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1.  Einleitung

Die Mangofrucht und daraus hergestellte Produkte nehmen im Spektrum der importierten
Frichte in Deutschland eine wichtige Rolle ein. Die Importvolumina sind in den letzten Jahren
kontinuierlich angestiegen, von 57.800 t im Jahr 2011 auf 66.830 t im Jahr 2015, wobei in der
Statistik auch Mangostanfriichte und Guaven in geringem Umfang enthalten sind (Statista
2016). Die nach der Verarbeitung anfallenden Nebenprodukte finden derzeit keine
Verwendung und belaufen sich Studien zufolge auf 23.390 — 39.780 t (2015) pro Jahr mit
steigender Tendenz (Larrauri et al. 1996, Statista 2016). Da in diversen Studien gezeigt werden
konnte, dass die Inhaltsstoffe der bisher nicht ausreichend verwerteten Mangoschalen
gesundheitsforderliche, z. B. antimikrobielle und antioxidative Eigenschaften haben, erscheint

dieser Aspekt auch fir die Tiergesundheit relevant.

Eine der interessantesten Komponenten stellt das Pektin dar. Pektine finden in der Industrie
Verwendung als Geliermittel und beeinflussen als unverdauliche Kohlenhydrate den
Stoffwechsel der Mikrobiota im Dickdarm. Studien an Legehennen zeigten, dass Pektine als
Nicht-Starke-Polysaccharide (NSP) jedoch auch negative Einflisse auf die Leistung von
Huhnern haben kénnen (Langhout und Schutte 1996, Langhout et al. 1999). Nach dem
aktuellen Stand in der Literatur existieren wenige Arbeiten, in denen Mangokerne und Schalen
in der Geflugelernahrung eingesetzt wurden. Die Auswirkungen der Mangoschalenfiitterung
auf die Verdauungsphysiologie und Beeinflussung der Mikrobiota wurde bisher nie im
Zusammenhang mit der Tierleistung betrachtet. Es bestehen Liicken in der Literatur, was die
prazakale Nahrstoffverdaulichkeit als auch den Einfluss auf die mikrobielle Besiedlung des
Darms von Broilern nach der Futterung von Mangoschalen in niedrigen Konzentrationen (1
und 2 %) angeht.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Mangoschalen als Futterkomponente bei Broilern
auf die Leistung, verdauungsphysiologische Parameter und die intestinale Mikrobiota zu
ermitteln. Durch die Testung von Mangoschalen und Mangopektin mittels In-vitro-Verfahren
soliten Einflisse auf die Produktion bakterieller Metaboliten im Vergleich mit Apfelpektin
ermittelt werden. Die Wirkungen auf verschiedene Escherichia coli-Stamme aviarer Herkunft

wurden ebenfalls in-vitro geprift.



2. Literatur

2.1. Herkunft und Systematik der Mango

Die Familie der Sumachgewachse (Anacardiaceae) stammt urspringlich aus der Gegend
zwischen Indien, Myanmar und Bangladesch. Sie besteht aus 70 Gattungen mit 985 Arten. Zu
dem Genus Mangifera L. werden bisher ca. 1000 Sorten gezahlt (Bresinsky et al. 2008). Die
wichtigsten Sorten flr den weltweiten Handel sind Haden, Tommy Atkins, Kent und Keitt (De
La Cruz Medina und Garcia 2002). Die Sorten unterscheiden sich hinsichtlich ihrer GréRe,
Form, Farbe, Geruch, Geschmack, Erntezeit und einiger weiterer Eigenschaften. Der
Reifegrad und die klimatischen Bedingungen wahrend des Wachstums haben einen grol3en
Einfluss auf den Gehalt der verschiedenen Inhaltsstoffe. Die Mango hat die grofdte

wirtschaftliche Bedeutung innerhalb der Anacardiaceae.

Die systematische Zuordnung der Mango ist nachfolgend dargestellt (IUCN 1998):

Systematik
Stamm: Magnoliphyta
Klasse: Magnoliopsida

Ordnung: Sapindales (Seifenbaumartige)

Familie: Anacardiaceae (Sumachgewéachse)

Genus: Mangifera L.

Spezies: Mangifera indica L. (Mango)

21.1. Produktion der Mango und Import nach Deutschland

Die nationale Jahreseinfuhrstatistik des Bundesamts fiir Ernahrung und Landwirtschaft gibt
Aufschluss Uber die jahrlichen Importe von Mangos nach Deutschland, zusammen mit Guaven
und Mangostanfriichten. Da die Mango den Grolfiteil dieser Importe ausmacht, sind diese
Zahlen fir die Interpretation der Entwicklung der Mangoimporte innerhalb Deutschlands
nutzbar.

In Deutschland steigen die Zahlen der Mangofruchtimporte von 2005 mit einem Importvolumen
von 39.190 t bis 2015 auf ein Gesamtimportvolumen von 66.282 t kontinuierlich an. Griinde
fur einen zeitweiligen Riickgang der Importe fir 2009 und 2012 konnten nicht ermittelt werden,
jedoch kam es 2014 zu einem kompletten Importstopp von reifen Mangos aus Indien wahrend

der gesamten Saison von Marz 2014 bis Marz 2015 aufgrund nicht erflllter Qualitatsstandards
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im vorangegangen Jahr, da hier ein vermehrter Schadlingsbefall aufgetreten war (EU-Aktuell
2015). Einen Uberblick Uber die Entwicklung der Importvolumen in Tonnen (t) nach
Deutschland in den Jahren 2004 bis 2015 gibt folgende Grafik (Abbildung 1):
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Abb. 1: Import von Guaven, Mangofriichten und Mangostanfriichten nach Deutschland
2005-2015
Erstellt auf Grundlage der Daten aus der nationalen Jahreseinfuhrstatistik (BMELV 2008, 2011, 2016)

Nur ein geringer Teil der aktuell importierten Mangos stammen aus Landern der EU. In Spanien
(3.305tin 2015), Italien (799 tin 2015) und Frankreich (365 t in 2015) wurden vergleichsweise
wenige Mangos produziert und hauptsachlich auf regionalen Markten gehandelt. Die
europaische Mangoproduktion konnte in den Jahren 2005 von 504 t bis 2015 auf 4.531 t um
das Neunfache ausgedehnt werden. Bezogen auf die Gesamtmenge aller Importe stammt das
Hauptvolumen von 62.297 t im Jahr 2015 aus Drittlandern, vorwiegend aus Landern in

Sludamerika, Afrika und Asien.



2.2. Hauptnahrstoffgehalte der Mango und ihrer Bestandteile

Bei der Mango handelt es sich um eine Steinfrucht mit groRen Variationen in Gro3e, Farbe
und Geschmack. Sie setzt sich aus gelbem Fruchtfleisch, das eine unterschiedliche Textur
aufweist, einem Kern und der Schale zusammen. Der Kern ist ovoid bis langlich und ummantelt
von einem festen, verdichteten und faserigen Endokarp. Der Wassergehalt des Fruchtfleischs
liegt mit ca. 82 % relativ hoch. Um einen Verderb hierdurch vorzubeugen, ist eine korrekte
Lagerung bzw. Aufbereitung der Friichte notwendig.

Im Detail entfallen beispielsweise bei der beliebten Tommy Atkins-Mango Gewichtsanteile von
79,5 % auf das Fruchtfleisch, 12 % auf die Schale und 8,5 % auf den Kern (De La Cruz Medina
und Garcia 2002).

Der Kern enthalt den protein- und kohlenhydratreichen Samen. Das Verhaltnis von den

Fruchtanteilen zueinander ist grafisch in Abbildung 2 dargestellt.

= Fruchtfleisch Schale Kern

Abb. 2: Prozentuale Anteile der reifen Mangofrucht, SorteTommy Atkins (De La Cruz
Medina und Garcia 2002)

Daten zur genaueren Analyse der Faserfraktionen NDF und ADF liegen flir Schale,
Fruchtfleisch und Kerne von reifen Frichten der Tommy Atkins Mango aus Mexiko vor. Der
Gehalt an ADF in der reifen Mangosorte Tommy Atkins (Herkunft Mexiko) war im Fruchtfleisch
mit 33,3 % am hdchsten, der Kern (24,1 %) und die Schale (17,4 %) enthielten deutlich weniger
ADF. Bei den Gehalten an NDF verhielt es sich dhnlich, das Fruchtfleisch wies 66,6 % auf, der
Kern enthielt 56,7 % und die Schale enthielt vergleichbar geringe Gehalte mit 40,1 %. Die

genauen Gehalte sind in Tabelle 1 nachfolgend dargestellt:



Tab. 1: Gehalt der Hauptndhrstoffe in verschiedenen Fruchtanteilen der reifen
Mangofrucht (in % TM), Sorte Tommy Atkins

Anteil TS ADF NDF Ra

Schale 21,9 17,4 40,1 0,50
Fruchtfleisch 16,4 33,3 66,6 0,25
Kern 40,8 24,1 56,7 2,13

(Guzman et al. 2013), Herkunft Mexiko

Neben den Faserstoffen spielen weitere Inhaltsstoffe eine wichtige Rolle bei der Bewertung
als Futtermittel. Der Hauptnahrstoffgehalt der Schale, des Kerns und des Fruchtfleischs wurde
bei verschiedenen Sorten gemessen (Ravindran und Sivakanesan 1996, Ajila et al. 2007). Die
Schalen weisen mit 25 - 34 % gegenuber dem Fruchtfleisch mit 19 % einen héheren Gehalt
an Trockenmasse auf. Das Fruchtfleisch weist eine feuchte Textur auf, welche es als Rohstoff
zur Saftherstellung besonders geeignet macht. Der Rohproteingehalt und der Anteil an
stickstofffreien Extraktstoffen (NfE) sind im Kern am hochsten (Rp 6,2 % der TM, NfE 78,6 %
der TM), gefolgt von den Mangoschalen (Rp bis zu 2,05 % der TM, NfE bis zu 28,2 % der TM).
Die niedrigsten Gehalte an NfE sind im Fruchtfleisch zu finden (16,9 % der TM). Auch ist der
Gehalt an Rohfett (0,4 % der TM) und Rohasche (0,4 % der TM) im Fruchtfleisch geringer als
in den Anteilen der Schale (Rfe 2,16-2,66 % der TM; Ra 1,16-3,0 % der TM) und des Kerns
(Rfe 10,6 % der TM; Ra 2,6 % der TM). Die Daten sind in Tabelle 2 dargestellit.

Tab. 2: Gehalt der Hauptnahrstoffe in verschiedenen Fruchtanteilen der reifen
Mangofrucht (in % TM)

Sorte Anteil TS Rfa NfE Rp Rfe Ra
Raspuri, Badami Schale™ 25-34 3,28-7,40 20,8-28,2 1,76-2,05 2,16-2,66 1,16-3,0
Raspuri, Badami Fruchtfleisch™ 19 0,7 16,9 0,6 0,4 0,4
Unbekannt Kern X 1,9 78,6 6,2 10,6 2,6

TS - Trockensubstanz, Rfa - Rohfaser, NfE - Stickstofffreie Extraktstoffe, Rp - Rohprotein, Rfe - Rohfett,
Ra — Rohasche, x-nicht gemessen

' (Ajila et al. 2007), Herkunft Indien

2 (Ravindran und Sivakanesan 1996), Herkunft unbekannt

Bei der Analyse der Mangoschalen der Sorte Hayden im reifen Zustand waren Kalzium mit
4445 mg/kg TS, Kalium mit 2910 mg/kg TS und Magnesium 950 mg/kg TS festzustellen
(Larrauri et al. 1996). Die Mineralstoffgehalte des Fruchtkorpers sind verglichen mit der Schale
oder dem Kern insgesamt niedriger. Kalium stellt hier mengenmafig die grofte Fraktion dar

mit 1700 mg/kg TS. Im Kern waren 4500 mg/kg TS Kalzium nachweisbar, er wies damit



ahnliche Gehalte wie die Schale mit 4445 mg/kg TS auf. Hohe Magnesiumgehalte waren im
Kern mit 9800 mg/kg TS festzustellen, ebenfalls war ein hoher Natriumgehalt mit 1500 mg/kg
TS im Vergleich mit dem Fruchtkdrper mit 50 mg/kg TS und der Schale mit 638 mg/kg TS zu
ermitteln. Im Kern waren 2300 mg/kg TS Phosphor nachweisbar, wohingegen das
Fruchtfleisch nur 130 mg/kg TS enthielt, in der Schale wurde der Phosphatgehalt nicht
analysiert (Larrauri et al. 1996, Odunsi 2005, Souci et al. 2008).

Die Daten der Mineralstoffgehalte der einzelnen Fruchtanteile sind nachfolgend in Tabelle 3
dargestellt.

Tab. 3: Mineralstoffgehalte in Mangoprodukten in mg/kg TS

Schale*'  Fruchtkdrper™ Kern™
Kalzium 4445 120 4500
Phosphor X 130 2300
Kalium 2910 1700 600
Magnesium 950 180 9800
Natrium 638 50,0 1500
Eisen 175 4 530
Zink 32.5 1,20 263
Kupfer <0,03 0,64 402
Mangan <0,01 1,70 611

*1 Sorte Hayden, reif, Herkunft Cuba (Larrauri et al. 1996)

*2 Sorte unbekannt, reif, Herkunft unbekannt (Souci et al. 2008)
*3 Sorte unbekannt, Herkunft Nigeria (Odunsi 2005)

X = nicht gemessen

2.3. Sekundare pflanzliche Inhaltsstoffe der Mango

Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe weisen interessante Anwendungsgebiete in der Erndhrung
auf. Als besonders mafigebend werden von vielen Autoren das in der Mango enthaltene Pektin
und die Polyphenole angesehen. Bei Pektinen unterscheidet man niedrigveresterte Pektine
(Veresterungsgrad < 50 %) von hochveresterten Pektinen (Veresterungsgrad > 50 %).
Hochveresterte Pektine weisen starkere Geliereigenschaften auf als niedrig veresterte.
Pektine fallen in hohem Male bei der industriellen Herstellung von Saften und anderen
Produkten an. Die Gehalte an hochveresterten Pektinen in Friichten variieren: Apfel enthalten
1 - 1,5 %, Aprikosen 1 %, Kirschen 0,4 %, Apfelsinen 0,9-3,5 %, Moéhren 1,4 %,
Orangenschalen und Zitronenschalen weisen einen hohen Gehalt an Pektinen in Héhe von
30-50 % vor allem im Mesokarp auf. Als reichhaltige Quelle wird auch Apfeltrester mit 15 %
Pektinanteil zunehmend verwendet (Peter und Seibel 2015).Der Gehalt an Pektinen in der

Mangoschale erreichte bei den unterschiedlichen Sorten



12 — 25 %, der Veresterungsgrad des Pektins variiert zwischen 56 und 66 % (Berardini et al.
2005). Diese Werte stimmen mit den Ergebnissen anderer Studien Uberein (Srirangarajan und
Shrikhande 1977, Kratchanova et al. 1991). Wahrend der Reife verringert sich der Pektingehalt
in den Schalen nicht (Sirisakulwat et al. 2008). Bei der Produktion von Sirup aus reifen Mangos
der Sorte Hayden (Anbauland Cuba) wurde der Anteil an Nebenprodukten, insbesondere
Schalen und Kerne, mit 35 - 60 % beziffert. Die enthaltenen Pektine haben eine hohe

Wasserbindungskapazitat, die bei 11 g Wasser/g TS lag (Larrauri et al. 1996).

Mangopektin ist im Fruchtfleisch in geringeren Maf3en enthalten. Bei einer Untersuchung von
reifem Fruchtfleisch aus Guinea wurden Gehalte in der Sorte Ceni von 5,8 % mit einem
Veresterungsgrad von 77,4 % nachgewiesen, wohingegen die Sorte Springfield aus der
gleichen Region 9,3 % Pektin mit einem Veresterungsgrad von 62,3 % enthielt (Kratchanova
et al. 1991). Der Pektingehalt im Fruchtfleisch nimmt wahrend der Reifungsprozesse aufgrund
von enzymatischen Abbauprozessen durch Polygalakturonase, Pektinesterase und (-
Galaktosidase in Verbindung mit dem reifungsbedingten fortschreitenden Verlust an Textur
kontinuierlich ab (Ketsa et al. 1998). Im Kern wurde der Pektingehalt bisher offenbar nicht

untersucht.

Mangopektin  wird den hochveresterten Pektinen zugeordnet und weist gute
Geliereigenschaften auf. Vergleichbare Gehalte an Pektinen wurden in Apfeltrester
nachgewiesen. Eine Studie verglich die Pektingehalte der Mangoschalen von den Sorten
Dassehri, Langra und Alphonso mit den Gehalten in Apfeltrester. Hierbei ergab sich, dass die
Mangosorten Dassehri 18 — 19 % TM, Langra 15 — 16 % TM und Alphonso 13 % TM Pektin
gegeniber 15 — 18 % TM Pektin in Apfeltrester enthielten (Srirangarajan und Shrikhande
1979). Die gelbildenden Eigenschaften des Mangopektins liegen aufgrund niedrigerer Gehalte
an Galakturonsaure unter denen der Apfelpektine und weisen somit verringerte
Verdickungseigenschaften auf (Srirangarajan und Shrikhande 1979, Sirisakulwat et al. 2008).
Neben den Pektinen der Mangoschalen besteht ein hohes Interesse an den enthaltenen
Polyphenolen.

Polyphenole dienen Pflanzen als Schutz gegen Pilz- und Bakterieninfektionen (Matern und
Grimmig 1993, Robards et al. 1999). Die Verwendung von Mangoschalen in der Tierernahrung
wurde aufgrund ihrer Gehalte an sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen empfohlen (Ribeiro et al.
2008). Die Polyphenole der Mango wurden chemisch charakterisiert und die Schalen sind eine
gut nutzbare Quelle fir Polyphenole (Berardini 2005). In einer Untersuchung an 16
verschiedenen Mangosorten aus Brasilien mit unbekanntem Reifegrad wurde der
Polyphenolgehalt in Kernen und Schalen bestimmt. Die Gehalte sind im Kern mit bis zu 200

g/kg TM hoher als in der Mangoschale mit Gehalten von bis zu 91 g/kg TM (Barreto et al.



2008). Eine Studie verglich die Polyphenolgehalte in den reifen Schalen und im Fruchtfleisch
der Tommy Atkins Mango aus Chile. Die Studie konnte zeigen, dass der Polyphenolgehalt in
den Schalen mit 43 + 3,95 mg GAE/100 g frischem Material héher lag als im Fruchtfleisch mit
25 + 1,72 mg GAE/100 g frischem Material. Diese Ergebnisse konnten auch fur die Gehalte
einer weiteren Sorte der gleichen Region bestatigt werden (Ramirez et al. 2013).

Der Gehalt an Polyphenolen wird auch durch die Sorte beeinflusst. In einer Studie wurden 14
verschiedene Mangosorten auf ihren Gehalt an Flavonol O- und Xanthon C-Glukoside, welche
jeweils Polyphenolfraktionen darstellen, untersucht. Die untersuchten Sorten wiesen grol3e
Unterschiede in ihren Gehalten an Flavonolen und Xanthonen auf, sie enthielten zwischen 360
mg/kg (Sorte Mon Duen Gao) und 4860 mg/kg (Sorte José). Eine Identifikation der
verwendeten Mangosorten in Qualitatskontrollen wird aufgrund der sortentypischen Muster
somit madglich (Schieber et al. 2003b). Der Reifegrad stellt einen weiteren beeinflussenden
Faktor fir den Polyphenolgehalt dar, da der Gehalt mit der Reifung in den Schalen ansteigt.
So konnten bei Schalen von unreifen Friichten der Sorte Raspuri Polyphenole in Héhe von
8,12 mg/100 g TM gemessen werden, bei reifen Schalen derselben Sorte wurde eine vielfache
Menge in Héhe von 29,52 mg/100 g TM gemessen. Auch Untersuchungen der Sorte Badami
zur selben Zeit bestatigten diese Ergebnisse (Ajila und Prasada Rao 2013). Vergleichbare
Studien zu den Veranderungen wahrend des Reifungsprozesses gibt es fur Fruchtfleisch und
Kerne bisher offenbar nicht.

Die Mango stellt eine reichhaltige Quelle fur Polyphenolverbindungen dar, deren Wirkungen
noch nicht ganzlich erforscht sind (Gorinstein et al. 1999, Berardini et al. 2004). Mangiferin und
die enthaltenen Gallotannine stellen die wichtigsten Komponenten innerhalb der
Polyphenolfraktion dar (Berardini et al. 2004, Berardini et al. 2005, Masibo und He 2008).

Die in der Mangoschale und Kernen vorkommenden Tannine kdnnen einen wichtigen Einfluss
auf die Akzeptanz und Verdaulichkeit von Futtermitteln haben. In der Mangoschale wurden 18
verschiedene Gallotanninderivate identifiziert (Kabuki et al. 2000a, Berardini et al. 2004). Sie
sind in allen Teilen der Frucht auffindbar, wobei die hochsten Gehalte an Gallotanninen in der
Sorte Tommy Atkins in den Kernen mit 15,5 mg/g TM vorlagen, in der Schale waren nur 1,4
mg/g TM nachzuweisen und im Fruchtfleisch 0,2 mg/g TM (Berardini et al. 2004). Unter den
Xanthonen wurden Mangiferin, verschiedene Mangiferin-Gallate und a-Mangostin
nachgewiesen. Unter den Flavonoiden stellen das Quercetin und das Kaempferol die
wichtigsten Komponenten dar, wobei auch zahlreiche Verbindungen dieser Substanzen mit
verschiedenen Zuckerresten nachgewiesen worden sind (Berardini et al. 2005). Bei den
Gallotanninen handelt es sich wesentlich um Galloylglukose, welche an verschiedenen Stellen
Hydroxylierungen aufweisen. Benzophenone, wie das Maclurin werden eingeteilt in
verschiedene Major- und Minor-Alkenylresorcinole und waren ebenfalls nachweisbar

(Berardini et al. 2004, Knddler et al. 2007). Uber die einzelnen Substanzen liegen bisher nur



wenige Daten vor, daher wird im Kapitel 2.6 und 2.7 nadher auf die Effekte der

Hauptkomponenten wie Tannine und Mangiferin eingegangen. Die Polyphenolfraktion in der

Mangoschale ist in Tabelle 4 aufgefuhrt:

Tab. 4: Polyphenolfraktionen von verschiedenen Mangoschalen

Xanthone Flavonoide Gallotannine Benzophenone Major- Minor-
Alkenylresorcinole Alkenylresorcinole
Mangiferin Quercetin Tetra-O- Maclurin 5-(12- Hydroxyhepta-
galloyl- heptadecenyl)- decadienylresorci
Glukose resorcinol nol
Mangiferin-  Quercetin  3-O- Penta-O- Maclurin-mono- 5-pentadecyl- Hydroxypenta-
Gallate galaktoside galloyl- O-galloyl- resorcinol decenylresorcinol
Glukose glukoside
Isomangi- Quercetin  3-O- Hexa-O- Maclurin-di-O-  5-(9Z,12Z- Tetradecenyl-
ferin glukoside galloyl- galloyl-glukoside heptadecenyl)- resorcinol
glucose resorcinol
Isomangiferin Quercetin  3-O- Hepta-O- Maclurin-tri-O-  5-(12Z- Heptadecatrienyl-
-Gallate xyloside galloyl- galloyl-glukoside heptadecenyl)- resorcinol
glucose resorcinol
a-Mangostin - Quercetin  3-O- Octa-O- Iriflophenone di- Heptadecadienyl-
arabinopyranosi galloyl- O- resorcinol
de glucose galloylglukoside
Quercetin  3-O- Nona-O- Pentadecyl-
rhamnoside galloyl- resorcinol
glucose
Kaempferol Heptadecenyl-
resorcinol
Kaempferol 3-O-
glukoside Nonadecenyl-
resorcinol

(Berardini et al. 2004, Berardini et al. 2005, Knédler et al. 2007)



2.4. Mangoreste als Futtermittel

Bisher wurden die Schalen der Mango hauptsachlich bei Schafen (Sanon und Kanwe 2010),
Rindern (Sruamsiri und Silman 2009), Schweinen (Brucker 2016) und Legehennen als
Futtersupplement untersucht (Zia-ur-Rehman et al. 1994). Nur wenige Studien existieren Uber
den Einsatz als Tierfutter bei Broilern und zu den Effekten auf Leistung und Tiergesundheit.
Durch die Futterung von Mangoschalenresten aus der Fruchtsaftindustrie konnte eine
Absenkung der Harnstoffausscheidung bei Rindern nachgewiesen werden (Azevédo et al.
2011). Eine Arbeitsgruppe testete die Wirkung von Mangoresten auf die Leistung bei Broilern.
Hierbei wurden gemahlene Mangoschalen inkl. Resten von Mangokernen aus der
Fruchtsaftindustrie in einer Dosierung von bis zu 10 % dem Futter der Broiler zugesetzt. Eine
Beeinflussung der Futteraufnahme, Korpermassenzunahme oder der Leistungsdaten
(Futteraufwand) konnte nicht festgestellt werden, wenn das Produkt mit einem Anteil von bis
zu 5 % eingesetzt wurde. Bei hoheren Mengen konnte ein ungunstigerer Futteraufwand
festgestellt werden. Dieser Effekt wurde auf die méglichen adstringierenden Wirkungen der

enthaltenen Tannine im Darm zurtickgefuhrt.

Bei einer Fltterung von mehr als 5 % Mangoresten (Schalen inkl. Kerne) in der Ration wurden
eine geringere Gewichtszunahme und eine schlechtere Futterverwertung wahrend des
Versuchszeitraums festgestellt. Laut der Meinung der Autoren waren diese Effekte auf die
enthaltenen Tannine zurtckzuflihren, da Tannine durch Komplexbildung fahig sind, eine
verminderte Verwertung von Proteinen, Kohlenhydraten und Mineralien herbeizufiihren. Bei
Anteilen von 2,5 - 10 % Mangoresten in den Rationen der Testgruppen konnte eine linear
verminderte Futterverwertung in Kombination mit einer erhéhten Futteraufnahme und einem
geringeren Endgewicht ab einem steigenden Gehalt von 5 % bei Mangoresten in der Ration
gegenuber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Fontes Vieiral et al. 2008).

Einen nachweislichen Einfluss hatte die Futterung von Mangoschalen auf die Qualitat
tierischer Erzeugnisse von Broilern in einer weiteren Studie: Nach der Fitterung von 0,02 —
0,04 % eines ethanolischen Mangoschalen- oder Mangokernextraktes im Futter mit einem
Polyphenolgehalt des Extraktes von 52 % wurde ein positiver Einfluss auf die Haltbarkeit und
Produktqualitat des Broilerfleischs nachgewiesen. Die Produkthaltbarkeit und Qualitat wurde
anhand der Lipidperoxidation und des Farberhalts im gefrorenen Zustand binnen 90 Tagen
gegenlber der Kontrollgruppe ohne Mangoresten in der Ration gemessen. Das Ausmal} der
Lipidperoxidation wurde anhand des Gehalts an Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen
(TBARS) nachgewiesen, wobei bereits ein Gehalt von 0,02 % Mangoschalen oder
Mangokernen/kg Futter in der Ration zu einem um 32 - 34 % niedrigeren Gehalt der TBARS

gegenuber der Kontrollgruppe fiihrte. Diese Effekte waren konzentrationsabhangig und die
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Fatterung von 0,04 % des ethanolischen Extrakts aus Mangokernen/kg Futter stellte sich als
die effektivste Variante heraus. Die Absenkung des Gehalts an TBARS erreichte 45 %
gegenuber der Kontrollgruppe. Die Futterung von 0,04 % des Mangoschalenextrakts im Futter
fihrte zu einer ahnlich hohen Absenkung der TBARS gegeniber der Kontrollgruppe. Durch
kolorimetrische Messungen wurde geprift, ob das Fleisch der Versuchsgruppen mit
Mangoschalen oder -kernextrakt in der Ration Farbverdnderungen gegentber der
Kontrollgruppe langsamer entwickelt. Die Fltterung hatte jedoch keinen Einfluss auf die

Farbverluste wahrend der Lagerung (Freitas et al. 2015).

2.5. Auswirkungen von Mangofitterung auf Hihner

2.51. Einfluss der Mangofiitterung auf zootechnische Leistungen

Es wurden bisher wenige Studien in Verbindung der Mango und ihrer Beiprodukte, wie Schalen
und Kerne, mit Hihnern zu den mdéglichen Effekten auf die Leistung durchgefiuhrt. Es wurden
haufig unterschiedliche Mangokompartimente miteinander verglichen oder gleichzeitig

verfuttert, sodass sich kein differenziertes Bild darstellt.

Mangoschalen aus Makurdi (Nigeria) wurden mit dem Fruchtfleisch von den reifen Sorten
Julie, Peter, Alphonso, Hindi, John und Lage entfernt, sonnengetrocknet und danach als
Mangomehl dem Futter von Broilern in steigenden Konzentrationen von 0, 5, 10, 15 und 20 %
zugesetzt. Die Broiler wurden ab dem 28. Lebenstag lber 42 Tage mit den Versuchsdiaten
gefittert. Ab einem Gehalt von 15 % an Mangomehl zeigten die Tiere signifikant niedrigere
Leistungsparameter. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe zeigten Tiere mit der Fltterung von
5 — 10 % Mangomehl keine Unterschiede. Im Detail zeigte die Kontrollgruppe eine
Kérpermasse von 2143 g, bei 15 % Mangomehl erreichten die Broiler nur 1880 g, bei 20 %
Mangomehl wurden 1783 g erreicht. Die tagliche Futteraufnahme war zwischen allen Gruppen
vergleichbar, jedoch wurde der - insgesamt hohe - Futteraufwand der Versuchstiere mit
steigendem Gehalt an Mangomehl unglnstiger. Ursachen fir die verminderten
Leistungsparameter der Versuchsgruppen mit hohen Konzentrationen an Mangomehl wurden
in den niedrigeren Gehalten an Rohprotein und in steigenden Gehalten an Polyphenolen und
Tanninen bei den Versuchsdiaten gesehen. Auch die Beschaffenheit des Futters war mit
steigenden Gehalten an Mangomehl nicht mehr homogen und kénnte laut den Autoren zu
einer Selektion der Futterpartikel gefihrt haben (Tyohemba Orayaga et al. 2015). Weitere
Studien zur Verwendung von Mangoschalen als Futtermittel bei Broilern oder Legehennen sind

offenbar nicht durchgeflihrt worden.
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Mangoschalen wurden hinsichtlich ihres Nutzens in der Ernahrung von Broilern und
Legehennen auch im Vergleich mit Mangokernen untersucht. Eine Studie an Legehennen
wurde im Alter von 28 Lebenswochen fur eine Dauer von 17 Wochen mit der Futterung von
Mangoschalen oder —kernen in H6he von 0 - 8 % durchgefuhrt. Die Kérpermasse im Alter von
45 Wochen wurde malfigeblich durch die Futterung beeinflusst. Bei Fitterung von 8 %
Mangokernen lag diese bei 2,2 kg und damit um 0,5 kg unter denen der Kontrollgruppe. Die
Tiere, die die Ration mit 8 % Mangoschalen erhielten, wiesen eine Differenz von 0,1 kg im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Die Legeleistung lag nach der Fitterung von 8 %
Mangokernen bei 55 Eiern/ 100 Hennen/ Tag, die Kontrollgruppe erreichte demgegeniber 68
Eier/100 Hennen/ Tag, bei Einschluss der Mangoschalen waren vergleichbare Werte
festzustellen (69 Eier/100 Hennen/ Tag). Der Futteraufwand je g Eimasse war bei den Tieren
mit Mangoschalen in der Ration am geringsten mit 3,15 g, die Kontrollgruppe lag bei 3,55 g
und bei Mangokernfiitterung stieg der Futteraufwand auf 3,73 g (Zia-ur-Rehman et al. 1994).
Verschiedene Inhaltsstoffe der Mangokerne wurden fiir die verminderte Eiproduktion
verantwortlich gemacht. Der hohe Gehalt an Tanninen und Saponinen in den Kernen kann den
Geschmack des Futters verandert haben. Hohe Gehalte an Zellulose und Hemizelllulose
wurden als weitere Ursachen fir die Minderung der Futteraufnahme betrachtet. Die
Studienergebnisse lassen aus Sicht der Autoren den Ruckschluss zu, dass die Futterung von
Mangoschalen bei Legehennen unter den gewahlten Versuchsbedingungen nicht zu

Leistungsminderungen fuhrte (Zia-ur-Rehman et al. 1994).

Eine Studie aus Nigeria verglich die Effekte bei der Futterung einer isokalorischen und
isonitrogenen Diat mit steigendem Anteil Mangokernmehl von 0 bis 25 % bei Legehennen und
Broilern. Bei Legehennen konnten hier wie bei einer fruheren Studie (Zia-ur-Rehman et al.
1994) negative Effekte auf die Futteraufnahme, Eischalendicke, Eianzahl und -masse bei
héheren Anteilen an Mangokernmehl nachgewiesen werden. Diese Effekte waren
konzentrationsabhangig und ab einem Gehalt von 15 % Mangokernmehl deutlich. Bei Broilern
fuhrten Diaten mit bis zu 10 % Mangokernmehl sogar zu einer verbesserten Zunahme. Hohere
Mengen (15 und 20 %) Mangokernmehl wiesen keine weiteren negativen Effekte im Vergleich
mit der Kontrollgruppe hinsichtlich der Gewichtszunahmen und Futteraufnahme und -
verwertung auf, wenn die Ration energetisch sowie hinsichtlich des Proteingehalts durch eine
Erganzung mit Sojamehl ausbalanciert war (Odunsi 2005).

Bei der Fltterung von Mangoresten aus der Saftindustrie an Broiler wurde eine Mischung aus
Schalen und Kernen in Konzentrationen von 0 - 10 % Uber 42 Tage an Broiler gefittert. Bis zu
einem Gehalt an 5 % Mangoprodukten wurde der Futteraufwand nicht unglnstig beeinflusst.
Ab einem Gehalt von 7,5 % Mangoprodukten war ein hoherer Futteraufwand zu beobachten,

was auf den erhohten Gehalt an Rohfaser, insbesondere Hemizellulose, in den Kernen
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zurickgefuhrt wurde (Fontes Vieiral et al. 2008). Diese Unterschiede resultierten nach
Meinung der Autoren zusatzlich zum steigenden Fasergehalt aus dem hoheren Anteil der
enthaltenen Tannine. Kerne von reifen Mangos aus Agypten wurden unbehandelt an Broiler
verfuttert. Der Einfluss der antinutritiven Inhaltsstoffe wurde durch das Kochen oder
Autoklavieren der Kerne in weiteren Versuchsgruppen untersucht (Farag und Diaa EI-Din
2001). Die Diaten enthielten 20 % der rohen, gekochten oder autoklavierten Mangokerne und
wurden ab dem 7. Lebenstag bis zum 28. Lebenstag geflttert. Die Inaktivierung der
antinutritiven Inhaltsstoffe hatte einen signifikanten Einfluss auf die Futteraufnahme,
Futteraufwand und Kérpermassenzunahme. Die Tiere mit unbehandelten Mangokernen in der
Ration zeigten eine niedrigere Futteraufnahme mit einem héheren Futteraufwand und einem
niedrigeren Endgewicht gegenlber der Kontrollgruppe. Waren die antinutritiven Inhaltsstoffe
durch Kochen inaktiviert, so zeigten die Tiere im Vergleich mit der unbehandelten
Mangokernfiitterung eine héhere Futteraufnahme, eine bessere Futterverwertung mit einem
héheren Endgewicht am Tag 28. Die Ergebnisse der Tiere mit gekochten Mangokernen in der
Ration lagen damit zwischen denen der Kontrollgruppe und der Gruppe, die rohe Mangoschale
im Futter erhalten hatte. Hieraus ist zu schlieRen, dass die unbehandelten Mangokerne die
schlechtesten Leistungsdaten erzeugten und das Kochen der Mangokerne am besten daflr
geeignet war, die Leistung der Tiere bezogen auf Futteraufwand und Endgewichte durch
Inaktivierung der antinutritiven Inhaltsstoffe zu erhéhen. Autoklavieren der Schalen erbrachte

keine Verbesserung der zootechnischen Parameter (Farag und Diaa EI-Din 2001).

Zusammenfassend lassen sich negative Auswirkungen der Verfitterung von Mangoprodukten
auf die Leistung von Hihnern meist bei vergleichsweise hohen Gaben ab 5 - 15 % beobachten
(El Alaily et al. 1976, Teguia 1995, Fontes Vieiral et al. 2008). Geringere Gehalte zeigten

demgegeniber keine negativen Effekte und sogar héhere Schlachtgewichte (Odunsi 2005).

2.5.2. Einfluss der Mangofiitterung auf die Verdauungsphysiologie bei Hiihnern

Derzeit liegen nur wenige Studien Uber die verdauungsphysiologischen Effekte von
Mangoprodukten bei Broilern und Legehennen vor. Hierbei wurden insbesondere die
Mangokerne genauer betrachtet, wobei im Vergleich mit Mangoschalen viele Inhaltsstoffe in
beiden Anteilen der Mangofrucht vorkommen. Bei der Verdauungsphysiologie von
Mangobeiprodukten bei Broilern und Legehennen spielen enthaltene Polyphenole,
insbesondere Tannine als auch die Rohfasergehalte eine wichtige Rolle. Rohfaseranteile wie
Hemizellulose und Zellulose wurden in den Schalen zu 3,3 - 7,4 % und in den Kernen in Hohe
von 4,6 % nachgewiesen (Odunsi 2005, Ajila et al. 2007). Durch Zugaben von rohfaserhaltigen

Supplementen findet bei Hihnern eine Absenkung der Nahrstoffverfiigbarkeit statt. Bei der
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Erhdhung des Rohfaseranteils um 1 % wird die Verdaulichkeit der Nahrstoffe um 2,33
Einheiten verringert. Die Formel fir die Berechnung des Einflusses des Rohfasergehalts auf
die Verdaulichkeit der Originalsubstanz (voS) lautet: voS (%) = 88 — 2,33 * % Rfa (Kamphues
et al. 2014).

Ausreichende Mengen an Rohfaser zeigten sich wiederum flr die Verdauung bei Hihnern als
sehr wichtig, weil sie die Entwicklung der Mikrobiota des Darms férdern konnten sowie die
Enterozythen und Motilitat guinstig beeinflussten. Es wurde festgestellt, dass ein hoher Gehalt
an Rohfaser zu einer Veranderung der Organgewichte bei Broilern fihrte. Eine Erhdhung der
unléslichen Rohfasergehalte durch Supplementierung von rohfaserreichen Komponenten in
Hohe von 3 - 10 % resultierte bei Broilern in einer Verkirzung des Dinndarms (Amerah et al.
2009), einem verminderten Vormagengewicht (Jimenez-Moreno et al. 2009) und einem
erhohten Organgewicht des Muskelmagens (Amerah et al. 2009). Diese Veranderungen
wurden von den Autoren auf die veranderte Passagezeit und die beeinflusste Peristaltik durch
die Fasern zurlickgefiihrt. Diese Veranderungen fihrten zu einer Verminderung des
Karkassengewichts (Jorgensen et al. 1996). Eine Festlegung auf Héchstgehalte ist schwierig,
da die faserreichen Futterkomponenten immer weitere Inhaltsstoffe aufweisen, die auf die
Verdauung auch positiven Einfluss nehmen. Zu den positiven Einflissen eines erhdhten
Rohfasergehalts wird auch eine Reduzierung des Kannibalismus und des Federpickens
gezahlt (Bearse et al. 1940, Mateos et al. 2012). Nach einer vergleichenden Studie mit
unterschiedlichen Gehalten an Rohfaserquellen wie Huillen von Hafer, Erbsen und Soja als
auch pektinreichen Zuckerriibenschnitzeln wurde ein Gehalt von 2 - 3 % Rohfaser bei Broilern
empfohlen (Mateos et al. 2012). Die Verwendung von Mangoschalen als auch —kernen sollte
daher allein aufgrund der Steigerung der Rohfasergehalte der Ration nur in einem geringen

Umfang erfolgen.

Eine weitere wichtige Gruppe an Inhaltsstoffen der Kerne und Schalen der Mango sind die
Tannine, da sie die Verdauungseffizienz bei Hihnern konzentrationsabhangig negativ
beeinflussen konnten und somit zu den antinutritiven Inhaltsstoffen gezahlt werden. Sie setzen
grundsatzlich die Verdaulichkeit von Proteinen durch Komplexbildung herab, wobei auch die
Quervernetzung von Pektinen und Zellulose neben dem Protein nachgewiesen wurde
(Hagerman 1992). Sie haben zusatzlich adstringierende Eigenschaften und erzeugten einen
bitteren Geschmack, was sich in einer verminderten Futteraufnahme bei Broilern du3erte
(Teguia 1995). Zusatzlich waren Tannine aus Mangokernen in der Lage, das Enzym Trypsin,
welches flur die Aufspaltung von Protein im Darm bei Broilern zustandig ist, zu inhibieren

(Ravindran und Sivakanesan 1996).
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Frihere Studien an Broilern mit Mangokernmehl in der Ration bestatigten, dass steigende
Konzentrationen die Verdaulichkeit von Proteinen durch die enthaltenen Tannine,
Trypsininhibitoren, den Fasergehalt und den cyanogenen Glykoside in den Kernen negativ
beeinflussten. Hierbei wurde bei der Erstellung der Diaten Maismehl, das in der Ration der
Kontrolltiere mit 100 - 300 g/kg enthalten war, durch Mangokernmehl ersetzt. Allerdings waren
die Rationen nicht isonitrogen und isokalorisch erstellt (El Alaily et al. 1976, Teguia 1995).

In einer Studie mit Broilern fuhrte die FUtterung von Mangosamenmehl ab einer Menge von
5 % zu einer schlechteren Futteraufnahme, einer Verringerung der In-vitro-Verdaulichkeit und
damit einhergehend einer schlechteren Kérpermassenzunahme in-vivo. Ein Teil dieser Effekte
wurde auf die Komplexbildung durch die enthaltenen Tannine zuriickgefiihrt, die zu einer
geringeren Proteinaufnahme geflihrt haben. Durch Erhitzen verlieren Tannine einen Grofteil
ihrer antinutritiven Eigenschaften. So konnte gezeigt werden, dass die In-vitro-Verdaulichkeit
von Rohprotein bei unbehandelten Mangokernen bei 26,3 % liegt, wahrend bei gekochten
Mangokernen durch die Denaturierung die In-vitro-Verdaulichkeit auf 62,8 % angehoben
werden konnte. Die In-vitro-Verfligbarkeit an scheinbar metabolisierbarer Energie liegt in
unbehandelten Mangokernen bei 7,88 MJ/kg und bei gekochten Mangokernen bei 10,3 MJ/kg
(Ravindran und Sivakanesan 1996). Diese Ergebnisse konnten in einer weiteren Studie belegt
und erweitert werden: Kerne von reifen Mangos unbekannter Sorten aus Agypten wurden
unbehandelt an Broiler in der Ration verfuttert und der Einfluss der antinutritiven Inhaltsstoffe
durch das Kochen oder Autoklavieren der Kerne in weiteren Versuchsgruppen untersucht.
Rohe Mangokerne enthielten Trypsininhibitoren (29,5 g/kg TS), Tannine (67,4 g/kg) und
zyanogene Glukoside (70,6 mg/kg) (Farag und Diaa EI-Din 2001), welche einen negativen
Einfluss auf die Verdaulichkeit bei Boilern und anderen Tieren haben (Ravindran und
Sivakanesan 1995, Pusztai 1991). Durch 30 min Kochen wurden 41,7 % der Tannine, 69,4 %
der Trypsininhibitoren und 69,3 % der zyanogenen Glukoside entfernt, wahrend die
Autoklavierung fur 30 min 78,6 % der Trypsininhibitoren, 75,0 % der Tannine und 86,7 % der
zyanogenen Glukoside entfernten. Die Proteinverdaulichkeit in-vitro lag bei unbehandelten
Mangokernen ahnlich den Ergebnissen von Ravindran und Sivvakanesan (1996) bei 28,8 %.
Nach 30 min Kochen konnte die Proteinverdaulichkeit auf 64,1 % erhéht werden und den
grofiten Effekt auf die Proteinverdaulichkeit hatte das Autoklavieren fir 30 min, was eine
Verdaulichkeit von 66,2 % zur Folge hatte. Die Behandlungen hatten auch Einfluss auf den
Gehalt scheinbar metabolisierbarer Energie: Unbehandelte Mangokerne hatten einen
Energiegehalt von 7,8 MJ/ kg, gekochte Schalen 10,4 MJ/kg und 30 min Autoklavierung fuhrten
zu einem Energiegehalt von 10,8 MJ/kg (Farag und Diaa EI-Din 2001). Die Ergebnisse der
beiden Studien zeigten, dass antinutritive Inhaltsstoffe in Mangokernen inaktiviert und die
daraus resultierenden Werte fur die Nahrstoffverfigbarkeit beim Broiler durch thermische

Verarbeitungsprozesse positiv beeinflusst werden konnten. Diese Ergebnisse stimmen
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Uberein mit denen einer weiteren Studie zur In-vitro-Verdaulichkeit von Mangokernmehl

(Ravindran und Sivakanesan 1996).

Als Nachweis Uber die Verdaulichkeitseffekte von Polyphenolen konnten folgende
Beobachtungen nach der Fitterung von 8 % Mangokernen und Schalen Aufschluss geben:
Die Zusammensetzung der Eier von Legehennen im Zeitraum der 28. — 45. Lebenswoche
wurde durch die Fitterung der Mangokerne oder Schalen gegenuber der Kontrollgruppe
signifikant beeinflusst. Der Wassergehalt von Eiern war bei der Versuchsgruppe mit
Mangokernen mit 758 g/kg Eimasse am hochsten, wohingegen die Mangoschalenfitterung zu
einem Gehalt von 738 g Wasser/kg Eimasse flihrte und somit minimal héhere Ergebnisse
erzeugte wie die Kontrollgruppe mit 736 g Wasser/kg Eimasse. Ahnliche Verteilungen spiegeln
sich in den Gehalten an Proteinen, Lipiden und Mineralien wieder. Der Proteingehalt war mit
117 g/kg Eimasse bei den Tieren mit der Mangokernflitterung am geringsten im Vergleich mit
der Kontrollgruppe (128 g/kg Eimasse) und bei Fltterung von Mangoschalen (126 g/kg
Eimasse). So wiesen die Eier der Tiere mit der Mangokernfltterung nur ein Viertel (2 g/kg
Eimasse) der Mineralstoffmengen im Ei gegeniliber der Kontrollgruppe (8 g/kg Eimasse) auf.
Die enthaltenen antinutritiven Inhaltsstoffe der Mangokerne wurden als Ursache von den
Autoren vermutet. Auch konnte eine grinlich - gelbliche Verfarbung des Eidotters
nachgewiesen werden, was auf eine Absorption und Reposition der enthaltenen Polyphenole
der Mangokerne zurlckgefiuihrt wurde. Besonderheiten bei der Farbe des Eidotters oder der
Futteraufnahme wurden in einer Studie im Zusammenhang mit der Mangoschalenfutterung
nicht erwahnt (Zia-ur-Rehman et al. 1994).

Weitere Ergebnisse zur Verdaulichkeit von Mangoschalen oder dem Fruchtfleisch bei Broilern

oder Legehennen sind bisher offenbar nicht verdffentlicht worden.

2.6. Besonderheiten von Pektinen in der Gefligelfiitterung

Hochmethyliertes Pektin, wie es auch in der Mango nachgewiesen worden ist, hat eine sehr
hohe Wasserbindungskapazitat. In einer Studie an Broilern mit 3 % hochmethyliertem
Zitruspektin war die Wasseraufnahme der Tiere signifikant héher als bei der Kontrollgruppe
ohne Pektinfltterung. Der Kot wies eine gelartige Textur auf, was einen negativen Einfluss auf
die Beschaffenheit der Einstreu hatte. Pektine dienen als Energiequelle fir verschiedene
Mikroorganismen. Bei Broilern zeigte sich ein Anstieg einiger fakultativer bzw. anaerober
Bakteriengruppen (Enterococcen, Bacteroideaceae, Clostridien und E. coli) bei der Fitterung
mit hochmethyliertem Pektin. Weiterhin war eine Veranderung der Darmwandmorphologie mit
einer um 66 % erhoéhten Anzahl an Becherzellen, einer Zunahme zungenférmiger Zotten und

der Reduktion anderer Zottenformen zu beobachten. Es wurde eine Aktivitatssteigerung des
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membranstandigen Enzyms Saccharase - Isomaltase nachgewiesen. Diese Modifizierungen
gingen einher mit einer Absenkung der Verdaulichkeit der Trockensubstanz, des Rohfettes,
des Rohproteins und - trotz erhéhter Enzymaktivitat - einer verringerten Verdaulichkeit der
Starke. Der Gehalt an umsetzbarer Energie in der Diat mit hochmethyliertem Pektin war im
Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant niedriger. Diese flhrte zu einer um 19 % geringeren
Kdrpermassenzunahme und zu einer um 37 % schlechteren Futterverwertung der Broiler
(Langhout et al. 1999). In einer weiteren Studie mit 1,5 und 3 % hochmethyliertem Pektin war
dosisabhangig eine reduzierte Futterverdaulichkeit festzustellen. Die zakalen Konzentrationen
flichtiger Fettsauren (Propionsaure, Valeriansaure und Buttersdure) waren deutlich reduziert.
Zusatzlich war eine Verringerung der Organgewichte von Leber und Dinndarm festzustellen,
wohingegen die Blinddarme ein hoéheres Gewicht im Vergleich mit den Werten der
Kontrollgruppe aufwiesen (Langhout und Schutte 1996). Die Auswirkungen von 10 - 40 g
Apfelpektin zusatzlich zur Ration wurde bereits an Broiler-Elterntieren mithilfe einer
Kolostomierung getestet und es zeigte sich, dass der Trockensubstanzgehalt der Digesta im
Vergleich zur Kontrolle signifikant vermindert wurde. Die Stickstoffausscheidung im Kot wurde
ab einer Menge von 20 g Apfelpektin signifikant erhéht. Die Pektinsupplementierung von 40 g
Apfelpektin / Tier flihrte zu einer Erhéhung von Acetat, Propionat und Butyrat im Koloninhalt
(Zander et al. 1988).

Studien mit dem Fokus auf die Auswirkungen von einer geringen Dosis Mangopektin in

Kombination mit den anderen Inhaltsstoffen der Mango gibt es bisher offenbar nicht.

2.7. Effekte von Polyphenolen und anderen sekundaren

Pflanzeninhaltsstoffen bei Hiihnern

Mango-Polyphenole wurden bisher als Komponenten der Beiprodukte wie Schalen und
Kernen an Hihnern und verschiedenen pathogenen Bakterienkulturen getestet. Gerade die
antibakteriellen Eigenschaften der Mangopolyphenole wurden naher untersucht, um neue
Verwendungsmoglichkeiten in der Tierhaltung zu finden. Mit einem Mangokernextrakt, welcher
zu 79 % aus Polyphenolen bestand, wurden antimikrobielle Eigenschaften gegenuber
gramnegativen enteropathogenen Bakterien wie z. B. Escherichia coli, Salmonellen und
grampositiven Bakterien wie Clostridien und einem Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus in-vitro bestatigt.

Hierbei war die inhibierende Wirkung des Extraktes bei grampositiven Staphylokokken und
Clostridien bereits ab einer Konzentration von 0,005 % gegeben, alle 41 Bakterienstdmme der

18 grampositiven oder -negativen Spezies wurden bei einer Konzentration von 0,25 % des
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Extrakts inhibiert. Der Effekt wurde auf die Polyphenole zurtickgefuhrt. Laktobazillen konnten
nicht durch den ethanolischen Extrakt inhibiert werden (Kabuki et al. 2000a). Unter den in der
Mango enthaltenen Polyphenolen ist vor allem das Mangiferin als antimikrobiell wirksame
Substanz neben den enthaltenen Tanninen relevant. Mangiferin wurde mit einem Gehalt
zwischen 300 — 1300 mg/kg in der Mangoschale nachgewiesen (Berardini et al. 2005). Unter
den zahlreichen Studien Uber verschiedene Wirkungen des Mangiferin spielten antimikrobielle
Wirkungen eine herausragende Rolle, jedoch wurden diese offenbar bisher nicht in Studien an
Huhnern untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass durch Mangiferin Staphylococcus
aureus, Escherichia coli und auch Schimmelpilze wie Candida albicans und Aspergillus niger
gehemmt wurden (Singh et al. 2009).

Weiterhin zeigten sich auch immunmodulatorische Effekte von Mangiferin durch den Schutz
von Lymphozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten vor oxidativem Stress. Bei
Ratten wurde der Einfluss auf eine durch Cyclophosphamid induzierte Immunotoxizitat durch
die intraperitoneale Injektion von Mangiferin untersucht im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
ohne Mangiferinapplikation. Es zeigten sich verminderte Entziindungsprozesse nach taglicher
intraperitonealer Injektion von bis zu 20 mg Mangiferin/lkg Koérpermasse bei verbesserter
Gesundheit im Vergleich zur Kontrollgruppe (Muruganandan et al. 2005b). Die Wirkungen von
Mangiferin basierten vermutlich auf seiner Funktion als Radikalfanger im Stoffwechsel der
Zellen (Martinez et al. 2000).

Diese antioxidativen Effekte konnten auch nachgewiesen werden, wenn Mangiferin als
Mangokern- und Mangoschalenextrakt an Broiler gefuttert wurde. Dieses wurde auch als
Nachweis flr die Absorption der Polyphenole der Mango bei Hihnern bewertet. Hierbei sind
naturgemanR auch andere Polyphenole enthalten, wobei Mangiferin neben den Tanninen die
Hauptkomponente darstellte.

Durch den Zusatz der Mangoschalen- oder Mangokernextrakte ab einer Konzentration von
0,02 % im Futter wurde die Haltbarkeit des Schlachtkérpers Uber 90 Tage im tiefgefrorenen
Zustand verbessert. Dabei zeigte sich, dass Mangokernextrakt in einer Konzentration von
0,04 % im Futter die hochste Reduktion der Lipidperoxidation bewirkte. Bei einer Konzentration
von 0,02 % Extrakt im Futter waren Mangoschalen ebenso effektiv wie Mangokerne (Freitas
et al. 2015).

Gallotannine stellen eine weitere groflde Fraktion innerhalb der Polyphenole dar (Berardini et
al. 2004), weshalb ihre Auswirkungen auf die Leistung von Hiihnern und Broilern Gegenstand
einiger Studien waren. Gallotannine reduzierten in-vitro die Verdaulichkeit des in der
Futtermischung enthaltenen Proteins aufgrund der Bildung enzymunléslicher Komplexe
(Hagerman 1992). Tannine sind in der Lage, Proteine zu vernetzen und inhibieren zusatzlich
Trypsin, welches fiir die Proteinverdauung essenziell ist. Uber diese Mechanismen mindern

sie die Verdaulichkeit der Proteinfraktion (Ravindran und Sivakanesan 1996). In einer Studie
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an Broilern konnte gezeigt werden, dass ein Gehalt von bis zu 10 % Mangoresten (Schalen
und Kerne) mit den darin enthaltenen Tanninen keinen negativen Einfluss auf die
Futteraufnahme und Leistung hatte (Fontes Vieiral et al. 2008). Einflisse der Tannine kbénnen
durch Erhitzen reduziert werden. So konnten bis zu 20 % Mangokerne im Futter an Broiler
enthalten sein, ohne negative Einflusse auf die Leistung und das Verhalten der Tiere zu
erzeugen (Joseph und Abolaji 1997). In einer weiteren Studie konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass durch Erhitzung der Tannine aus der Mango die negativen Auswirkungen auf die
Proteinverdaulichkeit bei Broilern um 75 % verringert werden konnten. Hier wurde jedoch ein
negativer Einfluss auf die Leistung bis zum 28. Lebenstag zeitweilig festgestellt. Die
Futteraufnahme, Kérpermassenzunahme und der Futteraufwand der Versuchsgruppen mit
Mangokernen im Futter lagen im Vergleich zur Kontrollgruppe in unglinstigeren Bereichen.
Dieser negative Effekt hatte sich allerdings zu mindestens in der Kérpermassenentwicklung

bis zum Versuchsende (63 d) wieder ausgeglichen (Diarra und Usman 2008).

Bei einem Fatterungsversuch an Hihnern mit Polyphenolen aus griinem Tee, die teilweise mit
denen der Mango identisch sind, wurde festgestellt, dass diese bei einer Fltterung von 2 g
Polyphenolen/kg Futter signifikante Einflisse auf die Bakterienpopulationen im Zakum hatten.
Die Polyphenole fuhrten zu einer Absenkung der Gesamtanzahl von Bakterien, wobei die
Populationen an Staphylokokken, Pseudomonaden und Hefen anstiegen. Bei einer
langfristigen Futterung (> 30 d) konnte eine Erhéhung der Laktobazillen und Hefen festgestellt
werden. Durch die Futterung der Polyphenole sank der Gehalt an Ammonium, Phenol und
Skatol im Zakuminhalt gegeniber den Werten der Kontrollgruppe signifikant, was mit der
Reduktion der Populationen an Bacteroideaceae und Proteus spp. begriindet wurde. Die flr
die Gesundheit des Wirts als positiv erachteten Laktobazillen zeigten eine starke Erhéhung,
wahrend die Konzentrationen an Enterobakterien und Proteus spp. sanken. Auch spiegelte
sich diese Beeinflussung der Mikrobiota durch die Polyphenole in den gesteigerten Gehalten
an den flichtigen kurzkettigen Fettsauren Essigsaure und Buttersdure im Zakum wieder, was
mit einer Steigerung der Populationen an Laktobazillen in Verbindung gebracht wurde (Terada
et al. 1993).

Ein weiterer Effekt, der fur die Tierhaltung interessant sein kénnte, zeichnete sich auf das
Immunsystem ab. Verschiedene Gallotannine aus Euphorbia-Arten, die ebenfalls denen der
Mangoschale sehr ahnlich sind, konnten die Immunantwort von Hiihnern beeinflussen. Eine
Stimulation mit Lipopolysacchariden flihrte unter anderem zu einer Freisetzung von
Stickstoffmonoxid aus Makrophagen und verursachte dadurch neben weiteren
Mediatorsubstanzen eine Entzindung. Durch Gallotannine konnte in-vitro eine Hemmung der

Produktion von Stickstoffmonoxid als proinflammatorischem Transmitter in Makrophagen
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nachgewiesen werden, wodurch eine Hemmung der entztundlichen Reaktion bei einer Infektion

mit gramnegativen Bakterien festgestellt wurde (Kim et al. 2009).

2.8. Schlussfolgerung aus der Literaturiibersicht

Das Mangopektin kann offenbar bereits in kleinen Mengen zu héheren Feuchtigkeitsgehalten
der Exkremente und Leistungsminderungen filhren. Ob eine niedrige Dosierung der
Mangopektine in Kombination mit denen in der Mango enthaltenen Polyphenolen zu
positiveren Effekten auf die Leistung fiihren oder ob durch den Entzug des Pektins andere
Auswirkungen bei Broilern beobachtbar waren, soll in der vorliegenden Studie untersucht
werden. Hierbei sollten zunachst zwei In-vitro-Versuche fiir eine erste Bewertung der
Mangoschale und einzelner Komponenten im Vergleich mit Apfelpektinen durchgefihrt
werden. Die mdglichen adhasiven Eigenschaften der Pektine auf ausgewahlte E. coli sollten
untersucht werden im Vergleich mit den vielversprechenden Polyphenolen mit ihren laut
Literatur antibakteriellen Eigenschaften, wie auch die Einflisse auf die Produktion von
Metaboliten in einem Kurzzeitinkubationsmodell mit der Flora aus Zakuminhalt von Broilern,
um erste Effekte in-vivo einschatzen zu kénnen. Aus den Ergebnissen in-vitro sollen die
vielversprechendsten Komponenten nachfolgend in-vivo untersucht werden, um die weltweit
anfallenden Tonnen an Mangoschalen mit ihren wertvollen Inhaltsstoffen einer sinnvollen

Verwertung mit Mehrgewinn fiir die Gesundheit und Mastleistung von Broilern zuzufiihren.

2.9. Ziel der Arbeit

Bisher existiert nur eine sehr liickenhafte Studie Uber den Effekt der Mangoschalenfitterung
bei Broilern. Hierbei wurde bisher nur ein Gemisch aus Schalen und Fruchtfleisch mit
Kernanteilen verfuttert, welche nicht dem Nahrstoffprofil reiner Mangoschalen entsprachen.
Die Gehalte waren hier hoher angesiedelt und fuhrten zu einer Leistungsdepression ab einem
Gehalt von Uber 5 %. Niedrigere Gehalte (2,5 und 0 %) hatten keinen Einfluss auf die
Mastleistung. Nahere Untersuchungen auf Effekte in-vitro wurden nicht mit Proben von
Broilern durchgefuhrt, durch Versuche mit anderen Tierarten wurde aber eine Modifikation der
bakteriellen Flora mit Einfluss auf die Metaboliten festgestellt. Ziel dieser Arbeit war es
herauszufinden, inwiefern Mangoschalen ohne und mit Pektin im Vergleich mit Apfelpektin und
Mangopolyphenolen einen Einfluss auf die Zakumbakterien und deren quantitativen
PopulationsgréRen (in-vitro) haben koénnen. Der Einfluss auf verschiedene aviare
enteropathogene E. coli sollte mittels einer In-vitro-Methode naher untersucht werden, um

daraus erste Hinweise auf antibakterielle Effekte gegeniiber stalltypischer und pathogener

20



Stamme in-vivo ziehen zu kénnen und die Theorie zu Uberprifen, ob eine Adhasion an die
Substanzen der Mango zu einer schnelleren Ausscheidung in-vivo mit Verringerung des
Infektionsrisikos fuhren kénnte. Von besonderem Interesse ist die Einschatzung der Effekte
von hochmethyliertem Mangopektin auf die Leistung von Broilern wahrend der gesamten
Mastperiode (35 d) und damit der Vergleich von pektinhaltigen bzw. depektinisierten,
polyphenolreichen Mangoschalen in der Futterung von Broilern, wenn diese nur in geringen
Konzentrationen zugefuhrt werden. Hierbei sollte inbesondere der Einfluss auf die Metaboliten,
die bakterielle Zusammensetzung der Flora und die Verdaulichkeiten verschiedener

Aminosauren und Protein evaluiert werden.
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3. Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit ist in zwei In-vitro-Versuche und einen Tierversuch unterteilt:

Charakterisierung einer prabiotischen Wirkung mittels semi-kontinuierlichen
Fermentationssystems

Charakterisierung von Adhasionseffekten pflanzlicher Extrakte auf ausgewahlte aviare
Escherichia coli

Futterungsversuche — Testung der Mangoschale als Futterzusatz bei Broilern

In-vitro-Untersuchungen

3.1.1. Charakterisierung einer prabiotischen Wirkung mittels semi-kontinuierlichen

Fermentationssystems

Zur Untersuchung moglicher prabiotischer Einflisse der Testsubstanzen aus der Mango wurde
die modifizierte Hungate-Technik (Hungate 1950) als semi-kontinuierliches, anaerobes
Kurzzeit-Inkubationssystem genutzt. Hierbei wurden Einflisse der funf Testsubstanzen auf
den Stoffwechsel der Bakterienpopulation aus Zakuminhalt von Broilern als Inokulum

untersucht.

Herkunft und Wahl der Substanzen

In den Vergleich wurden funf Substanzen einbezogen: Apfelpektin (AP), Mangopektin (MP),
Glukose (G), Mangopolyphenole (P) und Mangoschale (MS).

Das verwendete Apfelpektin wurde von dem Projektpartner Herbstreith & Fox KG bereitgestellt
(Classic AU, Herbstreith & Fox GmbH, Werder an der Havel, Deutschland). Das Mangopektin
(aus Mangoschalen der Sorte Kaew, Thailand), die Mango-Polyphenolefraktion (Sorte Kaew,
Thailand) sowie die Mangoschale (Sorte Kaew, Thailand) wurden von der Universitat
Hohenheim (AG Carle, Geerkens) zur Verfligung gestellt. Als Positivkontrolle wurde Glukose
(D - (+) - Glukose, Sigma - Aldrich Co., St. Louis, USA) verwendet.

Bei Vorversuchen hat sich der Gehalt an Pektinen in der Substanzlésung mit 2 % als
limitierender Faktor gezeigt, da eine hdhere Menge nicht zu einer homogenen Verteilung fihrte

und die Filtrierung mittels Spritzenvorsatzfilter nicht durchgefiihrt werden konnte.
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Herkunft und Wahl des Inokulums

Um die Zakumsuspension als Inokulum fiir die Hungate-Réhrchen herzustellen, wurde von
drei Broilern der Zakuminhalt als Poolprobe entnommen. Zuvor sind die Tiere 35 Tage ohne
Zusatz aus Mango geflittert worden. Es handelte sich hierbei um die Kontrollgruppe eines
anderen Versuchs im Institut fir Tiererndhrung der Freien Universitat Berlin. Dieses Verfahren
wurde an drei unterschiedlichen Tagen wiederholt. Insgesamt 1 g Zakuminhalt wurde aus der
durchmischten Poolprobe entnommen und in PRAS - Puffer (,Prereduced Anaerobe
Sterilized“ Medium, siehe Anhang unter A.1.1.) in einer Verdinnung von 1:10 gegeben und

homogen vermischt.

Versuchsdurchfiuhrung

Insgesamt 36 Hungate-Rohrchen wurden mit 8 ml PRAS — Puffer fiir die spatere Inkubation
befillt. Die R6hrchen wurden mit einem Gummistopfen und Gewinde luftdicht verschlossen
und bei 121 °C fiir 20 Minuten autoklaviert (Laboklav, SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss,
Deutschland). Dabei wechselte die Farbe des Puffers von Blaulich - lila zu farblos mit
rosafarbenem Ring an der Oberflache. Zusatzlich wurden mehrere 100-ml-Gefalke (Afnor
Anaerobier-Gefalle, Greiner Glasinstrumente GmbH, Lemgo, Deutschland) mit PRAS-Puffer
fur die Verdinnung der Substanzen und des Inokulums befillt und autoklaviert. Die
herzustellenden Substanzlésungen wurden in einem sterilen 50-ml-Gefal} (Greiner Rdhrchen
50 ml, CELLSTAR®PP Test Tubes, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
angesetzt. Dazu wurden 0,3 g Substanz zu 15 ml PRAS-Puffer gegeben und somit eine sterile
2 %ige Substanzldsung pro Testsubstanz als Stammlésung hergestellt. Um die Substanzen
besser zu 16sen, wurden jeweils 15 sterile Glasperlen in die Gefalke gegeben. Diese Gemische
wurden im Anschluss auf einem Schittler (Reax 2000, Heidolph-Instruments GmbH & Co.,
Schwabach, Deutschland) fiir 4 x 15 min homogenisiert. Nach jeweils 15 min auf dem Schdttler
folgte eine zehnminitige Behandlung in einem Ultraschallbad (Sonorex Typ RK 106,
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland). Bei den Pektinen war es
zusatzlich notwendig, die nach den 15 min im Schittler gebildeten Substanzkonkremente vom
Rand des Gefalles mittels eines sterilen Spatels zu l6sen und wieder in die Losung zu
Uberfihren. Die R6hrchen wurden dann weitere 15 min im Ultraschallbad behandelt und im
Anschluss wie alle Substanzlésungen steril filtriert. Dazu wurde die gesamte Substanzlosung
mit einer Spritze (20-ml-Spritze Terumon syringe steril, BSN medical GmbH, Hannover,
Deutschland) aufgezogen und durch einen Spritzenvorsatzfilter (0,45 pm, VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland) in ein neues steriles 50-ml-GefalR filtriert. Im Anschluss wurde
die Prozedur mit einem kleineren Spritzenvorsatzfilter (0,2 pym Spritzenvorsatzfilter, VWR

International GmbH Darmstadt, Deutschland) wiederholt.
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Pro Durchgang wurden 36 Hungate-Rohrchen mit jeweils 8 ml PRAS-Puffer versetzt,
verschlossen und autoklaviert. In diese Gefalle wurde jeweils 1 ml der Substanzldsungen in
dreifachem Ansatz gegeben und je 1 ml der 10 %igen Zakumdigestalésung hinzugefugt. Vor
dem Pipettieren wurden die Substanzlésungen und Digestaldsungen sorgfaltig homogenisiert.
Kontrollproben wurden im dreifachen Ansatz flir den Puffer, die Substanzlésungen und die
Zakumsuspension angesetzt. Alle Ansatze wurden Uber 24h bei 38°C im Schuttelinkubator
(Modell 3033 GFL®, GFL mbH, Burgwedel, Deutschland) bei 110 Umdrehungen/min inkubiert.
Im Anschluss an die Inkubation folgten die pH-Messung und das Abfillen von je 2 ml in
EppendorfgefalRe (Eppendorf Gefalke 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) zur

spateren Analyse von Ammonium und fliichtigen Fettsauren.

Messung der pH-Werte

Um mdgliche Effekte der Testsubstanzen auf die Bakterien im Inokulum zu untersuchen, wurde
unmittelbar nach Ablauf der Inkubation eine Messung der pH-Werte vorgenommen.

Das pH-Meter (InLab®410 pH-Kombinationselektrode, Mettler Toledo GmbH, GieRen,
Deutschland) wurde auf ATC (Automatische Temperatur-Kontrolle) eingestellt, um mogliche
Einflisse durch die Temperatur auf den pH-Wert auszuschlieen. Zuvor wurde das pH-Meter
mit Standardlésungen (pH-Pufferlésung pH 4 und pH 7, Mettler Toledo GmbH, Giellen,
Deutschland) kalibriert.

Messung von Ammonium

Fir die Messung des Ammoniumgehalts wurde die Berthelot-Reaktion genutzt. Die Reaktion
von Ammonium erfolgte mit Hypochloramin zu Monochloramin. Das Monochloramin reagierte
mit Thymol zu N-Chlor-2-isopropyl-5-methylchinon-monoimin und mit einem weiteren Moleklil
Thymol zum blaugefarbten Indophenol. Diese Farbveranderung und die Intensitat wurden
photometrisch bestimmt. Die Herstellung der bendtigten Lésungen ist nachfolgend im Anhang
unter A.1.2. aufgeflihrt. Zur Messung diente eine Mikrotiterplatte (ELISA plate Microlon F-
shape, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland), in deren Vertiefungen je 20 ul
Standard bzw. unverdlinnte Probe pipettiert wurden. Es folgte die Zugabe von je 100 ul
Reagenzlésung | und Il/Vertiefung. Die photometrische Messung erfolgte jeweils als
Doppelbestimmung bei 620 nm (Photometer TECAN sunrise, Tecan Group Ltd., Crailsheim,
Deutschland) mit der dazugehorenden Software (XFluor 4, Tecan Group Ltd., Crailsheim,
Deutschland).
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Messung der kurzkettigen Fettsauren

Nach dem Auftauvorgang der Proben fir 15 min auf Eis wurden alle zunachst 1 min
durchmischt (Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., New York, USA). Es wurden jeweils
500 ul Probe mit derselben Menge ISTD (0,5 mmol/l) in Eppendorfgefalle (Eppendorf Gefalke
2 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gefillt und in einem Ruttler (Reax 2000,
Heidolph-Instruments GmbH & Co., Schwabach, Deutschland) 1 h gemischt. Die
Eppendorfgefale wurden fir 10 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Im Anschluss hieran wurden
800 pl (Eppendorf Pipette Typ Research 100-1000 pl; Pipettenspitzen 1000 pl; ep T.I.P.S.
Standard Bulk, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) der flissigen Probe direkt in die
Messgefalle (Screw cap vials, Agilent Technologies Inc., Kalifonien, USA) gefillt, diese wurden
mit dem dazugehdrigen Septum verschlossen, erneut durchmischt und gemessen. Fir die
Messung wurde ein Gaschromatograph (Agilent Technologies 6890N mit Autosampler G2614A
und Injektionsturm G2613A, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn,
Deutschland) genutzt. Die Herstellung der vom Gerat benétigten Lésungen istim Anhang unter
A.1.3. dargestellt. Hierbei wurde die Probe chromatograpisch mit der HP-INNOWAX Saule
(19095N-123 HP-INNOWAX, Polyethylen Glycol, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
USA) unter Verwendung des Tragergases Wasserstoff gemessen. Der Gehalt an fliichtigen
Fettsauren wurde im Anschluss an die Messung mittels der manuellen Flachenintegration der
angezeigten Peaks bestimmt und anhand der Standards mit der dazugehdérigen Programm HP

ChemStation Software (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA) interpretiert.

3.1.2. Charakterisierung von Adhiasionseffekten pflanzlicher Extrakte auf
ausgewabhlte aviare E. coli
Bei diesem Versuch sollten die unterschiedlichen Adhasionseffekte der Testsubstanzen
gegenulber verschiedener aviar pathogener und apathogener E. coli untersucht werden. Das
Modell beruhte auf dem modifizierten Verfahren von (Becker et al. 2007), bei dem eine hierflr
speziell geeignete Mikrotiterplatte (ELISA plate MICROLON, Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland) genutzt wurde. Die Struktur der Oberflache in den Vertiefungen war durch eine
hohe Bindungskapazitdt gegenlber pflanzlichen Substanzen gekennzeichnet. Die
Oberflachenbeschaffenheit auf Mikroebene ahmte die polymorphe Glykokalix-Struktur der
Darmwand nach und der Versuchsablauf war im Institut fir Tierernahrung bereits etabliert
(Gaertner 2011). Diese Mikrotiterplatte wurde mit denselben Substanzen wie im
vorangegangenen Versuch beschichtet und im weiteren Verlauf mit den aviaren E. coli -
Stammen (siehe Anhang unter A.2.1.) in Kontakt gebracht. Nicht gebundene Bakterien wurden
durch mehrere Waschungen entfernt. Im Anschluss wurde das Bakterienwachstum mittels
eines Plattenlesers bei 620 nm fir 24h ermittelt. Das Bakterienwachstum wurde hierbei indirekt

Uber die Erhéhung der optischen Dichte erfasst. Das Versuchsmodell folgte dem Prinzip, dass
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eine Zunahme der optischen Dichte ein Mal fiir das Wachstum der Bakterien und einer damit
verbundenen vorherigen Adhasion darstellt. Eine Wachstumskurve auf Basis der gemessenen
Extinktionswerte bei der Inkubation wurde berechnet. Da das Wachstum der Bakterien zeitlich
einem sigmoidalen Verlauf folgte, war es méglich die Phasen der scheinbaren Anlaufzeit, das
spezifische Wachstum der Bakterien im Vergleich zueinander und der maximalen optischen
Dichte (Abbildung 3) zu berechnen.
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Scheinbare Anlaufzeit: Schnittpunkt einer Hilfstangente mit der x-Achse, der die Zeit bis zur
Wahrnehmbarkeitsschwelle kennzeichnet, addiert mit einem Extra, das von der Steigung der
Tangente abhangt (Pirt 1975).

Abb. 3: Beispiel einer Wachstumskurve fiir Mangopektin mit E. coli IMT 15146

Durch die Ergebnisse konnte abgeleitet werden, ob die Testsubstanzen eine geeignete
Oberflache fir die Adhasion von E. coli besitzen. Bei diesem Versuch konnte auch gezeigt
werden, ob die Testsubstanzen mdglicherweise direkt antibakterielle Fahigkeiten besitzen oder
durch Bindung an ihre Oberflachenstrukturen pathogene E. coli von der Adhasion an die
Kohlehydratrezeptoren der Darmwand und einer damit einhergehenden Infektion abhalten

kénnen. Die Herstellung aller Arbeitslésungen ist im Anhang (unter A.2.2.) aufgeflhrt.

Herkunft der Bakterienstamme

Die verwendeten Bakterienkulturen wurden vom Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen der
Freien Universitat Berlin bereitgestellt. Die Stamme mit den dazugehérigen Eigenschaften sind

im Anhang unter A.2.1. dargestellt.
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Anzucht und weitere Vorbereitungen des Inokulums

Fir die Anzucht und Vorbereitung der eingesetzten Bakterienstamme wurden Kryokulturen
(38 °C) verwendet. Eine Kryoperle mit daran adharierten E. coli wurde in ein 50-ml-
Zentrifugengefald (Greiner Réhrchen 50 ml, CELLSTAR®PP Test Tubes, Greiner bio-one
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gegeben, in dem jeweils 10 ml klares BHI-Medium
enthalten war. Die AnzuchtgefalRe wurden in den Schittelinkubator (Schittelinkubator Modell
3033 GFL®, GFL mbH, Burgwedel, Deutschland) gestellt und mit 110 Schiittelbewegungen
pro Minute bei 38 °C inkubiert. Insgesamt wurden alle Bakteriensuspensionen mindestens
achtmal passagiert, um einen optimalen Vermehrungszyklus herbeizuflihren. Dabei wurden
jeweils 100 pl im Abstand von 12 Stunden in ein neues Gefaflt mit 9,9 ml BHI-Medium tberflhrt
und wieder in den Schuttelinkubator gestellt. Hiernach wurden die Gefalde mit der E. coli -
Pufferldsung fir 10 Minuten bei 4 °C und 289 x g zentrifugiert, dekantiert und im Anschluss
wurde das entstandene Pellet in 5 ml PBS-Puffer gelést. 10 ul dieser Lésung wurden in einer
Thoma-Zahlkammer (Thoma Zahlkammer 0,02, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) mit 40-facher VergréRerung in je 16 Kammern von 5 Quadraten ausgezahit.
Mittels Umrechnungstabelle wurde der Gehalt an E. coli mit der nachfolgenden Formel

ermittelt:
Zellzahl pro ml: (1000 x Z Zellzahl 80 Kleinquadrate) /(80 x 0,0025 x 0,02)

1000 = Faktor flir den Gehalt in 1000 pl

80 = Anzahl der ausgezahlten Kleinquadrate
0,0025 = Flache eines Kleinquadrates in cm?
0,02 = Schichtdicke der Zahlkammer

Im Anschluss an die Ermittlung der Bakterienanzahl pro ml wurden die E. coli -L6sungen auf
einheitliche 108 Zellen/ml mit PBS eingestellt. Als Wasch- und Suspensionsmittel wurde PBS

verwendet.

Durchfiihrung des Adhasionsversuchs
Der Uberstand der Substanzlésungen wurde nach dem Zentrifugieren fiir die Beschichtung
einer 96-Well-Platte mit einer Einfachpipette (Eppendorf Pipette Typ Research 100-1000 pul,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) mit 350 ul/Vertiefung verwendet und fir 12 h bei 4 °C
mit einem Deckel Uber Nacht bei 20 °C in der sterilen Arbeitsbank (Laminar Air Flow, Faster
GmbH, Mailand, Italien) inkubiert. Nach Ablauf der 12 h wurde die Mikrotiterplatte mit einer
8 - Kanal - Pipette (Eppendorf Multipipette® plus, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
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vorsichtig geleert, ohne die Boden der Vertiefungen zu berihren. Die Kavitaten der Platte
wurden mit jeweils 350 yl PBS mit der 8 - Kanal - Pipette gewaschen. Die Adhasionsreaktionen
der Substanzen an die Mikrotiterplatte wurden dann mit einer Stopplosung (siehe Anhang
unter A.2.2.) mit 350 pl/Vertiefung unterbrochen und bei 4 °C fir 60 min mit dieser Stoppldsung
inkubiert. Im Anschluss an die Stoppreaktion wurde die gesamte Platte mit 300 yl PBS -
Puffer/Vertiefung zweimal gewaschen. Vor Hinzugaben der Bakteriensuspensionen
(Herstellung siehe Anhang unter A.2.2.) nach 12 h wurden diese auf 10® Zellen/ml unter
Verwendung der Thoma-Zahlkammer (wie in Kapitel 3.1.2. unter ,Anzucht und weitere
Vorbereitungen des Inokulum® beschrieben) eingestellt. Im Anschluss daran wurden die E. coli
-Kulturen auf die Platte mit 300 pl/Vertiefung aufgebracht. Die mit Bakterien beschichtete
Platte wurde fur 30 min bei 20 °C inkubiert, um eine Adhasion der E. coli an die Substanzen
auf der Beschichtung zu ermdglichen. Danach wurden die einzelnen Vertiefungen vorsichtig
geleert und 3 x mit 300 pl PBS - Puffer gewaschen, um die nicht gebundenen Bakterien zu

entfernen.

Nur die an den pflanzlichen Substanzen in der Vertiefung adharierten Bakterien lberstehen
gemal diesem Modell die Waschung und kénnen sich im Anschluss hieran vermehren. Die
Platte wurde mit 300 pl BHI - Medium/Vertiefung befullt und mit Deckel in einen Plattenleser
(Photometer TECAN sunrise, Tecan Group Ltd., Crailsheim, Deutschland) mit der
dazugehoérenden Software (XFluor 4, Tecan Group Ltd., Crailsheim, Deutschland) bei 37 °C
fur 24h zur Messung gestellt. Die Messung erfolgt im Abstand von 5 min bei 620 nm. Die
Zunahme der Absorption kennzeichnet die Vermehrung der adharierten E. coli auf der mit

Testsubstanzen beschichteten Platte. Das Verfahren ist nachfolgend dargestellt (Abbildung 4):
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Abb. 4: Durchfiihrung Adhasionsversuch

Quelle Bildbausteine: Motifolio.com
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Insgesamt wurden immer zwei aviare E. coli Stdmme pro Platte aufgetragen. Das

Pipettierschema ist in der Abbildung 5 dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A|AP IMP |G |P|MS|PBS |BHI AP |MP |G P MS
BIAP MP |G| P |MS|PBS | BHl AP |MP |G P MS
C|AP |MP |G |P|MS|PBS |BHI | AP |MP |G P MS
DIAP MP |G| P |MS|PBS | BHI AP |MP |G P MS
E|AP | MP |G |P|MS | PBS |BHI |AP |MP |G P MS
FIAP| MP | G|P|MS|PBS |BHI |AP |MP |G P MS
G|AP|MP |G |P|MS |PBS |BHI|PBS | PBS | PBS|PBS |PBS
H| AP |MP |G |P|MS|PBS |BHI|BHI |BHI |BHI | BHI | BHI

AP = Apfelpektin; MP = Mangopektin; G = Glukose; P = Polyphenole; MS = Mangoschale; PBS = Phosphat-
buffered-saline (Puffermedium 1); BHI = Brain-Heart-Infusion-Broth (Puffermedium 2), A1 - A7 bis D1 - D7
(Hellgrau) = E. coli Stamm 1, E1 - E7 bis H1 - H7 (Dunkelgrau) = E. coli Stamm 2, A8 - A12 bis H8 - H12 (WeiR) =
Blanks

Abb. 5: Pipettierschema fiir den Adhéasionsversuch

Jede Messung wurde pro Stamm dreimal an verschiedenen Tagen wiederholt. Dabei war die
Kombination von Bakterienstdmmen randomisiert. Als Positivkontrolle dienten das BHI-
Medium und Glukose, als Negativkontrolle unbeimpftes BHI-Medium und PBS-Puffer sowie
alle Substanzen in unbeimpften Vertiefungen fir den Abzug der Extinktion. Bei der Analyse
der Messergebnisse wurden die Extinktionswerte der Negativkontrollen und des reinen BHI-
Mediums bericksichtigt. Hierdurch wurden Wachstumskurven mit sigmoidalem Verlauf (siehe
Abbildung 3) erstellt, anhand derer die reine Extinktionsdnderung durch das
Bakterienwachstum dargestellt und statistisch ausgewertet werden konnte. Bei einer
eingestellten Ausgangskonzentration der hinzugegebenen E. coli von 108 Zellen/ml zeigte sich
eine Zunahme der Extinktion nach 5 Stunden Inkubation. Dieser Zeitabschnitt wurde als die
scheinbare Anlaufzeit definiert und grafisch ausgewertet. Die Hohe der Werte der maximalen
optischen Dichte wurde als Mal3stab herangezogen, um die Adhasion der E. coli an die zu
testenden Substanzen zu interpretieren. Bei der Auswertung zeigte sich, dass das Wachstum
nach 10 Stunden eingestellt wurde. Die Hochstwerte waren somit zu diesem Zeitpunkt erreicht.
Daher wurde bei den Berechnungen nur die Vermehrung der E. coli innerhalb von 10 h
betrachtet. Hierfur wurde das Programm Sigma Plot 11 (Sigma Plot Version 11, Systat
Software GmbH, Erkrath, Deutschland) benutzt.
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3.2. Fitterungsversuche — Testung der Mangoschale als Futterzusatz bei

Broilern

Fir die Bewertung der potenziell positiven Wirkungen auf die Leistung und Entwicklung der
Darmmikrobiota von Broilern wurden integrale und depektinisierte Mangoschalen als
Futterkomponenten in einer Menge von 1 bis 2 % im Vergleich mit einer Kontrollgruppe ohne
Pektine oder Mangoprodukten in der Futtermischung getestet. Der Tierversuch wurde vom
Landesamt fir Gesundheit und Soziales in Berlin mit der Genehmigungsnummer G 0320/12
bewilligt. Die Haltung, Futterung und Probenentnahmen am Versuchsende erfolgten am

Institut fir Tierernahrung der Freien Universitat Berlin.
3.2.1. Tierexperimentelle Methoden

3.2.1.1. Versuchstiere: Haltung, Anzahl und Herkunft

Es wurden 320 Masthahnchen in zwei Mastdurchgangen mit den Versuchsfuttermischungen
gefuttert. In Durchgang 1 und 2 wurden jeweils 160 Tiere mit jeweils 8 Tieren pro
Versuchseinheit randomisiert eingestallt (siehe Anhang A.4.1., Abbildung 6) und gleichmaRig
auf alle 5 Futterungsgruppen verteilt. Bei dem zweiten Durchgang wurden aufgrund einer
fehlerhaften Anlieferung der Tieranzahl in 10 von 20 Boxen jeweils 7 Tiere anstelle von 8
eingestallt (siehe Anhang A.4.2., Abbildung 7). Aus der erfolgten Aufstallung ergab sich eine
Anzahl an Wiederholungen pro Fitterungsgruppe von n = 8. Die Masthahnchen (Ross, Cobb
500) stammten aus einer kommerziellen Briterei (Cobb Germany Avimex GmbH, Wiesenena-
Wiedemar). Die Haltung erfolgte am Institut flr Tierernahrung der Freien Universitat Berlin in
einer Stalleinheit mit Boxen in Bodenhaltung. Die einzelnen Boxen hatten eine GréRRe von
1,20 m x 1,75 m mit einem Einstreugemisch aus Sagespanen und Strohhecksel
(GOLDSPAN®, Brandenburg Unternehmensgruppe, Goldenstedt, Deutschland). Die
Temperatur betrug 33 °C fiir die ersten 7 Lebenstage, danach wurde sie alle 7 Tage um 3 °C
bis auf 24 °C gesenkt. Das Lichtprogramm war fiir die ersten 3 Tage auf 24h/d eingeschaltet,
um die Akklimatisierung an den neuen Stall und die Orientierung der Tiere zu Tranken und
Futternapfen zu gewahrleisten. Vom 4. bis zum 7. Lebenstag wurde das Lichtprogramm auf
20 h und vom 8. bis 35. Lebenstag auf 16 h umgestellt. Binnen der ersten 7 Lebenstage war
zusatzlich je eine Rotlichtlampe/Box als zusatzliche Warmequelle 24h eingeschaltet. Die
Versuche wurden flr den Durchgang 1 im November bis Dezember 2013 durchgefihrt. Der
zweite Versuch folgte im Fruhjahr 2014 Ende Januar bis Februar. Diese beiden Durchgange

wurden fiir die Ermittlung der Metabolite sowie der Zusammensetzung der Mikroflora genutzt.
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3.2.1.2. Fiitterung und Tréankeeinrichtungen

Den Tieren standen pro Box frisches Wasser in einer Stilptranke (Siepmann GmbH,
Herdecke, Deutschland) von Lebenstag 1 - 9 und funf zusatzliche Nippeltranken wahrend des
gesamten Versuchs zur Verfigung. Der Wechsel von Stllptranken auf Nippeltranken erfolgte
jeweils an Tag 9. Zuvor waren die Nippeltranken bereits in einer Hohe angebracht worden, bei
der die Tiere Erfahrungen mit ihnen sammeln konnten.

Alle Tiere hatten freien Zugang zu den experimentellen mehlférmigen Futtermischungen
(Zusammensetzung Tabelle 5). Die Erfassung des Futterverbrauchs erfolgte bei jedem
Nachwiegen. In der Starterfutterperiode (1 — 14 d) wurde ein Starterfutter verwendet, um ein
optimales Wachstum und Entwicklung der Korpermuskulatur zu gewahrleisten.
Futterautomaten (Siepmann GmbH, Herdecke, Deutschland) dienten der Zuteilung. In der

zweiten Fltterungsphase (15. — 35. Lebenstag) wurde ein Mastfutter gegeben.

3.2.1.3. Versuchsdurchfiihrung

Die Zuteilung der Versuchsgruppen erfolgte randomisiert und es wurden Futtermischungen flr
die Kontrollgruppe A ohne Zusatz, fur Versuchsgruppe B mit 1 % Mangoschale, fur
Versuchsgruppe C mit 1 % depektinisierter Mangoschale, fur Versuchsgruppe D mit 2 %
Mangoschale und fir Gruppe E mit 2 % depektinisierter Mangoschale (siehe Tabelle 5)
verfluttert. Die Erfassung der Kdrpermasseentwicklung erfolgte beim Einstallen und dann im
wochentlichen Abstand bis unmittelbar vor der Schlachtung. Taglich erfolgte die
Gesundheitskontrolle durch die betreuenden Tierarzte und Tierpfleger. Die zu untersuchenden
Gesundheitsparameter und die festgelegten Abbruchkriterien sind im Anhang unter A.3.1.

dargestellt.

3.2.1.4. Leistungsparameter

Die Leistung der Tiere wurde kontinuierlich erfasst. Fur die Erfassung der Tiergewichte wurden
die einzelnen Tiergruppen wdéchentlich gewogen (DE Plattformwaage DE12K1N, Kern und
Sohn GmbH, Balingen, Deutschland). Der Futterverbrauch wurde durch Riickwaage des
verbliebenen Futters an diesem Tag im Vergleich zum eingewogenen Futter erfasst und
verstorbene Tiere hierbei bertcksichtigt. Aus diesen Daten lie3en sich die Kérpermasse, die
Futteraufnahme, die Zunahme und der Futteraufwand ermitteln. Die Formel fir den

Futteraufwand ist nachfolgend dargestellt.

Mittlere Futteraufnahme (g)
Mittlere Lebendmassezunahme (g)

Mittlerer Futteraufwand =

Die Mortalitat wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer protokolliert und nach Abschluss

der Versuche an Tag 35 rechnerisch mit der nachfolgenden Formel bestimmt.

ey s0/) = (Anzahl verstorbener Tiere/Versuchsdiat) x100
Mortalitatsrate (m /o) Anzahl eingestallter Tiere/Versuchsdiat
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3.2.2. Versuchsfutter und Fiitterung

Die eingesetzten Mangoschalen (Mangifera indica L var. Alphonso, Herkunft: Indien) wurden
freundlicherweise von Balmer Lawrie & Co.LTD zur Verfliigung gestellt. Vor der Erstellung der
Rezeptur fir die Futtermischung wurden die Mangoschalen hinsichtlich ihrer Nahrstoffwerte
untersucht, die Ergebnisse sind im Anhang unter A.4.2. dargestellt. Mit der Durchfuhrung der
Schwermetall- und Pestizidanalysen wurde das SGS Institut Fresenius GmbH beauftragt. Die
Ergebnisse dieser Analysen sind im Anhang unter A.4.3. aufgefuhrt. Der Vergleich mit
Mangoschalen ohne enthaltenes Pektin machte eine Depektinisierung mit Enzymen notwendig
(siehe Anhang unter A.4.4).

Rezepturen fur die Futtermischungen
Die Futtermischungen wurden nach der dargestellten Rezeptur (Tabelle 5) in Schrotform
hergestellt. Die Futterung wurde in zwei Intervalle eingeteilt. Vom 1. — 14. Lebenstag wurden
ein Starterfutter und ab dem 15. — 35. Lebenstag das Mastfutter ad libitum gefuttert. Als
Markersubstanz fur die Verdaulichkeit wurde der unverdauliche Marker Titandioxid (Titan (IV)
-oxid, Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in Hohe von 0,05 % dem

Mastfutter zugesetzt. Die Zusammenstellung der Futtermittel ist in Tabelle 5 dargestellt.
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Tab. 5: Komponenten (in %) der Alleinfuttermittel fiir Broiler

Starterfutter (d 1 - 14)

Bestandteile (g/kg) Kontrolle Mango 1% Dep. Mango 1% Mango2 % Dep. Mango 2 %
Mais 50,3 48,6 491 46,9 47,8
Sojaextraktionsschrot
(44 % RP) 38,3 38,5 38,2 38,7 38,0
Kalziumkarbonat 1,46 1,44 1,44 1,,42 1,43
Sojadl 7,14 7,26 7,49 8,10 7,86
Methionin 0,16 0,16 0,17 0,17 0,18
Monokalziumphosphat 1,43 1,44 1,44 1,46 1,46
Vit. Mineralien* 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20
Lysin 0,04 0,04 0,05 0,04 0,05
Titan(ium)dioxid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Mangoschale (in %) 0,00 1,00 0,00 2,00 0,00
Depektinisierte

0,00 0,00 1,00 0,00 2,00

Mangoschale (in %)

Mastfutter (d 15 — 35)

Bestandteile (g/kg) Kontrolle  Mango 1% Dep. Mango 1% Mango 2 % Dep. Mango 2 %
Mais 65,3 63,7 64,1 62,0 62,9
Sojaextraktionsschrot 25,9 26,1 25,8 26,3 25,7
(44 % RP)
Kalziumkarbonat 1,13 1,12 1,12 1,10 1,11
Sojadl 4,45 4,92 4,76 5,38 5,12
Monokalziumphosphat 1,14 1,14 1,15 1,15 1,16
Vit. Mineralien* 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
Methionin 0,20 0,21 0,21 0,21 0,22
Lysin 0,10 0,10 0,11 0,10 0,12
Threonin 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05
Titan(ium)dioxid 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Mangoschale 0,00 1,00 0,00 2,00 0,00
Depektinisierte

0,00 0,00 1,00 0,00 2,00

Mangoschale

*Herkunft Vitaminiertes Mineralfutter, Spezialfutter Neuruppin GmbH & Co. KG, Friedrich Biickling Stralle 9; 16816 Neuruppin;
Zusammensetzung des Vitaminfutterzusatzes: Phosphor 0,3 %, Magnesium 5,5 %, Natrium 13 %, Zusatzstoffe je kg: Vitamin A
(E 672) 600.000 I.E., Vitamin D3 (E 671 aus Vitamin D3) 120.000 I.E., Vitamin E (all-rac-alpha-Tocopherylacetat 3a 700) 8000
mg, Vitamin K3 aus Menadion-Natriumbisulfit 300 mg, Vitamin B1 aus Thiaminhydrochlorid 250 mg, Vitamin B2 aus Riboflavin
250 mg, Vitamin B6 3a831 aus Pyrodoxinhydrochlorid 400 mg, Eisen E 1 (Eisen-(ll) -carbonat) 5000 mg, Kupfer E 4 (Kupfer-(ll)-
sulfat, Pentahydrat) 1000 mg, Zink E6 (Zinkoxid) 5000 mg, Vitamin B12 aus Vitamin B12 2000 ug, Nicotinsdure aus Nicotinsaure
3a314 2500 mg, Biotin aus Biotin 25000 pg, Folsaure aus Folsdure 3a316 100mg, Pantothensaure aus Calcium-D-Pantothenat
1000 mg, Cholinchlorid aus Cholinchlorid 3a890 80000 mg, Mangan E 5 (Mangan-(ll)-oxid) 6000 mg,

Jod E 2 (Calciumjodat, wasserfrei) 45 mg, Selen E 8 (Natriumselenit) 35 mg.
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Analyse der verwendeten Futtermittel

3.2.2.1. Weender Analyse

Zur Uberprifung der Rohnahrstoffgehalte wurde die Weender Nahrstoffanalyse durchgefiihrt
(Methodenbuch IIl, Naumann und Bassler, Stand 2013). Sowohl das Futter als auch die
Digestaproben wurden zuvor gefriergetrocknet und auf eine einheitliche Partikelgrofie von 0,5
mm mit einer Spurenelemente - neutralen Mihle (Spurenelemente - neutrale Mihle ZM 200,
Retsch GmbH, Haan, Deutschland) vermahlen. Die Futtermittelanalytik erfolgte auf Basis der

mit einem Beprobungsstab entnommenen Futtermittel eines jeden Durchganges.

Bestimmung des Rohwassergehalts/Trockensubstanz

Bei der Bestimmung der Trockensubstanz (TS) wurde nicht nur der Rohwassergehalt, sondern
auch der Gehalt von allen flichtigen Substanzen bis 103 °C bestimmt (Kamphues et al. 2014).
Der zu verwendende Porzellantiegel war nummeriert und bei 120 °C 1 h vorgetrocknet. Das
Gewicht des Tiegels wurde vor Einwaage der Proben erfasst (Waage Genius Sartorius,
Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland) und spater abgezogen. Je 1 g gemahlenes Futter bzw.
0,5 g Digesta (= E) wurde in den tarierten Porzellantiegeln eingewogen (= T1). Die
Bestimmung erfolgte jeweils als Doppelbestimmung.

Die Probe wurde in dem Porzellantiegel fir 4 h bei 103 °C im Trockenschrank
(Lacktrockenschrank LUT 6050 F, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) getrocknet
und im Anschluss in einem Exsikkator abgekuhlt. Nach dem Abkuhlen der Proben wurde das
Gewicht (T2) bestimmt, woraus sich der Rohwassergehalt bzw. der Gehalt der

Trockensubstanz in g/kg Futtermittel berechnen liel3.

Berechnungen:
Trockensubstanz (in g/kg) = ((T2-T1) /E) *1000
Rohwasser (in g/kg) = 1000- (((T2-T1) /E) *1000)

Bestimmung der Rohasche

Der Gehalt der Rohasche wurde im Anschluss an die Trockensubstanzbestimmung mit
denselben Probenansatzen durchgefiihrt. Hierbei handelte es sich um die Bestimmung der
Gewichtsanteile an anorganischen bzw. im Ruckkehrschluss der organischen Substanzen der
Futtermittel. Das Gewicht des Tiegels (T1) und der Probe (T2) waren bereits aus der
Bestimmung der Trockensubstanz bekannt. Flr die Bestimmung der Rohasche wurden die
Proben aus der Trockensubstanzbestimmung tber 12 h in einen Muffelofen (Heraeus® M 110,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) bei 600 °C verascht und im Anschluss in den

Exsikkator zum Auskiihlen verbracht. Die Proben wurden nach der Abkihlung zuriickgewogen
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(Wert T3) (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland). Der Gehalt der

Rohasche lieR sich Uber das Eingangsgewicht (= E) ermitteln.

Berechnung:
Rohasche (in g/kg) = (T3 -T1) /E) *1000

Bestimmung des Rohproteins
Das Prinzip der DUMAS-Methode beruhte auf der Erfassung der Warmeleitfahigkeit mittels

Makro-Elementaranalysator (Makro—Elementaranalysator vario MAX CN elementar,
Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Deutschland) wahrend einer katalytischen
Verbrennung und der Reduktion von stickstoffhaltigen Verbindungen zu Stickoxid (N2). Bei der
Bestimmung des Rohproteins nach der DUMAS-Methode wurden auch stickstoffhaltige
Verbindungen ohne eine eiweilartige Natur nachgewiesen, hierzu zahlten beispielsweise
Alkaloide, Amine, freie Aminosauren und andere Substanzen (Kienzle 2009). Jeweils 400 mg
Futter bzw Digesta wurden abgewogen (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG, Géttingen,
Deutschland) und in einer Doppelbestimmung vom Gerat analysiert. Die ausgewiesenen
Gehalte an Stickstoff wurden mit dem Faktor 10 multipliziert, um den Gehalt an Rohprotein zu

berechnen.

Bestimmung des Rohfetts

Bei den Analysen der Proben wurde nach institutsinternen Standards auf den Saureaufschluss
verzichtet, da sich hierbei keine Unterschiede bei der Extraktion ergeben hatten. Es wurden
ca. 1 g Probe (Futter bzw. Digesta (= E)) in spezielle daflr geeignete Filtertlitchen (Fat Filter
Bags F57 (blau), Ankom Technologies, New York, USA) (Wert = T2) eingewogen (Waage
Genius Sartorius, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland) und sorgfaltig verschlossen. Hierauf
folgte eine dreistlindige Extraktion nach dem Prinzip von Soxhlet (Extraktionssystem B-811,
Bichi Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland) mit Petrolether (Petrolether, reinst, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland), um das Fett herauszulésen. Es folgte eine Trocknung des
verbliebenen Materials im Trockenschrank (Lacktrockenschrank LUT 6050 F, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) bei 103 °C fiir 30 min. Durch eine Rickwaage (= T2) der im
Exsikkator abgekihlten Probe und rechnerische Ermittlung im Vergleich mit dem

Eingangsgewichten konnte die Menge an entferntem Rohfett ermittelt werden.

Berechnung:
Rohfett in g/kg Probe = ((T2-T1) /E) *1000
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Bestimmung der Rohfaser

Bei der Bestimmung der Rohfaser wurde ein Rohfaseranalysator (Ankom 2000 Fibre Analyser,
ANKOM Technology, Macedon, USA) verwendet. Hierfir wurden 0,5 g des gemahlenen
Futters bzw. Digesta (= E) in ein Filtertlitchen (Fat Filter Bags F57 (blau), Ankom Technologies,
New York, USA) (= T1) eingewogen (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland) und verschlossen. Um das enthaltene Rohfett vorab zu entfernen, wurden die
Proben fur 10 min in 350 ml Petrolether (Petrolether, reinst, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) extrahiert und an der Luft getrocknet. In dem Gerat wurden die Proben mittels
1,25 Y%iger verdinnter Schwefelsdure (Schwefelsdure, 95-97 %, J.T.Baker, Deventer,
Niederlande) gekocht und nach dem Absaugen der flissigen Phase mit 1,25 %iger
Natronlauge (Natronlauge 32 %, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gespdilt.
Im Anschluss wurden die Proben mit heillem destilliertem Wasser (Aqua bidest.) gespilt und
mittels Papiertiichern vom restlichen Wasser gréftenteils befreit. Im Anschluss wurden die
Proben fir 5 min in Aceton (Aceton, reinst, Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland, Karlsruhe)
eingeweicht. Nachfolgend wurden die Proben fir eine Stunde im Trockenschrank
(Lacktrockenschrank LUT 6050 F, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) bei 104 °C
getrocknet, zum Abkuihlen in einen Exsikkator verbracht und nach dem Abkihlen gewogen.
Zum Veraschen im Muffelofen (Trockenschrank Heraeus Typ ST 5042, Heraeus Holding
GmbH, Hanau, Deutschland) wurden Porzellantiegel vorgewogen, die abgewogenen
Filtertitchen mit den enthaltenen Proben hineingegeben und bei 600 °C fiir 6 h verascht. Nach
dem Abkuhlen im Exsikkator wurden die Tiegel mit den Proben zurickgewogen und die zu
ermittelnde Rohfaser rechnerisch bestimmt. Hierfur wurde das Gewicht der Rohasche vom

Gewicht des getrockneten Inhalts der Filtertlitchen abgezogen.

Berechnung:

% Rohfaser = ((w3-(w1*c1)) /w2) *100

w1 = Gewicht der Filtertitchen in g
w2 = Probengewicht in g
w3 = Gewicht organische Substanz in g

c1 = Blindwertkorrektur (Filtertitchen nach Veraschung/ Filtertltchen)

3.2.2.2. Analyse der Aminoséaurengehalte
Far die Analysen der Aminosauren Methionin und Cystein ist vor dem Aufschlussverfahren
eine Oxidation notwendig. Das weitere Analyseverfahren ist fur alle Aminosauren gleich. Die

Herstellung der Oxidationslosung ist im Anhang unter A.4.5. nachlesbar.
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Bestimmung von Methionin und Cystein

Fir die Bestimmung von Methionin und Cystein mussten die Proben zunachst auf eine
PartikelgroRe von 0,5 mm vermahlen (Spurenelemente - neutrale Mihle ZM 200, Retsch
GmbH, Haan, Deutschland) werden. Insgesamt 500 mg Digesta bzw. 500 mg Futter wurden
in eine 100-ml-Schottglasflasche eingewogen (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland) und ein Rihrkern wurde hinzugegeben. Finf ml kalte (4 °C) frische
Oxidationslésung wurde hinzugegeben und die Probe hiermit vollstandig benetzt. Die Proben
wurden in ein Eisbad gestellt und 24h im Kihlschrank (Kihischrank Liebherr Profiline,
LIEBHERR, Biberach an der Rif3, Deutschland) bei 4 ° C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation
wurde 0,9 g Natriumdisulfit (Natriumdisulfit reinst, Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland,
Karlsruhe) hinzugegeben und die Oxidation hiermit abgebrochen. Es folgte die Hinzugabe der

Hydrolysemischung (Herstellung siehe Anhang unter A.4.6.).

Bestimmung der Aminosaurengehalte

Bei den Ubrigen Aminosauren, aufer Methionin und Cystein, war eine Einwaage einer 500
mg Probe (PartikelgroRe 0,5 mm) in eine 50-ml-Schottflasche (Schottflasche, SCHOTT AG,
Mainz, Deutschland) notwendig. Fiinfundzwanzig ml Hydrolysemischung wurden
hinzugegeben und die Flaschen mit dem aufgelegten Deckel bei 110 °C eine Stunde lang im
Trockenschrank (Lacktrockenschrank LUT 6050 F, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA) inkubiert. Nach Ablauf der Stunde wurden alle Flaschen mit dem dazugehdérigen
Deckel verschlossen und weitere 23 h im Trockenschrank belassen. Die Proben wurden
daraufhin luftgetrocknet und nachfolgend in ein Eisbad gestellt. Portionsweise wurde 20 ml
Natronlauge (Natronlauge reinst (verdinnt auf 7,5 mol/l), Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland, Karlsruhe) in folgenden Schritten hinzugegeben: 2, 2, 4, 4, 5 und 5 ml.
Wahrend der Zugabe standen die Proben auf einem Magnetrihrer (Magnetrihrer IKA — RH
— HAT/C, IKA® - Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) innerhalb eines Eisbades.
Die Losungen haben sich durch die Hinzugabe der Saure nicht tiber 40 °C erhitzt. Der pH-
Wert wurde mittels Salzsaure (Salzsaure 37%ig, J.T.Baker, Deventer, Niederlande) und
Natronlauge (Natronlauge, Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland, Karlsruhe) auf 2,2
eingestellt. Die Losungen wurden quantitativ nach der Abkihlung in einen 100-ml-
Messkolben Uberfiihrt. Dieser wurde mit einer Zitrat-Pufferlésung (2,2 pH, Herstellung siehe
Anhang unter A.4.7.) aufgefiillt und der Inhalt gut gemischt. Hiervon wurden 2 ml in ein
Eppendorfgefal® (Eppendorfgefaly, 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) mit einer
Spritze (Injektionsspritzen, 2 ml, Terumo Deutschland GmbH, Eschborn, Deutschland) und

einem Spritzenvorsatzfilter (0,2 ym Cellulose-Acetatfilter, VWR International GmbH,
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Darmstadt, Deutschland) membranfiltriert. Die Messung erfolgte im Aminosaurenanalysator

(Biochrom 20. Amersham Biosciences Corp., Freiburg, Deutschland).

3.2.2.3. Bestimmung der Mengenelemente

Die Mengenelemente Eisen, Kalium, Kalzium, Kupfer, Magnesium, Mangan, Natrium und Zink
wurden mittels Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. Hierflir wurde 1 g Futter bzw. 0,5 g
Digesta in einen nummerierten Tiegel eingewogen (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland) und bei 550 °C im Muffelofen (Trockenschrank Heraeus Typ ST 5042,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) verascht. Danach wurden sie in ein  80-ml-
Becherglas gegeben und mit jeweils 6 ml Salzsaure (Salzsaure, 37%ig, J.T.Baker, Deventer,
Niederlande) sowie 20 ml Aqua bidest. vermengt. Die Proben wurden im Becherglas mit einem
Uhrglas als Abdeckung bei 220 °C fir 50 min im Sandbad (Sandbad, Harry Gestigkeit GmbH,
Dusseldorf, Deutschland) erhitzt. Am Uhrglas kondensierte Fllssigkeit wurde mit Aqua bidest.
wieder in die Losung nach Abschluss des Sandbades gespult. Im Anschluss wurden die
Proben mittels Blaubandfilter (Faltenfilter 595 %2 (Whatmann Schleicher und Schuell @ 125
mm), Altmann Analytik GmbH & Co. KG, Minchen, Deutschland) in einen 50-ml-Messkolben
Uberfiihrt und mit Aqua bidest. aufgeflllt. Bis zur Messung wurden sie in PE-Flaschen gefllt
und bei Raumtemperatur gelagert. Die Messung der Mineralstoffe erfolgte in einem
Atomabsorbtionspektroskop (Atomabsorptionsspektrometer Vario 6, Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland).

Bestimmung des Phosphorgehalts

Fir die Bestimmung von Phosphat mussten vorerst einige Lésungen hergestellt werden. Dies
ist im Anhang unter A.4.8. ausgefihrt. Fur die Bestimmung der Phosphatgehalte der Proben
wurden 500 pl der Aschelésungen aus dem Mengenelementeaufschluss mit 5 ml einer Lésung
aus 134 ml Salpetersaure (Salpetersaure (65 %), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) mit den Komplexbildnern Ammoniumvanadat (Ammoniumvanadat, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zu 200 pl sowie Ammoniummolybdat
(Ammoniummolybdat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zu 200 ul
versetzt. Die Proben wurden im Anschluss mit Aqua bidest. auf 20 ml aufgefillt. Das enthaltene
Phosphat bildet mit den Komplexbildnern im sauren Milieu einen gelblichen Farbkomplex,
dessen Extinktion photometrisch bei 436 nm im Photometer (Ultrospec 2100 pro, Amersham
Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, USA) gemessen werden konnte. Eine Auswertung wurde
anhand der mit der Kalibrierldsung (siehe Anhang unter A.4.8.) gemessenen Eichkurven
durchgeflhrt.
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3.2.2.4. Titanbestimmung

Der Marker Titan diente dazu, die Verdaulichkeit der Futterkomponenten zu ermitteln, da
Titandioxid selbst nicht verdaut wird. Der Nachweis basiert auf dem Prinzip, dass durch einen
Saureaufschluss mit einem Kjeldahlkatalysator und die nachfolgende Versetzung mit
Wasserstoffperoxid zu einer Extinktion der Losungen fuhrt. Die Losungen farbten sich je nach
Gehalt an Titandioxid gelblich und der Farbumschlag wurde bei 420 nm im Spektralphotometer
gemessen. Die Herstellung des Standards fur die Titanbestimmung ist im Anhang unter A.4.9.

aufgeflhrt.

Aufarbeitung der Proben fiir die Titanbestimmung

Es wurden 200 mg Futter bzw. 100 mg Digesta in ein groRes Glasrbhrchen
(GlasaufschlussgefalR, SCP Science, Courtaboeuf, Frankreich) eingewogen. Als interner
Standard wurde zuséatzlich ein Blindwert ohne Titangehalt in ein Réhrchen eingewogen. Es
wurden 10 ml Schwefelsaure (Schwefelsdure 97 %, J.T. Baker, Deventer, Niederlande)
hinzugefiigt, zusatzlich wurden eine halbe Kjeldahl-Tablette (Kjeldahl Tablette 3,5 g/Tablette,
Behr — Labortechnik GmbH, Diusseldorf, Deutschland) und zwei Siedesteinchen
(Siedesteinchen Sorte B, Behr — Labortechnik GmbH, Disseldorf, Deutschland)
hinzugegeben. Die Glasrohrchen wurden in das Aufschlussgerat (Heizblock: SCP Science
DigiPREP HAT, S-prep GmbH, Uberlingen, Deutschland) gestellt, diese verschlossen und die
Proben bei 400°C fir 95 min aufgeschlossen. In der Zwischenzeit wurden je Probe ein 25-
ml-Messzylinder in ein Eisbad gestellt, mit einem Glastrichter, einem Filter (Faltenfilter 595 %
(Whatmann Schleicher und Schuell @ 125 mm, Altmann Analytik GmbH & Co. KG, Miinchen,
Deutschland) und einem AAS-Probengefall. Ein Becherglas wurde mit Eiswasser ebenfalls
vorbereitet. Fir den Standard (PerkinElmerPure: 100 mg/L, PerkinElmer Inc., Berlin,
Deutschland) wurden ein 10-ml-Messkolben und vier Probengefalle fir die Standardreihe
bendtigt. Nachdem die Aufschlisse etwas abgekuhlt waren, wurden sie in das Eisbad zur
weiteren AbkUhlung gestellt. Danach wurden die Proben durchmischt (Vortex Genie 2,
Scientific Industries Inc., New York, USA) und mit Wasserstoffperoxid (Wasserstoffperoxid
30 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) quantitativ Gber einen
weiteren Trichter in einen 25-ml-Messkolben auf Eis Uberflhrt. Die Proben wurden nach
vollstdndigem Abkuhlen auf 25 ml aufgeflllt und die Halfte filtriert. Die Verdinnung des
Standards fand mit dem Faktor 5 statt (2 ml Standard /10 ml Wasserstoffperoxid).
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Messung der Proben

Das Spektralphotometer (Spektralphotometer Ultrospec 2100 pro, Amersham Pharmacia
Biotech Inc, Piscataway, USA) wurde auf die Einstellung ,SWIFT Il Quantification” eingestellt.
Gemessen wurden zunachst der Blindwert und die Standardreihe. Hierfir wurden in
Mikrokuvetten 200 pl Wasserstoffperoxid (Wasserstoffperoxid 30 %, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) vorgelegt und danach die 2 ml Blindwert bzw.
Standardlésungen (Herstellung siehe Anhang unter A.4.9) hinzugegeben. Kleine Luftblasen
durften bei der Messung nicht vorhanden sein und mussten zuvor mittels Pipettenspitzen
entfernt werden. Mit den Proben wurde anschliefiend nach demselben Schema fortgefahren.
Der gemessene Gehalt an Titandioxid wurde dann mit dem Faktor 12,5 multipliziert, man
erhielt die Konzentration von Titandioxid in pg/25 ml. Der erhaltene Wert wurde durch die
Einwaage der Probenmenge am Anfang geteilt und man erhielt das Ergebnis in ug
Titandioxid/g Probe. Die Konzentrationen an Titandioxid in den Proben von lleum und Rektum
im Vergleich mit den Rohnahrstoffen ergaben, wie viel prozentual zwischen den beiden

Darmabschnitten verdaut wurde.

3.2.2.5. Probenentnahmen

Am Sektionstag wurden unmittelbar vor der morgendlichen Schlachtung die Tiergewichte
erfasst. Die Tiere bekamen das Futter nochmals frisch zugeteilt. Die Probenentnahmen
begannen ca. 1 h nach Abschluss der Wiegungen um 8.00 h morgens. Jeweils am 35.
Lebenstag wurden bei Durchgang 1 und 2 die Proben von jeweils 2 Einzeltieren (1 Tier als
Reserve) des ersten und zweiten Durchganges als mikrobiologische Proben (1 Tier/Box) in
Flussigstickstoff weggefroren und danach bei — 80 °C bis zur weiteren Auswertung gelagert.
Die Tiere wurden mittels eines stumpfen Schlages betaubt. Danach erfolgten unverziglich der
Blutentzug und die zervikale Dislokation. Die Tierkérper wurden unmittelbar nach der Tétung
seziert und die Proben in sterile Gefalte entnommen. Der Kropf wurde durch eine Erweiterung
des Schnittes der zervikalen Dislokation freigelegt und durch einen Scherenschlag gedffnet
und enthaltene Digesta direkt in die Probengefalte abgefillt. Der Bauchraum wurde eréffnet
und das Meckelsche Divertikel aufgesucht. Der Darm wurde direkt am Divertikel durchtrennt
und der verbliebene Darmabschnitt inklusive der Blinddarme herausgel6st. Die Entnahme des
lleums erfolgte nach Kluth (Kluth et al. 2005). Hierbei wurde die Strecke vom Meckelschen-
Divertikel bis 2 cm vor Endung in die Blinddarme herausgetrennt und nur die terminalen 2/3
wurden als Digestainhalt des lleums beprobt. Das erste Drittel war als Jejunum definiert und
wurde nicht beprobt. Die Blinddarme wurden an ihren Mindungen abgetrennt und beprobt. Es
wurden Proben aus den Blinddarmen entnommen und alle Proben fir die mikrobiologischen
Untersuchungen in EppendorfgefaRen (Eppendorfgefale, 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) in flissigem Stickstoff weggefroren. Das Rektum (ca. 1,5 - 2 cm Lange) wurde

an der Ubergangsstelle unmittelbar hinter den Blinddarmen abgetrennt. Es definierte sich als
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kurze Strecke zwischen den Blinddarmen und der Kloake (Konig et al. 2001). Regelmalig
wahrend des Schlachtvorgangs wurden die stickstoffgekihlten Proben in die Lagerung bei

- 80°C weggefroren (Probenplan, siehe Tabelle 6).

Tab. 6: Probenplan fiir die mikrobiologischen Untersuchungen (qPCR)

Lokalisation Menge' Aufbewahrung Lagerung

Schlachtung

Kropf 2x2ml Flussigstickstoff - 80°C
lleum 2x2ml Flussigstickstoff - 80°C
Zakum 2x2ml Flussigstickstoff - 80°C
Rektum 2x2ml Flussigstickstoff - 80°C

' je 2 Einzeltierproben/Box, n =16

Proben fur die Metabolite (1 Tier/Box) des ersten und zweiten Durchgangs wurden jeweils am
36. Lebenstag nach der Entnahme nach bereits genannten Verfahren direkt in Probengefalle
(Greiner Réhrchen 15 ml, CELLSTAR®PP Test Tubes, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) geflillt, auf Eis gelagert und binnen 15 min bei — 20 °C bis zur weiteren Analyse

weggefroren. Der Probenplan ist nachfolgend in Tabelle 7 dargestellt:

Tab. 7: Probenplan* fiir Messung der Metabolite

Lokalisation Untersuchung Gefall Lagerung
Kropf pH, SCFA, Laktat 50 ml -20°C
lleum pH, SCFA, Laktat, NH3 50 ml -20°C
Zakum pH, SCFA, Laktat 50ml  -20°C
Rektum pH, Laktat, NH3, SCFA, 15ml -20°C

*Einzeltierproben, n = 8

3.2.2.6. Quantifizierung bakterieller Stoffwechselprodukte

Um zu klaren, ob die Futterung der Mangoschalen-Varianten prabiotische Wirkungen im
Tierversuch entfaltet, wurden neben dem pH-Wert die mikrobiellen Stoffwechselprodukte
Laktat, flichtige Fettsduren und Ammonium in der Digesta der Tiere von Durchgang 1 und 2

in Kropf, lleum, Zakum und Rektum analysiert.

3.2.2.6.1. Messung des pH-Wertes in der Digesta
Die Messung der pH-Werte in den Darmabschnitten Kropf, lleum, Zakum und Rektum wurde
unverziglich nach der Entnahme der Proben auf Eis mit der gleichen Methode, wie in 3.1.1.

beschrieben, durchgefiihrt.
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3.2.2.6.2. Messung des Gehalts an Laktat in der Digesta

Die Messung von D- und L-Laktat erfolgte mit einer Hochleistungs-Flissigkeits-
Chromatographie—Anlage (HPLC-Anlage Agilent 1100, Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Waldbronn, Deutschland) nach der institutsinternen Arbeitsanweisung, wie auch von
Ferrara (Ferrara 2012) genutzt. Hierflr wurde ein wassriger Extrakt der zu messenden Probe
vom Gerat auf einer chiralen Saule (Phenomenex Chirex 3126 (D) — Penicillamine 150 x 4,6
mm, Phenomenex, Torrance, USA) mit einer dazu geschalteten Vorsaule (Phenomenex C18
4.0 L mm x 2,0 ID mm, Phenomenex, Torrance, USA) getrennt und vom Gerat gemessen.
Die verwendeten Losungen sind im Anhang unter A.5.1. dargestellt. Zur Bestimmung der D-
und L-Laktatkonzentration wurden die eingefrorenen Proben auf Eis schonend aufgetaut und
0,5 g Digesta in ein neues Gefalt (Eppendorfgefal 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) eingewogen (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland).
Es wurde jeweils 1 ml Kupfer-1I-Sulfatiésung (0,5 mM, Herstellung siehe Anhang unter A.5.1.)
hinzugefiigt, um die Milchsaure in Lésung zu bringen. Nach Durchmischung (Vortex Genie 2,
Scientific Industries Inc., New York, USA) folgten 10 min bei Raumtemperatur auf einem
Schittler (VV 3, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland). Nach der Inkubation
erfolgte die Zugabe von je 100 pl Carrezldsung | und Il (Herstellung siehe Anhang unter A.5.1.).
Nach jeder Zugabe von Chemikalien wurden die Proben durchmischt und am Ende 10 min bei
14000 x g zentrifugiert (Heraeus Fresco 21 Microcentrifuge, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Der Uberstand wurde mit einer 2-ml-Spritze (Injektionsspritzen, 2 ml, Terumo
Deutschland GmbH, Eschborn, Deutschland) vorsichtig aufgezogen und durch einen sterilen
Cellulose-Acetat-Spritzenvorsatzfilter (Cellulose-Acetat-SpritzenvorsatZzfilter, 0,45 ym, VWR
International GmbH, Darmstadt, Deutschland) in ein neues steriles Eppendorfgefall verbracht.
Die Messung erfolgte nach Verdlnnung (Tabelle 8) der aufgeschlossenen Proben mit Kupfer-
II-Sulfatlésung (0,5 mM) in GlasgefalRen (Probengefalle Screw cap vials, Agilent Technologies
Deutschland, Waldbronn, Deutschland).

Tab. 8: Herstellung der Probenverdiinnungen zur Laktatmessung

Herkunft Digesta Ml Probengemisch pI Kupfer-11-Sulfat (0,5mmol/l)
Kropf 100 900
lleum 200 800
Blinddarme 200 300
Rektum 200 300

Zur Berechnung der Gehalte an Laktat wird der Verdiinnungsfaktor X mit der Formel

X = (Einwaage +1,2) /Einwaage berechnet.
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3.2.2.6.2. Ammonium

Die Messung der Ammoniumgehalte erfolgte wie unter Kapitel 3.1.1. beschrieben.
Abweichungen hiervon werden im Folgenden genannt. Digesta von den Darmabschnitten
Kropf, lleum, Zdkum und Rektum wurde in Gefalke (Eppendorfgefall 2 ml, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) eingewogen (500 mg; Waage Genius Sartorius, Sartorius AG,
Goéttingen, Deutschland) und weggefroren (- 20 °C). Am Folgetag wurden die Proben maximal
15 min bei Raumtemperatur und im Anschluss langsam auf Eis aufgetaut. Insgesamt 1 ml des
Verdinnungsmediums MOPS (pH 7,0; 100 mM, 4 °C) (Herstellung siehe Anhang unter A.2.2.)
wurde hinzugegeben. Die Proben wurden flr 1 min durchmischt (Vortex Genie 2, Scientific
Industries Inc., New York, USA) und im Anschluss 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden
sie bei 17.000 x g und 4°C zentrifugiert (Heraeus FRESCO 21 Centifuge, Thermo Fisher
Scientific Inc., Massachusetts, USA). Der Uberstand wurde in frische 2-ml-Eppendorfgefaie
Uberfiihrt. Hiervon wurde je nach Darmabschnitt ein unterschiedliches Mengenverhaltnis von
MOPS und Probe genutzt (Tabelle 9).

Tab. 9: Mischverhaltnisse zur Messung von Ammonium

Darmabschnitt Probenmenge in pl MOPS (100 mM; pH 7) in pl
Kropf 10 70
lleum 10 70
Zakum 2 40
Rektum 2 40

Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Mikrotiterplatten vom Plattenleser
ausgelesen und nach weiteren 5 min die zweite Messung mit den Geraten wie in Kapitel 3.1.1.
durchgeflhrt.

3.2.2.6.3. Kurzkettige Fettsauren

Die Bestimmung der von intestinalen Mikrobiota produzierten kurzkettigen Fettsduren dient
dazu, Ruckschlusse auf einen veranderten bakteriellen Stoffwechsel und daraus folgend eine
Veranderung der Populationszusammensetzung im Darm der Tiere in-vivo festzustellen. Zu
den zu quantifizierenden kurzkettigen Fettsduren gehoéren Essigsaure, Propionsaure, i-
Buttersaure, n-Buttersaure, i-Valeriansaure und n-Valeriansaure. Die Messung erfolgte nach
dem gleichen Schema, wie unter 3.1.1 beschrieben. Abweichungen hiervon werden im
Folgenden genannt. Aus den Digestaproben von Kropf, lleum, Zakum und Rektum wurden
jeweils 0,3 g in GefalRe (Eppendorfgefal® 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
eingewogen (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland). Die
Verdiinnungslésung (ISTD 0,5 mmol/l, Herstellung siehe Anhang unter A.1.3.) wurde mit einem

Volumen von 1 ml auf die Proben aufgebracht und diese wurden im Anschluss fiir 60 min bei
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Zimmertemperatur auf einen Schuttler (VV 3, VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben zunachst bei 14.000 x g
zentrifugiert (Heraeus Fresco 21 Microcentrifuge, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Der klare Uberstand wurde in GlasgefaRe (ProbengefaRe Screw cap vials, Agilent
Technologies Deutschland, Waldbronn, Deutschland) abgefillt und mit der ISTD (0,5 mmol/l,
Herstellung siehe Anhang unter A.1.3.) verdinnt und im Anschluss durchmischt. Die

Mischungsverhaltnisse sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tab. 10: Mischtabelle fur die Auswertung der fliichtigen Fettsauren

Herkunft Digesta Ml Probenmenge pIEISTD (0,5 mmol/l)
Kropf 400 400
lleum 400 400
Zakum 100 900
Rektum 50 350

3.2.2.7. Quantitative Erfassung der Bakteriengruppen in der Digesta

Die Methode zur quantitativen Erfassung der Laktobazillen in der Digesta wurde auf Basis der
internen Arbeitsanweisung durchgefiihrt. Es bestehen bereits Veroffentlichungen (Ferrara
2012, Goodarzi Boroojeni et al. 2014). Die Durchflihrung der quantitativen Real-Time PCR
(Polymerase-Ketten-Reaktion (qPCR)) ermdglicht die Erfassung und Quantifizierung von
doppelstrangigen Nukleotidsequenzen der zu testenden DNA-Extrakte. Hierfir wurden
gruppenspezifische Primer (Definition siehe Anhang unter A.5.2.) fir Digestaproben aus
Masthahnchen verwendet. Um die Vermehrung der PCR-Produkte zu quantifizieren, wurde ein
Fluoreszenzfarbstoff (Stratagene Brilliant I Sybr®Green Q-PCR, Agilent Technologies
Deutschland GmbH, Waldbronn, Deutschland) verwendet, dessen Fluoreszenz proportional
zur Bildung des PCR-Produktes zunimmt. Die Intensitat der Fluoreszenz wurde dabei vom
Gerat (Stratagene Mx3000P QPCR System, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) mittels
der Software (MxPro QPCR Software, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) erfasst.
Daraus ergibt sich im Verlauf der Messung eine Amplifikationskurve, deren sigmoidaler Verlauf
Ruckschlisse auf die Anzahl der vermehrten DNA-Sequenzen zuldsst und somit die
Population von Bakteriengruppen im Darmabschnitt indirekt messbar macht. Alle verwendeten
Reagenzien und Materialien sind steril und frei von RNase vor der Analyse der Digestaproben

gewesen.
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Aufbereitung der Digestaproben

Die Aufbereitungen der Digestaproben fiir die qPCR erfolgten gemal den Angaben des
Herstellers des DNA-Extraktionskits (QlAamp DNA stool sample extraction Kit, QIAGEN
GmbH, Hilden, Deutschland). Dazu wurden zunachst 200 mg Probenmaterial der
verschiedenen Digestaproben in 2 ml sterile GefalRe (Eppendorfgefalie, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) eingewogen (Waage Genius Sartorius, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland) und gemaR der Empfehlung des Herstellers (siche Anhang unter A.5.3.)
aufgearbeitet. Im Anschluss an die Extraktion wurden die genauen DNA-Gehalte mit dem
Fluorospektrometer (NanoDrop ND3300, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA)
bestimmt. Die Herstellung der verschiedenen Arbeitslésungen ist im Anhang unter A.5.4.-
A.5.7. und des Standards auf der Basis von Kalbsthymus-DNA (Kalbsthymus DNA Type XV,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) ist im Anhang unter A.5.4. dargestellt. Die DNA-Extrakte
der Digesta-Proben aus Kropf, lleum und Zakum wurden immer zu 10 Stick fir die Messung
vorbereitet. Die Messung der DNA-Konzentration in den Extrakten wurde durch Hinzugaben
eines fluoreszierenden Farbstoffes (Hoechst Dye 33258, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland), der seine Fluoreszenz beim Kontakt mit doppelstrangiger DNA
entfaltet, durchgefihrt. Hierfir wurden die Extrakte mit dem verdiinnten Farbstoff (100 pg/ml
Hoechst Dye 33258, Verdiinnung siehe Anhang unter A.5.5.) und ggf. mit dem TNE-Puffer (1x,
Herstellung siehe Anhang unter A.5.6.) in lichtundurchlassigen GefalRen (Reaction Tubes,
schwarz, 1,5 ml fir PCR, graduated, attached cap, natural, non-pyrogenic, human DNS - free,
RNAse und DNSase free, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gemischt. Das
Mischungsverhaltnis ist fur die DNA-Extrakte der Darmabschnitte nachfolgend in Tabelle 11

dargestellt:

Tab. 11: Mischtabelle fiir Analyse der DNA- Gehalte in pl

Darmabschnitt DNA-Extrakt TNE-Puffer Farbstoff
Kropf 4 8 12
lleum 6 6
Zakum 2 18 20

Die Messflache des Nanodrop-Gerates wurde mit Spezialwachs (Rekonditionierungskit
Peqlab # 91-ND-PR1-KIT, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) vorbehandelt,
damit die Probe mit einem Volumen von 2 ul in Form eines kugelrunden Tropfens aufgebracht
(Eppendorf Pipette Typ Reference 0,5-10 ul, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und
gemessen werden konnte. Die Messwerte konnten auf Basis der zuvor gemessenen

Standardkurve der Kalibrierwerte von DNA aus Kalbsthymus interpretiert werden. Der Gehalt
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an DNA wurde anschliel3end durch Hinzugabe von RNase freiem Wasser auf folgende Gehalte

aquimolar eingestellt (Tabelle 12):

Tab. 12: Gehalt an DNA fur Messung der qPCR

Darmabschnitt DNA-Gehalt ng/pl

Kropf 0,71
lleum 0,11
Zakum 0,16

Hierbei orientierte sich die einzustellende Menge an dem niedrigsten gemessenen Gehalt der

Proben eines jeden Darmabschnittes.

Quantitative Bestimmung der DNA-Konzentration

In den erhaltenen Probenverdiinnungen konnten nun mittels eines Stratagene Mx3000P gPCR
Systems (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) und der Software (MxPro qPCR Software,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA) die Gehalte an Laktobazillen, Enterobakterien und
Clostridien gemessen (siehe Anhang unter A.5.8.) werden. Der durch die Analysen
voreingestellte DNA-Gehalt wurde mithilfe des fluoreszierenden Farbstoffes (Stratagene
Brilliant Il Sybr®Green Q-PCR, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn,
Deutschland) und mittels der Software (MxPro qPCR Software, Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) quantifiziert. Der fluoreszierende Farbstoff wurde hierfur mit RNase freiem Wasser
im Verhaltnis 1:10 verdinnt und der Mastermix (Master Mix with low ROX (Katalognr. 600830),
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) hinzugegeben. Die Konzentration der Primer lag bei
Laktobazillen bei 0,4 uM, bei allen anderen bei 0,2 uM. Die Berechnung flr das

Mischverhaltnis fir die Probenanalyse ist nachfolgend dargestellt.

Berechnung
Anzahl der Proben x 25 pl +10 % ergibt das benétigte Gesamtvolumen X.

X/2 = pl bendtigte Menge Mastermix A
X/50= pl Primer 1 B (fur 0,2 uM)

X/50 = pl Primer 2 C (fur 0,2 uM)
X-(A+B + C) =l RNase freies Wasser

Die Kalibrierreihe wurde bei jeder Messung erneut hergestellt und ging von 4 bis 9 ng/pl.

Insgesamt 24 pl des hergestellten Mastermixgemisches inkl. der spezifischen Primer (siehe

Anhang unter A.5.7.) wurden mit 1 pl eingestelltem DNA-Extrakt in geeignete Gefalie (Optical
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Tube (PCR-Gefalke), Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, Deutschland)
geflllt, verschlossen (Optical Caps (PCR-Verschlisse), Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Waldbronn, Deutschland) und nachfolgend zentrifugiert (VWR Mini Star Silverline,
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland). Die Analysen des Gerates wurden mit
den Einstellungen, welche im Anhang unter A.5.8. dargestellt sind, durchgefuhrt. Die Anzahl
der DNA—Kopien pro g Probe lie sich anhand der Kalibrierreihe bestimmen und wurde mit

dem Verdunnungsfaktor multipliziert und durch die Einwaage dividiert.
3.2.3. Tierexperimentelle Methoden zur Bestimmung der Verdaulichkeit

3.2.3.1. Versuchstiere: Anzahl und Herkunft

Es wurden 20 Tiere pro Futterungsgruppe untersucht.

3.3.3.4. Probenentnahmen

Als experimentelle Einheit fir die Bestimmung der Verdaulichkeit wurden jeweils zwei Tiere
gepoolt, es ergab sich somit eine Anzahl an Wiederholungen von n = 10. Nach der Entnahme
von Digesta aus Kropf, lleum, Zakum und Rektum wurden die Poolproben beider Tiere
gewogen und bei - 20 °C bis zur spateren Analyse weggefroren. Es folgte die Gefriertrocknung
(Alpha 1-4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Deutschland) und
die Vermahlung (Spurenelemente neutrale Mihle ZM 200, Retsch GmbH, Haan, Deutschland)

bis zur weiteren Analyse.

3.3.3.4. Probenentnahmen

Als experimentelle Einheit fur die Verdaulichkeit wurden jeweils immer zwei Tiere pro Box
gepoolt, bei 20 Tieren/Versuchseinheit ergab sich eine Anzahl an Wiederholungen von n = 10.
Die Probenentnahme in 50-ml-Gefalke (Greiner Réhrchen 50 ml, CELLSTAR®PP Test Tubes,
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland) war identisch mit den vorangegangenen
Durchgéngen (unter 3.2.2.5. beschrieben). Nach der Enthahme von Digesta aus Kropf, lleum,
Zakum und Rektum wurden die Poolproben zweier Tiere gewogen und bei - 20 °C bis zur
spateren Analyse weggefroren. Es folgte die Gefriertrocknung (Alpha 1-4 LSC, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Deutschland) und die Vermahlung
(Spurenelemente neutrale Mihle ZM 200, Retsch GmbH, Haan, Deutschland) bis zur weiteren

Analyse.

3.3.2.5. Weender- bzw. Rohnéhrstoffanalyse fiir die Bestimmung der préazékalen
Verdaulichkeit

Far die Ermittlung der prazékalen Verdaulichkeit von Aminosduren und Protein wurden
dieselben Analyseverfahren durchgefihrt, wie unter 3.3.1.4. beschrieben. Zur Ermittlung der
Verdaulichkeit wurden die Gehalte an Inhaltsstoffen von lleum und Rektum durch das

enthaltene Titandioxid in Bezug gesetzt.
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Berechnung der prazakalen Verdaulichkeit:

Ti Digesta (kig) Rohnirstoffe Digesta (kig)
Verdaulichkeit % = 100 — X x 100
Ti Futter ( kig )  Rohnihrstoffe Futter ( kig )

Ti = Titandioxid

3.2.4. Statistik

Die rechnerische Ermittlung der Mittelwerte und die grafischen Darstellungen erfolgten mit
Excel (Excel 2007, Microsoft, Redmond, USA). Die Daten wurden weiterhin mit IBM Statistics
(SPSS Version 21, SPSS Inc., Chicago, USA) ausgewertet. Zunachst wurden die Haufigkeiten
Uberprift sowie die Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test untersucht. Da eine
Normalverteilung gegeben war, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit lag bei 0,05. Um mdgliche Signifikanzen zwischen den Gruppen
oder den Durchgangen zu ermitteln, wurde der Post-Hoc Test Tukey durchgefihrt. Die

Kennzeichnung der abzusichernden Unterschiede erfolgte durch Superskripte in den Tabellen.
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4. Ergebnisse

Zunachst sollen die Ergebnisse der In-vitro-Versuche kurz zusammengefasst werden. Gefolgt
von den Ergebnissen der Futtermittelanalytik (Weender-Analyse). Die Ergebnisse der

in-vivo-Untersuchungen sollen im Anschluss kurz dargestellt werden.

4.1. In-vitro-Untersuchungen

4.1.1. Charakterisierung einer prabiotischen Wirkung mittels semi-kontinuierlichen
Fermentationssystems
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Testsubstanzen die Produktion verschiedener
Metaboliten durch Zakumbakterien nachhaltig beeinflussen konnten. Fiir den Nachweis eines
Einflusses auf die mikrobielle Fermentation wurde der pH-Wert, der Gehalt an Ammonium
sowie die Konzentrationen der fllichtigen Fettsauren der Probenansatze bestimmt, die
Ergebnisse sind in Tabelle 13 dargestelit.
Der pH-Wert wurde in allen Testansatzen beeinflusst (p < 0,001), den héchsten pH-Wert
zeigten die Inkubationsansatze mit Zugabe von Apfelpektin (pH 6,36), die sich abgesichert von
allen anderen Substratszugaben unterschieden. Bei den Testansatzen von Mangopektin
zeigte sich ein pH-Wert im mittleren Bereich (pH 6,19), der unterschiedlich zu allen anderen
Substanzen war. Die als Kontrollsubstrat eingesetzte Glukose (pH 5,86) fuhrte zu einem sehr
starken pH-Wert-Abfall, der gegeniber den pH-Werten von allen anderen Substraten
abzusichernde Unterschiede aufwies. Die Zugabe von Polyphenolen bewirkte nur eine
moderate pH-Reduktion (pH 6,27), die Ansatze unterschieden sich nicht signifikant von
denjenigen mit Mangoschale (pH 6,30).
Der Ammoniumgehalt konnte durch die Substanzen wahrend der Kurzzeitinkubation ebenfalls
(p < 0,002) beeinflusst werden. Bei Zusatz von Mangopektin (1909 uM) und Glukose (1622
MM) ergaben sich deutlich geringere Werte als bei Zugabe von Apfelpektin (4416 uM). Bei den
Testansatzen mit Mangoschale (2822 uM) und Polyphenolen (2413 uM) ergaben sich
gegenlber den anderen Substraten keine Unterschiede.
Die Messung der SCFA konnte nur drei verschiedene Sauren in den Hungate-Réhrchen
nachweisen. Dabei konnten Unterschiede bei den Konzentrationen von Essig- (p < 0,001) bzw.
n-Buttersaure (p < 0,001) zwischen den verschiedenen Substanzen ermittelt werden (Tabelle
13). Propionsaure war in geringen Konzentrationen nachweisbar, die Differenzen zwischen
den Ansatzen waren aber nur gering (p < 0,121). Von der Reihenfolge der Gehalte an
Essigsaure zeigten die Testansatze mit Mangopektin (95,1 mmol/l) die héchste Produktion,
gefolgt von Glukose (91,4 mmol/l), Apfelpektin (88,4 mmol/l), Mangoschale (76,4 mmol/l) und

Polyphenolen (68,1 mmol/l). Bei der Essigsaure waren Apfelpektin, Mangopektin und Glukose
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unterschiedlich zu den eingesetzten Mangopolyphenolen. Die Ansatze mit Mangoschale
unterschieden sich zu denen mit Mangopektin und Glukose. Bei der n-Buttersaure konnten
verschiedene abzusichernde Unterschiede festgestellt werden. Glukose (33,3 mmol/l) als
Testansatz wies die hochsten Werte auf, die Differenzen waren zu allen anderen Anséatzen
abzusichern. Mangoschale (15,1 mmol/l) zeigte ebenfalls unterschiedliche Werte gegeniber
allen Substanzen bis auf Mangopektin (12,0 mmol/l). Mangopolyphenole (9,39 mmol/l) und
Apfelpektin (8,10 mmol/l) waren gegenlber allen Substanzen bis auf Mangopektin
unterschiedlich. Apfelpektin und Mango-Polyphenole zeigten nach Zugabe zu den
Testansatzen kaum einen Anstieg der n-Buttersadure. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 13

dargestellt.

Tab.

Testsubstanzen und von Broilern stammendem Zakuminhalt als Inokulum (Mittelwert

13: Mittlere Werte der Metaboliten der Kurzzeitinkubation mit den fiinf

Standardabweichung)

AP MP G P MS gesamt  |p-Wert
pH-Wert 6,36 (+0,05)* | 6,18 (+0,04)° |5,86 (+0,03)P| 6,27 (+0,05)® | 6,30 (x0,04)® | 6,19 (+0,18) | 0,000
IAmmonium* 4416 (£531)* | 1909 (x2993)8 | 1622 (+720)B| 2413 (x657)"8 | 2822 (+618)"8 |2636 (+1705)| 0,002
Essigsaure* 88,4 (+4,46)"B | 95,1 (x12,4)* |91,4 (£15,2)*| 68,1 (9,84)C | 76,4 (+6,50)B¢ | 83,9 (+14,3) | 0,000
Propionsaure* | 2,64 (+0,13) | 3,23 (£0,51) | 3,43 (+1,37) | 3,22 (+0,36) | 3,47 (+0,48) | 3,20 (x0,74) |0,121
n-Buttersdure* | 8,10 (£0,93)° | 12,0 (+2,49)BC 33,3 (¢6,18)*| 9,39 (+2,51)° | 15,1 (+3,90)B | 15,6 (+9,90) | 0,000

AP = Apfelpektin; MP = Mangopektin; G = Glukose; P = Mangopolyphenole; MS = Mangoschale; n = Anzahl giiltiger
Falle; * = uM; * = mmol/l; einzelne Metaboliten n = 9; Gesamt n = 45; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit
(Signifikanzniveau <0,05); GroRbuchstaben als Superskripte kennzeichnen statistisch abgesicherte Unterschiede zwischen den

Gruppen, Daten weisen eine Normalverteilung auf

4.1.2. Charakterisierung von Adhasionseffekten pflanzlicher Extrakte auf ausgewahite
aviare E. coli
Es konnte nachgewiesen werden, dass der Einsatz aller Testsubstanzen zu einer Steigerung
der Extinktion und damit zu einer Adhasion von verschiedenen Stdmmen aviarer E. coli fihrte.
Die scheinbare Anlaufzeit bis zu einer Steigerung der Extinktion betrug 5,03 — 6,20 Stunden,
abhangig vom ausgewahlten E. coli-Stamm. Es konnten keine Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen Substanzen festgestellt werden. Die maximale optische Dichte war bei dem
Stamm IMT 11863 mit 0,73 bei Beschichtung mit Apfelpektin, Mangopektin und Mangoschale
(p-Wert = 0,201)

Testsubstanzen nachgewiesen werden. Die festgestellte Extinktion war vorrangig von dem

zu verzeichnen, es konnten keine Unterschiede zwischen den
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eingesetzten Stamm von E. coli abhangig. Nach 10 h war das logarithmische Wachstum
abgeschlossen, weshalb die Wachstumsparameter bis zu diesem Zeitraum ausgewertet
wurden. Statistisch zeigte sich beim Stamm IMT 11863 mit Apfelpektin ein schnelleres
Wachstum (p = 0,004) gegenlber der Positivkontrolle BHI und nach Zugabe von Polyphenolen
und Mangoschalen. Gegeniber dem Mangopektin und der Glukose ergaben sich keine
Unterschiede. Mit BHI und Mangoschalen sowie bei Zugabe von Polyphenolen zeigte sich ein

geringerer Anstieg der Extinktion (Tabelle 14).
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Tab. 14: Mittlere bakterielle Wachstumsparameter (MW:iStandardabweichung.) der

Adhasionsversuche

Substanz (n=3)

E. coli p-Werte
BHI AP MP G P MS
OD (620 nm) 0,62 (+0,07) 0,57 (x0,04) 0,63 (x0,03) 0,59 (x0,07) 0,60 (+0,06) 0,62 (x0,07) 0,805
IMT  Spez.
0,60 (£0,05) 0,67 (x0,02) 0,69 (x0,01) 0,60 (+0,04) 0,64 (+0,05) 0,58 (+0,06) 0,056
15146 Wachstum
Scheinbare
5,51 (x0,66) 6,01 (£0,61) 5,53 (+0,49) 5,51 (x0,77) 5,32 (+0,46) 5,18 (x0,35) 0,623
Anlaufzeit
OD (620 nm) 0,63 (+0,13) 0,60 (x0,02) 0,59 (x0,10) 0,61 (x0,12) 0,60 (x0,11) 0,62 (+0,13) 0,997
IMT  Spez.
0,66 (+0,01) 0,65 (+0,03) 0,66 (x0,03) 0,65 (+0,04) 0,65 (+0,02) 0,65 (x0,01) 0,971
2271 Wachstum
Scheinbare
5,05 (+0,31) 5,563 (£0,14) 5,47 (+0,50) 5,31 (+0,86) 5,19 (+0,46) 5,27 (£0,39) 0,857
Anlaufzeit
OD (620 nm) 0,60 (+0,06) 0,53 (¢0,11) 0,56 (+0,09) 0,58 (+0,06) 0,57 (+0,06) 0,61 (£0,11) 0,851
IMT  Spez.
0,70 (x0,05) 0,64 (+0,06) 0,67 (x0,09) 0,68 (+0,05) 0,65 (+0,06) 0,64 (+0,05) 0,838
9241 Wachstum
Scheinbare
5,03 (£0,33) 5,35 (£0,24) 5,12 (£0,24) 5,38 (£0,29) 5,19 (£0,30) 4,95 (+0,36) 0,442
Anlaufzeit
OD (620 nm) 0,61 (+0,11) 0,58 (+0,15) 0,60 (+0,10) 0,61 (+0,08) 0,62 (+0,06) 0,62 (+0,07) 0,997
IMT  Spez.
0,70 (+0,09) 0,68 (+0,09) 0,68 (+0,08) 0,66 (+0,06) 0,66 (+0,05) 0,67 (+0,05) 0,984
2358 Wachstum
Scheinbare
5,06 (+0,30) 5,32 (£0,26) 5,23 (x0,17) 5,33 (x0,21) 5,28 (+0,40) 5,01 (x0,19) 0,576
Anlaufzeit
OD (620 nm) 0,71 (+0,01) 0,73 (¢0,01) 0,73 (£0,01) 0,69 (+0,04) 0,71 (£0,02) 0,73 (£0,01) 0,201
IMT  Spez.
0,54 (x0,01)8 0,68 (x0,08)A 0,58 (+0,04)"8 0,56 (+0,05)" 0,54 (+0,04)® 0,49 (+0,03)8 0,004
11863 Wachstum
Scheinbare
5,48 (+0,38) 6,20 (+0,53) 0,53 (x0,17) 5,95 (+0,26) 6,10 (+0,08) 5,90 (+0,24) 0,152
Anlaufzeit
BHI = Brain-Heart-Infusion-Broth; AP = Apfelpektin; MP = Mangopektin; G = Glukose; P = Mangopolyphenole; MS =

Mangoschale, n = Anzahl giiltiger Falle; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (Signifikanzniveau <0,05); GroRbuchstaben als

Superskripte kennzeichnen statistisch abgesicherte Unterschiede zwischen den Gruppen, Daten weisen eine Normalverteilung

auf, OD (620nm): maximale Optische Dichte bei 620 nm.; Spezifisches Wachstum: Faktor (Proportionalitdtskonstante), mit dem

sich die Zellmasse pro Zeiteinheit (h) teilt; scheinbare Anlaufzeit: Zeit in Stunden, bis die Wachstumstangente die x-Achse

schneidet inklusive einem kleinem Extra abhangig von der Steigung einer Hilfstangente und somit eine messbare
Extinktionszunahme beginnt (Pirt 1975).
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4.2. Futterungsversuche
4.2.1. Versuchsfutter und Fitterung

4.2.1.1. Voruntersuchungen zur Eignung der Mangoschalen
Die Ergebnisse der Weender Analyse wurden fir depektinisierte und integrale Mangoschalen
im Anhang unter A.4.2. dargestellt. Durch die enzymatische Depektinisierung wurden die
Gehalte unterschiedlicher Nahrstoffe nachhaltig beeinflusst. Das Verfahren ist im Anhang
unter A.4.4. eingehend beschrieben. Die Rezeptur der Futtermischungen wurde isokalorisch
und isonitrogen eingestellt, um Leistungsunterschiede aufgrund unterschiedlicher Energie-
und Proteingehalte zu vermeiden. Die Zusammensetzung der Versuchsdiaten ist in Tabelle 15

dargestellt.
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Tab. 15: Analysierter Nahrstoffgehalt in den Diaten

Starterfutter Mastfutter
Nahrstoff Einheit Futterungsgruppe
A B C D E A B C D E
Trockenmasse (g/kg Futter) 924 920 925 926 917 909 MM 949 909 906
Rohasche (9/kg TM) 58,0 58,0 57,0 58,0 58,0 50,0 50,0 54,0 51,0 49,0
Rohprotein (g/kg TM) 233 233 229 230 228 182 191 184 190 179
Rohfett (9/kg TM) 104 100 91,0 98,0 92,0 65,0 76,0 72,0 750 73,0
Starke (g/kg TM) 284 284 284 277 273 357 364 364 354 353
Rohfaser (g/kg TM) 26,0 250 29,0 27,0 31,0 24,0 25,0 27,0 26,0 31,0
Alanin (9/100 g Futter) 0,94 1,06 1,04 1,05 0,98 0,88 0,87 1,01 0,86 0,77
Arginin (9/100 g Futter) 1,42 1,48 145 1,46 1,34 1,09 1,09 1,40 1,11 0,93
Asparaginsdure  (9/100 g Futter) 2,11 2,30 2,26 2,28 2,09 1,71 1,73 2,22 1,74 1,50
Cystein (9/100 g Futter) 0,62 0,55 0,62 0,57 0,55 0,49 0,47 0,54 048 0,48
GaBa (9/100 g Futter) 0,02 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Glutaminsaure (9/100 g Futter) 2,00 2,16 2,13 2,14 2,08 1,91 1,85 210 1,83 1,67
Glycin (9/100 g Futter) 0,80 0,90 0,88 0,89 0,84 0,71 0,70 0,86 0,70 0,63
Histidin (9/100 g Futter) 0,80 0,88 0,86 0,87 0,80 0,68 0,60 0,75 0,61 0,53
Isoleucin (9/100 g Futter) 0,74 0,83 0,80 0,81 0,77 0,62 0,63 0,82 0,64 0,54
Leucin (9/100 g Futter) 1,62 1,68 1,65 1,68 1,57 1,41 1,40 1,62 1,37 1,21
Lysin (9/100 g Futter) 1,23 1,32 1,28 1,29 1,20 1,01 1,01 1,26 1,04 0,88
Methionin (9/100 g Futter) 0,64 0,53 0,61 0,55 0,55 0,53 0,52 0,53 0,51 0,57
Ornithin (9/100 g Futter) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Phenylanalin (9/100 g Futter) 1,04 1,12 1,10 1,10 1,02 0,86 0,85 1,07 0,85 0,73
Prolin (9/100 g Futter) 1,26 1,31 1,24 125 1,13 1,06 1,02 1,15 0,96 0,85
Serin (9/100 g Futter) 1,10 1,21 120 1,21 1,1 0,94 0,93 1,18 0,93 0,81
Taurin (9/100 g Futter) 0,16 0,21 0,20 0,20 0,19 0,24 0,23 0,20 0,22 0,20
Threonin (9/100 g Futter) 0,85 0,93 0,90 091 0,84 0,73 0,72 0,90 0,76 0,65
Tyrosin (9/100 g Futter) 0,66 0,74 0,73 0,73 0,67 0,58 0,56 0,71 0554 0,48
Valin (9/100 g Futter) 0,80 0,90 0,87 0,89 0,85 0,72 0,72 0,88 0,74 0,63
P (9/kg TM) 500 540 5,00 5,50 5,00 5,20 5,20 520 5,20 5,00
Ca (9/kg TM) 9,10 8,70 8,80 9,00 9,00 7,30 7,40 7,60 7,10 7,10
Mg (9/kg TM) 240 240 240 230 240 2,30 2,30 2,30 2,30 2,10
Na (g/kg TM) 1,60 1,30 1,50 1,50 1,40 1,60 1,60 1,60 1,60 1,70
K (9/kg TM) 8,10 8,50 8,30 8,50 8,00 6,30 6,60 6,40 6,70 6,30
Mn (mg/kg TM) 97,0 101 83,0 74,0 820 91,0 89 103 89,0 94,0
Zn (mg/kg TM) 72,0 66,0 64,0 70,0 71,0 76,0 82 79,0 89,0 820
Cu (mg/kg TM) 23,0 17,0 20,0 18,0 20,0 19,0 21 17,0 19,0 19,0
Fe (mg/kg TM) 217 200 207 210 202 187 168 207 197 188

A = Kontrolle, B = Mangoschale 1 %, C = Dep. Mangoschale 1 %, D = Mangoschale 2 %, E = Dep. Mangoschale 2 %
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4.2.2. Ergebnisse des Tierversuchs

4.2.2.1. Gesundheitsbeurteilung

Im ersten Durchgang musste ein Kilkken am 7. Lebenstag (Gruppe C 3, dep. Mangoschale
1 %) vom Versuch ausgeschlossen werden (Beinfehlstellung) und am 27. Lebenstag verstarb
ein Broiler (A3). Weitere gesundheitliche Besonderheiten traten bei Durchgang 1 nicht auf. Im
zweiten Durchgang sind drei Tiere ausgefallen (Gruppen C4, B2, E4).

Innerhalb der zweiten Lebenswoche mussten mehrere Tiere aus dem Versuch entfernt
werden, da bei der Umstellung auf die Nippeltrdnken Probleme aufgetreten sind (drei Tiere
aus A2, 4 Tiere aus B3, 5 Tiere aus E4). Am 20. Lebenstag verstarb ein Tier der Gruppe D2,

am 30. Lebenstag verstarb ein Tier der Gruppe E1 und ein weiteres Tier an Tag 32 (C3).

4.2.2.2. Leistungsdaten

Fiar die Untersuchung der Leistung konnten keine Unterschiede in der Entwicklung der
Lebendmasse (p = 0,926 am 1. Lebenstag, p = 0,209 am 35. Lebenstag), des
Kdrpermassenzuwachses (p=0,206) und der Futteraufnahme (p =0,891 zwischen d 1-14 und
p = 0,232 von d 15-35) festgestellt werden. Die Zugabe von integraler oder depektinsierter
Mangoschalen fiihrte nicht zu Unterschieden beim Futteraufwand (p = 0,062) Gber den
Versuchszeitraum. Die Kérpermasse im Alter von 35 d lag im Mittel bei 1655 g. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 16 dargestellt:

56



Tab. 16: Einfluss der Futterung von Mangoschalen auf die Leistung von Broilern

(Mittelwert(¥*Standardabweichung)

Fitterungsgruppen
Alter in Tagen A* B* C D E* P-Wert
Lebendmasse (g/Tier)
01d 40,8 (1,8) 41,4 (£1,7) 40,7 (£1,5) 40,3 (£2,4) 40,8 (£3,7) 0,926
07 d 119 (+16,7) 123 (x11,5) 121 (¢13,8) 123 (x10,5) 121 (¢10,6) 0,958
14d 305 (£31,8) 309 (£23,1) 289 (+24,2) 305 (£19,4) 293 (£19,0) 0,413
21d 618 (+60,1) 618 (£54,5) 600 (+34,0) 619 (£28,9) 596 (+43,8) 0,751
28d 1088 (+95,1) 1065 (+116) 1080 (+88,4) 1069 (+40,1) 1037 (¥52,0) 0,812
354 1634 (+116) 1731 (£136) 1622 (+67,6) 1643 (+66,2) 1646 (+61,6) 0,209
Lebendmassezunahme (g/Tier)
01-35d 1593 (£114) 1690 (+136) 1581 (+66,9) 1603 (+64,2) 1606 (+60,3) 0,206
Futterverbrauch (g/Tier)
01-07d 204 (£106,4) 215 (£104) 197 (£92,1) 202 (+91,9) 217 (2113) 0,853
08-14d 268 (+25,6) 259 (£38,3) 287 (+65,4) 305 (£32,3) 264 (+31,8) 0,336
15-21d 515 (£76,8) 543 (£93,0) 557 (+138) 569 (+148) 510 (+66,9) 0,806
22-28d 516 (£204) 573 (£259) 683 (+258) 639 (+259) 546 (+223) 0,665
29-35d 1099 (+138) 1093 (+150) 1106 (x116) 1069 (x135) 1101 (£136) 0,984
01-14d 472 (+99,7) 474 (178,5) 484 (+66,4) 507 (£33,9) 481 (+84,1) 0,891
15-35d 2130 (x167) 2208 (+236) 2346 (+312) 2277 (+302) 2418 (+150,6) 0,232
Futteraufwand (kg/Tier)
01-14d 1,77 (#0,21) 1,76 (+0,19)  1,95(+0,23) 1,92 (x0,08) 1,91 (+0,33) 0,346
15-35d 1,61(x0,18) 1,56 (+0,17) 1,76 (¥0,26) 1,71 (x0,26) 1,79 (x0,11) 0,196
01-35d 1,64 (£0,12) 1,59 (+0,12) 1,80 (x0,23) 1,74 (x0,21) 1,84 (+0,14) 0,062
Mortalitat (in %)
01-35d 1,79 (#4,72) 2,04 (#5,40) 4,91 (¢6,80) 4,91 (+6,80) 1,79 (+4,72) 0,632

n = 8, * = enthalten Daten von n = 7 Wiederholungen A = Kontrolle, B = Mangoschale 1 %, C = Dep. Mangoschale 1 %, D =
Mangoschale 2 %; E = Dep. Mangoschale 2 %; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (Signifikanzniveau <0,05), Daten weisen

eine Normalverteilung auf

4.2.2.2. Laktatgehalte und pH-Wert in der Digesta
Die Laktatkonzentration in der Digesta zeigte nur im Rektum Unterschiede (p=0,030): die
Fatterungsgruppen mit dep. Mangoschale, Mangoschale 1 % und die Kontrollgruppe zeigten

gegenuber den Futterungsgruppen mit Mangoschale und dep. Mangoschale 2 % deutlich
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hdhere Laktatgehalte. Im Zdkum war L-Laktat bei Gruppe B nur in einer Probe nachweisbar,
daher erfolgte kein Gruppenvergleich.

Bei der statistischen Analyse der pH-Werte aller Darmabschnitte konnten keinerlei
Unterschiede nachgewiesen werden. Die Fitterung der depektinisierten oder integralen
Mangoschale hatte auf diesen Parameter keinen Einfluss. Die Ergebnisse sind nachfolgend in

Tabelle 17 dargestellt:

Tab. 17: pH-Werte, L- und D-Laktat-Gehalt (pumol/g Digesta) im Kropf und den

untersuchten Digestaproben der fiinf Fitterungsgruppen (Mittelwert
(¥Standardabweichung)
Region Futterungsgruppe o-Wert
A B C D E
Kropf
pH 5,30 (+0,43) 5,43 (+0,27) 5,20 (+0,48) 5,27 (+0,30) 5,26 (+0,24) 0,767
L-Laktat 6,26 (+8,14) 3,45 (+4,20) 4,64 (+7,54) 3,10 (+3,69) 5,65 (+6,68) 0,847
D-Laktat 2,37 (£3,09) 1,27 (#1,52) 1,55 (£2,46) 1,25 (+1,48) 1,71 (+1,90) 0,852
lleum
pH 7,04 (£0,34) 7,32 (+0,33) 7,29 (+0,36) 7,19 (+0,44) 7,19 (x0,41) 0,569
L-Laktat 0,73 (+0,40) 0,49 (+0,28) 0,64 (+0,37) 0,66 (+0,45) 1,00 (+0,48) 0,170
D-Laktat 0,27 (+0,13) 0,18 (+0,07) 0,21 (x0,12) 0,19 (+0,11) 0,33 (+0,29) 0,265
Zakum
pH 6,29 (+0,59) 6,77 (+0,44) 6,68 (+0,40) 6,77 (+0,37) 6,56 (+0,57) 0,286
L-Laktat 0,18 (+0,23) 0,01 (n.b.) 0,15 (¥0,21) 0,13 (+0,17) 0,21 (¥0,25) 0,943
D-Laktat 0,21 (0,32) 0,03 (+0,01) 0,01 (+0,00) 0,04 (+0,01) 0,13 (+0,11) 0,478
Rektum
pH 6,94 (+0,23) 6,84 (+0,29) 7,03 (+0,33) 6,90 (+0,44) 7,02 (+0,36) 0,750
L-Laktat 2,72 (+1,01) 3,65 (+1,30) 3,25 (+2,04) 1,71 (+1,39) 1,87 (+0,81) 0,064
D-Laktat 0,88°(+0,52) 1,0*(+0,42) 1,122 (+0,77) 0,448 (+0,06) 0,438 (x0,17) 0,030

'Daten sind Mittelwerte von 8 Wiederholungen
2Daten sind innerhalb einer Gruppe normal verteilt, auBer bei L- und D-Laktat im Kropf
A = Kontrollgruppe; B = Mangoschale 1 %; C = Dep. Mangoschale 1 %; D = Mangoschale 2 %; E = Dep. Mangoschale 2 %, n =
8 (Anzahl giiltiger Falle); p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzniveau <0,05); GroRbuchstaben als Superskripte
kennzeichnen statistisch abgesicherte Unterschiede zwischen den Gruppen, n.b. = nicht berechenbar

4.2.2.3. Ammoniumgehalt in der Digesta

Bei den funf Fltterungsgruppen konnten im Ammoniumgehalt der Digesta keine Unterschiede

festgestellt werden (Tabelle 18).
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Tab. 18: Ammoniumkonzentrationen (umol/g) im Kropf und in den Digestaproben der

funf Futterungsgruppen (Mittelwert(*Standardabweichung)

Fitterungsgruppe, Anzahl

Herkunft Digesta A n B n
Kropf 1,36 (+0,35) 7 1,43 (+0,55) 8
lleum 0,89 (x0,66) 6 1,02 (x0,46) 7
Zakum 8,09 (+3,48) 4 587 (+2,34) 5
Rektum 3,98 (£+1,21) 4 4,93 (+£3,01) 8

C

1,11 (£0,45)
0,80 (£0,67)
6,43 (+3,16)
3,98 (+2,63)

n
8
5
7

6

D

1,09 (+0,26)
1,00 (£0,53)
5,17 (1,58)
4,35 (+1,66)

7
6
8

6

E

1,01 (x0,32)
0,81 (£0,59)
7,49 (£2,81)
3,51 (+1,50)

n
6
8
5

7

p-Wert

0,253
0,935
0,375
0,798

A = Kontrollgruppe; B = Mangoschale 1 %; C = Dep. Mangoschale 1 %; D = Mangoschale 2 %; E = Dep. Mangoschale 2 %, n =

Anzahl giiltiger Falle; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit (Signifikanzniveau <0,05), Daten weisen eine Normalverteilung auf

4.2.2.4. Gehalte fliichtiger Fettsduren in der Digesta
Die Kontrollgruppe wies gegenuber den Futterungsgruppen mit dep. Mangoschale 1 %,
Mangoschale 2 % und dep. Mangoschale 2 % hdhere Gehalte an Essigsaure (p = 0,014) im

lleum auf. Im Zakum zeigten sich unterschiedliche Konzentrationen kurzkettiger Fettsauren (p

= 0,047), wobei die Kontroligruppe hohere Werte als die Fitterungsgruppe mit dep.

Mangoschale 2 % zeigte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 19 dargestellt:
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Tab. 19: Gehalte an fliichtigen Fettsduren (umol/g frische Digesta) im Kropf und in den

verschiedenen  Darmabschnitten der fiinf Fitterungsgruppen (Mittelwert
(¥Standardabweichung))
Organ Substanz Fltterungsgruppe p-Wert
A B C D E
Essigsaure 5,88 (+3,99) 4,75 (+1,85) 6,50 (+3,67) 5,37 (+2,78) 6,76 (+1,82) 0,681
Propionsdure 0,22 (+0,19) 0,15 (+0,15) 0,10 (+0,12) 0,20 (¢0,15) 0,22 (+0,11) 0,429
i-Buttersaure 0,05 (+0,02) 0,06 (+t0,01) 0,08 (+0,04) 0,05 (+0,03) 0,05 (+0,06) 0,781
Kropf n-Buttersiure 0,08 (+0,07) 0,09 (+0,05) 0,07 (+0,06) 0,09 (+0,07) 0,04 (+0,03) 0,731
i-Valeriansaure 0,09 (+0,04) 0,06 (+0,02) 0,08 (+0,04) 0,09 (+0,05) 0,08 (+0,05) 0,645
n-Valeriansaure n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.b.
Gesamt SCFA® 6,18 (+4,09) 5,03 (+1,89) 6,76 (+3,67) 5,71 (+2,86) 7,06 (+1,84) 0,703
Essigsaure 10,5 (£6,26) 11,2 (+3,31) 9,58 (+6,44) 12,0 (+8,05) 15,7 (+8,46) 0,407
Propionsaure 0,19 (+0,13) 0,20 (+0,13) 0,16 (+0,13) 0,15 (+0,12) 0,15 (¢0,13) 0,903
i-Buttersaure 0,05 (+0,01) 0,06 (+0,05) 0,03 (+0,01) 0,04 (+0,01) 0,04 (+0,03) 0,744
lleum n-Buttersdure 0,05 (+0,02) 0,03 (+0,02) 0,03 (+0,01) 0,03 (+0,02) 0,04 (+0,02) 0,153
i-Valeriansaure 0,15 (+0,07) 0,12 (+0,04) 0,12 (x0,04) 0,15(%0,06) 0,12 (x0,07) 0,590
n-Valeriansaure n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.b.
Gesamt SCFA® 10,9 (+6,34) 11,8 (+3,54) 9,92 (+6,42) 12,3 (+7,90) 16,1 (+8,50) 0,420
Essigsaure 1227 (+35,4) 90,7 (+28,6) 79,48 (+10,2) 79,98(+26,56) 69,08 (+9,83) 0,014
Propionsaure 9,27 (+3,15) 7,41 (+2,78) 6,76 (+3,40) 5,64 (+1,56) 7,60 (+4,35) 0,396
i-Buttersaure 1,21 (0,27) 1,35 (+0,39) 0,79 (+0,52) 1,00(¢o,31) 0,91 (+0,48) 0,141
zakum  n-Buttersaure 14,6 (+6,78) 11,3 (x6,43) 13,3 (3,77) 13,1 (x6,74) 12,3 (¢5,04) 0,927
i-Valeriansaure 1,23 (+0,38) 1,21 (+0,43) 0,89 (x0,53) 1,01(%0,49) 0,88 (x0,51) 0,611
n-Valeriansaure 1,73 (+0,34) 1,33 (+0,51) 1,32 (#0,30) 1,23 (+0,37) 1,29 (+0,43) 0,340
Gesamt SCFA® 1507 (+44,0) 113%B (£35,6) 102%B (+14,3) 102°B (+34,1) 92,08 (+15,9) 0,047
Essigsaure 34,7 (+26,7) 38,5 (+15,7) 29,1 (+16,1) 29,1 (+20,1) 27,0 (x14,5) 0,735
Propionsaure 1,24 (+1,11) 1,44 (¥1,26) 0,87 (+0,59) 0,69 (+0,46) 0,77 (+0,56) 0,358
i-Buttersaure 0,09 (+0,06) 0,31 (+0,38) 0,15 (+0,09) 0,11 0,09 (+0,03) 0,551
ReKUm o Buttersdure 1,92 (£2,66) 1,54 (£2,20) 145 (:2,47) 0,55 (:0,66) 0,77 (+1,16) 0,659
i-Valeriansaure 0,37 (£+0,25) 0,38 (+0,28) 0,22 (¥0,12) 0,39 (¥0,36) 0,38 (x0,41) 0,760
n-Valeriansaure 0,19 (+0,21) 0,43 (+0,26) 0,61 (+0,64) 0,10 0,18 (+0,11) 0,524
Gesamt SCFA® 38,1 (£30,1) 42,0 (+18,5) 32,0 (+19,2) 30,8 (+21,1) 28,9 (+15,5) 0,715

'Daten sind Mittelwerte von 8 Wiederholungen, 8 Tiere pro Kafigeinheit, Einzeltierproben

2Daten innerhalb einer Gruppe sind normal verteilt, auBer fir n-Butterséure im Rektum

A = Kontrolle, B = Mangoschale 1 %, C = Dep. Mangoschale 1 %, D = Mangoschale 2 %; E = Dep. Mangoschale 2 %, Superskripte p =
Uberschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzniveau <0,05); GroRbuchstaben als Superskripte kennzeichnen statistisch abgesicherte

Unterschiede zwischen den Gruppen, n.b. = nicht berechenbar, n.n. = nicht nachweisbar, n.b. = nicht berechenbar
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4.2.2.5. Quantitative Erfassung der Bakteriengruppen in der Digesta

Die quantitative Messung der funf Bakteriengruppen mittels qPCR zeigte, dass die Fitterung
von integralen oder depektinisierten Mangoschalen in verschiedenen Konzentrationen die
Laktobazillen, verschiedene Clostridiengruppen oder Enterobakterien im Darmtrakt von
Broilern nicht beeinflussen konnte. Verwendet wurden fiinf verschiedene Gruppenprimer. Im
Vergleich mit den Kontrollgruppen, welche keine integralen oder depektinisierten
Mangoschalen erhalten haben, konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Die

Ergebnisse sind nachfolgend dargestellt (Tabelle 20).

Tab. 20: Mittlere bakterielle Zusammensetzung (log Kopien/g frischer Digesta)
verschiedener Bakteriengruppen der fiinf Futterungsgruppen (Mittelwert

(xStandardabweichung))

Futterungs Abschnit N Laktobazillen n Clostridien N Clostridien N Clostridien " Enterobakterien
-gruppe  t Cluster 1 Cluster 4 Cluster 14a
Kropf 7 9,49 (+0,62) 6 5,90 (+1,06) 7 7,40(+0,93) 7 7,34 (0,70) 7 6,56 (+0,92)
A lleum 8 791(x0,53) 7 6,07 (x0,12) 3 6,81(x0,97) 8 7,24 (x1,09) 8 5,92 (+0,99)
Zakum 8 9,44 (+0,61) 8 7,67 (x0,69) 8 10,6 (¥2,01) 7 11,5(+0,79) 8 8,78 (+0,89)
Kropf 8 9,39(+0,36) 7 5,82(+0,61) 7 7,81(x1,14) 8 7,45(¢1,28) 8 6,41 (+0,81)
B lleum 8 7,49(+0,36) 7 5,95(+0,75) 3 6,46 (¢x0,47) 7 7,37 (¢1,14) 6 5,65 (+0,57)
Zakum 8 9,37 (x0,71) 8 7,73(x0,81) 8 11,1(+0,65) 8 11,4(+0,75) 8 8,89 (+0,75)
Kropf 8 9,49 (+0,40) 7 5,36 (+0,45) 7 6,98 (¢1,00) 7 7,11 (x0,70) 8 6,40 (+0,65)
C lleum 8 7,79(+0,68) 7 5,48 (+1,40) 4 6,74 (x1,72) 7 7,00(x0,89) 6 6,46 (+1,02)
Zakum 8 9,62(+0,38) 8 7,93(+0,50) 8 11,0(+0,75) 8 11,7 (+0,44) 8 9,28 (+0,66)
Kropf 7 9,70(+0,39) 5 5,62(+0,43) 6 8,02 (x1,19) 7 7,70 (¢1,21) 7 6,42 (+0,92)
D lleum 6 751(x0,51) 6 6,06(+0,41) 3 6,63 (+1,50) 6 7,68 (x1,77) 5 6,04 (1,27)
Zakum 8 9,06 (+0,86) 8 7,18 (+0,75) 8 11,5(+0,41) 8 10,8(+0,82) 8 8,65 (+0,85)
Kropf 7 9,61(0,39) 7 5,72(+1,31) 8 7,47 (¢0,71) 8 7,44 (%0,72) 8 6,61 (+0,70)
E lleum 7 7,59 (+0,79) 7 5,93 (+0,55) 4 6,28 (¢0,97) 7 7,02(x0,70) 7 5,95 (+1,03)
Zakum 7 9,30(x0,62) 7 7,96 (+0,99) 7 11,4(x0,72) 7 11,4(x0,51) 7 8,75(x0,78)
Kropf 37 0,702 32 0,806 35 0,387 37 0,849 38 0,976
p-Wert lleum 37 0,573 34 0,627 17 0,977 35 0,816 32 0,717
Zakum 39 0,548 39 0,279 39 0,446 38 0,159 39 0,561

A = Kontrollgruppe; B = Mangoschale 1 %; C = Dep. Mangoschale 1 %; D = Mangoschale 2 %; E = Dep.
Mangoschale 2 %, n = Anzahl giiltiger Falle; MW = Mittelwert; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit

(Signifikanzniveau <0,05), Daten weisen eine Normalverteilung auf

61



4.2.2.6. Scheinbare prédzdkale Aminosédurenverdaulichkeit

Die Aminosauren Arginin (p = 0,026), Histidin (p = <0,001), Phenylalanin (p = 0,031), Prolin (p
= 0,003) und Serin (p = 0,003) waren in der Kontrollgruppe hoéher als bei Zugabe der
depektinisierten Mangoschale (2 %). Bei Histidin zeigte sich eine héhere Verdaulichkeit bei
der Kontrollgruppe gegeniber den Fitterungsgruppen mit ein- und zweiprozentiger Zugabe

der depektinisierten Mangoschalen.

Bei Prolin war die Verdaulichkeit bei Fitterung beider Konzentrationen der depektinisierten
Mangoschalen sowie bei der Gruppe, die 2 % Mangoschale im Futter erhielt, niedriger im
Vergleich mit der Kontrollgruppe. Im Falle von Serin wiesen die Kontrollgruppe und die Gruppe
mit Mangoschale 1 % hodhere Verdaulichkeitswerte auf im Vergleich zur Futterung mit
depektinisierter Mangoschale 1 und 2 %. Threonin zeigte in der Kontrollgruppe (p = 0,007)
hohere Verdaulichkeitswerte im Vergleich mit der Futterungsgruppe mit depektinisierter

Mangoschale 1 %.

Bei der Verdaulichkeit von Tyrosin (p = 0,003) zeigte die Fltterungsgruppe mit depektinisierter
Mangoschale 1 % gegentber der Kontrollgruppe und Mangoschale 1 % niedrigere Werte. Die
Futterungsgruppe mit Mangoschale 1 % wies gegeniber den Fitterungsgruppen mit
depektinisierter Mangoschale 2 % eine signifikant héhere scheinbare Verdaulichkeit auf (siehe
Tabelle 21).

62



Tab. 21:

scheinbare Verdaulichkeit von Aminosauren'?

Einfluss der Supplementierung von Mangoschalen auf die prazakale

Fitterungsgruppe

Inhaltsstoffe P-Wert
A B C D E
Trockenmasse 1,60 (+0,37) 1,54 (+0,30) 1,53 (x0,46) 1,63 (+0,32) 1,41 (x0,41) 0,713
Rohprotein 86,5 (+2,48) 86,2 (+1,44) 85,6 (+4,18) 85,2 (+3,96) 83,8 (¥2,32) 0,171
Alanin 90,3 (+2,32) 89,5(+1,87) 87,4(x4,05) 88,4 (+3,08) 87,6 (+2,47) 0,115
Arginin 94,3 (£0,73)* 92,9 (1,338 92,3(x2,47)"® 92,8(x1,66)"®%  91,8(x1,54)® 0,026
Asparaginsdure 89,0 (+1,42) 87,6 (x2,15) 85,4(14,45) 87,2 (£3,63) 85,4 (+2,40) 0,030
Cystein 78,0 (x14,11) 77,3 (¢9,32) 79,4 (¥9,90) 72,6 (+9,09) 79,6 (£11,2) 0,914
Glutaminsaure 90,9 (+1,44) 88,7 (£1,90) 89,3 (+3,20) 88,1 (3,01) 89,1 (¢1,80) 0,329
Glycin 86,0 (+2,13) 84,6 (+2,84) 82,8 (+4,83) 83,5(%4,88) 82,8 (+2,81) 0,185
Histidin 93,1 (1,16 90,9 (x1,62)"8 87,8 (+3,90)B 89,5 (+2,20)"® 87,8 (+2,36)® 0,000
Isoleucin 89,3 (+1,98) 87,3 (+2,31) 87,8(#4,29) 87,5(%3,28) 87,7 (+2,61) 0,626
Leucin 91,1 (£1,48) 89,4 (+x1,87) 88,3 (+3,53) 88,4 (+2,95) 88,2 (+2,24) 0,100
Lysin 83,8 (+2,27) 81,9 (¢x2,87) 80,2 (+6,85) 81,8 (+6,37) 80,0 (£5,21) 0,339
Methionin 954 (+2,56) 94,5 (x2,15) 95,0 (+2,61) 93,5 (+1,86) 95,0 (x2,96) 0,829
Phenylalanin 92,0 (£1,19* 90,5 (x1,57)"® 89,1 (£3,38)"® 90,1 (x2,36)"% 88,9 (+2,12)® 0,031
Prolin 89,3 (£1,90)* 85,7 (x2,72)"8 84,6 (+4,29)® 82,7 (+4,39)8 83,4 (2,65 0,003
Serin 89,7 (1,40 88,9 (x1,99)"8 85,2 (+4,45)° 87,53 (+3,72)"BC 85,7 (+2,30)° 0,003
Threonin 86,7 (£2,20* 85,7 (+2,70)"% 81,6 (+5,48)® 84,7 (+4,46)"8 82,5 (+2,89)*® 0,007
Tyrosin 90,8 (+2,39)"® 91,6 (+2,06)* 85,1 (+4,85)° 86,7 (+5,68)"BC 85,7 (+4,11)¢ 0,003
Valin 87,7 (+2,28) 85,0 (+2,83) 85,3 (+4,96) 85,0 (+4,06) 84,8 (¢3,02) 0,375

A = Kontrolle, B = Mangoschale 1 %, C = Depektinisierter Mangoschale 1 %, D = Mangoschale 2 %;

E = Depektinisierter

Mangoschale 2 %; '"Daten sind Mittelwerte von 9 Wiederholungen pro Fiitterungsgruppe; 2Daten innerhalb einer Gruppe weisen

eine Normalverteilung auf, p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzniveau <0,05); GroRbuchstaben als Superskripte

kennzeichnen statistisch abgesicherte Unterschiede zwischen den Gruppen
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5. Diskussion

5.1. Charakterisierung einer prabiotischen Wirkung mittels semi-

kontinuierlichen Fermentationssystems

Diskussion der Methode

Das semi-kontinuierliche Fermentationssystem sollte dazu dienen, Rickschlisse auf die
Verdaubarkeit der Testsubstanzen aus Mango und Apfel durch Zakumbakterien von Broilern

Uber die Messung bakterieller Metaboliten zu ziehen.

Auswahl Inokulum

Die bakterielle Zusammensetzung der Mikrobiota im Darm unterliegt physiologisch
altersabhangigen Schwankungen (Ranjitkar et al. 2016). Die Darmflora ist ab einem Alter
zwischen 28-29 Tagen bei Broilern weitgehend differenziert und entwickelt (Lu et al. 2003,
Ranijitkar et al. 2016). Fur die eigenen Untersuchungen wurde Zakuminhalt von jeweils drei
35 d alten Broilern verwendet, die mit einem Kontrollfutter ohne besondere Zusatze gefittert
worden waren. Der Versuch wurde insgesamt 3-mal an unterschiedlichen Tagen wiederholt,
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die Darmflora altersspezifisch stabil
ausgepragt war und tagesspezifische Einflisse durch die Anzahl der Wiederholungen
ausgeglichen werden konnten. Die Gewinnung des Zakuminhalts wurde unmittelbar nach
Eréffnung der Bauchhdhle in ein steriles Gefall vorgenommen und mit der notwendigen Menge
eines anaeroben Puffers gemischt, wie es auch in der Literatur bereits beschrieben wurde
(Meimandipour et al. 2009). Als Nachweis flr anaerobe Reaktionsbedingungen wurde dem
Puffermedium Resazurin als Farbindikator hinzugeflgt. Ein Farbumschlag als Nachweis fur
ein aerobes Milieu fand nicht statt, weshalb davon auszugehen war, dass anaerobe

Versuchsbedingungen wahrend der Inkubation herrschten.

Voruntersuchungen hatten ergeben, dass eine Suspension mit 10 % Digesta in der
Ausgangslosung und 1 % im Versuchsrohrchen geeignet war, um wiederholbare Ergebnisse
zu erhalten. Dabei ist zu bedenken, dass im Zakuminhalt noch Substrate aus der Digesta
vorhanden waren, die die Versuchsergebnisse beeinflusst haben kénnen. Dieser Gehalt ist
aber durch die beschriebene Erstellung einer Sammelprobe als vergleichbar zwischen allen

Probenansatzen zu betrachten.
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Auswahl Testsubstanz

Die Mangoschale enthalt eine Mixtur aus Polyphenolen, einen hohen Anteil an Pektin und
einen geringen Anteil an Protein. Bei dem eingesetzten Apfelpektin, dem Mangopektin und den
Polyphenolen handelt es sich um extrahierte Fraktionen aus den Naturprodukten, die
chemischen Einflissen durch das Extraktionsverfahren ausgesetzt waren. Das Apfelpektin ist
eingeschrankt mit dem Pektin aus der Mango vergleichbar, da es sich zwar auch um ein hoch
verestertes Pektin  handelt, jedoch bei der Herstellung des Apfelpektins die
Polyphenolriickstande des Apfels als Einflussfaktor entfernt werden. Aufgrund der hohen
Viskositat durch die enthaltenen Pektine limitierte sich der Einsatz aller Substanzen auf einen
Gehalt von 2 % in der Stammldésung und 0,2 % im Probenansatz. Zusatzlich war es notwendig,
eine Behandlung im Ultraschallbad durchzufihren, um eine homogene Verteilung in der
Lésung sicherzustellen.

Als Negativkontrollen wurden Probenansatze ohne Zugabe von Zakuminhalt fir alle
Substanzen hergestellt und deren Werte von den Ergebnissen der mit Zakuminhalt beimpften
Proben als Leerwert abgezogen. Bei der Auswahl der Testsubstanzen muss beachtet werden,
dass die Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf ein in-vivo-Modell Gbertragbar sind: Apfelpektin
und Mangopektin stehen im Zakum als im Dinndarm unverdauliche Nicht-Starke-
Polysaccharide den Bakterien zur Verfligung, welches fur Glukose und auch die Polyphenole
ausgeschlossen werden kann. Glukose (Awad et al. 2008) und Polyphenole (Brenes et al.
2008) werden zum groften Teil bereits vom Dinndarm absorbiert, wahrend die hinteren

Darmabschnitte hierfir eine untergeordnete Rolle spielen.

Wahl der Technik

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation fir 24h mit

Zakuminhalt von Broilern dazu geeignet ist, Fermentationsprofile zur Testung unterschiedlicher
Zusatze zu erstellen und daraus Rickschlisse auf die Fermentierbarkeit in-vivo zu ziehen
(Barnes und Impey 1970, Meimandipour et al. 2009).

Bei der gewahlten Temperatur wahrend der Inkubation ist zu beachten, dass physiologisch im
Zakum bei Vogeln Temperaturen von 41 °C (Dawson und Whittow 2000) vorherrschen und die
gewahlte Temperatur von 38 °C darunter lag. In vergleichbaren Fermentations- und
Infektionsstudien mittels In-vitro-Kulturen mit Zakuminhalt als Inokulum wurden in der Literatur
verschiedene Temperaturen zur Inkubation verwendet. So hat eine Studie gezeigt, dass bei
37 °C eine In-vitro-Inkubation dazu geeignet ist, reproduzierbare Ergebnisse zum bakteriellen
Metabolismus zu erhalten (Rubinelli et al. 2016), wahrend in anderen Studien mit

Temperaturen um 41 °C gearbeitet wurde (Meimandipour et al. 2009).
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Die Proben wurden in kleinen Portionen fir die verschiedenen Messungen eingefroren, um
hierbei eine negative Beeinflussung der Proben durch einen wiederholten Auftauvorgang zu
vermeiden. Dieses Vorgehen ermdglichte es, im Nachhinein einmalig eine Probe aufzutauen,
diese aufzuarbeiten und zu messen. Die Einflisse durch wiederholten Kontakt zu Sauerstoff,
beispielsweise auf die flichtigen Substanzen, konnten so auf ein Minimum begrenzt werden.
Dennoch war Luftkontakt gegeben und eine Beeinflussung kann somit nicht ganzlich
ausgeschlossen werden. Um den Gehalt an Ammonium und flichtigen Fettsduren zu messen,
wurden die einzeln abgefillten Proben in einem Eisbad aufgetaut und die Messung
durchgefihrt.

Diskussion der Ergebnisse

Als Nachweis fir die Stoffwechselaktivitdt produzieren die in der Digesta enthaltenen
Bakterien Stoffwechselprodukte wie flichtige Fettsduren, Milchsdure und Ammonium und
beeinflussen hiermit den pH-Wert. Der pH-Wert der Ansatze wurde durch die ausgewahlten
Substanzen beeinflusst. Das in den Untersuchungen eingesetzte Medium (PRAS) zeigte nach
der Inkubation einen pH-Wert von 6,70. Alle Ansatze mit Substratzugaben, bis auf die
Polyphenole, bewegen sich nahe diesem Bereich. Die geldsten Polyphenole hingegen zeigten
einen pH-Wert von 2,85, welcher jedoch zu keiner erhéhten Absenkung des pH-Wertes in
Verbindung mit den anderen Lésungen bei den Proben ohne Inokulum flihrte.

Ein Grund fir die festgestellte verminderte Absenkung des pH-Wertes in den
Fermentationsansatzen mit Zugabe der Testsubstanzen gegenuber der Positivkontrolle
Glukose dirfte in deren molekularen Aufbau liegen. Die vielfachen Verzweigungen und
Anheftungen von Methylresten am Grundgeriist des Pektins aus Mango und Apfel flihrten zu
einer Verzdgerung der Verwertung durch die Darmbakterien und somit zu einer geringeren
Produktion von bakteriellen Stoffwechselproduktien. Dieses Ergebnis wurde auch in einer
Studie mit Futterung von hoch und niedrig methyliertem Zitruspektin bei Legehennen bestatigt
(Langhout et al. 1999). Die Ansatze mit Mangoschale unterschieden sich hinsichtlich des pH-
Werts nicht von den Ansatzen mit Polyphenolen, vermutlich, weil die Gehalte an Polyphenolen
in der Mangoschale sehr hoch sind (Ajila und Prasada Rao 2013). Somit ist davon
auszugehen, dass beide Substrate vergleichbare antimikrobielle Effekte haben (Kabuki et al.
2000a). Apfelpektin zeigte erwartungsgemafl® die geringste pH-Absenkung in den
Inkubationsansatzen, da es sich um ein hochmethyliertes Pektin handelte. Die Bakterien
missen sich an die Verwertung von verzweigtkettigen Methylresten erst adaptieren, was Zeit
beansprucht, welche am Ende der 24h fehlte, um die niedrigen pH-Werte der anderen

Substanzen zu erreichen.
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Ammonium gilt als Stoffwechselprodukt der im Zakum lebenden Bakterien und kann einen
Hinweis auf mikrobielle Proteolyseprozesse geben. Ammonium kann zu einer Schadigung der
Enterozyten fihren und wird daher als toxisches Stoffwechselprodukt angesehen (Macfarlane
und Macfarlane 1995). Betrachtet man die Abfolge der einzelnen Substanzen in den
Fermentationsansatzen, so zeigte Apfelpektin gefolgt von Mangoschale und Polyphenolen die
héchste Produktion von Ammonium. Vom Apfelpektin unterscheiden sich Mangopektin und
Glukose. Der Gehalt an Ammonium lag hier nur halb so hoch wie beim Apfelpektin. In den
Pektinen ist nur in geringem Umfang Eiweil3 enthalten, der Hersteller des verwendeten
Apfelpektins gab einen Reststickstoffgehalt von 1 - 2,5 % an. Das Ergebnis, dass Mangopektin
im  Vergleich mit Apfelpektin signifikant niedrigere Ammoniumgehalte in den
Inkubationsansatzen induzierte, die sich von den Werten von Glukose nicht signifikant
unterschieden, lasst darauf schlieRen, dass der Reststickstoffgehalt von bis zu 2,5 % im
Apfelpektin in Kombination mit dem Restgehalt an nicht verwertbarem Protein im Zakuminhalt
hier zu héheren Werten als beim im Labormalstab hergestellten Mangopektin gefiihrt hatte.
Es ist davon auszugehen, dass sich das Mangopektin durch seinen molekular ahnlichen
Aufbau zum Apfelpektin auch wie dieses hatte verhalten missen. Bei Mangopektin konnte
zusatzlich eine zu hohe Standardabweichung bei der Messung beobachtet werden, was eine
Beeinflussung der Messwerte nicht ausschlieRen lasst. Den zweith6chsten Ammoniumgehalt
der getesteten Substanzen zeigte die Mangoschale, was mdglicherweise auf den Proteinanteil
zurlckzufuhren ist (Fasoli und Righetti 2013). Die in den Hungaterbhrchen mit Zusatz von
Glukose festgestellten Ammoniumgehalte sind mdglicherweise auf im Inokulum enthaltene
Substrate zuriickzuflhren, was sich auch durch den Vergleich mit einer Probe mit Zakuminhalt

aber ohne Testsubstanz abzeichnet.

Die statistischen Auswertungen der Messergebnisse der flichtigen Fettsduren haben gezeigt,
dass bei Essigsdure und n-Buttersdure teilweise sehr deutliche Veranderungen des
Fettsduremusters gegeniiber den mit Glukose inkubierten Ansatzen nachgewiesen werden
konnten. Da die Produktion der flichtigen Fettsauren auf der Verwertung von Kohlenhydraten
beruht, war zu erwarten, dass Glukose als leicht fermentierbarer Einfachzucker die hochste
Produktion verursacht. Dabei ist bei der Ubertragung auf Reaktionen in-vivo zu bedenken,
dass Glukose bereits in den vorderen Darmabschnitten weit vor dem Zakum absorbiert wird.
Erwartungsgemall zeigen Mangoschale und Polyphenole, die den niedrigsten
Kohlenhydratanteil im Vergleich mit den Pektinen aufweisen, die geringste Produktion von
kurzkettigen Fettsauren. In-vivo konnte bei Hihnern nachgewiesen werden, dass durch Pektin
im Futter eine Steigerung der Produktion fliichtiger Fettsduren beobachtet werden kann,

insbesondere im Zakum (Romruen et al. 1988).
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Bei der Essigsaure fiel die deutliche Erhéhung bei Zugabe des Apfelpektins gegenlber den
eingesetzten Mango-Polyphenolen auf. Ein Grund dafur konnte sein, dass neben
unterschiedlicher Substratverfugbarkeit, die in der Mangoschale enthaltenen Polyphenole
in-vitro eine antibakterielle Wirkung zeigen (Kabuki et al. 2000a) und keine Kohlenhydratquelle

darstellen.

Bei der Essigsaure hat die Zugabe von Mangopektin gegenlber der Kontrollsubstanz Glukose
numerisch héhere, jedoch nicht signifikante Werte in den Inkubationsansatzen erreicht. Durch
die hohe Standardabweichung haben sich diese aber nicht gegenliber den Ansatzen mit
Glukose oder Apfelpektin absichern lassen. Beide eingesetzten Pektinsorten stehen im
Gegensatz zu Glukose im Zakum fir die Mikroorganismen zur Verfliigung, was eine Wirkung

auf die Darmbakterien in diesem Abschnitt wahrscheinlich erscheinen lasst.

Bei der n-Buttersaure erzeugten die eingesetzten Testsubstanzen ebenfalls einen signifikant
niedrigeren Gehalt im Vergleich zur Kontrollsubstanz Glukose. Dieses Ergebnis wurde bei
in-vivo-Studien an Broilern bestatigt, in denen hochmethyliertes Pektin aus Zitrusfriichten
einen vergleichbaren Effekt zeigte. Das Zitruspektin ist den hier getesteten Pektinen aus
Mango und Apfel vergleichbar, da es ebenfalls einen relativ hohen Gehalt an hochmethylierten
Verbindungen aufweist. Bei der Fltterung von 3 % hochmethyliertem Pektin an Broilern konnte
eine Absenkung des Gesamtgehalts an flichtigen Fettsduren im Zakum gezeigt werden
(Langhout und Schutte 1996). Diese Absenkung wurde auf eine Reduktion von Propionsaure,
Buttersdure und Valeriansaure zuruckgefuhrt, was auf eine verminderte Bakterientatigkeit
durch das enthaltene Pektin abhangig vom Methylierungsgrad und Herkunft des Pektins
zurtickgeflihrt wurde. Die Veranderungen hinsichtlich des Gehalts fliichtiger Fettsauren traten

im DUnndarm und im Zakum auf, abhangig vom Methylierungsgrad.

Zu der Frage der grundséatzlichen Ubertragbarkeit von In-vitro-Untersuchungen auf die
Verhaltnisse im Tier ist zu bedenken, dass in-vitro die in Darmen ablaufenden komplexen
Prozesse nur sehr eingeschrankt simuliert werden kdnnen. So ist zum Beispiel bei den
Produkten mit Polyphenolen nicht nur deren Resorption Gber die Darmwand, sondern auch die
Interaktion durch andere Inhaltsstoffe wie Zucker und Fettgehalt zu bedenken (Ortega et al.
2009). Ob Polyphenole im Zakum in-vivo beim Broiler vorhanden sind oder bereits im
Dunndarm absorbiert werden, musste flir die einzelnen Polyphenolfraktionen geprift werden,
da hier Unterschiede bezogen auf die verschiedenen Fraktionen zu vermuten sind. Es konnte
im Rahmen von in-vivo-Studien gezeigt werden, dass Polyphenole aus Kakao, die partiell
denen der Mango ahnlich sind, im vorderen Verdauungstrakt resorbiert werden kdnnen und im
Plasma nachweisbar sind (Spencer et al. 2001, Holt et al. 2002, Ortega et al. 2009).
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Bei Berucksichtigung dieser grundlegenden biologischen Tatsachen kann aus den
vorliegenden Untersuchungen zu mindestens geschlussfolgert werden, dass die untersuchten
Substanzen aus Mango und Apfel fahig sind, den Metabolismus der im Inokulum enthaltenen
Bakterien zu modifizieren. Ob dieses auch unter in-vivo-Bedingungen relevant ist, hangt von
der Natur der Stoffe, aber auch von begleitenden Futterinhaltsstoffen sowie der Dosierung

Uber das Futter ab.

5.2. Charakterisierung von Adhasionseffekten pflanzlicher Extrakte auf

ausgewabhlte aviare E. coli

Diskussion der Methode

Bei dem Adhasionsversuch mit ausgewahlten avidren E. coli sollte die These Uberpruft
werden, ob Substanzen aus der Mango im Vergleich zu Apfelpektin und Glukose fahig sind,
eine Bindung der Bakterien herbeizufihren und so das Darmepithel vor einer Adhasion durch
diese Bakterien zu schiitzen und diese ohne Infektion in-vivo auszuscheiden. Dieser Abschnitt
ist gegliedert mit einer Diskussion an den ausgewahlten Bakterienstdmmen, an den

Testsubstanzen und an der Methode an sich sowie einer Diskussion der Ergebnisse.

Auswahl der Bakterienstamme

Bei den ausgewahlten Bakterienkulturen handelte es sich um enteropathogene E. coli, die aus
Broilern der Legehennenhaltungen und der Kiikenaufzucht stammten. Informationen Uber die
genutzten Stamme, auller dass es sich um APEC handelt, sind kaum verfigbar gewesen. Bei
dem Stamm IMT 11863 ist bekannt, dass er aus Broilern isoliert wurde. Eine Studie aus
Agypten konnte eine Vielzahl an unterschiedlichen Serovaren von E. coli aus erkrankten und
gesunden Tierbestanden ziehen, hierbei wurden Kulturen von Organen aus 276 erkrankten
und Kloakentupfer von 27 als gesund betrachteten Broilern gesammelt und kultiviert. Die
Studie ergab, dass das Serovar O78 zusammen mit einem weiteren Serovar bei 60 % der
kranken Tiere vorkam (Mohamed et al. 2014). Bei den eingesetzten Stammen IMT 2271 und
IMT 2358 handelte es sich um zwei Varianten dieses Serotyps. Fur die verbliebenen Stamme
waren Informationen Uber deren Zugehdrigkeit zu einem Serovar nicht verfugbar, jedoch ihr
Ursprung. Es wurden Serovare bei dem Versuch gewahlt, die aus verschiedenen Organen
stammten. So handelte es sich bei dem Kommensalen IMT 15146 um eine Reinkultur, die aus
einem Kloakentupfer eines gesunden Tieres gewonnen wurde, bei IMT 2271 handelte es sich
um ein Isolat mit den Serogruppen O1, O2 und O78, weshalb davon ausgegangen werden
muss, dass es sich um eine Mischinfektion des Tieres gehandelt haben kdnnte, aus dessen
Leber dieses Isolat gewonnen wurde. Da die ausgewahlten Stamme von E. coli bei dem
Adhasionsversuch moglichst nahe an realen Bedingungen im Stall liegen sollten, wurde

bewusst ein Isolat aus einer realen Mischinfektion gewahlt. Bei den anderen pathogenen
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Isolaten handelte es sich bei IMT 9241 um ein Isolat von einem unspezifizierten Tupfer, bei
IMT 2358 um ein Isolat aus der Leber und bei IMT 11863 um ein Keimisolat unbekannter
Herkunft der E. coli. Die ldentifizierung verschiedener Virulenzmerkmale wurde nur fur den
Stamm IMT 2358 durchgefiihrt, es handelte sich hierbei um die Virulenzmerkmale astA -, FyuA
+,irp2 +, aer +, tsh +, fimC +, papC +, hlyE -, stx2f -. Die Studie aus Agypten konnte auch
zeigen, dass es sich bei tsh und papC um haufige Virulenzmerkmale bei sowohl pathogener
und apathogener E. coli handelt (Mohamed et al. 2014). Bei einer weiteren Studie konnte zuvor
anhand der lIsolate aus deutschen Stallen gezeigt werden, dass das Vorkommen der
Virulenzmerkmale irp2, tsh und fimC sowohl bei verschiedenen pathogenen und apathogenen
Typen auftritt, als auch eine Zuordnung zu einem bestimmten Serotyp aufgrund des
horizontalen Gentransfers nicht fest vornehmbar ist und die Kombination verschiedenster
Virulenzfaktoren mannigfaltig ist (Ewers et al. 2004). Die verwendeten E. coli in dem
Adhéasionsversuch stellten, trotz ihrer breiten Herkunft aus verschiedensten Stéllen, nur eine
kleine Auswahl fiir die Bakterienspezies dar. Es ware wiinschenswert gewesen, vollstandige
Informationen Uber die Serovare und die Virulenzmerkmale flr die Aussagekraft und
Ubertragbarkeit zu haben. In diesem Versuch sollte die These iiberpriift werden, ob es durch
die Substanzen mdglich ist, eine Adhasion in-vitro an die pflanzlichen Substanzen aus der
Mango hervorzurufen. Dies konnte fur alle eingesetzten E. coli -Stdmme und Substanzen
bestatigt werden. Dass nur eine Signifikanz bei dem Stamm IMT 11863 auftrat, zeigt, dass
kleinste Unterschiede zwischen den Stammen in-vitro vorlagen und alle Stamme an allen
Substanzen adharieren konnten. Die Reaktionen anderer Stdmme als der verwendeten kdnnte
demnach auch anders ausfallen und die Ubertragbarkeit ist daher nicht zwingend gegeben
und war auch nicht Teil der Untersuchung. Mit den ausgewahlten Stdmmen kann die These,
dass enteropathogene E. coli an den Substanzen aus Mango und Apfel adharieren kénnen,
bestatigt werden, insbesondere der Stamm IMT 11863 zeigte ein besonders schnelles

Wachstum auf Apfelpektin.

Auswahl der Substanzen

Die ausgewahlten Testsubstanzen Mangoschale, Mangopolyphenole, Mangopektin und
Apfelpektin sowie Glukose waren identisch mit den Substanzen aus dem semi-kontinuierlichen
Inkubationssystem, was eine tiefer gehende Analyse mdglicher Effekte auf Bakterien im Darm
von Broilern zum Anlass hatte. Pektine aus Mango und Apfel zahlen, wie bereits aufgezeigt,
zu den hochveresterten Strukturen, an deren Methylverbindungen verschiedene
Kohlenhydrate geknipft sind (May 1990, Berardini et al. 2005). Die Pektine sind sehr schwer
in Losung zu bringen und bilden unabhangig von der Beschaffenheit des Untergrunds schnell
viskdse Belage, was industriell genutzt wird (May 1990). Eine homogene Verteilung ist daher

nur bedingt zu gewahrleisten und es wurde wie bei der semi-kontinuierlichen
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Kurzzeitinkubation eine Verdinnung auf 2 % in der Stammlésung gewahlt. In einer Studie
konnte gezeigt werden, dass Pektine aus Orangenschalen fahig sind, HT-29 Zellen, die im
Darm von Menschen vorkommen, vor einer Infektion durch E. coli zu schitzen. Hierbei wurde
der Stamm O157:H7 eingesetzt und die Zellzahl der vermehrten E. coli konnte um 1,2 % + 3.2
gegenlber der Kontrolle gesenkt werden, wobei der Effekt bei Vibrio cholerae, dem Erreger
der Cholera, sogar auf 83,9 % anstieg. Die Autorin sah in den Pektinen wie auch in anderen
Kohlenhydraten das Potenzial als Vvielversprechende Substanzen in der Anti-
Adhasionstherapie, insbesondere da der Effekt konzentrationsabhangig war. Eine geringe
Konzentration von 2.5 % in der Lésung reichte bereits aus, um diese Effekte hervorzurufen,
wohingegen 0,5 % geringere Effekte zeigte (Wang et al. 2015). Polyphenole der Mango,
insbesondere Mangiferin zeigten nachweislich antibakterielle Effekte in-vitro bei einer
Konzentration von 7,5 % gegenuber E. coli (Stoilova et al. 2005). In einer weiteren Studie
wurde ein polyphenolischer Extrakt aus der Rinde des Mangobaums verwendet, um das
Ausmal} antibakterieller Effekte zu ermitteln und mit gangigen Antibiotika zu vergleichen. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Konzentration von 20 % zu einem Hemmkreis von 12 mm
fihrte, wohingegen Streptomycin (1mg/ml) und Ampicillin (10 yg/ml) zu keiner Hemmung fahig
waren. Dieser Effekt wurde auf die enthaltenen Alkaloide, Saponine und Tannine zurlickgefuhrt
(Akinpelu und Onakoya 2006). Polyphenole sind in allen Teilen der Pflanze nachweisbar
(Saleh und El-Ansari 1975), so auch in der Fruchtschale, weshalb zu erwarten gewesen ware,
dass eine Hemmung des Wachstums von den eingesetzten E. coli -Stémmen bei den
Substanzen Mangoschale und Mangopolyphenole beobachtbar ware. Jedoch war dies nicht
der Fall. Méglicherweise liegt das an der geringen Konzentration, da die genannten Studien
héhere Konzentrationen eingesetzt haben, was jedoch aufgrund der Vergleichbarkeit mit den
eingesetzten Pektinen im Adh&sionsversuch nicht mdglich war. Zusatzlich konnten bei
hdheren Konzentrationen hochmethylierten Pektins in der Erndhrung von Broilern bereits
negative Einflisse auf die Leistung beobachtet werden (Langhout et al. 1999), weshalb hdhere
Konzentrationen eine Ubertragung auf Zustdnde in-vivo aufgrund der dort auftretenden
Viskositatserhohung der Digesta als unrealistisch betrachtet wurden. Glukose diente auch hier
als leicht zu verstoffwechselndes Substrat als Positivkontrolle fiir die eingesetzten E. coli , da
in Studien gezeigt werden konnte, dass E. coli die fir die Adhasion notwendigen Enterotoxine
vermehrt produziert (Wijemanne und Moxley 2014), wenn Glukose als Nahrung vorlag und so
die gewonnene Energie in bakterielles Wachstum umgesetzt werden konnte (Don 2008). Die
ausgewahlten Substanzen stellten aufgrund ihrer Ldslichkeitsverhalten in der gewahlten
Konzentration als auch aufgrund ihrer erwarteten Interaktion mit E. coli eine gute Auswahl zur
Ermittlung anti-adhasiver Fahigkeiten in diesem Modell dar und erlauben eine tiefer gehende

Analyse der Effekte aus dem ersten In-vitro-Versuch.
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Wahl der Methode

Das Adhasionsmodell wurde gewahlt, um weitergehende Effekte bezuglich der Eignung von

Pektinen und polyphenolhaltigen Substanzen aus der Mango gegeniber bestimmter aviar
pathogener E. coli zu ermitteln. Die Methode erfolgte in Anlehnung an eine Studie zur
Evaluierung bakterieller Adhdsion und dem damit verbundenen Wachstumsparametern
(Becker et al. 2007). Die Methode war bereits im Institut etabliert und es besteht eine
Veroffentlichung (Gaertner 2011). Wie bei der Studie von Gaertner (2011) wurden durch die
Messung der Extinktion nach der Beschichtung und Infektion der Platten mit verschiedenen
Stammen von E. coli sigmoidale Wachstumskurven zur Ermittlung des Verlaufs und der Dauer
erstellt. Hierbei zeigte sich, dass das Wachstum nach ungefahr finf Stunden messbar und
nach 10 h abgeschlossen war, weshalb dieser Messzeitraum flr die weiteren Analysen genutzt
wurde. Zur Durchfiihrung des Versuchs war es zundchst notwendig, die unterschiedlichen
Bakterienstamme anzuzlchten. Hierbei waren unterschiedliche Temperaturen als mogliche
Einflussfaktoren vorhanden. Die Bakterienkulturen hatten bei Entnahme aus dem Inkubator
eine optimale Anzuchttemperatur von 37 °C laut den Anzuchtbedingungen der gewahlten
Stamme. Sie wurden zentrifugiert, gewaschen und ausgezahlt. Dieser Vorgang wurde
durchgeflhrt bei einer standardisierten Labortemperatur von 20 °C ohne weiteres Zuflihren
von Warme und die eingesetzten Flussigkeiten wiesen ebenfalls Raumtemperatur auf. Durch
die kurzzeitig absinkenden Temperaturen wurde die Geschwindigkeit des Stoffwechsels der
Enzyme beeinflusst (Don 2008), was sich durch eine scheinbare Anlaufzeit von funf Stunden
im beheizten Plattenleser bemerkbar gemacht haben kénnte. Wenn man diese Waschungs-
und Verdinnungsschritte mit ebenfalls 37 °C warmen FlUssigkeiten durchfuhren wirde, ist es
wahrscheinlich, dass die scheinbare Anlaufzeit bis zu einem sichtbaren Wachstum schneller
gewesen ware. Da der Versuch jedoch bereits in dieser Abfolge erfolgreich am Institut mit E.
coli vom Schwein durchgefihrt wurde (Gaertner 2011), wurde die gewahlte Vorgehensweise
beibehalten, um belastbare Ergebnisse ohne neue Einflussfaktoren zu erhalten. Allerdings
haben Hihner und Broiler in-vivo eine hdhere Kérpertemperatur als Saugetiere. Diese liegt
zwischen 39-42 °C (Dawson und Whittow 2000). Da die Bebritungstemperatur der infizierten
Platten und des Inkubators vorab auf 36-38 °C eingestellt war und die Anzucht bei 37 °C
durchgefihrt wurde, waren die verwendeten E. coli an die etwas niedrigere Temperatur
angepasst. Die Adaption an 37 °C erfolgte vorab bei der Kultivierung der E. coli iber mehrere
Passagierungen. Die Temperatur hat Einfluss auf den Ablauf des Stoffwechsels der Bakterien
und spielt auch eine Rolle in der Aktivierung von Gensequenzen zur Infektion und ist Uber
mehrere Passagierungen nachweislich adaptierbar (Rudolph et al. 2010). Fir eine

Ubertragung der Ergebnisse auf Vorgange in-vivo ist dieses Modell daher nur bedingt
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geeignet. Hinzu kamen weitere mdgliche Einflussfaktoren des Versuchsablaufs, die mit der
Herstellung der Substanzlésungen zusammenhingen. Die Volumenzunahme durch das
Aufquellen des Pektins bei Kontakt mit FlUssigkeiten stellte im Zusammenhang mit der
Sterilfiltration eine Problematik dar, da die Filter sehr schnell verlegt wurden und
ausgewechselt werden mussten. Bei der Glukose und den Polyphenolen war eine Losung in
wassrigen Substanzen hingegen vergleichbar einfach gewesen. Die Mangoschale stellte ein
Mittelmal® zwischen den eingesetzten Substanzen dar. Es ist fraglich, wie viel Pektine von
Mango oder Apfel in der eingesetzten Substanzlésung noch vorhanden waren und ob dieses
Modell fur Pektine geeignet ist. Darliber hinaus stellt sich die Frage, ob durch die vielfaltigen
Spulvorgange die eingesetzten Pektine durch die Bildung eines viskdsen Bodensatzes in den
beschichteten Vertiefungen gegeniiber den anderen Substanzen einen Vorteil hatten. Diesen
Belag konnte man hier makroskopisch leicht erkennen. Dies war bei den anderen Substanzen
nicht der Fall. Eine Beendigung der Bindungsreaktionen und die Verhinderung mdglicher
Adhasion an die mikroskopischen Strukturen der beschichteten Platten wurde durch das
bovine Serum Albumin herbeigefiihrt. Eine Studie hat gezeigt, das Albumin als Stoppreagenz
besonders geeignet ist, da es auf Zellebene keine Bindungsstellen flir bakterielle Fimbrien
bietet (Sokurenko et al. 1995) und daher weitere Reaktionen der Bakterien mit der
Polystyrolstruktur der Platte nahezu ausgeschlossen werden kdnnen. Ein geringes Restrisiko
fur die Bindung von Albumin an die pflanzlichen Substanzen besteht dennoch und konnte nicht
ausgeschlossen werden. Da fur jede Substanz die gleiche Flache fur eine Negativkontrolle
ohne Beimpfung mit E. coli zur Verfugung stand und hier keine Zunahme der Extinktion
stattgefunden hatte, kann davon ausgegangen werden, dass eine Kontamination fir andere
als die behandelte Vertiefung ausgeschlossen werden konnte. Da dieses Modell auf der
Messung eines unterschiedlichen Wachstumsverhaltens verschiedener Bakterienstdmme auf
zuvor mit pflanzlichem Materialien beschichteten Platten beruht, um Hinweise auf die Eignung
der Substanzen in-vivo zu geben, was es auch erfillte, konnte die gewahlte Methode fiur die

Fragestellung als geeignet betrachtet werden.

Diskussion der Ergebnisse

Statistisch konnte ein Einfluss der Substanzen auf E. coli ausschlie3lich bei dem eingesetzten
Stamm IMT 11863 bei Apfelpektin nachgewiesen werden. Apfelpektin zeigte eine
hochsignifikante hdhere Vermehrung der E. coli gegenuber der Positivkontrolle mit dem
Wachstumsmedium BHI und allen anderen Substanzen. Wenn man dieses Ergebnis auf den
lebenden Organismus Ubertragt, bedeutet dies, dass Apfelpektin potenziell fir den E. coli
Stamm IMT 11863 ein gegentiber der Darmwand attraktiveren Nahrboden darstellt und so flr
eine schnellere Ausscheidung und verminderte Infektion durch die verminderte Adhasion an

den Wirtszellen sorgen koénnte. Das diese Effekte bei den anderen Stadmmen nicht
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beobachtbar waren, zeigt, dass eine Ubertragbarkeit auf alle Stamme von E. coli sicher
ausgeschlossen werden kann. Laut einer Studie sind Polyphenole nur im niedrigen einstelligen
Bereich dazu fahig gewesen, eine Vermehrung von E. coli zu hemmen. Hierbei wurde eine
Konzentration von 2,5 % verwendet (Stoilova et al. 2005), die Uber der 2 %igen Konzentration
in diesem Adhasionsversuch lag. Da der Effekt bei der genannten Studie
konzentrationsabhdngig war, ware es denkbar gewesen, dass die direkten antibakteriellen
Fahigkeiten der Polyphenole im Polyphenolextrakt und der Mangoschale bei héheren
Konzentrationen zu einem nachweislich verringerten Wachstum hatten fihren kdnnen. Da
grundsatzlich ein Vergleich der Substanzen untereinander stattfinden sollte und die Pektine
die Konzentration der Substanzen auf 2 % limitierten, war eine Uberprifung dieser
Fragestellung nicht zielfihrend.

Bei den Ergebnissen fallt auch die konsequent hohe Standardabweichung bei der scheinbaren
Anlaufzeit auf. Sie ist Substanz- und Bakterienstamm Ubergreifend gewesen. Da die
Uberpriifung auf Effekte immer mit allen Substanzen gleichzeitig mit jeweils zwei
verschiedenen randomisiert ausgewahlten Bakterienstammen vorgenommen wurde, handelte
es sich bei der Abweichung um einen moglicherweise individuellen Effekt des

Versuchsaufbaus an sich, der durch Wiederholungen nicht verhindert werden konnte.

AbschlieRend Iasst sich aus den Ergebnissen der Schluss ziehen, dass alle Substanzen eine
Adhasion von E. coli erméglichen, jedoch fir eine Ubertragung auf Zustande in-vivo eine

differenzierte Betrachtung und weiterer Untersuchungen notwendig macht.
5.3. Diskussionen zu dem Fiitterungsversuch

5.3.1. Diskussion zu der Mischgenauigkeit der Futtermischungen fiir den
Futterungsversuch
Die Messung der Nahrstoffgehalte in den verschiedenen Futtermischungen sollte dazu dienen,
die Mischgenauigkeit zu tUberprifen und eventuelle Effekte auf die homogene Durchmischung
aller Futterkomponenten festzustellen. Die Uberprifung der Gehalte der einzelnen
Rohnahrstoffe in den Diaten (Tabelle 15) nach der Herstellung Iasst darauf schlieRen, dass es
bei der Produktion der Didten keine Unregelmaligkeiten gab. Fur alle Futtermischungen
wurden dieselben Chargen an Rohmaterialien verwendet, um Unterschiede durch Herkunft,
Reifegrad und Klima auszuschlieBen. Der Vermahlungsgrad der Futterkomponenten war
homogen und lieR keine Selektion einzelner Futterkomponenten durch die Tiere zu. Bei der
Wahl der Rohstoffe der Mangoschale ist zu beachten, dass diese vor dem Export nach
Deutschland von den Friichten abgetrennt werden mussten, getrocknet und vor der Ausfuhr
gemahlen und bestrahlt wurden. Dadurch konnten Prozesse des mikrobiellen Verderbs

ausgeschlossen werden. Die depektinisierten und integralen getrockneten und pulverisierten
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Mangoschalen wurden zur Beurteilung ihrer Eignung fur die Verfutterung an Broiler hinsichtlich
ihres Gehalts an Hefen, Schimmelpilzen, Schwermetallen, Gesamtkeimzahl und des
Zuckergehalts von dem Labor der LUFA-ITL GmbH kontrolliert und fur die Verfutterung an
Broiler fur geeignet befunden. Der unterschiedliche Zuckergehalt der depektinisierten
Mangoschale im Vergleich mit der integralen Mangoschale wurde bei der Erstellung der
Rationen berlcksichtigt. Bezlglich der Bestrahlung der Mangoschalen hat eine Studie
ergeben, dass die Bestrahlung Einfluss auf den Gehalt an Polyphenolen hatte, der bei 3 kGy
am hoéchsten war (Abdeldaiem und Hoda 2012). Die Bestrahlung bei der Ausfuhr der
Mangoschalen aus Indien lag bei 5 kGy und kénnte damit den Polyphenolgehalt minimal

beeinflusst haben.

5.3.2. Diskussion zu den Versuchsbedingungen

Die Haltung der Tiere erfolgte am Institut fir Tiererndhrung der Freien Universitat Berlin in
Bodenhaltung in einem Stall mit insgesamt 24 Boxen. Hiervon waren vier Randboxen nicht
belegt, um den Sichtkontakt zwischen den Tiergruppen fiir alle Tiergruppen gleichermalfien zu
ermoglichen. Die Einstreu war ebenfalls bei beiden Durchgangen identisch wie auch alle

technischen Gerate wie Waagen, Lampen, etc.

Der Tierversuch wurde aufgrund der flinf Versuchsgruppen zur Erhéhung der Anzahl der
Wiederholungen in zwei Durchgangen durchgefiihrt. Um jahreszeitliche klimatische
Schwankungen auszugleichen, erfolgten beide Durchgadnge direkt nacheinander im
November - Dezember 2013 und Januar - Februar 2014. Die tagliche Gesundheitskontrolle
erfolgte durchgehend durch zwei Tierarzte in Verbindung mit den Tierpflegern bei den

wochentlichen Wiegungen.

5.3.3. Diskussion Fiitterungsversuch

Die Leistungsdaten umfassten die Tiergewichte, die Gesamtgewichtszunahme, den
Futterverbrauch und die Mortalitat, wahrend bei den bakteriellen Metaboliten in erster Linie der
pH-Wert, nachfolgend Laktat, Ammonium und fliichtige Fettsduren sowie die Erfassung der
quantitativ bedeutsamsten Bakteriengruppen mittels qPCR Hinweise auf Effekte in-vivo beim

Broiler geben sollten.

Durchfuihrung des Tierversuchs

Die Durchfihrung des Tierversuchs erfolgte in einem Stall des Instituts fur Tiererndhrung der
Freien Universitat Berlin in Bodenhaltung. Der Versuchsstall gliederte sich in 24 Einzelboxen,

wovon jeweils vier Reihen a funf identischer Einzelboxen mit Sichtkontakt zueinander fur die
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Durchfuhrung der Tierversuche genutzt wurden. Vier Randboxen blieben unbelegt. Der
Versuch wurde aufgrund der Stallgegebenheiten und der Anzahl der Fitterungsgruppen auf
zwei Durchgange verteilt. Jahreszeitlich bedingte klimatische Schwankungen wurden durch
eine  konsekutive Durchfuhrung in  Verbindung mit einem Temperatur- und
Beleuchtungsprogramm weitestgehend ausgeschlossen. Sowohl die Reihenfolge der
Versuchsgruppen im Stall als auch die Reihenfolge der Probenentnahme bei der Schlachtung
erfolgten randomisiert.

Der Fitterungsversuch zur Erhebung der Leistungsdaten, mikrobiologischer Parameter und
der bakteriellen Metaboliten wurde mit 2x160 Eintagskiiken durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die
Verteilung von durchschnittlich acht Eintagskiken auf die einzelnen Boxen und
Versuchsgruppen nach dem Zufallsprinzip. Eine geringere Besatzdichte von sieben Tieren in
10 der 20 Versuchsgruppen des zweiten Durchgangs, gleichmaflig verteilt auf die
Versuchsgruppen, konnte mit einer fehlerhaften Anlieferung der Tieranzahl begriindet werden.
Da die Leistungsdaten der kleineren Futterungsgruppen sich nicht von denen der anderen
Boxen im Versuch unterschieden und die Mittelwerte von jeder Box als Versuchseinheit
angesehen wurden, konnten die Daten in der Statistik belassen werden. Die Mortalitat war in
einem normalen Bereich wahrend beider Durchgange mit 1,79-4,9 %. Die Gruppen A, B und
E wiesen demgegenuber eine erhdhte Mortalitat innerhalb jeweils einer Box auf, was vor allem
auf den Zwischenfall im zweiten Durchgang zurlckzufuhren war: Bei der Umstellung auf die
Nippeltranken kam es bei diesen drei Boxen des zweiten Durchgangs zu vermehrtem
Kimmern bei 3-5 Tieren / Box, was auf eine mangelhafte Nutzung der funktionierenden
Tranken durch die betroffenen Tiere zuriickgefiihrt werden konnte. Die verbliebenen Kilken
beherrschten den Umgang mit der Tranke, wiesen jedoch ebenfalls eine Gewichtsdifferenz zu
den Tiergewichten der Nachbargruppen auf. Diese Differenz wurde auf einen verminderten
Nachahmeffekt zurtckgefuhrt. Die Daten dieser Boxen wurden aus den Leistungsdaten
entfernt, da dieser Effekt das Studienergebnis verfalscht hatte. Ein Zusammenhang mit der
Besatzdichte erscheint auch hier maoglich, da solche Vorfalle bei héheren Besatzdichten
erfahrungsgemafl nicht auftreten. Auch blieben alle Tiere mit einem durchschnittlichen
Endgewicht von 1655 g / Tier weit hinter den Angaben der rassetypischen Mastleistung des
Herstellers zurtick. Moglicherweise weist auch dieses Ergebnis auf Einflisse durch die
niedrige Besatzdichte hin. Die mit anderen Studien vergleichbar niedrige Besatzdichte von 7 -
8 Tieren / Box in beiden Durchgéangen fiihrte zu einem Platzangebot von 262,5 cm? pro Tier.
Es existieren bereits verschiedene Studien, die die Leistungsdaten in Bezug auf die
Besatzdichte der Tiere und deren Verhalten untersucht haben mit unterschiedlichen
Ergebnissen. In der Studie von Thomas (Thomas et al. 2004) ergab sich, dass eine
Besatzdichte von fiinf Tieren / m? im Vergleich mit einer hheren Besatzdichte (10, 15, 20 Tiere

/ m?) das schnellste Wachstum wahrend der Starterperiode erzeugten als auch die geringste
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Auspragung von Federpicken und anderen stressassoziierten Beeintrdchtigungen des
Verhaltens, jedoch die Leistungsdaten insgesamt nicht beeinflusst werden konnten. Eine
andere Studie wiederum konnte zeigen, dass bei einer Flache von 0,054 m? / Tier die
Leistungsdaten verglichen mit denen von Tieren mit weniger Platzangebot auch zum Ende der
35. Tage-Mast besser waren (Chmelni¢na und Sol€ianska 2007). Eine weitere Studie, die im
sehr engen zeitlichen Rahmen ebenfalls in den gleichen Boxen stattfand und mit einer
Tierdichte von 17 Tieren / Box arbeitete, zeigte bei gleicher Herkunft der Tiere ein Endgewicht
von 2409 g im Mittelwert am Tag 35 (Vodde 2014). Dieses Ergebnis erhoht die
Wahrscheinlichkeit, dass die Besatzdichte bei der vorliegenden Studie einen grof3en Einfluss
auf die Gesamtzunahme der Tiere hatte, da bis auf die Besatzdichte nur Unterschiede bei den
Rationskomponenten, nicht aber bei der energetischen Zusammensetzung als auch bei den
dort vorgenommenen Impfungen und Blutentnahmen bestanden. Da die Tiergewichte in der
vorliegenden Studie jedoch einheitlich Gber alle Versuchsgruppen verteilt waren, ist dieser
Umstand fir das Ergebnis, ob eine Verfltterung von Mangoschalen im Vergleich zur Kontrolle
fahig ist, Unterschiede bei den Leistungsdaten, der Mikrobiologie oder der Verdaulichkeit
hervorzurufen, nicht von Bedeutung. In der gesamten Studie wurde versucht, Einfllisse auf die
Ergebnisse durch einheitliche Haltungsbedingungen auszuschliel3en, jedoch besteht aufgrund
dessen, dass mehrere Versuchsdurchgange erfolgt sind, immer ein Risiko fur Variationen der

einzelnen Ablaufe.

Ergebnisse der Gesundheitsbeurteilung

Die Gesundheitsbeurteilung ergab bei dem ersten Durchgang, dass ein Kiken aufgrund einer
massiven Beinfehlstellung aus dem Versuch entfernt werden musste. Im zweiten Durchgang
kam es wahrend der Umstellung auf die Nippeltranken in drei Versuchseinheiten (Gruppe A,
B und E) zu einem deutlichen Zurtckbleiben im Wachstum, obwohl vor der Umstellung der
Tranken in jeder Box Tiere fahig waren, Wasser aus den Nippeltrdnken zu trinken. Da in jeder
der betroffenen Versuchsgruppen Tiere mit einer geringen Abweichung des Gewichts auftraten
und keine Stoérungen des Allgemeinbefindens zeigten, wurden sie nach erfolgter
Gesundheitsbeurteilung im Versuch belassen. Die Daten dieser Tiere wurden kritisch auf
Abweichungen gegenliber den anderen Versuchsgruppen untersucht und es konnten keine
Abweichungen festgestellt werden, weshalb diese Daten in der Auswertung der Mikrobiota und

Metaboliten enthalten sind.

Leistungsdaten
Eine Beeinflussung der Leistungsdaten durch den Gehalt an depektinisierter oder integraler

Mangoschale konnte nicht festgestellt werden. Dieses Ergebnis entspricht Literaturdaten bei

77



der Fitterung von Schalen und Kernen aus Mangos in niedriger Konzentration im Futter von
Broilern (Fontes Vieiral et al. 2008). Die depektinisierten Fruchtschalen enthielten mehr
Polyphenole durch den Entzug des Pektins als die integrale Mangoschale. Diese Theorie
wurde bereits bei weiteren Frichten bestatigt (Schieber et al. 2003 a). Da die Gallotannine der
Futtermischungen demnach insbesondere bei den Futtermischungen mit depektinisierten
Mangoschalen hdher als in der Kontrollfuttermischung gewesen sein dirften, ware zu erwarten
gewesen, dass die Tiere mit diesen Futtermischungen einen hdheren Futterverbrauch
aufweisen gegentber der Kontrolle.

Die gesundheitsférdernden Eigenschaften der Mangoschale, welche ausfihrlich in Kapitel 2.2.
geschildert wurden, konnten hier nicht untersucht werden. Hinweise auf die Schutzwirkung der
Polyphenole gegeniber Oxidation durch freie Radikale gibt es bereits bei der Betrachtung der
Auswirkungen eines polyphenolreichen Extraktes aus der Mango bei anderen Tierarten
(Sanchez et al. 2000, Beltran et al. 2004, Garrido et al. 2004, Andreu et al. 2005, Rivera et al.
2011). Bei der Erstellung der Diaten ist die Dosierung von 1-2 % der Mangoschalen niedrig
gewahlt worden, da es bisher keine Daten ber die Vertraglichkeit von depektinisierter Schale
bei Broilern oder anderen Tierarten gibt.

Auch bei der Futterung der integralen Mangoschale konnten keine Unterschiede bei der
Leistung festgestellt werden. In einer vergleichbaren Studie konnte gezeigt werden, dass die
Fatterung von pulverisierten Mangomehl an Broiler in einem Anteil von 0-5 % in der Diat
vertragen wird, jedoch konnte auch hier kein positiver Einfluss auf die Leistungsdaten
nachgewiesen werden (Fontes Vieiral et al. 2008).

Méglicherweise fehlt ein positiver Effekt durch die Mangoschalen in dieser Studie aufgrund
technisch bedingter Einflisse wahrend des Verarbeitungsprozesses in der Futterherstellung
oder auch durch die enthaltenen antinutritiven Inhaltsstoffe (Pektine). Studien haben gezeigt,
dass der Gehalt an hochmethyliertem Pektin zu einer Erhéhung der Viskositat des
Darminhaltes flihren kann. Dieser Effekt konnte auf eine Modifikation der Darmschleimhaut
sowie der mikrobiellen Zusammensetzung zurlickgefihrt werden, da eine Foérderung der
Populationen der Enterokokken, Bacteriodeaceae, Clostridien und E. coli beobachtet werden
konnte. Eine Zunahme der Organgewichte, insbesondere des lleums konnte nachgewiesen
werden (Langhout und Schutte 1996, Langhout et al. 1999). Da die Organgewichte in der
vorliegenden Studie nicht ermittelt wurden, ist eine Beeinflussung bzw. Verzerrung der
Leistungsdaten aufgrund hoherer Darmgewichte bei den Futterungsgruppen mit Pektinen in
der Futtermischung nicht ausschlieRbar gewesen. Pektine mit einem hohen Veresterungsgrad
sind als Zusatz zum Broilerfutter ungeeignet und kénnen deutlich negative Auswirkungen auf
die Tiergesundheit und Mastleistung haben. Auch ein geringerer Gehalt von héchstens 0,05 %
Pektin in der Futtermischung mit integraler Mangoschale kdnnte bei dieser Studie in den

Futterungsgruppen B und D die Morphologie der Darmschleimhaut beeinflusst haben, indem
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sich eine Veranderung der Zottenldnge und Kryptentiefe sowie der Anzahl der Becherzellen
auf das Gewicht der Darme auswirkte. Hierdurch wirden die positiven Eigenschaften der
enthaltenen Polyphenole in der integralen Mangoschale auch in einer niedrigeren
Konzentration auf die Gewichtszunahme durch die veranderten Darmgewichte Uberlagert
werden und weder positiv noch negativ in den Leistungsdaten widergespiegelt werden.
Pektine zeigen zudem den sogenannten Kafigeffekt (Schurz 1997): Sie umhiullen folglich
Nahrstoffe wie Fette, Proteine und Starke, wodurch diese Nahrstoffe nicht vollstandig verdaut
werden kdnnen. Gepaart mit dem Umstand, dass Nicht-Starke-Polysaccharide tber ein hohes
Quell- und Bindungsvermdgen verfigen und so zu einer verminderten Durchmischung des
Futterbreis mit Verdauungsenzymen fiihren (Fengler und Marquardt 1988), kénnten so
wiederum positive Effekte durch die enthaltenen Polyphenole verdeckt worden sein.

Die Koérpermasse von 1655 g blieb in allen Fltterungsgruppen unter den Erwartungen von
dem vom Erzeuger angegebenen Endgewicht von 2217 g fir diese Genetik (Cobb-
Vantress.com 2012). Da dies auch bei der Kontrollgruppe der Fall war, kann diese Abweichung
nicht auf die zu untersuchenden Futterzusatze zurtickgeflihrt werden. Es ist denkbar, dass die
Besatzdichte in Gruppen von 7-8 Tieren pro 2,1 gm Einfluss auf das Verhalten der Tiere
bezliglich des Ruheverhaltens und der Futteraufnahme sowie des Erlernens der Bedienung
der Tranke hatte und zu einem verminderten Konsum von Wasser und Futter fihrte. Es konnte
bereits in der Literatur gezeigt werden, dass eine niedrigere Besatzdichte gegenlber einer
héheren, Unterschiede in der Gewichtsentwicklung induzierte (Mitrovic et al. 2010). Weitere
Einflisse aufgrund der Haltungsbedingungen kénnten madglicherweise zusatzlich die Effekte
durch die Zulagen der Mangoschale Uberlagert haben. Ein Einfluss der schrotférmigen
Beschaffenheit des Futters auf die Leistungsdaten ist unwahrscheinlich, da eine frihere Studie
keinen Zusammenhang der Futterbeschaffenheit und Partikelgréf3e mit den Leistungsdaten
bei Legehennen zeigen konnte (Ruhnke et al. 2015). Die Gesamtanzahl mit 7-8 Replikaten
pro Versuchsfutter in zwei Durchgangen ist als gering einzustufen. Méglicherweise ware es
bei groReren Tiergruppen und mehreren Wiederholungen zu anderen Ergebnissen
gekommen. Zusammenfassend kann aufgrund des Fehlens von Unterschieden zwischen den
Futterungsgruppen von einer guten Vertraglichkeit geringer Mengen an Mangoschale in der

Ernahrung von Broilern ausgegangen werden.

Laktat und pH-Wert

Die vergleichbar niedrigen Laktat-Gehalte im Zakum und Rektum waren zu erwarten, da Laktat
in diesen Darmabschnitten nur in sehr geringer Menge produziert wird und somit kaum
nachweisbar ist (Terada et al. 1994, Jozefiak et al. 2006). Haufig kann es sogar Uberhaupt

nicht nachgewiesen werden (Engberg et al. 2002, Engberg et al. 2004, Rehman et al. 2007).
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Dass die Zulage von Pektinen keinen Einfluss auf die Produktion von Laktat im Dinndarm
hatte, konnte bereits friher gezeigt werden (Romruen et al. 1988), in der vorliegenden Studie
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass eine Zulage in Hohe von 2 % integraler oder
depektinisierter Mangoschale zu einer signifikanten Absenkung der D-Laktatgehalte im
Rektum flhrte. Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass die Laktatgehalte als
Indikator firr die bakterielle Zusammensetzung und den Anteil Milchsaure bildender Bakterien
beeinflussbar waren. Hierbei spielte die Behandlung des Futters bei der Herstellung als auch
die Zusammensetzung eine bedeutende Rolle. Héhere Werte waren in der Kontrollgruppe und
in den Fatterungsgruppen mit einer 1 %igen Zulage an integraler und depektinisierter
Mangoschale nachzuweisen. Alle Futtervarianten wurden mit denselben
Rohstoffkomponenten hergestellt. Hieraus kann geschlossen werden, dass erst ab einer
Zulage von 2 % eine nachhaltige Beeinflussung der Laktatbildner erfolgt. Eine Absenkung der
Laktobazillen konnte jedoch bei der Untersuchung der mikrobiellen Zusammensetzung nicht
festgestellt werden. Da Laktobazillen die hauptsachlichen Produzenten von Laktat sind und je
nach Typ D- oder L-Laktat produziert wird, ware es denkbar, dass die D-Laktatbildner durch
die Zulage von 2 % der Mangoschalen in ihrem Stoffwechsel beeinflusst wurden, die L-Laktat
bildenden Bakteriengruppen jedoch nicht.

Der pH-Wert konnte durch keine Futterungsvariante beeinflusst werden. Der pH-Wert wurde
in den bisherigen Futterungsstudien mit Mangoschalen an Broilern bisher nicht gemessen bzw.
war in friheren Studien teilweise auch nicht messbar aufgrund der erhéhten Viskositat durch
das Pektin. Daher bleibt nur ein Vergleich mit Studienergebnissen mit Legehennen und einer
anderen Pektinquelle. Durch eine Zulage von 2 % Zitruspektin waren in einer Studie minimale
Einflisse auf den pH-Wert festzustellen (Romruen et al. 1988). In den Versuchsfuttern lag der
Pektingehalt bei héchstens 0,05 %. Um den pH-Wert der Digesta nachhaltig zu beeinflussen,
ware eine héhere Zulage an Mangoschale notwendig gewesen. Dieses hatte allerdings eine
Abdeckung des Bedarfs an Nahrstoffen der wachsenden Tiere mdglicherweise beeintrachtigt

und ware mit einer Leistungsdepression einhergegangen.

Ammonium

Ammonium entsteht als Abbauprodukt bei der mikrobiellen Verwertung von unverdautem
Eiwei, insbesondere wenn Protein im Uberschuss vorhanden ist. Zu den Hauptproduzenten
zahlten Clostridium spp., Enterococcus spp. und Bacteroides spp. (Romruen et al. 1988,
Macfarlane et al. 1992). Ammoniak wird Giber die Darmwand aufgenommen und zeigt negative
Effekte auf die Gesundheit des Wirtes (Macfarlane und Macfarlane 1995). Eine Veranderung
der Ammoniumgehalte im Darmtrakt kann demnach ein Hinweis auf eine negative
Veranderung in der Fermentation und damit einhergehende Veranderungen der bakteriellen

Flora des Darminhaltes sein. In der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten
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Veranderungen hinsichtlich des Ammoniums festgestellt werden. Die enthaltenen Tannine
sollen laut Literatur dazu fahig sein, die Verdaulichkeit von Protein durch die Bildung von

Komplexen herabzusetzen (Hagerman 1992).

Flliichtige, kurzkettige Fettsauren (SCFA)

Essigsaure war im lleum bei den Futterungsgruppen C - E (dep. Mangoschale 1 & 2 %,
Mangoschale 2 %) weniger nachzuweisen als in der Kontrollgruppe. Eine Absenkung des
Gesamtgehalts an SCFA durch die Fitterung von depektinisierter Mangoschale in Hohe von
2 % konnte im Zakum gegenuber den Proben von der Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Bei der Messung der SCFA ware ein groRerer Einfluss des enthaltenen Pektins auf die
Zusammensetzung der SCFA im Zakum denkbar gewesen (Romruen et al. 1988, Langhout
und Schutte 1996). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Pektine die Konzentrationen
von SCFA beeinflussen kénnen (Wagner und Thomas 1978, Romruen et al. 1988, Engberg et
al. 2002, Engberg et al. 2004). Dieses konnte jedoch in den eigenen Daten nur eingeschrankt
bestatigt werden. Pektine kénnen fir eine Erhéhung der SCFA im Zakum verantwortlich sein,
jedoch keine Erhéhung in den vorderen Darmabschnitten bewirken (Romruen et al. 1988,
Romruen et al. 1988). Hier wurde durch eine pektinhaltige Fltterung eine erhéhte Produktion
von Buttersdure im Zakum festgestellt, wahrend die eigenen Ergebnisse lediglich eine

Veranderung der Essigsaure im lleum zeigen.

Von der Grundthese ausgehend, dass Pektine den Gehalt an SCFA steigern sollten (Langhout
und Schutte 1996), hatten hier Unterschiede nachweisbar sein missen. Widererwartend
erzielte die Futterungsgruppe mit Mangoschale 2 % allerdings die gleichen Werte wie die
Gruppen mit depektinisierte Mangoschale 1 %, obwohl Pektin in den Mangoschalen enthalten
war. Das Ergebnis, dass eine Zulage von depektinisierter Mangoschale 2 % hier signifikant
niedrigere Werte aufweist, stand folglich zu erwarten. Bei den Studien von Langhout wurden
bis zu 5 % reines Pektin zugesetzt (Langhout et al. 1999), jedoch fehlt ein Vergleich mit
depektinisierten Futtermitteln bisher ganzlich in der Literatur. Diese neuen Ergebnisse kénnten
zusatzlich beeinflusst worden sein durch die individuell anders zusammengesetzte mikrobielle
Flora der Versuchstiere. Beispielsweise konnten Veranderungen der SCFA auf zahlreiche Wirt-
Mikrobiota Interaktionen wie antibakterielle Effekte zurlickgefiihrt werden (Mroz et al. 2006).
Generell wird ihre Produktion und Zusammensetzung multifaktoriell durch den Wirt, die
Futterung, Fermentationsrate und mikrobielle Faktoren beeinflusst (Allison und Macfarlane
1989, Mroz et al. 2006). Die Gehalte an Essigsaure, Propion- und Buttersdure im lleum sind
denen aus anderen Studien dhnlich (Engberg et al. 2002, Silva und Smithard 2002, Taylor und

Jones 2004). In den Blinddarmen sind die Werte gegenuber friheren Studien ebenfalls

81



vergleichbar gewesen (Ricke et al. 1982, Engberg et al. 2002) und es kann daher davon

ausgegangen werden, dass die Messungen korrekt verliefen.

Quantitative Erfassung der Bakteriengruppen in der Digesta

Bei der Messung der verschiedenen Bakteriengruppen wurden Gruppenprimer flr
verschiedene Clostridien, Enterobakterien und Laktobazillen verwendet. Hierbei sollte gezeigt
werden, ob depektinisierte oder integrale Mangoschalen einen Einfluss auf die
Populationszusammensetzung dieser Bakteriengruppen haben kénnen.

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Futterung von Nicht-Starke-
Polysacchariden wie Pektinen einen prabiotischen Effekt auf die Darmflora von Broilern hatte
(Langhout und Schutte 1996, Langhout et al. 1999). So wurden zum Beispiel eine Minderung
der mikrobiellen Aktivitdt und eine Veranderung der Populationen von Enterokokken,
Bacteroideaceae, Clostridien und E. coli im lleum beobachtet, wenn hochmethyliertes Pektin
aus Zitrusfrichten in den Rationen fur Broiler enthalten waren. Hierbei wurde eine 3 %ige
Pektinzulage aus Zitrusfriichten geflttert (Langhout et al. 1999). Das Pektin der Mangoschale
ist ebenfalls hochmethyliert und in einem Umfang von 0,05 % in den Rationen enthalten
gewesen. In einer Studie an Broilern konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Fltterung von
Pektin sogar zu einer Steigerung der Clostridienpopulation fuhren konnte (Wagner und
Thomas 1978). Eine Veranderung der bakteriellen Zusammensetzung konnte in der eigenen
Studie nicht bestatigt werden. Moglicherweise war die Dosierung zu gering gewahlt, um
entsprechende Veranderungen zu bewirken. Auch antibakterielle Effekte durch Polyphenole
wurden bereits gegenuber verschiedener Bakterienspezies, darunter auch E. coli und
Clostridien, nachgewiesen (Stoilova et al. 2005, Akinpelu und Onakoya 2006, Bbosa et al.
2007). Die Studienlage ist divers und das Ergebnis, dass keine der getesteten
Bakteriengruppen durch die Zulage an depektinisierter oder integraler Mangoschale
gegenuber der Kontrollgruppe beeinflussbar war, zeigt die hohe Stabilitdt der erfassten
Bakteriengruppen. Moglicherweise spielte auch hier die Konzentration der Mangoschalen eine
Rolle, da in den genannten Studien meistens ein Reinextrakt an Polyphenolen genutzt wurde.
Es konnte auch zu Verschiebungen der verschiedenen Bakterien innerhalb einer
Bakteriengruppe gekommen sein, was durch die Messung gleich mehrerer Bakterien innerhalb

einer Gruppe nicht nachweisbar ist.

5.3.4. Diskussion scheinbare priazikale Verdaulichkeit

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe konnte festgestellt werden, dass sich keine
Veranderungen der Trockenmasse der Ingesta bei Zulagen der Mangoschalen bis zu einer
Menge von 2 % ergaben. Der Gehalt an Pektinen belief sich hierbei auf maximal 0,05 % bei

der Futterungsgruppe mit 2 % integraler Mangoschale. Frihere Studien konnten zeigen, dass
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die Trockenmasse des Darminhaltes bei Broilern durch die Futterung von Pektinen abnehmen
kann. Bei einem Gehalt von 2 % Zitruspektin, welches von der Zusammensetzung her dem
Pektin der Mango sehr &hnlich ist, wurde eine Verminderung der Trockenmasse in den
Exkrementen im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Broilern als auch bei Legehennen
nachgewiesen (Romruen et al. 1988, Langhout et al. 1999). Dieser Effekt wurde von den
Autoren auf Veranderungen der Darmwandmorphologie mit einer Verdickung der Darmwand
des Jejunums, mit einer Verlangerung der Darmzotten als auch einer Vertiefung der
Darmkrypten in diesem Bereich zuruckgefuhrt, wobei hierbei eine Vermehrung der
Becherzellen eintrat, die fir eine vermehrte Produktion von Darmsekreten ab einer Menge von
2-6 % Pektinen in der Futterung und somit fur die Verringerung des Trockenmassegehalts
verantwortlich waren (Langhout et al. 1999). Da diese Effekte bereits bei hohen Gaben an
Pektinen bekannt waren, wurde in dieser vorliegenden Studie versucht, die negativen
Auswirkungen auf die Verdaulichkeit beim Broiler durch eine geringere Menge enthaltener
Pektine zu vermeiden. Mogliche Einflisse der Polyphenole durch die eingesetzten relativ
kleinen Mengen depektinsierter Mangoschalen im Futter waren bei der prazakalen
Verdaulichkeit einiger Aminosauren und bei der Gesamtverdaulichkeit an Rohprotein nicht
auszuschlieBen. Hoéhere Werte zeigten sich in der Kontroligruppe gegeniber den
Futterungsgruppen mit depektinisierter Mangoschale 1 und 2 % als Supplement. Ursache
kénnte der erhdhte Gehalt an Polyphenolen bei den depektinisierten Mangoschalen sein, da
die Effekte bei der Fltterung der integralen Mangoschalen nicht in diesem Ausmal} zu
beobachten waren. Durch den Entzug des Pektins werden die anderen Bestandteile der
Mangoschale konzentrierter, was diese Beobachtung erklaren kann. Den Zusammenhang
zwischen der Depektinisierung von Apfeltrestern und dem daraus folgenden erhdhten Gehalt
an Polyphenolen konnte eine frilhere Studie bereits bestatigen (Schieber et al. 2003 a).

Es existieren Studien, in denen bei der Inklusion von Polyphenolen aus Mangokernen eine
Absenkung der Verdaulichkeit von Rohprotein bei Hihnern festgestellt wurde (Ravindran und
Sivakanesan 1996). Dieser Effekt konnte von den Autoren auf den Gehalt an Gallotanninen
zurtickgefiihrt werden. Gallotannine kénnen die Proteinverdauung durch die Inaktivierung von
Trypsin als auch durch eine Vernetzung der Proteine beeintrachtigen (Hagerman 1992,
Ravindran und Sivakanesan 1996). Die Verdaulichkeit von Proteinen im Futter von Broilern
war mit dem steigenden Anteil von Mangoschalen und Kernen in der Ration bereits ab einem
Gehalt von 5 % reduziert (Tyohemba Orayaga et al. 2015). Bei genauerer Betrachtung, woher
diese verminderte Proteinverdaulichkeit der Mangoschalen resultiert, wurde in der
vorliegenden Studie erstmals eine Verschiebung der Verdaulichkeit einzelner Aminosauren
durch die Futterung polyphenolreicher Mangoschalen nachgewiesen. Dieser Effekt war bei
den Futtergruppen mit depektinisierter Mangoschale in der Ration bei 1 % und 2 % am

deutlichsten. Die polyphenolreichen depektinsierten Mangoschalen in Héhe von 2 % konnten
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eine verminderte scheinbare prazékale Verdaulichkeit bei den Aminosduren Arginin, Histidin,
Phenylalanin, Prolin und Serin gegenliber der Kontrollgruppe herbeifihren. Die
Futterungsgruppe mit depektinisierter Mangoschale 1 % zeigte eine verminderte prazékale
Verdaulichkeit bei den Aminosauren Histidin, Prolin und Threonin im Vergleich zur Kontrolle.
Bei den Aminosauren Tyrosin und Serin zeigten beide Futterungsgruppen mit depektinisierter
Mangoschale Unterschiede gegeniber der Mangoschale 1 % und der Kontrolle. Es erscheint
moglich, dass der steigende Anteil der Polyphenole in der depektinisierten
Mangoschalenfutterung hierfir verantwortlich ist.

Veranderungen in der Aminosaurenverdaulichkeit bei Broilern, die auf den Gehalt an
Polyphenolen, insbesondere der Gallotannine zurlickzufiihren waren, konnten bereits bei
anderen tropischen Frichten nachgewiesen werden: In einer Studie an Broilern mit einem
polyphenolreichen Extrakt aus Grapefruits, deren einzelne Polyphenole denen der Mango zum
groflten Teil identisch sind, konnte nachgewiesen werden, dass die Verdaulichkeit von Arginin,
Histidin, Phenylalanin, Cystein und Glutamin sowie Prolin durch die Supplementierung von
5 g Extrakt / kg Futter gegentiber der Kontrollgruppe abnahm. Ein quadratischer Effekt wurde
mit steigenden Konzentrationen des Extraktes bei Cystein und Glycin beobachtet (Chamorro
et al. 2013). Die Aminosaure Prolin war sowohl bei Futterung der depektinisierten
Mangoschale 1 % als auch bereits bei der integralen Mangoschale 2 % weniger verdaulich
gegenluber der Kontrollgruppe und der Mangoschale 1 %. Da unter den enthaltenen
Polyphenolen insbesondere die Gallotannine Eigenschaften besitzen, die im Darm zu einer
verminderten Proteinverdauung fuhren (Hagerman 1992), konnten diese von besonderer
Bedeutung gewesen sein. Da die Zulage der Mangoschalenvarianten jedoch nicht zu einer
Veranderung der Gesamtleistung der Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe fihrte, ist davon
auszugehen, dass die Verdaulichkeit von Protein und Aminosauren immer noch ausreichend
in Relation zur Leistung war. Als interessanten Ausblick kann die Mdglichkeit angesehen
werden, Gallotannine durch thermische oder radiologische Prozesse zu inaktivieren, um sie in
hoéheren Mengen verflttern zu kénnen, ohne negative Effekte auf die Leistung der Tiere in
Kauf nehmen zu missen. Durch Autoklavierung als auch Bestrahlung und Kochen verlieren
Gallotannine ihre antinutritiven Eigenschaften in der Fltterung von Broilern (Farag 2001). Um
mogliche positive Effekte erwarten zu kdnnen, misste vorab geklart werden, inwieweit auch
nutzliche Eigenschaften der anderen Polyphenole, wie dem Mangiferin, hierbei verloren

gehen.
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6. Zusammenfassung

Depektinisierte und integrale Mangoschalen in der Ernahrung von Broilern

Verschiedenen Untersuchungen zufolge enthalten Mangoschalen hohe Mengen an
gesundheitsférderlichen Substanzen wie Pektinen und Polyphenolen. Verschiedene Studien
an Hihnern konnten bereits zeigen, dass die Futterung von Pektinen abhangig von der Menge
auch negative Effekte als Nicht-Starke-Polysaccharide auf die Leistung haben kdnnen.
Mégliche positive Effekte auf die Mikrobiota oder die Gewichtsentwicklung durch die
enthaltenen anderen Inhaltsstoffe kdnnen hierbei maskiert worden sein.

Das Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob depektinisierte oder integrale Mangoschalen
in der Erndhrung von Broilern sinnvoll einsetzbar sind. Mogliche Effekte sollten vorab durch
In-vitro-Versuche geklart werden. Ferner wurden die scheinbare prazakale Verdaulichkeit der
Nahrstoffe und der Einfluss auf die intestinale Mikrobiota sowie die Konzentrationen
mikrobieller Metaboliten in einem Futterungsversuch untersucht.

In-vitro wurde ein semi-anaerobes Fermentationsmodell mit Zakuminhalt von Broilern aus
pektin- und mangoschalenfreier Futterung mit finf Testsubstanzen (Apfelpektin, Mangopektin,
Mangoschale, Mangopolyphenole und Glukose) genutzt, um erste Hinweise auf die mikrobielle
Fermentierbarkeit zu bekommen. Mangopektin erzeugte im Vergleich mit Polyphenolen und
Mangoschale eine starkere Absenkung des pH-Werts, Apfelpektin ergab die héchsten pH- und
Ammoniumwerte und verhielt sich gegenuber dem Mangopektin unterschiedlich. Die
Fermentation von Mangopektin resultierte in den héchsten Konzentrationen von Essigsaure

im Vergleich zu den anderen Testsubstanzen (Polyphenole und Mangoschale).

In einem weiteren In-vitro-Versuchsansatz wurden Mikrotiterplatten mit denselben Substanzen
wie im ersten Versuch beschichtet. Es wurde eine Infektion mit funf verschiedenen Stammen
von aviaren Escherichia coli nachgeahmt. Die Ergebnisse zeigten, dass es geringe
Unterschiede bei Beschichtung mit Apfelpektin gegeniiber Polyphenolen und Mangoschalen
gab. Allerdings waren die Ergebnisse untereinander recht ahnlich, sodass sich keine klaren
Schlussfolgerungen hinsichtlich der Adhasion von Bakterien an die verschiedenen Substrate

ergaben.

In einem Fitterungsversuch wurden 320 Broiler Uber 35 Tage mit vier Versuchsfuttern
geflttert, die 1 oder 2 %ige integraler oder depektinsierte Mangoschale enthielten. Zur
Kontrolle diente eine Fltterungsgruppe ohne Mangoschalen oder Pektine in der Ration. Es

konnten durch die Didten keine Einflisse auf die Leistung nachgewiesen werden. Die

85



Versuchsgruppen mit einem 2 %igen Anteil integraler und depekinisierter Mangoschale wiesen
niedrigere Werte bei D-Laktat im Rektum auf als die anderen Gruppen. Auch bei Essigsaure
wiesen die Gruppen mit depektinisierter Mangoschale (1 und 2 %) sowie Mangoschale 2 %
niedrigere Gehalte im Zakum gegenuber der Kontrolle auf. Der Gesamtgehalt kurzkettiger
Fettsduren im Zakum war bei Fltterung von 2 % depektinisierter Mangoschale niedriger als in
der Kontrollgruppe. Eine Veranderung von Enterobakterien, Clostridien und Laktobazillen im
Intestinaltrakt konnte durch die unterschiedlichen Fitterungsvarianten nicht nachgewiesen
werden. Depektinisierte Mangoschale in Héhe von 2 % hatte einen negativen Effekt auf die
ileale scheinbare Aminosaurenverdaulichkeit. Trotz dieser geringeren Verdaulichkeit flihrte die
Futterung von depektinisierter Mangoschale und integraler Mangoschale in den genannten
GréRenordnungen von 1 bis 2 % nicht zu einer negativen Beeinflussung der Mastleistung.
Daher ergibt sich als Schlussfolgerung, dass die gepriften Produkte in der Futterung von
Broilern prinzipiell gut einsetzbar sind, allerdings missen Fragen zu den gesundheitlichen

Effekten weiter gepriift werden.

7. Summary

Lau, Erin:

Depectinized and integral mangopeels in the diet of broiler chickens

According to various studies, mangopeels contain high amounts of health-promoting
substances such as pectins and polyphenols. However, in several studies on chicken, the
feeding of pectin as a non-starch polysaccharide could have a negative impact on the
performance of broiler chickens, depending on its concentration in the food. Thus, it is possible
that positive effects of other ingredients on the microbiota or on weight gain may have been
masked. The aim of this study was the evaluation of the benefits of depectinized or integral
mangopeels in the nutrition of broilers. Possible effects were examined beforehand by
in-vitro tests. In addition, the apparent ileal digestibility of the nutrients and their influence on
the intestinal microbiota as well as the concentration of microbial metabolites were analyzed

in a feeding experiment.

To get a first indication of microbial fermentability, a semi-anaerobic fermentation model was
used in an in-vitro trial. The cecal content of broilers from pectin-free and mangopeel-free
feeding was inoculated with five test substances (apple pectin, mangopectin, mangopeel,
mangopolyphenols and glucose). Mangopectin produced a higher reduction in pH as

compared to polyphenols and mangopeels. Apple pectin resulted in the highest pH and
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ammonium values and behaved inconsistently towards mangopectin. The fermentation of
mangopectin resulted in the highest concentrations of acetic acid compared to the other test

substances (mangopolyphenols and -peel).

In a second in-vitro experiment, microtiter plates were coated with the same substances as in
the first experiment. An infection with five different strains of avian Escherichia coli was
imitated. The results showed that there were only minor differences in apple pectin versus
polyphenol and mangopeel coating. However, as all results were very similar to each other, no
clear conclusions could be reached regarding the adhesion of bacteria to the different

substrates.

In a feeding experiment, 320 broilers were fed for 35 days with four different diets containing
1 or 2 % integral or depectinized mangopeels. A feeding group without mangopeels or pectins
in the ration was used as a control. The different diets had no influence on the performance.
The test groups with a 2 % content of integral and depectinized mangopeels had lower values
for D-lactate in the rectum than the other groups. The groups with depectinized mangopeels
(1 and 2 %) and 2 % mangopeels showed lower levels of acetic acids in the caecum compared
to the control group. The total amount of short-chain fatty acids in the cecum was lower when
feeding 2 % of depectinized mangopeels. A modification in the populations of enterobacteria,
clostridia and lactobacilli in the intestinal tract due to the different feeding variants could not be
detected. Depectinized mangopeels with a level of 2 % had a negative effect on the apparent
ileal amino acid digestibility. Despite this lower digestibility, the feeding of depectinized and
integral mangopeels with a level of 1 to 2 % did not have any negative effect on the weight
performance during the trial period of 35d. It can be stated that the products tested in this study
can be used well in the feeding/fattening of broilers, but that further research into their effects

on the health of broilers is necessary.
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Anhang

A.1. Herstellung von Arbeitslosungen fiur die Charakterisierung einer

prabiotischen Wirkung mittels semi-kontinuirlichem Fermentationssystems

A.1.1. PRAS-Puffer (Prereduced Anaerobe Sterilized Medium)
Der PRAS-Puffer wurde in einer 1 | Schottflasche (SCHOTT AG, Mainz, Deutschland)
auf einem Magnetrihrer (IKA-RH-HAT/C, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,

Deutschland) hergestellt, die Rezeptur ist in Tabelle 21 dargestellt:

Tab.21: Zusammensetzung des PRAS-Puffers

Bestandteile g/l
Cysteinhydrochlorid 5,0
NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat) 5,0
NaCl (Natriumchlorid) 1,0
KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) 0,5
KoHPO4 (Di-Kaliumhydrogenphosphat) 0,5
CaClz x 2 H,0O (Kalziumchlorid-Dihydrat) 0,1324
MgSO4 x 7 H,O (Magnesiumsulfat-Heptahydrat) 0,1
Resazurin 0,001

Quelle: (Kroger 2009)

A.1.2. Herstellung der Arbeitslosungen fiir die Ammoniummessung

100 mM MOPS- Losung (pH 7):

Insgesamt 2,0928 g MOPS (3 — (N — Morpholino) — 2hydroxypropansulfonsaure = 99 %, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Deutschland, Karlsruhe) wurden in ein 100 ml Becherglas gegeben, in
80 ml Aqua bidest. geldst und bei 4°C auf pH 7 eingestellt mit verdinnter Schwefelsdure
(Schwefelsaure, w = 95-97 %, J.T. Baker, Deventer, Niederlande) und Natronlauge (NaOH,
Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland, Karlsruhe), nachfolgend wurde der Ansatz auf
100 ml mit Aqua bidest. aufgefulit.
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Phenolnitroprussid, Reagenz 1:
Es wurde eine kommerzielle Lésung verwendet (Phenolnitroprusside, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland)

0,2 % Na-Hypochloritlosung, Reagenz-Il:

Es wurden 59 ml NaOH-Lésung (1 M) (NaOH, Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland,
Karlsruhe) mit 1 ml Na-Hypochlorit-Lésung (Na-Hypochlorit, 12 %, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland, Karlsruhe) gemischt und bis zur Verwendung bei 4°C gekuhlt (Kuhlschrank
Liebherr Profiline, LIEBHERR, Biberach an der Rif3, Deutschland).

NH4+ Standardherstellung:

Aus einer Stammlésung (1000 mM Ammoniumchlorid (NH4Cl 299,5 %, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) wurde eine Arbeitslésung mit 1000 uM NH4ClI hergestellt.
Diese diente als Ausgangslosung flr die Herstellung der Kalibrierstandards. Die Proben
wurden nach 15 min Auftauen bei Raumtemperatur in Eiswasser gestellt. Nachdem der
Auftauvorgang abgeschlossen war, wurden sie 1 min homogenisiert, 10 min auf Eis inkubiert
und dann bei 17000 x g fir 10 min bei 4°C zentrifugiert (Zentrifuge Eppendorf 5430, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde im Verhaltnis von 1:25 mit MOPS-Puffer
in einer Mikrotiterplatte (ELISA plate Microlon U-shape, Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) auf einem Rdttler (BiosShake iQ, Analytic Jena AG, Jena,

Deutschland) mit 1050 x g gemischt.

A.1.3. Kurzkettige Fettsauren - Herstellung der Lésungen

Interne Standardlésung:

Fur die Herstellung der gebrauchsfertigen Lésung wurde zunachst eine Verdinnung der
Stammldsung (,Volatile Acid Standard Mix® 10 mmol/l, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) im Verhaltnis 1:20 durchgefuhrt. Hierfar wurden 50 pl Stammldsung
in ein Vial mit 10 mg Oxalsaure-Dihydrat und 950 ul Aqua bidest. gemischt. Fir die
Sicherstellung, dass die Proben korrekt gemessen wurden, wurde eine Mischung mit einer
Probenverdiinnungslésung hergestellt. Diese enthielt eine im Darm nicht vorkommende

flichtige Fettsaure (Capronsaure). Die Herstellung ist nachfolgend dargestellt:

Probenverdiinnungsléosung (ISTD 0.5 mmol/l):
Die Stammldésung wurde im Verhaltnis 1: 20 verdinnt: Zu 50 ml Stammldsung wurden 2,5 g
Natriumazid (Natriumazid reinst, Merck, KgaA, Darmstadt, Deutschland) und 10 g Oxalsaure-

Dihydrat hinzugegeben und auf 1000 ml im Messkolben aufgefillt. ISTD enthielt unter
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anderem Natriumazid zur Abtétung der Bakterien und um die weitere Produktion von

Fettsauren zu stoppen.

A.2. Herstellung der Losungen und verwendete Bakterienstaimme fiir die
Charakterisierung von Adhasionseffekten pflanzlicher Extrakte auf ausgewahlte

aviare E. coli

A.2.1. verwendete Bakterienstimme von E. coli
Die Bakterienstamme stammten aus der Sammlung von Institut flr Tierseuchen der Freien

Universitat Berlin. lhre genaue Spezifikation ist nachfolgend in Tabelle 22 dargestellt:

Tab. 22: Verwendete Bakterienkulturen/Stamme von E. coli und Eigenschaften

Bezeichnung Name Inkubation Herkunfls- Serovar Isolation Virulenzmerkmale
Bezeichnung aus
IMT 15146 Kommensale aerob 37°C 2.1b Marz 08 Unbekannt Kloaken Unbekannt
Broiler Nr.212 -tupfer
IMT 2271 APEC Broiler aerob 37°C K0274/99 01:02:078 Leber Unbekannt
IMT 9241 APEC Broiler aerob 37°C B 1838 Unbekannt  Tupfer Unbekannt
IMT 2358 APEC Broiler aerob 37°C 415/98 0O78:K80 Leber astA -, FyuA +, irp2
+, aer +, tsh +, fimC
+, papC +, hlyE -,
stx2f -
IMT 11863 APEC Broiler aerob 37°C IMT 308/06 Unbekannt Keim- Unbekannt
G20 isolat

A.2.2. Herstellung der Arbeitslésungen fiir den Adhasionsversuch

PBS (Verdiinnungslésung fiir die Substanzen)

PBS (Phosphate Buffer Saline PBS Dulbecco, low endotoxin, 9,55 g/l, Biochrom GmbH, Berlin,
Deutschland) wurde mit 9,55 g/l in eine bereits mit 950 ml Aqua bidest. gefiillite Schottflasche
(SCHOTT AG, Mainz, Deutschland) eingewogen und mittels Rihrfischchen auf einem
Magnetruhrer (IKA-RH-HAT/C, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland)
gemischt. In einem Messzylinder wurde die Lésung auf 1 | mit Aqua bidest. aufgefullt und
danach in eine Schottflasche geflllt und bei 121 °C fur 20 Minuten autoklaviert (Laboklav, SHP

Steriltechnik AG, Detzel Schloss/Satuelle, Deutschland). Die Lésung wurde bis zum
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Verarbeitungstag bei 4°C gelagert. Zur Verwendung der Lésung wurde diese zuvor auf

Raumtemperatur gebracht.

Herstellung der Substanzlésungen

Zur Herstellung der 1 %-igen Substanzlésungen (eingesetzte Substanzen wie unter 3.1.1.:
Apfelpektin, Mangopektin, Glukose, Polyphenole und Mangoschale (Mangifera indica L. var.
Kesari) war es notwendig, jeweils 15 sterile Glasperlen pro 50 ml Zentrifugengefald (Greiner
Rohrchen 50 ml, CELLSTAR®PP test tubes, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) in die PBS-Losungen zu geben und diese im Schittelapparat (Multireax,
Heidolph-Instruments GmbH & Co., Schwabach, Deutschland) fir 4x20 min in Kombination
mit manueller Behandlung wie in 3.1.1. zu Iésen. Um die Lésungen mit dem Apfel- und
Mangopektin herzustellen, wurden die Substanzgemische jeweils nach 20 min im Schittler 3x
in einem Ultraschallbad (Sonorex Typ RK 106, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland) fir jeweils 15 min behandelt. Nach Herstellung der 1 %-igen Losungen wurden
diese mit einem 0,45 um Sterilfilter (Spritzenvorsatzfilter, 0,45 um, VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland) und im Anschluss mit einem 0,2 um Sterilfilter Spritzenvorsatzfilter
0,2 um, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) filtriert. Bei den hergestellten
Pektinlosungen wurden die Sterilfilter ausgetauscht, wenn eine Filtrierung aufgrund der
Verlegung des Filters nicht mehr moglich war. Hierbei sind Anderungen der Farben der Lésung
von Mango-Polyphenolen von schwarz zu grau zu beobachten. Auch die anderen Lésungen
wurden nach der Filtrierung etwas heller. Die einzelnen Greiner-Gefale wurden bei 1600 x g
fir 5 min zentrifugiert (Heraeus MEGAFUGE 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA) und der Uberstand fiir die Beschichtung der Platten verwendet.

Herstellung der Stopplosung

Mit destilliertem Wasser und einem 1 %-igem Anteil bovines Albumin (BSA (Bovines Serum
Albumin, >92 %), gefriergetrocknet, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
und 0,5 % Natriumazid (Natriumazid reinst, Merck, KgaA, Darmstadt, Deutschland) wurde eine

Stopplésung hergestellt.

A.3. Daten zur Vorbereitung, Abbruchkriterien und Aufstallung wahrend der

Tierversuche

A.3.1. Abbruchkriterien

Die Abbruchkriterien wurden gemafl den Empfehlungen des Arbeitskreises der Berliner
Tierschutzbeauftragten anhand der Vorgaben von Anhang VIII 2010/63/EU i.V.m. § 31 Abs. 2
Satz 2 Nr. 2.b TierSchVersV erstellt (Tabellen 23 und 24).
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Tab. 23: Abbruchkriterien Tierversuch — Teil 1

Anweisungen:

A Bei nur einem Symptom der Kategorie A: das Tier taglich (ggf. auch
mehrmals) beobachten. Spatestens bei Kombination von zwei oder mehr
Symptomen der Kategorie A muss das Tier dem Tierarzt oder dem
Projektleiter vorgestellt werden.

B Bei einem Symptom der Kategorie B: das Tier muss dem Tierarzt vorgestellt
werden. Der Projektleiter muss informiert werden.

C Unverziiglich schmerzlos téten!

Achten Sie auf folgende SYMPTOME und handeln Sie nach den ANWEISUNGEN:

SYMPTOME

ANWEISUNGEN

1. Beim taglichen

Blick in den Stall

Tier isoliert sich

Struppiges Federkleid

Aufgetriebener Leib

Geringfligig verstarkte Atmung

Exkremente abweichend in Menge, Farbe

und Konsistenz (einzeln oder kombiniert)

b D I

Anhaltende Obstipation

>

Schmerz (Haltung gekrimmt oder Leib

aufgezogen)

vy}

Eingesunkene, triibe Augen

Blasse (Augen, Haut)

Blut an Korperdffnungen, blutiger Kot

Deutlich verstarkte Atmung

Durchfall, wenn schwachend oder

andauernd

W| | 0| W @

Starke Verhaltensauffalligkeiten

Kopfschiefhaltung

Parese(n)
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Paralysen, spatestens sobald die Gefahr C
besteht, dass die Tiere aus eigener Kraft

Wasser und Futter nicht mehr erreichen

Beim Umsetzen oder Wiegen

Verletzungen, Hautveranderungen

Tier vermeidet Bewegungen

Teilnahmslosigkeit

Ruhelosigkeit

Stereotype Bewegungen im Kreis (circling)

Stelzgang

Lokale Infektion(en)

Abszess(e)

Bauch hart oder gespannt

Dehydratation

Odembildung

Automutilation

W| W| W| W| W W W > > > > > >

10 % Gewichtsdefizit verglichen mit
gesunden Tieren des gleichen Stamms und

Alters. *

Beim Wiegen zZu erkennende B
antragsbezogene Symptome der Kategorie
B:

e Schmerzempfindlichkeit und
Schwellung der Gliedmalen-
Gelenke

e Veranderungen an der Gliedmale

e Sekretansammlungen

20 % Gewichtsdefizit verglichen mit C
gesunden Tieren des gleichen Stamms und

Alters. *

* Keine extra zu beantragende Gruppe, sondern eine im Verlauf des Versuchsvorhabens
ohnehin genehmigte, vollkommen unbehandelte gesunde Kontrollgruppe, deren tagliche

Gewichtsentwicklung zu protokollieren ist.

Hinweis:
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Die im Antrag zugesicherten Abbruchszenarien stellen einen vertragsanalogen

Genehmigungsbestandteil dar, d.h. der Antragsteller verpflichtet sich zu der von ihm

angegebenen Vorgehensweise und macht sich bei abweichendem Verhalten einer

Ordnungswidrigkeit schuldig.

Vorzeitige Totung leidender Tiere: steht versuchsbedingt nicht zu erwarten. Falls erforderlich,
werden die Tiere nach Betaubung durch Schlag auf den Hinterkopf unter Blutentzug

geschlachtet.

Tab. 24: Liste mit Abbruchkriterien (gemaR Arbeitskreis Tierschutzbeauftragter) - Teil 2

Bewertungsparameter Kriterien Scoring
Konsistenz der flissig, Diarrhoe 1
Exkremente Mischung aus grofitem Anteil flissiger Faeces 2
geformte Faeces, aber sehr weich 3
geformte und trockene Faeces, aber nicht hart 4
geformte, trockene, harte Faeces 5

Abbruchkriterium:

Score 1 sollte nicht erreicht werden

Kdrperhaltung aufrecht, belastet die Gliedmalen gleichmalig 1
Unphysiologisch (mit Beschreibung) 2
Abbruchkriterium:

Score 2 sollte nicht erreicht werden

Verhalten Apathisch
Matt
ruhig und aufmerksam

Ubererregt

a A WO N -

Exzitationen
Abbruchkriterium:

Score 1 und 5 sollte nicht erreicht werden

Ernahrungszustand sehr gut (adipds)
Gut
MaRig
Schlecht
sehr schlecht (kachektisch)

Abbruchkriterium:

a ~ WO N -
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Score 4 und 5 sollte nicht erreicht werden

Entwicklungszustand Kimmerer 1
Alter und Rasse entsprechend
far Alter und Rasse Uberentwickelt 3
Abbruchkriterium:

Score 1 sollte nicht erreicht werden

Pflegezustand Federn: Glatt, anliegend 1
Haut: glatt, leicht glanzend, blassrosa, ohne

Auflagerungen und Effloreszenzen

Federn: glatt, anliegend, stumpf, ggr. versehrt 2
(Scheuerstellen), agr. Federnausfall, agr.
Verfarbung

Haut: ggr. rau, stumpf, blassrosa, ggr.

Auflagerungen bzw. Effloreszenzen

Federn: struppig, stumpf, mgr. bis hgr. versehrt, 3
grofiflachiger Ausfall
Haut: starke Farbabweichungen, starke

Auflagerungen bzw. Effloreszenzen
Abbruchkriterium:

Score 3 sollte nicht erreicht werden

Allgemeinbefinden Ungestort
geringgradig gestort
mittelgradig gestort

N W N -

hochgradig gestort
Abbruchkriterium:

Score 3 und 4 sollte nicht erreicht werden

A.4. Versuchsprotokoll Tierversuch
Gemal den Vorschriften des Landesamts fir Gesundheit und Soziales ist nachfolgend das

Versuchsprotokoll aus dem Tierversuchsgenehmigungsantrag dargestellt (Tabelle 25)
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A.4.1. Aufstallung Tiergruppen

Eine flnfte Reihe von vier Boxen war auf der rechten Seite vorhanden, auf die Darstellung

wurde verzichtet.

BOX 5 BOX 6
E1 A2
BOX 4 BOX 7
D1 B2
BOX 3 BOX 8
C1 C2
BOX 2 BOX 9
B1 D2
BOX 1 BOX 10
A1 E2

*1 je 8 Tiere pro Versuchseinheit

Tir

BOX 15 BOX 20
E3 A4
BOX 14 BOX 19
D3 B4
BOX 13 BOX 18
C3 C4
BOX 12 BOX 17
B3 D4
BOX 11 BOX 16
A3 E4
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Abb. 6: Randomisierte Aufstallung der funf Futterungsgruppen - Durchgang 1*

BOX 5 BOX 6 BOX 15 BOX 20
A1 Cc2 c3 D4
BOX 4 BOX 7 BOX 14 BOX 19
E1 D2 B3 (o7}
BOX 3 BOX 8 BOX 13 BOX 18
D1 E2 A3 B4
BOX 2 BOX 9 BOX 12 BOX 17
c1 A2 E3 A4
BOX 1 BOX 10 BOX 11 BOX 16
B1 B2 Tar D3 E4

*27.8 Tiere/ Versuchseinheit

Abb. 7: Randomisierte Aufstallung der fiinf Fitterungsgruppen - Durchgang 2*?
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A.4.2. Ergebnisse der Weender Analyse der Mangoschalen

Die Ergebnisse der Rohmaterialanalysen der Mangoschalenvarianten sind in Tabelle 26
dargestellt.

Tab. 26: Ergebnisse der Analysen des Ausgangsmaterials

Probe Einheit MS Dep.MS
Ts 946 977
Rohasche 58,2 29,2
Rohprotein 67,6 159
Rohfett 31,2 89,0
Rohfaser g/kg Lyophilisat 160 581
Phosphor 1,30 0,97
Ca 4,62 1,64
Na 0,34 1,33
K 13,5 0,46
Mg 1910 148
Fe 761 1031
Mn makg 37,1 13,9
Lyophilisat ’ ’

Cu 8,93 13,8
Zn 12,0 21,4
Taurin 0,14 0,16
Asparaginsaure 0,50 1,15
Threonin 0,25 0,60
Serin 0,30 0,68
Glutaminsaure 0,51 1,04
Glycin 0,30 0,62
Alanin 0,33 0,71
Valin 0,33 0,72
Isoleucin 0,26 0,58
Leucin 0,43 0,98
Tyrosin 0,16 0,41
Phenylanalin g/100g 0,26 0,62
GaBa 0,00 0,05
Histidin 0,17 0,41
Ornithin 0,00 0,01
Lysin 0,24 0,67
Arginin 0,25 0,59
Prolin 0,26 0,62
Methionin 0,12 0,31
Cystein 0,13 0,30
Gesamtaminosauren 4,93 11,2
Rohprotein 6,76 15,9
Gesamtzucker 13,4 <0,5

MS=Mangoschale; Dep.MS=Depektinisierte Mangoschale
*Analyse von AIS, TS, Pektingehalt, Galacturonsauregehalt zur Qualitatskontrolle
AIS = Alkoholunlésliche Substanz, TS=Trockensubstanz
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A.4.3. Schwermetall- und Pestizidanalysen
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I bie beziehen sich auf die Proben. Die und gung unserer Profberichte und Gutachten zu
Werbezwiecken sowie deren auszugsweise Vewendung in sonstigen Fallen bedUrfen unserer schriftichen Genehmigung. Alle Dienstieistungen werden auf
der SGS, die auf Anfrage zur Verfugung gestellt werden, erbracht

e
Member of the SGS Group (Societé Générale de Suiveilizr “e)
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Ihr Auftrag/Projekt: .
Ihre Bestellnummer: Analytic

Priifbericht Nr. 1866812
Auftrag Nr. 2712290

Seite 2 von 3
09.09.2013

Allgemeine Angaben:

Proben-Nr.: 130765155
Probe: Pulverisierte Mangoschale
Probeneingangsdatum: 02.09.2013
Untersuchungsbeginn / -ende: 02.09.2013 / 06.09.2013
L ung gebni
Parameter |Methode [Lab[Einheit [Ergebnis [Bestimmungsgrenze Anforderung
Mineralstoffe/Metalle/Anionen:
Blei DIN EN 15763 mod., | HH | mg/kg 0,42 0,02
SOP M 1474,
ICP/MS
Cadmium DIN EN 15763 mod., | HH [ mg/kg 0,02 0,01
SOP M 1474,
ICP/IMS
Quecksilber SOP M 2567, HH | mg/kg <0,01 0,01
Feststoffanalysator”)
Arsen DIN EN 15763 mod., | HH | mg/kg 0,05 0,04
SOP M 1474,
ICP/MS
Kupfer DIN EN 156763 mod., | HH [ mg/kg 9,51 0,20
SOP M 1474,
ICP/MS
Zink DIN EN 15763 mod., | HH [ mg/kg 14,0 2,00
SOP M 1474,
ICP/MS
Zinn DIN EN 15763 mod., | HH [ mg/kg <0,10 0,10
SOP M 1474,
ICP/MS
(1) In Anlehnung an die Richtlinie zur chemischen Analyse des
Fraunhofer-Instituts fur Molekularbiologie und Angewandte Okologie
(Umwelt-Bundes-Amt)
Parameter [ Methode [Lab] Einheit [ Ergebnis [ Bestimmungsgrenze [ Héchstgehalt
Pestizide - Multimethode:
Carbendazim/Benomyl, insg. ber. ASU L 00.00-115, LC| B2 | mg/kg 0,027 0,005 0,5
Chlorpyrifos ASU L 00.00-115,GC| B2 | mg/kg (3,005 0,005 0,05

Untersuchungsspektrum

ASU L 00.00-115, LC| B2 | mg/kg
bzw. ASU L
00.00-115,GC

(1) Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze, sofern oben nicht aufgefiihrt

Spektrum: OGT - Complete 400

Pestizide - Carbamate:

Untersuchungsspektrum | ASU L 00.00-115, LC| B2 [ mgikg | ] | - &

(1)  Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze, sofern oben nicht aufgeftnrt

Spektrum: OGT - Complete 400
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Ihr Auftrag/Projekt: . Prafbericht Nr. 1866812 Seite 3von 3

Ihre Bestellnummer: Analytic Auftrag 2712290 Probe 130765155 09.09.2013
[ Probe 130765155 [ Pulverisierte Mangoschale |
Parameter |Methode |Lab Einheit IErqabnis |Bestimmungsgrenze |H6chstgehalt

Pestizide - Dithiocarbamate:

Dithiocarbamate, ber. als CS2 1ASU L 00.00-49/2, IBZ Img/kg | <0,010 ‘ 0,010 I 2
GC

Pestizide - Dodin:

Dodin-Screening [ Asu L 00.00-115, Lc[B2 | | negativ | |-

Beudeilung/Kommentar
In der vorliegenden Probe wurden Rickstande an den untersuchten Pestiziden nachgewiesen, welche die Hochstgehalte einhalten.
Die Probe entspricht diesbeziiglich der Verordnung (EG) Nr. 396/2005 tiber Héchstgehalte an Pestizidriickstdnden in der aktuellen Version.

Die Hochstgehalte an Blei von 0,1 mg/kg (Frischgewicht; F=5) und Cadmium von 0,05 mg/kg werden eingehalten
[Kontaminanten-H&chstgehalteverordnung (EG) Nr. 1881/2006]. Quecksilber und Zinn waren in der Probe nicht nachweisbar.

Héchstgehalte gemaR der européischen Regelung (VO EG Nr. 396/2005), EU-RHG-Ausnahmeverordnung, Zusatzstoff-ZulassungsVO, in
der jeweils gultigen Version

V = EU-RHG-Ausnahmeverordnung; A = Allgemeine Hochstmenge; H = Héchstmenge gemaR RHmV; N = Neubewertung;
K = Korrektur; AE = Anderung;

Pestizid-Wirkstoffliste kann auf Anforderung zugeschickt werden

Die Laborstandorte der SGS Gruppe Deutschland und Schweiz gemé&l den oben genannten Kirzeln sind aufgefihrt unter
http:/fwww.institut-fre senius.de/file store/89/laborstandortkuerzelsgs2.pdf.
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A.4.4. Depektinisierungsvorgang

Insgesamt 50 kg der getrockneten Mangoschalen wurden fur die Fitterung von
depektinisierten Schalen zuvor noch durch den Projektpartner Herbstreith und Fox.KG in
einem eigens dafiir entwickelten Verfahren depektinisiert. Der Vorgang beruhte auf der
enzymatischen Extraktion von Pektin mittels bakterieller Pektinasen bei einem eingestellten
pH-Wert unter Einwirkung von verschiedenen Temperaturen. Die depektinisierten Schalen
wurden nach der Extraktion gefroren und bei -20°C als Blocke von 250 g Ubersandt. Zunachst
wurde eine Charakterisierung des Mangoschalenpulvers vorgenommen. Es wurden TS
(trockensubstanz), pH, AIS (Alkoholunldsliche Substanz) bestimmt. Hiernach fand eine
Wasserung von jeweils 2 kg MS-Pulver mit 30 | Wasser (85°C, pH 1,6) statt. Die pH-Einstellung
erfolgte mit 53 %igen HNOS3. Im Anschluss wurde der pH auf 2,0-2,1 pH eingestellt bei 85°C.
Das Gemisch wurde fir 6 h bei 85°C inkubiert, danach wurde eine Dekantierung des fllissigen
Uberstandes durchgefiihrt (hierbei erfolgte eine Sedimentation der getrockneten MS). Zu zwei
Teilen sedimentiertem Uberstand wurde ein Teil Wasser gegeben. Die Temperatur des
Ansatzes lag jetzt bei 45°C. Der pH-Wert wurde auf 4,5 mittels 50 %iger NaOH eingestellt. Es
wurden 20 ml Enzym Pectinex 3XL hinzugegeben und eine homogene Verteilung durch
Ruhren herbeigefiihrt. Das Gemisch wurde flr den Pektinabbau fiir 16 h bei 45°C inkubiert. Je
1,5 | Ansatz wurden mit der Hirmle-Durchlaufzentrifuge zentrifugiert und fliissiger Uberstand
dekantiert. Der gebildete Ruckstand wurde mit 2 | Wasser klar gewaschen und nochmals
zentrifugiert. Eine Analyse des Pulvers wurde auf Rickstdnde von Pektin zur
Qualitatssicherung durchgefihrt und der gebildete Riickstand bei -20°C weggefroren und an
das Institut flr Tiererndhrung zur weiteren Lyophilisierung Ubersand. Die depektinisierten
Schalen wurden im Institut fur Tiererndhrung gefriergetrocknet und mit einer gegentber den
Spurenelementen neutralen Muhle gemahlen, um eine verarbeitungsfahige Materie fir die

Futtermischungen zu erhalten.

A.4.5. Oxidationslésung AS

Bestimmung von Methionin und Cystein: Herstellung der Oxidationslésung

Es wurden 0,5 ml Wasserstoffperoxid (30 %) mit 4,5 ml Essigsaure (88 %) vermischt und eine
Stunde bei 30 °C in ein Wasserbad gestellt. Dann wurde die Losung flr 5 min in ein Eisbad

gestellt und sofort verwendet.

A.4.6. Hydrolysenmischung AS

Hydrolysenmischungq fiir die Aminosdurenbestimmungen

Es wurden 492 ml Salzsaure (37 %) mit Aqua bidest. auf einen Liter vorsichtig aufgefullt.
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A.4.7. Herstellung des Citratpuffers fiir den Aminosaureaufschluss
Citratpuffer ( 0,2 mo I/ L):
Es wurden 39,2 g Na- Citrat mit 2 ml Phenol, 32 ml Salzsaure (w= 37 %) und 1 ml Thiodiglycol

vermischt und auf 2 | mit Aqua bidest. aufgefullt

A.4.8. Herstellung der Losungen fir die Phosphatbestimmung

Ammoniummolybdat-Lésung (L6sung 1)
Es wurden 100 g Ammoniummolybdat in warmen Aqua bidest. gelést und nach dem AbkUhlen
wurden 10 ml Ammoniak (w = 25 %) hinzugeben und die Lésung auf 1000 ml mit Aqua bidest.

aufgefllit.

Ammoniummetavanadat-Lésung (Losung 2)

Es wurden 2,35 g Ammoniummetavanadat in 400 ml Aqua bidest. gelést und 7 mi
Salpetersaure (w= 65 %) und 13 ml H>.O langsam hinzugegeben. Die Lésung wurde auf
1000 ml mit Aqua bidest. aufgeflllt.

Nitrovanadatmolybdat-L6sung
Aus Loésung 1 und 2 wurde unter standigem Ruhren mittels Ruhrfischchen eine neue Losung
hergestellt. Hierfir wurden 200 ml Lésung 1 mit 200 ml Lésung 2 versetzt und langsam

134 ml Salpetersaure (w = 65 %) hinzugegeben und auf 1000 ml mit Aqua bidest. aufgefillt.

Kalibrierlésung 1 mg/ml
Fur die Herstellung der Kalibrierlésung wurden 0,4387 g Monokaliumphosphat in Aqua bidest.
geldst und auf 100 ml mit Aqua bidest. aufgefullt. Fur die Messung wurden hiervon eine 1:10

Verdlnnung hergestellt.

A.4.9. Herstellung des Standards fiir die Titanbestimmung:

Es wurden 50 mg Titandioxid als Probe eingewogen und mit 25 ml Aqua bidest. aufgefiillt. Die
Lésung enthielt eine Konzentration von 2 mg/ml. Zwei Milliliter hiervon wurden auf 10 ml Aqua
bidest. gegeben, was eine Konzentration von 0,4 mg/ml ergab. Diese Konzentration wurde als
Stammldsung betrachtet. Die Stammldsung wurde weiter verdiinnt um eine Standardreihe von
500, 200, 100 und 50 pg/2,2 ml zu erhalten. Es wurde die doppelte Menge hergestellt um eine
Doppelbestimmung durchzufiihren. Die Verdlnnung ist tabellarisch nachfolgend dargestellt
(Tabelle 27).
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Tab. 27: Pipettierschema Standardreihe fiir die Titanbestimmung

Ml Stammlésung Il Aqua bidest. Endkonzentration TiO2 (ug) in 2,2 ml

312,5 4687,5 50

625 4375 100
1250 3750 200
3125 1875 500

A.5. Herstellung und Aufbereitung der enthommenden Proben aus dem

Tierversuch

A.5.1. Herstellung der Lé6sungen fiir die Laktatmessung:

2,5 mmol Kupfer-ll-sulfat- L6sung mit 2-Propanol (95:5) als Gerateeluent

Insgesamt 399,02 mg Kupfer-ll-sulfat sowie 50 ml 2-Propanol wurden in einen 1 | Messzylinder
gegeben und auf 1 Liter mit Aqua bidest. aufgefullt. Im Anschlufd hieran wurde die Losung

mittels Ultraschallbad fur 10 min entgast.

Gebrauchslésung: 0,5 mmol Kupfer-ll-sulfat- L6sung
Insgesamt 79,80 mg Kupfer-ll-sulfat wurden in einen 1 | Messzylinder gegeben und auf 1Liter
mit Aqua bidest. aufgefillt. Auch hier erfolgte eine Entgasung der Losung im Ultraschallbad

fir 10 min. Diese Lésung wurde bei der Aufbereitung der Proben verwendet.

Carrez |

Es wurden 17 g Zinkchlorid (zur Analyse) in 100 ml Aqua bidest. gelést.

Carrez Il

Es wurden 15 g Kaliumhexacyanoferrat (II) (zur Analyse) in 100 ml Aqua bidest. gelost.

Herstellung Standard
Stammlésung 10mmol/l :
Es wurden 49,9 mg D- + L- Milchsaure eingewogen und in einen 25 ml Messkolben tberfihrt.

Der Messkolben wurde mit 0,5 mmol Kupfer-ll-sulfat- Losung aufgefullt.

1 mmol/l Standardlésung:
Es wurden 100 pl aus der Stammldsung (10 mmol/l) genommen und direkt in ein Vial mit

900 pl Kupfer-lI-sulfat-Lésung (0,5 mmol) verdunnt.
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0,1 mmol/l Standardlésung:
Es wurden 100 pl aus dem Vial mit 1 mmol/l enthommen und in ein neues Vial gefillt. Hierzu

wurden 900 pl Kupfer-ll-sulfat-Lésung (0,5 mmol) pipettiert.

A.5.2. Verwendete Primer: Laktobazillen, Enterobakterien und Chlostridien

Die verwendeten Primer und ihre genaue Definition sind in Tabelle 28 nachfolgend dargestellt.

Tab. 28: verwendete Primer fiir die gPCR

. Nummer
Bakteriengruppe  Primername Produktgrofie °C ~ Primersequenz Konz. )
der Kopien
Lactobazillen Lac-1 341bp 58°C AGCAGTAGGGAATCTTCCA 3,52E+10
Lac-2 CACCGCTACACATGGAG
Entero-
454 bp GTBTCDCCRCGCAGRC 0,6uM 3,92E+10
Enterobakterien qPCR
TGCGYCTGGTRATCTA
CI-F1 239 63°C TACCHRAGGAGGAAGCCAC 0,4 uM 6,83E+10
Clostridiencluster |
CI-R2 GTTCTTCCTAATCTCTACGCAT
Clostridiencluster sg-Clept-F 253 60°C GCACAAGCAGTGGAGT 0,6uM 1,42E+10
v sg-Clept-R CTTCCTCCGTTTTGTCAA
Clostridiencluster g-Ccoc-F 455 60°C AAATGACGGTACCTGACTAA 0,4uM 1,33E+10
XIVa g-Ccoc-R CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA

A.5.3. Durchfiihrung der DNA-Extraktion

Quelle: institutsinterne Arbeitsanweisung, Stand 2013

Es wurde ein Extraktionsset (QlAamp DNA stool sample extraction Kit, QIAGEN GmbH,
Hilden, Deutschland) verwendet, bei dem die zu erhaltene DNA - Menge auf 200 mg frischer
bzw. gefrorener Probe bezogen wurde. Zunachst wurde ein Heizblock (SCP Science
DigiPREP HAT, S-prep GmbH, Uberlingen, Deutschland) auf 90 °C eingestellt und wahrend
des Erhitzungsvorgangs jeweils 200 mg Probe in ein steriles Gefall (Eppendorf Gefalle,
RNAse frei, 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) abgewogen und die Probe erneut
auf Eis gelagert. Es wurden 1800 pl ASL Puffer aus dem Extraktionskit hinzugegeben und die
Proben flr 1 min gut durchmischt (Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc.New York, USA).
Nach erfolgter Durchmischung wurden die Proben fir 10 min bei 90 °C inkubiert und
anschlieRend erneut fir 15 Sekunden durchmischt. Der Heizblock wurde auf 70 °C eingestellt,
wahrenddessen die Proben flr 1 min bei ~20k g abzentrifugiert wurden. Insgesamt 1,2 ml des

Uberstands wurden in ein neues GefaR (Eppendorf Gefalke, RNAse frei, 2 ml, Eppendorf AG
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Hamburg, Deutschland) tberfihrt und jeweils 1 InhibitEx-Tablette aus dem Extraktionskit
hinzugegeben. Die Proben wurden fur 1 min durchmischt, worauf eine Minute Inkubation bei
Raumtemperatur folgten und im Anschluss die DNA-Extrakte fur 3 min bei ~20k g
abzentrifugiert wurden. Der gesamten Uberstand wurde in ein neues GefalR (Eppendorf
Gefalle, RNAse frei, 1,5 ml, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland) Uberfihrt und erneut
zentrifugiert (3 min bei ~20k g). 15 pl Proteinase K wurde in ein neues Gefall (2 ml Eppie)
gegeben und 350 pl des Uberstands in das GefaR mit Proteinase K Uberfiihrt. Es erfolgte die
Zugabe von 350 pl Puffer AL aus dem Extraktionsset und eine Durchmischung fur 15
Sekunden mit einer darauffolgenden Inkubation flir 10 min bei 70 °C auf dem Heizblock. Es
folgte die Zugabe von 350 pl Ethanol (Ethanol reinst (<99 %), Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland, Karlsruhe) und eine erneute Durchmischung sowie die vorsichtige Uberfiihrung
von 650 ul Lysat auf die im Extraktionsset enthaltenen Spin-Saulen, die flir 1 min bei ~20k g
zentrifugiert wurden. Der Rest des Lysats wurde erneut auf die Saulen gegeben und
zentrifugiert. Die QIAamp spin Saule wurde in ein neues 2 ml Auffanggefass gegeben und 500
ul Puffer AW1 auf Saule gegeben und zentrifugiert (1 min bei ~20k g). Die QlAamp spin Saulen
wurde in ein neues 2 ml Auffanggefass gegeben und es wurden 500 pl Puffer AW2 aus dem
Extraktionskit hinzugegeben und zentrifugiert (3 min bei ~20k g) (Centrifuge 5415 C,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland), in ein neues 2 ml Auffanggefass Uberfuhrt und fir 1
min bei ~20k g zentrifugiert. Die AbschlieRende Gewinnung des zu messenden DNA —
Extraktes erfolgte durch die Uberfiihrung der S&ule in ein steriles Gefalk (Eppendorf GefaRe,
RNAse frei, 1,5 ml, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland) mit der Zugabe von 200 pl Puffer
AE auf die Sdulenmembran, der Inkubation fur 1 min bei Raumtemperatur und der Gewinnung

des Extrakts durch zentrifugieren (1min bei ~20k).

A.5.4. Standard Kalbsthymusreihe

Es wurden 1 mg Kalbsthymus-DNA (Kalbsthymus DNA Type XV, Sigma-Aldrich Co.,  St.
Louis, USA) mit 1 ml TNE-Puffer (10 x TNE, Assay Buffer, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland) geldst und bei -20 °C gelagert. Die Kalibrierlésungen wurden in

zweifacher Konzentration hergestellt, da mit Hoechst Dye 1:2 verdiinnt wurde (Tabelle 29).
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Tab. 29: Kalibrierreihe Kalbsthymus-DNA von 75 bis 1500 ng/ml

Volumen  von Lésung dsDNA Konzentra_ltion
Standard TNE 1X mit Volumen 2x [dsDNA] des Standards im
Assay
9 450 pl 1 mg/ml 50 ul 100 pg/ml
8 450 pl 100 pg/mi 50 ul 10 pg/ml
7 350 pl 10 pg/ml 150 pl 3 pg/ml 1500 ng/ml
6 400 pl 10 pg/ml 100 pl 2 pg/ml 1000 ng/ml
5 250 pl 3 pg/ml 250 pl 1,5 pug/ml 750 ng/ml
4 250 pl 2 ug/ml 250 pl 1 pug/ml 500 ng/ml
3 400 pl 1,5 pug/ml 200 pl 0,5 pg/ml 250 ng/ml
2 300 pl 0,5 pg/ml 200 pl 0,2 ug/ml 100 ng/ml
1 50 pl 0,2 pg/ml 150 I 0,15 pg/mi 75 ng/mi
Referenz 50 ul 0 ng/ml

A.5.5. Verdiinnung Hoechst Dye-L6sung
Hoechst Dye 33258:

Stammlésung (10 mg/ml):

Es wurden 25 mg Hoechst Dye mit 2,5 ml Rnase freiem Wasser gemischt.

Verdliinnte Stamml6sung (100 ug/ml):

Es wurden 5 pl der Stammlésung mit 495 yl TNE (TNE, Assay Buffer, Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen, Deutschland) gemischt.

Arbeitslésung:
Es wurde 1 pl der verdinnten Stammiésung (100 pg/ml) mit 499 pyl TNE gemischt.

A.5.6. TNE Verdiinnung fiir das NanoDrop-Gerat

TNE-Puffer (Stammldsung):

Es wurden 70 ml Rnase freiem Wasser mit 20 ml Tris (1M9. 10 ml EDTA (0,2 M) und 70 ml
NaCl-Lésung (5M) gemischt. Der pH-Wert wurde mit Salzsdure (0,1M und 1M) auf 7,4

eingestellt.

TNE-Puffer (Arbeitslosunq):

Es wurden 5 ml einer der TNE-Stammlésung mit 45 ml Rnase freiem Wasser gemischt und

mit einem 0,2 ym Cellulose-Acetat-Filter steril filtriert.
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A.5.7. Vorbereitung des Mastermixgemisches inkl. der spezifischen Primer
Berechnung des Gesamtvolumens:

1 Ansatz = 25 pl

10 Ansatze = 2500 pl

1. Anteil Mastermix low Rox: Gesamtvolumen/2 = 1250 ul

2. Anteil Primer 1: Gesamtvolumen: 50 = 0,2 uM = 100 pl

3. Anteil Primer 2: Gesamtvolumen: 50 = 0,2 uM = 100 pl

4. Anteil RNase freies Wasser: Gesamtvolumen — Summe aller Komponenten (1.,2.,3.) =
1050 pl

A.5.8. qPCR Messungszykluseinstellungen
Fir die Messung der Kopienanzahl der gewahlten Bakteriengruppen wurden die

Reaktionsbedingungen fir die Gerateeinstellung nachfolgend dargestellt (Tabelle 29).

Tab. 30: Reaktionsbedingungen und qPCR-Parameter

Vorgang Dauer und Temperatur
Aktivierung 95 °C fur 10 min
Amplifizierungszyklus 40 x

Denaturierung 30sec bei 95°C
Binden der Primermolekule 60 sec bei 58°C
Elongation der DNA-Fragmente 60 sec bei 72°C
Schmelzkurvenanalytik +
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