmlichen
Joghurtkulturen niedrigere oder dnliche [3-Galactosidase-Aktivitdten (SONTAKKE et a., 1990).

MARTINI et a. (1991b) verwendeten zur Herstellung von Joghurts unterschiedliche Kulturen. Die
Produkte unterschieden sich nur in der Hohe der 3-Galactosidase-Aktivitét, nicht aber in Laktosegehalt

file:///G|/Sassadat/Diss/UB/winch/literaturueb.htm (13 von 25) [03.07.2000 18:55:13]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 2: Literaturtibersicht

oder pH-Wert. Bei Probanden, die die Joghurts bzw. Milch verzehrten, wurde die postprandiale
Wasserstoffexhalation gemessen. Sie war etwa dreimal héher nach Milchverzehr a's nach
Joghurtverzehr. Zwischen den Wasserstoffexhalationen nach Verzehr der unterschiedlichen Joghurts gab
es keine Unterschiede. Die Autoren nehmen nach diesen Ergebnissen an, dal3 der [3-Galactosidase-Gehalt
der Produkte allein nicht der entscheidende Faktor zur Erhdhung der Laktosehydrolyse im Dinndarm
nach Aufnahme fermentierter Milchprodukte ist.

MARTEAU et a. (1990) verglichen die Wasserstoffexhal ation von L aktosemal absorbern nach dem
Verzehr von nativen gegentiber pasteurisierten Joghurts und gegentber Milch. Die Laktoseabsorption
war am schlechtesten nach der Gabe von Milch und am besten nach dem Verzehr des nativen Joghurts.
Die Autoren untermauerten dieses Ergebnis mit einem Versuch, in dem sie die nicht absorbierte

L aktosemenge im terminalen lleum bestimmten, nachdem die L aktosemal absorber die gleichen Didten
wie oben erhalten hatten. Die Verdauung der im Produkt enthaltenen Laktose war mit Verzehr des
nativen Joghurts am effektivsten (90%), gefolgt vom pasteurisierten Joghurt (87,5%) und am
schlechtesten nach der Milchmahlzeit (61%0). Die Autoren vermuteten, dal3 die relativ gute

L aktoseresorption nach pasteurisiertem Joghurt, der nur wenig mikrobielle 3-Galactosidase-Aktivitét
hatte, durch die wesentlich verlangerte gastrointestinale Transitzeit im Vergleich zu Milch bedingt war.
Weitere Autoren bestétigten diese Annahme, so zeigten MAHE et a. (1994), dal3 Milch signifikant
kirzer im Magen verwelilt als fermentierte Milch. Die auch beim Laktosemalabsorber noch in geringen
Mengen vorhandene mukosal e [3-Galactosidase-Aktivitét (ASP et al., 1971) hat dadurch die M 6glichkeit
langer auf die Laktose einzuwirken. MARTINI et al. (1987b) beobachteten Ahnliches nach der
Verabreichung von Eiscremeim Vergleich zu Milch. Sie folgerten, dal3 die verbesserte

L aktoseabsorption aus Eiscreme zustande kam, well diese einen erhohten Fett- und Trockenmassegehalt
hatte, wodurch ebenfalls die gastrointestinale Transitzeit verlangert wurde.

Einen weiteren Einflul® auf die Laktosehydrolyse im DUnndarm hat, wie unter 2.3.2. bereits erwahnt, die
Rest-3-Galactosidase-Aktivitét in der Mukosa des L aktosemal absorbers. KOLARS hat 1984 die
[3-Galactosidase-Aktivitat im DUnndarmchymus bestimmt, konnte jedoch nicht zwischen dem mukosalen
und dem mikrobiellen Enzym differenzieren. Um eine Differenzierung anndherungsweise vornehmen zu
konnen, nutzte man daher oft den Tatbestand, dal3 sich die mukosale und die mikrobielle [3-Galactosidase
inihrer Affinitdt gegentiber Laktose und einigen Substratanal oga stark unterscheiden und weiterhin die
optimalen pH-Werte beider Enzyme differieren. SUHR und DE VRESE (1995) entwickelten ein
Verfahren, mit dem sie zwischen wirtseigenem und mikrobiellem Enzym mittel s Immunchromatographie
unterschieden.

GARVIE et a. (1984) bestimmten die 3-Galactosidase-Aktivitét im Dinndarmchymus von
gnotobiotischen und konventionell gehaltenen Ratten, nachdem die Tiere Standardfutter, Milch oder
Joghurt erhalten hatten. Nach der Joghurtdiat war die 3-Galactosidase-Aktivitét (bestimmt mit Laktose
oder 0-NPG als Substrat) im Dunndarmchymus beider Tiergruppen signifikant erhoht, nach der
Milchfitterung verglichen mit der Standarddiét war sie nur erhoht, wenn die Aktivitatsbestimmung mit
0-NPG als Substrat durchgefiihrt wurde. Die Autoren untersuchten neben der intestinalen
[3-Galactosidase-Aktivitét die Veranderungen der Darmflorabei den Versuchstieren nach Erhalt der
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verschiedenen Diéten. Die Joghurtdiét hatte im Gegensatz zu den anderen Didten ein Zurtickdréngen der
originaren Darmflora zur Folge, allerdings kam es zu keiner dauerhaften Besiedlung des Intestinaltraktes
mit den Joghurtkeimen.

Mit Hilfe von Markern untersuchten POCHARD et a. (1989) den Unterschied von erhitztem gegentber
nativem Joghurt. Als Marker dienten Polyethylenglycol und Bacillus stear other mophilus-Sporen zur
Bestimmung des L aktosegehalts und der [3-Galactosidase-Aktivitét in Produkt und Duodenal chymus von
L aktosemal absorbern. Nach Aufnahme des Joghurts wurde festgestellt, dal sowohl eine grof3e Anzahl
von Keimen genau wie die 3-Gal actosidase die M agenpassage Uberstanden, dennoch war der

L aktoseabbau im Duodenum nur geringfligig, was die Autoren auf die fir die mikrobiellen

[3-Gal actosidasen ungunstigen pH-Bedingungen (unter 5,0) in diesem Darmabschnitt zurtickfthren. Die
Autoren nahmen daher an, dal3 eine Laktosehydrolyse durch die 3-Galactosidase aus
Fermentationskeimen bevorzugt in den unteren Darmabschnitten erfolgt.

Ein weiteres fermentiertes Milchprodukt, das auf Grund seiner Zusammensetzung einen speziellen
Stellenwert hat, ist Kefir. Dieses Produkt enthélt neben den tblichen Milchsdurebakterien zusétzlich
Hefen. Die enthaltenen Milchséurebakterien (Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus und Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus) hydrolysieren einen Teil der in der Milch enthaltenen Laktose wahrend des
Fermentationsprozesses. Die dabei entstehende Glukose wird anders als die entstehende Gal aktose sehr
schnell weiter verstoffwechselt (RENNER, 1989). Im Kefir wird die Galaktose durch die enthaltenen
Hefen weiter verstoffwechselt, so dald sie nicht, wie im Joghurt, kumuliert. Bel Untersuchungen nach
Joghurtverzehr konnte nicht einfach die postprandial e Plasmagal aktosekonzentration zur Bestimmung
der im Darm hydrolysierten Laktose (Uber die im Blutserum anfallenden Spaltprodukte) herangezogen
werden. Die im Joghurt préformierte Galaktose konnte den Effekt der intestinalen L aktosespaltung
tberdecken (GOODENOUGH und KLEY N, 1976; SCHAAFSMA et al., 1988). Der gal aktosefreie Kefir
jedoch &3t sich mit der postprandialen Plasma-Gal aktosebestimmung kombinieren. DE VRESE et al.
(1992) verabreichten Gottinger Minischweinen verschiedene Zubereitungen von Kefir, einmal nativ mit
mikrobieller 3-Galactosidase-Aktivitét, das andere Mal erhitzt ohne 3-Galactosidase-Aktivitét. An Hand
des Verlaufs der postprandialen Plasmagal aktosespiegel stellten sie eine um 30% hohere
Spitzenkonzentration der Plasmagal aktose nach Verabreichung des nativen Kefir fest.

2.5.Abt6tung " von Mikroorganismen" oder " von Laktobazillen" mit y-Strahlen

Es gibt viele Mdglichkeiten Zellen irreversibel zu schadigen, wie Hitzebehandlung, chemische
Behandlung ( z.B. Antibiotika), mechanische Schadigung (Scherkréafte, hydrostatischer Hochdruck
(BANZET et dl., 1992)), Ultraschallbehandlung und Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen
(ERGEBNISBERICHT ZUM FORSCHUNGSPROJEKT VO (EWG) NR. 1116/92 VOM 30.04.1992).

file:///G|/Sassadat/Diss/UB/winch/literaturueb.htm (15 von 25) [03.07.2000 18:55:13]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 2: Literaturtibersicht

lonisierende Strahlen oder auch ionenbildende Strahlen, sind energiereiche Photonen- oder
Korpuskularstrahlen aus Rontgenréhren, Radionukliden und Kernreaktoren, die durch lonisation der
getroffenen Atome oder Molektile chemisch wirksame Radikale bilden. Durch die Strahlung werden in
den absorbierenden Molektilen chemische Reaktionen ausgel st und Molektile ionisiert, was zu einer
Beeintrachtigung der Funktionsttichtigkeit der fir die Zellen notwendigen Molekile, wie Proteine und
Nukleinsauren, fihren kann. Folge davon sind Schédigung oder Abtétung von Organismen, Zellen und
Mikroorganismen, das Auftreten von Mutationen a.v.m. Nur wenige Mikroorganismen scheinen
gegenuber den letalen und mutagenen Effekten, die ironisierende Strahlung ausl dst, aul3erordentlich
resistent zu sein, wie z.B. Deinococcus radiodurans R1 (DALY et al., 1994), was aus der enormen
Fahigkeit entspringt durch Strahlen aufgetretene DNA- Schaden mit hoher Geschwindigkeit und
Effektivitat zu reparieren (Uber 120 DNA-Doppel strangbrtiche pro Chromosom). Die meisten anderen
Mikroorganismen konnen nicht mehr als 2-3 DNA-Doppel strangbriiche Uberstehen (DALY et a., 1994,
MINTON, 1994).

y -Strahlen zahlt man zu den ionisierenden Strahlen, sie entstehen praktisch bei allen Kernreaktionen, so
auch beim Zerfall von dem Radionuklid 6€°Co. Die hohe biologische Effektivitét von Neutronen fir den
Zelltod wird erkléart durch die grof3e Anzahl von nicht reparierten oder irreparablen
DNA-Doppelstrangbrtichen, die durch hoch energetische Neutronen ausgel 6st werden (BRENNER et al.,
1993).

FRANCHET-BEUZIT et al. (1993) bestétigten, dafld ionisierende Strahlung eine Vielzahl von
DNA-Schaden, besonders Strangbrtiche induziert. Daftir sind besonders die bel der sogenannten
Radiolyse von Wasser entstandenen Hydroxylradikale verantwortlich. Die Autoren machten in ihren
Versuchen die Entdeckung, dal3 an die DNA gebundene Proteine lokal, an den Stellen ihrer Bindung,
schitzen kénnen.

RETEL et al. (1993) stellten in ihren Untersuchungen fest, daf3 die oxidative Schadigung der DNA durch
Hydroxylradikal e oft ganz spezifische Defekte, bzw. Mutationen mit sich bringt. Sie bestrahlten eine
spezifische Doppelstrang- DNA, deren Basensequenz bekannt war, einmal in Anwesenheit von
Sauerstoff und einmal in Anwesenheit von Stickoxyd mit y -Strahlen. Anschlief3end stellten sie sehr
spezifische Mutationsspektren fest. Es wurden hauptséchlich C/G- zu G/C-Transversionen in der
Sauerstoffatmosphére und mehr C/G- zu A/T-Transversionen in der Stickoxidatmosphére beobachtet. In
der Sauerstoffatmosphére gab es keine Deletionen von einem Basenpaar, wie in der
Stickoxidatmosphére. Die Autoren schlossen daraus, dal3 Wasserstoffradikale (die nur in der
Sauerstoffatmosphére entstehen) keine Deletionen hervorrufen kénnen, sondern nur
Basentransversionen.

KIM und THAY ER (1995) fanden, dal3 Hydroxylradikale und Sauerstoff gemeinsam, entsprechend der
Strahlendosis, fr die durch y -Strahlung ausgel 6sten Schaden und die damit oft verbundene
Zellsterblichkeit bei Salmonella typhimurium verantwortlich sind (kooperativer Effekt). Sie stellten fest,
dal3 Hydroxylradikalfanger wie Polyethylenglycol (PEG) in Anwesenheit von Sauerstoff, nicht aber in
Anwesenheit von Stickstoff- oder Stickoxidgasen die Letalitét von Salmonella typhimurium nach
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Bestrahlung reduzierten.

FEIG et al. (1994) beschaftigten sich mit dem Beitrag, den reaktive Sauerstoffarten bel der Mutagenese
leisten. Die Untersuchungen gestalteten sich als schwierig, da die, durch die verschiedenen reaktiven
Sauerstoffarten ausgel 6sten Mutationen, sehr unterschiedlich waren.

Im Gegensatz zu den bisherigen Arbeiten, stellten EWING und DAMSKER (1995) fest, dal3
Hydroxylradikale bei den von ihnen untersuchten Escherichia coli (E. coli)-Stdmmen ab einer
Strahlendosis von 120 Gray, DNA-Lasionen, aber keine Doppel strangbriiche hervorriefen.

Einen grolRen Einflufd auf das Ausmal3 der auftretenden Lésionen, hat das Medium, in dem sich die DNA
befindet. So untersuchten ITO et al. (1993) den Einflul? des Feuchtigkeitsgrads der Probe auf den Effekt
der Bestrahlung. Sie stellten fest, dal3 bei DNA, die sich in wésseriger Losung befand bis zu 100 mal
mehr Einzelstrangbriiche auftraten, als bei DNA, die sich in feuchtem oder gar trockenem Zustand
befand. Auch Puffersysteme boten bel Zimmertemperatur einen besseren Schutz vor DNA-Schéden als
die wasserige Losung (CULLIS et a., 1993). MILLER et al. (1991) untersuchten eine weitere
Einflugrofe. Sie arbeiteten mit supercoiled DNA von Plasmiden in Bakterien und stellten dartiber
hinaus fest, dal? diese besser vor auftreffender Strahlung geschiitzt ist, da die offene Helix von
entspannter DNA den schadigenden Radikalen leichter zuganglich wird.

y -Strahlen haben also die Eigenschaft Zellen so zu schadigen, dal’ sie nicht mehr vermehrungsfahig sind.
Day -Strahlen hauptséchlich die replikativen Anteile, also die DNA der Zelle angreifen, wurde davon
ausgegangen, dal’ sie bereits gebildete Proteine, so auch die 3-Galactosidase, unbeschadet lassen.
Allerdings beschrieben POTIER et al. (1991), dal? die membransténdige 3-Galactosidase von E. coli
durch ionisierende Strahlung inaktiviert wird. Dieses nur in der Tetramer-Form aktive Enzym wird dabel
zum einen durch Auflosung der Tetramer-Struktur, zum anderen durch Denaturierung der einzelnen
Protomere geschéadigt.

2.6. Gastrointestinale Mikroflora und gnotobiotische Tiere

GOLDIN (1990) konstetierte, dal? die Mikroflora sowohl bei Monogastriern als auch bel Wiederkauern
ein komplexes Okosystem bildet. Anaerobe Bakterien dominieren im Gastrointestinaltrakt, in dem sich
beim Monogastrier etwa insgesamt 1014 Keime befinden. Der Magen ist meist nur spérlich besiedelt,
hauptséchlich mit Laktobazillen und Streptokokken. So auch der proximale Dinndarm, der alerdings
zum Ende hin stérker besiedelt ist. Die Bakteriendichte nimmt distal der |1eozékal klappe rapide zu, der
Dickdarm ist am stérksten besiedelt.
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HAENEL und GRUTTE (1984) bezeichneten den Verdauungskanal, besonders den Dickdarm, als "black
box". Hier laufen Stoffwechsel prozesse, die nach Qualitét, Quantitdt, Dynamik und Wirkung auf den
Wirt nur in Umrissen bzw. nur an einigen Effekten erkennbar und bekannt sind, ab. Die mikrobielle
Gesamtstoffwechselleistung hat eine Fiille von Konsequenzen fir den Wirt: morphol ogische,

physiol ogische, biochemische und immunol ogische Effekte. Die Autoren verglichen den
Magen-Darm-Kanal von keimfreien mit konventionellen Tieren und stellten einige Unterschiede fest,
woraus sie auf eine erhebliche Wirkung der Mikroflora auf den Wirtsorganismus schlossen. Auch
COATES (1980) stellte fest, dal3 konventionell gehaltene Tiere, die sich standig mit einer keimreichen
Umgebung auseinander zu setzen haben, gegentiber Gnotobioten im Wachstum zuriickblieben.

Definitionsgemal? sind Gnotobioten (Gnotobionten) keimfreie oder definiert assoziierte, d.h. nur mit
bekannten Arten von Mikroorganismen besiedelte Tiere (aus. Pschyrembel Klinisches Worterbuch).

MITVEDT (1990) fald die Entwicklung der gnotobiotischen Tierhaltung zusammen:

Die gnotobiotische Tierhaltung gibt es seit dem 2.Weltkrieg und wurde begriindet von J. A. Reyniers,
MIYAKAWA (1968) und GUSTAFSSON (1959). P.C. Trexler baute in den friihen 60-iger Jahren die
ersten Plastikisolatoren zur Aufzucht und Haltung von keimfreien Tieren. Seitdem ist es moglich, Tiere
zu halten, die keimfrei, d.h. ohne Mikroflora leben. Die Haltung der gnotobiotischen Tiere verlangt eine
gute Isolatortechnik und steriles Arbeiten.

Der Ausschluf® von Mikroorganismen l&3t Untersuchungen zu, durch die Mikroflora-unabhangige
Prozesse charakterisiert werden konnen. Alle Effekte, die im Zusammenhang mit der Darmflora stehen,
werden ausgeschaltet, so auch die Beeinflussung der Intestinalflora durch zugefiihrtes Substrat
(WOSTMANN et al., 1985).

TANNOCK et al. (1982) nutzten gnotobiotische Tiere, da sie die einzige Moglichkeit bieten, in einem
lebenden System die Auswirkungen von nur einem Mikroorganismus im Magen-Darm-Trakt zu
untersuchen. In den Versuchen der Autoren ging es darum, zu erkunden, welche ausgewahlten

L aktobazillenstdmme in der Lage sind, das Darmepithel zu besiedeln. Bei Gnotobioten sind sémtliche
Einflisse mikrobieller Interaktionen (an den Epithelien, im Darmlumen) von vorne herein
ausgeschlossen, so dal? der zu testende Stamm optimal e Bedingungen vorfindet, um sich im Darm
anzusiedeln.

L aktobazillen, die normalerweise nicht in der Lage sind das Darmepithel zu besiedeln, kénnen im Darm
gnotobiotischer Tiere persistieren. Eine Erklarung daftir kdnnte das Fehlen antagonistischer
Mikroorganismen und die im Vergleich zu konventionellen Tieren verlangsamte Passage sein
(SAVAGE, 1977).

SCHULZE und ZUNFT beschrieben 1991, dal3 verschiedene Spezies der Darmflora
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[3-Galactosidasebildner sind und somit am Abbau der Laktose im Dinndarm beteiligt sein kdnnen. Fir
ihre Untersuchung der 3-Galactosidase-Aktivitét im DUnndarm von Ratten nach Verabreichung
verschiedener [3-Gal actosidase bildender Bakterien, nutzten sie das Modell des keimfreien Tieres. Sie
schlossen somit die Beeinflussung des Versuchs durch die 3-Galactosidase-Aktivitdt anderer als der zu
untersuchenden Mikroorganismen aus.

Bei der Ratte sind hauptséchlich Laktobazillen die 3-Galactosidase-Produzenten (ZUNFT und
SCHULZE, 1991), Bacteroidesstdmme, Bifidobakterien und Enterobakterien sind es beim Menschen
(SIMONE und GORBACH, 1986; AROLA und TAMM, 1994), genauso beim Schwein (SWORDS et
al., 1993) zuzlglich Laktobazillen (WADSTROM et al., 1986; PETERSEN und TANNOCK, 1988).

Durch den Einsatz keimfreier Ratten unterschieden BESNIER et al. (1983) zwischen mukosaler
(wirtseigener) und mikrobieller 3-Galactosidase-Aktivitét im Dinndarmchymus. Die Tiere erhielten Gber
14 bis 42 Tage zur Standarddiét zusatzlich erhitzten oder nativen Joghurt. Die Tiere, die den nativen
Joghurt erhalten hatten, zeigten eine signifikant hohere mikrobielle 3-Galactosidase-Aktivitét.

2.7. Ansiedlung von L aktobazillen im Magen-Darm-Trakt

Im Magen-Darm-Trakt der meisten Tiere sind grof3e L aktobazillenpopulationen vorhanden. Sie befinden
sich dort vor allem im proximalen Teil des Verdauungsapparates, so auch im Magen und teilweise im
Duinndarm von Menschen, Schweinen und Ratten. Die verschiedenen L aktobazillen-Stémme sind
entweder in der Lage sich an den Epithelien der Verdauungsorgane anzuheften und diese so zu besiedeln
(SAVAGE, 1977), oder sie bevolkern das Lumen des Magen-Darm-Traktes, d.h. sie befinden sich im
Nahrungsbrei (PEDERSEN und TANNOCK, 1989). Von vielen dieser L aktobazillen-Stamme wird
angenommen, dald sie bei der Etablierung und Stabilisierung der Mikroflora von gesunden Individuen
beteiligt sind (SPECK, 1976; SANDINE, 1979). Um eine vorteilhafte Darmflora aufzubauen, scheint die
Inokulation mit Laktobazillen, die das Darmepithel besiedeln kdnnen, bel neugeborenen Ferkeln
wesentlich besser zu wirken, als der spatere kontinuierliche Zusatz von Bakterienpréparationen zum
Futter erwachsener Tiere (TANNOCK et al., 1982).

Das unterschiedliche Siedlungsverhalten der L aktobazillen-Stamme und die Frage wie es zu einer
Besiedelung kommt beschéftigte viele Autoren.

TANNOCK et al. (1982) untersuchten die Wirtsspezifitét einzelner Laktobazillen-Stamme. Sie fanden
heraus, dal? ein Lactobazillenstamm, den sie bel Mausen isolierten, nur in der Lage war auch wieder das
Magen-Darm-Epithel von Mausen, hier gnotobiotischen Mausen, zu besiedeln, dies aber bereits nach
einer einmaligen Gabe. Den selben Effekt fanden sie bel Laktobazillen, die sie von Ratten, Schweinen
und Hiihnern isolierten. Die Autoren kamen in Ubereinstimmung mit FULLER (1973) und SUEGARA
et a. (1975) zu dem Ergebnis, dal? es bei Laktobazillen eine Wirtsspezifitat im Siedlungsverhalten gibt.
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Auch LIN und SAVAGE (1984) kamen zu einem dhnlichen Ergebnis. Allerdings untersuchten sie das
Adhasionsverhalten von Lactobacillus-Stammen, isoliert von verschiedenen Tierarten, an keratinisierten,
nicht-sezernierenden Magenepithelien gnotobiotischer Mause. Die Autoren stellten fest, dal? alle Stdmme
aus dem Mageninhalt der gnotobiotischen M&use kultiviert werden konnten, dal aber nur die Stémme
von Nagern mehrschichtige Lagen auf der Oberflache des Magen-epithels bildeten.

GOLDIN et al. (1992) stellten eine Wirtsspezifitét bel Lactobacillus acidophilus, L. fermentumund L.
plantarum gegentiber dem menschlichen Darm fest. Diese genannten Stamme wurden in den Fazes von
Menschen gefunden. Anderen L aktobazillenstdmmen scheint die Fahigkeit sich im Magen-Darm-Trakt
zu etablieren zu fehlen, wie z B. L. bulgaricus, der bei der Herstellung von Joghurt oder anderen
Milchprodukten verwendet wird und zur Ansiedlung nicht in der Lageist (FINEGOLD et al., 1977).

Die Uberlegungen, wodurch es zum Anheften kommen kann, gehen in viele Richtungen; KLEEMANN
und KLAENHAMMER (1982) fanden bel allen 32 von ihnen untersuchten Lactobacillus-Stémmen eine
unspezifische Anheftungsreaktion, die Kalzium erforderlich machte. Auch CHAUVIERE et a. (1992)
stellten bei einigen Adhasionsreaktionen eine Abhangigkeit von Kalzium fest. Weiterhin gibt es
Arbeiten, in denen die aktuelle Wachstumsphase der Mikroorganismen, oder ihre Zellmorphologie
(HENRIKSSON et al., 1991) fir die Haftfahigkeit mit verantwortlich gemacht werden. SAVAGE (1992)
stellte fest, dal? manche Laktobazillen-Stdmme in der exponentiellen Wachstumsphase eine grofere
Hydrophobizitét aufwiesen. Diese Stdmme waren in vitro meist in der Lage in der exponentiellen Phase
besser an Zellen der Magenmukosa zu haften alsin der stationdren Wachstumsphase. Die von
HENRIKSSON et a. (1991) gemachte Beobachtung, dal? die Zellmorphologie fir Unterschiede bei der
Haftung der Laktobazillen verantwortlich ist, flhrten sie darauf zurtick, daf3 die Keime der verschiedenen
Bakterienkolonien unterschiedliche Haftkomponenten haben. Sie stellten fest, dal3 diein vitro
untersuchte spezifische Bindung der untersuchten Lactobacillus fermentum 104-R- und S-Kolonien zwar
vermutlich hauptséchlich Uber Proteine vermittelt wird, dal3 aber unspezifische Bindungen auch beteiligt
sind. Die Haftkomponenten sind bei den rough- Kolonien wahrscheinlich weniger ausgepragt als bei den
smooth-Varianten, die besser an Magenepithel zellen haften.

Die Haftmechanismen, durch welche vielen Laktobazillen-Stdmmen die Mdglichkeit zur Ansiedlung
gegeben ist, kbnnen also vielfatiger Natur sein. Fir die direkt mit der Haftung in Zusammenhang
stehenden Komponenten besteht noch kein einheitliches Konzept:

BROOKER und FULLER (1975) untersuchten die Interaktionen von zwei Laktobazillen Stdmmen mit
Hihner-Kropf-Epithelien. Der eine Lactobacillus-Stamm 59 heftete sich, wie vorab schon bekannt war,
an das Kropf-Epithel, der andere, L. acidophilus war dazu nicht in der Lage. Die Autoren stellten fest,
dal3 die Spezifitat, mit der Laktobazillen am Kropf-Epithel hafteten, von der Art der kohlenhydratreichen
Oberflachenschicht der Keime abhing. Diese Schicht trat in Interaktion mit der viel diinneren
Kohlenhydratschicht auf der Oberflache der Kropf-Zellen. Kohlenhydratschichten waren fir das
Anheften von Laktobazillen am Epithel verantwortlich.
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Dem widersprachen WADSTROM et a. (1987). Sie ermittelten aus ihren Untersuchungen, dai3 die
Adhésion von der Hydrophobizitét der Bakterienoberflache abhangig ist. Laktobazillen, diein
kohlenhydratreichem Medium wuchsen, bildeten nicht ihren hydrophoben Zelloberflachencharakter aus.
Sie schlossen daraus, dal3 kohlenhydratreiche Kapsel polymere nicht die Hauptdeterminante fir die
Intestinale Laktobazillenansiedlung sein konnte. Die Autoren untersuchten 100 Stadmme von

L aktobazillen, die sie aus dem Dunndarm von frisch geschlachteten jungen Schweinen isolierten,
hinsichtlich ihrer Haftung in vitro an Darmepithel zellen von Schweinen. Die Stdmme, die gut hafteten,
zeigten hohe Hydrophobizitéat der Zelloberflache. Wurden sie mit Hitze und Proteasen behandelt,
verschlechterte sich die Eigenschaft an den Darmepithelien zu haften. Sie folgerten aus diesen
Beobachtungen und aus von SUEGARA (1975), CONWAY et a. (1985) und SHERMAN und SAVAGE
(1986) erarbeiteten Ergebnissen, dal3 Proteine in der Zellwand von Laktobazillen fir die Adhasion
verantwortlich sein muf3ten und dal? diese Proteine die Hydrophobizitét determinieren. Allerdings gab es
unter den von ihnen untersuchten Stammen auch welche, die hydrophile Oberfl&chenstrukturen hatten
und trotzdem zur Adhéasion in der Lage waren, woraus die Autoren schlossen, dal3 unterschiedliche oder
multiple Mechanismen an der Besiedlung der Diinndarmmukosa des Schweins beteiligt sind. SAVAGE
(1992) unterstitzte mit seiner Arbeit diese Aussage und dehnte sie des weiteren auf das Magenepithel der
Maus aus.

SHERMAN und SAVAGE (1986) fanden, dal3 Makromolekiile, die Protein und Lipoteichonsaure
enthalten die Haftung Ubernehmen. CONWAY und KJELLEBERG (1989) zeigten in vitro, dal3 bei L.
fermentum Stamm 737 gebildetes und sezerniertes Protein die wirtsspezifische Adhasion an das Epithel
vermittelte. COCONNIER et a. (1992) schlossen aus ihren in vitro-Untersuchungen, dal3 bei

L aktobazillen ein extrazellulares Briicken-Protein eine Verbindung zwischen in der Bakterienzellwand
befindlichen Kohlehydraten und im Darmepithel vorhandenen Rezeptoren schafft. Das Protein dient also
der Adhasionsvermittlung und scheint eine wichtige Komponente zu sein bei Laktobazillen, die den
Gastrointestinaltrakt besiedeln.

SAVAGE (1992) faldt zusammen, daf3 an der Adhasion von Laktobazillen zu intestinalen Epithel zellen
unterschiedliche oder vielfache Mechanismen beteiligt sind. Die adhérierenden Zellen haben hydrophile
sowie hydrophobe Doméanen an den Oberflachen. In Abhéngigkeit von den Bakterienstammen und der
physikalischen Art der betelligten Gewebeoberflache, konnen sowohl Proteine oder Polysaccharide als
auch Lipoteichonsauren in die Bindung involviert sein.

Alle aufgefiihrten Aussagen zum Adhasionsverhalten von Laktobazillen wurden ausschliefdlich fir
spezielle Bakterienstadmme und verschiedene Epithelarten (in-vitro-Versuche) gemacht.
In-vivo-Versuche mit Schweinen unternahmen lediglich PEDERSEN und TANNOCK (1989), die
neugeborenen Ferkeln verschiedene L aktobazillenstamme inokulierten, die sie vorher in vitro auf ihre
Adhéasionsfahigkeit untersucht hatten. Sie fanden, dal? die Ergebnisse der in vitro Versuche nicht mit
denen der in vivo Versuche Ubereinstimmten, womit die Effektivitét der in vitro Versuche in Frage
gestellt zu sein scheint.
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2.8. Probiotika (Iebende contra abgetttete Keime in Milchprodukten)

Seitdem METSCHNIKOFF (1908) die These aufstellte, dal3 der Verzehr fermentierter Milchprodukte der
Gesundheit forderlich sei und das L eben verlangere, besteht die Frage, ob fermentierte Milchprodukte
Probiotika sind. Weiterhin ist bis heute nicht geklart, ob fir die vorteilhaften Effekte der fermentierten
Milchprodukte die lebenden Kulturen verantwortlich sind, oder ob diese auch durchaus abgetétet sein
konnen.

GEDEK (1991) beschrieb, dal3 Probiotika dem Zweck dienen, im positiven Sinne regulativ in die
Besiedlung des Darms mit Mikroorganismen einzugreifen. Im Gegensatz zu Antibiotika sind es nicht
bestimmte Stoffwechsel produkte von Bakterien oder Pilzen, mit wachstumshemmender oder
keimabtoterder Wirkung, sondern es sind die Mikroorganismen selbst, die gesundheitsfordernde Effekte
haben sollen.

FULLER (1991) gab folgende Definition fr Probiotika: ein lebender mikrobiologischer
Mahlzeitenzusatzstoff, der sich Uber die Verbesserung der mikrobiellen Balance, vorteilhaft auf den Wirt
auswirkt. Diese Definition beinhaltet ausdricklich die Wichtigkeit von |ebenden Zellen a's eine effektive
Komponente eines Probiotikums (O"SULLIVAN et al., 1992). Die natiirliche Darmflora bel Mensch und
Tier soll inihrer Ausgewogenheit erhalten bzw. wiederhergestellt werden. FULLER (1991) fuhrte die
vorteilhafte Wirkung von Probiotika auf folgende Punkte zuriick:

. Produktion von antimikrobiellen Substanzen
b. Belegung von Adhasinosrezeptoren am Epithel des Magen-Darm-Traktes
c. Wettbewerb um Nahrstoffe
d. Stimulation der Immunitét des Wirts.,

Dadurch sollen pathogene Keime abgedrangt bzw. an ihrer Ausbreitung gehindert werden.

Der Autor beschrieb weiter, dal3 Probiotika zusétzliche Vorteil versprechende Effekte zugeschrieben
werden gegen: Obstipation, Krebs, Herzerkrankungen und ul zerative Kalitis, die jedoch schwer zu
belegen sind. Allerdingsist ein weiterer festgestellter Effekt gut belegt: die vorteilhafte Wirkung bei
[3-Galactosidasedefiziten (L aktose-malabsorption).

GURR (1991) bestétigte die von FULLER (1991) getroffenen Aussagen, jedoch traf er diese spezifiziert
fur Kulturkeime fermentierter Milchprodukte oder Kulturen beinhaltende Milch. Er stellte die Hypothese
auf, dal3 in einem gesunden Magen-Darm-Trakt eine stabile Mikroflora existiert, indem "gutartige"
Bakterien wie Laktobazillen und Bifidobakterien potentiell pathogene Keime an einer starken
Vermehrung hindern, indem sie die Rezeptoren am Darmepithel besetzen und so pathogene Keime von
der Adhasion abhalten. Die "gutartigen” Keime produzieren Komponenten, welche die Proliferation der
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pathogenen Keime hemmen oder diese abtoten. Auch die in fermentierten Milchprodukten von den
Milchsaurebakterien produzierte Sdure kann das Wachstum pathogener Keime verhindern. Der Autor
mal3 einem weiteren Mechanismus grof3e Bedeutung bei, der Stimulierung der mmunantwort des Wirtes
gegentber Keimen.

An der Antwort auf die Frage, auf welche Weise die Immunantwort durch Probiotika stimuliert werden
kann, haben viele Autoren, speziell bezogen auf Laktobazillen, gearbeitet:

Durch eine Adhésion an der M ukosaoberflache konnte es zur Ausbildung einer Immunantwort kommen,
dain diesem Fall Antigene entlassen wurden und eine Stimulierung des sezernierenden Immunsystems
im Darm stattfand (BLACK et al., 1987). MIAKE et a. (1985) und NOMOTO et al. (1985) berichten
uber die Wichtigkeit von Lactobacillus casal - Gaben fir den Anstieg der Wirtsabwehrmechanismen zum
Schutz vor enteralen Infektionen. Als Mediatoren fir die Stimulation der Wirtsimmunitét vermuteten
MOINEUAU und GOULET (1991) bakterielle Metabolite und Zellwandkomponenten oder einfach eine
Kolonisation durch Milchsaurebakterien. Die orale Gabe der Laktobazillen wirkte sich steigernd auf die
lokale (mukosale) und die systemische Immunitét aus (PERDIGON et a., 1987, 1988, 1990, DE
SIMON, 1986). MC QUEEN et al. (1986) behauptete in dem Zusammenhang, dal3 |ebensfahige besser
als nicht lebensfahige Mikroorganismen wirkten. Die immunitétssteigernde Eigenschaft oral applizierter
Laktobazillen (L. casal, L. delbrickii ssp. bulgaricus) bestand in der Induktion der Abgabe lysosomal er
Enzyme von peritonealen Makrophagen, der Aktivierung der Zellen des mononukléren
Phagozytensystems und der Stimulierung der Lymphozyten (PERDIGON et al., 1986, 1987). Die lokale
Antwort in der intestinalen Mukosa auf die Laktobazillen sollte laut PERDIGON et a. (1990) Uber eine
gesteigerte Produktion von sekretorischem IgA laufen, verursacht durch B-und T-Lymphozyten
(NENCIONI et a., 1983; TAGLIABUE et a. 1983, MORGAN et al., 1984). Dieses S-IgA verhinderte
die Ansiedlung pathogener Keime, indem es sie im Lumen des Darmes verklumpte und
Ansiedlungsfaktoren der pathogenen Keime blockte (CANTEY, 1987). Die bisher genannten Arbeiten
gingen von Laktobazillen zum Prophylaxeeinsatz aus. KAILA et al. (1992) haben Laktobazillen
(Lactobacillus GG-ein humaner Stamm) als Therapeutikum bel an Rotavirusinfektionen erkrankten
Kindern untersucht. Sie beobachteten einen signifikanten Anstieg der humoralen Abwehr (unspezifisch)
und der spezifischen lokalen IgA-Antwort. PERDIGON et al. (1990) dagegen berichteten, dal? eine
therapeutische Gabe von Laktobazillen (L. casel, L. acidophilus), d.h. also nach einer Infektion mit
einem pathogenen Keim, keinen forderlichen Effekt hatte. CARLSON und BRATTHALL (1985)
zeigten, dal3 Laktobazillen im Gegensatz zu anderen Mikroorganismen nur eine sehr schwache
|mmunogenitét haben.

In den letzten zehn Jahren stieg das Angebot an fermentierten Milchprodukten, die aus dem
Magen-Darm-Trakt des Menschen stammende |ebende probiotische Bakterien enthalten, enorm an. Diese
Bakterien gehoren vorwiegend in die Genera Bifidibacterium und Lactobacillus (O"SULLIVAN et d.,
1992)

Neben den bisher erwéhnten Effekten von Probiotika (I nhibition pathogener Mikroorganismen,
Stimulierung des Immunsystems), fihren O"SULLIVAN et a. (1992) die Aktivitét gegen Krebs, die
Linderung von Laktoseintoleranz, Senkung der Blutchol esterol spiegels und auch eine verbesserte
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Ausnutzung der Nahrung auf.

O SULLIVAN et al. (1992) trugen zusammen, dal3 die Présenz organischer Sduren in fermentierten
Milchprodukten fur die von anderen Autoren angenommene Senkung des Blutchol esterol spiegels
verantwortlich sein kdnnte.

Die Autoren geben in ihrem Artikel aber zu bedenken, dali alle bisher aufgefiihrten vorteilhaften Effekte
von Probiotika (hier speziell fermentierte Milchprodukte) bisher nur auf Annahmen beruhen, mit
Ausnahme der Bedeutung fir die Laktosemalabsorption, die durch viele Arbeiten belegt wurde. Bis
heute gibt es zu den weiteren angegebenen vorteilhaften Effekten der probiotischen Bakterien, diein
kommerziellen Produkten enthalten sind, kel ne wissenschaftlichen Beweise, was bisher am schlechten
Design der experimentellen Studien lag. In diesem Punkt sind sich viele Autoren einig (MARSHALL,
1992; GURR, 1991; FULLER, 1991; DALY, 1992; HOSE und SOZZI, 1992), und bevor praventive oder
gar therapeutische Wirkungen des Verzehrs von Produkten mit probiotischen Bakterien
(Sauermilchprodukte) als gesichert angesehen werden konnen, bedarf es auf diesem Gebiet weiterer
Klarung.

Der einzige bisher erwiesene positive Effekt ist die Forderung der Laktoseverdauung. Dieses wurde al's
Argument fir die Forderung gewertet, dal3 ein Joghurt |ebende Keime in ausreichender Konzentration
enthalten misse. EG-weit wird diskutiert, ob dies ein wertgebendes Merkmal von fermentierten
Milchprodukten, speziell Joghurt sein sollte. In acht von zwolf EG-Mitgliedstaaten war 1992 fir Joghurt
eine Mindestanzahl an charakteristischen Fermentationskeimen vorgeschrieben, die im Bereich zwischen
106 und 108 KbE/G lag. Nur in 3 Mitgliedstaaten darf das nachtréglich warmebehandelte Produkt Joghurt
genannt werden. Ein vor dem Europaischen Gerichtshof ausgetragener Rechtsstreit unterstrich die
Bedeutung dieser Frage im Hinblick auf den innergemeinschaftlichen Handel (GLASER, 1992).

2.9. Verdaulichkeitsbestimmung mittels M arker

Marker werden in der Erndhrungsphysiologie zur Bestimmung der Passagerate von Digesta und zur
Bestimmung von Verdaulichkeiten von Digesta-1nhaltsstoffen, besonders von Protein, aber auch von
anderen Verbindungen, wie z.B. Laktose verwendet. Eingesetzt werden besonders Metalloxide (Cr,0Os,
Fe,0s, TiO,) (KOHLER et al., 1990; UDEN et al., 1980, KRAWIELITZKI et al., 1987), radioaktiv

markierte Substanzen (DRING, 1987, JUHR et al., 1987, 1990, 1991) und radio-opague Substanzen
(Bariumsulphat) (CUMMINGS et al., 1976) als Festphasen-Marker, d.h. sie dienen der Bestimmung der
Passagerate oder Verdaulichkeit von Stoffen, die mit der festen Phase des Nahrungsbreies durch den
Magen-Darm-Kanal transportiert werden. Dies sind meist Stoffe, die nicht in Wasser gel 6st werden
konnen. Stoffe, die sich in Wasser |6sen lassen, wandern meist mit der sogenannten flUissigen Phase
durch den Magen-Darm-Kanal und sollten mittels eines Markers bestimmt werden, der ebenso mit der
flssigen Phase der Digesta transportiert wird. Polyethyleneglycol (PEG) (HY DEN, 1955), Co-EDTA
(KOHLER et al., 1990; UDEN et al., 1982) und Cr-EDTA (DOWNES & MCDONALD, 1964,
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UDEN,1982) wurden bislang als Marker fir die fllssige Phase im Darminhalt eingesetzt.

KOHLER et al. (1990) verglichen verschiedene Digesta-Sammel-Methoden und verschiedene Marker im
Hinblick auf die Bestimmung der Verdaulichkeit von Nahrstoffen im distalen Ileum von Schweinen. Sie
verwendeten TiO, als Marker fir die feste Phase der Digestaim Vergleich zu Cr,O; und Co-EDTA as
Marker fur die flissige Phase. Die Autoren beschrieben, dal? die aufgetretenen Unterschiede der
Wiederfindungsrate der Marker zeigte, dal3 eine Separation zwischen der festen und der fllissigen Phase
eintrat. Die Wiederfindungsrate von Kobalt lag hoher a's die von Chrom.

UDEN et al. (1980) beschrieb, dal? Feste-Teilchen-Marker allgemein schlechter geeignet waren, um
Passageraten oder Verdaulichkeiten zu bestimmen, als flissige Marker. Letztere waren weniger in der
Lage, sich von der zu bestimmenden Fraktion wieder abzusetzen, die Durchmischung war effektiver.
Feste-Tellchen-Marker zeigten oft das Problem, dal3 sie sich an Teile der Digesta anlagerten, die nicht
bestimmt werden sollten. Es war haufig erforderlich sowohl einen festen als auch einen fliissigen Marker
einzusetzten. Die Autoren verglichen die beiden Fllssigmarker Cr-EDTA und Co-EDTA miteinander
und kamen zu dem Schlul3, dafl3 mit beiden Markern die gleichen Ergebnisse erzielt werden konnten.
Beide Marker wurden in geringen Mengen mit dem Urin der meisten Tiere ausgeschieden (2-3%), sind
aber, wie schon DOWNES und MCDONALD (1964) feststellten, gut als Marker fir Bestandteile der
flussigen Phase der Digesta geeignet. Sie erfllen die von LAPLACE (1972) gestellten Anforderungen
weitestgehend:

« leichte Doserbarkeit

prézise Wiederfindung

Nichtresorbierbarkeit

Stabilitdt wahrend der Passage

anndhernd gleiches spezifisches Gewicht wie die Digesta

BRAND und KUHN beschrieben 1987 die Bestimmung des Verdaulichkeitsmarkers Cr-EDTA nach
einem nach Kjeldahlaufschluf3 als Diphenylkarbazon-Komplex a's gut geeignet, um die Verdaulichkeit
einzelner Substanzen im Kot und im Darminhalt zu bestimmen.
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3. Material und Methoden

3.1. Anzucht der L aktobazillen

3.1.1. Der Bakterienstamm

In alen Versuchen wurde ein Lactobacillus delbrickii ssp. bulgaricus verwendet. Dieser Stamm sowie die zur
Anzucht erforderlichen verfahrenstechnischen Angaben wurden vom Laboratorium Wiesby (Niebull) zur
Verfligung gestellt. Dort hat der Laktobazillenstamm die Spezifikation:

Lactobacillus delbrickii ssp. bulgaricus 709-1

mit der angegebenen optimalen | nkubationstemperatur von 44-45 °C,

3.1.2. Anzucht der Laktobazillen in MRS-Bouillon

Aus dem Lyophilisat wurde mit einem sterilen Spatel eine Spitze entnommen und in 100 ml MRS-Bouillon
(Merck Art. 1.10661) gegeben. Dieses Inoculum wurde fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Obwohl die

optimale Wachstumstemperatur fur diesen Stamm mit 42 °C angegeben war, wurden in dieser Arbeit 37 °C
gewdahlt. Damit sollte bereits bei der Keimanzucht eine Anndherung an die in-vivo-Verhdtnisse im Tierversuch
erreicht werden.

Aus der gut bewachsenen Kultur wurden 5 ml in 100 ml sterile MRS-Bouillon Uberimpft (also 5 %) und bei 37°
C fur weitere 16-18 Stunden inkubiert. Dieser Ansatz wurde entweder sofort zur quantitativen
Weiterkultivierung genutzt, oder bei 4° C im Kihlschrank maximal eine Woche gelagert. Bei
Weiterkultivierung wurden 5 % der Vorkultur in die MRS-Bouillon as Hauptkultur Gberimpft und bei 37 °C fir
16-18 Stunden inkubiert.

3.1.3. Erstellung einer Wachstumskurve zur Ermittlung der optimalen Wachstumszeit

Um eine moglichst grof3e Ausbeute an lebenden Laktobazillen zu erhalten, war es erforderlich den Zeitpunkt zu
ermitteln, an dem die log-Phase des Keimwachstums in die stationére Phase Gbergeht. Daflr wurde eine
Wachstumskurve ermittelt. 5 ml der VVorkultur wurden in 100 ml MRS-Bouillon (Merck Art. 1.10661) (5 %)
tberimpft, zur Vermischung geschwenkt, und aus dem Ansatz wurden sofort 0,5 ml entnommen und in 4,5 ml
Phosphatpuffer Uberfuhrt (Verdinnung 1:10) und zur Bestimmung der Ausgangszellzahl verwendet.

Die Hauptkultur wurde bei 37° C inkubiert. Stiindlich wurden 0,5 ml aus der Hauptkultur zur

K eimzahl bestimmung entnommen. Nach 16 Stunden wurde die Probe jede 2. Stunde abgenommen, bis 22
Stunden Bebritungsdauer. Zur Ermittlung der 24 Stunden-Werte wurde mit einer Zeitdifferenz von 12 Stunden
ein neuer Ansatz (gleiche Vorbedingungen wie oben) bereitgestellt, aus dem dann nach 13 Stunden Inkubation
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die erste Entnahme vorgenommen wurde. Daten, die parallel aus beiden Ansétzen zu gleichen Inkubationszeiten
erhoben wurden, zeigten eindeutige Ubereinstimmungen der Keimdichte.

Aus der Verdiinnung 1:10 der Proben wurde jeweils eine Verdiinnungsreihe erstellt, bis 1:106, ab 8 Stunden

| nkubationszeit bis 1:108. Aus jeder Verdinnungsstufe wurden 50 p | auf MRS-Agar (Merck Art. 1.10660)
pipettiert. Die Platten wurden bel 37° C fir 48 Stunden anaerob (Anaerobiertopf Merck (Art. 16387)) mit
Anaerokultt] (Merck Art. 13829) inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Kolonien unter dem
Stereomikroskop (Nikon, SMZ-U) gezahit. In der auszuzahlenden V erdiinnung sollten ca. 10-200 Kolonien zu
sehen sein. Uber die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KbE) und die jeweilige Verdiinnung, wurde die
Keimzahl ermittelt und daraus die Wachstumskurve erstellt. Dieses wurde mehrfach durchgeftihrt und eine
exemplarische Wachstumskurve des verwendeten Stammes Lactobacillus delbrtckii ssp. bulgaricus 709-1
erstellt.

3.1.4. Prufung des Laktobazillenstammes auf Reinheit

Fur die spateren Tierversuche mit gnotobiotischen Tieren war es essentiell, die absolute Reinheit des
eingesetzten Stammes zu sichern.

Dazu wurde der L aktobazillenstamm mit Hilfe des api 50 CHL-Mediums (BioMerieux Nr.50410) und dem api
50 CH-Teststreifen (BioMerieux Nr.50300) auf seinen K ohlehydrat-M etabolismus, genauer die Fermentation
Uberprift. Der Test arbeitet nach dem Prinzip, dal3 die durch die Fermentation verschiedener Kohlenhydrate
entstehenden organischen Sauren mittels eines Indikators angezeigt werden. Diese Methode wird genutzt, um
einen Bakterienstamm Uber sein biochemisches Profil zu identifizieren und zu typisieren.

Aus dem L aktobazillen-Lyophilisat wurde wie unter 3.1.2. beschrieben eine Hauptkultur hergestellt. Aus dieser
wurde ein Ausstrich auf MRS-Agar (Merck Art. 1.10660) hergestellt und fir 24 Stunden bei 37° C in anaerober
Atmosphére (wie unter 3.1.3. beschrieben) bebritet. Nachdem nochmals Gberprift wurde, dald es sich um

L aktobazillen handelt (grampositive Stabchen, Katalase negativ, d.h. keine Blaschenbildung nach Kontakt mit
H»0O,, sporenlos, strikt oder fakultativ anaerob und Wachstum auf MRS-Medium), wurde die gesamte Kultur

mit einem sterilen Wattetupfer in 2 ml steriles demineralisiertes Wasser eingebracht. Aus der dichten
Suspension wurden mit einer sterilen Pasteurpipette soviel entnommen und in eine Ampulle mit 5 ml sterilem
Aquadest. gegeben, bis die Suspension eine Dichte von 2.0 entsprechend McFarland-Standard (BioMerieux
Art.70900) erreichte. Aus dieser Suspension wurde nun die doppelte Menge in eine Ampulle mit API 50
CHL-Medium pipettiert und gut gemischt, um dann in die Microréhrchen des APl 50 CH-Systems gefillt zu
werden. Alle Rohrchen wurden abschlief3end mit Paraffindl Gberschichtet. Die als feuchte Kammer fungierende
Wanne wurde mit einem Deckel verschlossen und dann fir 48 Stunden bei 37° C inkubiert.

Die Microréhrchen enthalten eine definierte Menge dehydratisiertes Substrat, Kohlenhydrate und Derivate
(Heteroside, Polyakohole und Uronséuren):

Streifen Nr. 1 Streifen Streifen Nr. 3 Streifen Streifen Nr. 5
Nr. 2 Nr. 4

0 Kontrolle 10 20 30 40 D Turanose
Galactose | a-Methyl-D-Mannosid | Melibiose
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1 Glyceral 11 21 31 41 D Lyxose
Glucose | a-Methyl-D-Glucosid | Saccharose
2 Erythrit 12 22 32 42 D Tagatose
Fructose | N-Acetyl-Glucosamin | Trehalose
3 D-Arabinose 13 23 Amygdalin 33Inulin |43 D Fucose
Mannose
4 L-Arabinose 14 24 Arbutin 34 44 | Fucose
Sorbose Melezitose
5 Ribose 15 25 Esculin 35 45 D Arabit
Rhamnose Raffinose
6 D-Xylose 16 Dulcit |26 Sdlicin 36 Starke | 46 L Arabit
7 L-Xylose 17 Inosit | 27 Cellobiose 37 47 Gluconat
Glycogen
8 Adonit 18 Mannit | 28 Maltose 38 Xylit 48
2-Keto-Gluconat
9 19 Sorbit | 29 Lactose 39 49
>-Methyl-D-Xylosid Gentibiose | 5-Keto-Gluconat

Die Reaktionen wurden nach 24 und 48 Stunden abgelesen. Eine Fermentation wurde dadurch festgestellt, daf
der Bromkresol purpurindikator von violett nach gelb umschlug.

Die Auswertung war semiquantitativ. Der Wert O wurde flr eine negative, der Wert 5 fir eine stark positive
Reaktion vergeben. 1, 2, 3 und 4 wurden fUr die intermedidren Reaktionen vergeben, 3, 4 und 5 wurden positiv
gewertet.

Die Resultate wurden auf einem Ergebnisblatt notiert. Sie sind das biochemische Profil des

L aktobazillen-Stammes. Die Auswertung erfolgte mit der Software: API 1ab plus.

Diese Prifung auf Reinheit erfolgte zum einen sofort nach Erhalt des lyophilisierten Stammesin Parallelen und
mehrmals vor der quantitativen Anzucht der Laktobazillen fir die Tierversuche.

3.1.5. Herstellung von Laktobazillensuspensionen

Um im spéteren Tierversuch und auch in einigen Vorversuchen méglichst grof3e Laktobazillenzahlen in
geringster Menge Medium zu erhalten, mufite eine M ethode gefunden werden, die Suspension
aufzukonzentrieren. Es durfte dabel weder zu einem Verlust der Vitalitéat der Keime noch zu einer Schadigung
der fir den Versuch essentiell wichtigen 3-Galactosidase kommen.

Die Hauptkultur wurde bei 3000 U/min fir 10 Minuten unter sterilen Bedingungen in verschlossenen
autoklavierten Plastikzentrifugenbechern (1 Liter Fassungsvermoégen) zentrifugiert (MLW K80-Zentrifuge). Das
Keimpellet wurde in Phospatpuffer (pH 6,8) resuspendiert. In dieser Form konnten die L aktobazillenpellets bei
4° C im Kihlschrank bis zu eine Woche gelagert werden, ohne dal3 es zu V eranderungen kam.
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Der Phosphatpuffer:

(Fur 2 Liter Puffer)

1. 9,0 g Kaiumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

2. 12,0 g Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO, * 2 H,0)

3. 0,8 ml Thioglycolsaure

mit Aqua bidest. auf 2000 ml aufftllen, den pH-Wert mit ortho-Phosphorséure (H3PO,, 85% p.a,, Merck Art.
573) auf 6,9 einstellen.

3.2. Allgemeine Analysen

In alen Versuchen wurde mit der im folgenden aufgeftihrten Analytik gearbeitet. M odifikationen wurden an
entsprechender Stelle erwahnt. Im allgemeinen wurde in den Proben die 3-Gal actosidase-Aktivitét, die Hohe der
L aktosemenge und die Keimzahl bestimmt.

3.2.1.Behandlung der Laktobazillen mit Ultraschallwellen zur Differenzierung zwischen in den Zellen
eingeschlossener und gesamter (3-Galactosidase

Die von den Laktobazillen produzierte [3-Gal actosidase wurde teilwei se aus den Bakterien freigesetzt und befand
sich im umgebenden Medium. Um das Verhédtnis zwischen der gesamt sich in der Probe befindlichen
(extrazellul@r + intrazelluldr) und der in den Bakterien eingeschlossenen 3-Gal actosidase zu bestimmen, wurden
die Proben jewells vor (3-Galactosidase aul3erhalb der Keime) und nach Ultraschal lwellenbehandlung
(-Galactosidase eingeschlossen in Keimen) auf ihre 3-Galactosidase-Aktivitét hin untersucht.

Die Proben wurden mit Reinstwasser verdinnt, 1:10 oder 1:100; in Abhangigkeit von der zu erwartenden
[3-Galactosidase-Aktivitét. Aliquote jeder Probe von 2,5 ml wurden in Plastikréhrchen unter stéandiger Kiihlung
im Eisbad Ultraschallwellen (Ultraschallprozessor UP 200S, Dr. Hielscher) ausgesetzt, um diein den

L aktobazillen eingeschl ossene 3-Gal actosidase freizusetzen. Die Einstellung des Gerétes zur Zellzerstérung
unter besonderer Schonung des Enzyms wurde nach Herstellervorschlag und eigenen Vorversuchen wie folgt
gewahlt:

Amplitude: 100%

Cycletime: 0,2 Sec.

Beschallungsdauer: 5 Min.

3.2.2.Bestimmung der (3-Galactosidase-Aktivitat mit ortho-Nitrophenyl-[3-Galaktosid als Substrat

Die Aktivitat der mikrobiellen (3-Galactosidasen der Laktobazillen wurden in alen Versuchen mit
ortho-Nitrophenyl-3-Galaktosid (0-NPG) a's Substrat bestimmt. Die (3-Gal actosidase der Laktobazillen kann
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neben L aktose auch Substratalaloga wie die Nitrophenyl-Galaktoside hydrolysieren. Die Empfindlichkeit dieses
Verfahrensist hoher, somit konnten auch noch geringere Mengen Enzyms detektiert werden.

Prinzip:

Im sichtbaren Bereich des Lichts hat o-NPG eine zu vernachldssigende optische Dichte, die bei der
Probenmessung durch die Messung gegen die Blindprobe erfaldt wurde. Das Substrat o-NPG wurde von der in
einer Probe enthaltenen [3-Gal actosidase in die Monomere Gal aktose und o-Nitrophenol zerlegt. Das durch diese
Hydrolyse freigesetzte o-Nitrophenol ist zu einem tautomeren Wechsel befahigt und weist im alkalischen Milieu
eine gelbe bis orangerote Farbe auf, mit einem Absorptionsmaximum bel 420 nm (HESTRIN et al., 1955).

Die Zunahme der optischen Dichte pro Zeiteinheit war der pro Zeiteinheit hydrolysierten Menge o-NPG direkt
proportional. Die Angabe der gemessenen Aktivitét erfolgte in internationalen Einheiten/Units (1U). Eine U
entspricht der Enzymmenge, die 1 1 mol o-NPG zu o-Nitrophenol und Galaktose pro Minute bei einem pH-Wert
von 7,25 und 37° C hydrolysiert.

Ansatz

100 p | (unbeschallt) bzw. 50 p | (beschallt) Probe wurden in 1000 u | Ansatzvolumen unter Anwesenheit von 2
mmol/l o-NPG 40 min bei 37° C im Wasserbad inkubiert (Certomat WR, B. Braun). Ein Ansatz pro Probe
diente als Blindwert. Dazu wurde dieser vor Zugabe des o-NPG fir 10 min auf 100° C erhitzt, um die
[3-Galactosidase zu inaktivieren. Nach Ablauf der Inkubationszeit aler Proben (inklusive der Blindwerte) wurde
die Reaktion durch Alkalisierung mit 1000 p | 0,25 M Na2CQO3 gestoppt. Nach 10 minttiger Zentrifugation mit
6000 g bei 4° C (Eppendorf Centrifuge 5402) wurden 1000 p | des Uberstandes mit 1000 p |
Chloroform-Amylalkohol (Verhéltnis 9:1)zu Sauberung geschiittelt, wieder zentrifugiert (bel 2500 g, 10 min,
20° C) (Eppendorf Centrifuge 5402), und die Extinktion des Uberstandes wurde bei 420 nm gegen Wasser
gemessen (Cary UV Visible Spectrometer).

Pi pettierschema:

Blindwert Probe Eichreihe
Na Phosphatpuffer 800 u | 800 | bzw. 850 u | z.B.980 u |
Probe 100 p | 100 p | bzw. 50 p |

10 min bei 100° C

0-NPG 100 p | 100 p |

o-Nitrophenol zB.20u |

mischen und 40 min bei 37° C im Wasserbad inkubieren

Na2CO3 1000 p | 1000 p | 1000 p |
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mischen und 10 min bel 4° C und 6000 g zentrifugieren

Probentiberstand 1000 p | 1000 p | 1000 p |

Chloroform-Amylakohol | 1000 p | 1000 p | 1000 p |

mischen und 10 min bei 20° C und 2500 g zentrifugieren Uberstand: Extinktion bei 420 nmim
Photometer messen

Reagenzien:

1. 0,07 mol/l di-Natrium-hydrogenphosphat-Puffer, (pH 7,25), Merck Art. 6579

2. ortho-Phosphorsaure; H3PO,, 85% p.a., Merck Art. 573; zum Einstellen des pH-Wertes des oben
genannten Puffers

3. 0,02 mal/l ortho-Nitrophenyl-Galaktopyranosid, Boehringer Art. 810 088, in Na-Phosphatpuffer (pH
7,25)

4. 0,25 mol/l Natriumcarbonat; Na,CO3 wasserfrei, Merck Art. 6392

5.  Chloroform-Amylakohol-Gemisch; Chloroform p.a., Merck Art. 2445; Amylakohol, Merck Art. 2367;
Mischungsverhdtnis: 25 Teile Chloroform + 1 Teil Amylalkohol

6. 5 mmol/l o-Nitrophenol Stammlsung zur Bestimmung einer Eichgeraden, Boehringer Art. 810 432

Eichreihe:

0,05 p mol/ml Testansatz = 20 p | Stammlsung/ml Ansatz
0,1 p mol/ml Testansatz = 40 p | Stammlésung/ml Ansatz
0,2 n mol/ml Testansatz = 80 p | Stammldsung/ml Ansatz
0,3 p mol/ml Testansatz = 120 p | Stamml6sung/ml Ansatz
0,4 u mol/ml Testansatz = 160 p | Stamml ésung/ml Ansatz
0,5 p mol/ml Testansatz = 200 p | Stammlésung/ml Ansatz

3.2.3. Bestimmung der [3-Galactosidase-Aktivitdt mit Laktose als Substrat

Die Bestimmung der 3-Galactosidase-Aktivitét erfolgte in modifizierter Form nach DAHLQUIST (1984b).

Prinzip:
Der Test verlief nach folgendem Prinzip:

Zu einer Probe, die 3-Galactosidase enthielt, wurde Laktose in einer Menge zugesetzt, die oberhalb der
Séttigungsgrenze des Enzyms lag.
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-Galactosidase
Laktose + Hy0O 000000000000 - Glukose + Galaktose
Hexokinase
Glukose + ATP D000 Q00000U0Q0OQg — Glukose-6-Phosphat + ADP

Glu-6-P-Dehydrogenase
Glukose-6-Phosphat + NADP* [ 0 0 0 00O 0O 00O OO O — D-Glukonat-6-Phosphat + NADPH + H*

Die molare Menge an gebildetem NADPH + H* ist der hydrolysierten molaren Menge L aktose aquivalent und
wurde Uber die Anderung der optischen Dichte ermittelt. Bezogen auf den Reagenzienleerwert (Blank) wurde
die Extinktionsdifferenz am Photometer (Cary UV Visible Spectrometer) bei 340 nm ermittelt. Alle Proben
wurden gegen den entsprechenden Probenleerwert gemessen. Dieser Probenleerwert wurde durch Zugabe von
Tris-Puffer vor dem Zupipettieren der Laktosel 6sung hergestellt, wodurch eine Hydrolyse der Laktose
verhindert wurde. Eine IU wurde as p mol hydrolysierte Laktose pro Minute bei 37° C berechnet.

Ansatz:

Zunéchst wurden in einem 400 p | Ansatz je 200 | Probe mit je 200 u | Laktosel 6sung (pH 5,5) gemischt und
60 min bei 37° C im Wasserbad (Certomat WR, B. Braun) inkubiert.

Eswurden jewells 2 mal 100 pu | des Gemisches entnommen und je 1350 p | Tris-Puffer hinzugeflgt, um die
[3-Galactosidase zu inaktivieren und eine weitere Hydrolyse zu verhindern. Zu diesem Ansatz wurden 100 i |
Adenosin-5"-triphosphat/NA DP+-Gemisch und 50 pl Hexokinase/Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mischung hinzugefiigt und anschlief3end die Extinktion zum Leerwert gemessen.

Als Reagenzienleerwert (Blank) wurde ein Ansatz verwendet, bel dem Wasser anstatt Homogenat el ngesetzt
wurde.

Pipetti erschema:

Probe Probenleerwert Blank/Glukose-Standard
aufbereitete Probe 200 | - -
L aktoseldsung (pH 5,5) 200 p | - -

mischen und bel 37° C im Wasserbad (Certomat) 60 min inkubieren

Inkubat 100 p | - -
(Probe/L aktoselsg.)

Probe - 50 | =
Wasser/Glukosestandard -- -- 100 pu |
Tris-Puffer 1350 p | 1350 p | 1350 p |
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ATP/NADP 100 p | 100 p | 100 p |
HK/Glu-6-P-DH 50 ul 50l 50 pl
L aktosel6sung (pH 5,5) -- 50l --

mischen und 30 min im Wasserbad (Certomat) bei 37° C inkubieren; anschlief3end bei 340 nm am
Photometer gegen den Blank messen

Reagenzien:

0,1 mol/I Citratpuffer (pH 5,5); Citronensure-monohydrat; Merck Art. 7891

1 mol/l NaOH; zum Einstellen des pH-Wertes des Citratpuffers, Merck Art. 9137

0,056 mol/l Laktosel 6sung in Citratpuffer angesetzt; L aktose (Monohydrat) Merck Art. 7657
0,5 mol/l Tris-Puffer (pH 7,6); Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; Boehringer Art. 708 968
5 mol/l HCI (32%); zum Einstellen des pH-Wertes des Tris-Puffers; Merck Art. 319

Adenosin-5’-tri phosphat/Nicotinamid-adenin-dinucl eotidphosphat (150 mM ATP; 12 mM NADP*) in
Triethanolamin-HCI (pH 7,5) (Triethanol- hydrochlorid und MgSQO,); Boehringer Art 127 523 und 128

040
7.  Hexokinase/Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase; Boehringer Art. 737 275
8.  Glukose-Standards; Glukose (Monohydrat) Merck Art. 8342

o g &~ w0 DN

Eichreihe:

0,25 mmol/l Glukose
0,50 mmol/l Glukose
1,00 mmol/l Glukose
2,00 mmol/I Glukose
3,00 mmol/l Glukose

3.2.4. Ermittlung der Lactose/D-Gal aktose-Menge in den Proben

Fir diese Bestimmung wurde der "UV-Test zur Bestimmung von Lactose und D-Galactose in Lebensmitteln
und anderen Probenmaterialien” von Boehringer Art. 176 303 genutzt.

Prinzip:
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[3-Galactosidase
Laktose + H,O gobooouodddoog - Glukose + Galaktose
(3-Galactose-Dehydrogenase
Galaktose + NAD* godoodoooood - Galactonsaure + NADH + H+

Die bei dieser Reaktion entstandene NADH + H*-Menge war der L aktose-bzw.Gal aktosemenge &guival ent.
NADH+H* wurde im Photometer (Cary UV Visible Spectrometer) bei 340 nm bestimmt.

Ansatz:

Der Test wurde entsprechend den Herstellerangaben direkt in der Kivette fur das Photometer angesetzt.
Verwendet wurden Plastikeinwegkivetten. Aus jeder vorbereiteten Probe (siehe unter 3.2.5.) wurden 2 Ansdtze
mit Leerwert einmal fir Laktose, das andere Mal fir Galaktose, hergestellt. Es wurde nach dem Pipettierschema
gearbeitet (s. unten) und nach Zugabe der jewelligen Reagenzien 2 mal die Extinktion bei 340 nmim
Photometer (Cary UV Visible Spectrometer) bestimmt. Fur die Proben und die Leerwerte wurden die
Extinktionsdifferenzen aus den beiden Messungen errechnet. Dann wurden die Extinktionsdifferenzen der

L eerwerte von den Extinktiondifferenzen der Proben abgezogen — A E.

Dadie verwendeten Probenmaterialien (z.B. Kot) neben Laktose auch freie Galaktose enthielten, mufte dieses
bei der Ermittlung der Laktosemenge beriicksichtigt werden. Diese Galaktosemenge muf3te von der gefundenen
Gesamtmenge ensprechend subtrahiert werden, um die tatséchlich in der Probe enthaltene L aktosemenge zu
erhalten:

A Ep.galaktose (aUS der "D-Galaktose-Probe™)
und
A E| aktose + D-Galaktose (aUS der "L aktose-Probe™)

Die Differenz dieser Werte ergibt:
A ELaktose

Pi pettierschema:

In Klvetten Leerwert L aktose-Probe Leerwert D-Gal aktose-Probe
ipettieren

PP L aktose-Probe D-Gal aktose-Probe

Losung 1 100 1 | 100l | 100 | 100 |

Suspension 2 25| 25 u | B

Probel 6sung 50 pul B 50pul

mischen, 15 min bei 20-25° C stehenlassen, dann Zugabe von:

file:/lIG|/Sassadat/Diss/UB/winch/matmeth.htm (9 von 21) [03.07.2000 18:56:30]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 3: Material und Methoden

L6sung 3

500 p |

500 p |

500 p |

500 p |

bidest.Wasser

1000 |

950 |

1025 |

975 |

mischen, nach ca. 2 min Extinktionen der Ldsungen messen. Reaktion starten durch Zugabe von:

Suspension 4

25ul

25l

25ul

25ul

mischen, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 20 min) und Extinktionen der Ldsungen messen
(sollte die Reaktion nach 20 min nicht zum Stillstand gekommen sein, Extinktionen weiter in 2-min
Absténden messen, bis eine konstante Extinktionsanderung pro 2 min erreicht ist, danach auf die
Zeit der Zugabe von Suspension 4 extrapolieren)

Reagenzien:
Die Test-Combination von Boehringer enthielt:

1. Flasche 1 mit ca. 610 mg Lyophilisat, zusammengesetzt aus: Citrat-Puffer, pH 6,6; NAD, 35 mg;
Magnesiumsulfat; Stabilisatoren. Das Lyophilisat wurde vor Gebrauch in 7,0 ml bidest. Wasser gel Gst.

2. Flasche 2 mit ca. 1,7 ml Enzymsuspension 3-Galactosidase, ca. 100 1U.

3. Flasche 3 mit 34 ml Ldsung: Kaliumdiphosphat-Puffer, pH 8,6; Stabilisatoren.

4.  Flasche 4 mit ca.1,7 ml Enzymsuspension Galactose-Dehydrogenase, ca.15 U

5.  Lactose-Standardldsung

Berechnung:

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fir die Bestimmung der Konzentration gilt:

V*MG

c=00000d *AE[g/I], wobel

e* d*v*1000

V = Testvolumen [ml]

v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]

d = Schichtdicke [cm]

& = Extinktionskoeffizient von NADH+H* bei: 340 nm =6,3[| * mmol-1* cmr]

Hieraus ergab sich fir Laktose (als Monohydrat berechnet):

3,3* 342,3 11,89
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c=00000000 *AE aose=0 0 1,89* AE| gose
6,3* 1* 0,1* 1000 6,3 [g Laktosemonohydrat/I Probel 6sung]

Hieraus ergab sich fir D-Gal aktose:

3,3* 180,16 5,945
c=00000000 *AEp.gaakiose 0 0 1,89% AE| giose
6,3* 1* 0,1* 1000 6,3 [g D-Galaktose/ | Probel Gsung]

Vorgenommene Verdinnungen bei der Probenvorbereitung mufdten bel der Berechnung noch berticksichtigt
werden.

Bei der Analyse fester und halbfester Proben (hier Kot), die fir die Probenvorbereitung eingewogen wurden,
wurde das Analysenergebnis auf die Einwaage bezogen:

CL aktosel &/! Probel 6sung]

Gehalt; o™ 0o0o00ooood * 100 [¢/100g]
Cprobel 0/l Probel 6sung]

CD-Galaktosel 9/ Probel 6sung]

Gehaltp_galaktose™ ooooooooooo * 100 [9/100g]
Cprobel 0/l Probel 6sung]

3.2.5. EnteiweiBung des Probenmaterials vor der Bestimmung des L aktosegehalts

Die Proben muf3ten enteiwei 3t werden, da die enthaltenen Proteine den empfindlichen optischen Test stéren
konnten. Dazu wurde ca. 1 g des Probenmaterials (sowohl Kot als auch Kefir/Nahrung) in einen 100
ml-Mef3kolben genau eingewogen. Es wurden etwa 60 ml Wasser hinzugefiigt und 15 min bei ca. 70° C erhitzt.
Der Kolben wurde gelegentlich geschwenkt. Zur Eiweif3féllung wurden 5 ml Carrez-1-Lésung ( 3.6 g
Kaliumhexacyanoferrat-11, K, Fe(CN)gl* 3 H,O/100 ml), 5 ml Carrez-11-Ldsung (7,2 g Zinksulfat, ZnSO,4 * 7
H,0O/100 ml) und 10 ml NaOH (0,1 mol/l) hinzugeflgt, nach jeder Zugabe kraftig geschttelt, auf
Zimmertemperatur abgekthlt und mit Reinstwasser bis zu Marke aufgefillt, danach filtriert (Faltenfilter,
Mackerey-Nagel, MN 615 ¥4 [0 12,5 mm). Die klare bis schwach triibe L dsung wurde zum Test einsetzt.

3.2.6.Keimzahlbestimmung in Laktobazillensuspensionen, Versuchsdiéten und Tierkot
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Die Bestimmung der Keimzahlen in genanntem Probenmaterial erfolgte mittels des Plattentropfverfahrens wie
unter Punkt 3.1.3 beschrieben auf MRS-Agar-Platten (Merck Art. 1.10660). Die Inkubation erfolgte Uber 48
Stunden bei 37° C unter anaeroben Bedingungen im Anaerobentopf (Merck Art. 16387), wobei zur Erzeugung
des anaeroben Milieus Anaerokult[] (Merck Art. 13829) eingesetzt wurde.

3.2.7. Bestimmung des Verdaulichkeitsmarkers Cr-EDTA

Um eine exakte orofdkale Bilanzierung der Laktose (oral aufgenommen / fakal ausgeschieden) vorzunehmen,
wurde zusdétzlich die wahre Verdaulichkeit der den Gottinger Minipigs verabreichten Laktose (die Laktose wird
weder sezerniert noch bakteriell abgebaut) mit Hilfe eines Markers (Cr-EDTA; nicht verdaulich) bestimmt. Die
Bestimmung des Verdaulichkeitsmarkers Cr-EDTA in einer Cr-EDTA-Standardldsung, in frischem Kefir und in
gefriergetrocknetem Kot erfolgte nach Kjeldahlaufschlul? als Cr-Diphenylcarbazon-K omplex

spectral photometrisch bei 542 nm (BRANDT und KUHN, 1987). Die Analysen wurden im Ingtitut fiir
Tiererndhrung und Stoffwechselphysiologie der Christian-Albrechts-Universitét Kiel durchgefihrt. Die Angabe
der wahren Verdaulichkeit, die mittels Cr-EDTA-Marker bestimmt wird, wird im folgenden als wahre
marker-korregierte Verdaulichkeit bezeichnet.

3.3. Vorversuche

3.3.1.Bestimmung der (3-Galactosidase-Aktivitét in Proben nach in vitro Pepsin/HCI-V erdauung

Es sollte in Erfahrung gebracht werden, ob und inwieweit unterschiedlich behandelte (mit und ohne ionisierende
Strahlung) L aktobazillen-Pellets die M agenpassage Uberstehen konnen, d.h. ob und inwieweit Bedingungen wie
sieim Magen vorherrschen die Viabilitét und die 3-Galactosidase-Aktivitét der Laktobazillen beeintrachtigen
Dazu wurden Magenmilieu dhnliche Bedingungen geschaffen. Die bestrahlten und unbestrahlten

L aktobazillenpellets wurden je einmal in Phosphatpuffer und je einmal in Kefir dem Magenmilieu ausgesetzt,
um zusétzlich zu prifen, in welchem Medium die in ihnen enthaltene (3-Gal actosidase besser vor der Verdauung
geschiitzt ist. Gearbeitet wurde nach einer modifizierten Anleitung von ENGLY ST, H. N. und KINGMAN, S. M
(1990).

Die Proben wurden in einer Pepsin/HCI-Mischung, wie sieim Magen anzutreffen ist, bei 37° C inkubiert. Der
pH-Wert der Pepsin/HCI-Mischung wurde einmal bei pH 2 festgel egt, was etwa dem Milieu des leeren Magens,
und einmal bel pH 4, was eher dem Milieu des geflllten Magens, entspricht. In festgelegten Intervallen wurden
Proben aus dem Inkubat enthommen, und die 3-Galactosidase-Aktivitét darin mit o-NPG als Substrat (siehe
3.2.2.) bestimmt.
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Ansatz:

Herstellung des Pellet-Phosphatpuffer-/K efir-Gemisches:

Nach Bestimmung der 3-Galactosidase-Aktivitét in der Pelletsuspension (unbestrahlt bzw. mit 20 kGy bestrahlt)
wurde soviel Phosphatpuffer/Kefir zugesetzt, dal’ die Mischung 400 [U/| freie 3-Galactosidase-Aktivitét
enthielt. Dazu wurde in der Pelletsuspension zuvor die Enzym-Aktivitét gemessen (o-NPG als Substrat
(s.3.2.2.); frele und die gesamte in der Probe enthaltene [3-Galactosidase, vor und nach Beschallung mit
Ultraschallwellen unterschieden (s.3.2.1.)), und die entsprechende Menge mit Puffer/Kefir gemischt.

Es enstanden 4 Ansdtze, die standig im Eisbad zu kihlen waren:
1.  Unbestrahlte Pelletsuspension in Kefir

2 Bestrahlte Pelletsuspension in Kefir

3. Unbestrahlte Pelletsuspension in Phosphatpuffer

4 Bestrahlte Pelletsuspension in Phosphatpuffer

Nun wurden je 5 ml der Ansétze mit je 10 ml Pepsinl6sung (1:60.000)/HCI-Gemisch, pH 2 (50 mg Pepsin
(Sigma Art.P 7012) auf 10 ml HCI (Merck Art. 319) mit einem pH von 2) versetzt, jewells sofort eine Probe von
1 ml entnommen, und der Ansatz umgehend in das Schittelwasserbad bei 37 °C zur Inkubation gestellt. Weitere
Probennahmen erfolgten nach 5, 30, 60 und 120 min Inkubation.

Die entnommenen Proben von je 1 ml wurden jeweils sofort 1:10 mit Reinstwasser verdinnt und unverziiglich
dem Enzymtest unterzogen (0-NPG als Substrat (s.3.2.2.); freie [3-Gal actosidase und Gesamt-(3-Gal actosidase
wurden, vor und nach Behandlung mit Ultraschall unterschieden (s.3.2.1.)).

| dentische Proben wie oben (je 5 ml der Ansétze 1.-4.) wurden in Pepsin/HCI-Gemisch mit einem pH von 4
eingebracht und wie oben inkubiert und beprobt.

3.3.2. Gewinnung von M ukosahomogenaten mit anschlief3ender Bestimmung der intestinalen
[3-Galactosidase-Aktivitdt beim Gottinger Minischwein

Saugetiere verfligen Uber 3-Galactosidasen in ihrem Darm, die dort in der Mukosa lokalisiert sind (ASP et al.,
1970a,b; ASP et a., 1971; ASP und DAHLQUIST, 1974). Im spéteren Tierversuch sollte jedoch méglichst nur
die mikrobielle [3-Galactosidase erfal3t werden. Es war also erforderlich die Hohe der wirtseigenen, mukosalen
[3-Galactosidase-Aktivitét festzustellen, zur Klérung, ob sie die Ergebnisse der Versuche verfé schen kénnte.

6 konventionelle (nicht gnotobiotische) Gottinger Minischweine wurden im Alter von 3 Monaten durch eine
intravendse I njektion von Pentobarbital (Narcorend, Rhone-Merieux (8 ml/Tier) getétet. Die Totung der Tiere
erfolgte einzeln, jeweils erst nach der Sektion des vorangegangenen Tieres. Sofort nach dem Eintritt des Todes
wurde der Tierkorper eroffnet, der DUnndarm prapariert und auf Eis ausgebreitet. Um zu gewéhrleisten, dal3
moglichst geringe Fehler durch eine Zerstorung des sehr temperaturempfindlichen Enzyms auftraten, wurde der
Darm immer frisch, direkt nach der Entnahme bearbeitet und der Enzymtest sofort im Anschluf3 durchgefiihrt.
Die Proben fur den Enzymtest wurden an 6 Stellen des Dinndarmes entnommen, bei 5%, 10%, 30%, 50%, 70%
und 90% L ange des Darmes, beginnend vom Magenausgang. Die entnommenen ca. 10 cm langen
Darmsegmente wurden durch vorsichtiges Ausstreichen vom Inhalt befreit, 3 mal mit gekuhlter (4° C)
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physiologischer Kochsal zl6sung (0,9%ig) gesptilt und dann eréffnet. Um Schleimreste und
Oberflachenfeuchtigkeit zu entfernen, wurde die Mukosa mit Zellstoff abgetupft. Die Mukosaschicht wurde mit
einem Hornspatel abgeschabt, gewogen und in einer Verdiinnung von 1:100 in Aqua bidest. homogenisiert
(Ultra-Turrax T25, IKA-Labortechnik).

Die Bestimmung der [3-Gal actosidase-Aktivitédt pro g Mukosafeuchtgewicht erfolgte mit Laktose als Substrat
(s.3.2.3).

3.3.3.Gewinnung von Mukosahomogenaten mit anschlief3ender Bestimmung der intestinalen
[3-Galactosidase-Aktivitét bei Ratten

6 gnotobiotische Ratten wurden im Alter von 3 Monaten durch Dislokation der Halswirbel getttet. Alle
folgenden Schritte erfolgten wie unter 3.3.2. beschrieben, allerdings wurden dann Darmsegmente mit einer
L ange von nur 4 cm entnommen.

3.3.4.Bestimmung der [3-Galactosidase-Aktivitaten und der Keimabtotung in Laktobazillensuspensionen nach
Behandlung mit ionisierender Strahlung

Es mulite eine Methode gefunden werden, die eine Abt6étung der Keime in fermentierten Milchprodukten ohne
gleichzeitige Freisetzung oder irreversible Schadigung der mikrobiellen 3-Galactosidase aus dem Keim
gewdahrleistete. Dazu eigneten sich y -Strahlen, da sie hauptsachlich eine Schadigung der Nukleinsduren der
Zellen hervorrufen, ohne die Zellmembranen der Laktobazillen anzugreifen.

Um die fir die [3-Galactosidase schonendste und gleichzeitig fur die Abtétung wirkungsvollste Methode zu
ermitteln, wurden mehrere Proben unterschiedlichen Bestrahlungsintensitéten ausgesetzt und anschlief3end die
[3-Galactosidase-Aktivitdt und die Keimzahl bestimmt.

Aus einer Kultur Laktobazillen, in 2 Litern MRS-Bouillon (Merck Art. 1.10661) angesetzt, wurde ein Pellet (s.
3.1.5.) gewonnen, dasin 40 ml Phosphatpuffer (s. 3.1.5.) resuspendiert und in 11 Aliquote zu 2 ml
(Falcon-Rohrchen) aufgeteilt wurde. 10 Portionen wurden bei unterschiedlichen Bedingungen (siehe unten,
unter Bestrahlung) mit y -Strahlen in einer Kobalt-Strahlenquelle (Hahn-Meitner-Institut/Berlin-Wannsee)
bestrahlt, eine Probe blieb as Kontrolle (Iebende Laktobazillen mit Enzymaktivitét) unbestrahlt.

Bestrahlung:

Die Proben wurden mit unterschiedlicher Strahlungsintensitét (Position 3 und 7 in der Strahlenquelle) bestrahlt.
Dabei wurden jeweils 5 Proben auf Position 3 mit 5, 10, 15, 20 und 25 kGy und 5 Proben auf Position 7 mit 5,
10, 15, 20 und 25 kGy bestrahlt. Um die erforderliche Strahlendosis von 5, 10, 15, 20 und 25 kGy zu erhalten,
mufdten die auf Positon 7 stehenden Proben langer bestrahlt werden, da sie weiter von der Strahlenguelle entfernt
standen. Wahrend der Bestrahlung war es nicht mdglich, die Proben zu kihlen. Nach der Entnahme aus dem
Reaktor wurden sie sofort bei 4° C kiihl gelagert.

Die Bestimmung der [3-Gal actosidase-Aktivitét erfolgte, nachdem alle Proben die Strahlenquelle wieder
verlassen hatten, noch am selben Tag, eine Woche spater, 2 Wochen spéter und 5 Wochen spéter. Ebenso bei der
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unbestrahlten Probe. Durch die Bestimmung der (3-Galactosidase-Aktivitét in grofderen Zeitintervallen konnte
eine Aussage darliber gemacht werden, wie lange die [3-Galactosidase-Aktivitat wahrend einer Lagerung
weitgehend unverandert blieb.

Das Enzym wurde mit o-NPG als Substrat bestimmt (s.3.2.2.). Eswurde in der unbestrahlten Probe und in den
bestrahlten Proben sowohl die freie (ohne Ultraschallbehandlung) als auch die gesamte in der Probe enthaltene
[3-Galactosidase (mit Ultraschallbehandlung; UP 200S, Dr. Hielscher) bestimmit.

Zur Untersuchung der verbliebenen Lebendkeimzahl wurden aus 0,1 ml jeder Probe Verdiinnungsreihen von 1.1
bis 1:1000 angesetzt, auf Blut- und auf MRS-Agar-Platten (Merck Art. 1.10660) aufgetropft und bei 37 °C fir
48 Stunden sowohl aerob als auch anaerob mit Anaerocult] (Merck Art. 13829) im Anaerobentopf (Merck Art.
16387) inkubiert.

3.4.Untersuchung der Laktoseverdauung und der 3-Galactosidase-Aktivitat bei gnotobiotischen
Gottinger Miniatur schweinen

Nachdem in Vorversuchen alle Vorbedingungen hinsichtlich der Versuchsdidtenbehandlung und des Alters der
Tiere geklart wurden, konnte ein Futterungsversuch mit unterschiedlich behandeltem Kefir (mit Marker
Cr-EDTA versetzt) an gnotobiotischen Géttinger Minischweinen vorgenommen werden.

3.4.1. Versuchstiere

Der Versuch wurde mit 6 gnotobiotischen mannlichen Gaéttinger Minischweinen (Versuchstierztichter Ellegard,
Déanemark) durchgefiihrt. Sie wurden im Alter von 10 Wochen geliefert und Uber keimfreie Schleusen in die
Versuchsisolatoren (s. 3.4.2.) tberfihrt. Die Isolatoren wurden Uber eine spezielle Luftung mit steriler Luft
versorgt, deren Temperatur 23° C und relative Luftfeuchtigkeit 65% betrug.

Die Tiere wurden 2 Wochen an eine semi-synthetische Didt und Wasser ad lib.(s. 3.4.3.) statt Milch und an
Anbindehaltung (s. 3.4.2.) gewothnt. Zu Versuchsbeginn waren die Tiere 12 Wochen at und wogen ca. 7-8 kg.

3.4.2. Haltung

Die 6 Minischweine wurden in 2 Versuchsisolatoren (Metall und Plastik, Radolfzell) zuje 3 Tierenin
Einzelboxen und Anbindehaltung gehalten. Der Isolator aus Edelstahl ist ein von oben genannter Firma
hergestelltes Standardmodell fir die Haltung von SPF (spezifisch-pathogenfreien) Minischweinen, das fir den
Versuch modifiziert wurde:
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1. Inder Stahlwandung wurde ein Loch (O ca. 12 cm) mit einem Zylinderrohr (nach unten offen)
angebracht, dasin einen mit Chloramin-FlUssigkeit gefiillten Behdlter, der unter dem I solator angebracht
war, eintauchte. Dies gab die Moglichkeit, Proben steril in den Isolator einzubringen und zu entnehmen.

2. Ausrtstung der Kafigboxen mit einer Geréteanordnung zur quantitativen Sammlung von Kot. Die Tiere
standen auf einer speziellen Bodenplatte (Tenderfoot), die etwa 13 cm Uber dem Boxenboden auf
Stahlstében auflag. Die Stahlstabe waren mit Spezialverankerungen (Metall und Plastik, Radolfzell) in
der Lochstahl-Boxenwand befestigt. Unter der Tenderfoot-Bodenplatte befand sich im hinteren Viertel
der K&figbox eine Stahlwanne mit hohem Ruickteil, die der Kotsammlung diente und zur Kotentnahme
unter der Bodenplatte hervorgeholt werden konnte.

3. Madglichkeit zur Anbindehaltung: Die Schweine wurden durch ein Geschirr aus Klettband (verstellbar zur
GroélRenanpassung der noch wachsenden Schweine), um Brust und Hiften mit Verbindung, und
Stahlketten Gber Spezialverankerungen (Metall und Plastik, Radolfzell) mit Karabinerhaken an der
L ochgitter-Boxenwand fixiert. Die Fixation muf3te derart erfolgen, dal3 die Tiere sich nicht drehen
konnten, aber genug Freiheit zum Stehen und Liegen hatten.

Die Isolatorhaut bestand aus 0,8 mm starker Polypropylenfolie und wurde von einem Stahlgerist gehalten.

3.4.3. Diéten

Als Versuchsdiéten wurden verschieden behandelte Laktobazillenpellets mit Kefir und Kefir pur als
fermentiertes Milchprodukt eingesetzt. Allen Versuchsdidten wurde Cr-EDTA als Marker in definierter Menge
zugesetzt, um die exakte Verdaulichkeit der Laktose bestimmen zu kénnen.

Als Modellsubstrat wurde Kefir gewahlt, da dieser im Gegensatz zu Joghurt keine freie Galaktose enthalt. Damit
sollte die Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse mit Untersuchungen an konventionellen Minischweinen
gesichert werden.

Die Versuchsdidten wurden morgens verabreicht, nachmittags bekamen die Schweine eine semi-synthetische
Dié&t, die von Dr. U. Hennig vom Forschungsinstitut fur die Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere FB
Erndhrungsphysiologie "Oskar Kellner", Rostock, zur Verfligung gestellt wurde (Anhang Tab. 23)

Jede Versuchsdidt wurde erst direkt vor der Verabreichung an die Schweine zubereitet. Dazu wurde im | solator
gelagertem sterilen Kefir ein gesondert hergestelltes bestrahltes/ bzw. unbestrahltes L aktobazillenpellet (muldte
bis zur Gabe im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert werden) beigemischt.

Herstellung des Sterilkefirs:

Der Kefir (Muller, Aretsried), wurde zur Inaktivierung enthaltener [3-Galactosidase und zur Abt6tung
produkteigener Milchsaurebakterien fir 5 min auf 75°C Kerntemperatur gebracht, die Laktosemenge bestimmt
(s. 3.2.4.), und durch Laktosezugabe eine Konzentration von 40 g Laktose/l eingestellt, abgefullt und zur
Sterilisation mit y -Strahlen (25 kGy) (Gamma-Service, Produktbestrahlung GmbH, Radeberg) bestrahit.

Herstellung der Laktobazillenpellets:

a) bestrahlte Pellets:
Die Laktobazillen wurden in 21 | MRS-Bouillon angeztichtet, zentrifugiert und in 400 ml Phosphat-Puffer (pH
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7,0) aufgenommen. Die in den Keilmen eingeschl ossene [3-Gal actosidase-Aktivitét wurde nach
Ultraschallbehandlung mit o-NPG als Substrat bestimmt und die Portionierung der Proben so vorgenommen,
dal? jedes Tier taglich eine Enzymmenge von ca. 400 [U/l Kefir erhielt. Diese Suspension wurde mit einer Dosis
von 20 kGy mit y -Stahlen bestrahlt. Die Proben sollten nicht langer als eine Woche gelagert werden, der Ansatz
muf3te also 2 mal pro Versuchsphase erfolgen, da die Didten den Tieren Uber 2 Wochen verabreicht wurden. Die
L aktobazillen-Portionen wurden erst direkt vor der Fiitterung tGber die Tauchtankvorrichtung (s.3.4.2) in den
Isolator geschleust und in den Kefir gemischt.

b) unbestrahlte, native Pellets:

Es wurde genau wie unter @) beschrieben gearbeit. Die taglich aufgenommene Enzymmenge sollte ebenfalls bel
ca. 400 1U/I Kefir liegen.

Die Keimkonzentration lag bei ca. 108K eime/ ml Kefir. Proben sollten nicht langer als eine Woche gelagert
werden, der Ansatz muléte also 2 mal erfolgen, dadie Diét den Tieren Uber 2 Wochen verabreicht wurde. Die

L aktobazillen-Portionen wurden erst direkt vor der Fiitterung Gber den Tauchtank in den Isolator geschleust und
in den Kefir gemischt.

Eswurden 3 verschiedene Diéten verfittert:
1. Steriler Kefir onne Laktobazillen und 3-Gal actosidase-Aktivitét

2. Steriler Kefir nach Zusatz von bestrahlten (Gesamtdosis 20 kGy, y -Strahlen) = abgettteten
L aktobazillen mit intakter Zellwand und aktiver [3-Gal actosidase, tUberwiegend in den Keimen
eingeschl ossen.

3.  Steriler Kefir nach Zusatz von |ebenden Laktobazillen mit intakter Zellwand und aktiver
[3-Galactosidase, Uberwiegend in den Keimen eingeschl ossen.

Semi-synthetische Diét:

Zusatzlich zur Versuchsdiét erhielten die Schweine eine bilanzierte semi-synthetische Diét (taglich 200 g), um
den Energie- und Néhrstoffbedarf der Tiere zu decken. Die Di& wurde von Dr. Hennig aus dem
Forschungsinstitut fur die Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere FB Erndhrungsphysiologie "Oskar Kellner"
zur Verfligung gestellt. Zusammensetzung der Diét (siehe Anhang Tab. 21). Wasser erhielten die Tiere ad
libitum.

3.4.4. Fitterungsversuch

Jedes Schwein erhielt al's Morgenmahlzeit 500 ml der Versuchsdiét, vermengt mit jeweils 10 ml Marker
CrEDTA und am Abend 200 g semi-synthetische Diét. Die gleichen 6 Tiere erhielten nacheinander die 3
verschiedenen Versuchsdidten in der Reihenfolge 1-3, wobei es wichtig war, das die Dié mit den Iebenden

L aktobazillen erst am Ende des Versuchs, aso asletzte Diét verabreicht wurde, da die Tiere danach nicht mehr
keimfrei waren. Die Di&ten wurden jeweils 2 Wochen lang verabreicht. Zwischen den einzelnen Versuchsdiéten
lag jeweils eine Zwischenphase von 2 Tagen, in der die Schweine nur semi-synthetische Diét erhielten, dann 300
g/Tier und Tag.

file:///G|/Sassadat/Diss/UB/winch/matmeth.htm (17 von 21) [03.07.2000 18:56:31]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 3: Material und Methoden

3.4.5. Probennahme und -behandiung

Es erfolgte eine orofékale Bilanzierung der 3-Galactosidase-Aktivitéten und der Laktosemengen (oral
aufgenommen / fakal ausgeschieden) unter Berticksichtigung des Markers Cr-EDTA.

Die Kotproben der Schweine wurden immer moglichst frisch gesammelt, bel 4°C gelagert und as
Tagessammel probe bearbeitet. Die Tages-Kotproben wurden homogenisiert (Stomacher 80, Laboratory Blender
und Ultra-Turrax) und anschlief3end folgende Parameter bestimmit:

o [FGalactosidase-Aktivitat in 1U/I (mit und ohne Ultraschallbehandlung (Ultraschall prozessor UP 200S,
Dr. Hielscher)), mit o-NPG als Substrat (s.3.2.2.)

« Laktosemengein g (nach Enteiwei3ung mit Carrez-Reagenz) (s. 3.2.4.)
o Markermenge (Cr-EDTA) (s. 3.2.7.)
« Keimzahl in KbE (im Versuchsabschnitt mit |ebende Laktobazillen) (s. 3.2.6.)

3.4.6. Sterilkontrollen:

Zum Ausschluf® von Kontaminationen wurden in 3-tagigem Rhythmus aus den K otproben Sterilkontrollen
angefertig.

Ein Aliquot des Kotes wurde steril in Stamm- und Thioglycolat-Nahr- (Firma Immunpraparate Berlin) Medium
Uberimpft und bei Raumtemperatur und 37 °C inkubiert. Nach 24 und 48 Stunden wurde kontrolliert, ob ein
Keimwachstum vorhanden war, angezeigt durch Tribung um das Kotinoculum. Es wurde eine Gram-Féarbung
eines Ausstrichs auf einem Objekttréger angefertigt.

Zusammensetzung des Stamm Medium:

1,0 g Protease Pepton

9,0 g Pepton aus Fleischextrakt

3,0g NaCl

2,0 g Na2H PO4

3,0 g Fleischextrakt

4,0 g Hefeextrakt

0,5 ml Tween 80

15gAgar

2,5 ml Salzlosung B

ad 1000 ml demineralisiertes Wasser, 10 min bei 121° C sterilisieren
+ 0,250 g Cystin (in HCI 16sen)

+ 0,250 g Cystein

pH wurde mit HCI auf 7,0 eingestellt, nochmalige Sterilisation im Damphtopf bei 100° C.

3.5.Untersuchung der L aktoseverdauung und der [3-Galactosidase-Aktivitat bei gnotobiotischen Ratten
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Mit der gleichen Versuchsanordnung wie bei den Gottinger Minischweinen (s. 3.4.) wurde ein Versuch mit
Ratten durchgefiihrt. Aus dem Vergleich der Ergebnisse sollten Erkenntnisse zur Ubertragbarkeit auf andere
Spezies und den Menschen gewonnen werden.

3.5.1. Versuchstiere

Dieser Versuch wurde mit 6 gnotobiotischen weiblichen Wistarratten (WAG/Rij Zucht Rehbricke)
durchgefiihrt. Sie waren zu Versuchsbeginn 12 Wochen alt und wogen 210-220 g. Wahrend des Versuchs
nahmen sie durchschnittlich noch 30 g zu.

3.5.2. Haltung

Die Ratten wurden einzeln in Stoffwechselkafigen (Techniplast) in einem Plastikisolator (Metall und Plastik,
Radolfzell) gehalten. Der Isolator wurde Uber eine spezielle L uftung mit steriler Luft versorgt, deren Temperatur
23° C und relative Luftfeuchtigkeit 65% betrug.

Die Tiere wurden bis zum V ersuchsbeginn mit Haltungsfutter und Wasser ad lib. ernahrt.

Der Isolator verfligte Uber einen mit geséttigter Chloraminl6sung gefiillten Tauchtank, der unter dem Isolator
angebracht ist, um Proben steril in den Isolator einzubringen und zu entnehmen, ohne die grof3e Schleuse zu
nutzen.

Die Isolatorhaut bestand aus 0,8 mm starker Polypropylenfolie und wurde von einem AluminiumgerUst
gehalten.

3.5.3. Diéten

Die Versuchsdi&ten und ihre Herstellung erfolgten wie unter 3.4.3. beschrieben.

Eswurden 3 verschiedene Diéten verfittert:
1. Steriler Kefir onne Laktobazillen und [3-Gal actosidase-Aktivitét

2. Steriler Kefir nach Zusatz von bestrahlten (Gesamtdosis 20 kGy, y -Strahlen) = toten
L aktobazillen mit intakter Zellwand und aktiver [3-Gal actosidase, tUberwiegend in den Keimen
eingeschlossen.

3.  Steriler Kefir nach Zusatz von lebenden Laktobazillen mit intakter Zellwand und aktiver
[3-Galactosidase, Uberwiegend in den Keimen eingeschl ossen.

file:///G|/Sassadat/Diss/UB/winch/matmeth.htm (19 von 21) [03.07.2000 18:56:31]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 3: Material und Methoden

Haltungsfutter:

Zusatzlich zur Versuchsdiét erhielten die Ratten Haltungsfutter aus eigener Herstellung, um den Energie- und
Nahrstoffbedarf der Tiere zu decken (Zusammensetzung siehe Tab. 22 im Anhang). Wasser erhielten die Tiere
ad lib.

3.5.4. Futterungsversuch:

Die Ratten erhielten genau wie die Schweine die 3 verschiedenen V ersuchsdiéen nacheinander, die Didt mit
lebenden Laktobazillen zum Schlufd. Um dem Fref3verhalten der Ratten gerecht zu werden wurde die
Versuchsdiét (allerdings nur Kefir steril) Uber den gesamten Tageszeitraum ( 24 h) angeboten, in einer Menge,
die durchschnittlich in diesem Zeitraum verzehrt werden konnte. Dazu wurden immer pro Ratte 60 ml Kefir und
12 g Pellets gemischt. Nach 24 h erfolgte die Auswaage der eventuell verbliebenen Futtermenge, um die
tatsachliche Frefmenge zu bestimmen. Die Keime (abgetotet oder 1ebend) mit der enthaltenen
[3-Galactosidase-Aktivitat wurden den Ratten téglich (2x) per Sonde getrennt vom Kefir verabreicht, damit das
Enzym tatschlich erst im Magen auf die im Kefir enthaltene Laktose einwirken kann. Hétte man es direkt mit
der Kefirmahlzeit verabreicht, wirde es schon im Futternapf die Laktose im Kefir abbauen, da die Ratten im
Gegensatz zu den Schweinen nicht sofort das gesamte Futter verzehren, sondern lediglich nur einen Bruchteil
und der Rest im Napf verbleibt.

3.5.5. Probennahme und -behandlung:

Die Kotproben der Ratten wurden immer moglichst frisch gesammelt, bel 4°C gelagert und as
Tagessammel probe bearbeitet. Die Tages-Kotproben wurden homogenisiert (Ultra-Turrax).

In ihnen wurde bestimmit;

o [Galactosidase-Aktivitét in 1U/l (mit und ohne Ultraschallbehandlung (Ultraschallprozessor UP 200S,
Dr. Hielscher)), bestimmt mit o-NPG als Substrat (s.3.2.2.)

« Laktosemenge in g (nach Enteiweil3ung mit Carrez-Reagenz) (s. 3.2.4.)
« Keimzahl in KbE (im Versuchsabschnitt mit |ebende Laktobazillen) (s. 3.2.6.)

3.5.6. Sterilkontrollen:

Die Sterilkontrollen wurden wie unter 3.4.6. beschrieben durchgefiihrt

3.6.Statistische Auswertung
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Alle Angaben erfolgten, wenn nicht anders angegeben als Mittelwerte mit den Standardabweichungen der
Mittelwerte. Es wurden die Laktoseausscheidung, die Laktoseverdaulichkeit und die
[3-Galactosidase-Ausscheidung (freie und intrazellulére [3-Gal actosidase) bei den Goéttinger Minischweinen und
bei den Ratten nach Erhalt der drel unterschiedlichen Versuchsdidten auf statistisch signifikante Unterschiede
gepriift. Dabei den genannten Merkmalen nicht von einer symmetrischen Verteilung ausgegangen werden
konnte, sondern eher angenommen werden mufite, dal? eine rechtsschiefe Verteilung vorlag, wurden die Daten
logarithmiert. Um auch die negativen Beobachtungen mit einbeziehen zu kdnnen, wurde als Transformation log
(10x+1) gewahit.

Alle statistischen Auswertungen beziehen sich auf die transformierten Werte. Beziiglich jeder der Zielvariablen
wurde die Nullhypothese: "die drei Didten fuhren im Mittel zu Ubereinstimmenden Ergebnissen” Uberprift.
Als Modell wurde zunéchst eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Faktor 1: Didt, Faktor 2: Tier) herangezogen.
Wenn keine Wechselwirkung nachgewiesen werden konnte, wurden im Fall von global vorhandenen
Di&tunterschieden Einzelvergleiche der drei moglichen Diétkombinationen durchgefihrt mit
Bonferroni-Korretur.

Das Signifikanzniveau wurde generell auf a = 0.05 festgelegt.

Diese Auswertung erfolgte mit SPSS am Institut fir Biometrie und Informationsverarbeitung der FU-Berlin,
Fachbereich Veterindrmedizin.
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4.Ergebnisse

4.1.Wachstumskurve von Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus 709-1

Fur die Arbeit war es von hdchster Bedeutung, die grofitmagliche Ausbeute an Laktobazillen mit der
enthaltenen 3-Gal actosidase zu erhalten. Aus der fur Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus 709-1
angefertigten exemplarischen Wachstumskurve eines Tages war abzulesen, dal3 der Punkt, an dem die

L og-Phase des Keimwachstums in die stationédre Phase tibergeht, also wo genauso viele Keime absterben wie
entstehen, nach einer Inkubationsdauer von 14 Stunden erreicht war. Die Keime sollten a'so moglichst nach 14
Stunden geerntet und weiterverarbeitet werden, um eine optimale Masse an lebenden Keimen zu erhalten. Abb.
1 zeigt den Kurvenverlauf fir das Wachstum von Lactobacillus delbrickii ssp. bulgaricus 709-1.

LI
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a0 = kW = Mmoo~ 0o

log KbE/ml

1

I
== (]
-— —

L L L 1

1 1 1 I
= (] == (] (um] = [ [um] =
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— —

22

Inkubationsdauer in h

Abb. 1. Wachstumskurve fur Lactobacillus delbrickii ssp. bulgaricus 709-1, Anzucht in MRS-Bouillon bei
37° C, Angabe der Kolonie bildenden Einheiten in log (s. auch Tab. 3im Anhang)

4.2 Prifung des L aktobazillenstammes auf Reinheit
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Die Prifung des Stammes Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus 709-1 im Hinblick auf sein
Fermentationsspektrum bestétigte die Reinheit der einzusetzenden Ausgangskultur und des Lyophilisats.
Bei insgesamt 9 Ansétzen, aus Anzuchten aus dem Laktobazillenlyophilisat (insgesamt 5 mal) und aus
Kotproben (4 Kotproben) von gnotobiotischen Tieren nach Gabe des L aktobazillenstammes ergaben sich
folgende Werte:

Glucose: 4-5 (positive/2 x bis stark positive/7 x Reaktion)

Fructose: 2-5 (intermediére/2 x, positive/3 x bis stark positive/4 x Reaktion
Mannose: 4 (positive/l x Reaktion); wider sprechende Reaktion

Lactose: 4-5 (positve/l x bis stark positive/8 x Reaktion)

ale anderen: 0 (negative Reaktion)

Der Stamm war nur in der Lage Glukose, Fructose und Laktose zu metabolisieren (alle anderen Kohlehydrate
nicht), d.h. es zeigten sich unter den méglichen 49 Reaktionen, die der Test bietet, keine (Identifikation laut
Software 99,7 %) oder einmal eine (Identifikation laut Software 98,8 %) widersprechende Reaktion. Der Keim
liefd sich so eindeutig als Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus identifizieren.

Nachdem diese |dentifizierung mehrfach aus Anzuchten aus dem L aktobazillenlyophilisat (insgesamt 5 mal) und
aus Kotproben (4 Kotproben) von gnotobiotischen Tieren nach Gabe des L aktobazillenstammes vorgenommen
wurde und immer das selbe Ergebnis erbrachte, konnte als gesichert angenommen werden, dal3 es sich um einen
reinen Stamm handelte.

4.3.3-Galactosidase-Aktivitaten in Proben nach in vitro Verdauung mit einem Pepsin/HCI-Gemisch

Die Messungen der [3-Galactosidase-Aktivitadt (mit o-NPG als Substrat) wurden bei 4 verschiedenen
V ersuchsansatzen vorgenommen und ergaben:

. Bel pH 2 (entspricht dem Magenmilieu im leeren Zustand des Magens) nahm die Aktivitét der freien
[3-Gal actosidase (Probe ohne Behandlung mit Ultraschall gemessen) in den bestrahlten Kefir- und
Pufferproben nach 5 min Inkubation erst zu, um dann drastisch abzufallen, wie Abb. 2 zeigt. Dieser Effekt
war bei der Pufferprobe (13,2 1U/I nach 120 min Inkubation) noch stérker ausgepragt als bel der
Kefirprobe (137,6 1U/l nach 120 min Inkubation). Die Enzymaktivitét in den unbestrahlten Proben nahm
weitaus weniger ab. Dort fanden sich nach 120 min noch 305,6 1U/I (Kefir) und 340,6 1U/I (Puffer).

b. Bei pH 4 (entspricht Magenmilieu im gefillten Zustand) verringert sich die frei vorliegende
[3-Galactosidase (ohne Behandlung mit Ultraschall) in allen Proben nur wenig (bestrahlte Kefirprobe auf
302 [U/l; bestrahlte Pufferprobe auf 315,8 1U/l und unbestrahlte Pufferprobe auf 369 [U/I) nach 120 min,
im Fall der unbestrahlten Kefirprobe steigt sie sogar an auf 448,4 1U/l (Abb. 3).

c. Bel pH 2 und Messung der gesamten 3-Gal actosidase (nach Behandlung mit Ultraschall) sieht das
Ergebnis dhnlich auswiein a), also starker Abfall der Aktivitdten in den bestrahlten Proben (66,5 U/l in
der Kefirprobe; 124,2 in der Pufferprobe) und kaum Abfall in den unbestrahlten Proben (718,7 U/l in der
Pufferprobe). Hier stieg die Enzymaktivitét in der unbestrahlten Kefirprobe sogar auf einen Wert (982,7
U/I) Uber die Anfangsaktivitét von 747,9 1U/l hinaus (Abb. 4).
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d. Bel pH 4 und Messung der gesamten [3-Gal actosidase (nach Behandlung mit Ultraschall) war bei den
bestrahlten Proben algemein ein Abfall liber den gesamten Mef3zeitraum zu verzeichnen. Nach 120 min
Inkubation bei 37° C waren in der bestrahlten Kefirprobe noch 519 [U/I, in der Pufferprobe 543 [U/l zu
messen. In beiden unbestrahlten Proben (in beiden 1040 1U/I) fand sich nach 120 min sogar ein Anstieg
der Aktivitét Uber die Aktivitét von 750 U/l am Beginn der Inkubation (Abb. 5).

unbest. /Puf.
unbest fef

B-Galactosidase -Aktivitat (ILU/1)

Inkubationszeit'min

Abb. 2: Aktivitaten der freien 3-Galactosidasein 4 ver schiedenen Proben mit L aktobazillen nach
Inkubation mit Pepsin/HCI-Gemisch bel pH 2 (bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 4im
Anhang).
unbest./Puf. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Puffer
unbest./K ef. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Kefir
best./Puf. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Puffer
best./Kef. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Kefir
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Abb. 3. Aktivitaten der freien 3-Galactosidasein 4 ver schiedenen Proben mit L aktobazillen nach
Inkubation mit Pepsin/HCI-Gemisch bel pH 4 (bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 5im
Anhang).
unbest./Puf. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Puffer
unbest./Kef. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Kefir
best./Puf. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Puffer
best./Kef. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Kefir
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unbest /Puf.

R-Galactosidase-Aktivitat

Inkuhationszeit'min

Abb. 4. Aktivitaten der Gesamt-3-Galactosidase in 4 ver schiedenen Proben nach I nkubation mit
Pepsin/HCI-Gemisch bei pH 2 (bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 6 im Anhang).
unbest./Puf. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Puffer
unbest./Kef. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Kefir
best./Puf. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Puffer
best./K ef. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Kefir
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Abb. 5. Aktivitaten der Gesamt-[3-Galactosidase in 4 ver schiedenen Proben nach | nkubation mit
Pepsin/HCI-Gemisch bei pH 4 (bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 7im Anhang).
unbest./Puf. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Puffer
unbest./Kef. = unbestrahltes L aktobazillenpellet resuspendiert in Kefir
best./Puf. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Puffer
best./K ef. = mit 20 kGy bestrahltes L aktobazillenpellet resusp. in Kefir

Insgesamt konnte festgestellt werden, dal3 sich in den bei pH 2 inkubierten Proben die (3-Gal actosidase-Aktivitét
in den bestrahlten Proben sehr stark verringerte, wohingegen in den unbestrahlten Proben wenig bis gar kein
Aktivitatsverlust zu finden war. Bel den bel pH 4 behandelten Proben gab es bei der freien [3-Galactosidase
kaum Unterschiede zwischen bestrahlten und nicht bestrahlten Proben, die Aktivitét blieb dhnlich hoch,
alerdings mufite bei Betrachtung der Gesamt-[3-Gal actosidase nach 120 min Inkubation ein mehr al's doppelt so
hoher Aktivitatsverlust der bestrahlten gegentiber der unbestrahlten Proben festgestellt werden. Die Ergebnisse
zeigten, dal3 in einem gefillten Magen (pH 4) wie es nach der Gabe der Versuchsdiat im spéteren Tierversuch
der Fall wére, die in der Diét enthaltene 3-Galactosidase in fir den Versuch relevanter Menge die M agenpassage
uberstehen wiirde.

4.4 Mukosale R-Galactosidase-Aktivitat entlang des Dinndarms bel Gottinger Minischweinen (nicht
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gnotobiotisch, sondern konventionell gehalten)

Diein Abb. 6 gezeigten Verlaufskurven der mukosalen [3-Gal actosidase-Aktivitéten in 6 Dinndarmabschnitten
(gemessen bei pH 5,5) bei 6 Gottinger Minischweinen stellten sich fiir jedes Tier individuell ganz
unterschiedlich dar. Allgemein konnte aber festgestellt werden, dal? die Aktivitdten in den vorderen
Dunndarmabschnitten bis 50 % ab Magenausgang bei fast allen Tieren am hdchsten lagen, um dann -aul3er bel
Schwein 6- zum Ende hin mehr oder weniger stark abzufallen. Schwein 6 zeigte im letzten DUnndarmabschnitt
die hochste 3-Gal actosidase-Aktivitét in der Mukosa. Die hdchste Aktivitét der mukosalen [3-Galactosidase
Uberhaupt, fand sich bel Schwein 4 mit 14,24 1U/g Mukosa (Feuchtgewicht) bei 30 % Dinndarmabschnitt,
gefolgt von Schwein 2 mit 13,51 1U/g bei 30 % und 13,38 1U/g bei 50 % und von Schwein 3 mit 13,28 [U/g
Mukosa (Feuchtgewicht) bei 30 % Dinndarmabschnitt ab Magenausgang.

—_ —_ —_ —_
- L] = o
[ [ [
T T T

IU/g Mukosa (Feuchtgewichit)
[ma]

bei 5% bei 10%  bei30%  beid0%  bei70%  bei390%

Diinndarmahschnitte in % ab Magenausgang

—— Schwein 1 —=— Schwein 2 achwein 3
Schwein 4 —— Schwein A —a— Schwein B

Abb. 6. 3-Galactosidase-Aktivitat entlang des Dunndarms bei 12 Wochen alten Géttinger Minischweinen
(6 Tiere), Bestimmung an 6 ver schiedenen Dinndar mabschnitten (bestimmt mit Laktose als Substrat; bei
pH 5,5) (s. auch Tab. 8 im Anhang).

file:///G|/Sassadat/Diss/UB/winch/ergebnisse.htm (7 von 26) [03.07.2000 18:57:06]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 4: Ergebnisse

Die niedrigsten 3-Galactosidase-Aktivitaten in der Mukosa zeigten Schwein 1 mit 1,21 1U/g bei 5 %, Schwein 6
mit 1,44 [U/g bei 30 % und die Schweine 1, 2, und 5 mit 1,81-1,88 1U/g Feuchtgewicht bei 90 %
Dunndarmabschnitte ab Magenausgang. Das Mittel aller [3-Galactosidase-Aktivitaten der Mukosa aller Tierein
allen Dunndarmabschnitten lag bei etwa 7 1U/g Mukosa (Feuchtgewicht). Die Daten ergaben, dal3 diese in der
Mukosa nur noch geringfligig vorhandene 3-Galactosidase einen Versuchsbeginn im Alter von 12 Wochen
zulassen wiirde, denn sie kommt der bei erwachsenen Schweinen gefundenen durchschnittlich
[3-Galactosidase-Aktivitét von ca. 5 1U/g Mukosafeuchtmasse sehr nahe. Es kann also davon ausgegangen
werden, dai3 die mukosale 3-Galactosidase-Aktivitét der Gottinger Minischweine die Versuchsergebnisse kaum
beeinflussen wiirde.

4.5.Mukosale R-Galactosidase-Aktivitat entlang des Dinndarms bel der Ratte

Auch die Verlaufskurven der mukosalen (3-Galactosidase-Aktivitaten bei 6 Ratten an 3 verschiedenen
Abschnitten entlang des Dinndarms (gemessen mit Laktose als Substrat bei pH 5,5) ergaben wiein Abb. 7 zu
sehen ist individuelle Unterschiede.

[
=

—_ —a —_
= OO D
[ I [

12 T

IU/g Mukosa {Feuchtgewicht)
=

bei 10% bei 30% bei 70%

Diinndarmabschnitte in % ab Magenausgang

—+— FHaite 1 —=— Ratte 2 Hatte 3 Ratte 4 ——FRatte 5 —e—Ratte b

Abb. 7. R-Galactosidase-Aktivitat entlang des Diunndarmsbei 12 Wochen alten Ratten (6 Tiere),
Bestimmung an 3 DUnndar mabschnitten (bestimmt mit Laktose als Substrat; bel pH 5,5) (s. auch Tab. 9
im Anhang).
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So zeigten die Ratten 1, 2, 4 und 6 die hdchste Enzymaktivitét in der Mukosa bei 30 % Diunndarmabschnitt ab
Magenausgang, wobel bei den Ratten 1 und 2 die niedrigste Aktivitdt am Anfang des Dinndarms (bei 10 %) und
bel den Ratten 4 und 6 die niedrigste Aktivitét dagegen am Ende des Diinndarms (bei 70 %) gefunden wurde.
Bei den Ratten 3 und 5 zeigte sich die héchste Aktivitdt der mukosalen [3-Gal actosidase am Anfang des
Dunndarmes (bei 10 %), um dann bel beiden Tieren unterschiedlich stark zum Dinndarmende hin abzufallen.
Allgemein die hochsten mukosalen [3-Gal actosidase-Aktivitdten der Ratten lagen bel etwa 17 1U/g Mukosa
(Feuchtgewicht); ndmlich bel Ratte 2 mit 17,63 IU/g bei 30 % Dinndarmabschnitt und bel Ratte 3 mit 16,95
IU/g und 16,66 |U/g Mukosa (Feuchtgewicht) bei 10 % bzw. 30 % Dinndarmabschnitt. Die niedrigsten
mukosalen 3-Galactosidase-Aktivitdten fand man bei Ratte 1 mit 0 [U/g bei 10 % Diunndarmabschnitt, bel Ratte
3 mit 0,65 IU/g bel 70 % Dinndarmabschnitt und bei Ratte 2 mit 2,58 1U/g Mukosa (Feuchtgewicht) bei 10 %
Dunndarmabschnitt ab Magenausgang. Die meisten Werte lagen in dem Bereich zwischen 8 und 15 1U/g
Mukosa (Feuchtgewicht). Das Mittel aler mukosalen 3-Galactosidase-Aktivitéten aler Ratten in allen
Dunndarmabschnitten lag bei etwa 10 1U/g Mukosa (Feuchtgewicht). Damit war die mittlere mukosale

(3,Gal actosidase-Aktivitédt der Ratten hoher as die der Schweine, jedoch lag sie generell bei beiden Tierarten so
niedrig, dal3 eine Beeinflussung der V ersuchsergebnisse durch das mukosale Enzym im folgenden Hauptversuch
vernachlassigt werden konnte. Beide Tiermodelle eigneten sich zur Durchfiihrung des Versuchs.

4.6.3-Galactosidase-Aktivitat und Keimstatus ver schiedener Proben nach Behandlung mit ionisierender
Strahlung (y -Strahlen)

Nach der Behandlung mit y -Strahlen zeigten die Proben sowohl auf Position 3 as auch 7 ohne vorherige
Ultraschallbehandlung mit zunehmender Bestrahlungsdosis eine zunehmende 3-Galactosidase-Aktivitét. Es
wurden hier ausschliefdlich die frei in der Probe vorliegenden Anteile des Enzyms gemessen. Die unbestrahlte
Probe (Bestrahlungsintensitét mit O in der Grafik angegeben) enthdlt zu allen Mef3zeitpunkten kaum frei
vorliegendes Enzym. Die auf Position 3 (s. Abb. 8) bestrahlten Proben enthielten bei hoher Bestrahlungsdosis
(25 kGy) weniger freies Enzym, as die auf Position 7 (s. Abb. 9) bestrahlten. Der Anstieg des frei, aul3erhab
der Zellen vorliegenden Enzyms ist nach Bestrahlung auf Position 3 insgesamt geringer als nach Bestrahlung auf
Position 7, auch nach einer Strahlendosis von 20 kGy liegt noch relativ wenig Enzym extrazellulér vor. Die
Enzymmenge in den Proben ist nach Bestrahlung auf Position 3 relativ gleichbleibend zu den verschiedenen
Mef3zeitpunkten, die 3. Messung am 03.08.94 fiel mit etwas hoheren Werten heraus, doch insgesamt waren die
Unterschiede der einzelnen Messungen zu den verschiedenen Zeitpunkten nur gering. Nicht so bei Bestrahlung
auf Position 7, dort laufen die Kurven weiter auseinander. Eindeutig ist hier eine Enzymabnahme fortlaufend
von der ersten bis zur vierten Bestimmung nach 5 Wochen zu beobachten, wo nur noch etwa die Halfte der
maximal gemessenen Enzymaktivitét (2. Messung, eine Woche nach Versuchsstart) vorzufinden war.
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Abb. 8: Einflul3 der Bestrahlungsbedingungen (Bestrahlungsintensitét- und position) auf die
3-Galactosidase-Aktivitét in Laktobazillenpellets, Bestimmung an 4 Tagen im Zeitraum eines M onats
(Bestrahlungsposition 3; ohne Ultraschallbehandlung; bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 10
im Anhang)
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Abb. 9: Einflul3 der Bestrahlungsbedingungen (Bestrahlungsintensitat- und position) auf die
3-Galactosidase-Aktivitat in Laktobazillenpellets, Bestimmung an 4 Tagen im Zeitraum eines M onats
(Bestrahlungsposition 7; ohne Ultraschallbehandlung; bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 11
im Anhang)
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Abb. 10: Einfluf der Bestrahlungsbedingungen (Bestrahlungsintensitat- und position) auf die
3-Galactosidase-Aktivitét in Laktobazillenpellets; Bestimmung an 4 Tagen im Zeitraum eines Monats
(Bestrahlungsposition 3; mit Ultraschallbehandlung; bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 12
im Anhang)
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Abb. 11: Einfluf der Bestrahlungsbedingungen (Bestrahlungsintensitat- und position) auf die
3-Galactosidase-Aktivitét in Laktobazillenpellets; Bestimmung an 4 Tagen im Zeitraum eines Monats
(Bestrahlungsposition 7; mit Ultraschallbehandlung; bestimmt mit o-NPG als Substrat) (s. auch Tab. 13
im Anhang)
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Bei der Messung der (3-Galactosidase-Aktivitat nach Ultraschallbehandlung (Abb. 10 und 11) zeigte sich, dal3 in
der HOhe der Gesamt-Enzymaktivitét zwischen beiden Bestrahlungspositionen kein Unterschied bestand und
dai3 die [3-Galactosidase-Aktivitdt wahrend der einzelnen Bestimmungszeitpunkte relativ konstant blieb (eine
Aktivitatszunahme war nur bel 10 bis 15 kGy zu verzeichnen), egal ob auf den beiden Positionen (3 und 7) mit 5
oder 25 kGy bestrahlt worden war. Bei allen Proben, auch bei der unbestrahlten Probe (Bestrahlungsintensitét
mit O in der Grafik angegeben), war allerdings festzustellen, dal? die 3-Galactosidase-Aktivitét mit zunehmender
L agerdauer immer stérker abnahm. Nach 2 Wochen lag nur noch etwa die Halfte bis zwei Drittel der
urspruinglich vorhandenen Aktivitéten vor, sowohl bel Position-3-Proben als auch bei Position-7-Proben. Nach
funf Wochen war durchschnittlich nur noch etwa ein Sechstel der urspriinglichen Enzymaktivitét vorhanden.
Die Abt6tung der Laktobazillen wurde bei alen bestrahlten Proben erreicht, auf keiner der von jeder Probe
angelegten MRS- oder Blutagar-Platten konnte Bakterienwachstum festgestel It werden, weder nach aerober
noch anaerober Inkubation.

4.7 Fatterungsver such mit unter schiedlich aufber eitetem Kefir, durchgefiihrt beim gnotobiotischen
Gottinger Minischwein

4.7.1.Uberprifung des gnotobiotischen Status der Gottinger Minischweine (Sterilkontrolle)

Eine Woche vor Versuchsbeginn zeigte sich in der Sterilkontrolle des Kotes bei einem Schwein (Schwein 2) ein
Keimwachstum. Der Keim konnte bei den anderen Tieren nicht nachgewiesen werden. Der Keim wurde auf
[3-Galactosidase-Aktivitét hin untersucht, mit negativem Ergebnis, d.h. er produzierte keine 3-Galactosidase. In
den Sterilkontrollen direkt vor Versuchbeginn konnte kein Keim mehr nachgewiesen werden, aus der
Betrachtung von Kotausstrichen vor Beginn der Didtgabe wurde das Fehlen von Keimen bestétigt (s. Abb. 16).
In den Kontrollen, die bei 37° C inkubiert wurden, wurde genauso wenig ein Wachstum festgestellt, wie in den
Kontrollen, die bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die Beurteilung der Kontrollen im letzten
Versuchsabschnitt (nach Gabe der viablen Laktobazillen) zeigten eine Reinkultur der verabreichten

L aktobazillen. Ein zusétzlicher Ausstrich auf festen Nahrbdden und die Bestimmung der gewachsene Keim mit
Hilfe des api-Systems (s. 3.1.4.) bestatigten diesen Befund.

Nach diesen Feststellungen wurde al's gesichert angesehen, dal3 die Goéttinger Minischweine bis zum

V ersuchsende gnotobiotischen Status hatten und nicht mit Umweltkeimen kontaminiert waren.

4.7.2.Die Kotbeschaffenheit wahrend der einzelnen V ersuchsdiéten

Diein der Diét enthaltene Laktose beeinflul3t wegen ihrer osmotischen Wirksamkeit je nach vorhandener Menge
die Kotbeschaffenheit. Wahrend der Gabe des sterilen Kefirs ohne Laktobazillen war der Kot aller Schweine
dinnbreiig. Er wurde fester nach Gabe des Sterilkefirs mit inaktivierten (bestrahlten) Laktobazillen, genauso wie
nach der Verabreichung des Kefirs mit den |ebenden Laktobazillen.
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4.7.3.Einfluld der Diéten auf die Laktoseausscheidung und die wahre, marker-korregierte Verdaulichkeit der
L aktose bei Goéttinger Minischweinen

Die Laktoseausscheidungen von 6 Minischweinen Uber 14 Tage wurden wahrend jeder der drel Versuchsdiéten
Im quantitativ Uber 24 Stunden gesammelten und dann homogenisierten Kot ermittelt. Da, wie unter 3.6. bereits
beschrieben, beim statistischen Vergleich der Laktoseausscheidungen unter den drei Didten nicht von einer
symmetrischen Verteilung der Werte ausgegangen werden konnte, wurde mit den logarithmierten und zusétzlich
transformierten (x+1; um auch negative Beobachtungen einbeziehen zu kénnen) Daten weiter gearbeitet. Die
nicht logarithmierten und transformierten Daten sind jeweils in den Klammern angegeben und in den Grafiken
im Anhang wiederzufinden:

Waéhrend der Verabreichung der ersten Versuchsdiét (Sterilkefir onne Laktobazillen) Uber 14 Tage lag die von
den 6 Schweinen durchschnittlich téglich ausgeschiedene Laktosemenge (s. Abb. 12) bei 0,8 £ 0,4 (7,4 £ 1,2; s.
Abb. A 1) g/Tag, mit einer wahren Verdaulichkeit der Laktose (marker-korregiert; s. Abb. 13) von 1,8 + 0,1 (61
+ 25; s. Abb. A 2) %. Alsdie Tiere in der nachsten Versuchsphase zusétzlich mit dem Kefir bestrahlte

L aktobazillen erhielten, fiel die téglich ausgeschiedene Laktosemenge auf 0,4 £ 0,3 (2,1 + 1,9) g ab,
entsprechend dem Anstieg der wahren Verdaulichkeit der Laktose (marker-korregiert) auf 1,98 + 0,03 (95 + 29)
%. In der letzten Versuchsphase mit Diét 3 (Kefir + |ebender Keim) sank sie auf nur 0,24 + 0,3 (1,3 + 1,1)
g/Tag, die wahre, marker-korregierte L aktoseverdaulichkeit dagegen lag wie in der vorherigen V ersuchsphase
bei nur 1,98 + 0,07 (95 £ 35) %.

Die statistische Auswertung der Ergebnissen ergab, dal3 es keine Wechselwirkungen zwischen den Tieren und
den Didten gab und daf3 ein Unterschied zwischen den drel Diéten bestand. Die L aktoseausschei dungen wahrend
der drei Diéten zeigten zueinander statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05). Die L aktoseausscheidungen
der Minischweine waren nach Aufnahme von Kefir ohne Keim (Diét 1) statistisch signifikant hoher als nach
Aufnahme von Kefir mit inaktivierten (Diét 2) oder lebenden (Diét 3) Laktobazillen . Die

L aktoseausscheidungen, die wahrend der Aufnahme von Kefir mit inaktivierten Keimen (Diét 2) bei den
Schweinen gemessen werden konnten, lagen auch statistisch signifikant hoher als nach Verzehr von Kefir mit
lebenden Keimen (Diét 3), jedoch zeigte sich hier, dal3 der Unterschied der durchschnittlich mit dem Kot
ausgeschiedenen L aktosemenge zwischen diesen beiden Diéten etwas kleiner war als zwischen Diét 1 und 2,
bzw. Dié 1 und 3 (s. Abb. A 1).
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Abb. 12: Durchschnittlicheim Kot ausgeschiedene L aktosemenge (Dar stellung alslog;o(1+x)) bei

gnotobiotischen Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten
L aktobazillen;
Dauer jeder Diatgabe: 2Wochen; die Diatgabe erfolgte bel den Tieren nacheinander

(s. Tab. 14 aund Abb. A 1und A 8im Anhang) Werte= X £ Sz n = 6)
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Abb. 13: Durchschnittliche wahre, marker-korregierte Verdaulichkeit der Laktosein % (bestimmt mit
Cr-EDTA alsMarker; Darstellung alslog;o(1+x)) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen;
Dauer jeder Diatgabe: 2Wochen; die Diatgabe erfolgte bel den Tieren nacheinander

(s. Tab. 15aund Abb. A 2und A 9im Anhang) Werte= X * S5 n = 6)

Anders verhielt es sich mit der marker-korregierten Laktoseverdaulichkeit. Die Laktoseverdaulichkeit war nach
der Aufnahme von Kefir ohne Laktobazillen (Diét 1) statistisch signifikant niedriger als nach Aufnahme von
Kefir mit inaktivierten (Diét 2) oder |lebenden (Diét 3) Laktobazillen. Keinen statistisch signifikanten
Unterschied gab es zwischen der Laktoseverdaulichkeit nach Verzehr des Kefirs mit inaktivierten Laktobazillen
(Diét 2) und der Laktoseverdaulichkeit nach Verzehr von Kefir mit 1ebenden Laktobazillen (Diét 3).

4.7.4.Einflufd der Diéten auf die HOhe der [3-Gal actosidase-Ausscheidung der Gottinger Minischweine

Bei der [3-Galactosidase waren die Verhaltnisse erwartungsgemal3 genau umgekehrt wie bei der
Laktose-Ausscheidung. Unter Diét 1 (Sterilkefir ohne Laktobazillen) schieden die Schweine fast keine
[-Galactosidase aus: 0,02 + 0,12 (0,2 £ 0,3; s. Abb. A 3) IU/Tag extrazelluldre und 0,18 + 0,23 (0,8 + 0,7; s.
Abb. A 4) 1U/Tag gesamte Enzymaktivitat), wohingegen die Ausschei dung des Enzyms nach Aufnahme von
lebenden Laktobazillen (Diét 3) sehr hoch war. Dies galt sowohl fur Proben, in denen diefreie
[3-Galctosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) bestimmt wurde (s. Abb.14), as auch fir solche, in
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denen die gesamte [3-Galctosidase-Aktivitét (s. Abb.15; mit Ultraschallbehandlung) gemessen wurde. Sie lag bel
0,8+ 0,7 (18 £ 13) IU/Tag extrazelluldres Enzym, bzw. 1,2 + 0,6 (32 £ 22) |U/Tag gesamtes Enzym. Unter Dié&t
2 nach Verzehr des Kefirs mit inaktivierten Laktobazillen wurden 0,4 £ 0,5 (4 + 3) IU/Tag extrazelluléres
Enzym, bzw. 0,9 £ 0,4 (11 + 6) |U/Tag Gesamt-Enzym bestimmt.
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Abb. 14: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene freie (extrazellulére) R-Galactosidase-Aktivitat
(ohne Ultraschallbehandlung; Darstellung alslog;o(1+x)) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit Iebenden
bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat) Dauer jeder Diatgabe:
2Wochen; die Didtgabe erfolgte bel den Tieren nacheinander

(s. Tab. 16 aund Abb. A 3und A 10im Anhang) Werte=X £ Sz n = 6)

Bei Einzelbetrachtung der Tiere (s. Abb. A 10 und A 11 im Anhang) ergab sich der gleiche Sachverhalt, hier sah
man sogar, dal? bei einzelnen Tieren wahrend der ersten Diétphase Uberhaupt keine Enzymaktivitét im Kot
gefunden wurde.

Die statistische Auswertung der Ergebnissen ergab, dal3 es keine Wechselwirkungen zwischen den Tieren und
den Didten gab und daf3 ein Unterschied zwischen den 3 Didten bestand. Die Gesamt-[3-Gal actosidase-Aktivitét
im Kot der Minischweine nach der Aufnahmen von Sterilkefir ohne Laktobazillen (Diét 1) lag statistisch
signifikant niedriger als nach der Aufnahme sowohl von Kefir mit inaktivierten (Diét 2) als auch viablen (Dié&t
3) Laktobazillen. Die Gesamt-3-Gal actosidase-Aktivitét im Kot der Tiere nach Verzehr von Diét 2 war
statistisch niedriger al's nach Verzehr der Diét 3. Wurde das freie Enzym betrachtet, lagen die
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[3-Galactosidase-Aktivitaten insgesamt etwas niedriger, es zeigten sich aber sonst die gleichen Verhéltnisse. Es
ergaben sich also statistisch signifikante Unterschiede zwischen den mit dem Kot ausgeschiedenen
[3-Galactosidase-Aktivitaten aller drei Diatperioden.

{IU/Tag; Darstellung als log ,(x+1))

Ausgeschiedene RB-Galactosidase -Aktivitat

Stenlkefir (=k) =k + bestrahlte =k + LB lebend
ohne LE (tot), Hille

Laktobazillen intakt
(LE)

Diadten

Abb. 15: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene Gesamt-3-Galactosidase-Aktivitat (mit
Ultraschallbehandlung; Dar stellung alslog;o(1+x)) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden
bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat)

Dauer jeder Diatgabe: 2Wochen; die Diatgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander

(s. Tab. 17 aund Abb. A 4und A 11im Anhang) Werte=X * S n = 6)

4.7.5.Keimzahlen in der Dié&t und im Kot der Gottinger Minischweine im dritten V ersuchsabschnitt nach
Verabreichung der viablen Laktobazillen

Die Bestimmung der Keimzahl der viablen Laktobazillen erfolgte mit dem Plattentropfverfahren (s. 3.2.6.) in
der dritten Versuchsperiode aus der Versuchsdidt und aus dem Kot der einzelnen Tiere. Die Bestimmung ergab
fur die Versuchsdiét gleichbleibende Werte, die bei 4 x 108 KbE/ml (log 8,3) Kefir lagen und nur sehr gering
variierten. Die lebenden Laktobazillen wurden 4 Tage verabreicht, dann folgten 4 Tage, an denen keine Keime
gegeben wurden und weitere 9 Tage, an den die Schweine die lebenden Keime erneut bekamen. Durch die
Ermittlung der Zahl der ausgeschiedenen Keime sollte in Erfahrung gebracht werden, ob dieser
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L aktobazillenstamm in der Lage ware im Magen-Darm-Trakt zu Uberdauern, oder ob nach Abbruch der Gabe
die Keimzahl wieder abnehmen wirde. Die Keimzahlen, die aus dem Kot bestimmt wurden, sind in Tabelle 1
aufgeftihrt. Es wurde festgestellt, daf3 in den ersten beiden Tagen nach der Keimgabe noch keine Laktobazillen
im Kot zu finden waren. Am 3. Tag stieg die Keimzahl auf 4 x 103 KbE/g (log 3,4) Feuchtkot an, erreichte am 4.
und 5.Tag 3 x 104 KbE/g (log 4,3) Feuchtkot, um dann nach ausbleibender Keimgabe ab dem 5. Tag wieder
abzufallen auf 0. Erst 2 Tage nach erneuter Keimgabe (am 10. Tag) stieg die Keimzahl wieder auf 9 x 104
KbE/g (log 4,8) Feuchtkot an, um sich bei diesem Wert einzupendeln. Die Hochste Keimzahl wurde mit 6 x 105
KbE/g (log 5,4) Feuchtkot am 15. Tag erreicht. Insgesamt konnte festgestellt werden, dal3 esimmer etwa 2 Tage
dauerte, bis sich die Anderung in der Diat (mit/ohne Laktobazillen) auf die Keimzahl im Kot auswirkte, was mit
der ca. 48-stiindigen oro-fékalen Transitzeit gut Gbereinstimmt. Die Keimzahlen im Kot machten deutlich, daf3
die Laktobazillen relativ schnell wieder aus dem Magen-Darm-Trakt verschwanden, wenn die standige Zufuhr
Uber die Diét fehlte.

Tabelle 1:

Dekadischer Logarithmusder durchschnittlichen Keimzahlen im Kot von Minischweinen (n=6) unter der
Diat 3 (Kefir mit lebenden Laktobazillen) an den einzelnen Tagen

Angaben in log/g Feuchtkot; (Werte= X+S; n= 6)

* = |ebende Laktobazillen in der Diét

grau = Sterilkefir

Datum log Keimzahl Standardabw
27.03.1995* 0 0
28.03.1995* 0 0
29.03.1995* 34 2,1
30.03.1995* 4.3 2,2
31.03.1995 4,3 2,3
01.04.1995 3 1,8
02.04.1995 1,4 1,4
03.04.1995 1,2 1,8
04.04.1995* 0 0
05.04.1995* 0 0
06.04.1995* 4.8 0,7
07.04.1995* 4,2 0,9
08.04.1995* 4.8 1,5
09.04.1995* 4,7 24
10.04.1995* 54 0,8
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11.04.1995* 53 2,5

12.04.1995* 4,6 2,0

Die Abb. 16 und 17 stellen die Verhdltnisse der Keimzahlen im Kot der Schweine vor und nach der Applikation
der Laktobazillen dar. Im Kot der keimfreien Tiere befanden sich keine Mikroorganismen, im Kot der mit
L aktobazillen monoassoziierten Gottinger Minischweine konnte man eine grof3e Anzahl von gram-positiven,

schlanken Stabchen sehen.

Abb. 16: Kotausstrich eines Schweines vor Versuchsbeginn (Vergrof3erung 1: 1500)

Abb. 17: Kotausstrich eines Schweines nach erstmaligem Erhalt des Kefirsmit den lebenden
(VergrofRerung 1:1500)
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4.8.Futterungsver such mit unter schiedlich aufber eitetem Kefir, durchgefihrt bel der gnotobiotischen
Ratte

4.8.1. Uberpriifung des gnotobiotischen Status der Ratten (Sterilkontrolle)

Die zur Feststellung des Status durchgefihrten Sterilkontrollen, waren negativ, die Ratten waren keimfrel
(Vergleich s. 4.7.1).

4.8.2 K otbeschaffenheit wahrend der einzelnen V ersuchsdiéten

Der Rattenkot war wahrend aller Versuchsdidten geformt. Allerdings war er wdhrend der ersten Diét etwas
weicher als bei den beiden folgenden Diéten.

4.8.3.Einfluld der Diéten auf die Laktoseausscheidung der Ratten

Die L aktoseausscheidungen von 6 Tieren Uber 14 Tage wurden wahrend jeder der drei Versuchsdidtenim
guantitativ tUber 24 Stunden gesammelten und dann homogenisierten Kot ermittelt. Da, wie unter 3.6. bereits
beschrieben, beim statistischen Vergleich der Laktoseausscheidungen unter den drei Didten nicht von einer
symmetrischen Verteilung der Werte ausgegangen werden konnte, wurde mit den logarithmierten und zusétzlich

file:/lIG|/Sassadat/Diss/UB/winch/ergebnisse.htm (20 von 26) [03.07.2000 18:57:06]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 4: Ergebnisse

transformierten (x+1; um auch negative Beobachtungen einbeziehen zu kénnen) Daten weiter gearbeitet. Die
nicht logarithmierten und transformierten Daten sind jeweils in den Klammern angegeben und in den Grafiken
im Anhang wiederzufinden:

Diein Abb. 18 dargestellte von 6 Ratten durchschnittlich ausgeschiedene L aktosemenge lag wéhrend der ersten
Versuchsdiét (Sterilkefir ohne Laktobazillen) bei 0,51 + 0,17 (2,5 + 0,4; Anhang Abb. A 5) g/Tag. Wahrend der
zweiten Versuchsdiét, wo die Tiere mit dem Kefir zusétzlich bestrahlte (tote/inaktivierte) Laktobazillen
erhielten, nahm die Laktosemenge ab und lag bei 0,33 £ 0,16 (1,3 = 0,2) g/Tag. Der Unterschied zur ersten Diét
war statistisch signifikant (p< 0,05). Die statistische Auswertung der Ergebnisse ergab, dald eskeine
Wechselwirkungen zwischen den Tieren und den Didten gab und daf3 ein Unterschied zwischen den drei Diéten
bestand. In der letzten Versuchsphase bel Gabe von Kefir mit lebendem Keim sank die ausgeschiedene

L aktosemenge auf 0,23 = 0,22 (0,78 g + 0,13) g/Tag, der Unterschied zur ersten Didt war genau wie zuvor
statistisch signifikant. Die L aktoseausscheidung war also nach Aufnahme von Kefir mit Laktobazillen, die
[3-Galactosidase-Aktivitét enthielten, signifikant niedriger als nach Aufnahme von Kefir ohne Keim (Diét 1;
keine [3-Galactosidase-Aktivitét). Die Laktoseausscheidung nach Aufnahme von Kefir mit inaktivierten

L aktobazillen mit 3-Galactosidase-Aktivitét (Didt 2) war auch statistisch signifikant hoher als nach Verzehr von
Kefir mit lebenden Laktobazillen mit [3-Gal actosidase-Aktivitét (Diét 3), allerdings war auch hier, genau wie bel
den Minischweinen der Unterschied der durchschnittlich mit dem Kot ausgeschiedenen L aktosemenge nicht so
grof3 wie nach Verzehr von Diét 1 zu den beiden Diéten 2 und 3.

=
1=]
= a7 -
[ k]
$E 06 +
A
- 7 4
=g"” T ;
e 047
E Eﬂ 0,3 -
£2 5
@ o »
® & 0,1 -
=
£ 0 : :
= =terlkefir (2k) =k + bestrahlte =k + LB lebend
ohne LE itot), Hille
Laktobazillen intakt
(LE)
Diaten

Abb. 18: Durchschnittlich mit dem Kot ausgeschiedene L aktosemenge (Dar stellung als log;o(1+x)) bei

gnotobiotischen Ratten nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten L aktobazillen
Dauer jeder Diatgabe: 2Wochen; die Diatgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander

(s. Tab. 18 aund Abb. A 5und A 12im Anhang) Werte= X * Sz: n=6)
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4.8.4.Einfluld der Diéten auf die Hohe der 3-Gal actosidase-Ausscheidung der Ratten

Auch die [3-Galactosi dase-A usscheidungen wurden von 6 Tieren Uber 14 Tage wahrend jeder der drei
Versuchsdidten im quantitativ Uber 24 Stunden gesammelten und dann homogenisierten Kot ermittelt. Da auch
hier, wie unter 3.6. bereits beschrieben, beim statistischen Vergleich der 3-Gal actosidase-Ausscheidungen unter
den drei Diéten nicht von einer symmetrischen Verteilung der Werte ausgegangen werden konnte, wurde mit
den logarithmierten und zusétzlich transformierten (x+1; um auch negative Beobachtungen einbeziehen zu
koénnen) Daten weiter gearbeitet. Die nicht logarithmierten und transformierten Daten sind jeweilsin den
Klammern angegeben und in den Grafiken im Anhang wiederzufinden:

Die Verhdtnisse bei der 3-Galactosidase-Ausscheidung (s. Abb. 19 und 20) verhielten sich genau umgekehrt zu
den Werten der L aktoseausscheidung. Nach Verzehr von Sterilkefir ohne Laktobazillen tber 2 Wochen schieden
die Ratten fast keine [3-Galactosidase aus: 0,01 + 0,06 (0,5 £ 0,8; s. Abb. A 6 im Anhang) IU/Tag
extrazelluldres, bzw. 0,005 + 0,02 (0,01 + 0,009; s. Abb. A 7 im Anhang) 1U/Tag gesamtes Enzym. Dahingegen
war die Ausscheidung des Enzyms nach Aufnahme von lebenden Laktobazillen sehr hoch. Dies galt sowohl fir
Proben, in denen die freie [3-Gal actosi dase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) bestimmt wurde (s. Abb. 19),
als auch fur solche, in denen die Gesamt-[3-Galactosidase-Aktivitét (s. Abb. 20; mit Ultraschallbehandlung)
gemessen wurde. Die 3-Galactosidase-Aktivitéten lagen bei 1,88 = 0,31 (90 £ 11) IU/Tag extrazellul&res, bzw.
2,14 £ 0,4 (181 £ 27) IU/Tag gesamtes Enzym. Wéhrend Diét 2, nach Gabe von abgetteten Laktobazillen,
wurden 0,42 + 0,3 (2 + 0,6) IU/Tag extrazelluldres und 0,42 + 0,3 (2,3 + 0,6) |U/Tag gesamtes Enzym bestimmt.
Bei Einzelbetrachtung der Tiere (s. A 13 und A 14 im Anhang) ergab sich der gleiche Sachverhalt, einzelne
Tiere zeigten wahrend der ersten Didt Uberhaupt keine Enzymaktivitét.

Die statistische Auswertung der Ergebnissen ergab, dal3 es keine Wechsel wirkungen zwischen den Tieren und
den Diéten gab und dal? ein Unterschied zwischen den drei Didten bestand. Die freie [3-Galactosidase-Aktivitét
(ohne Behandlung der Probe mit Ultraschall) im Kot der Ratten nach der Aufnahme von Sterilkefir ohne

L aktobazillen (Diét 1) lag statistisch signifikant niedriger als nach der Aufnahme sowohl von Kefir mit
inaktivierten (Diét 2) als auch viablen (Diét 3) Laktobazillen. Die freie 3-Galactosidase-Aktivitét im Kot der
Tiere nach Verzehr von Diét 2 war statistisch signifikant niedriger als nach Verzehr der Diét 3. Wurden die
Proben mit Ultraschall behandelt, lagen die [3-Galactosidase-Aktivitéten insgesamt héher, doch die Verhdtnisse
der Enzymaktivitéten untereinander wahrend der unterschiedlichen Didten stimmten mit denen beim
extrazelluldr erfaldten Enzym Uberein. Die Vergleiche der Didten untereinander zeigten zwischen allen drei
Diéten statistisch signifikante Unterschiede.
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Abb. 19: Durchschnittlicheim Kot ausgeschiedene 3-Galactosidase-Aktivitat (extrazellulér; ohne
Ultraschallbehandlung; Dar stellung alslog;o(1+x)) gnotobiotischer Ratten nach K efiraufnahme ohne/mit

lebenden bzw. inaktivierten L aktobazillen (o-NPG als Substrat)
Dauer jeder Didtgabe: 2Wochen; die Didtgabe erfolgte bel den Tieren nacheinander

(s. Tab. 19 a; Abb. A 6 und A 13im Anhang) Werte= X £ Sg n =)
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Abb. 20: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene 3-Galactosidase-Aktivitat (gesamt; mit
Ultraschallbehandlung; Dar stellung alslog;o(1+x)) gnotobiotischer Ratten nach K efiraufnahme ohne/mit
lebenden bzw. inaktivierten L aktobazillen (o-NPG als Substrat)

Dauer jeder Didtgabe: 2Wochen; die Didtgabe erfolgte bel den Tieren nacheinander

(s. Tab. 20 a; Abb. A 7 und A 14 im Anhang) Werte= X * Sz n = 6)
4.8.5.Keimzahlen in der Di&t und im Kot der Ratten nach Verabreichung der viablen Laktobazillen

Die Bestimmung der Keimzahlen der |ebensféhigen Laktobazillen erfolgte mit dem Plattentropfverfahren (s.
3.2.6.) in der dritten Versuchsperiode aus der Versuchsdiét und aus dem Kot der einzelnen Tiere.

In der Versuchsdiét ergab die Bestimmung gleichbleibende Werte, die bel 6,2 x 108 KbE/ml (log 8,4) Kefir
lagen und nur sehr gering variierten. Die Keimzahlen, die aus dem Kot bestimmt wurden, sind in Tabelle 2
aufgefihrt.

Entgegen dem Versuch beim Schwein (s. 4.6.4.), wo die Keimzahl im Kot nach Keimgabe erst sehr allméahlich
anstieg, wurde bei der Ratte sofort nach der Verabreichung der Laktobazillen ein starker Anstieg der Keimzahl
im Kot auf 3 x 108 KbE/g (log 8,2) Feuchtkot verzeichnet. Diese Keimzahl blieb wahrend der ersten 3 Tage
(Tage an denen der Keim appliziert wurde) konstant, um schliefdlich allmahlich an den Tagen abzufallen, an
denen die Laktobazillen den Ratten nicht verabreicht wurden. Am letzten Tag der 4-tégigen keimfreien Diét lag
dieim Kot gefundene Keimzahl mit 3 x 104 KbE/g (log 4,3) Feuchtkot am niedrigsten. Gleich nach erneuter
Keimapplikation stieg auch die Keimmzahl im Kot der Ratten wieder an, um dann unter standiger taglicher

file:///G|/Sassadat/Diss/UB/winch/ergebnisse.htm (24 von 26) [03.07.2000 18:57:06]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 4: Ergebnisse

Keimzufuhr (durchschnittlich 6,2 x 108 KbE/ml (log 8,4) Kefir) Uber die Nahrung sich konstant bei einer
Keimzahl von durchschnittlich 7,5 x 108 KbE/g (log 7,6) Feuchtkot einzupendeln. Die Keimmengen im Kot der
Ratten anderten sich im Gegensatz zu den der Schweinen nicht mit 2-tégiger Verzégerung, sondern abrupt,
sofort nach der Keimgabe. Jedoch wurde auch hier eine allmahliche Keimabnahme nach einem Stop der
Keimzufuhr verzeichnet.

Tabelle 2:

Dekadischer Logarithmusder durchschnittlichen Keimzahlen im Kot von Ratten (n=6) unter der Diéat 3
(Kefir mit lebenden Laktobazillen) an den einzelnen Tagen

Angaben in log/g Feuchtkot; (Werte= X+S; n= 6)

* = |ebende Laktobazillen in der Diét

grau = Sterilkefir
Datum log Keimzahl Standardabw
27.05.1995* 8,2 0,4
28.05.1995* 8,2 0,3
29.05.1995* 7,5 0,4
30.05.1995 6,7 0,8
31.05.1995 6,6 0,5
01.06.1995 4,6 0,7
02.06.1995 4,3 1,3
03.06.1995* 4.4 11
04.06.1995* 7,8 0,5
05.06.1995* 7,6 0,2
06.06.1995* 7,7 0,2
07.06.1995* 7,6 0,3
08.06.1995* 7,7 0,2
09.06.1995* 7,7 0,3
10.06.1995* 7,5 0,3

Die Abb. 21 und 22 stellen die mikrobiol ogischen Verhaltnisse im Kot der Ratten vor und nach der Applikation
der Laktobazillen dar. Im Kot der keimfreien Ratten befanden sich keine Mikroorganismen, im Kot der mit

L aktobazillen monoassoziierten Tier konnte man eine grof3e Anzahl von gram-positiven, schlanken Stébchen
sehen.
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Abb. 21 Kotausstrich einer Ratte vor Versuchsbeginn (Vergr6i3erung 1:1500)

Abb. 22: Kotausstrich einer Ratte nach erstmaligem Erhalt des Kefirs mit den lebenden L aktobazillen
(VergrofRerung 1:1500)
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5.Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die bessere Vertréglichkeit fermentierter
Milchprodukte gegentiber nicht fermentierten Milchprodukt bel L aktosel ntolenanten an das
Vorhandensein viabler Keime im Produkt gebunden ist. Mit anderen Worten oder ob auch Produkte mit
abgetoteten Laktobazillen aber intakter [3-Galactosidase den gleichen Effekt haben. Dazu bedurfte es der
Klarung einiger fir den spateren Tierversuch relevanter V orbedingungen.

5.1.Vorversuche

5.1.1.Reinheit und Wachstumsbedingungen des im Versuch verwendeten L aktobazillen-Stammes

Die Ermittlung der Reinheit des verwendeten L aktobazillen-Stammes war von eminenter Wichtigkeit, da
in den Futterungsversuchen mit gnotobiotischen Tieren gearbeitet wurde. Bei diesen Tieren konnten
schon einzelne Fremdkei me elne Kontamination verursachen, d.h. sie kdnnten die Moglichkeit finden
sich massenhaft im Tier zu vermehren. Der Laktobazillen-Stamm wurde mittels api-System definitiv as
rein identifiziert. Da nur einmal bei 9 Prifungen eine widersprechende biochemische Reaktion
festgestellt wurde, wurde davon ausgegangen , dal3 es sich um reines Lyophilisats von Laktobazillen
handelte.

Um den Fitterungsversuch bei gnotobiotischen Minischweinen durchfihren zu kdnnen, muften
fermentierte Milchprodukte mit einer grofitmaoglichen Menge von |ebenden Laktobazillen hergestel It
werden. Wenn sich die Keime in einer Anzuchtkultur am Ende der logarithmischen Wachstumsphase
befinden, konnte mit der hochsten Ausbeute an wirklich viablen Laktobazillen gerechnet werden. Nach
unseren Untersuchungen war dieser Punkt nach 14 Stunden erreicht, wenn bel einer Temperatur von 37°
C in MRS-Bouillon inkubiert wurde. Die Inkubationstemperatur entsprach der Korpertemperatur der
Versuchstiere (Gottinger Minischwein und Ratte).

Wie aus der Wachstumskurve zu ersehen ist gab es 2 Zeitstufen, wahrend derer sich die Keimzahl in der
Anzucht nicht veranderte, einmal zwischen 6 und 7 Stunden und einmal zwischen 9 und 12 Stunden
Inkubationsdauer. Wahrend dieser Zeit stagnierte das Keimwachstum. Die Grinde hierftr sind nicht
bekannt, denn an den Anzuchtbedingungen wurde wahrend dieser Zeit nichts verandert. Nachdem die
Keime nach 12 Stunden Inkubationsdauer nochmals weiter wuchsen, muf3te das Ende der
logarithmischen Wachtumkurve bel 14 Stunden angenommen werden, denn danach verénderte sich die
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Keimzahl innerhalb der néchsten 8 Stunden, die noch gemessen wurden in der Anzucht nicht mehr,
sondern blieb bei log 8,3 (4,8 * 108) KbE/ml. Dies wurde durch Wiederholungen des V ersuchs bestétigt.

Als Fazit ergab sich, dal3 alle Laktobazillen-Hauptkulturen fiir die Versuche unter den oben
besprochenen Bedingungen zur optimalen Ausbeute an Iebenden L aktobazillen angeziichtet werden
sollten. Dariiber hinaus wurde davon ausgegangen, dal3 die verabreichten Laktobazillen sich bei einer
mindestens 12 stiindigen Darmpassage unter den gegebenen Temperaturverhaltnissen ausreichend
vermehren und sich gegebenenfalls ansiedeln konnten.

5.1.2.3-Galactosidase-Aktivitdten in Proben nach einer in vitro Verdauung in einem
Pepsin/HCI-Gemisch

Danach der Aufnahme von Milch und Milchprodukten die Hydrolyse der enthaltenen L aktose mit
anschlief3ender L aktoseabsorption erst im Dinndarm erfolgt, war es wesentlich, dal3 die dafiir
verantwortliche, mit dem Milchprodukt verabreichte (3-Galactosidase nicht bereits bel der Magenpassage
zerstort wird. Die Empfindlichkeit der verschiedenen Laktobazillenstamme gegentiber Magensaft und
auch gegenuiber GallenflUssigkeit ist sehr unterschiedlich, und somit auch die Méglichkeit, dal3 diein
ihnen enthaltene [3-Galactosidase im Dunndarm auf die in der Nahrung enthaltene L aktose einwirken
kann. CONWAY et al. (1987) untersuchten vier verschiedene Milchsaurebakterien-Stamme hinsichtlich
ihrer Uberlebensfahigkeit im Magenmilieu und fanden, daf? Lactobacillus acidophilus-Stamme
wesentlich besser in der Lage sind die im Magenmilieu herrschenden Bedingungen zu Uberstehen, als
Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus, oder als Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (beides
Kulturkeime in Joghurts zu finden).

Dain der Literatur keine quantitativen Angaben zur Stabilitdt der [3-Gal actosidase aus L aktobazillen
gegenuber peptischem Verdau zu finden waren, wurde ein Vorversuch durchgefihrt, um zu erkunden, ob
die mikrobielle 3-Galactosidase des verwendeten Stammes Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus
709-1 in der Lage ist die Magenpassage zu Uberstehen.

Die bei niedrigem pH 2 beobachten Aktivitatsverluste der 3-Galactosidase waren damit zu erklaren, dal3
das aus den Laktobazillen wegen Zerstérung der Zellmembranen durch den Magensaft ausgetretene
Enzym dem Angriff durch Peptidasen nun schutzlos ausgesetzt war. In den bestrahlten Proben ist dieser
Aktivitéatsverlust drastischer als in den unbestrahlten Proben, was zu dem Schluf3 flhrte, dal3 die
Zellmembranen durch die Bestrahlung fir das Enzym durchléssig wurden. Dal3 die Zellmembran ein
Schutz des Enzyms gegentiber Verdauung bietet, zeigten auch SHAH und JELEN, 1990, die

L aktobazillen-Zellwénde mit Ultraschallwellen zerstorten und danach ebenso einen Aktivitatsverlust der
[3-Galactosidase im Magenmilieu feststellten.

Der anfangliche Anstieg der Enzymaktivitét ist dadurch zu erklaren, dald ein grof3erer Teil der die

[3-Gal actosidase beherbergenden toten (durch die Bestrahlung abgettteten) Laktobazillen vom
Pepsin/HCI-Gemisch angegriffen wurde, d.h. ihre Zellwand zerstért und somit die [3-Gal actosidase
freigesetzt wurde, welche nun bei Bestimmung der extrazelluldren 3-Galactosidase-Aktivitét erfaldt
wurde. Die rapide Abnahme der 3-Galactosidase in den bestrahlten Proben (gegeniiber den unbestrahlten
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Proben) bei pH 2 rihrt vermutlich daher, dal3 sowohl das Enzym selbst als auch ganz besonders die
Zellmembran der Keime durch die Bestrahlung derart verandert wurden, dal3 sie gegeniiber dem stark
sauren Milieu des leeren Magens weniger resistent waren al's L aktobazillen und (3-Galactosidase, die
keiner Bestrahlung ausgesetzt wurden. Dies wird deutlich, bei der Betrachtung der unbestrahlten Proben,
in ihnen nahmen sowohl die extrazellulére als auch die gesamte 3-Gal actosidase kaum ab. In der
unbestrahlten Kefirprobe war sogar ein Anstieg der (3-Galactosidase-Aktivitéat mit der Dauer der
Inkubationszeit zu verzeichnen. Das beruhte vermutlich auch auf einer autolytischen Zerstérung der

L aktobazillenzellmembran mit anschlief3endem Austritt des Enzyms.

Beim Vergleich der bestrahlten und unbestrahlten Pufferproben zu den bestrahlten und unbestrahlten
ungepufferten Kefirproben wurde deutlich, dal? die extrazelluldre und die
Gesamt-3-Galactosidase-Aktivitét in bestrahlten Pufferproben starker und teilweise auch schneller
abnahm asin den Kefirproben, was vermutlich durch die gute Pufferungskapazitét fermentierter
Milchprodukte gegentiber dem sauren Magenmilieu bedingt wurde (SAVAIANO und LEVITT, 1987).
Auch MARTINI et al. (1985) wiesen nach, dal3 der pH-Wert des Mageninhalts nach der Aufnahme von
440 g Joghurt fir eine Stunde Uber 3,0 blieb und auch nach 3 Stunden noch tber 2,5 lag. In den
unbestrahlten Kefirproben kam dieser positive Einfluld der Pufferungskapazitét gegentiber den
Pufferproben kaum zum tragen, es zeigten sich kaum Unterschiede.

Der gleiche Versuch wurde bei pH 4 nochmals durchgefiihrt, um die postprandialen Verhaltnisse des
Magens zu simulieren. Es konnte deutlich gezeigt werden, dal3 die Aktivitét der frel in der Probe
vorliegende (3-Galactosidase auch nach einer Inkubationsdauer von 2 Stunden nur geringftigig abnahm.
Die Gesamt-[3-Galactosidase-Aktivitét sank bei den bestrahlten Proben ebenfalls nur wenig, bel den
unbestrahlten Proben stieg sie stark an, sogar bis auf Werte von 33% Uber der Ausgangsaktivitét an,
wofur bisjetzt aber eine Erklarung fehlt.

Die mikrobielle [3-Galactosidase von Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus 709-1 bersteht, wie der
Versuch zeigte, die Magenpassage bei Bedingungen wie sie nach einer Mahlzeit vorzufinden wéren
(gefillter Magen mit héherem pH) gut. Nicht alle Keime aus fermentierten Milchprodukten sind in
gleichem Mal3e dazu beféhigt die Magenpassage zu Uberstehen und dabei das intrazelluldre Enzym vor
einer Denaturierung durch den Magensaft zu schitzen (CONWAY et al. 1987). Dabei ist moglicherweise
eine intakte Zellstruktur fur die Erhaltung der 3-Galactosidase unerlaldich. So zeigten MARTINI et al.,
1987aund SHAH und JELEN, 1990, dal3 die [3-Galactosidase-Aktivitét in mit Ultraschall behandelten
Keimen, deren Zellmembran zerstort war, rasch und vollstandig verloren ging, wenn das nun
ungeschitzte Enzym einem pH von 3,0 bis 4,0 ausgesetzt wurde.

CONWAY et al. 1987 fanden, dai’ die Uberlebenszeit von Lactobacillus bulgaricus (heute Lactobacillus
delbriickii ssp. bulgaricus) zwischen der von Lactobacillus acidophilus und der von Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus (andere in fermentierten Milchprodukten haufige Kulturen) lag, wenn die
Keime dem Magenmilieu ausgesetzt waren. Mit der Untersuchung, ob Fermentationskeime und diein
ihnen enthaltene [3-Galactosidase in der Lage sind die Magenpassage zu Uberstehen, befaldten sich noch
weitere Autoren (KILARA und SHAHANI, 1976; ROBINS-BROWN und LEVINE, 1980; HOOD und
ZOTTOLA, 1988; POCHARD et al., 1989), die zu ahnlichen Ergebnissen kamen und fir die
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verschiedensten Milchsaurebakterien unterschiedliche Bedingungen fanden, die deren (3-Galactosidase
inaktivierten.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse dieser Versuchsanordnung, daf3 nach einem Verzehr der verwendeten
Laktobazillen in Kefir, a'so eitnem fermentierten Milchprodukt, gentigend 3-Galactosidase die
Magenpassage uberstehen kénnte, um sich im Dinndarm auf die Laktosehydrolyse auszuwirken, wobel
die [-Galactosidase in lebenden Keimen jedoch besser geschiitzt zu sein scheint als in durch Bestrahlung
mit y -Strahlen abgettteten Keimen. Dabei scheint der pH-Wert des Magensaftes wichtiger zu sein als
die Unversehrtheit der Zellmembranen bzw. die Viabilitét der eingesetzten Keime.

5.1.3.Die mukosale wirtseigene 3-Gal actosidase-Aktivitét im Dinndarm von Géttinger Minischweinen
und Ratten

Wiein der Einleitung aufgefthrt, nimmt die Aktivitét der mukosalen, wirtseigenen [3-Galactosidase mit
zunehmendem L ebensalter ab. Wie aus unseren Untersuchungen ersichtlich ist, sind sowohl beim
Minischwein als auch bel der Ratte bereits nach 12 L ebenswochen annéhernd die Werte der erwachsenen
Tiere erreicht (KIDDER und MANNERS, 1980). Erwachsene Tiere sind aufgrund ihrer niedrigen
mukosalen 3-Galactosidase-Aktivitat genau wie Laktosemal absorber nicht in der Lage die Laktose in
Milchprodukten zu hydrolysieren. Zu diesem Zeitpunkt konnte folglich mit dem Versuch begonnen
werden, da die wirtseigene 3-Galactosidase-Aktivitét dhnlich niedrige Werte aufwies wie bel einem
menschlichen L aktosemal absorber.

Die Ergebnisse, die beim Gottinger Minischwein erlangt wurden, zeigten, dal’ die Aktivitat der
wirtseigenen [3-Galactosidase (pH 5,5) hauptsachlich in den vorderen Dinndarmabschnitten, bis 50 % ab
Magenausgang lokalisiert war, in den hinteren Dinndarmabschnitten nahm die Aktivitét stérker ab. Die
hochsten mukosalen 3-Galactosidase-Aktivitdten lagen bel etwa 14 1U/g Feuchtmukosa, die niedrigsten
bel 1-2 |U/g Feuchtmukosa. Das Mittel aller 3-Galactosidase-Aktivitéten bei allen Scheinenin allen
Dunndarmabschnitten lag mit etwa 7 |U/g Feuchtmukosa genau dazwischen. Allerdings waren die
individuellen Unterschiede zwischen den Schweinen recht grol3 (s. die einzelnen Verlaufskurven in Abb.
6, in 4.4.) wasin der Literatur allerdings auch von MANNERS und STEVENS (1972) bestétigt wird. Die
Werte korrespondieren mit ihren Ergebnissen; alerdings fihrten sie die Bestimmung des Enzyms bel pH
6,0 durch und erhielten Werte bis zu 10 |U/g Mukosafeuchtmasse in den vorderen und bis zu 6 1U/g
Mukosafeuchtmasse in den hinteren Darmabschnitten bei 8 Wochen alten Schweinen (Landrasse,

Sattel schwein). Die geringfiigig hoheren Werte im Versuch kdnnten zum einen dadurch zustande
gekommen sein, dal? in einem anderen pH-Bereich gemessen wurde (Wirkoptimum der mukosalen
[3-Galactosidasen bei ca. pH 5,5 liegt), zum anderen, dal3 die Enzymbestimmung im Versuch sofort nach
der T6tung der Tiere erfolgte, ohne vorherige Lagerung, die die Enzymaktivitét negativ beeinflussen
konnte, wie in der Arbeit oben genannter Autoren.
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Die Untersuchungen bestétigten die Annahme, dal? die untersuchten Dinndarmmukosaproben der
Gottinger Minischweine im Alter von 12 Wochen eine so geringe 3-Galactosidase-Aktivitét enthielten,
dald sie mit der bei erwachsenen Tieren vorgefundenen vergleichbar war (MANNERS und STEVENS,
1972; STEVENS und KIDDER, 1972; KIDDER und MANNERS, 1980). Auch andere Autoren
beschreiben, dal3 die [3-Galactosidase-Aktivitat bei Schweinen nach der ersten Lebenswoche stark
abnimmt (BAILY, KITTS und WOOD, 1956; WALKER, 1959; HARTMAN et a., 1961; MANNERS
und STEVENS, 1972; KIDDER und MANNERS, 1976, 1978; AUMAITRE und CORRING, 1978) und
bei 8 Wochen alten Tieren nur noch in den proximalen DUnndarmabschnitten zu bestimmen war
(SAMBROOK, 1979). Auch bei den 12 Wochen alten Ratten konnte der gleiche Sachverhalt festgestellt
werden. Zwar lagen hier die Enzymaktivitéaten insgesamt etwas hoher (hdchste Werte bel 16 1U/g
Feuchtmukosa, das Mittel aler 3-Galactosidase-Aktivitdten in allen Dinndarmabschnitten bel allen
Tieren bei 10 1U/g Feuchtmukosa), aber immer noch nahe der oben in der Literatur gefundenen Werte.
Somit konnte davon ausgegangen werden, dal3 bel unseren Untersuchungen die Aktivitét der
[3-Galactosidase des Wirts vernachlassigbar klein war gegentiiber der zugefihrten mikrobiellen
[3-Galactosidase-Aktivitét. 12 Wochen alte Gottinger Minischweine und 12 Wochen alte Ratten konnten
daher als geeignete Tiermodelle fur die zu untersuchende Fragestellung angesehen werden. Allerdings
muf3te bedacht werden, dal’ die wirtseigene [3-Gal actosidase-Aktivitdt von einer ganzen Reihe
unterschiedlicher Faktoren abhangig ist, die nicht berticksichtigt werden konnten und deren Einflufdim
spéteren Tierversuch nicht ausgeschlossen werden konnte. Einen Einfluld auf die intestinale
[3-Galactosidase-Aktivitét zeigten: Keimstatus der Dunndarmflora (BUTS et al., 1986; SCHULZE und
ZUNFT, 1991), der Verzehr von Laktose und anderen Kohlenhydraten (PERGOLIZZI et d., 1977;
KOLDOVSKY et al.,1983; LEICHTER et a., 1984; GODA et al., 1984), die Energiezufuhr (FREUND
et a., 1991) und auch die Schilddrisenhormone (FREUND et al., 1989; LIU et a., 1992). Die
Fltterungsversuche wurden auf3erdem mit gnotobiotischen Tieren durchgefhrt, bel denen die intestinale
[3-Galactosidase-Aktivitat hoher liegt, alsbel Tieren, die unter konventionellen Bedingungen gehalten
werden (ZUNFT und SCHULZE, 1991). Diese Einfliisse konnten nicht berticksichtigt werden, weil der
methodische Aufwand zur Abgrenzung der intestinalen von der mikrobiellen 3-Galactosidase zu hoch
gewesen waére. Es gab keine Mdglichkeit, den DUinndarmchymus der Tiere wahrend des
Fitterungsversuchs zu untersuchen.

5.1.4.Einfluf3 der Bestrahlung mit y -Strahlen auf die 3-Galactosidase-Aktivitét und den Kelmstatus von
Lactobacillus delbriickii ssp. Bulgaricus

Alsfir die absolute Inaktivierung/Abtotung der Keime im fermentierten Milchprodukt am besten
geeignete Methode erwies sich die Bestrahlung mit y -Strahlen (in einer Kobalt-Strahlenquelle). Day
-Strahlen vor allem diereplikativen Anteile der Zelle angreifen (RETEL et al., 1993;
FRANCHET-BEUZIT et a., 1993; FEIG et a., 1994; EWING und DAMSKER, 1995;), konnte davon
ausgegangen werden, dal3 sie bereits gebildete Proteine, wie auch die [3-Gal actosi dase weitgehend
unbeschédigt lassen.

Diefrei in Laktobazillenpellet-Proben vorliegende (3-Galactosidase (extrazelluldr) zeigte ohne
Bestrahlung geringe Aktivitét (0-5 1U/l Probe). Sie stieg mit zunehmender Bestrahlungsdosis auf das
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5-fache bis 7-fache an. Die Abhéngigkeit der extrazelluldren Enzymaktivitdt sowohl von der
Bestrahlungsdosis a's auch von der Bestrahlungsintensitét 1803t vermuten, dal3 es bei Einwirkung
niedrigerer Intensitéten (Position 7) Uber einen langeren Zeitraum zu einer stérkeren Schadigung der
Zellmembranen und daher zu einem starkeren Austritt des Enzyms in das umgebende Medium kam, als
bel kurzzeitiger Einwirkung hoherer Intensitéten (Position 3). Da die Zunahme der extrazelluléren
[3-Galactosidase-Aktivitét erst nach langerer Lagerungszeit festgestellt wurde, liegt die Vermutung nahe,
dal3 entweder die Zellmembranen auch beschadigt worden waren, oder dal3 andererseits eine langsame
Lyseder Zelle durch inihr freigesetzte Enzyme das Austreten der [3-Gal actosidase ermdglichte.

Die Gesamt-Aktivitét des Enzymsin den Proben nahm ab, je léanger die Proben gelagert wurden. Auch
dieser Effekt trat deutlicher hervor, wenn mit hohen Bestrahlungsdosen bestrahlt wurde, denn nach 5
Wochen war in der Probe, die mit 25 kGy bestrahlt wurde, nur noch die Halfte der Ausgangsaktivitét zu
messen, d.h. die Lagerstabilitét der [3-Galactosidase nahm ab, was vermutlich genauso das Resultat der
Freisetzung von intrazellularen Peptidasen sein kdnnte. Zum Erhalt der freien [3-Galactosidase in den

L aktobazillenpellet-Proben war es von Vortell, die Bestrahlungsposition nah an der Strahlenquelle
(Position 3) zu wéahlen, die Bestrahlung ist dort intensiver, wodurch die Bestrahlungszeiten verkiirzt
wurden. Wahrend der Zeit, in der sich die Proben in der Strahlenquelle befanden (Bestrahlungszeit), war
keine Kthlung mdglich, wodurch die sehr temperaturempfindliche [3-Gal actosidase inaktiviert werden
konnte, was ebenfalls eine Erklarung fir den stérkeren Aktivitétsverlust bei Bestrahlung auf Position 7,
mit l&ngeren Bestrahlungszeiten, sein konnte.

Die Bestrahlungsdosis hatte keinen Einflul? auf die intrazellulére Enzymaktivitét in der Probe, die
gleichbleibend bel 60 U/l Probe lag, sowohl wenn nah an der Strahlenquelle, a's auch weiter davon
entfernt bestrahlt wurde. Die unbestrahlte Probe enthielt die gleiche [3-Galactosidase-Aktivitét, was
ebenfalls darauf hindeutete, dal? das Enzym durch die Bestrahlung in seiner Wirksamkeit nicht verandert
wurde.

Die Gesamt-[3-Galactosidase-Aktivitat nahm jedoch um so stérker ab, je langer die Proben gelagert
wurden. Dabel war es unerheblich, ob sie bestrahlt waren oder nicht, denn auch die Aktivitét in der
unbestrahlten Probe nahm tber 5 Wochen bis auf 0 ab. Eine Erklérung fir einen derart starken Abfall der
Enzymaktivitét der nicht bestrahlten Proben in dieser Versuchsanordnung kénnte darin liegen, dal3 die
Proben als Laktobazillenpellets gelagert wurden, d.h. nicht in einem Puffer aufbewahrt wurden, der der
Stabilisierung von Enzymen dient. Allerdings kam esin hier nicht dokumentierten Ansédtzen nicht immer
zu diesem schlechten Ergebnis der Lagerungsstabilitét, obwohl die Lagerung immer unter gleichen
Bedingungen erfolgte.

Nach einer Woche war die Enzymaktivitét in der unbestrahlten Probe bereits bis auf die Halfte des
Ausgangswertes gesunken, was die Vermutung bestétigte, dal3 die reinen Laktobazillenpellets nicht
geeignet waren, lange gelagert zu werden. Die Abnahme der Gesamt-[3-Gal actosidase-Aktivitét in den
bestrahlten Proben war ab einer Strahlendosis von 15 kGy in der ersten Woche gering. Mit der Lange der
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Lagerungszeit nahm die Enzymaktivitét starker ab, um nach 5 Wochen bei nur noch ca. einem Viertel der
Ausgangsaktivitét zu liegen.

Aus den Beobachtungen ergaben sich folgende Bedingungen, die einzuhalten waren, um eine moglichst
hohe [3-Gal actosidase-Aktivitdt nach der Bestrahlung zu erhalten:

. kurze Bestrahlungsdauer bei hoher Intensitét,
b. kurze Lagerzeiten,
C. kihle Lagerung bel 4 °C.

Nichtbeachtung der Bedingungen b + c fuhrte vermutlich zu einer allméhlichen Erhéhung der
Permeabilitét der Bakterienzellmembranen, so dal’3 das Enzym ins Medium austrat. Das ungeschiitzte
Enzym verliert relativ schnell seine Aktivitét, zumal ebenfalls aus ihren Zellkomponenten freigesetzte
Proteasen zusétzlich zur Inaktivierung beitragen konnen.

5.2.L aktosemenge, R-Galactosidase-Aktivitat und Keimzahlen im Kot gnotobiotischer Gottinger
Minischweine nach Aufnahme dreier unter schiedlich aufbereiteter Kefirdiaten

Im Versuch wurde der Einfluf3 von drel unterschiedlich zusammengesetzten Didten auf der Basis von
einem fermentierten Milchprodukt auf die Laktoseverdauung im Darm gnotobiotischer Gattinger
Minischweinen untersucht. Der Versuch wurde erst durchgefiihrt, nachdem alle entscheidenden

V orbedingungen hinsichtlich der Tiere (Alter, Keimstatus) und der Diéten ([3-Galactosidase-, L aktose-
und Keimgehalt) Uberpruft und eingehalten worden waren (s. 5.1.-5.4.). Die Klarung der Frage, ob die
Schweine zu allen Zeiten des laufenden Versuchs den gnotobiotischen Status behielten, war von
aulRerordentlicher Wichtigkeit. Nur damit konnte gesichert werden, dal3 ein Einflu® auf die

L aktoseverdauung durch andere Keime als jener, diein der Versuchsdiét befindlich waren,
ausgeschlossen werden konnte. In dazu wahrend aller V ersuchsphasen durchgefiihrten Sterilkontrollen
wurden keine den Versuch stérenden Fremdkeime gefunden. Der bel einem einzelnen Schwein vor

V ersuchsbeginn gefundene Fremdkeim zeigte zum einen keine [3-Gal actosi dase-Aktivitét, zum anderen
vermehrte er sich scheinbar nicht, denn er konnte in den folgenden V ersuchsabschnitten nicht mehr
nachgewiesen werden. Aus diesen Griinden storte er den Versuch nicht.

Well die Tierein der Versuchsdiat 3 mit lebenden Laktobazillen monoassoziiert wurden, war es
erforderlich diese Versuchsdiét an das Ende des Gesamtversuchs zu setzen. Nur unter dieser
Voraussetzung war es moglich den Versuch an den gleichen Tieren durchzufUhren, die Gabe der drei
verschiedenen Didten erfolgte nacheinander.

Nur unter solchen V oraussetzungen konnte die Bestimmung der fakalen Laktosemenge,
[3-Galactosidase-Aktivitat und Laktobazillen (L ebendzellzahl und Morphologie) aussagekraftige
Ergebnisse erbringen. Nur bel gnotobiotischen Tieren ist es moglich, mit einfachsten Mitteln die Proben
fUr die Bestimmung der direkten Mef3parameter zu erhalten.
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Ein weiteres direktes Verfahren zur Ermittlung der Hohe der L aktosehydrolyse nach Aufnahme einer
laktosehaltigen Mahlzeit ist die Messung des postprandialen Plasmagal aktosespiegels. Dieses Verfahren
ist viel genauer und leichter Ubertragbar, als die haufig angewandte Bestimmung der
Wasserstoffexhalation, ein drittes Verfahren zur Bestimmung der Hohe der L aktoseverdauung.
SAVAIANO et a. (1984) und LEREBOURS und SOMMERSET (1993) bemangelten den
Atemwasserstofftest. Sie bezeichneten ihn als eine nur wenig exakte Methode zur Bewertung der
intestinalen Laktosehydrolyse nach der Aufnahme unterschiedlich fermentierter Milchprodukte, da
Menge und Zusammensetzung der ansassigen Mikroflora, der intestinale pH-Wert und die
Blutzirkulation zu grof3e EinflUsse auf den Test haben. Trotzdem wird diese Methode immer noch haufig
angewandt, da sie die Probanden am wenigsten belastet.

In dieser Arbeit haben wir uns fir die direkte quantitative Bestimmung der Laktosemenge im Kot der

V ersuchstiere entschieden, denn durch den Einsatz gnotobiotischer Gottinger Minischweine und Ratten
konnte die Auswirkung der mit der Di&t verabreichten mikrobiellen [3-Gal actosidase auf den

L aktoseabbau im Darminhalt der Tiere nach Gabe von Milchprodukten direkt gemessen werden, d.h.
ohne Beeinflussung durch eine vorhandene Darmflora. Das Fehlen einer Darmflora gestattet beim
gnotobiotischen Tier weiterhin direkte Schltisse darauf, ob und in welcher Menge a) die 3-Galactosidase
und b) die lebenden Laktobazillen die Magen-Darm-Passage ohne Schédigung Uberstanden haben, indem
man diese Parameter direkt im Kot bestimmt. Bei konventionell gehaltenen Tieren wére dies nicht
moglich, daviele Vertreter der Darmflora selbst in der Lage sind, 3-Galactosidase zu produzieren und
somit die Laktose zu verwerten. Die unkomplizierte Probennahme ohne Eingriffe belastete die Tiere
nicht und erméglichte Verlaufsuntersuchungen an Einzeltieren Uber langere Zeitraume. Damit konnte
auch in einer kleinen Versuchsgruppe, wie in dieser Arbeit, der Einfluf3 der individuellen Streubreite
minimiert werden.

Die signifikanten Unterschiede der im Kot gemessene L aktosemenge und damit der wahren

L aktoseverdaulichkeit (marker-korregiert) zwischen Diét 1 (Sterilkefir ohne Keim und somit ohne
[3-Galactosidase-Aktivitét) und Diét 2 (Kefir mit abgettteten Laktobazillen mit
[3-Galactosidase-Aktivitat) sowie zwischen Didt 1 und Diét 3 (Kefir mit lebenden Laktobazillen mit
[3-Galactosidase-Aktivitét) zeigten deutlich, dald der Einflul® der verabreichten 3-Galactosidase mit den

L aktobazillen erheblich war. Die fékale L aktosemenge unter Didt 1 war signifikant hoher as unter Diét 2
oder Diét 3. Dementsprechend war die wahre, marker-korregierte Laktoseverdaulichkeit unter Diét 1
signifikant niedriger als unter Di& 2 und 3. Die mit dem Kot ausgeschieden Laktosemenge bel den
Minischweinen war nach Verzehr des Kefirs mit den inaktivierten Keimen (Diét 2) statistisch signifikant
hoher as nach Verzehr von von Kefir mit lebenden Keimen (Diét 3). Allerdings war der Unterschied
zwischen den Laktoseausscheidungen nach Aufnahme dieser beiden Diéten nicht so grofd wie zu den
Ausscheidungen nach Aufnahme des Kefirs ohne den Keim (s. Abb.12). Die statistische Auswertung
basiert auf den dekadischen Logarithmen + 1 der eigentlichen Ausgangsdaten, um von einer anndhernd
symmetrischen Verteilung der Daten ausgehen zu konnen. Wirde man die Ausgangsdaten zur
Auswertung heranziehen (s. Abb. A 1), gébe es nur einen ganz geringen Unterschied in den

L aktoseausscheidungen nach Verzehr der Didten mit den inaktivierten zu den lebenden Keimen. Dieses
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Ergebnis erh@lt man auch, wenn man die L aktoseverdaulichkeit betrachtet, wo nach Aufnahme dieser
beiden Di&ten kein statistisch abzusichernder Unterschied besteht. Abschlief3end kann also geschlossen
werden, dal3 die Laktoseverwertung der Minischweine nach Aufnahme der Kefirmahlzeit ohne Keime,
also somit ohne 3-Galactosidase-Aktivitét, geringer ist als nach Verzehr der Kefirmahlzeiten mit
inaktivierten oder |ebenden Laktobazillen, d.h. also den Didten mit [3-Galactosidase-Aktivitét, wobei
auch zwischen der Laktoseverwertung nach diesen beiden Diéten ein Unterschied besteht, der aber
Kleiner ist.

Die 3-Galactosidase-Aktivitéten im Kot unter den verschiedenen Didten zeigten zueinander immer
statistisch signifikante Unterschiede; sie waren wéhrend der ersten Diét jeweils immer am niedrigsten
und wahrend der dritten Didt immer weitaus am hochsten.

Dal? auch nach Gabe der ersten Versuchsdidt, die keine [3-Galactosidase enthielt, geringste Mengen des
Enzymsim Kot zu messen waren, lag vermutlich daran, dal3 es sich hierbel vermutlich um wirtseigenes,
mukosales Enzym handelte. Auf Grund seiner geringen Menge konnte es die V ersuchsergebnisse jedoch
nur unerheblich beeinflussen. Die Menge der mukosalen, wirtseigenen 3-Gal actosidase wurde vermutlich
wie schon beschrieben (s. 5.3.) besonders durch die Verabreichung von Laktose in der Diét
(PERGOLI1ZZI et dl., 1977, KOLDOVSKY et a.,1983; LEICHTER et a., 1984; GODA et al., 1984) und
den gnotobiotischen Status der Schweine (ZUNFT und SCHULZE, 1991) beeinfluf3t.

Bei Verabreichung sterilen Kefirs (Diét 1) war die ausgeschiedene Laktosemenge im Kot hoch. Das
zeigt, dal3 die mit der Versuchsdiét verabreichte Laktose, wegen der fehlenden 3-Galactosidase-Aktivitét
des fermentierten Milchprodukts im Darm der Schweine nicht hydrolysiert werden konnte und diesen
unverdaut passiert hat. Auch im Dickdarm konnte keine Laktosehydrolyse mehr stattfinden, da hier bei
den gnotobiotischen Tieren keine Mikroorganismen vorhanden waren, die [3-Galactosidasen fir den

L aktoseabbau hétten produzieren kénnten.

Die Laktosewerte, die zur Bilanzierung herangezogen wurden, sind mit einem Fehler behaftet. Dieser
mogliche Fehler konnte durch nicht auszuschlief3ende Sammelverluste bel der Kotsammlung entstehen.
Durch den Einsatz eines nicht-absorbierbaren Markers (Cr-EDTA) konnten derartige Fehler
ausgeschaltet werden. Der Vergleich der Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der nicht
marker-korrigierten Werte der L aktosebilanzierung mit den Ergebnissen nach Markerkorrektur ergab
eine weitestgehende Uberei nstimmung.

Allerdings waren die Unterschiede zwischen den L aktoseausscheidungen nach Verzehr von Kefir mit
inaktivierten Laktobazillen (mit 3-Galactosidase-Aktivitét) statistisch signifikant héher gegentiber denen
nach Verzehr von Kefir mit lebenden Laktobazillen, was sich bei der Betrachtung der

L aktoseverdaulichkeit nach Verzehr dieser beiden Diéten nicht bestétigte (keine statistisch
abzusichernden Unterschiede). Die Fehler durch Sammelverlust kdnnten eventuell einen geringen
Einflud auf das Ergebnis ausgelibt haben, der den genannten Unterschied der Ergebnisse hervorgerufen
haben konnte.

Zur Verdaulichkeitsbestimmung einer Substanz mittels Marker, mul3te ein solcher gewahlt werden,
welcher die gleiche Passagegeschwindigkeit im Darm wie die Laktose hatte. Der Marker mufdte also eine
Substanz sein, die ebenfalls mit der fllissigen Phase des Nahrungsbreis wanderte. Nach Vergleich der
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unterschiedlichsten Marker schien Cr-EDTA, der am besten geeignete zu sein.

Im ersten Versuchsabschnitt (Diét 1) waren die fékal e [3-Gal actosidase-Aktivitét niedrig und der fakale

L aktosegehalt hoch, dementsprechend war die Laktoseverdaulichkeit gering. Im Gegensatz dazu stieg in
den folgenden beiden Versuchsperioden die fakale 3-Galactosidase-Aktivitét an, in Periode 3 nochmals
stérker alsin Periode 2. Die oral zugefihrte L aktose wurde dementsprechend zu einem erheblichen Teil
durch das nun vorhandene Enzym hydrolysiert. Die Hohe der im Kot gemessenen 3-Gal actosidase war
nicht streng umgekehrt proportional zu der gemessenen L aktose. Es konnte festgestellt werden, dal3 im
Kot wahrend der Gabe der lebenden Laktobazillen zum einen die Enzymaktivitdt hoher und zum anderen
dieim Kot wiedergefundene L aktosemenge geringer, die Uber den Marker bestimmte

L aktoseverdaulichkeit dagegen somit hoher war als nach Versuchsdiét 2 unter Gabe von abgetoteten

L aktobazillen. Allerdings waren bei der ausgeschiedenen (3-Galactosidase-Aktivitéat und bel der
ausgeschiedenen Laktosemenge die Unterschiede statistisch signifikant, doch bei der

L aktoseverdaulichkeit lief3 sich, wie bereits oben gesagt, ein Unterschied zwischen Diét 2 und 3 nicht
statistisch absichern. Der Unterschied kénnte zum einen dadurch erklért werden, dal? die bestrahlten
(inaktivierten) Laktobazillen (Diét 2) teilweise durch die Behandlung mit y -Strahlen gelitten hatten und
fur die Magensaure leichter angreifbar wurden (somit auch das Enzym) (s. 5.4.), zum anderen dadurch,
dal3 die lebenden Laktobazillen (Diét 3) gemeinsam mit der Laktose welter in den Dickdarm transportiert
wurden und dort wahrscheinlich noch in der Lage waren 3-Galactosidase zu produzieren, dasie, wie die
Anzucht aus dem Kot bewies, noch vermehrungsfahig waren. Dazu waren die abgettteten Keime nicht in
der Lage.

Das Ansiedlungsverhalten von Laktobazillen im Darm nach der Verabreichung lebender Keime
(insbesondere mit Milchprodukten) haben schon viele Autoren untersucht, nicht nur beim Schweln,
sondern gerade auch beim Menschen.

So stellten GOLDIN et al.(1992) fest, dal3 Lactobacillus GG, ein vom Menschen isolierter

L aktobazillenstamm, verabreicht in einer fermentierten Milch- oder Getreidepréparation oder als
gefrorenes Konzentrat, in der Lage war, sich im menschlichen Darm, nach einmaliger Gabe anzusiedeln.
Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus war dem-entgegen nicht in der Lage, den menschlichen
Magen-Darm-Trakt zu besiedeln und konnte nicht aus den Faeces isoliert werden (FINEGOLD et al.,
1977). So ware moglicherweise ein Laktobazillenstamm, der speziell im Verdauungskanal von
Schweinen gefunden wird (PEDERSEN & TANNOCK, 1988), besser geeignet nach oraler Gabeim
Magen-Darm-Trakt der gnotobiotischen Gaéttinger Minischweine zu verweilen a's Lactobacillus
delbrickii ssp. bulgaricus, der nachweidlich nicht die Tendenz zeigte im Verdauungstrakt von Mensch
oder Tier Uberdauern zu kénnen (CONWAY et a., 1987). Von vielen Autoren wurde diese
Wirtsspezifitat beim Ansiedlungsverhalten von Laktobazillen beschrieben (FULLER, 1973; SUEGARA
et a., 1975, BARROW et a., 1980; TANNOCK et al., 1982 und LIN, J. H.-C. & SAVAGE, 1984). Um
also Laktobazillen eine Chance zu geben an der Darmwand zu adhérieren, mifdte man solche Keime
verwenden, die zuvor aus dem Kot der entsprechenden Tierart/bzw. Mensch isoliert worden sind, d.h.
man muf3 die Wirtsspezifitat (GOLDIN et al., 1992; FINEGOLD et al., 1977) berticksichtigen. Dal3 es
nicht zur Besiedlung des Dinndarmes mit den Laktobazillen kam, lag sicherlich daran, dal3 der
verwendete Stamm ein typischer Joghurtkulturkeim ist, der nicht die Tendenz zeigte sich an der
Dinndarmmukosa anzulagern.
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Die Mechanismen, die zur Ansiedlung fuihren, kénnen ganz unterschiedlicher und vielfaltiger Art sein
(WADSTROM, 1987), wie Uber spezille Oberfldchenproteine der Laktobazillen (SUEGARA et al.,

1975; CONWAY & KJELLEBERG 1989; SHERMAN & SAVAGE, 1986), hohe
Oberflachenhydrophobizitédt (WADSTROM et al., 1987; SAVAGE, 1992) oder besondere
Kohlenhydratkomponenten in der Zellwand (BARROW et al., 1980). TANNOCK (1981) stellte fest, dal3
L aktobazillenstdmme, die nicht in der Lage waren die Epithelien des Magen-Darm-Trakts zu besiedeln,
wie dies vermutlich auch bei dem mit fermentierten Milchprodukten verabreichten Lactobacillus
delbriickii ssp. bulgaricus der Fall war, sich im Gastrointestinaltrakt auch nicht etablieren konnten. Er
begriindete dies mit dem Phanomen der mikrobiellen Interferenz.

Allerdingsist die oben genannte Vermehrungsfahigkeit hochstens al's transiente Besiedlung des Darms
durch den verabreichten Laktobazillenstamm anzusehen, da die Keime nach V erabrei chungsstop recht
schnell wieder aus dem Darm verschwinden, wie die untersuchten Keimzahlen wahrend V ersuchsphase 3
im Kot deutlich machten. Nachdem Uber 4 Tage Laktobazillen verabreicht wurden, stieg die im Kot
gemessene Keimzahl nach einer Verzogerung von 2 Tagen rasch auf durchschnittlich 104 KbE/g
Feuchtkot an. Die Verzégerung war mit der durchschnittlichen Dauer zu erkléren, die die Nahrung (und
somit auch verabreichte Keime) bendtigte, um den Magen-Darm-Kanal zu passieren. Wahrend einer
kurzen Zwischenperiode von 4 Tagen in Versuchsphase 3, wahrend der keine L aktobazillengabe erfolgte,
sank die Keimzahl im Kot mit zwei Tagen Verzogerung langsam wieder auf 100 KbE/g Feuchtkot ab. In
der Verdinnung von 1:10 konnten teilweise noch einzelne Kolonien beobachtet werden. Sobald

L aktobazillen erneut verabreicht wurden, stieg auch wieder die Keimzahl im Kot auf Werte von
durchschnittlich 1048 KbE/g Feuchtkot an (ebenfalls nach 2 Tagen Verzdgerung). Eine dauerhafte
Besiedlung mit dem verwendeten L aktobazillenstamm konnte fiir die Gottinger Minischweine mit diesen
Daten jedenfalls nicht nachgewiesen werden, obwohl eine Behinderung durch eine bereits vorhandene
Darmflora ausgeschlossen war.

Zusammenfassend zu den Untersuchungen an gnotobiotischen Gottinger Minischweinen kann gesagt
werden, dal3 die fékale L aktoseausscheidung durch V erabreichung von toten/inaktivierten oder |ebenden
[3-Galactos dase-enthaltenden Laktobazillen signifikant vermindert wurde, weitestgehend unabhéngig
von der Viabilitéat der verabreichten Keime. Damit wurde das praventive und therapeutische K onzept
welter untermauert, dal3 oral aufgenommene, mikrobielle 3-Galactosidasen zu einer Steigerung der

L aktosespaltung und -metabolisierung fthren.

Also kann ein Mangel an wirtseigener 3-Galactosidase (L aktoseintoleranz) durch den Zusatz von
[3-Galactosidase produzierenden Mikroorganismen zur Nahrung (fermentierte Milchprodukte)
kompensiert werden (DE VRESE, 1994; DE VRESE et al., 1992; MARTEAU et a., 1990;
LEREBOURS et a.,1989; DEVIT et al., 1988; MARTINI et a., 1991aund b, 1987a; GARVIE et
al.,1984; SAVAIANO et al., 1984; KOLARS et al., 1984; GILLILAND und KIM, 1984)
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Aus den bislang vertffentlichten Untersuchungen lief3 sich nicht ableiten, ob die Férderung der
intestinalen Laktosehydrolyse und -resorption durch fermentierte Milchprodukte an das V orhandensein
lebender Keime gebunden ist. Die Tatsache, dal? sogar der Verzehr von (3-Galactosidase in Tablettenform
zu einer verbesserten Laktoseverdauung bei Laktosemalabsorbern fiihrte, scheint zwar daftr zu sprechen,
dal? lebende Keime nicht unbedingt erforderlich sind. Jedoch zeigte ein Vergleich der Effizienz einer
[3-Galactosidase-Tablette mit der von Joghurt mit lebenden Keimen, dal3 |letzterer deutlich Uberlegen war.
ONWULATA et a. (1989) zeigten, dal3 nach dem Verzehr von 400 ml Milch, 400 ml Milch plus
[3-Galactosidase-Tabl ette (verzehrte Enzymaktivitét 756 |U) oder 454 g Joghurt (verzehrte
Enzymaktivitét 454 1U) innerhalb von 5 Stunden 33, 29 oder aber nur 12 ppm Wasserstoff bei einem
Wasserstoff-Exhalations-Test abgeatmet wurden.

Eine Vielzahl von experimentellen Arbeiten schien deutlich zu beweisen, dal3 lebende Keime fir eine
gesteigerte L aktosehydrolyse notwendig sind. Allerdings wurden in den meisten Arbeiten fermentierte
Milchprodukte mit lebenden Keimen im Vergleich zu ihren pasteurisierten Pendants betrachtet. Die
Warmebehandlung zur Keimabt6tung war meist zugleich mit irreversibler Inaktivierung der
[3-Galactosidase verbunden, somit blieb unklar, ob die Effekte den Unterschieden der Enzymaktivitéat
oder der Abtotung durch die Pasteurisierung zuzuschreiben waren.

In einem anderen Versuch haben KOTZ et al. (1991) durch Zugabe freier [3-Galactosidase einen Joghurt
hergestellt, der eine 6-fach hthere Enzymaktivitét zeigte als das Ausgangsprodukt (handel stiblicher
Joghurt). Man erwartete, dal3 die enthaltene Laktose (20 g Laktose in 240 ml Joghurt) bei Gabe des
Produkts an | aktoseintol erante Personen, vollstandig verdaut werden misse. Tatséchlich wurde aber ein
postprandialer Anstieg der Atemwasserstoffexhalation als Folge des L aktoseeinstromsin den Dickdarm
gemessen. Also war ein grol3er Teil der Laktose auch nach Verabreichung dieser hohen
[3-Galactosidase-Aktivitét nicht hydrolysiert worden. Zwar war der gemesse Anstieg der Menge
abgeatmeten Wasserstoffs geringer als nach Gabe normalen Joghurts oder Milch (157 ppm x h gegentber
256 bzw. 292 ppm x h), aber die erwartete grof3e Wirkung blieb aus. Daraus schlossen die Autoren, dal3
die zusétzliche extrazellulére [3-Gal actosi dase wahrend der M agenpassage inaktiviert worden sei und
somit lebensfahige Mikroorganismen im fermentierten Milchprodukt notwendig wéren, um eine gute
Vertréglichkeit bei l1aktoseintoleranten Personen zu gewéhrleisten. MARTINI et al. (1987 b) fanden
analog dazu, dal3 in vitro in ultraschallbehandelten Joghurtproben die [3-Gal actosidase-Aktivitét bei
Ansduerung auf pH-Werte (4,0), wie sieim Magen nach Joghurtverzehr gemessen wurden, stark
abnahm, was bei gleichartiger Ansduerung von nicht behandelten Proben nicht festzustellen war.

Alle bisherigen Arbeiten konnten keine eindeutige Antwort auf die Frage geben, ob |ebende

L aktobazillen gegenliber abgettteten einen starkeren Effekt auf die intestinale Laktosehydrolyse bel

L aktosemal absorbern haben. Die vorliegende Arbeit konnte mit den Ergebnissen etwas mehr Klarheit
schaffen. Eine grofdere Wirksamkeit |ebender gegentiber abgetoteter Laktobazillen, deutete sich in den
unterschiedlichen Laktoseausscheidungen nach der Gabe der entsprechenden Diéten an (ein statistisch
signifikanter Unterschied), konnte aber nicht bestétigt werden nach Betrachtung der

L aktoseverdaulichkeit nach Gabe der beiden Diéten (kein statistisch signifikanter Unterschied).
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Es konnte die Feststellung gemacht werden, dal? der Einsatz viabler Keime etwas vorteilhafter fr die
Erzielung des gewiinschten Effektes, ndmlich gesteigerter Laktoseverwertung im Versuchstier war, als
der Einsatz durch Bestrahlung inaktivierter Keime. Bel dem Milchprodukt mit abgetteten Laktobazillen
war bereitsinnerhalb weniger Tage ein starkerer Abfall der Aktivitét der 3-Galactosidase zu verzeichnen,
as bei dem Milchprodukt mit viablen Keimen. Die abgetoteten L aktobazillen wiesen eine geringere
Lagerstabilitat der [3-Galactosidase auf, was auch Untersuchungen zur Lagerstabilitét von Laktobazillen
von DE VRESE (1992) zeigten.

Erklaren lief3 sich die geringere Lagerstabilitét der [3-Gal actosi dase abgettteter L aktobazillen am ehesten
durch eine allmahliche Lyse der Zellen und einen Austritt der [3-Galactosidase mit nachfolgender
Inaktivierung. Dies tritt bei einem fermentierten Milchprodukt mit abgettteten Laktobazillen schneller
ein als bei einem nativen Milchprodukt. Ein Produkt mit lebenden Keimen ist folglich wegen der héheren
Lagerstabilitat besser fir eine praktische Anwendung geeignet.

Abschlief3end kann geschlul3folgert werden:

Die Viahilitét der Laktobazillen in fermentierten Milchprodukten ist zwar fir die Forderung der

L aktoseverdauung nicht unbedingt erforderlich, wohl aber vermutlich das V orhandensein einer intakten
Zdlhille als mechanischer Schutz der intrazelluléren [3-Gal actosi dase wahrend der Magenpassage. Die
Effizienz des fermentierten Milchprodukts wird dadurch gesteigert.

5.3.Laktosemenge, 3-Galactosidase-Aktivitat und Keimzahlen im Kot gnotobiotischer Ratten nach
Aufnahmedreier unterschiedlich aufbereiteter Kefirdiaten

Die Ergebnisse, die dieser Versuch erbrachte, deckten sich mit denen aus dem Versuch mit den
gnotobiotischen Gottinger Minischweinen. Beide Versuche wurden unter gleichen Bedingungen
durchgeftihrt, wobei die Sammlung der Kotproben bei den Ratten aufgrund der wirksameren
Stoffwechselké&fige vollkommener war. Daher konnte auf Einsatz des Markers Cr-EDTA fir die
Bestimmung der Verdaulichkeit der Laktose verzichtet werden.

Auch bei den Ratten war die ausgeschiedene Laktosemenge mit 2,5 + 0,4 g/Tag im ersten Versuchstell
unter der Diét 1, Sterilkefir ohne Laktobazillen (ohne [3-Galactosidase) am hdchsten, gegeniber 1,3 £ 0,2
g Laktose/Tag im zweiten Versuchsteil nach Gabe von Sterilkefir mit abgettteten Laktobazillen und 0,78
+ 0,13 g Laktose/Tag im dritten Versuchstell nach Gabe von Kefir mit lebenden Laktobazillen. Der
Unterschied war, wie bei den Schweinen, statistisch signifikant. Der Unterschied zwischen den
Ausscheidungen nach Verzehr den beiden Didten mit Laktobazillen (Iebend bzw. abgetttet) mit
[3-Galactosidase-Aktivitéat war, wie bei den Schweinen ebenfalls statistisch signifikant, die im Kot
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gefundene L aktosemenge nach Aufnahme von Kefir mit inaktivierten Laktobazillen war statistisch
signifikant hdher als die nach Aufnahme von Kefir mit lebenden Laktobazillen. Allerdings war der
Unterschied der durchschnittlich mit dem Kot ausgeschiedenen L aktosemengen, genau wie bei den
Minischweinen, zwischen den Didten mit den abgettteten bzw. lebenden Laktobazillen (Diét 2 und 3)
etwas geringer als dieser beiden Didten zu der Diét (Diét 1) ohne Laktobazillen. Zu diesen Ergebnissen
kam man, nachdem die Daten auf der Basis des dekadischen Logarithmus + 1 ausgewertet worden sind
und zusétzlich ein besonders bel Ratte 1 unter der Diét 3 (s. Einzelwerteim Anhang in der Tabelle 27)
herausfallender Wert (12,82 g Laktose/Tag) zuriickgenommen wurde. Wird dieser Wert hingegen in die
Auswertung einbezogen, so gibt es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den

L aktoseausscheidungen nach Verzehr der Diden 2 und 3 mehr. Es war nicht abzukl&ren, warum es zu
einer derart hohen L aktoseausscheidung bei dem einen Tier kam.

Allgemein kann man davon ausgehen, auch nach Vergleich mit den Ergebnissen beim Minischwein, dal3
die fakale Laktoseausscheidung durch Verabreichung von inaktivierten oder Iebenden

[3-Galactos dase-enthaltenden L aktobazillen signifikant vermindert wurde; also wurde das Konzept
untermauert, dald oral aufgenommene mikrobielle [3-Galactosidasen zu einer Steigerung der

L aktosespaltung und -metabolisierung fthren. Die grof3ere Wirksamkeit |ebender gegentiber
inaktivierter/abgetoteter Laktobazillen deutete sich zwar in den unterschiedlichen

L aktoseausscheidungen der Ratten (und auch der Minischweine) nach Aufnahme der entsprechenden
Didten an, lief3 sich letztendlich aber aus oben genannten Griinden nicht absolut eindeutig absichern,
obwohl die Statistik signifikante Unterschiede lieferte.

Ahnliche Verhaltnisse wie beim Minischwein wurden auch bei der téglichen, von den Ratten mit dem
Kot ausgeschiedenen 3-Galactosidase-Aktivitdt gefunden. Unter der ersten Di& ohne Laktobazillen lag
diese ebenfalls nahe null, genau wie bel den Géttinger Minischweinen. Anders as bei den Schweinen
war nach Verzehr der zweiten Dié mit abgetoteten Laktobazillen, kaum Enzymaktivitdt im Kot zu
bestimmen (logarithmierte und transformierte Werte ohne Klammern und Ausgangsdaten, also nicht
logarithmierte, nicht transformierte Werte in Klammern): 0,42 + 0,3 (2 £ 0,6) 1U/Tag extrazellulare bzw.
0,42 + 0,3 (2,3 £ 0,6) 1U/Tag Gesamt-Enzymaktivitét). Eine enorm hohe [3-Gal actosidase-Aktivitat mit
1,88 £ 0,31 (90 + 11) IU/Tag extrazellulér, oder 2,14 + 0,4 (181 £ 27) 1U/Tag gesamt, war dagegen nach
Verzehr von lebenden Laktobazillen im Rattenkot zu verzeichnen. Damit konnten die beim Schwein
gefundenen statistisch signifikanten Unterschiede der ausgeschiedenen 3-Gal actosidase-Aktivitét
zwischen Diét 1 und 3 bestétigt werden. Auch die fakale [3-Gal actosidase-Aktivitdt nach Verzehr des
Kefir mit inaktivierten Laktobazillen war statistisch signifikant geringer als nach Verzehr des Kefirs mit
|ebenden L aktobazillen.

Warum derart grof3e Unterschiede der ausgeschiedenen [3-Gal actosidase-Aktivitéten bei Schweine und
Ratte bestanden, obwohl die verabreichten Enzymaktivitéten ebenso, wie die Laktosemengen, bezogen
auf die verzehrte Didtenmenge identisch waren, konnte nicht geklart werden.
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Einen Ansatz fir eine mogliche Erklarung bietet die Betrachtung der Keimzahlen der Laktobazillen im
Kot unter der dritten Di& mit den |lebenden Keimen. Durchschnittlich wurden bei den Ratten etwa 107.6
KbE/g Feuchtkot gefunden und bei den Schweinen dagegen nur 1048 KbE/g Feuchtkot. Eine hdhere Zahl
an Keimen pro g Kot lief3 auch eine grof3ere Enzymmenge und damit eine hbhere Aktivitét erwarten.

Die Unterschiede der [3-Gal actosidase-Aktivitét spiegelten sich jedoch bei der ausgeschiedenen
L aktosemenge im Kot nur tendenziell wieder. In dieser Hinsicht waren die Ergebnisse der Versuche mit
beiden Tierarten durchaus direkt miteinander vergleichbar.

Mit den im Rattenversuch erzielten Ergebnissen konnten die bel den Schweinen gesammelten Ergebnisse
untermauert werden. Zusétzlich wurde auf diese Weise gezeigt, dal3 sich auch Ratten als Tiermodell fir
den gewadhlten Versuchsaufbau eignen. Angesicht der gleichen Ergebnisse bel zwel unterschiedlichen
Tiermodellen ist um so wahrscheinlicher, dai die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den menschlichen

L aktosemal absorber gegeben ist.
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6.Zusammenfassung

Die weltweit haufigste Ursache fir Milchunvertréglichkeit ist der Mangel an intestinaler [3-Galactosidase,
wodurch es zur L aktosemal absorption kommt. Viele Untersuchungen belegen, dal? fermentierte
Milchprodukte aufgrund ihres Gehalts an mikrobiellen 3-Galactosidasen von Laktosemal absorbern sehr
viel besser vertragen als unfermentierte Milch.

Ziel der Arbeit war es zur Klarung der Frage beizutragen, ob die intestinale Laktosehydrolyse (mit
anschlief3ender Absorption der Spaltprodukte) durch die mikrobiellen 3-Gal actosidasen aus fermentierten
Milchprodukten an die Présenz Iebender Keime im Produkt gebunden ist und ob diese mit dem
Milchprodukt zugefihrten Keime in der Lage sind sich im Magen-Darm-Trakt anzusiedeln.

Zu diesem Zweck wurden Fitterungsversuche an gnotobiotischen Goéttinger Minischweinen und
gnotobiotischen Ratten durchgefihrt, mit denen der Einflul3 von abgetdteten gegentiber |ebenden

L aktobazillen (jeweils mit gleichen Enzymaktivitéten) im fermentierten Milchprodukt auf die

L aktosehydrolyse untersucht wurde. Dem wurde zum Vergleich eine Dié ohne Keime, folglich ohne
[3-Galactosidase-Aktivitét, gegeniiber gestellt.

In Vorversuchen wurden des Wachstumsverhalten und die Reinheit des verwendeten

L aktobazillen-Stammes, der Einfluld der Magenpassage in vitro und der Lagerungsdauer auf die
Laktobazillen und die Aktivitét der in ihnen enthaltene 3-Gal actosidase sowie Hohe der intestinalen
[3-Gal actosidase-Aktivitét in unterschiedlichen Dinndarmabschnitten der Versuchtiere untersucht.

Im Hauptversuch erhielten jeweils 6 Tiere beider Tierarten nacheinander 3 unterschiedliche Diéten
fermentierten Milchprodukts, deren L aktosegehalt aber identisch war (40 g/l), tber jeweils 2 Wochen
hinweg. In der ersten Dié&t waren keine Laktobazillen enthalten, die zweite Di&t enthielt mit y -Strahlen
abgetotete und die dritte Diét |ebende Laktobazillen. Die beiden letzteren Didten enthielten jewells
gleiche [3-Galactosidase-Aktivitéten (ca. 400 1U/1), in der ersten Dié war keine Aktivité zu vorhanden.
Zusdatzlich zu den Versuchsdiéten erhielten die Tiere entweder eine semi-synthetische Diét (Schweine)
oder ein Pelletfutter (Ratten), um den taglichen Energie-und Néhrstoffbedarf der Tiere zu decken. Dieses
Zusatzfutter wurde auch fir jeweils zwel Tage zwischen den einzelnen Didten verabreicht.

Der Einfluf dieser drel Didaten auf die intestinale Laktosehydrolyse wurde in beiden Tierarten durch die
orofékale L aktosebilanzierung ermittelt, im Fall des Schweineversuchs, zusétzlich korregiert mit Werten
eines nicht resorbierbaren Markers. Neben der L aktosebilanz wurde eine orofékal e [3-Gal actosidasebilanz
erhoben. Um das Adhéasionsverhalten festzustellen wurde wahrend der dritten Versuchsdiat mit den
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lebenden Keimen nach drei Tagen fir insgesamt vier Tage mit der Keimgabe ausgesetzt, danach erfolgte
die Keimgabe Uber weitere 7 Tage. Wéahrend der gesamten Periode wurden die Keimzahlen im Kot der
Tiere bestimmt, um eventuelle Unterschiede zu ermitteln.

Es wurden folgende Ergebnisse erhalten:

« Diemit dem Kot ausgeschiedene L aktosemenge war sowohl bei den Schweinen als auch bel den
Ratten wahrend der ersten Versuchsdiét hoch und sank unter den beiden folgenden V ersuchsdiéten
stark ab. Zwischen den Laktosemengen im Kot unter Diét 2 verglichen mit Dié 3 waren, ebenso
wie jeweils zu Didt 1, statistisch signifikante Unterschiede zu finden, die aber etwas geringer
waren als die beider Didten (3 und 2) zu Diét 1. Dieses Ergebnis bel den Schweinen wurde auch
nach Bezug auf die Markerwerte nicht verandert. Es zeigte sich, dal3 die Verdaulichkeit der
Laktosein Didt 1 wesentlich geringer war alsin Dié&t 2 und 3. Die Laktoseverdaulichkeit von
Gruppe 2 und 3 war nicht signifikant unterschiedlich.

» Gegensdtzlich zur Laktose verhielt sich die im Kot nachweli sbare 3-Gal actosidase-Aktivitét.
Wahrend Diét 1 wurden geringste Mengen bis gar keine [3-Galactosidase-Aktivitat gemessen, unter
Diét 2 stieg sie an, um wahrend Diét 3 den héchsten Wert zu erreichen. Die Unterschiede aller drei
Didten zueinander waren statistisch signifikant.

« Der verabreichte Laktobazillenstamm war nicht in der Lage sich im Dunndarm der
gnotobiotischen Minischweine und Ratten dauerhaft zu etablieren, er verschwand nach Aussetzten
der oralen Zufuhr innerhalb von Tagen, d.h. der Transitzeit entsprechend, wieder aus dem Darm.

Aus diesen Ergebnissen konnte folgender Schlufd gezogen werden:

Die intestinal e L aktosehydrolyse nach Aufnahme von fermentierten Milchprodukten war dann am
hochsten, wenn mit der Didt mikrobielle 3-Gal actosi dase aufgenommen wurde, dabei machte es nur
einen geringen Unterschied, ob die Laktobazillen |ebten oder abgetttet waren; die intestinale

L aktosehydrolyse war unter der Di&t mit lebenden Laktobazillen etwas hoher als unter der Dié mit den
abgetotteten. Wesentlich war, dal3 das Enzym, geschiitzt durch die Hille der Laktobazillen, die
Magenpassage uberstehen konnte, ohne durch Magensaure und Proteasen zerstort zu werden. Dies wurde
deutlich in in vitro Versuchen zur Priifung des Uberstehens der Magenpassage gezeigt. Diesen Schutz
bieten mit y -Strahlen behandelte (abgetttete) Laktobazillen fast genauso gut wie lebende L aktobazillen.
Solange die Zellmembran der Keime intakt ist, ist es fir die Forderung der intestinalen Laktosehydrolyse
nicht essentiell, dal’3 die Keime viabel sind.
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I nvestigations to deter mine whether viable microorganismsarerequired during intestinal lactose
hydrolysis of fermented milk products by microbial 3-galactosidase using gnotobiotic Géttingen
minipigs

Summary

The most common reason worldwide for the indigestibility of milk isthe lack of [3-galactosidasesin the
small intestine, leading to the malabsorbtion of lactose. Fermented dairy products are very often much
better tolerated than raw (not fermented) milk, because of the microbial 3-galactosidases they contain.

The aim of thisthesis was to elucidate the question as to weather lactose hydrolysisin the small intestine
requires the presence of living bacteria (with their microbial [3-galactosidases) in fermented dairy
products and weather the bacteria of these dairy products are able to colonize the gut.

To thisend several feeding experiments with gnotobiotic Géttingen Minipigs and gnotobiotic rats were
carried out to investigate the influence of killed versus living bacteriain fermented dairy products. A
bacteria-free diet without [3-galactosidase activity was fed as a control.

In preliminary experiments the growth and the purity of the lactobacillus-strain were examined. In
addition, the influence of the passage through the stomach on 3-gal actosidase activity was tested as well
as effects of the storage of lactobacilli on the 3-galactosidase activity. In another preliminary experiment
the intestinal [3-galactosidase activity of the pigs and rats was investigated in different parts of the small
intestine.

In the main experiment six animals of both species were fed sequentially (over a period of two weeks)
with three different fermented dairy product-diets each having an identical lactose content (40g/l). The
first diet contained no lactobacilli, the second diet contained lactobacilli, which had been killed by y -rays
and the third diet contained living lactobacilli. In the first diet there was no [3-galactosidase activity,
whereas both the second and the third diet possessed the same [3-gal actosidase activity (400 1U/1). The
experimental diets were supplemented with another feed to cover the energy and nutrient requirements.
This additional feed was given between the different diets for two days.

The influence of these three diets on the lactose hydrolysis in the intestine was investigated by comparing
the relationship between the lactose which was eaten and that which was defecated. In the porcine model
system the data were corrected with a marker which could not be absorbed in the intestine. In addition to
the lactoserel ationship that of the [3-gal actosidase was also determined. During the third diet, which
contained viable bacterial cultures, the dose of the bacteria was stopped for four days after an initial
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period of including them for three days, in order to find out if the bacteria could adhere to the intestine.
After the break,viable cultures were once more included in the diet for another seven days. Throughout
the entire period, the number of bacteria was determined in the feces of the animals to document possible
differences.

The results were as follows:

« The quantity of lactose which was eliminated in the feces was high during the first diet, in both the
rodent and the porcine systems, and dropped significantly in both of the subsequent diets. The
differences between the fecal lactose content of diet two and three and diet two and one were
statistically significant. However the former was more pronounced than the latter. The same results
were found after comparison of the data after marker correction. It was shown that the digestibility
of the lactose under the first diet was much lower than under the second and third diet. The lactose
digestibility between diet two and three was not found to be statistically significantly different.

« Incontrast to the data for lactose, the 3-galactosidase activity data showed differences. Under diet
one very low amounts of the [3-galactosidase activity could be measured. Under diet two the
activity rose and reached the maximum level under diet three. The differences between al three
diets were statistically significant.

« Thelactobacillus strain used was unable to colonize the small intestine of the Géttingen Minipigs
and the rats for any length of time. After stopping the dose per os, the bacteria disappeared from
the gut after several days corresponding to the transit time.

The following conclusions could be drawn from the experiments presented in this thesis:

Theintestinal lactose hydrolysis after eating fermented dairy products was highest where microbial
[3-galactosidase was presented in the diet. There was not a great difference if the bacteria were viable or
non-viable; the intestinal lactose hydrolysis was alittle bit higher under the diet with the viable
lactobacilli compared to those under the diet with the non-viable bacteria. However it was important for
the survival of the enzyme during the passage through the stomach that it be protected by the cell wall of
the lactobacilli. Asit would otherwise be destroyed by the acid and proteases in the stomach. This was
shown by in vitro experiments. Nearly the same level of protection was given by they -ray-inactivated
bacteria as by the living lactobacilli. As long as the membrane of the cells were intact it was not essentiel
for lactose hydrolysis that the bacteriawere viable.
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8.Verzeichnisder Abkurzungen

Abb.

ad lib.
ATP
Cr-EDTA
AE

DNA

g

Y
Glu-6-P-DH
Gy

h

HK

U

k

KbE

I

LB

m

M

u

min

MRNA
MRS
NAD+
NAD+ + H+
NADP+
NADP+ + H*
o-NPG

Y

PEG

Abbildungen

ad libitum

Adenosin-5"-triphosphat
Chrom-Athylendiamintetragssigsaure
Extinktionsdifferenz
Desoxyribonukleinsdure

Gramm, Erdbeschleunigung

gamma
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Gray

Stunde

Hexokinase

International Units

Kilo

Kolonie bildende Einheiten

Liter

L aktobazillen

milli

molar

mikro

Minute

"messenger” (Boten)-Ribonukleinsdure
DE MAN, ROGOSA, SHARPE (1960)
Nicotinamid-adenin-dinukleotid
reduziertes NAD+*

Nicoti namid-adenin-dinukleoti d-phosphat

reduziertes NADP*
ortho-Nitrophenyl-Gal aktopyranosid
Irrtumswahrscheinlichkeit

Polyethylenglykol
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SK Sterilkefir

Ssp. Subspezies

SE Standardabweichungen vom Mittelwerte
Tab. Tabelle

Tris Tris-hydroxymethylaminomethan

U Umdrehungen

X Mittelwert
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9.Anhang

Tab. 3: Wachstumskurve von Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus 709-1 erstellt anhand von KbE (koloniebildende Einheiten)/ml bzw. in der logarithmischen Darstellung

’ Inkubationszeit in h ’ KbE/mI ’ KbE/ml (in log)
0 20.000 4,2
; 1 ; 46.000 ; 4,3
’ 2 ’ 220.000 ’ 5,2
’ 3 ’ 980.000 ’ 6
’ 4 ’ 2.600.000 ’ 6,2
’ 5 ’ 6.200.000 ’ 6,4
’ 6 ’ 9.000.000 ’ 6,8
’ 7 ’ 9.800.000 ’ 7
’ 8 ’ 28.000.000 ’ 7,2
’ 9 ’ 72.000.000 ’ 7,5
’ 10 ’ 82.000.000 ’ 7,7
’ 11 ’ 89.000.000 ’ 7.8
’ 12 ’ 98.000.000 ’ 8
’ 13 ’ 260.000.000 ’ 8,2
’ 14 ’ 420.000.000 ’ 8,3
’ 15 ’ 400.000.000 ’ 8,3
’ 16 ’ 480.000.000 ’ 8,3
’ 18 ’ 460.000.000 ’ 8,3
’ 20 ’ 480.000.000 ’ 8,3
’ 22 ’ 490.000.000 ’ 8,3

Tab. 4: Freie 3-Galactosidase-Aktivitét in unterschiedlichen Proben mit Lactobacillus delbrtickii ssp. bulgaricus 709-1 nach Inkubation mit Pepsin/HCI-Gemisch (bestimmt
mit 0-NPG als Substrat bei pH 2; Angaben in IU/ml Probe)

’ Zeit in min ’ best./Kef. ’ best./Puf. ’ unbest./Kef. ’ unbest./Puf.

’ 0 ’ 388,8 ’ 386,2 ’ 380,2 ’ 387,0

file:/lIG|/Sassadat/Diss/UB/winch/anhang.htm (1 von 33) [03.07.2000 18:58:06]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 9: Anhang

’ 5 ’ 465,6 ’ 622,4 ’ 297,2 ’ 351,8
| 30 ’ 350,2 ’ 358,4 ’ 316,6 ’ 260,2
’ 60 ’ 207,8 ’ 241,8 ’ 295,8 ’ 246,6
’ 120 ’ 137,6 ’ 13,2 ’

305,6 ’ 340,6

Tab. 5: Freie 3-Galactosidase-Aktivitét in unterschiedlichen Proben mit Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus 709-1 nach Inkubation mit Pepsin/HCI-Gemisch (bestimmt
mit 0-NPG als Substrat bei pH 4; Angaben in IU/ml Probe)

’ Zeit in min ’ best./Kef. ’ best./Puf. ’ unbest./Kef. ’ unbest./Puf.
’ 0 ’ 385,8 ’ 381,0 ’ 379,6 ’ 392,6
’ 5 ’ 365,0 ’ 327,6 ’ 294,4 ’ 428,2
’ 30 ’ 337,6 ’ 331,8 ’ 363,8 ’ 451,4
’ 60 ’ 356,4 ’ 317,8 ’ 401,4 ’ 399,4
’ 120 ’ 302,0 ’ 315,8 ’ 448,4 ’ 369,0

Tab. 6: Gesamt-3-Galactosidase-Aktivitét in unterschiedlichen Proben mit Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus 709-1 nach Inkubation mit Pepsin/HCI-Gemisch
(bestimmt mit o-NPG als Substrat bei pH 2; Angaben in IU/ml Probe)

’ Zeit in min ’ best./Kef. ’ best./Puf. ’ unbest./Kef. ’ unbest./Puf.
’ 0 ’ 751,2 ’ 741,0 ’ 761,4 ’ 747,9
’ 5 ’ 783,9 ’ 549,3 ’ 606,5 ’ 875,1
’ 30 ’ 291,9 ’ 296,0 ’ 7475 ’ 818,4
’ 60 ’ 311,7 ’ 26,7 ’ 926,1 ’ 803,7
’ 120 ’ 66,5 ’ 124,2 ’ 982,7 ’ 718,7

Tab. 7: Gesamt-3-Gal actosidase-Aktivitét in unterschiedlichen Proben mit Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus 709-1 nach Inkubation mit Pepsin/HCI-Gemisch
(bestimmt mit o-NPG als Substrat bei pH 4; Angaben in IU/ml Probe)

’ Zeit in min ’ best./Kef. ’ best./Puf. ’ unbest./Kef. ’ unbest./Puf.
’ 0 ’ 7475 ’ 758,9 ’ 745,2 ’ 746,0
’ 5 ’ 869,3 ’ 642,6 ’ 1025,6 ’ 473,6
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’ 30 ’ 719,3 ’ 514,4 ’ 647,1 ’ 919,8
’ 60 ’ 676,2 ’ 658,4 ’ 1000,4 ’ 882,2

’ 120 ’ 518,6 ’ 543,2 ’ 1039,2 ’ 1043,0

Tab. 8: R-Galactosidase-Aktivitét entlang des Dinndarms bei 6 Gottinger Minischweinen (bestimmt mit Laktose al's Substrat bei pH 5,5; Angaben in [U/g

M ukosafeuchtmasse)
’ bei 5% ’ bei 10% ’ bei 30% ’ bei 50% ’ bei 70% ’ bei 90%
’ Schwein 1 ’ 1,21 ’ 9,55 | 2,91 ’ 6,25 ’ 3,46 ’ 1,88
’ Schwein 2 ’ 10,30 ’ 10,03 ’ 13,51 ’ 13,38 ’ 3,16 ’ 1,81
| Schwein 3 ’ 10,82 ’ 9,23 | 13,28 ’ 8,38 ’ 7,32 ’ 6,17
’ Schwein 4 ’ 9,57 ’ 8,58 ’ 14,24 ’ 5,97 ’ 11,01 ’ 7,49
’ Schwein 5 ’ 8,55 ’ 4,18 ’ 6,92 ’ 3,98 ’ 3,73 ’ 1,84
’ Schwein 6 ’ 8,11 ’ 3,63 ’ 1,44 ’ 6,38 ’ 4,78 ’ 11,32

Tab. 9: R-Galactosidase-Aktivitét entlang des Diinndarms bei 6 Ratten (bestimmt mit Laktose als Substrat bei pH 5,5; Angaben in 1U/g Mukosafeuchtmasse)

’ bei 10% ’ bei 30% ’ bei 70%
| Ratte 1 ’ 0 ’ 15,76 ’ 14,01
Ratte 2 2,58 17,63 8,55
; Ratte 3 ; 16,95 ; 16,66 ; 0,65
| Ratte 4 ’ 7,72 ’ 15,61 ’ 7,13
’ Ratte 5 ’ 14,68 ’ 11,61 ’ 10,63
’ Ratte 6 ’ 9,75 ’ 13,03 ’ 6,91

Tab. 10: Einflul? der Bestrahlungsbedingungen auf die [3-Galactosidase-Aktivitét in Laktobazillenpellets (Bestrahlungsposition 3; ohne Ultraschallbehandlung; Bestimmt mit
0-NPG als Substrat)

| Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch 4
| Messung | am 21.07. | am 27.07. | am 03.08. | am 22.08.

| Intensitat | IU/l Probe | IU/l Probe | IU/l Probe | IU/l Probe Position
| (kGy)
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| 0 | 4332,5 | 2052,5 | 1095,0 | 372,5 | 0*
| 5 | 77375 | 5095,0 | 6522,5 | 42425 | 3
| 10 | 9102,5 | 64475 | 10767,5 | 41275 | 3
| 15 | 11665,0 | 111125 | 12036,0 | 8837,5 | 3
| 20 | 11027,5 | 10927,5 | 152425 | 8640,0 | 3
| 25 | 13862,5 | 15370,0 | 25200,0 | 17400,0 | 3

*= ohne Bestrahlung

Tab. 11: Einflul? der Bestrahlungsbedingungen auf die [3-Galactosidase-Aktivitét in Laktobazillenpellets (Bestrahlungsposition 7; ohne Ultraschallbehandlung; Bestimmt mit
0-NPG als Substrat)

| Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch 4
| Messung | am 21.07. | am 27.07. | am 03.08. | am 22.08.
| Intensitat | IU/l Probe | IU/l Probe | IU/I Probe | IU/l Probe | Position
| (kGy)
| 0 | 4332,5 | 2052,5 | 1095,0 | 372,5 | 0o*
| 5 | 7342,5 | 5850,0 | 9180,0 | 7262,5 | 7
| 10 | 8767,5 | 8342,5 | 14172,5 | 12355,0 | 7
| 15 | 16812,5 | 21177,5 | 30047,5 | 15952,5 | 7
| 20 | 242625 | 32885,0 | 35367,5 | 17667,5 | 7
| 25 | 31240,0 | 36620,0 | 35685,0 | 18517,5 | 7

*= ohne Bestrahlung

Tab. 12: Einflu? der Bestrahlungsbedingungen auf die [3-Galactosidase-Aktivitét in Laktobazillenpellets (Bestrahlungsposition 3; mit Ultraschallbehandlung; Bestimmt mit
0-NPG als Substrat

| Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch4
| Messung | am 21.07. | am 27.07. | am 03.08. | am 22.08.
| Intensitat | IU/I Probe | IU/l Probe | IU/I Probe | IU/l Probe | Position
| (kGy)
| 0 | 61280,0 | 28030,0 | 6175,0 | -665,0 | 0%
| 5 | 74510,0 | 39385,0 | 21450,0 | 3295,0 | 3
| 10 | 61560,0 | 50130,0 | 20790,0 | 3155,0 | 3
| 15 | 59430,0 | 46905,0 | 40890,0 | 7075,0 | 3
| 20 | 62055,0 | 49010,0 | 38775,0 | 8265,0 | 3
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25 56470,0 49230,0 43735,0 15835,0 3

*= ohne Bestrahlung

Tab. 13: Einflu? der Bestrahlungsbedingungen auf die [3-Galactosidase-Aktivitét in Laktobazillenpellets (Bestrahlungsposition 7; mit Ultraschallbehandlung; Bestimmt mit
0-NPG als Substrat)

| Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch4
| Messung | am 21.07. | am 27.07. | am 03.08. | am 22.08.
| Intensitat | IU/l Probe | IU/l Probe | IU/I Probe | IU/l Probe | Position
| (kGy)
| 0 | 61280,0 | 28030,0 | 6175,0 | -665,0 | o*
| 5 | 66945,0 | 47770,0 | 27355,0 | 8360,0 | 7
| 10 | 58490,0 | 47720,0 | 23855,0 | 11345,0 | 7
| 15 | 64750,0 | 60980,0 | 43270,0 | 10225,0 | 7
| 20 | 62690,0 | 57170,0 | 46760,0 | 19090,0 | 7
| 25 | 61060,0 | 58140,0 | 43755,0 | 17660,0 | 7

*= ohne Bestrahlung

Tab. 14 a: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene L aktosemenge (Daten alslog,o(x+1) angegeben) bei gnotobiotischen Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und mit
lebenden bzw. inaktivierten L aktobazillen; Werte = X + Ss

’ g Laktose/Tag ’ Standardabw.
| Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,8 ’ 0,38
’ SK + bestrahlte LB (tot), Hiille intakt ’ 0,4 ’ 0,28
’ SK + LB lebend ’ 0,24 ’ 0,27

Tab. 14 b: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene Laktosemenge bei gnotobiotischen Minischweinen nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten
L aktobazillen; Werte= X £ S5

’ g Laktose/Tag ’ Standardabw.
’ Sterilkefir (SK) ohne Lactobazillen (LB) ’ 7,43 ’ 1,09
’ SK +LB bestrahlt (tot): Hiille intakt ’ 2,08 ’ 1,71
’ SK + LB lebend ’ 1,29 ’ 0,96
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Tab. 14 c: Im Kot durchschnittlich ausgeschiedene Laktosemenge bel 6 einzelnen gnotobiotischen inischweinen nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden
bzw.inaktivierten Laktobazillen; Werte = X X 85 (Angaben in g Laktose/Tag)

’ SK ohne LB ’ Standard- ’ SK + bestrahlte Standard- ’ SK + LB ’ Standard-
LB
’ abw. ’(tot): intakte Hiille ’ abw. ’ lebend ’ abw.
’ Schwe?n 1 ’ 8,9 ’ 4 ’ 57 ’ 15 ’ 2,1 | 3,3
’ SchweTn 2 ’ 6,9 ’ 3 ’ 1,7 ’ 0,8 ’ 2,7 ’ 5,3
| Schwefn 3 | 6,9 ’ 7,4 ’ 2,3 ’ 1,2 ’ 1,8 | 2,1
’ Schwefn 4 ’ 5,8 ’ 4,5 ’ 1,0 ’ 1 | 0,3 ’ 0,3
| Schwein 5 ’ 8,6 ’ 42 ’ 0,9 ’ 1 ’ 0,4 | 0,5
’ Schwein 6 ’ 7,4 ’ 2,6 ’ 0,8 ’ 1 ’ 0,5 ’ 0,3

Tab. 15 a: Durchschnittliche wahre, marker-korregierte Verdaulichkeit der Laktose in % (bestimmt mit Cr-EDTA als Marker; Daten alslog;o(x+1) angegeben) bei

gnotobiotischen Minischweinen nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen Werte = X+ Stn=6

’ Verdaulichkeit % ’ Standardabw.
’ Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 1,78 ’ 0,1
’ SK + bestrahlte LB (tot), Hille intakt ’ 1,98 ’ 0,03
’ SK + LB lebend ’ 1,98 ’ 0,07

Tab. 15 b: Durchschnittliche wahre, marker-korregierte Verdaulichkeit der Laktosein % (bestimmt mit Cr-EDTA as Marker) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen Werte= X * 83 n=6

’ Verdaulichkeit % ’ Standardabw
’ Sterilkefir (SK) ohne Lactobazillen (LB) ’ 61,3 ’ 25,3
’ SK +LB bestrahlt (tot): Hiille intakt ’ 95,1 ’ 28,5
’ SK + LB lebend ’ 95,4 ’ 34,9

Tab. 15 c: Durchschnittliche wahre, marker-korregierte Verdaulichkeit der Laktose in % (bestimmt mit Cr-EDTA als Marker) bei 6 einzelnen gnotobiotischen Minischweinen
nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen Werte= X X 85
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SK ohne LB Standardabw. SK + bestrahlte Standardabw. SK +LB lebend Standardabw.
LB(to:') u Iilr(;takte |
’ Schwein 1 ’ 62,0 ’ 7,0 ’ 84,4 ’ 6,7 ’ 84,3 ’ 21,3
’ Schwein 2 ’ 65,9 ’ 4,6 | 96,8 ’ 0,8 ’ 93,4 ’ 7.9
’ Schwein 3 ’ 59,5 ’ 17,5 ’ 95,2 ’ 1,7 ’ 97,2 ’ 2,4
| Schwein 4 ’ 64,8 ’ 54 | 98,2 ’ 2,0 ’ 99,3 ’ 0,2
’ Schwein 5 ’ 63,7 | 6,0 ’ 98,0 ’ 0,5 ’ 99,1 ’ 1,1
’ Schwein 6 ’ 52,2 ’ 16,6 | 97,8 ’ 1,3 ’ 99,2 ’ 0,4

Tab. 16 a: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene extrazellulére [3-Gal actosidase-Aktivitédt (ohne Ultraschallbehandlung; Daten als log,o(x+1) angegeben) bei
gnotobiotischen Minischweinen nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten L aktobazillen

(bestimmt mit o-NPG als Substrat) Werte= X £ Sz, n=6

’ IU B-Gal/Tag ’ Standardabw.
| Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,18 ’ 0,23
’ SK + bestrahlte LB (tot), Hille intakt ’ 0,88 ’ 0,44
’ SK + LB lebend ’ 1,17 ’ 0,61

Tab. 16 b: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene extrazellulére [3-Gal actosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat) Werte= X * Sz n=6

’ IU R-GallTag ’ Standardabw.
’ Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,16 ’ 0,32
’ SK + bestrahlte LB(tot), intakte Hiille ’ 4,10 ’ 3,22
| SK + LB lebend ’ 17,98 ’ 12,76

Tab. 16 c: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene extrazelluldre [3-Gal actosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) bei 6 einzelnen gnotobiotischen
Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten L aktobazillen

(bestimmt mito-NPG als Substrat) Werte = X + Sz n = 6 (Angaben in 1U R-Gal/Tag)

SK ohne LB Standardabw. SK + LB bestrahlt | Standardabw. SK + LB lebend Standardabw.
(tot): Hille intakt

Schwein 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 1,84 ’ 3,30 ’ 43,54 ’ 46,90
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’ Schwein 2 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 10,17 ’ 7,00 ’ 14,84 ’ 15,20
’ Schwein 3 ’ 0,08 ’ 0,30 ’ 3,31 ’ 7,20 ’ 13,99 ’ 18,20
| Schwein 4 | 0,00 | 0,00 | 0,32 | 1,00 ’ 1,10 | 2,30
’ Schwein 5 ’ 0,88 ’ 3,00 ’ 2,88 ’ 6,20 ’ 19,72 ’ 21,60
’ Schwein 6 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 6,08 ’ 8,00 ’ 14,71 ’ 20,00

Tab. 17 a Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene Gesamt-3-Gal actosidase-Aktivitét (mit Ultraschallbehandlung; Daten als log,o(x+1) angegeben) bei
gnotobiotischen Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen

(bestimmt mit o-NPG als Substrat): Werte= X £ S n=6

’ IU R-Gal/Tag ’ Standardabw.
’ Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,02 ’ 0,12
’ SK + bestrahlte LB (tot), Hille intakt ’ 0,4 ’ 0,48
’ SK + LB lebend ’ 0,78 ’ 0,72

Tab. 17 b: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschi edene Gesamt-[3-Gal actosidase-Aktivitét (mit Ultraschallbehandlung) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat) Werte= X * Sz n=6

’ IU R-GallTag ’ Standardabw.
| Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,90 ’ 0,68
’ SK + LB bestrahlt (tot), Hiille intakt ’ 10,93 ’ 5,67
’ SK +LB lebend ’ 31,63 ’ 21,93

Tab. 17 c: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene Gesamt-3-Gal actosidase-Aktivitét (mit Ultraschallbehandlung) bel 6 einzel nen gnotobiotischen Minischweinen
nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat)

Werte = X & Sz n=6 (Angaben in U 3-Gal/Tag)

SK ohne LB Standardabw. SK + LB bestrahlt | Standardabw. SK + LB lebend Standardabw.
’ ’ (tot): Hille intakt ’ ’ ’
’ Schwein 1 ’ 0,75 ’ 1,00 ’ 7,39 ’ 4,20 ’ 76,96 ’ 27,80
| Schwein 2 ’ 0,96 ’ 1,00 ’ 22,17 ’ 11,00 | 33,97 ’ 23,40
’ Schwein 3 | 0,50 ’ 1,40 ’ 9,19 ’ 5,50 ’ 22,00 ’ 27,60
| Schwein 4 ’ 0,27 ’ 0,50 ’ 4,47 ’ 3,30 | 6,04 ’ 5,00

file:/lIG|/Sassadat/Diss/UB/winch/anhang.htm (8 von 33) [03.07.2000 18:58:06]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 9: Anhang
’ Schwein 5 ’ 2,33 ’ 4,20 ’ 9,05 ’ 8,70 ’ 25,93 ’ 26,40

’ Schwein 6 ’ 0,56 ’ 0,50 ’ 13,31 ’ 1,00 ’ 24,89 ’ 28,00

Tab. 18 a: Durchschnittlich mit dem Kot ausgeschiedene Laktosemenge (Daten als log,o(x+1) angegeben) bei gnotobiotischen Ratten nach Kefiraufnahme ohne und mit
lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen; Werte= X * Sz n=6

’ g Laktose/Tag ’ Standardabw.
’ Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,51 ’ 0,17
’ SK + bestrahlte LB (tot), Hiille intakt ’ 0,33 ’ 0,16
| SK + LB lebend ’ 0,23 ’ 0,22

Tab. 18 b: Durchschnittlich mit dem Kot ausgeschiedene L aktosemenge bei gnotobiotischen Ratten nach Kefiraufnahme ohne und mit Iebenden bzw. inaktivierten
Laktobazillen; Werte= X X 8z n=6

g Lactose/Tag Standardabw.
Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) 2,45 0,39
SK + bestrahlte LB (tot), intakte Hulle 1,27 0,21
SK + LB lebend 0,78 0,13

Tab. 18 c: Durchschnittlich mit dem Kot ausgeschiedene Laktosemenge bei 6 einzelnen gnotobiotischen Ratten nach K efiraufnahme ohne und mit Iebenden bzw.
inaktivierten L aktobazillen; Werte = X & Sz (Angaben in g Laktose/Tag)

SK ohne LB Standardabw. SK + bestrahlte Standardabw. SK + LB lebend Standardabw.
LB(tot): intakte
Hille
Ratte 1 2,05 1,00 0,89 0,70 0,95 0,73
Ratte 2 2,14 0,70 1,20 0,90 0,61 0,60
Ratte 3 2,01 0,70 1,67 0,70 0,77 0,80
Ratte 4 2,81 2,50 1,36 0,60 0,94 0,70
Ratte 5 2,94 2,80 1,20 0,30 0,61 0,50
Ratte 6 2,76 2,30 1,27 0,90 0,79 0,50
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Tab 19 a: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene [3-Galactosidase-Aktivitét (extrazelluldr; ohne UltraschalIbehandlung; Daten als log,(x+1) angegeben) gnotobiotischer
Ratten nach K efiraufnahme ohne/mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (0-NPG als Substrat) Werte= X * 85 n=6

’ IU R-Gal/Tag ’ Standardabw.
| Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) | 0,01 | 0,06
’ SK + bestrahlte LB (tot), Hille intakt ’ 0,42 ’ 0,30
| SK + LB lebend ’ 1,88 ’ 0,31

Tab 19 b: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene [3-Galactosidase-Aktivitat (extrazelluldr; ohne Ultraschallbehandlung) gnotobiotischer Ratten nach Kefiraufnahme
ohne/mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (o-NPG als Substrat) Werte= X * 8z n=6

IU B-Gal/Tag Standardabw.
Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) 0,45 0,84
SK + LB bestrahlt (tot): Hille intakt 2,30 0,63
SK + LB lebend 90,39 10,45

Tab 19 c: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene 3-Gal actosidase-Aktivitét (extrazellulér; ohne Ultraschallbehandlung) 6 einzelner gnotobiotischer Ratten nach
K efiraufnahme ohne/mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (o-NPG als Substrat) Werte = X F S5 (Angaben in IU R-Gal/Tag)

SK ohne LB Standard-abw. SK + LB Standard-abw. SK + LB lebend Standard-abw.
bestrahlt (tot):
Hulle intakt
Ratte 1 0,00 0,00 2,33 2,00 75,95 52,10
Ratte 2 0,00 0,00 2,76 3,10 79,57 49,20
Ratte 3 0,00 0,00 3,05 2,60 88,93 38,20
Ratte 4 0,40 0,10 2,50 2,20 93,88 47,60
Ratte 5 0,00 0,00 2,15 1,60 106,79 47,20
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Ratte 6 2,30

0,60 ’

Tab 20 a: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene 3-Gal actosidase-Aktivitét (intrazellulér; mit Ultraschallbehandlung; Daten als log,o(x+1) angegeben) gnotobiotischer
Ratten nach K efiraufnahme ohne/mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (o-NPG als Substrat) Werte= X * Sz n=6

’ IU R-Gal/Tag ’ Standardabw.
’ Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,005 ’ 0,02
’ SK + bestrahlte LB (tot), Hille intakt ’ 0,42 ’ 0,30
’ SK + LB lebend ’ 2,14 ’ 0,40

Tab 20 b: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene [3-Gal actosidase-Aktivitét (intrazellul&r; mit Ultraschallbehandlung) gnotobiotischer Ratten nach Kefiraufnahme ohne/mit
lebenden bzw. inaktivierten L aktobazillen (0-NPG als Substrat) Werte= X * 55, n=6

’ IU R-Gal/Tag ’ Standardabw.
’ Sterilkefir (SK) ohne Laktobazillen (LB) ’ 0,01 ’ 0,01
’ SK + bestrahlte LB(tot), intakte Hiille ’ 2,37 ’ 0,63
’ SK + LB lebend ’ 180,53 ’ 27,19

Tab 20 c: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene [3-Gal actosidase-Aktivitét (intrazellulér; mit Ultraschallbehandlung) 6 einzelner gnotobiotischer Ratten nach
K efiraufnahme ohne/mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (o-NPG als Substrat) Werte = X & S5 (Angaben in IU R-Gal/Tag)

SK ohne LB Standard-abw. SK + bestrahlte Standard-abw. SK + LB lebend Standard-abw.
| LB (tcﬁ)[jl;gtakte
’ Ratte 1 ’ 0,01 ’ 0,03 ’ 2,35 ’ 2,20 ’ 162,60 ’ 154,10
’ Ratte 2 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 2,81 ’ 3,30 ’ 147,00 ’ 108,50
| Ratte 3 ’ 0,02 ’ 0,10 ’ 3,10 | 2,60 ’ 163,80 | 101,90
’ Ratte 4 | 0,02 ’ 0,10 ’ 2,65 ’ 2,00 ’ 185,60 ’ 99,90
| Ratte 5 ’ 0,01 ’ 0,02 ’ 2,16 ’ 1,60 ’ 193,50 | 98,10
’ Ratte 6 ’ 0,01 ’ 0,03 ’ 1,13 ’ 1,50 ’ 230,70 ’ 82,20

Tab. 21: Einzelwerte der mit dem Kot ausgeschiedenen Laktosemenge von gnotobiotischen Goéttinger Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und mit |ebenden bzw.
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inaktivierten Laktobazillen (Angaben in g Laktose/Tag)
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’ Schwein 1 ’ Schwein 2 I Schwein 3 ’ Schwein 4 ’ Schwein 5 ’ Schwein 6
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,16 ’ 0,00 ’ 1,80
’ Diat 1 ’ 2,75 ’ 0,00 | 1,20 ’ 1,12 ’ 1,54 ’ 5,39
’ Diat 1 ’ 5,73 ’ 6,73 | 1,59 ’ 5,86 ’ 7,74
Diat 1 9,52 9,02 0,00 4,46 10,89 7,59
; Diat 1 ; 11,15 ; 8,15 I 7,27 ; 4,29 ; 11,53 i 11,21
| Diat 1 ’ 9,39 ’ 9,98 | 0,00 ’ 6,05 ’ 0,00 ’ 9,34
’ Diat 1 ’ 10,34 ’ 6,19 | 12,91 ’ 0,00 ’ 9,07 | 8,81
’ Diat 1 ’ 10,88 ’ 2,73 | 3,90 ’ 7,44 ’ 10,03
’ Diat 1 ’ 10,16 ’ 8,66 | 9,57 ’ 0,80 ’ 8,77 ’ 4,90
’ Diat 1 ’ 7,13 ’ 8,34 | 10,90 ’ 10,72 ’ 10,91 ’ 9,36
Diat 1 9,92 6,10 7,14 8,48 6,86
; Diat 1 ; 13,85 ; 7,60 | 11,14 ; 11,51 ; 11,91 i 8,50
| Diat 1 ’ 12,20 ’ 5,11 | 0,00 | 12,53
’ Diat 1 ’ 12,04 ’ 11,05 | 24,64 ’ 8,52 ’ 14,77 ’ 0,00
Diat 2 2,84 0,92 3,35 1,68 1,01 0,35
; Diat 2 ; 4,03 ; 0,97 I 0,43 ; 0,00 ; 0,53 i 0,37
| Diat 2 ’ 6,77 ’ 1,60 | 0,54 ’ 0,00 ’ 0,55 ’ 0,68
’ Diat 2 ’ 6,52 ’ 2,87 | 4,34 ’ 0,33 ’ 1,27 | 2,42
’ Diat 2 ’ 8,01 ’ 1,78 | 2,03 ’ 1,99 ’ 0,36 ’ 2,40
’ Diat 2 ’ 5,43 ’ 1,05 | 1,86 ’ 2,05 ’ 1,26 ’ 0,60
Diat 2 3,92 2,20 2,27 0,78 0,00
; Diat 2 ; 6,58 ; 2,28 ; 2,23 ; 0,20 ; 0,50
’ Diat 2 ’ 6,20 ’ 2,14 | 1,81 ’ 0,00 ’ 0,30 | 0,59
| Diat 2 ’ 5,59 ’ 2,07 | 2,49 ’ 1,44 ’ 3,76 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 4,31 ’ 1,78 | 4,37 ’ 0,00 ’ 0,90 | 0,00
’ Diat 2 ’ 9,45 ’ 2,23 | 1,63 ’ 0,00 ’ 1,54 ’ 0,43
’ Diat 2 ’ 4,80 | 0,60 | 2,80 ’ 0,00 | 0,06
| Diat 2 ’ 5,61 ’ 1,15 | 2,49 ’ 0,14 ’ 0,08
’ Diat 3 ’ 3,23 | 0,74 | 2,27 ’ 0,24 ’ 0,27 0,10




Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 9: Anhang

’ Diat 3 ’ 1,80 ’ 0,23 ’ 0,15 ’ 0,47 ’ 0,37
’ Diat 3 ’ 1,19 ’ 0,26 | 4,07 ’ 0,00 ’ 0,65
’ Diat 3 ’ 1,66 ’ 1,06 | 0,00 ’ 0,65 ’ 0,81
’ Diat 3 ’ 11,61 ’ 0,79 | 6,09 ’ 0,04 ’ 1,41 | 0,00
| Diat 3 ’ 0,00 ’ 14,20 | 3,77 | 0,18 ’ 0,00 ’ 0,54
Diat 3 0,75 13,46 1,93 0,42 0,27
; Diat 3 ; 0,35 ; 0,18 I 0,74 ; 0,86 ; 0,56 ’ 0,62
’ Diat 3 ’ 0,87 | 0,67 | 1,04 ’ 0,17 | 0,12 | 0,57
’ Diat 3 ’ 0,45 ’ 0,59 | 0,94 ’ 0,08 ’ 0,04 ’ 0,17
’ Diat 3 ’ 0,57 ’ 0,00 | 0,37 ’ 0,01 ’ 0,00 ’ 0,38
’ Diat 3 ’ 0,39 ’ 0,52 | 0,43 ’ 0,30 ’ 0,08 ’ 1,16

Tab. 22: Einzelwerte der Verdaulichkeit der Laktose in % (bestimmt mit Cr-EDTA als Marker) von gnotobiaotischen Gaéttinger Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und
mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen

’ Schwein 1 ’ Schwein 2 | Schwein 3 ’ Schwein 4 ’ Schwein 5 ’ Schwein 6

’ Diat 1 ’ 77,16 ’ 81,03 ’ 77,38 | 68,09
’ Diat 1 ’ 71,07 ’ 80,00 | 69,64 ’ 58,05 ’ 77,59 ’ 66,32
’ Diat 1 ’ 63,63 ’ 65,85 | 76,88 ’ 67,93 ’ 72,01
’ Diat 1 ’ 58,83 ’ 62,24 | 73,75 ’ 67,25 ’ 61,86 ’ 64,85
’ Diat 1 ’ 58,83 ’ 62,24 | 73,75 ’ 67,25 ’ 61,86 ’ 64,85
’ Diat 1 ’ 58,83 ’ 62,24 | 73,75 ’ 67,25 ’ 61,86 | 64,85
| Diat 1 ’ 66,26 ’ 65,93 | 63,61 | 66,03 ’ 61,69 ’ 28,03
’ Diat 1 ’ 65,98 ’ 65,65 | 63,28 ’ 63,35 ’ 61,32
’ Diat 1 ’ 65,98 ’ 65,65 | 63,28 ’ 63,35 ’ 61,32 ’ 26,98
’ Diat 1 ’ 65,98 | 65,65 | 63,28 ’ 63,35 | 61,32 | 26,98
’ Diat 1 ’ 53,75 ’ 67,20 ’ 61,40 ’ 59,43 ’ 55,08
’ Diat 1 ’ 53,75 ’ 67,20 | 33,07 ’ 61,40 ’ 59,43 ’ 55,08
’ Diat 1 ’ 53,75 ’ 67,20 | 33,07 ’ 61,40

Diat 1 53,75 67,20 33,07 61,40 59,43 55,08
| | | | | | |
’ Diat 2 ’ 91,82 ’ 97,37 | 93,34 ’ 95,78 ’ 97,47 ’ 98,89
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’ Diat 2 ’ 91,29 ’ 97,93 ’ 99,26 ’ 101,86 ’ 98,76 ’ 99,09
’ Diat 2 ’ 87,12 ’ 96,76 ’ 98,03 ’ 101,36 ’ 97,84 ’ 96,91
’ Diat 2 ’ 86,61 ’ 96,25 ’ 94,68 ’ 97,05 ’ 97,99 ’ 96,06
’ Diat 2 ’ 86,61 ’ 96,25 ’ 94,68 ’ 97,05 ’ 97,99 | 96,06
| Diat 2 ’ 86,61 ’ 96,25 ’ 94,68 ’ 97,05 ’ 97,99 ’ 96,06
Diat 2 89,00 96,00 96,52 97,53 98,87
; Diat 2 ; 89,00 ; 96,00 ; 96,52 ; 97,53 ; 98,87
’ Diat 2 ’ 88,52 | 95,82 ’ 95,85 ’ 96,37 | 97,42 | 98,82
’ Diat 2 ’ 88,52 ’ 95,82 ’ 95,85 ’ 96,37 ’ 97,42 ’ 98,82
’ Diat 2 ’ 74,15 ’ 97,54 ’ 93,63 ’ 99,71 ’ 98,59 ’ 98,82
’ Diat 2 ’ 74,15 ’ 97,54 ’ 93,63 ’ 99,71 ’ 98,59 | 98,82
| Diat 2 ’ 74,15 ’ 97,54 ’ 93,63 | 99,71 ’ 98,59
’ Diat 2 ’ 74,15 ’ 97,54 ’ 93,63 ’ 99,71 ’ 98,59
’ Diat 3 ’ 28,32 ’ 95,39 ’ 96,85 ’ 99,31 ’ 99,41 ’ 99,80
Diat 3 96,12 99,28 99,31 98,62 99,28
i Diat 3 ; 97,71 ; 99,45 ’ 94,13 ’ ; 102,33 ; 98,61
’ Diat 3 ’ 93,57 ’ 98,03 ’ 100,05 ’ 98,69 ’ 98,50
’ Diat 3 ’ 67,28 ’ 79,68 ’ 94,14 ’ 99,44 ’ 98,16 ’ 98,80
’ Diat 3 ’ 67,28 | 79,68 ’ 94,14 ’ 99,44 | 98,16 | 98,80
Diat 3 67,28 79,68 94,14 99,44 98,16
; Diat 3 ; 98,71 ; 97,95 ; 99,07 ; 99,25 ; 99,16 ’ 99,50
’ Diat 3 ’ 98,71 ’ 97,95 ’ 99,07 ’ 99,25 ’ 99,16 | 99,50
| Diat 3 ’ 98,71 ’ 97,95 ’ 99,07 | 99,25 ’ 99,16 ’ 99,50
’ Diat 3 ’ 98,71 ’ 97,95 ’ 99,07 ’ 99,25 ’ 99,16 | 99,50
| Diat 3 | 98,71 ’ 97,95 ’ 99,07 ’ 99,25 ’ 99,16 ’ 99,50

Tab. 23: Einzelwerte der mit dem Kot ausgeschiedenen 3-Galactosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) von gnotobiotischen Géttinger Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat; Angabenin IU 3-Gal/Tag)

’ Schwein 1 Schwein 2 Schwein 3 ’ Schwein 4 ’ Schwein 5 ’ Schwein 6

Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,20 ’ 0,07 ’ 0,92
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’ Diat 1 ’ 0,15 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,33 ’ 0,45 ’ 0,57
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,99 | 0,00 ’ 0,21 ’ 0,54
’ Diat 1 ’ 2,81 ’ 0,96 | 0,00 ’ 0,23 ’ 0,41 ’ 0,49
’ Diat 1 ’ 0,08 ’ 1,48 | 0,00 ’ 0,01 ’ 0,80 | 0,74
| Diat 1 ’ 0,92 ’ 3,17 | 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 2,79 ’ 0,95 | 0,33 ’ 0,00 ’ 1,03 | 0,00
| Diat 1 ’ 0,25 ’ 1,13 | 0,26 ’ 0,00 ’ 0,34
’ Diat 1 ’ 0,00 | 0,89 | 0,00 ’ 0,10 ’ 0,81 | 0,44
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,83 | 0,00 ’ 0,45 ’ 0,49 ’ 0,52
Diat 1 1,69 0,48 1,11 13,61 1,98
; Diat 1 ; 1,26 ; 0,78 | 4,69 ; 0,00 ; 9,17 ; 0,00
’ Diat 1 | 0,61 ’ 0,76 | 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,10 | 0,73 ’ 0,00 ’ 0,61 ’ 0,00
Diat 2 3,73 0,15 1,39 0,59 0,00 2,57
; Diat 2 ; 5,03 ; 11,56 I 6,91 ; 0,16 ; 0,00 i 6,93
| Diat 2 ’ 13,05 ’ 24,13 | 10,16 | 2,17 ’ 2,82 ’ 4,14
’ Diat 2 ’ 8,54 ’ 28,07 | 12,91 ’ 1,50 ’ 20,24 | 23,52
’ Diat 2 ’ 15,85 ’ 46,49 | 18,71 ’ 7,34 ’ 32,13 ’ 31,27
’ Diat 2 ’ 7,24 | 30,82 | 14,07 ’ 3,99 | 10,63 | 16,01
Diat 2 7,32 22,55 5,26 11,39 0,00
; Diat 2 ; 10,66 ; 30,45 ; 10,41 ; 14,26 ; 19,82
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 21,38 | 11,28 ’ 3,18 ’ 5,91 | 6,26
| Diat 2 | 3,90 ’ 25,33 | 15,39 | 8,30 ’ 3,24 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 2,12 ’ 20,92 | 5,35 ’ 6,87 ’ 10,08 | 17,95
| Diat 2 ’ 7,88 ’ 23,36 | 8,65 ’ 0,00 ’ 7,72 ’ 4,65
’ Diat 2 ’ 10,23 ’ 13,04 | 3,66 ’ 0,00 ’ 5,98
| Diat 2 ’ 7,84 ’ 12,08 | 1,81 ’ 3,80 ’ 2,37
’ Diat 3 ’ 1,42 ’ 0,14 | 0,65 ’ 1,41 ’ 2,23 | 1,01
’ Diat 3 ’ 15,95 ’ 13,37 ’ 5,02 ’ 5,92 ’ 11,28
’ Diat 3 ’ 32,69 | 28,74 | 1,60 | 20,99 | 59,76
’ Diat 3 ’ 54,92 ’ ’ 81,91

29,15 | 17,15 ’ 5,18
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’ Diat 3 ’ 95,62 ’ 3,20 | 2,15 ’ 11,02 ’ 6,66 ’ 0,00
Diat 3 0,00 42,01 3,44 3,88 0,00 6,45
| | | | | | |
Diat 3 21,03 64,32 5,57 0,00 14,33
| | | | | |
’ Diat 3 ’ 127,23 ’ 59,43 | 20,38 ’ 4,68 ’ 17,75 | 7,04
| Diat 3 ’ 176,41 ’ 50,13 | 44,58 | 2,30 ’ 28,39 ’ 17,76
’ Diat 3 ’ 64,71 ’ 11,87 | 52,38 ’ 7,18 ’ 35,47 | 12,81
’ Diat 3 ’ 136,71 ’ 66,40 | 89,35 ’ 17,71 ’ 67,17 ’ 58,27
’ Diat 3 ’ 119,82 ’ 38,92 | 26,76 ’ 8,07 ’ 4,38 ’ 74,47

Tab. 24: Einzelwerte der mit dem Kot ausgeschiedenen 3-Galactosidase-Aktivitét (mit Ultraschallbehandlung) von gnotobiotischen Gottinger Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit Iebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat; Angaben in [U 3-Gal/Tag)

’ Schwein 1 ’ Schwein 2 I Schwein 3 ’ Schwein 4 ’ Schwein 5 ’ Schwein 6
| Diat 1 | 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
Diat 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
| | | | | | |
| Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
Diat 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
| | | | | | |
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
| Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
Diat 1 0,00 0,00 0,93 0,00 10,56 0,00
| | | | | | |
’ Diat 1 ’ 0,00 | 0,00 | 0,00 ’ 0,00
| Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 4,13 | 0,54 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 7,23 ’ 9,73 | 2,69 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
Diat 2 3,65 18,22 4,94 0,00 9,29 15,53
| | | | | | |
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’ Diat 2 ’ 10,65 ’ 22,48 | 25,15 ’ 1,16 ’ 22,81 ’ 23,58
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 18,44 | 1,33 ’ 0,00 ’ 1,67 ’ 4,18
’ Diat 2 ’ 0,85 ’ 5,74 ’ 0,00 ’ 1,73 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 1,16 ’ 17,34 ’ 0,28 ’ 3,40 | 10,02
| Diat 2 ’ 0,00 ’ 6,38 | 0,38 | 0,00 ’ 0,00 ’ 3,18
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 14,10 | 0,00 ’ 2,43 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 11,41 | 0,00 ’ 0,00 ’ 1,40 ’ 4,35
’ Diat 2 ’ 0,00 | 8,69 | 4,68 ’ 0,00 | 0,00 | 0,00
’ Diat 2 ’ 1,43 ’ 4,87 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 0,85 ’ 0,87 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 3 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
Diat 3 9,60 7,43 0,00 0,00 4,70
; Diat 3 ; 8,35 ; 15,83 | 0,00 ’ ; 15,55 ; 40,40
’ Diat 3 ’ 43,57 ’ 22,20 | 11,62 ’ 0,00 ’ 66,47
’ Diat 3 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 2,41 | 0,00
| Diat 3 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
Diat 3 8,11 0,00 0,01 0,00 11,72
; Diat 3 ; 86,76 ; 37,81 I 13,73 ; 0,00 ; 15,83 ’ 5,12
’ Diat 3 ’ 142,73 | 30,90 | 22,20 ’ 0,00 | 21,46 | 0,00
’ Diat 3 ’ 41,28 ’ 4,52 | 29,99 ’ 1,95 ’ 26,31 ’ 9,66
’ Diat 3 ’ 97,09 ’ 38,80 | 54,59 ’ 7,84 ’ 51,72 ’ 34,04
’ Diat 3 ’ 41,42 ’ 20,55 | 35,73 ’ 2,31 ’ 5,44 ’ 53,18

Tab. 25: Einzelwerte der mit dem Kot ausgeschiedenen L aktosemenge von gnotobiotischen Ratten nach K efiraufhahme ohne und mit Iebenden bzw. inaktivierten
Laktobazillen (Angaben in g Laktose/Tag)

| Ratte 1 | Ratte 2 | Ratte 3 | Ratte 4 | Ratte 5 | Ratte 6
’ Diat 1 ’ 0,16 ’ 0,54 ’ 0,63 ’ 0,58 ’ 0,27 ’ 0,38
’ Diat 1 ’ 0,66 ’ 0,77 ’ 1,03 ’ 0,92 ’ 0,90 ’ 1,47
’ Diat 1 ’ 1,48 ’ 2,05 ’ 2,37 ’ 2,24 ’ 1,16 ’ 1,39
’ Diat 1 ’ 1,93 ’ 2,99 ’ 2,55 ’ 4,42 ’ 4,34 ’ 3,68
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’ Diat 1 ’ 2,98 ’ 3,27 ’ 1,76 ’ 4,80 ’ 4,42 ’ 5,11
’ Diat 1 ’ 2,14 ’ 2,67 ’ 1,65 ’ 2,56 ’ 3,88 ’ 2,88
’ Diat 1 ’ 3,58 ’ 2,04 ’ 3,47 ’ 3,85 ’ 4,86 ’ 3,89
’ Diat 1 ’ 2,93 ’ 2,66 ’ 2,70 ’ 2,45 ’ 5,02 ’ 5,78
| Diat 1 | 2,43 | 2,64 | 3,08 | 3,56 | 1,74 | 2,34
’ Diat 1 ’ 1,99 ’ 2,80 ’ 1,91 ’ 3,02 ’ 2,06 ’ 2,07
| Diat 1 | 2,08 | 1,61 | 0,67 | 5,88 | 4,93 | 1,91
’ Diat 1 ’ 3,14 ’ 2,56 ’ 1,90 ’ 0,82 ’ 3,27 ’ 3,61
’ Diat 1 ’ 2,41 ’ 2,08 ’ 2,00 ’ 2,69 ’ 2,74 ’ 2,59
’ Diat 1 ’ 0,77 ’ 1,26 ’ 2,38 ’ 1,54 ’ 1,56 ’ 1,51
’ Diat 2 ’ 2,26 ’ 2,57 ’ 2,79 ’ 1,91 | 2,41 | 2,51
’ Diat 2 ’ 1,85 ’ 2,21 ’ 2,51 ’ 1,81 ’ 1,30 ’ 1,34
’ Diat 2 ’ 2,62 ’ 3,10 ’ 3,55 ’ 3,43 ’ 2,11 ’ 3,45
’ Diat 2 ’ 0,91 ’ 1,08 ’ 1,46 ’ 1,40 ’ 0,71 ’ 1,71
’ Diat 2 ’ 0,81 ’ 1,08 ’ 1,59 ’ 1,53 ’ 0,79 ’ 0,94
| Diat 2 | 0,22 | 1,48 | 1,40 | 0,84 | 0,94 | 1,35
’ Diat 2 ’ 1,29 ’ 2,05 ’ 1,50 ’ 1,58 ’ 1,04 ’ 1,18
’ Diat 2 | 0,64 | 0,65 | 1,61 | 1,81 | 1,47 | 1,18
’ Diat 2 ’ 0,81 ’ 0,57 ’ 2,20 ’ 0,77 ’ 1,43 ’ 1,55
’ Diat 2 ’ 0,63 ’ 0,32 ’ 1,31 ’ 0,81 ’ 1,15 ’ 1,54
’ Diat 2 ’ 0,27 ’ 0,48 ’ 1,03 ’ 0,94 ’ 1,06 ’ 0,77
’ Diat 2 ’ 0,03 ’ 0,54 ’ 0,79 ’ 0,67 ’ 1,01 ’ 0,32
| Diat 2 | 0,00 | 0,31 | 0,12 | 0,74 | 0,40 | 0,00
’ Diét 2 ’ 0,18 ’ 0,34 ’ 1,53 ’ 0,85 ’ 1,02 ’ 0,00
’ Diat 3 ’ 0,00 ’ 2,18 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 3 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
| Diat 3 | 1,60 | 0,00 | 0,00 | 0,15 | 0,00 | 0,41
’ Diat 3 ’ 0,32 ’ 0,04 ’ 0,76 ’ 0,25 ’ 0,33 ’ 1,04
’ Diat 3 ’ 0,33 ’ 0,00 | 0,00 | 1,07 | 1,37 | 0,49
’ Diat 3 ’ 0,53 ’ 0,20 ’ 0,64 ’ 0,00 ’ 0,07 ’ 2,42
’ Diat 3 ’ 1,52 ’ 0,21 ’ 1,77 ’ 1,57 ’ 0,03 ’ 1,30
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’ Diat 3 ’ 3,58 ’ 0,30 ’ 0,00 ’ 1,53 ’ 1,68 ’ 0,86
’ Diat 3 ’ 2,17 ’ 1,51 ’ 1,70 ’ 2,03 ’ 0,44 ’ 0,00
’ Diat 3 ’ 12,82 ’ 1,48 ’ 1,15 ’ 1,94 ’ 1,49 ’ 1,18
’ Diat 3 ’ 1,33 ’ 0,75 ’ 2,44 ’ 1,80 ’ 1,28 ’ 1,01

Tab. 26: Einzelwerte der mit dem Kot ausgeschiedenen 3-Galactosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) von gnotobiotischen Ratten nach Kefiraufhahme ohne und
mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit 0-NPG als Substrat; Angaben in IU 3-Gal/Tag)

’ Ratte 1 ’ Ratte 2 I Ratte 3 ’ Ratte 4 ’ Ratte 5 ’ Ratte 6
’ Diat 1 ’ 0,00 | 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
| Diat 1 | 0,00 ’ 0,00 | 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
| Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,40 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 2,30
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 2,08 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
| Diat 2 | 0,39 ’ 0,00 | 0,00 | 0,09 ’ 0,17 ’ 1,39
’ Diat 2 ’ 2,32 ’ 0,30 | 0,00 ’ 1,16 ’ 4,09 | 0,00
| Diat 2 ’ 0,98 ’ 1,22 | 6,25 ’ 0,78 ’ 3,26 ’ 0,64
’ Diét 2 ’ 2,33 ’ 0,37 | 3,46 ’ 2,08 ’ 2,36 | 0,85
’ Diat 2 ’ 2,86 ’ 1,56 | 7,03 ’ 1,13 ’ 2,29 ’ 1,50
’ Diat 2 ’ 5,89 ’ 1,01 | 1,43 ’ 0,46 ’ 1,51 ’ 1,84
’ Diat 2 ’ 6,19 ’ 2,42 | 1,24 ’ 4,66 ’ 1,34 ’ 1,24
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’ Diat 2 ’ 1,27 ’ 6,71 ’ 0,21 ’ 3,04 ’ 0,47 ’ 0,35
’ Diat 2 ’ 4,96 ’ 9,81 ’ 4,78 ’ 4,06 ’ 1,21 ’ 1,14
’ Diat 2 ’ 3,10 ’ 4,15 ’ 1,24 ’ 2,91 ’ 0,88 ’ 0,24
’ Diat 2 ’ 0,18 ’ 1,52 ’ 6,04 ’ 4,72 ’ 3,31 | 5,50
| Diat 2 ’ 0,00 ’ 1,61 ’ 5,99 ’ 1,94 ’ 4,21 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 0,02 ’ 7,95 ’ 4,96 ’ 7,92 ’ 5,00 ’ 0,00
| Diat 3 | 20,75 ’ 1,34 ’ 10,99 | 32,12 ’ 21,16 ’ 35,06
’ Diat 3 ’ 67,40 ’ 31,34 ’ 66,14 ’ 63,15 ’ 40,26 | 68,96
| Diat 3 ’ 55,38 ’ 52,06 ’ 53,34 ’ 50,73 ’ 61,09 ’ 64,28
’ Diat 3 ’ 219,21 ’ 50,45 ’ 168,07 ’ 80,36 ’ 122,13 | 68,29
’ Diat 3 ’ 33,62 ’ 122,71 ’ 96,51 ’ 132,19 ’ 134,36 ’ 131,37
’ Diat 3 ’ 100,30 ’ 149,65 ’ 94,69 ’ 138,23 ’ 95,97 ’ 117,32
’ Diat 3 ’ 46,57 ’ 129,13 ’ 129,57 ’ 189,63 ’ 143,93 ’ 103,20
’ Diat 3 ’ 76,91 ’ 143,25 ’ 92,78 ’ 119,79 ’ 192,12 ’ 151,21
’ Diat 3 ’ 39,70 ’ 106,72 ’ 90,81 ’ 77,99 ’ 128,07 | 132,96
| Diat 3 ’ 66,68 ’ 48,31 ’ 79,45 ’ 30,35 ’ 107,91 ’ 88,69
’ Diat 3 ’ 108,97 ’ 40,30 ’ 95,88 ’ 118,13 ’ 127,71 ’ 108,20

Tab. 27: Einzelwerte der mit dem Kot ausgeschiedenen 3-Galactosidase-Aktivitét (mit Ultraschallbehandlung) von gnotobiotischen Ratten nach K efiraufnahme ohne und mit
lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat; Angaben in U 3-Gal/Tag)

’ Ratte 1 ’ Ratte 2 ’ Ratte 3 ’ Ratte 4 ’ Ratte 5 ’ Ratte 6
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,32 ’ 0,33 ’ 0,07 | 0,13
| Diat 1 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
| Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
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’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,12 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 1 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,29 ’ 0,00 ’ 0,00 | 0,00
’ Diat 2 ’ 0,36 ’ 0,00 | 0,00 | 0,15 ’ 0,46 ’ 1,35
’ Diat 2 ’ 3,32 ’ 0,42 | 0,00 ’ 1,16 ’ 4,53 | 0,04
| Diat 2 ’ 1,46 ’ 1,09 | 7,20 ’ 1,12 ’ 3,56 ’ 1,26
’ Diat 2 ’ 2,81 ’ 0,74 | 4,03 ’ 1,89 ’ 2,34 | 1,29
’ Diat 2 ’ 2,45 ’ 1,41 | 6,41 ’ 1,07 ’ 1,61 ’ 1,12
’ Diat 2 ’ 6,60 ’ 1,31 | 1,12 ’ 0,59 ’ 1,75 ’ 1,81
’ Diat 2 ’ 5,88 ’ 2,56 | 1,20 ’ 4,87 ’ 1,20 ’ 1,19
’ Diat 2 ’ 1,51 ’ 6,88 | 0,45 ’ 3,31 ’ 0,36 ’ 0,00
’ Diat 2 ’ 5,47 ’ 11,82 | 5,26 ’ 3,83 ’ 1,17 | 1,44
| Diat 2 ’ 2,81 ’ 3,47 | 1,35 ’ 2,82 ’ 0,98 ’ 0,15
’ Diat 2 ’ 0,19 ’ 1,51 | 6,08 ’ 5,28 ’ 2,92 | 6,16
’ Diat 2 ’ 0,00 ’ 1,47 | 4,67 ’ 4,62 ’ 4,82 ’ 0,00

Diat 2 0,00 6,64 5,40 6,31 4,58 0,00
; Diat 3 ; 101,10 ; 14,98 I 56,74 ; 176,12 ; 60,19 ; 88,22
’ Diat 3 ’ 167,31 | 131,73 | 197,55 ’ 209,10 ’ 142,26 | 157,76
’ Diat 3 ’ 96,90 ’ 125,92 | 113,27 ’ 104,13 ’ 126,33 ’ 141,85
’ Diat 3 ’ 616,75 ’ 140,57 | 338,58 ’ 255,24 ’ 371,58 ’ 271,03
’ Diat 3 ’ 97,10 ’ 283,33 | 334,91 ’ 354,35 ’ 248,83 ’ 299,34
’ Diat 3 ’ 259,42 ’ 349,47 | 213,58 ’ 333,34 ’ 258,78 ’ 329,48
’ Diat 3 ’ 80,74 ’ 257,28 | 238,50 ’ 228,80 ’ 281,95 | 257,52
| Diat 3 ’ 126,62 ’ 192,28 | 100,29 ’ 182,97 ’ 306,04 ’ 346,42
’ Diat 3 ’ 34,00 ’ 82,01 | 81,87 ’ 70,79 ’ 90,82 | 280,83
’ Diat 3 ’ 74,86 ’ 0,00 | 49,35 ’ 28,32 ’ 109,75 ’ 140,75
’ Diat 3 ’ 133,95 ’ 38,99 | 77,61 ’ 98,30 ’ 131,89 ’ 224,17
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Tab. 28: Zusammensetzung (g/kg) und Nahrstoffkonzentration der semi-synthetischen Dié&t fir die Minischweine

Kasein, sduregefallt 154,7
Maisstérke 686,3
Zellulose 20,0

Sojadl 40,0
Vitamine + Spurenelemente 10,0
Mengenelemente 89,0

Néahrstoffkonzentration (je kg TS):

Umstzbare Energie, kcal 3816
Rohprotein, g 150,3
Lysin, g 11,57
Methionin + Zystin, g 5,60

TS = Trockensubstanz

Tab. 29: Zusammensetzung des Rattenfutters (Angaben pro kg Fertigfutter)

Vitaminmischung:
Vitamin A 37000 U
Vitamin K3 500 mg
Vitamin E 1150 mg
Vitamin D 140000 U
Vitamin B1 140 mg
Vitamin B2 50 mg
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Vitamin B6 40 mg
Vitamin B12 250 mg
Nicotinsdureamid 130 mg
Ca-Pantothenat 300 mg
Cholinchlorid 1000 mg
Biotin 10 mg
Folsdure (in NaOH) 10 mg
p-Aminobenzoesdure 25mg
Inosit 1000 mg
Vitamin C 2000 mg
Zusammensetzung:
Rohprotein 35 %
Rohfett 4,3%
Rohfaser 4.4%
Rohasche 8,0%

Abb. A 1: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene Laktosemenge bei gnotobioti- schen Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten
L aktobazillen; Dauer jeder Didtgabe: 2Wachen; die Diétgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander
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(s. auch Tab. 14 b und Abb. A 8im Anhang) Werte= X * Sz n=6

Laktoseausscheidung
(g Laktose/Tag)

[ R SN I A I S Y Y R W w
|

Sterilkefir (SK) Sk +LB Sk + LB lebend
ohne bestrahlt itot):
Lactobazillen Hiille intakt

(LE) Didten

Abb. A 2: Durchschnittliche wahre, marker-korregierte Verdaulichkeit der Laktosein % (bestimmt mit Cr-EDTA als Marker) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen;
Dauer jeder Didtgabe: 2Wochen; die Diétgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander

(s.auch Tab. 15 b und Abb. A 9im Anhang) Werte= X + Sz n=6

Laktozeverdaulichkeit in %

Sk ohne LB Sk+LB Sk +LB lebend
bestrahlt {tot)

Diaten
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Abb. A 3: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene freie (extrazellulére) [3-Galactosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) bei gnotobiotischen Minischweinen
nach K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat)
Dauer jeder Didtgabe: 2Wochen; die Didtgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander

(s. auch Tab. 16 b und Abb. A 10im Anhang) Werte= X * 85:n=6

- 35
E —_
z 07
X 24T
-
a = 20+
#om
=E 15
E = 10 ¢
8 57 ’—I—‘ =
S 0 | |
R
oterilkefir (5K =k + bestrahlte ok + LB lebend
ohne LB(tot), intakte
Laktobazillen Hille
(LE)
Diaten

Abb. A 4. Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene Gesamt-3-Galactosidase- Aktivitét (mit Ultraschallbehandlung) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat);
Dauer jeder Didtgabe: 2Wochen; die Didtgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander

(s. auch Tab. 17 bund Abb. A 11 im Anhang) Werte= X + S5:n=6
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T
=
x
=
k)
%)
=
=
%
Q
jx
=
(1=}
<
-]
Sterilkefir (S Sk + LB =k +LB lebend
ohne bestrahlt (tot),
Laktabazillen Hille intakt
(LB) Didten

Abb. A 5: Durchschnittlich mit dem Kot ausgeschiedene L aktosemenge bei gnoto- biotischen Ratten nach Kefiraufnahme ohne und mit Iebenden bzw. inak- tivierten
Laktobazillen; Dauer jeder Digtgabe: 2Waochen; die Diétgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander

(s Tab. 18 b und Abb. A 12 im Anhang) Werte= X * Sz n=6
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(LE)
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Abb. A 6: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene 3-Galactosidase-Aktivitét (extrazellulér; ohne Ultraschallbehandlung) gnotobiotischer Ratten nach Kefiraufnahme
ohne/mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (o-NPG als Substrat);
Dauer jeder Didtgabe: 2Wochen; die Didtgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander
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(s. auch Tab. 19 b; Abb. A 13im Anhang) Werte= X * Sz n=6

@
=
= 120
g
= 100 +
== 80
85
=' E EI:I T
25 40
2.2 4
E E 20
E a ; ;
z =20
2 oterilkefir (5K SK+ LB 2k +LE lebend
< ohne bestrahlt (tat),
Laktobazillen Hille intakt
(LE) Didten

Abb. A 7: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene 3-Gal actosidase-Aktivitét (gesamt; mit Ultraschallbehandlung; Darstellung als 1og,o(1+x)) gnotobiotischer Ratten nach
Kefiraufnahme ohne/mit 1ebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (0-NPG als Substrat);
Dauer jeder Didtgabe: 2Wochen; die Didtgabe erfolgte bei den Tieren nacheinander

(s. auch Tab. 20 b und Abb. A 14 im Anhang) Werte = X * Sz n=6

@
2
= 2460
2
= 200 1
5%
8 = 150 ¢
o
w g 100 1
52
T E 50
==
; o . .
m sterilkefir (SK) ok + bestrahlte SK+ LB
Z ahne LBi(tot), intakte lebend
Laktobazillen Hiille
(LE)
Diaten
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Abb. A 8: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene L aktosemenge bei gnotobi oti schen Minischweinen nach Kefiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten

L aktobazillen (s. auch Tab. 14 ¢) Werte= X + 85

g Laktose /Tag

Sterilkafir SE+ SE+LB
[5K) ohre bestrahlte LB lebend
Laktabazillen (tot]), i rkakte
[LE) Hille:
Oi &ten
B Schwein 1 B Schwein 2 O Schwein 3 O Schwein 4 B Schwein § O Schwein 6

Abb. A 9: Durchschnittliche wahre, marker-korregierte Verdaulichkeit der Laktosein % (bestimmt mit Cr-EDTA als Marker) bei gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (s. auch Tab. 15 ¢) Werte= X F 85
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10

100 1

a0 4

fill

Laktosewerdaulichkeit in @

0 A

Skohre LB SE+LB (tot) Sk +LB lebend
DiZten

B Schwein 1 B Schwein 2 0 Schwein 3 0 Schwein 4 B Schwein & B Schwein §

Abb. A 10: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene 3-Gal actosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) bei 6 einzelnen gnotobiotischen Minischweinen nach
Kefiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat)

(s. auch Tab. 16 ¢) Werte= X * Sy

file:/lIG|/Sassadat/Diss/UB/winch/anhang.htm (29 von 33) [03.07.2000 18:58:09]



Dissertation A. Winchenbach - Kapitel 9: Anhang

120
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100 4
on 1
a0 4
7 1
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50 1
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an 4
TR

0 SR— . .

-10
Sterilkefir SE+ LB SKE+LB
(5K ohne bezstrahilt (tot): lebiend
Laktobazillen Hiill= irtaht
(LB
Disten
B Schwein 1 B Schwein 2 O Schwein 3 O Schwein 4 B Schwein § O Schwein G

Abb. A 11: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene [3-Gal actosidase-Aktivitat (mit Ultraschallbehandlung) bei 6 einzelnen gnotobiotischen Minischweinen nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG al's Substrat)

(s. auch Tab. 17 ¢) Werte = X + 85

100
a0 +
a0 +
0+
60 +
Lr:‘i," 501
S 40t
30+
20+
10+ i 1
|:| T J. =+ =3 t
-10
Sterilkefir SK+ LB Sk +LB
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Disten
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Abb. A 12: Durchschnittliche im Kot ausgeschiedene L aktosemenge bei gnotobiotischen Rtten nach Kefiraufnahme ohne und mit Iebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen
(s. auch Tab. 18 c) Werte= X £ 55

g Laktose MTag

Sterilkfir 5K+ K+ LB
(5 k) ohne besrahle LB lebend
Laktobazillen ftat ], i neakte
[LE} Hlle
Dizten
O Ratte 1 B Ratte 2 O Ratte 3 O Ratte 4 B Ratte 5 O Ratte f

Abb. A 13: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene 3-Gal actosidase-Aktivitét (ohne Ultraschallbehandlung) bei 6 einzelnen gnotobiotischen Ratten nach
Kefiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat)

(s. auch Tab. 19 ¢) Werte = X S5
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I Tag

Sterilloefir 5K+ LB SK+LB
(5 k) ohne bestrahlt itof): lebiend
Laktobazillen Hille intakt

(LE)
Oiaten

= Fatte 1 W Fatte 2 O Fatte 3 O Fathe 4 W Fatte & O Fathe G

Abb. A 14: Durchschnittliche mit dem Kot ausgeschiedene [3-Galactosidase-Aktivitdt (mit Ultraschallbehandlung) bei 6 einzelnen gnotobiotischen Ratten nach
K efiraufnahme ohne und mit lebenden bzw. inaktivierten Laktobazillen (bestimmt mit o-NPG als Substrat)

(s. auch Tab. 20 ¢) Werte = X % Sx
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