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Einleitung 1

1 Einleitung

In einer Zeit, in der eine Zunahme von erndhrungsbedingten Erkrankungen in steigendem Mafle zu be-
obachten ist, wird dem Getreide als Grundlage der menschlichen Erndhrung erhdhte Aufmerksamkeit
gewidmet. Zu den erndhrungsabhingigen gesundheitlichen Risiken gehdren Diabetes Mellitus Typ II,
Fettsucht sowie Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems. Unter den Krebsarten weist das Coloncarci-
nom eine enge Korrelation mit der Erndhrung auf. Getreideprodukte sind in unserer Erndhrung die
wichtigste Quelle fiir Ballaststoffe (BS) (Cummings & Frehlich, 1993). Ein hoher Verzehr von BS ist
ein wesentlicher Aspekt der priaventiv-medizinischen Erndhrung. Die von der Deutschen Gesellschaft
fiir Erndhrung empfohlene tdgliche Ballaststoffzufuhr liegt bei 30 g (DGE, 2000). Die Aufnahme von
BS ist jedoch in Deutschland deutlich unterhalb dieser empfohlenen Menge. Deshalb ist es wiinschens-
wert, Getreideprodukte herzustellen, die dazu beitragen, die Ballaststoffliicke in unserer Erndhrung zu
schliefen. Eine Getreideart mit besonderem erndhrungsphysiologischem Wert, die sich durch einen
hohen Gehalt an biologisch wertvollem Protein, an ungesattigten Fettsduren, an BS wie B-Glucan und
an Vitaminen wie Thiamin auszeichnet, ist der Hafer (Kestin et al., 1990; Maier et al., 2000). Deswe-

gen ist es empfehlenswert, den Konsum von Haferprodukten zu erhéhen.

Daraus leiten sich fiir die vorliegende Arbeit die folgenden Ziele ab: zum einen die Herstellung neuer
Haferprodukte mit erh6htem Gehalt an B-Glucan und resistenter Stirke; zum anderen die Bestimmung
der fiir die erndhrungsphysiologische Wirkung besonders relevanten Eigenschaften und Effekte dieser
Haferprodukte, darunter vorrangig die Bindung von Wasser, Gallensduren und neutralen Sterolen, die
Produktion von kurzkettigen Fettsduren sowie der Einfluss auf den distalen Intestinaltrakt. Als Basis fiir

die Produkte wurden Hafermehl und Haferkleie eingesetzt.

1.1 Hafer, seine Bedeutung und Verwendung

Die Gattung Avena gehort zum Tribus Avenae innerhalb der Unterfamilie Pooideae der Siiigriser

(Poaceae). Die in der Arbeit verwendeten Sorten zdhlen zur Art Avena sativa.

Hafer (Avena sativa L.) nimmt in Deutschland unter den Getreidearten den sechsten Platz in Bezug auf
Anbaufliche und Ertrag ein (BMVEL, 2004). Die Anbaufldche ging zwischen 1982 und 2004 von
723 000 ha auf 227 000 ha zuriick, wahrend im gleichen Zeitraum der Ertrag von 43 dt/ha auf 52 dt/ha
anstieg (BSA, 2004; BMVEL, 2004). Der Hafer wird in der Erndhrung der Menschen sowie zur Tierfiit-
terung eingesetzt. Trotz des zuriickgegangenen Einsatzes in der Humanerndhrung werden Haferproduk-
te vom Verbraucher gut akzeptiert. Hafer wird vor allem in Form von Haferflocken und Speisekleie-

produkten als Zutat in verschiedenen Lebensmitteln wie Friihstiicks-Cerealien verwendet.



Einleitung 2

1.1.1 Aufbau des Haferkorns

Das Haferkorn besteht aus mehreren Schichten, die unter technologischen und erndhrungsphysiologi-
schen Aspekten unterschiedlich zu bewerten sind. Keimling, Endosperm (Mehlkdrper), Aleuronschicht

und Kleie sind die Bestandteile der entspelzten Haferkerne (Abb. 1.1-1).

Der Embryo bildet mit dem Scuttelum den Keimling. Dieser macht weniger als 3 % des entspelzten
Korns aus. Das Endosperm, das die Néhrstoffe fiir den Keimling liefert, ist von Aleuronzellen umge-
ben. Die Aleuronzellen sind von einer mehrschichtigen Frucht- und Samenschale (Kleie) umgeben. Die
Spelzen, die bei der Gewinnung der Haferkerne entfernt werden, sind am Gewicht des Haferkerns mit
ca. 28 % beteiligt. Fiir die Erndhrung der Menschen sind sie wertlos (Kithnau & Ganfimann, 1987; Sla-
vin et al., 2000).

ALEURON - FRUCHT-UND
MEHL— SCHICHT SAMENSCHALE

KaRFER

KemLING

Abb. 1.1-1:  Vereinfachte schematische Darstellung des Haferkornes nach McMullen (2000).

1.1.2 Zusammensetzung von Hafer

Unter den verschiedenen Getreidearten nimmt der Hafer eine Sonderstellung ein. Er enthilt hochwer-
tiges Pflanzenfett, biologisch wertvolles Eiweill sowie eine Vielzahl von Mineralien und Vitaminen.
Der Gehalt an Inhaltsstoffen variiert bei verschiedenen Haferkulturen in Abhéngigkeit von den Anbau-
und Wachstumsbedingungen. Die durchschnittliche Zusammensetzung von Hafer nach Souci et al.

(2000) ist in Tab. 1.1-1 zusammengefasst.

Der Hauptinhaltsstoff des Hafers ist die Stdrke. Der Stirkegehalt der Haferkerne variiert zwischen
49 und 75 % in der Trockenmasse (TM) (Bhatty, 1992). Hafersorten mit hohem Stirkegehalt weisen
meist niedrige Proteingehalte auf (Paton, 1977).

Tab. 1.1-1: Durchschnittlicher Gehalt wichtiger Inhaltsstoffe in Hafer
(bezogen auf Trockenmasse)
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Bestandteil Menge (%)
Ballaststoffe 9,67
Proteine 12,60
Verdauliche Kohlenhydrate 55,70
Fette 7,09
Mineralstoffe 2,85
Phytinséure 0,04

Hafer enthélt besonders in den Zellwénden weitere hochmolekulare Polysaccharide wie die sogenann-
ten B-Glucane, die Arabinoxylane und die Cellulose, die aber im Gegensatz zur Stirke unverdaulich

sind (Kiithnau & GanBBmann, 1987).

Von den Nicht-Starke-Polysacchariden (NSP) im Getreidekorn sind die Cellulose und die Hemicellu-
losen vorwiegend in der Schale lokalisiert. Die B-Glucane und Arabinoxylane (Pentosane) kommen
hauptséchlich im Endosperm vor. Die Zellwand des Stirke-Endosperms enthélt 70 % B-Glucan und

20 % Arabinoxylan, die Aleuron-Zellwand dagegen 26 % B-D-Glucan und 67 % Arabinoxylan. Glu-
comannane und Cellulose sind in nahezu gleichen Konzentrationen (2 bis 4 %) in beiden Schichten

enthalten (Bhatty, 1993).

Im Hafer sind B-Glucane eine wichtige Zellwandkomponente. Der B-Glucangehalt variiert sortenab-
héngig zwischen 3 bis 7 % (Fulcher & Miller, 1994; Westerlund et al., 1993; Wood, 1993). Neben
genetischen Faktoren haben auch Umwelteinfliisse sowie der Standort oder die Vegetationsbedingun-
gen einen groBen Einfluss auf den B-Glucangehalt (Hampshire & Meyer, 2000). In deutschen Hafer-
sorten wurde durchschnittlich 4,7 % pB-Glucan gefunden, wihrend Haferkleie bis zu iiber 8 %
B-Glucan enthilt (GanBmann, 1998). Kapitel 1.4.4 gibt einen Uberblick iiber die physiologische Be-

deutung der B-Glucane.

Proteine kommen im Hafer in hoherer Konzentration als in anderen Getreidearten vor. Der Proteinge-
halt des Hafers liegt bei handelsiiblichen Hafersorten zwischen 10 und 17 % (bez. auf TM). Er wird
vor allem durch das Stickstoffangebot in der Kornbildungsphase beeinflusst. Im Gegensatz zum Nah-
rungseiwei} tierischer Herkunft sind die pflanzlichen Proteine allgemein von geringerem biologi-
schem Wert, da die acht essentiellen Aminoséuren in zu geringer Menge oder nicht im optimalen

Mengenverhiltnis vorkommen. Eine Ausnahme bildet jedoch das Hafereiweil (Tab. 1.1-2).

Tab. 1.1-2: Durchschnittlicher Gehalt des Mehles verschiedener Getreidearten an essentiellen
Aminosduren, verglichen mit dem mittleren Tagesbedarf des Menschen an diesen A-
minosduren (modifiziert nach Souci et al., 2000)
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Aminosaure Tagesbedarf  Hafer Gerste Mais Weizen Roggen
(g2) (g/100 g essbarem Mehlanteil)
Valin 0,8 0,79 0,58 0,51 0,56 0,53
Leucin 1,1 1,02 0,80 1,22 0,86 0,67
Isoleucin 0,7 0,56 0,46 0,43 0,59 0,39
Methionin + Cystein 1,1 0,55 0,40 0,33 0,48 0,33
Threonin 0,5 0,49 0,43 0,39 0,37 0,36
Phenylalanin + Tyrosin 1,1 1,15 0,98 0,84 1,11 0,70
Tryptophan 0,2 0,19 0,15 0,07 0,15 0,11
Lysin 0,8 0,55 0,38 0,29 0,35 0,40

Aus der Tabelle 1.1-2 geht hervor, dass der Verzehr von 100 g Hafermehl den Tagesbedarf an sechs der
acht essentiellen Aminosduren deckt, wihrend Weizen- und Maismehl lediglich eine der essentiellen

Aminosduren in ausreichender Menge enthalten.

Wie alle Getreideproteine ist auch das Haferprotein ein Gemisch aus Albumin, Globulin, Gliadin und
Glutein. Der hohe Glutein- und geringe Gliadingehalt des Hafers ist auch deswegen von groB3em Inte-
resse, weil Hafer in der Erndhrung von Patienten mit Zoliakie, in bestimmter Menge eingesetzt werden

kann (Peraaho et al., 2004; Hogberg et al., 2004; Storsrud et al., 2003)

Der Gehalt an Lipiden im Hafer iibertrifft den anderer Getreidearten. Er liegt bei Industriehafer zwi-
schen 5 und 10 % (bez. auf TM). Die von 100 g Hafer oder Haferflocken aufgenommenen Lipide de-
cken iiber ein Drittel des Tagesbedarfes an essentiellen Fettsduren (Kithnau & GanBmann, 1987). Wich-
tig ist, dass die Haferlipide erndhrungsphysiologisch besonders wertvoll sind. Die mehrfach ungeséttig-
ten Fettsduren, von denen im Hafer in erster Linie Linolsdure vorkommt, haben eine vorbeugende Wir-
kung gegeniiber Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems (Truswell, 2002). Bei regelméBiger Ein-
nahme konnen sie den Cholesterinspiegel im Blut deutlich herabsetzen (Ho & Pal, 2004; Bemelmaus
et al., 2002). Haferfett weist hohe Gehalte an Linolsiure (ca. 40 % in Fettanteil) und an Olsiure
(ca. 36 % in Fettanteil) auf (Hampshire, 1998).

Im unverseifbaren Anteil des Haferdls werden u.a. Tocopherole, Tocotrienole, Carotinoide, Ester der
Ferula- und Kaffeesdure und Avenasterine gefunden (Hampshire, 1993; Bryngelsson et al., 2002). Feru-
la- und Kaffeesdure und deren Ester weisen antioxidative Wirkungen auf (Daniels & Martin, 1967,
1968; Sosulski et al., 1982; Adom & Liu 2002). Hafer enthilt vorwiegend a-Tocotrienol und
a-Tocopherol. B-Tocotrienol und B-Tocopherol kommen nur in geringen Konzentrationen vor. Im Hafer
ist das o-Tocotrienol die Hauptfraktion der Tocole. Der Gesamt-Tocopherolgehalt, der sich aus der
Summe der Tocopherole und Tocotrienole errechnet, liegt zwischen 3,0 und 5,6 mg pro 100 g TM
(Hampshire, 2003).

Hafer besitzt den hochsten Vitamin B-Gehalt aller Getreidearten. Er tibetrifft den der anderen Getrei-
dearten um etwa das Doppelte. Der Thiamingehalt im Haferkern liegt iiblicherweise zwischen 0,70

und 0,96 mg pro 100 g TM (Hampshire, 1998). Der Gehalt an Thiamin wird von der Hafersorte und

den Anbauverfahren sowie vom Standort beeinflusst (Hampshire, 2004). Dabei fordert ein hoher
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Stickstoffgehalt im Boden die Synthese von Thiamin in den Haferkernen (Jahn-Deesbach, 1979). Fiir
den Menschen ist das in seiner Nahrung (vorwiegend mit Getreideprodukten) aufgenommene Thiamin
als Katalysator des Stoffwechsels der Nervenzellen von groBBer Bedeutung. Der Wert des Hafers als
Kalzium- und Eisenspender ist bereits lange bekannt (Frelich & Nyman, 1988; Hampshire, 1998).
Auch bestimmte Spurenelemente wie Zink und Mangan finden sich im Hafer in h6herer Konzentration

als in anderen Getreidearten (Fralich & Nyman, 1988; Souci et al, 2000).

Es muss beachtet werden, dass die in der Literatur beschriebenen Analysewerte fiir die Inhaltstoffe des

Hafers je nach Standort, Sorte oder Diingung deutlich schwanken kénnen.

1.2 Ballaststoffe

1.2.1 Definition

Fiir die Ballaststoffe gibt es bis heute auf Grund der Verschiedenartigkeit der Stoffe, die zu dieser
Gruppe gehoren, keine endgiiltige, einheitliche Definition. Durch diese ,,Konfliktsituation* ergaben sich
in der Vergangenheit verschiedene Klassifizierungsmoglichkeiten und —systeme. Es wurden als Haupt-
kriterien bei der Definition die Bestimmungsmethoden, die botanische Herkunft, die chemische Zu-
sammensetzung und/oder die erndhrungsphysiologischen Wirkungen beriicksichtigt. Es muss bei der
Definition des BS beachtet werden, dass ihre physiologische Relevanz (und nicht die chemische Struk-

tur) der wichtigste Parameter ist.

Der Begriff ,,Ballaststoffe”, der um 1960 geprigt wurde, stammt aus der Tierernihrung. Es wurden
darunter die gesamten unverdaulichen Nahrungsbestandteile, die ausgeschieden werden, verstanden
(Settegast, 1963). Lange Zeit galten deshalb die BS als tiberfliissige, wenn nicht gar unerwiinschte Be-
standteile der Erndhrung. Der Begriff ,,Ballaststoff* ist aus heutiger Sicht nicht korrekt. BS {iben keine
»Ballast“- Funktion aus, sondern sie sind als eine unverzichtbare, wichtige Nahrstoffgruppe zu werten

(Jacobasch & Dongowski, 2000).

Trowell (1972) bezeichnete BS (engl.: dietary fibre) als ,,Pflanzenbestanteile, die durch menschliche
Verdauungsenzyme nicht hydrolysierbar sind “. Diese Definition wurde um die unverdaulichen tieri-
schen und um die in Pharmaka enthaltenen Polysaccharide erweitert (Trowell, 1978). Die von Burkitt
(1971) und Trowell formulierte ,,Ballaststoff-Hypothese®, die besagt, dass der geringe Anteil an Bal-
laststoffen in der westlichen Erndhrung eine Ursache vieler Zivilisationskrankheiten sei, erwies sich als
richtig. Man muss aber auch Effekte der anderen Wirkstoffe, die mit den BS in Vollkornprodukten oder
Obst und Gemiise vergesellschaftet vorkommen, z.B. der Flavonoide oder der Carotinoide, in Betracht

ziehen.

Feldheim (1990) fasste zusammen, dass unter dem Begriff ,,Ballaststoffe* Nahrungsbestandteile pflanz-
licher Herkunft verstanden werden, die der Verdauung durch korpereigene Enzyme widerstehen. BS

gelangen meist unverdndert in den Dickdarm und iiben dort entweder direkt oder indirekt in Form ihrer
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Fermentationsprodukte eine Reihe physiologischer Funktion aus. Zu den Ballaststoffen gehdren die
NSP (Celullose, Hemicellulose, Pektin) und Lignin, aber auch resistente Stirke (RS), Oligosaccharide

und Inulin werden dazu gezéhlt.

Die derzeit umfassendste Definition der BS wurde von der American Association of Cereal Chemists
(2001) erarbeitet. Demnach sind die BS die essbaren Bestandteile von Pflanzen oder analogen Quellen,
die gegeniiber der Verdauung und Resorption im Diinndarm des Menschen resistent sind, jedoch im
Dickdarm partiell oder vollstindig durch die intestinale Mikroflora fermentiert werden. Zu ihnen geho-

ren Poly- und Oligosaccharide sowie assoziierte pflanzliche Bestandteile.

1.2.2 Herkunft der Ballaststoffe

Beim groften Teil der mit der Nahrung aufgenommenen Ballaststoffe handelt es sich um Geriist- und
Stiitzsubstanzen der Pflanzenzelle, hauptsidchlich Zellwandbestanteile und im Cytoplasma geloste

Stoffe (Schulze & Zunft, 1993).

Die Zellwand hoherer Pflanzen ist ein dreidimensionales Netzwerk, das aus verschiedenen Kohlen-
hydratpolymeren und Glycoproteinen besteht und deren Feinstruktur heute noch nicht vollstindig
geklart ist. Pefia et al. (2001) beschrieben zwei verschiedene Arten der Zellwénde hoherer Pflanzen.
Typ 1, der fiir Bliitenpflanzen charakteristisch ist, und Typ II, der vor allem in Grasern und Getreide
vorkommt. Albersheim et al. (1996) gehen in einer Hypothese davon aus, dass Primérzellwénde hohe-
rer Pflanzen prinzipiell aus denselben Polysaccharidkomponenten aufgebaut sind. Die Unterschiede
im Aufbau der Zellwinde sind deswegen vor allem in der quantitativen Anwesenheit der einzelnen
Aufbaukomponenten in beiden Typen gegeben. Die Typ [-Zellwand besteht aus Cellulose und Fuco-
galactoxyloglucanen. Dieses Cellulose/Hemicellulose Netzwerk ist in einem Netzwerk aus Pektin
inkorporiert (Pena et al., 2001). Die Mittelamelle ist sehr pektinreich und besitzt einen hohen Anteil an
Calciumpektinat (Southgate, 1991). Bei der Art Avena sativa tritt die Typ II-Zellwand auf. Diese be-
steht ebenfalls aus Cellulosemikrofibrillen, die aber vorwiegend liber Wasserstoffbriicken mit Glucu-
ronoarabinoxylanen verbunden sind. Die Zellwidnde der Getreidekdrner enthalten nur wenig Pektin-
substanzen, dafiir sind die Arabinoxylane im Weizen oder die -Glucane in Hafer und Gerste von gro-

Ber Bedeutung (Pefia et al., 2001).

1.2.3 Chemische Struktur der Zellwandkomponenten

Die Trockenmasse der priméren Zellwand besteht aus 15-30 % wasserunléslicher Cellulose. In der se-
kundédren Zellwand macht der Anteil der Cellulose etwa 50 % aus (McNiel et al., 1984). Cellulose ist
ein neutrales B-(1—4)-D-Glucan. Die hochpolymeren Ketten dieser linearen Molekiile sind {iber Was-
serstoffbriicken zusammengelagert und bilden ein Geriist aus fibrilliren Strukturen (McDougall et al.,
1996). Die Cellulose ist liber Wasserstoffbriicken mit verschiedenen neutralen Hemicellulosepolymeren

verbunden (Albersheim et al., 1996). Die dadurch entstehende Quervernetzung, die ein Cellulo-
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se/Hemicellulose-Netzwerk ergibt, begiinstigt eine gewisse Quellung in Wasser der sonst wasserunlds-

lichen Cellulose.

Die Hemicellulosen kommen besonders im Endosperm bei Getreide (Hafer, Gerste), sowie in den
Membranbestandteilen bei Obst und Gemiise vor. Zu den wichtigsten Hemicellulosen gehoren die Xy-
loglucane, die aus Ketten von p-(1—4)-glykosidisch verkniipften D-Glucose-Einheiten aufgebaut sind,
an die 0-(1—4)-Bindungen D-Xylose-Einheiten gebunden sind. Sie sind zu etwa 20 % in den Zellwéin-
den vertreten. Weiterhin kann die D-Xylose mit 3-D-Galactopyranose und a-L-Fucopyranose substitu-

iert sein (Pefia et al., 2001; Eastwood, 1992).

Das B-Glucan ist ein unverzweigtes Polymer, das aus (1—3) und (1— 4) verkniipften Glucoseeinheiten
aufgebaut ist (Wood et al., 1994b). Fiir die funktionellen Eigenschaften der B-Glucane ist die Anwe-
senheit von B-(1—3)-Bindungen wichtig. Sie sind die Ursache fiir die partielle Wasserloslichkeit der
B-Glucane. Néher ist dieses Thema in Kapitel 1.4.3 beschrieben.

Die Pektine in der Zellwand sind komplex aufgebaute, wasserlosliche Polysaccharide wie Homogalac-
turonane und Rhamnogalacturonan. Arabane, Arabinogalactane und Galactane wurden ebenfalls aus

den Pektinfraktionen der hoheren Pflanzen isoliert.

Die D-Galacturonsdure ist der wesentliche Baustein der Pektine. Sie ist im Homogalacturonan
o-(1—>4)-glycosidisch verkniipft. Die freien Carboxylgruppen der Homogalacturonanmolekiile kénnen
mit Methanol verestert sein und auch iiber Calciumionen mit Nachbarmolekiilen verkniipft sein (Vora-
gen et al., 2001). Rhamnogalacturonan I ist ein Heteropolymer, mit sich wiederholenden a-(1—2)-L-
Rhamnosyl-a-(1—4)-D-Galacturonsidure-Disaccharid-Einheiten in der Hauptkette. An den Rhamnose-
Resten konnen durch Substitution Arabane, Galactane und hochverzweigte Arabinogalactane vom Typ

I gebunden sein (Pefia et al., 2001).

Die an die Mittellamelle angelagerten primédren und sekundiren Zellwénde enthalten unterschiedliche
Anteile an Cellulose, Hemicellulosen sowie Lignin. Das Lignin ist ein hochpolymeres Produkt, das aus
Phenylpropan-Einheiten besteht, die hauptsdchlich von Conyferalalkohol abgeleitet sind (Southgate,
1991). Lignin wird im Laufe des Alterns der Pflanze in das Cellulosegeriist der Membran eingelagert.
Die gebildeten Kohlenhydrat-Lignin Komplexe kdnnen sehr stabil sein und so weitgehend dem mikro-

biellen Abbau im Darm widerstehen (Flachowsky et al., 1994).

Glucose dominiert insgesamt als Saccharidbaustein in BS. Daneben konnen besonders in den Hemicel-
lulosen auch Arabinose, Galactose, Xylose und Fucose sowie in Pektin, Galacturonsiuren als wichtige

Saccharideneinheiten vorkommen. In Galacto- und Glucomannanen ist auflerdem Mannose vorhanden.

In der Zellwand sind neben Kohlenhydratpolymeren auch Strukturproteine (hydroxyprolinreiche und

glycinreiche Proteine sowie Arabinogalactanproteine) enthalten (Pefia et al., 2001).
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1.3 Funktionelle Eigenschaften von Ballaststoffen mit physiologischer Relevanz

BS sind eine heterogen zusammengesetzte Gruppe von vorwiegend Poly- und Oligosacchariden. Des-
halb sind erndhrungsphysiologische Wirkungen allein aus ihrer chemischen Zusammensetzung nicht

sicher ableitbar.

Ballaststoffe konnen entweder in isolierter, mehr oder weniger gereinigter Form (z.B. Pektin, Inulin,
Guaran) oder innerhalb eines teilweise oder vollstdndig erhaltenen Zellverbandes (Obst, Gemiise, Ge-
treide und deren Produkte) aufgenommen werden. Dadurch wird deutlich, dass die Art der Sacchari-
deinheiten, ihre Verkniipfungsweise, eine mogliche Verzweigung und der Polymerisationsgrad eine
wesentliche Bedeutung fiir die sich ergebenden physikochemischen und funktionellen Eigenschaften
und den sich hieraus ableitenden physiologischen Wirkungen haben. Dariiber hinaus ist zu beachten,
dass sich bei Anwesenheit von dreidimensionalen Zellwandstrukturen weitere Effekte ergeben konnen.
Es soll an dieser Stelle erwidhnt werden, dass neben neutralen Saccharidbausteinen auch saure Bausteine

(wie die Galacturonsdure in Pektin) in BS vorkommen kénnen.

Die komplexen strukturellen Einfliisse wirken letztlich auf die funktionellen Eigenschaften der BS wie
die Loslichkeit, die Viskositit, das Wasserbindungsvermogen sowie die Kationen- und Steroidbindung.
Weiterhin werden die funktionellen Eigenschaften und damit auch die physiologischen Wirkungen der
BS durch ihre technologische Vorbehandlung (Nyman, 2003) und die Korngréf3e aber auch durch die

verzehrte Menge an Ballaststoffen beeinflusst.

1.3.1 Loslichkeit

Auf die Loslichkeit der BS hat die Polysaccharidstruktur einen bedeutenden Einfluss. Die Cellulose ist
sehr schwer im Wasser 16slich und enzymatisch nur gering abbaubar (McDougall et al., 1996). Eine
strukturelle Verzweigung der Polymere begiinstigt allgemein ihre Loslichkeit (z.B. bei Hemicellulo-
sen). Es muss weiterhin beachtet werden, dass bestimmte Polysaccharide im nativen Zustand (das heif3t
im Zellwand-Verband) teilweise oder weitgehend unldslich sein kénnen (z.B. Protopektine), in isolier-
ter Form (z.B. Pektin) jedoch 16slich (Dongowski & Bock, 1993). Auch mechanische und chemische
Eingriffe konnen eine Verdnderung der Loslichkeit hervorrufen (z.B. bei miillereitechnischer Aufberei-

tung oder Extrusion von Getreideprodukten).

1.3.2 Wasserbindungsvermogen

Die Aufnahme bzw. die Bindung von Wasser ist eine wichtige funktionelle Eigenschaft von Ballast-
stoffen. Sie spielt zunédchst bei der Lebensmittelherstellung eine bedeutende Rolle. Aus erndhrungs-
physiologischer Sicht ist ein hohes bzw. erhdhtes Wasserbindungsvermogen wesentlich. So erweist
sich der Anteil an gebundenem und immobilisiertem Wasser als entscheidend fiir die Wechselwirkun-

gen der ballaststoffhaltigen Produkte mit verschiedenen organischen Substanzen im Gastrointesti-
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naltrakt. Infolge der Bindung von Wasser wird in vielen Féllen die Viskositét der Systeme erhoht. Im
Magen verdndern viskose Systeme die Verweilzeit des Nahrungsbreis und wirken auch auf die Sétti-
gung. Gequollene und viskose Produkte sind in der Lage, die Verdauung von Stirke, Proteinen und
Lipiden sowie die Resorption ihrer Abbauprodukte zu beeinflussen. Das Ausmal} dieser im Diinndarm
stattfindenden Effekte hangt von der Menge und Art der BS ab. Die Wasserbindung der BS beeinflusst

auch die Konsistenz des Coloninhalts und wirkt auf die Verkiirzung der Transitzeit.

Das Ausmal} der Wasserbindung wird durch verschiedene strukturelle Faktoren der Ballaststoffe be-
einflusst: Molekulargewicht, Monosaccharidzusammensetzung und Bindungsarten zwischen den Sac-
charideinheiten der Polysaccharide, Losungszustand der Polysaccharide, Vorhandensein sowie Zersto-

rungsgrad der gewachsenen Zellwandmatrix (Robertson et al., 2000).

1.3.3 Ionen-Bindungs-Kapazitit

Bestimmte BS sind in der Lage, Metallionen zu binden. Dieser Effekt ist z.B. bei Pektin gut untersucht
(Dongowski, 1995; Dongowski et al., 1996). Diese Fahigkeit von BS ist unterschiedlich zu bewerten.
Werden toxische Schwermetalle gebunden und damit vermindert resorbiert, ist dieser Effekt erwiinscht.
Es wird in der Literatur auch die Moglichkeit einer Bindung von essentiellen Mineralstoffen durch BS
diskutiert (Bosscher et al., 2003; Nestares et al., 2003; Scholz-Ahrens & Schrezenmeir, 2002). Hier-
durch wére prinzipiell deren Bioverfiigbarkeit vermindert und die Gefahr der Unterversorgung begiins-
tigt. Diese negativen Effekte scheinen jedoch ohne praktische Bedeutung zu sein. Es wurden sogar posi-
tive Effekte auf die Absorption von bestimmten Mineralien (Ca, Mg) durch 16sliche Ballaststoffe (z.B.
Inulin, Oligofructose) diskutiert (Greger, 1999; Scholz-Ahrens & Schrezenmeir, 2002). Die erwiinschte
Erhohung des BS-Konsums in der westlichen Diét stellt deshalb kein Risiko beziiglich einer Unterver-

sorgung mit Mineralstoffen dar (Torre , 1991).

1.3.4 Steroidbindung

Von verschiedenen BS ist bekannt, dass sie Steroide in vitro und in vivo absorbieren konnen. Davon
betroffen sind sowohl Gallensduren (GS), als auch Cholesterol und Cholesterolmetabolite. So kénnen
bestimmte Ballaststoffe Wechselwirkungen mit GS eingehen, die in einer geringeren Riickresorption,
einem erhohten Transport der GS in das Colon, einer verdnderten mikrobiellen Umwandlung sowie

einer erhohten faecalen Ausscheidung der GS resultieren.

Obwohl es verschiedene Theorien gibt, sind die Ursachen fiir die Wechselwirkung (WW) zwischen GS
und BS nicht eindeutig bekannt. Chemische Bindungen zwischen bestimmten BS und GS erscheinen
prinzipiell moglich, sind aber bisher nicht belegt (Bowles et al., 1996). Offensichtlich spielen bei den
WW Wasserstoftbriicken, hydrophobe Effekte und vor allem mit der Viskositdt der BS verbundene
Effekte (langsamere Verdauung der Nahrstoffe, Behinderung der Resorption sowohl der Néhrstoffe als

auch der Steroide usw.) eine wesentliche Rolle.
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1.3.5 Fermentation der Ballaststoffe und Bildung von kurzkettigen Fettsduren

Intestinale Mikroflora und die kurzkettigen Fettsauren

Die intestinale Mikroflora ist ein komplexes, offenes und stabiles Okosystem, das aber durch das Sub-
stratangebot qualitativ und quantitativ beeinflusst wird. Die Darmflora setzt sich aus iiber 500 Bakte-
riespezies zusammen (Salminen et al., 1998). Sie befinden sich im Darmlumen, in der Mucinschicht
und an der mucosalen Darmoberfliche. Der Dickdarm (10'2-10'* Bakterien/g TM) ist im Gegensatz
zum Diinndarm (10° — 107 Bakterien/g TM) wesentlich dichter besiedelt. Wihrend im Diinndarm vor-
rangig fakultativ anaerobe Bakterien vorkommen, befinden sich im Dickdarm ausschlieBlich obligate
Anaerobier. Unter letzteren dominieren Eubakterien, Bacteroides, Bifidobakterien, Clostridien und

Fusobakterien (Finegold et al., 1983).

Die kurzkettigen Fettsduren (engl.: short-chain fatty acids, SCFA) sind die wichtigsten Fermentations-
produkte, die bei der Einwirkung der intestinalen Mikroflora auf BS entstehen. Die SCFA stellen mit
iiber 80 % (70 bis 130 mM) den Hauptanteil der Anionen im Dickdarmlumen. Ein Teil der SCFA wird
resorbiert und verstoffwechselt, der Rest wird mit den Faeces ausgeschieden. Hauptorte der Fermenta-
tion sind bei der Ratte das Caecum und beim Menschen das Colon. Vor allem die Gruppe Bacteroides
bildet Enzyme, die Polysaccaride in kleinere Bausteine (Oligo- und Monosaccharide) zerlegen kon-
nen, so dass sie von einer Vielzahl von Bakterien verwertet werden konnen. Viele polysaccharidab-
bauende Bakterien beschridnken sich nicht nur auf die Verwertung eines einzigen Kohlenhydrates,
sondern sie induzieren weitere Enzyme, die den Abbau anderer komplexer Kohlenhydrate ermdgli-
chen. Die entstehenden Monosaccharide werden dann entweder durch dieselben Organismen oder
durch Species der Mikroflora verwertet, die selbst nicht in der Lage sind, komplexe Kohlenhydrate zu
hydrolysieren. Die Fermentationsrate und die Konzentration der Endprodukte hédngen von der Struktur
des angebotenen Substrates, der Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora und ihrer Fahigkeit ab,

in den Bakterienzellen Schiisselenzyme spezifischer Stoffwechselwege zu induzieren.

Bei einem Substratangebot von 15-60 g Kohlenhydrate pro Tag entstehen 150-600 mmol/l SCFA. Die
Gesamtkonzentration der SCFA ist im proximalen Colon am hochsten. Durch teilweise Resorption
féllt sie zum distalen Colon hin auf etwa 80 mmol/l ab. Im terminalen Colon betrigt die Konzentration
der SCFA nur noch etwa 10 %. Die molaren Anteile fiir Acetat, Propionat und Butyrat betragen bei
ballaststoffreicher Erndhrung durchschnittlich 69:21:10 und bei ballaststofffreier Didt etwa 92:7:1
(Pomare et al., 1985). Im Portalblut in einer Humanstudie sind die molaren Anteile der SCFA 71:21:8.
Im rechten Colon liegt dieses Verhéltnis bei 57:21:22, im linken Colon bei 57:22:21. Die tégliche
Ausscheidung an SCFA mit den Faeces betrdgt 5-10 mmol, der Hauptanteil wurde resorbiert (Cum-

mings & Macfarlane, 1997).
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Nicht alle BS ergeben bei ihrer Fermentation eine hohe Butyratbildung (Duncan et al., 2004). Resis-
tente Stdrke, Oligofructosen oder Arabinogalactan sind giinstigere Substrate fiir die Butyratbildung als

beispielsweise Pektin.

Die SCFA liegen im Dickdarm zu 90 % als Sduren vor. Sie sind schwache Elekrolyte mit pK-Werten
von 4,75 (Acetat), 4,87 (Propionat) und 4,81 (Butyrat). Im proximalen Colon sind drei Transportme-
chanismen bekannt, der passive Transport der freien Sduren (50 %), der aktive Transport iiber einen
SCFA/HCO™; Austauscher und die parazelluldre Diffusion der Anionen (Jacobasch & Dongowski,
2000). Die Resorption im distalen Colon erfolgt {iberwiegend in undissoziierter Form (Velazquez et
al., 1996). Der Transport der SCFA iiber die Venae mesenterica superior, inferior, caudalis und die
Pfortader steigt in vivo mit ihrer Konzentration im Colon an. An isolierten Colonocyten der Ratte ist
aufgrund verschiedener K, -Werte (Acetat 0,56; Butyrat 0,13) die Affinitét fiir Butyrat viermal grofer
als fiir Acetat. In einem In-vivo-Model der Ratte wurde bestitigt, dass Acetat die Metabolisierung von

Butyrat nicht unterdriickt, wéhrend Butyrat die Oxidation von Acetat hemmt (Fitch & Sharon, 1999).

1.3.6 Physiologische Effekte von SCFA

Die SCFA besitzen eine groBe physiologische Bedeutung. Sie sind besonders fiir die Funk-

tionserhaltung der Dickdarmschleimhaut sowie fiir ihre kontinuierliche Regeneration wichtig.

Acetat tritt in Intestinalinhalten in der hochsten Konzentration auf. Es wird nach der Resorption in der
Leber abgebaut oder zu Ketonkorper verstoffwechselt. Letztere werden im Gehirn, in der Muskulatur
und in Nieren verwertet (Cummings & Macfarlane, 1997). Propionat wird als Fermentationsprodukt

vorwiegend in den Hepatocyten verstoffwechselt (Wright et al., 1990).

Da der Stoffwechsel der Dickdarmschleimhaut des Menschen auf eine kontinuierliche luminale Buty-
ratzufuhr angewiesen ist, muss ein ausreichend hoher luminaler Butyratspiegel eingestellt werden. Im
unteren Kryptenbereich werden die Zellen iiber das BlutgefaBsystem mit Glucose versorgt. Die Zellen
im apikalen Bereich sind dagegen auf die Zufuhr von Endprodukten des mikrobiellen Stoffwechsels
angewiesen. Hierbei spielt das Butyrat die entscheidende Rolle. Es ist das Hauptsubstrat des aeroben
Stoffwechsels der Colonocyten (Bugaut & Bentejac, 1993). Als luminal zugefiihrtes Substrat wird es
fiir die oxidative Energiegewinnung in Form von ATP benétigt. Etwa 70-80 % ihrer Energie beziehen
die Colonocyten aus Butyrat, den iibrigen Teil aus Glucose. Bei Absenkung des luminalen Buty-

ratspiegels flachen die Krypten ab und atrophieren (Rabassa & Rogers, 1992).

Butyrat erhoht die Proliferation in normalen Epithelzellen. Im Gegensatz zu normalen Colonocyten
wird die Zellteilung in neoplastischen Zellen durch Butyrat gehemmt. So vermindert das Butyrat
in vitro die Proliferation in apikalen Kryptenabschnitt. In Konzentration um 10 mM ist Butyrat in der
Lage, die durch Desoxycholat ausgeloste Hyperproliferation zu unterdriicken (Scheppach et al.,
1992a, 1995).
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Butyrat ist auBerdem der einzig bekannte Metabolit, der in die Regulation des Zellzyklus eingreifen
kann. Es arrestiert Carcinomzellen in der G1-Phase. An Caco-2- aber auch an HT-29-Zelllinien konnte
experimentell nachgewiesen werden, dass das Butyrat konzentrationsabhéngig die Apoptose fordert

(Avivi-Green et al., 2002; Archer et al., 1998).

1.3.7 Steroide, Ballaststoffe und Lipidmetabolismus

1.3.7.1 Gallensduren

Gallenséduren sind als Bestandteile der Gallenfliissigkeit bei der Micellenbildung zur Fettverdauung
im Diinndarm beteiligt. Normalerweise werden die GS nach dem Zerfall der Micellen wieder weitge-

hend resorbiert und liber den enterohepatischen Kreislauf zur Leber transportiert.

Die GS gehoren zwei verschiedenen ,,Familien” an, der Cholsdure-Familie und der Chenodesoxychol-
saure-Familie. Wihrend Cholsédure (C) drei Hydroxylgruppen in a-Stellung an den C-Atomen 3, 7 und
12 des Steroidgeriistes aufweist, besitzt die Chenodesoxycholsdure (CDC) nur zwei Hydroxylgruppen.

Diese befinden sich an den C-Atomen 3 und 7 (Abb. 1.3-2).

=-0 Cholat
R =-NHCH,CO, Glycocholat
R =-NHC,H4SO; Taurocholat

Abb. 1.3-2: Grundstruktur der Gallensduren

In Tab. 1.3-2 ist die Anordnung der Hydroxyl- und Keto-Gruppen am Steroidgeriist fiir die wichtigsten

GS zusammengestellt, die in den Faeces des Menschen und der Ratte auftreten.

Tab. 1.3-2: Wichtige Gallensduren in den Faeces des Menschen und der Ratte

Abkiirzung Position der OH/Keto-Gruppen
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Cholsaure-Familie

Cholséure C 300H 700H 1200H
Desoxycholséure* DC 3aOH 1200H
7-Ketodesoxycholsdure KDC 300H 70 1200H
3B,12a-Dihydroxycholanséure* Ba 3BOH 12aOH
12-Ketolithocholsaure* KLC 300OH 120

Chenodesoxycholsiure-Familie

Chenodesoxycholsédure CDC 3a0OH 700H
Lithocholsaure* LC 300OH
Ursodesoxycholsdure UDC 3a00H 7BOH
a-Muricholsédure oaMC 3a0OH 6pOH 700OH
B-Muricholséure pMC 3aOH 6pOH 7BOH
Hyodesoxycholsdure* HDC 3a0H 6a0OH

* = sekundare GS

Die GS werden in den Diinndarm vor allem in konjugierter Form sezerniert. Hierbei ist zu beachten,
dass beim Menschen die GS vorwiegend mit der Aminosdure Glycin und bei der Ratte vorwiegend mit
Taurin iiber Saureamidbindungen konjugiert sind. Daneben gibt es in geringen Mengen noch eine
Reihe weiterer natiirlicher GS-Derivate. Durch die intestinale Mikroflora werden die GS im Dickdarm
zunéchst dekonjugiert ("freie GS") und dann in Abhéngigkeit von den anwesenden Enzymsystemen

der Bakterien und den Milieubedingungen weiter um- bzw. abgebaut.

Dabei werden durch Dehydroxylierung am C-Atom 7 des Steroidgeriistes die "primdren GS" in die
"sekunddren GS" durch Katalyse der 7a-Dehydroxylase umgewandelt. Intestinale Bakterien mit
7a-Dehydroxylase-Aktivitidten sind beispielweise Eubakterien und Clostridien (Baron & Hylemon,
2000). Durch die bei der Fermentation von BS gebildeten SCFA wird der pH-Wert in Caecum- und
Coloninhalten gesenkt. Dadurch erfolgt eine partielle Hemmung der 7a-Dehydroxylase. Die Enzyme
der Mikroflora sind auch in der Lage, Hydroxylgruppen am Steroidgeriist zu Ketogruppen oder
o-Hydroxylgruppen in B-Hydroxylgruppen zu oxidieren (Baron & Hylemon, 2000). Das aus 4 Ringen
bestehende Steroidgrundgeriist wird jedoch im Intestinaltrakt nicht enzymatisch abgebaut. Es wird

entweder ausgeschieden oder resorbiert und dann in den Hepatocyten in primédre GS umgewandelt.

1.3.7.2 Physiologische Relevanz der Gallensiduren

Eine Ursache fiir die Senkung von Serumcholesterol bei BS-reicher Diét ist offensichtlich die hohere
Ausscheidung von Gallensduren. Dieser Effekt wurde besonders bei Gabe von viskositdtserhohenden
Ballaststoffen wie B-Glucan, Psyllium oder Pektin beobachtet (Judd & Truswell, 1981; Huth et al.,
2000; Dongowski, 1995, 1997; Seal & Mathers, 2001; Romero et al., 2002). Durch die Erh6hung der
Viskositédt des Nahrungsbreis und durch die Stérung der GS-Riickresorption gelangen erhéhte Mengen
an GS ins Caecum und ins Colon und werden schlieBlich in hdherem Maf3e ausgeschieden (Hoffmann,
1994; Dongowski et al., 2003). Die fehlende Menge an GS muss durch Neusynthese in der Leber aus
dem im Blut befindlichen Cholesterol erfolgen. Lia et al. (1995) zeigten an Ileostomie-Patienten, dass

hochmolekulare B-Glucane fiir die GS-Ausscheidung verantwortlich sind.
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1.3.7.3 Neutrale Sterole

Eine zweite Steroidgruppe, die im Intestinaltrakt von Séugetieren und Menschen auftritt, sind die neut-
ralen Sterole (NS). Das wichtigste NS ist Cholesterol. Dieses wird vor allem mit tierischen Lebensmit-
teln aufgenommen. Cholesterol kann offensichtlich dhnlich den GS mit bestimmten BS (im Diinn-
darm) in Wechselwirkung treten. Nicht resorbiertes Cholesterol gelangt wie die GS in den Dickdarm,
wo es ebenfalls teilweise mikrobiell in verschiedene Metabolite umgewandelt und schlieBlich in er-
hohter Menge ausgeschieden wird. Zu diesen Metaboliten gehoren Coprostanol, Cholestanon und
Coprostanon. Eine erhohte Ausscheidungsrate von Cholesterol bei BS-reicher Diét ist ein physiolo-

gisch interessanter Effekt.

Es wurde beobachtet, dass bei Patienten mit Adenomen und Colon-Krebs erhohte faecale Cholesterol-
Konzentrationen auftraten (Roy et al., 1999). Eine Supplementierung der Didten mit 1 % Cholesterol
und 0,15 % DC resultierte bei Azoxymethan-behandelten Ratten neben einer erhohten Steroidaus-
scheidung auch in einer verstiarkten Zellproliferation im Colon (Hori et al., 1998). Detailierte Untersu-

chungen an gesunden Probanden liegen zu diesem Problem bisher nicht vor.

Es soll hier nur erwidhnt werden, dass eine weitere Gruppe von NS die Phytosterole sind. Zu diesen
mit der pflanzlichen Nahrung aufgenommenen pflanzlichen Sterolen gehoren B-Sitosterol und Stig-
masterol. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Phytosterole als ,,Gegenspieler” des Choleste-
rols ebenfalls zur Senkung der Plasmalipide befdhigt sind (Moghadasian, 2000; Kerckhoffs et al.,
2002; Moreau et al., 2002; Trautwein et al., 2002).

1.3.7.4 Steroide und Coloncarcinom

Es ist noch nicht eindeutig geklirt, ob und in welcher Weise Steroide in die Cancerogenese des Dick-
darms involviert sind (Roy et al., 1999). Die Berichte in der Literatur sind widerspriichlich (Hofstad et
al., 1998). Speziell bestimmte sekundére GS werden als cytotoxisch und als Promotoren in der Colon-
Cancerogenese angesehen (Owen, 1997). GS kdénnen dann cytotoxisch sein, wenn sie in unnormal
hohen Konzentrationen auftreten. Diese Cytotoxizitét wird stark von der Struktur der GS beeinflusst.
Hoffmann (1994) teilte mit, dass die Cytotoxizitdt mit der Hydrophobizitit der GS steigt. So zeigten
beispielsweise Lithocholsdure und Desoxycholsdure aber auch Chenodesoxycholsdure eine hohere
Hydrophobizitit als Cholsdure. Durch ihre Detergenz-Eigenschaften konnen GS prinzipiell die Mucin-
Schutzschicht oder die Membranen der Epithelzellen in der Colonmucosa schiadigen. Es hat sich je-
doch gezeigt, dass GS im Faeceswasser eine grofiere Bedeutung fiir ihre Toxizitdt gegeniiber Epithel-
zellen haben als die Gesamt-GS-Konzentration (Roberton, 1993). Besonders LC und DC erwiesen sich
im Ames-Test und anderen In-vitro-Untersuchungen bzw. in Tiermodellen als cancerogen (Salter
et al., 1996). Hohere GS-Konzentrationen im Lumen konnen die zelluldre Proteinkinase C aktivieren,

die wiederum die Zellproliferation stimuliert. Im Vergleich mit einer kombinierten DC-Butyrat-



Einleitung 15

Behandlung resultierte die Inkubation von Colon-Biopsien des Menschen nur mit DC in einem hohe-
ren Crypt-Labelling-Index (Bartram et al., 1994). McMillan et al. (2000) fanden raus, dass DC und
CDC in Konzentrationen, die im Colon vorkommen, eine geringe Erhdhung der Zellproliferation und
eine verminderte spontane Apoptose in Adenomzellen bewirken konnen. GS konnen die Induktion der
Apoptose durch Butyrat zwar hemmen, aber dieser Effekt wird durch erhéhte Butyratkonzentrationen

aufgehoben.

1.3.8 Physiologische Wirkungen der Ballaststoffe

Ballaststoffe verschiedener Herkunft, Praparation und Verarbeitung besitzen unterschiedliche physika-
lische und chemische Eigenschaften, die sich im Verlaufe der Magen-Darm-Passage dndern konnen.
Daraus resultiert die Vielfalt ihrer physiologischen Effekte mit zahlreichen metabolischen Konsequen-

zen (Schulze & Zunft, 1993).

BS nehmen direkt und/oder indirekt Einfluss auf den Verdauungstrakt und weitere Organe, sowie auf
den Kohlenhydrat-, Lipid- und Mineral-Stoffwechsel (Jacobasch & Dongowski, 2000; Richter et al.,
2004). Dadurch zeigen sie eine Reihe von vorteilhaften physiologischen Wirkungen. Sie konnen im
Diinndarm beispielsweise mit Steroiden und Arzneistoffen in Wechselwirkung treten und die Resorp-
tion von Néhrstoffen beeinflussen (Dongowski, 1995; Kritchevsky & Bonfield, 1995; Dongowski et
al., 1997; McCleary & Prosky, 2001).

Kreislauferkrankungen stellen in den industrialisierten Landern Nordamerikas und Europas eine der
haufigsten Todesursachen dar (Pereira, 2004). Grundlage dieser Erkrankungen sind atherosklerotische
Veranderungen der Blutgefille. Diese entstehen umso hiufiger und schneller, je héher der Serumspie-
gel an Lipiden, insbesondere an LDL-Cholesterol, ist. Diese hypocholesterindmischen Effekte haben
zahlreiche Autoren in Erndhrungsstudien mit hypercholesterindmischen Probanden (Anderson et al.,
1984; Van Horn et al., 1986; Anderson & Bridges, 1993; Dongowski at al., 2003; Zunft et al., 2003)
und am Tier (Chang et al., 2002, Hicks et al., 1995) beschrieben. Auch an Gesunden zeigten Haferbal-
laststoffe nach ihrer Aufnahme Verdnderungen vor allem bei Cholesterolparametern sowie bei den

Glucose- und Insulinspiegeln (Cara et al., 1992; Dubois et al., 1995).

Im Dickdarm regulieren BS die Wasserbindung und die Transitzeit (Verweilzeit). Vor allem sind sie
das wichtigste Substrat fiir die intestinale Mikroflora. Dabei entstehen als Endprodukte der bakteriel-
len Fermentation die SCFA (siche Kapitel 1.3.7). Ein hoher luminaler Butyratspiegel ist durch geeig-
nete Pribiotika einstellbar. Mit Ausnahme weniger Untersuchungen (Fuchs et al., 1999) wurde in der
iiberwiegenden Anzahl der experimentellen und epidemiologischen Studien ein Zusammenhang zwi-
schen einem erhohten BS-Konsum, einschlieBlich von Getreideprodukten, und einer positiven Wir-
kung auf chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Fernandez-Benares et al., 1999; Jacobasch et al.,

1999) und auf die colorectale Cancerogenese (Jansen et al., 1999; Bingham et al., 2003) festgestellt.
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1.4 pB-Glucan in Hafer

1.4.1 Definition

Die B-Glucane sind Polysaccharide, die ubiquitir in den Zellwénden von Grésern und damit auch der
meisten Getreidearten vorkommen. B-Glucan ist ein Polymer, das aus unverzweigten Cellodextrinblo-
cken von (1—4)-B-D-Glucosyleinheiten besteht, die durch (1—3)-B-D-Glucosyleinheiten unterbro-
chen sind. Die Anwesenheit dieser (1—3)-Bindungen verursacht “Knicke* im Aufbau der Polymerket-
te. Diese UnregelméaBigkeiten in der sonst linearen Struktur sind die Ursache fiir die partielle oder
weitgehende Wasserldslichkeit und die Viskositdt der B-Glucane (Rabe, 1995; Wood et al., 1994b).
Somit handelt es sich beim B-Glucan um ein gemischt verkniipftes (1—3),(1—>4)-pB-D-Glucan. In der
mit B-Glucan strukturell verwandten, in Wasser unldslichen Celullose sind demgegeniiber alle Gluco-

seeinheiten B-(1—4)-glycosidisch verkniipft.

Der B-Glucangehalt im Haferkorn variiert zwischen 3,5 und 5,6 % (bez. auf TM) (Hampshire & Mey-
er, 2000; Hampshire, 2004). Rabe (1995) hat als Durchschnittswert fiir verschiedene Hafersorten einen
Gehalt von 3,77 % ermittelt. Den Gehalt an B-Glucan in verschiedenen Getreidearten zeigt Tab. 1.4-1.

Tab. 1.4-1: B-Glucangehalt verschiedener Getreidearten

Getreideart Glucangehalt (%)
Hafer (verschiedene Sorten) 2,4-5,0
Haferkerne ungedarrt, gedarrt 4,6
Roggen (verschiedene Sorten) 0,6-1,9
Sommergerste 5,6
Wintergerste 4
Nacktgerste 34
Winterweizen (verschiedene Sorten) 0,4-0,5
Sommerweizen (verschiedene Sorten) 0,03-0,65
Durumweizen 0,13-0,46
Mais 0,03

1.4.2 Lokalisation der B-Glucane in der Karyopse

B-Glucane kommen im Endosperm und in der Aleuronschicht verschiedener Getreidearten vor (Wood,
1986). Hafersorten mit dicken Zellwinden haben allgemein héhere B-Glucangehalte. Den hdchsten
B-Glucangehalt weisen neben der Aleuronschicht vor allem die unmittelbar anschlieende Subaleuron-
schicht (dulleres Endosperm) auf. Bei Hafersorten mit sehr geringem B-Glucangehalt ist die hochste
Menge im direkt an den Keimling anschlieBenden Endosperm zu finden (Fulcher & Miller, 1993; An-
derson et al., 1990). Bei B-glucanreichen Hafersorten wurden keine spezifischen Bereiche mit erhShter
B-Glucankonzentration festgestellt. Die Endospermzellwénde sind in der Subaleuronschicht dicker als

im inneren des Endosperms. Das fiihrt zu einer B-Glucananreicherung im Subaleuron (Wood, 1991).
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Die Lokalisation der B-Glucane in der Karyopse ist bei Hafer und Gerste in der Regel unterschiedlich.
Bei Gerste sind im Gegensatz zum Hafer die B-Glucane iiber das gesamte Korn verteilt. Die hochsten

B-Glucanwerte treten bei Gerste im Inneren des Kornes auf (Fulcher & Miller, 1993; Burrows, 1986).

Die Verteilungsmuster des B-Glucans sind auch in B-glucanreichen und -armen Hafersorten unter-
schiedlich. Miller & Fulcher (1993) begriinden die abweichenden Verteilungsmuster bei Genotypen
mit hohen B-Glucangehalten mit der Zellgrofe. So konnen beispielsweise die vielen kleinen Zellen mit
etwas dickeren Endospermzellwénden der Sorte ,,Marion viel -Glucan einlagern. Henry (1987) stell-
te fest, dass die f-Glucananteile im Endosperm bei Hafer 47 %, bei Weizen 48 %, bei Gerste 99 % und

bei Roggen 71 % betrugen.

1.4.3 Loslichkeit und Viskositit des B-Glucans

Es ist schwierig, die B-Glucane vollstindig aus dem Getreidematerial zu extrahieren. Die Vorbehand-
lung des Getreides (z.B. Trocknung, Erhitzen, Zerkleinern/Partikelgrofe) sowie die Korneigenschaften
und der Zellwandaufbau haben einen starken Einfluss auf die Loslichkeit der B-Glucane (Wood,
1993). Es konnten bis zu 50 % der B-Glucane aus Gerste extrahiert werden, ohne die Zellwandstruktur
zu zerstoren (Forrest & Wainwright, 1977). Weiterhin beeinflusst das Extraktionsverfahren den Anteil
an 10slichem B-Glucan. Die Loslichkeit der f-Glucane ist im Hafer hoher als in anderem Getreide
(Wood et al., 1991a). Bei alkalischer Extraktion werden bis zu 20 % der B-Glucane gewonnen. Bhatty
(1987) erhielt bei einer Sdureextraktion nur etwa 33 % der B-Glucane in geldster Form. Woodward
et al. (1983) machten das unregelmifBlige und verstirkte Auftreten von B-(1—3)-Bindungen fiir die
unterschiedliche Loslichkeit der f-Glucane bei 40 und 65 °C in Wasser verantwortlich. Einen weiteren
Einfluss auf die Loslichkeit der B-Glucane konnen auch Bindungen mit Arabinoxylan (Ashluwalia

et al., 1984) oder Protein-Kohlenhydrat-Bindungen besitzen.

Dawkins & Nnanna (1995) zeigten, dass f-Glucanextrakte bei 0 °C die hochste Viskositét aufweisen,
die bei Temperaturerh6hung auf 100 °C stark abnahm. Nach dem Abkiihlen wurde jedoch die ur-
spriingliche Viskositdt wieder erlangt. Die Viskositdt der -Glucanlésungen war bei Raumtemperatur
60 h lang stabil. Schwarz & Lee (1995) untersuchten gereinigte B-Glucanpriparate mit hohen schein-
baren Viskosititen, die vom Molekulargewicht und der Konfiguration in den Ldsungen beeinflusst
wurden. Alle B-Glucane zeigten ein pseudoplastisches FlieBverhalten. Auch Doublier & Wood (1995)
fanden bei rheologischen Untersuchungen heraus, dass die Viskositdt mit zunehmender Scherrate bei
B-Glucan abnimmt. Bei hoheren Konzentrationen zeigte sich hier ein verstirktes pseudoplastisches

Verhalten.

1.4.4 Ernihrungsphysiologische Wirkungen von B-Glucan

Die physiologische Wirkung der B-Glucane des Hafers bezieht sich vor allem auf den Choleste-
rolstoffwechsel, den Blutzuckerspiegel, den Blutdruck und den GI-Trakt. Die cholesterolsenkende
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Wirkung von Haferglucan wurde bei Patienten mit Hypercholesterindmie (Maki et al., 2003a; Ger-
hardt & Gallo, 1998; Berg et al., 2003; Kerckhoffs et al., 2003), sowie bei Kindern und bei Adoles-
zenten (Maki et al., 2003b) belegt. Dabei wurde beobachtet, dass insbesondere die LDL-
Cholesterolfraktion im Serum gesenkt wird (Maki et al., 2003a,b; Kerckhoffs et al., 2003). Das HDL-
Cholesterol wurde kaum beeinflusst (Maki et al., 2003a; Gerhardt & Gallo, 1998; Kerckhoffs et al.,
2003). Auch Bourdon et al. (1999) und Dubois et al. (1993) bestitigten bei gesunden Personen die

postprandial cholesterolsenkende Wirkung von B-Glucan.

Ein Zusatz von 30 g Gerstenkleiemehl/d zur Diét bewirkte bei Hypercholesterinimie-Probanden nach
30 Tagen eine signifikante Abnahme des Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterols (Lupton et al., 1994).
Insgesamt zeigen die Befunde, dass sowohl die Konzentration als auch das Molekulargewicht der p-

Glucane den Serumcholesterol-senkenden Effekt beeinflussen (Danielson et al., 1997).

Mehrere Autoren haben die Cholesterol-senkende Wirkung des B-Glucans in Tierversuchen bestitigt.
De Schrijver et al. (1992) verabreichten Ratten nicht erhitzte Haferkleie oder gebackene Haferkleie in
der Didt. Nach 28 Tagen wurden eine Abnahme der Cholesterolkonzentration im Plasma sowie eine

erhohte GS-Exkretion gefunden.

Lupton et al. (1994) haben den Cholesterol-senkend Effekt der Hafer- und Weizenkleie auf die Serum-
und Leberlipide bei Ratten untersucht. Dabei fanden sie heraus, dass beim Einsatz von 6 % Haferkleie
die geringsten Konzentrationen an Serum- und Lebercholesterol erreicht wurden; parallel dazu traten
die tiefsten pH-Werte im Caecum und Colon auf und die Bakterienmasse nahm zu. Mit endo-B-D-
Glucanase behandelte Haferkleie bewirkte an hypercholesterindmischen Ratten infolge der verminder-
ten Viskositit eine geringere Abnahme der Serum- und Lebertriglyceride und des Cholesterols in der

Leber (Tietyen et al., 1995).

Inglett & Newman (1994) préparierten aus Hafer durch Behandlung mit a-Amylase Amylodextrine
mit B-Glucangehalten bis zu 10 %. Ihre Fiitterung senkte bei Kiiken das Gesamtcholesterol sowie den

LDL-Cholesterolspiegel, wihrend das HDL-Cholesterol anstieg.

Die Erhohung des B-Glucangehalts auf 7,7 % in Pasta aus Durumweizen durch Zugabe von Gerste
bewirkte sowohl einen niedrigen glykdmischen Index als auch eine Insulinresponse bei gesunden Er-
wachsenen (Yokoyama et al., 1997). Tappy et al. (1996) gelang eine 50%ige Abnahme der glykadmi-
schen Response in Nicht-Insulin-Abhéngigen Diabetiker bei Verabreichung von Friihstiicks-Cerealien,

die ca. 5 g B-Glucan enthielten.

In verschiedenen Studien wurde keine eindeutige Wirkung von Hafer- oder Gerstenprodukten auf die
Serumlipide gefunden. So konnten Beer et al. (1995) keine signifikanten Unterschiede im Gesamt-und
LDL-Cholesterol sowie in den Triglyceriden im Blut von jungen Ménnern nach Gabe von 9 g
B-Glucan/d im Zeitraum von 14 Tagen ermitteln. Lediglich das HDL-Cholesterol war signifikant er-
hoht. Auch Torronen et al. (1992) fanden keinen Einfluss eines Haferkleie-Konzentrates bei Gabe in

Form von Brot auf die Serumlipide an leicht hyperlipiddmischen Probanden. Bei dreiwdchiger Gabe
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von 25 g Haferkleie an 10 gesunden Minnen stellten Stephen et al. (1997) keine Zunahme der Faeces-
gewichte, sowie keine Fermentation der Kleie und keine Anderung der Transitzeit bzw. in den Serum-

lipiden fest.

Als mogliche Ursachen wurden ein enzymatischer Abbau und eine schlechte Loslichkeit der [-
Glucane und eine damit einhergehende geringe Viskositét diskutiert. Es muss aber auch bedacht wer-
den, dass B-Glucane nicht nur unter technologischen Einfliissen partiell depolymerisiert werden kon-
nen, sondern dass sie auch bereits im oberen Gastrointestinaltrakt unter Abnahme ihrer Viskositét

teilweise abgebaut werden konnen (Sundberg et al., 1996; Robertson et al., 1997a).

Mclntosh et al. (1991) fassten zusammen, dass als Haupteffekte fiir die Cholesterol-senkende Wirkung
die Hemmung der Verdauung und Resorption von Néhrstoffen infolge der erhdhten Viskositit im
Diinndarm, die verstirkte Ausscheidung von GS und das verdnderte Verhiltnis von priméren zu se-
kundéren GS, die erhohte mikrobielle Fermentation im Colon und damit die verstirkte Bildung von
Propionat, das die Cholesterolsynthese hemmt, sowie die Beeinflussung der Insulin- und Glucagon-

sekretion zu diskutieren sind.

1.5 Resistente Stirke

1.5.1 Definition

Schon zu Beginn der 80er Jahre wurde beobachtet, dass ein Teil der aufgenommenen Stirke bei ge-
sunden Personen nicht vollstindig verdaut wird (Anderson, 1981). Wihrend der Entwicklung einer
neuen Methode zur BS-Bestimmung stellten Englyst et al. (1982) fest, dass diese a-Amylase-
resistente Stirke in der Fraktion der Nicht-Stirke-Polysaccharide auftritt. Den unvollstindigen enzy-
matischen Abbau bestimmter Stérke bestitigten Englyst & Cummings (1985, 1986) durch Untersu-
chungen an Ileostomiepatienten und préigten den Begriff ,resistente Starke®. Als RS wird die Summe
von Stirke und Starkeprodukten definiert, die nicht im Diinndarm von gesunden Personen gespaltet

und resorbiert wird (Asp, 1992).

Diese als RS bezeichnete Stirkeform tritt in verschiedenen Typen auf (Asp et al., 1996; Brouns et al.,
2002): Typ 1 ist physikalisch fiir Verdauungsenzyme nicht zugéngliche Stirke (Einschluss in Zellver-
bénde; Stirke in Kémern und Samen). Typ 2 ist native granuldre Stirke mit hoher Dichte und partiel-
ler Kristallinitét (z.B. in rohen Kartoffeln und griinen Bananen). Der Typ 3 ist die physiologisch wich-
tigste RS-Form. Es handelt sich hierbei um rekristallisierte (retrogradierte) Stérken, die beim Abkiih-
len von gekochten (verkleisterten) Stirken entstehen (z.B. gekiihlte Kartoffeln und Leguminosen, ge-
lagertes Brot, Cornflakes). Butyrogene RS 3 Produkte wurden auch aus Stirken von Gerste, Roggen,
Erbsen oder Banane hergestellt (Rossler et al., 2002; Lehmann et al., 2002, 2003). Verdauungsresis-
tente, chemisch oder thermisch modifizierte Stérken (z.B. Stirkederivate) werden dem Typ 4 zugeord-

net.
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Verschiedene RS-Produkte sind handelsiiblich. Hierzu gehdren Novelose® 240 und 330 (National
Starch & Chemical), CrystaLean® (Opta Food Ingredients, Inc., Bedford, MA), und Starmax® (Sigma

Pharmaceuticals, Croydon).

1.5.2 Generierung von RS durch Extrusion und Autoklavieren

Neben den herkdmmlichen Verfahren der Lebensmittelzubereitung hat die Extrusionstechnik in den
letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Sie wird beispielsweise bei der Herstellung von
Friihstiicks-Cerealien und Snacks eingesetzt (Kokini et al., 1992; Ostergard et al., 1989, Meuser et al.,
1992). In Abhéngigkeit von den technologischen Parametern erfolgen bei der Extrusion von Getreide-
produkten intensive Verdnderungen in ihren Komponenten. Die Stiarke bzw. das stirkereiche Pramix
bilden eine Schmelze. Die granuldre Struktur geht in eine amorphe Beschaffenheit iiber und die Mak-
romolekiile werden partiell depolymerisiert. Beim Austritt aus der Diise erfolgt eine Expansion und
Abkiihlung, wobei die Starkematrix in einen glasartigen oder gummiartigen amorphen Zustand bis zur
Kristallisation iibergehen kann (Colonna et al., 1989; Harper, 1992). Weiterhin kommt es wihrend der
Extrusion zu Verdnderungen in der Loslichkeit der BS und in den funktionellen Eigenschaften der

Produkte (Ralet et al., 1990; Vasanthan et al., 2002).

In der Vergangenheit galt die Extrusion allgemein nicht als ein geeignetes Verfahren zur Herstellung
von RS. Deshalb werden in der Literatur auch widerspriichliche Ergebnisse iiber die Moglichkeit und
das Ausmal einer Bildung von RS mittels Extrusion berichtet. So fanden Berghofer & Horn (1994)
keine signifikante Erhohung im RS-Gehalt bei der Heilextrusion (bei ca. 170 °C). Bei Untersuchun-
gen zur Wiederfindung von zugesetzter resistenter Stirke (Berghofer & Horn, 1994; Wepner et al.,
1997, Sénger et al., 1997) wurde sogar eine Abnahme des Anteils an RS ermittelt. Nach der Extrusion
von Reis- und Amaranthstiarke wurden geringere RS-Gehalte erhalten als nach dem Rosten, Druckko-
chen oder Trommeltrocknen (Szczodrak & Pomeranz, 1991; Parchure & Kulkarne, 1997). Andere
Untersuchungen zeigten demgegeniiber, dass unter bestimmten Bedingungen auch bei der Extrusion
RS generiert werden kann. Unlu & Faller (1998) belegten, dass die Extrusion von Maismehl mit Zu-
satz von amylosereicher Maisstirke (bis zu 30 %) und Zitronenséaure (bis zu 7,5 %) zu einer mehr als

sechsfach erhohten Bildung an RS fiihrt.

Untersuchungen zur Bildung von RS durch Extrusion von Gerstenschrot mit erhéhten Gehalten an
Amylose (34 % in der Stirke) und an B-Glucan (6,5 %, bez. auf TM im Schrot) zeigten, dass es mog-
lich ist, RS unter Erhalt der makromolekularen Eigenschaften der B-Glucane zu generieren (Gebhardt
et al., 1998). Die Extrusion sollte unter moglichst geringer Scherung (begrenzten Energieeintrag) er-
folgen, um die Depolymerisation der B-Glucane zu minimieren und die Viskosititseigenschaften der
B-Glucane weitgehend zu erhalten. Bei erhohtem Gehalt an Amylose wurde ein hoherer Gehalt an RS
gebildet. Die Extrudate enthielten 5 bis 12 % RS. Unlu & Faller (1998) fanden einen indirekten Zu-

sammenhang zwischen der Bildung von RS und der Drehzahl. Nach der Entspannung beim Verlassen
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des Extruders erfolgen im Getreidematerial Retrogradations- und Rekristallisationsvorgénge, die durch

eine Kiihllagerung die RS-Bildung in den Extrudaten verbesserten (Huth et al., 2000).

Die strukturelle Beschaffenheit der bei der Extrusion entstehenden resistenten Stirke ist bisher noch
ungeklért. In der Literatur sind Untersuchungen zur Generierung von RS in Hafer und Haferprodukten

mittels Extrusion nicht beschrieben.

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung von RS ist das Autoklavieren. Als Ursache fiir den erhohten
Gehalt an RS beim Autoklavieren wird das Auftreten kurzer Ketten als Resultat der Entzweigung der
Amylopektinkomponente angesehen, die eine Rekristallisation begiinstigen. Der Prozess l4duft im Ge-

gensatz zur Extrusion mit weitaus hoheren Wassergehalten ab (Miles et al., 1985).

1.6 Functional Foods

Als "Functional Foods" werden solche Lebensmittel bezeichnet, die aufgrund besonderer Inhaltsstoffe
mehr als nur den reinen Nahr- und Geschmackswert aufweisen (Rambeck & Weber, 2001; Trautwein,
2001; Zunft, 2001). Dazu zihlen Pra- und Probiotika. Probiotisch werden die ,,lebenden mikrobiellen
Lebensmittelinhaltstoffe ““ bezeichnet, die eine positive Wirkung auf die Gesundheit haben. Bisher
wurden als Bakterienstimme mit gesundheitsfordernden Eigenschaften z.B. Lactobacillen, Bifidobac-
terien sowie Eubacterien in der Lebensmittelindustrie und therapeutisch eingesetzt (De Vrese, 1997).
Als Pribiotika werden ,,nicht verdauliche Nahrungsmittelbestandteile, die den Wirt durch selektive
Stimulierung von Wachstum und/oder der Aktivitit einzelner oder einer begrenzten Anzahl von Ko-
lonbakterien giinstig beeinflussen und damit das Potenzial zur Verbesserung der Gesundheit des Wir-
tes nachweisen® bezeichnet (Gibson & Roberfroid, 1995). Dafiir werden vorwiegend Fructooligosac-
charide, Inulin und resistente Stdrke verwendet. Eine Kombination aus Pra- und Probiotika stellen

sogenannte Symbiotika dar.

Fiir den Markt an funktionellen Lebensmitteln (Salminen et al., 1998) ergibt sich ein Bedarf an Ver-
fahren fiir die Herstellung von Produkten mit hohen oder erh6hten Gehalten an resistenter Stérke und
an B-Glucanen sowie allgemein eine erhdhte tégliche Aufnahme an Ballaststoffen. Hafer ist ein vor-

teilhaftes Ausgangsmaterial fiir solche Entwicklungen (Gebhardt et al., 2004).
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Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit zielte darauf ab, die erndhrungsphysiologischen Wirkungen von ballaststoffrei-
chen Haferprodukten zu ermitteln. Hafer (Avena sativa L.) ist zwar in der Erndhrung des Menschen gut
akzeptiert, spielt jedoch in Mitteleuropa als Lebensmittel keine grofle Rolle. Dabei weist Hafer unter
den Getreidearten eine besonders vorteilhafte Zusammensetzung auf (z.B. Ballaststoffe, Fettsduren
sowie wichtige Vitamine). Ballaststoffe des Hafers sind die -Glucane und Arabinoxylane. 3-Glucan
besitzt aufgrund seiner hohen Viskositét in wissrigen Systemen als 16slicher BS eine erndhrungsphysio-
logische Relevanz. In den USA wurde bereits 1997 ein Health Claim fiir den Einsatz von 3 g
B-Glucan/d zur Verminderung von Gesamt- und LDL-Cholesterol erteilt. Resistente Stdrken kommen in

Haferprodukten nur in geringem Maf3e vor.

Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit direkt verzehrsfahige, Ballaststoff-angereicherte Haferpro-
dukte (vorwiegend Extrudate) mit hohen Gehalten an (-Glucanen und resistenter Stirke hergestellt,
analysiert und nachfolgend auf relevante erndhrungsphysiologische Wirkungen in vitro und in vivo

gepriift werden. Als Basis fiir die Produkte wurden Hafermehl und Haferkleie eingesetzt.

Zunichst sollte in technologischen Untersuchungen getestet werden, ob es mdglich ist, mittels Extrusi-
on resistente Stirke in Haferprodukten zu bilden. Die Extrusionbedingungen waren dabei so zu optimie-
ren, dass wertvolle Haferinhaltsstoffe moglichst nicht geschadigt werden. Vergleichsweise sollte das
Autoklavieren als Verfahren zur Bildung von resistenter Stirke eingesetzt werden. Weiterhin war vor-
gesehen, Gemische aus Haferprodukten und kommerziellen Resistente-Stirke-Priparaten gemeinsam
zu extrudieren, um mit resistenter Stirke angereicherte Produkte fiir die physiologischen Untersuchun-

gen herzustellen.

Sodann sollten die gewonnenen Haferprodukte im Hinblick auf solche Eigenschaften charakterisiert
werden, die fiir den Verdauungsablauf und andere physiologische Prozesse von vorrangiger Bedeutung
sind. Dazu zdhlten die Ermittlung der Ballaststoff-Zusammensetzung und die Bestimmung von funktio-
nellen Eigenschaften (z. B. Wasserbindungsvermogen, Viskositdtsverhalten und rheologische Eigen-
schaften) der Produkte bzw. der aus den Produkten isolierten B-Glucane. Diese Charakterisierung sollte
es erlauben, aus der Breite der hergestellten Produkte jene auszuwéhlen, die einen gesundheitlich giins-

tigen Effekt erwarten lassen.

Im néchsten Schritt sollten die ausgewdhlten Extrudate aus Hafermehl, Speisekleie und Novelose 330
im In-vitro-Modell nach einer vorgeschalteten Verdauung auf Effekte hin untersucht, die im Diinn- und
im Dickdarm auftreten. Dazu gehorten die Beeinflussung der Stirkeverdauung und der Wechselwir-

kungen mit Gallensduren sowie die Fermentation unter der Bildung von kurzkettigen Fettséduren.

Im Ergebnis dieser beiden vorangehenden Schritte wurden mit optimierten Verfahrensvarianten Hafer-
produkte fiir die In-vivo-Untersuchungen hergestellt. Im Mittelpunkt der erndhrungsphysiologischen

Untersuchungen stand ein sechswochiger Fiitterungsversuch an konventionellen Wistar-Ratten. Als
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Zielgroflen zur Beurteilung der Wirksamkeit der Haferprodukte dienten vornehmlich die Konzentratio-
nen an Serumlipiden, kurzkettigen Fettsduren und Steroiden in Darminhalten und in den Faeces. Die
Analysen zur Einschitzung der Zusammensetzung der Mikroflora sollten Auskuntft iiber die erzielbaren

prabiotischen Effekte geben.

Die In-vivo-Untersuchungen wurden mit einer Human-Pilotstudie, in der 100 g/d eines ausgewihlten
Hafermehl-Novelose-Extrudats von gesunden Probanden iiber einen Zeitraum von 4 Wochen verzehrt
wurden, abgeschlossen. Gemessen wurden hierbei die Serumlipidspiegel, die Ausscheidung von Gal-
lenséuren, neutralen Sterolen und kurzkettigen Fettsduren sowie ausgewihlte Keimgruppen der intesti-

nalen Mikroflora in den Faeces.

Die Ergebnisse sollten dazu beitragen, Aussage iiber potentielle gesundheitsfordernde Effekte von Bal-
laststoff-angereicherten Haferprodukten zu machen. Dadurch sollen auch der Lebensmittelindustrie
Anregungen zur Erweiterung der Produktpalette fiir prophylaktisch wertvolle diétetische Erzeugnisse

auf der Basis von Hafer gegeben werden.

Die der Dissertation zugrundeliegenden experimentellen Arbeiten waren Bestandteil eines AiF-

Projektes (Nr. 12716 BR).
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2 Material und Methoden

2.1 Herstellung und Zusammensetzung der Haferproben

Die meisten der in den technologischen sowie in den In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen verwende-
ten Proben auf der Basis von Hafer wurden mittels Extrusion bzw. Autoklavieren hergestellt. Zunéchst
wurden die Ausgangsmaterialien (Getreideprodukte, Ballaststoffpréaparate), die fiir die Herstellung der
Haferproben eingesetzt werden sollten, charakterisiert. Weiterhin wurden die Extrusions- und Auto-
klavierbedingungen zusammengestellt. Die Zusammensetzung der Extrudate und Proben, die in den
In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen eingesetzt werden, wird in den folgenden Abschnitten angege-

ben.

2.1.1 Verwendete Getreide- und Resistente-Stirke-Priaparate

Die Haferprodukte fiir die Extrusionsversuche wurden von der Industrie zur Verfiigung gestellt. Ha-
ferkerne (gedarrt), Haferflocken, Haferstarkemehl und Backhaferkleie wurden von der Fa. Peter Kolln
KolInflockenwerke (Elmshorn) bereitgestellt. Die geddmpften Haferkerne stammten von der Fa. C.
Hahne Miihlenwerke (Bad Oeynhausen). Weiterhin wurde Hafer der Sorten ,,Marion®, ,,Hecht™ und

,.Kanton* (Nordsaat, Kranzkewitz) verwendet.

Fiir die Vorversuche zur Optimierung der Extrusionsbedingungen und zur Uberpriifung, ob auch in

Hafer mittels Extrusion RS generiert werden kann, wurden folgende weitere Komponenten eingesetzt:

kommerzielle Maisstirke

Dextrin

Amylosereiche Starken:

Hylon VII; 70 % (National Starch & Chemical, Manchester, Grof3britannien),
Eurylon 7 (Roquette Freres, Lestrem, Frankreich)
Amylopektinreiche Starken:

Amioca Powder TF (National Starch & Chemical),
Waxilys 200 ( Roquette)

kommerziell verfugbare Resistente-Starke-Praparate:
Novelose 240 (National Starch & Chemical),
Novelose 330 (National Starch & Chemical).

Hylon VII und Eurylon 7 enthalten 70 % Amylose und werden aus Maisstéirke bereitet. Amioca Powder
und Waxilys sind native Lebensmittelstidrke auf Wachsmaisbasis. Die Novelose-Praparate werden aus
amylosereicher Maisstirke bereitet. Novelose 240 ist eine granuldre native Stirke vom RS Typ 2
(62,9 % RS), wihrend es sich bei Novelose 330 um eine nicht-granulére, retrogradierte Starke vom RS

Typ 3 (45,5 %) handelt.
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2.1.2 Aufarbeitung der Haferprodukte

Gedarrte Haferkerne wurden aus der laufenden Produktion entnommen. Durch trockene Hitze (Kern-
temperatur ca. 80°C) wurden die hafereigenen Enzyme (einschlieBlich der Lipasen, Lipoxidasen und

B-Glucanasen) inaktiviert.

Hafermehl wurde durch einen Mahlprozess mittels eines Desintegrators (Rekardt, Jemlich, Nossen)

aus Kernen, Griitze oder Haferflocken hergestellt (Siebgréfen: 0,5 und 2 mm).

Haferspeisekleie wurde durch die Abtrennung der dufleren Schichten vom Endosperm hergestellt. Die
von Spelzen befreiten Haferkdrner wurden gemahlen, ausgewalzt und dann erneut gemahlen oder ge-

schnitten und gemahlen. Die Haferkleie wurde dann durch Sichten und Sieben abgetrennt.

2.1.3 Extrusionstechnik

Bei den Extrusionsversuchen kamen folgende Extruder zum Einsatz:

Einschnecken-Labor-Extruder, Typ DN 20 (Brabender, Duisburg); Verfahrensldnge 20 D (Durchmes-
ser der Schnecke). Die Dosierung erfolgte mit einem K-TRON S oder Doppelschnecken-Compact-
Dosiergerit, Typ KMV KT 20.

Der Doppelschnecken-Extruder ERMAFA (ERMAFA Kunststofftechnik, Chemnitz) arbeitet im indus-
triellen MaBstab und ermoglicht einen hohen thermischen und mechanischen Energieeintrag in das zu
extrudierende Gut. Dadurch wird es moglich, einen intensiven Stirkeaufschluss zu erreichen.
Zur Bewertung des Extrusionsvorganges wurde der spezifische mechanische Energieeintrag (SME)
ermittelt, der sich aus dem mittleren Drehmoment (M), der Winkelgeschwindigkeit () und dem
Durchsatz (m) errechnet (Gleichung 1):

SEM = M4 x ®o/m (1)
Die Optimierung der Bedingungen zur Herstellung der Haferproben durch Extrusion erfolgte zunichst
im Labormafstab mit Hafer im Einschnecken-Extruder von Brabender. Dabei wurden bei einer Dreh-
zahl von 200 U/min verschiedene Parameter variiert: Temperatur (90-170 °C), Feuchte (15-30 %),
Schneckenkonfiguration (1:3 und 1:4) und Diise 4 und 5 mm.
In folgenden Serien wurde dann getestet, wie sich der 20 % Zusatz von verschiedener Getreideprodukte
zu Hafer auf die Eigenschaften der Extrudate auswirkt. Weiterhin wurde der Einfluss weiterer Hafer-
rohstoffe (Haferstirkemehl, Haferkleie), von definierten Hafersorten (,,Marion®, ,,Hecht®, ,,Kanton®),
des Zusatzes von Pullulanase oder Citronensédure und des Zusatzes von kommerziell verfiigbaren RS-
Praparaten (Novelose 240 und 330) sowie eine Reextrusion auf die Eigenschaften der Extrudate unter-
sucht. Die Extrusion erfolgte in diesen Untersuchungen bei 130 °C, einer Feuchte von 25 %, einer

Schneckenkonfiguration von 1:3 und mit der Diise 4 mm bei einer Drehzahl von 200 U/min.
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In diesen Experimenten sollten die Eigenschaften der Extrudate fiir die In-vitro- und die In-vivo-
Untersuchungen optimiert werden. Weiterhin sollte iiberpriift werden, ob es moglich ist, RS mittels

Extrusion in Haferprodukten zu generieren.

2.1.4 Autoklavieren von Hafer

Neben extrudierten wurden auch autoklavierte Haferproben bereitet und charakterisiert. Es wurde auch
untersucht, ob durch die intensivere Einwirkung thermischer Energie beim Autoklavieren von Hafer-

produkten resistente Stirke gebildet wird.

Im Autoklav Sinoclav (Adolf Wolf, Bad Uberkingen-Hausen) wurden 100 g Haferprodukte bei einer
Feuchte von 20-25 % ; 0,5-2 h in abgedeckten 250-ml-Bechergldsern bei 110-145 °C behandelt.

2.1.5 Versuchsmaterial fiir die In-vitro-Untersuchungen

Fiir die Hauptversuche zur Bestimmung von physiologischen Wirkungen der Haferextrudate in vitro
wurde eine Serie von Extrudaten aus Hafermehl, Haferkleie sowie Novelose 330 im Brabender DN 20
hergestellt. Die Extrusion erfolgte unter folgenden Bedingungen: Feuchte: 25 %; Temperatur: 130 °C;
Drehzahl: 200 U/min; Schnecke: 3; Diise: 4 mm. Die Zusammensetzung der Extrudate ist in

Tab. 3.1-1 zusammengestellt.

Tab. 3.1-1: Zusammensetzung der Extrudate fiir die In-vitro-Untersuchungen

Bezeichnung Hafermehl Haferkleie Novelose 330
Zusammensetzung (%)

M 100

MN 80 20

Mix1 62,5 17,4 20

Mix2 40 40 20

KN 80 20

2.1.6 Versuchsmaterial fiir die In-vivo-Untersuchungen

Fiir den Fiitterungsversuch an Ratten wurde eine Serie von Extrudaten bzw. Proben auf der Basis von
Hafer bereitet. Die Auswahl erfolgte auf der Grundlage der Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen.
Neben Extrudaten unterschiedlicher Zusammensetzung wurden nicht extrudierte Haferkleie und eine

autoklavierte Probe aus Hafermehl und Novelose bereitet (Tab. 3.1-2).
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Tab. 3.1-2: Zusammensetzung der Extrudate und Produkte auf der Basis von Hafer fiir die In-vivo-
Untersuchungen

Bezeichnung Hafermehl Haferkleie Novelose 330

Zusammensetzung (%)

M Extrudat 100

MN Extrudat 80 20

K nicht behandelt 100

KN Extrudat 80 20

M# autoklaviert 100

Die Herstellung der Extrudate erfolgte im Extruder ERMAFA DS 6.0 unter folgenden Bedingungen:
Temperatur 130 °C; Feuchte 25 %; Drehzahl 120 U/min; Dosierung 100 kg/h; spezifische mechanische
Energieeinleitung 140 Wh/kg.

Die Probe M# wurde in 10 Chargen durch einstiindige Behandlung bei 140 °C und bei einer Feuchte
von 25 % im Autoclaven Sanoclav in jeweils 2 Zyklen mit zwischenzeitlichem Abkiihlen auf < 60 °C

bereitet.

Der Erndhrungsversuch am Menschen wurde mit dem Extrudat MN durchgefiihrt.

2.1.7 Herstellung und Zusammensetzung der Diéten fiir den Fiitterungsversuch

Die Diéten fiir den Fiitterungsversuch an Ratten (Futterproben) wurden im Max-Rubner-Laboratorium
des DIfE selbst bereitet. Die einzelnen Bestandteile der Didten wurden in einer Mischmaschine FM 50
(Gebriider Lodige Maschinenbau GmbH, Paderborn) bei 100 U/min unter Zusatz von 2,4 1 Wasser/kg
gemischt (ca. 15 min) und dann in einer Pelletiermaschine Typ 14-175 (Amandus Kahl Nachf., Rein-
bek) pelletiert. Die Produkte wurden vor Beginn der Versuche ca. 4 d an der Luft getrocknet.

Beim Futter fiir alle Tiergruppen handelte es sich um ein vollwertiges Standardfutter. Die prozentuale
Zusammensetzung der Didten fiir die Kontrollgruppe und die Versuchsgruppen ist in Tab. 3.1-3 zu-
sammengefasst. Das Futter der Versuchsgruppen enthielt jeweils 50 % Haferextrudate bzw. —produkte

und nur 13 % Weizenstéirke.
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Tab. 3.1-3:  Zusammensetzung der Diéten fiir die Fiitterungsversuche an Ratten

Futterbestandteil Kontrolle S Didt M Diét MN Didt K Didt KN Didt M#
Weizenstirke' (%) 63,0 13,0 13,0 13,0 13,0 13,0
Haferextrudat/-produkt* (%) 0 50,0 (M) 50,0 (MN) 50,0 (K) 50,0 (KN) 50,0 (M#)
Casein® (%) 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Sonnenblumend!® (%) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Cellulose* (%) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mineralvormischung® (%) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Vitaminvormischung6 (%) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

* Haferextrudate bzw. -produkte (sieche Tab. 3.1-2). ' Weizenstirke (Hermann Kroner
GmbH & Co. KG, Ibbenbiiren); > Casein (Bayerische Milchindustrie eG, Landshut); * Son-
nenblumendl (Brolio Europe GmbH/Olmiihle GmbH + Co., Hamm); * mikrokristalline Cel-
lulose (Vivapur, Heweten 20; J. Rettenmaier & So6hne GmbH + Co., Ellwangen-
Holzmiihle); > Mineralstoff- und Spurenelementevormischung C 1000 (Altromin GmbH,
Lage); ¢ Vitaminvormischung C 1000 (Altromin, Lage).

Zusammensetzung de Mineralvormischung pro kg: Calcium 146070,34 mg; Phosphor
97355,04 mg; Magnesium 8784,27 mg; Natrium 3922941 mg; Kalium 116496,45 mg;
Schwefel 10535,81 mg; Chlor 63510,38 mg; Eisen 2931,22 mg; Mangan 1733,86 mg; Zink
387,54 mg; Kupfer 85,21 mg; Jod 7,50 mg; Molybdén 3,31 mg; Fluor 70,08 mg; Selen 3,84
mg; Kobalt 2,06 mg; Aluminium 0,07 mg.

Zusammensetzung des Vitaminvormischung pro kg: Vitamin A 750000 IE; Vitamin D;
25000 IE; Vitamin E 7500 mg; Vitamin K3 500 mg; Vitamin B; 1000 mg; Vitamin B, 1000
mg; Vitamin Bg 750 mg; Vitamin B, 1,500 mg; Nicotinsdure 2500 mg; Pantothensdure
2500 mg; Folsdure 500 mg; Biotin 10 mg; Cholinchlorid 50000 mg; p-Aminobenzoesdure
5000 mg; Inosit 5000 mg; Vitamin C 1000 mg; Methionin 173250 mg.
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2.2 Analyse der Haferproben und —priparate

2.2.1 Basisanalytik der Inhaltsstoffe

Zur chemischen Charakterisierung der Rohstoffchargen wurden alle Haferproben auf ihre Hauptin-

haltsstoffe untersucht. Dabei wurden folgende Analysemethoden angewandt:

Feuchte: nach ISO 1237-1981

Mineralstoffe: nach ISO 1237-1981

Protein: nach § 35 LMGB 17.00-15

Gesamtfett: nach § 35 LMGB 17.00- 4

Starke: enzymatisch (Boehringer, Mannheim)
Glucose, Fructose, Saccharose: enzymatisch (Boehringer) sowie HPAEC/PAD

2.2.2 Bestimmung von resistenter Stirke

Zur Bestimmung von RS wurden verschiedene Methoden und Varianten eingesetzt. Die wesentlichen
sind die Methode von Englyst et al. (1992) sowie die Methode von Berry (1986), die in der Modifizie-
rung von Champ (1992) angewandt wurden. Alle Methoden simulieren den Abbau der verdaulichen
Stiarke und die Abtrennung der hierbei gebildeten Glucose und Glucose-Oligomere. Unterschiede zwi-
schen den Methoden ergeben sich vor allem in der weiteren Aufarbeitung der iibrig bleibenden RS-
Fraktion, in ihrer Uberfiihrung in eine 18sliche Form, in ihrem enzymatischen Abbau sowie in der

Analyse der gebildeten Glucose.

Modifizierte Englyst-Methode: Zum Abbau der verdaulichen Stirke wurden fiir Drei- bzw. Fiinffach-
bestimmungen jeweils 100 mg Stirkematerial (Korngréfie < 0,5 mm) in Tubes eingewogen. Zu den
Proben wurden 10 ml Acetatpuffer (0,1 M; pH 5,2) sowie 5 ml einer Pankreatin-Losung gegeben.
Diese Losung wurde folgendermallen bereitet: 12 g Schweine-Pankreatin (Merck, Darmstadt) wurden
in 80 ml Wasser (10 min bei 37 °C unter Riihren) suspendiert und dann 10 min bei 4 °C und 3000 g
zentrifugiert. Der Uberstand (54 ml) wurde mit 138 pl Amyloglucosidase (Sigma, Steinheim) und
10 ml Wasser versetzt und 2 h im Wasserbad bei 37 °C geschiittelt. Nach Abkiihlung auf Raumtempe-
ratur wurde zur inkubierten Probe die vierfache Menge an 96%igem Ethanol (EtOH) zugegeben und 1
h zur Fallung der RS stehen gelassen. Die Proben wurden 10 min bei 4 °C mit 2800 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und verworfen. Der Riickstand wurde
zweimal unter Zentrifugieren mit 80%igem EtOH gewaschen und dann gefriergetrocknet. Die ge-
trocknete Probe wurde vor der RS-Bestimmung in 1 ml Wasser und 1 ml 2 M NaOH unter Reiben mit
einem Kunststoffstab und Behandlung am Vortex aufgelost und dann mit Wasser auf 100 ml aufge-
fiillt. Von der Probenlosung wurden 0,2 ml mit 0,1 ml Amyloglucosidase-Losung 15 min bei 58 °C
inkubiert. Die gebildete Glucose wurde auf enzymatischem Weg mit dem Starke-UV-Test von Boeh-
ringer (Mannheim) bestimmt indem sie zu Glucose-6-phosphat in Gegenwart von Hexokinase umge-
setzt wird. Nach Zugabe von NADP" wurde bei 340 nm die Extinktion des gebildeten NADPH gemes-

sen, die proportional zur Menge an Glucose und damit an RS ist. Weiterhin wurde die Gesamtstirke in
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den Stérkematerialien durch sofortiges Losen in 1 M NaOH, Pankreatinabbau und enzymatischer Glu-

cosebestimmung ermittelt.

Von Champ modifizierte Berry-Methode: Es wurden 100 mg gemahlene Probe (< 0,5 mm) eingewo-
gen und mit 10 ml einer Pankreas-a-Amylase-Losung (Sigma) (500 Einheiten in 0,1 M Tris-Maleat-
Puffer-Losung mit 4 mM CacCl,, pH 6,9) 16 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde mit 96%igem
EtOH gefillt (1 h stehen lassen) und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Der Riickstand
wurde zweimal mit 80%igem Ethanol gewaschen, im Trockenschrank (60 °C) getrocknet und in 2 ml
2 M KOH suspendiert (30 min bei Raumtemperatur unter mehrfachem Mischen). Nach Zugabe von
12 ml Wasser wurde mit 1,5 ml Aliquots weitergearbeitet. Durch Zugabe von 0,65 ml 2 M Essigsédure
wurde ein pH-Wert von 4,5 eingestellt. Der Abbau der RS erfolgte mit 0,1 ml Amyloglucosidase-
Losung (20 Einheiten in 0,1 M Natriumacetatpuffer, pH 4,5) (90 min bei 65 °C). Die freigesetzte Glu-
cose wurde auf chromatographischem Wege mittels HPAEC/PAD (engl.: high-performance anion-
exchange chromatography/pulsed amperometric detection) bestimmt. Die Detektion der in der Probe
enthaltenen Stoffe (Glucose) basiert auf deren Oxidation an der Oberfliche der Arbeitselektrode
(Goldelektrode) und dem daraus resultierenden Stromfluss. Dieser Strom ist proportional zur Glucose-
Konzentration. Die Losungen der Proben wurden vor der Auftragung durch Membranfiltration
(0,45 um) gereinigt. Es wurde ein Chromatographiesystem der Fa. Dionex (Idstein) mit einer Vorséule
CarboPac-Guard PA-100, einer Sdule CarboPac-Guard PA-100 (4 x 250 mm) und einer Fliefige-

schwindigkeit von 1 ml/min verwendet.

2.2.3 Extraktion und Bestimmung von B-Glucan

Die Extraktion der B-Glucane aus Getreide und Getreideprodukten erfolgte mit Wasser bei pH 7-10
(Na,COs) bei relativ tiefen Temperaturen (Wood et al., 1989). Stirkebestandteile wurden durch
Zentrifugieren und Proteine im Uberstand durch Fillung bei pH 4,5 abgetrennt. Die Isolierung der -
Glucane erfolgt durch Féllung in 50%igem Isopropanol. Noch anwesende Stérke und Proteine wurden
enzymatisch abgebaut. Eine weitere eingesetzte Methode zur Extraktion von B-Glucan arbeitete unter
sauren Bedingungen (Bhatty et al., 1991). Hierbei wird das Getreidemehl mit einer 0,2 M KCI/HCI-
Losung (pH 1,5) 2 h bei 40 °C extrahiert.

Die Bestimmung von B-Glucan erfolgte enzymatisch. Dabei werden die B-Glucane zunéchst mit einer
hochgereinigten Lichenase unter Spaltung der B-(1—3)-Bindungen in Oligosaccharide zerlegt, die
dann mittels einer B-Glucosidase zu Glucose hydrolysiert werden. In unserer Variante erfolgte die

quantitative Messung der gebildeten Glucose auf photometrischem Wege bei 340 nm nach Umsetzung

mit NADP/ATP und Hexokinase (Boehringer).
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2.2.4 Ballaststoffbestimmung

Die Ballaststoffbestimmung erfolgte nach der gravimetrisch-enzymatischen AOAC-Methode gemal
Prosky et al. (1985, 1988) und nach § 35 des LMBG (Britter et al., 1992). Dabei wurde die Stirke in
der entfetteten Probe nach Verkleisterung mit hitzestabiler a-Amylase teilweise abgebaut. Anschlie-
Bend erfolgten der enzymatische Abbau des Proteins und die vollstindige Stirkehydrolyse mittels
Amyloglucosidase. Weiterhin wurden die unldslichen und die 16slichen Ballaststofffraktionen getrennt
aufgearbeitet und gravimetrisch bestimmt. Beide Ballaststofffraktionen wurden beziiglich ihres Gehal-
tes an Asche und Protein sowie einem Blindwert korrigiert. Die wesentlichen Schritte sind im folgen-

den Schema skizziert:

Einwaage 0,5-1 g Extrudat oder Probe (entfettet)

Zugabe von 50 ml Phosphat—Pufferlésung (0,08 M; pH 6,0)
und 100 pl a-Amylase (Sigma),
30 min bei 100° C inkubieren; abkiihlen
U
Zugabe von 10 ml NaOH (0,275 M), pH-Einstellung auf 7,5;
Zugabe von Protease (40 mg in 800 ul Phosphatpuffer; pH 6,0),
30 min bei 60° C inkubieren; abkiihlen
U
Zugabe von 10 ml HCI-Losung (0,325 M), pH-Einstellung auf 4,3-4,7;
Zugabe von 300 ul Amyloglucosidase-Losung,
30 min bei 60° C inkubieren; abkiihlen
U
Filtration im Fibertec (System E, 1023)

’

Unldsliche Fraktion
Spiilschritte :

3 x mit 20 ml 78 % Ethanol
2 x mit 10 ml 96 % Ethanol
3 x mit 10 ml Aceton

2 x mit 10 ml Petrolether

y

Protein- Asche-
bestimmung bestimmung

U

Unlosliche Ballaststoffe

'

Lésliche Fraktion

Féllung in 78 % Ethanol:
U

Filtration im Fibertec

U

alle Spiilschritte

y

Protein- Asche-
bestimmun bestimmung

U

Losliche Ballaststoffe
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2.2.5 Bestimmung der Wasserbindung

Das Wasseraufnahmevermdgen wurde nach der Kapillarsaugmethode in Anlehnung an die Baumann-
Methode (Arrigoni et al., 1987) mit einer Apparatur nach Heinevetter & Kroll (1982) bestimmt. Die
Apparatur besteht aus einem trichterférmigen Gefall mit pordser Glasfilterplatte (4090 um Porenwei-
te), auf der ein Filterpapier mit der Probe liegt. Das Gefdl3 ist blasenfrei mit Wasser gefiillt und mit
einem Kapillarschlauch verbunden, der zwischen den Platten eines elektrischen Kondensators spiral-
formig angeordnet ist. Die von der Probe aufgesaugte Fliissigkeit wird in gleicher Menge dem Kapil-
larschlauch entzogen. Dadurch ergibt sich eine proportionale Anderung der elektrischen Kapazitit des
Kondensators, die mit einem Linienschreiber als Aufnahme-Zeitkurve aufgezeichnet werden kann. Die
aufgenommene Fliissigkeitsmenge (in mg) entspricht dem digital angezeigten Spannungswert. Zu-
nichst wurde das Filterpapier gewogen und anschlieBend seine Wasseraufnahme bestimmt. Dann
wurde eine 10 mg Probe aufgegeben und nach Ende der Fliissigkeitsaufnahme der Filter mit Probe
zusétzlich zur Messung der Kapazititsainderung ausgewogen. Die Wasserbindungskapazitit wird in g

H,0/g Substanz angegeben.

2.2.6 Bestimmung der Brabender-Viskositit

Das Viskosititsverhalten der Proben wurde im Viskograph E (Brabender) nach Zerkleinerung in einer
Ultrazentrifugalmiihle (Retsch, Haan) mit einem 12-Zahn-Rotor und dem 0,5-mm-Sieb unter folgen-
den Bedingungen gemessen: Messbereich 700 cmg, Drehzahl 75 U/min, Start-Temperatur 30 °C, ma-
ximale Temperatur 95 °C (Haltezeit 15 min), End-Temperatur 30 °C (Haltezeit 5 min) und Heiz-
/Kiihlrate 1,5 °C/min. Die Auswertung erfolgte {iber die gemessenen Brabender-Einheiten, die der
Viskositit proportional sind. Dazu wurden insbesondere der maximale Wert wiahrend der Autheizpha-

se und der Wert am Ende der Kiihlzeit herangezogen.

2.2.7 Bestimmung der Saure-Extrakt-Viskositit

Die Bestimmung der so genannten Sdure-Extrakt-Viskositét (engl.: acid extract viscosity; AEV) er-
folgte nach Bhatty et al. (1991) und Huth et al. (2000). Es wurden 50 g der Haferextrudate bzw. -
proben in 400 ml 0,2 M KCI/HCI (82,8 ml 1 N HCI und 7,46 g KCI) suspendiert und unter leichtem
Riihren etwa 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI auf 1,5 korri-
giert. Dann wurde mit 0,2 M KCI/HCI auf 500 ml aufgefiillt und weitere 2 h bei 40 °C unter Schiitteln
bzw. Riihren extrahiert. Nach dem Zentrifugieren (20 min bei 6000 g) wurde die Viskositdt im Ubbe-

lohde -Viskosimeter bestimmt.
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2.2.8 Bestimmung des Molekulargewichts der -Glucane

Die Bestimmung des Molekulargewichts der B-Glucane erfolgte auf viskosimetrischem Weg iiber die
Erfassung der Grenzviskositit (Viskosititszahl; engl.: intrinsic viscosity) [n]. In der Literatur werden
verschiedene Umrechnungsformeln zwischen der Grenzviskositit und dem Molekulargewicht von

Polysacchariden angegeben.

Es wurden 200 mg gereinigtes B-Glucanpréiparat, das durch Extraktion aus den Extrudaten oder Pro-
ben gewonnen wurde, in 100 ml dest. Wasser vorsichtig geldst, 10 min bei 2000 g zentrifugiert. Dann
wurde die Auslaufzeit von 20 ml der B-Glucanlosung in einem Ubbelohde-Viskosimeter bei
25,040,1 °C gemessen. AnschlieBend wurden zur B-Glucanldsung viermal je 5 ml Wasser zugefiigt,
und es wurde jeweils erneut die Durchlaufzeit gemessen. Aus dem Verhéltnis der Durchlaufzeiten von
Losung und Losungsmittel wurde zunichst die relative Viskositdt und dann die spezifische Viskositét
berechnet. Die Grenzviskositit [1] (in ml/mg) wurde durch Extrapolation der Konzentration auf Null
graphisch ermittelt, indem die reduzierte Viskositdt gegen die Konzentration innerhalb der Messreihe

aufgetragen wurde.

Fiir verdiinnte Losungen von Polymeren, die nicht verzweigt vorliegen, kann mit Hilfe der Grenzvis-
kositit und der empirisch ermittelten Schréder Konstante (6x10™) das Molekulargewicht (M) kalku-
liert werden: M = [1]/0,0006. AuBlerdem wurde die Mark-Houwink-Gleichung zur Berechnung des

Molekulargewichts M aus der Grenzviskositit eingesetzt (Gleichung 2):

[n]=kx M, 2),

k und a sind von der Natur des Makromolekiils und des Losungsmittels abhdngig. Gemall Varum et al.
(1991) werden der Faktor k = 0,00067 und der Exponent a = 0,75 verwendet.

2.2.9 Herstellung der B-Glucanextrakte fiir die rheologischen Messungen

Es wurden jeweils 50 g der Haferextrudate bzw. -produkte M-M# zunédchst 5 min in 500 ml 96%igem
EtOH unter Riickfluss gekocht. Dadurch wurden méglicherweise noch anwesende Enzyme inaktiviert
und die Lipide extrahiert. Nach dem Zentrifugieren (20 min bei 4 °C und 3800 g), wurde der Riick-
stand in 600 ml Wasser suspendiert, mit 10 ml Termamyl 120 L. (Novo, Nordisk) sowie 224 mg CaCl,
versetzt und zum Abbau der Stirke sowie zur Extraktion der B-Glucane 2 h bei 96 °C unter leichtem
Schiitteln behandelt. Der Riickstand nach dem Zentrifugieren (20 min bei 4 °C und 3800 g) wurde
noch zweimal mit 50 ml Wasser extrahiert und erneut zentrifugiert. Die vereinigten Uberstinde wur-
den zundchst 3 h bei 40 °C mit 200 mg Pankreatin in Gegenwart von 60 mg NaN; zum Protein- und
weiteren Stiarkeabbau behandelt. Dann wurde der Losung zur Abtrennung niedermolekularer Bestand-

teile (Glucose, Maltooligosaccharide, Aminosduren, Peptide, Salze) unter Riihren die gleiche Menge
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an 96%igem EtOH zugesetzt, am nédchsten Tag wurde 30 min bei 4 °C und 3800 g zentrifugiert. Der
Riickstand wurde mehrfach unter Rithren mit 50 bis 96%igem EtOH gewaschen und jeweils erneut

zentrifugiert sowie schlieBlich im Vakuum-Zentrifugalverdampfer getrocknet.

Die isolierten Proben enthielten folgende Konzentrationen an -Glucan: Probe M = 61,74 %; Probe MN
= 53,24 %; Probe K = 55,66 %; Probe KN = 61,93 % und Probe M# = 63,53 % (bezogen auf die Origi-
nalsubstanz). Von dem in den Haferextrudaten bzw. -priparaten anwesendem -Glucan wurden weni-

ger als 50 % isoliert.

Fiir die rheologischen Messungen wurden 2%ige und/oder 4%ige wissrige Losungen der f-
Glucanproben bereitet. Zur Losungsverbesserung wurde das -Glucan vor der Losung in 25 ml Wasser
(in Gegenwart von NaN3) mit 0,2 ml EtOH angefeuchtet. Die Proben wurden 20 min auf 90 °C im
Wasserbad erhitzt und anschlieBend 48 h bei 25 °C im Wasserbad geschiittelt. Nach erneutem Erhitzen
auf 90 °C (20 min) und Behandeln am Vortex-Mixer wurden die Proben vor der Messung iiber Nacht
erneut bei 25 °C geschiittelt. Ein moglicherweise eingetretener Wasserverlust wurde korrigiert. Die

Proben waren wihrend der Messungen stabil.

2.2.10 Rheologische Messungen

Verwendet wurde das Hochleistungsrheometer UDS 200 (Paar-Physica, Stuttgart) mit Luftlagertechnik

und allen bekannten rheologischen Messoptionen (auBler Optorheologie). Da die Probenmenge nur be-

grenzt hergestellt werden konnte, wurden folgende Messeinstellungen bei Nutzung von jeweils einer

Probenvorlage unmittelbar hintereinander durchgefiihrt:

1) Frequenzsweep als zerstorungsfreie Materialpriifung

2) Amplitudensweep als zerstorungsfreie Materialpriifung (hier aufgrund der Probencharakteristik si-
cher zerstorungsfrei durchgefiihrt)

3) Spannmessung mit Hinlaufkurve, Rampe zur Bestimmung des rheodynamischen Verhaltens und
Riicklaufkurve mit Bestimmung der rheologischen Parameter.

Die Schergeschwindigkeit wurde nach berechnet als relevante auftretende Scherung des Nahrungsbreies

im Diinndarm nach Gleichung (3):

j= ;.‘\F; ins 3)

Verwendet wurde das DIN Schersystem Z3 DIN (duBlerer Messkdrper, Zylinder mit Profil), um mogli-

che Wandgleiteffekte der Probe zu kompensieren. Die Messungen erfolgten bei 20 £ 0,01°C mit einem
Messvolumen von 17 ml. Eine detaillierte Untersetzung der Messanstellungen ist nachstehend zusam-

mengestellt:
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1) Frequenzsweep: 0,001 <f< 100 Hz; y= 0,001 30 Messpunkte;
(kein Pre-Shearing).
2) Amplitudensweep: 0,0001 <y<0,1;f=1Hz 30 Messpunkte.

Das Speichermodul G’, das Verlustmodul G’* der Verlustwinkel tan 6 und die komplexe Visko-
sitdt |n*| wurden in Abhéngigkeit von der Frequenz f im Frequenzsweep bzw. von der Deforma-

tion y im Amplitudensweep berechnet.

3) Schergeschwindigkeitsvorgaben

Hinlaufkurve: 0,1<y<105s" 60s 30 Messpunkte;
Rampe: v =10 s 60s 30 Messpunkte;
Riicklaufkurve: 0>7>01s" 60s 30 Messpunkte.

Die Ermittlung der rheologischen Zustandsgleichung und ihrer Parameter erfolgte aus der Messung
der Riicklaufkurve mit Verwendung der Messdaten nach den Modellen von Herschel-Bulkley (HB)
und Casson (CA) fiir plastische Systeme sowie von Ostwald-de Waele (OW) fiir strukturviskose nicht-
Newtonsche Systeme. Es wurden die FlieBgrenze 1o, der Konsistenzfaktor K und der FlieBexponent n
ermittelt. Die Dichte der B-Glucanlésungen (innerhalb der rheologischen Untersuchungen) wurde mit-

tels einer konventionellen Pyknometermessung bei 20 °C ermittelt.

Die rheologischen Messungen erfolgten an der Technischen Universitét Berlin, Institut fiir Lebensmit-

teltechnologie und Lebensmittelchemie, FG Rheologie.

2.3 In-vitro-Untersuchungen

2.3.1 In-vitro-Verdauung der Haferextrudate

Da die Extrudate bzw. Hafer-/Getreideprodukte neben den Ballaststoffkomponenten auch teilweise
grofle Anteile an verdaulicher Stirke enthalten, musste diese Starkefraktion vor den vorgesehenen Un-
tersuchungen enzymatisch abgebaut werden (In-vitro-Verdauung). Der Abbau der verdaulichen Stéirke
in den Extrudaten erfolgte in Anlehnung an physiologische Bedingungen durch Behandlung mit

Pankreatin und Amyloglucosidase (und den Bedingungen der Bestimmung von RS).

Es wurden 10 g der Extrudate in einem Gemisch aus 1000 ml 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,2) und 500 ml
des Enzymgemisches 2 h in einem Sulfierkolben unter Riihren bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die
Proben zur Féllung der nicht abgebauten Anteile mit der vierfachen Menge an 96%igem EtOH versetzt
und 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Riickstand wurde zweimal mit 80%igem EtOH ge-
waschen, dann in 96%igem EtOH zur Enzyminaktivierung 30 min gekocht und schlielich zu Trocken-

produkten aufgearbeitet.

Das Enzymgemisch wurde auf folgende Weise bereitet: Es wurden 94 g Pankreatin (Merck) in 626 ml
Wasser 10 min unter Riihren geldst und dann 10 min bei 4 °C und 3000 g zentrifugiert. Vom Uberstand
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wurden 422 ml abgenommen. Weiterhin wurden 1,08 ml Amyloglucosidase (Sigma) mit Wasser auf 78
ml aufgefiillt. Beide Losungen (insgesamt 500 ml) wurden zum Abbau der verdaulichen Stirke in den

Extrudaten eingesetzt.

2.3.2 Stirkeverdauung in vitro in Gegenwart von Haferextrudaten und Ballaststoffen

Es wurden 100 mg verdauliche Maisstirke in 10 ml 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,2) gelost bzw. suspen-
diert. Dazu wurden 125-750 mg der verdauten Extrudate oder 50-100 mg einer Alkohol-unldslichen
Substanz (AUS) aus Apfeln oder 100-250 mg Pektin gegeben. Diese Gemische wurden mit 5 ml En-
zymldsung bis zu 2 h bei 37 °C inkubiert. Zur Herstellung dieser Enzyml6sung wurden 0,3 g Pankreatin
(Merck) in 80 ml dest. Wasser gelost. Die freigesetzte Glucose wurde auf enzymatischem Wege mit

NADP/ATP und Hexokinase direkt bestimmt.

Die AUS wurde aus Apfeln der Sorte Boskoop (Region Potsdam) durch Zerkleinerung in der doppelten
Menge an 96%igem Ethanol und zweifachem Kochen unter Riickfluss (je 15 min), Waschen mit Etha-
nol steigender Konzentration sowie Aceton und Trocknen bereitet. Die AUS enthilt 16,3 % Gesamt-
pektin, 23,2 % 16sliche und 72, 4 % unlosliche Ballaststoffe (Dongowski et al., 2001). Das eingesetzte
hochveresterte Citruspektin (Copenhagen Pectin A/S, Lille Skensved, Danemark) besal3 folgende Para-
meter: Galacturonan = 68,9 %, Veresterungsgrad mit MeOH = 70,4 % und Grenzviskositit [n] = 782

ml/g Galacturonan.

2.3.3 Bestimmung des Gallensdurenbindungsvermaogens in vitro

Es wurden 100 mg der verdauten Extrudate 2 h bei 37 °C in 10 ml Soérensenpuffer (pH 5,0 oder 6,5),
die 0,5 mmol/l Glycocholsdure (GCA) oder Glycodesoxycholsidure (GDC) enthielten, im Schiittelwas-
serbad Haake SWB 20 (Geschwindigkeitsstufe 60) behandelt. AnschlieBend wurden diese Gemische
10 min bei 4 °C und 3000 g zentrifugiert. Dann wurden 0,5 ml des Uberstandes durch Festphasenex-
traktion an Bakerbond spe C;s gereinigt (J.T. Baker, Gross Gerau). In den getrockneten Filtraten wur-
den die nicht gebundenen Anteile der GS (an der freien Carboxylgruppe) mit 4-Brommethyl-7-
methoxycumarin (BMC) derivatisiert und mittels HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
bestimmt. Es wurden die Peakfldchen von jeweils 6 Parallelversuchen mittels Eichgeraden fiir die Bin-
dungsversuche ausgewertet. Die Derivatisierung und Bestimmung der GS ist unter 3.4.5 detailliert be-

schrieben.
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2.3.4 In-vitro-Fermentation

Bei der Fermentation wurde frische Faecesflora von 3 gesunden Probanden, die zuvor mindestens

6 Monate keine Antibiotika eingenommen hatten, eingesetzt.

Es wurden 20 g Faeces und 60 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,5) im sterilen Kulturgefall angesetzt
(Suspension). Unter Stickstoff-Begasung wurden jeweils 15 mg der verdauten Extrudate in einer Dop-
pelbestimmung mit genau 1 ml der Faeces-Suspension in einem 2 ml-Eppendorf-Gefdll vermengt, am
Vortex-Mixer homogenisiert und anschlieend im Wasserschiittelbad (Haake SWB 20) bei 37 °C bei
einer konstanten Schiittelgeschwindigkeit behandelt. Die Nullprobe (0 h) wurde ohne Temperierung
im Wasserschiittelbad sofort bei -80 °C eingefroren. Nach 1, 2, 4, 6 und 8 h (teilweise auch nach 10

und 24 h) wurden die Proben entnommen und sofort bei -80 °C zwischengelagert.

Die weitere Probenaufarbeitung und die Bestimmung der SCFA mittels Gaschromatographie ist im

Kapitel 3.4.6 beschrieben.

2.4 In-vivo-Untersuchungen

2.4.1 Fiitterungsversuch an Ratten

Im Fiitterungsversuch an Ratten wurden BS-reiche Haferprodukte aus optimierten Verfahrensvarianten
getestet. Der Versuch wurde beim Ministerium fiir Landwirtschaft, Umweltschutz und Raumordnung
des Landes Brandenburg am 21.10.2002 als Tierversuchsanzeige nach § 6 des Tierschutzgesetzes ange-
zeigt und am 01.11.2002 bestdtigt. Der Versuch wurde im Max-Rubner-Laboratorium des DIfE durch-
gefihrt.

Die Untersuchungen erfolgten 6 Wochen lang mit wachsenden ménnlichen Ratten (Stamm: Wistar;
Tierzucht Schonwalde GmbH, Schonwalde), die ein Korpergewicht von ca. 80 g bei Versuchsbeginn
besalen. Die Tiere wurden in Einzelkéfigen (bei 22 £ 2 °C und 55 = 5 % Feuchtigkeit) gehalten. Vor
Beginn des Versuchs erhielten alle Tiere eine Woche lang das Kontrollfutter (0. Woche). Dann wur-
den die Tiere in eine Kontrollgruppe und 6 Versuchsgruppen zu je 10 Tieren aufgeteilt. Wahrend die
Kontrollgruppe weiterhin die Kontrolldidt Standarddidt (S) erhielt, wurden die Versuchsgruppen M,
MN, K, KN und M# mit den Didten M, MN, K, KN bzw. M# gefiittert, die neben Hafermehl oder
Haferkleie auch teilweise Novelose 330 enthielten (Tab. 3.1-3).

Zu den Untersuchungsparametern gehorten die wochentliche Gewichtskontrolle und Bestimmung der
aufgenommenen Futter- und Wassermenge sowie das Befinden der Tiere. Es erfolgten weiterhin in
regelméfigen Abstinden die Bestimmung von Gallenséduren und der neutralen Sterole sowie der kurz-
kettigen Fettsduren in den Faeces und die Ermittlung der Zusammensetzung der Mikroflora und Se-

rumlipide.
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Zur Gewinnung der "24-h-Faecesproben" wurden die Tiere am Vortag einzeln auf Roste gesetzt. Die
Faeces wurden sorgfiltig vollstindig eingesammelt, gewogen und gefriergetrocknet (Analysen: Aus-
beute, TM, Gallensduren, neutrale Sterole). Frischfacces wurden vom Tier abgenommen und sofort
aufgearbeitet (Analysen: SCFA, pH-Werte, TM). Folgende Keimzahlen wurden bestimmt: Gesamt-
keimzahl (aerob und anaerob), Lactobacillus, Escherichia coli, Bacteroides und Hefen. Die Blutab-
nahme erfolgte niichtern nach 16 h Nahrungskarenz aus dem Augenplexus (ca. 1 ml). Folgende Parame-
ter wurden ermittelt: Gesamt-Cholesterol, LDL-Cholesterol, HDL-Cholesterol und Triglyceride. Am
Totungstag wurden die Darmgewichte ermittelt und die Darminhalte isoliert und eingefroren: Diinn-
darm, Caecum und Colon (proximal und distal). Von folgenden Organen wurde vor dem Einfrieren das
Gewicht bestimmt: Leber und Milz. Weiterhin wurden Proben aus dem Colon fiir histologische und

immunohistochemische Untersuchungen entnommen.

2.4.2 Ernihrungsversuch am Menschen

Zur Bestimmung physiologischer Wirkungen der Haferprodukte am Menschen in einer Pilotstudie
wurde das Extrudat MN, das aus Hafermehl und Novelose 330 hergestellt wurde ausgewdhlt. Der Ver-
such wurde durch die Ethikkommission der Universitit Potsdam am 24.05.2000 genehmigt.

Zwolf gesunde Probanden (Alter 22-38 Jahre; BMI 18-30; 9 weibliche und 3 ménnliche ), die in den
letzten 3 Monaten vor oder wihrend des Versuchs keiner Antibiotika-Therapie unterlagen, konsumier-
ten innerhalb einer Testphase von 4 Wochen tiglich 100 g des Extrudats MN {iiber den ganzen Tag
verteilt zusdtzlich zu ihrer habituellen Diét. In diesem Zeitraum verzichteten die Probanden auf den
Konsum von Haferprodukten (z.B. Haferflocken und Haferbrot) in ihrer habituellen Diét. Untersu-
chungen erfolgten vor dem Versuch (Woche 0), wiahrend des Versuchs (Wochen 2 und 4) sowie 14 d
nach Beendigung des Versuchs (Woche 6; Follow-up). In Tab. 3.4.-1 sind die durchgefiihrten Analy-

sen zusammengestellt.

2.4.3 Bestimmung der Serumlipide

Zur Bestimmung der Serumlipide wurde den Tieren bzw. Probanden nach einer Nahrungskarenz von
ca. 12-14 Stunden Blut abgenommen und bis zur Messung kiihl gelagert. Fiir die Bestimmung der
Serumlipide wurden kommerziell erhdltliche Enzymkits eingesetzt. Die Bestimmung der Triglyceride
erfolgte mit einem enzymatischen Farbtest nach der GPO-PAP-Methode (Olympus Diagnostica
GmbH, Hamburg). Cholesterol wurde nach der CHOD-PAP-Methode ermittelt (enzymatischer Farb-
test) (Olympus). LDL-Cholesterol wurde mit einem turbidimetrischen Test bestimmt (Roche Di-
agnostics GmbH, Mannheim). Die Konzentrationen an HDL-Cholesterol wurden mit einem homoge-

nen enzymatischen Farbtest nach der CHOD-PAP-Methode ermittelt (Olympus).

Die Bestimmung der Serumlipide erfolgte durch das Hygiene Institut Labordiagnostik Potsdam GbR.
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Tab. 3.4-1: Untersuchungen im Ernédhrungsversuch am Menschen

Parameter Woche 0 Woche 2 Woche 4 Woche 6*
Korpergewicht X X X X
Wohlbefinden

Erndhrungsprotokoll

SCFA x X x X
pH-Werte X X X X
Serumlipide X X x X
Gallensduren X X x x
Neutrale Sterole X X x x
Mikrobiologie X X

* Follow-up Phase
2.44 Bestimmung der Keimzahlen

Die Bestimmung der Keimzahlen an je 6 Tieren pro Gruppe wurde mittels klassischer Methoden
durchgefiihrt. Die Probennahme erfolgte bei den Tierendirekt am After (in sterile Eppendorfgefifie).
Die Proben von den Ratten bzw. Probanden wurden unmittelbar nach der Entnahme kiihl zwischenge-
lagert (4 °C) und innerhalb 1 h weiterverarbeitet. Aus den Proben (ca. 0,15 g) wurden Verdiinnungen
mit gepuffertem Peptonwasser hergestellt (DAB 10) und jeweils 0,05 ml auf Selektivndhrbdden auf-
gebracht und bei 37 °C aerob bzw. anaerob bebriitet. Die hierfiir verwendeten Anzuchtbedingungen
und Materialien sind in Tab. A3-1 (siche Anhang) aufgefiihrt. Ermittelt wurden die aerobe und anae-
robe Gesamtkeimzahl sowie Lactobacillus sp., Bacteroides-Gruppe, Bifidobacterium sp. und Escheri-
chia coli. Die Keimzahlen wurden als log;y Kolonie-bildende Einheiten (engl.: colony-forming units,

CFU) pro g TM angegeben.

Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden vom Labor der Gesellschaft fiir innovative Mikrodko-

logie mbH, Wildenbruch, durchgefiihrt.

2.4.5 Bestimmung von Gallensduren und neutralen Sterolen
2.4.5.1 Probenvorbereitung fiir die Analyse

Es wurden 50 mg der gefriergetrockneten Intestinalinhalte oder Faeces 1 h unter Schiitteln bei 80 °C in
einem Gemisch aus 2,55 ml 0,5 M NaOH und 23 ml 96 %igem EtOH und nach Zusatz von 7a,12[-
Dihydroxy-5B-cholanséure sowie von 5-Cholesten-3f3,25-diol als innere Standards fiir GS sowie NS
hydrolysiert. Nach Zentrifugieren (15 min bei 4 °C und 5000 g) wurde der quantitativ isolierte Uber-
stand auf 3 ml in einem Vakuum-Zentrifugalverdampfer (VZ) konzentriert und dann mit 7 ml 1 M
NaOH sowie 2 ml Methanol vermischt. Die nichtpolaren NS wurden von den GS mittels dreimaliger

Extraktion mit Hexan durch Schiitteln und Zentrifugieren (15 min bei 4 °C und 5000 g) abgetrennt.
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Die oberen Hexanphasen wurden mit einer Pipette vorsichtig entnommen, im VZ eingedampft, dann
in 1 ml EtOH aufgenommen und nach Zentrifugieren in verschlossenen Eppendorf-Réhrchen bei

-20 °C bis zur Bestimmung der NS zwischengelagert.

Die untere GS enthaltende Phase der Hexanextraktion wurde zur Bestimmung der GS weiter aufgear-
beitet. Nach Entfernung der organischen Losungsmittelreste im VZ wurde diese Phase auf 50 ml mit
bidest. Wasser aufgefiillt. Hiervon wurden Proben zu je 15 ml (entsprechend ca. 15 mg Trockenfae-
ces) entnommen, von denen 2 fiir die GS-Bestimmung durch Festphasenextraktion an Bakerbond spe

C,s-Kartuschen (Baker) gereinigt wurden. Die GS wurden mittels HPLC bestimmt.

2.4.5.2 Bestimmung der neutralen Sterole

Die NS-Analysen wurden mittels Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie (HPTLC) auf Kieselgel
60 Fys4 (Merck) mit dem HPTLC-System (Camag, Muttenz, Schweiz), bestehend aus dem Automatic
TLC Sampler III, dem TLC Scanner II, der ADC-Kammer und der Tauchvorrichtung, durchgefiihrt.
Es wurden bis zu 5000 nl der Probe durch Sprithen aufgetragen. Die Chromatogramme wurden mit
Ether-Heptan (55:45; v/v) in einer automatischen Entwicklungskammer entwickelt. Die Platten wur-
den dann zur Sichtbarmachung der Banden 3 s in Kupfersulfat-H;PO4-Reagenz (10%ige CuSOy-
Losung in 8%iger wassriger H;POy4) getaucht und anschlieBend 5 min auf 180 °C auf dem Plattener-
hitzer erhitzt. Die Platten wurden bei 450 nm gemessen, die Auswertung erfolgte mit der Software

CATS 3.15.

2.4.5.3 Festphasenextraktion der Gallensiuren

Die Reinigung der GS-haltigen Proben erfolgte mittels Festphasenextraktion an Bakerbond
spe C;g -Kartuschen (3 ml) im Baker spe-12G-System (Fa. J.T. Baker). Zur Aktivierung wurden die
Kartuschen zunéchst mit 3 ml MeOH und dann mit 10 ml bidest. Wasser gewaschen. AnschlieBend
wurden die Proben aufgetragen. Die GS werden an die Phase gebunden. Die Reinigung erfolgte durch
Waschen mit 10 ml bidest. Wasser, 3 ml 10 %igem wissrigem Aceton und erneut mit 10 ml bidest.
Wasser. Dann wurden die GS mit zweimal 2 ml MeOH langsam eluiert und im VZ eingedampft, wo-
bei 10 pl Na,CO;-Losung (400 mg/10 ml Wasser) zugesetzt wurden. Die Proben wurden dann im VZ
eingedampft.

2.4.5.4 Derivatisierung der Glycinkonjugate und freie Gallensiuren

Zur Bestimmung der freien und der mit Glycin konjugierten GS wurde jeweils eine der parallel aufge-
arbeiteten Proben mit 100 pl 0,4%iger Na,COs-Losung versetzt und erneut im VZ eingedampft. Zum
Riickstand wurden 100 pul BMC-Lésung (2 mg/ml Acetonitril) und 50 ul 18-Crown-6 (20 mg/ml Ace-
tonitril) gegeben, und es wurde 2 h bei 40 °C unter Schiitteln im Thermomixer behandelt. Die Probe
(Derivate 1) wurde auf 2 ml mit Acetonitril aufgefiillt und zentrifugiert (15 min bei 23100 g und 4 °C).
Im Uberstand wurden die GS mittels HPLC analysiert.
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2.4.5.5 Derivatisierung der Gesamt-Gallensiuren als freie Gallensiduren

Taurinderivate, die wegen der endstindigen Sulfatgruppe nicht direkt mit BMC reagieren konnen,
wurden in einer parallelen Probe zunéchst mit Cholylglycinhydrolase (Sigma, St. Louis, USA) enzy-
matisch hydrolysiert und dann in Form der freien GS ebenfalls derivatisiert. Die Proben wurden mit
710 pl Na-Acetatpuffer (pH 5,6) und 100 pl Cholylglycinhydrolase (80 Einheiten/ml 0,005 mmol/l
Phosphatpuffer; pH 7,0) versetzt und 40 min bei 37 °C im Wasserbad zur Hydrolyse der Glycin- und
Taurineinheiten behandelt. Diese Hydrolysate wurden erneut iiber eine Festphasenextraktion gereinigt.
Zum fast eingedampften methanolischen Eluat wurde Na,COs-Losung zugegeben und nach dem

Trocknen wie oben beschrieben ebenfalls derivatisiert (Derivat II).

2.4.5.6 Bestimmung der Gallensiduren

Die GS wurden mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion bestimmt. Die BMC-markierten GS wurden
an einer unpolaren stationiren Phase (Nucleosil 100 A; Cyg; 5 pum; 250 x 4,6 mm) bei 40 °C in einer
HPLC-Anlage (Gynkotek, Germering) mit dem Online-Degasser DG 1310, der Gradientenpumpe M
480, dem Injektionsautomaten GINA 160, einem Saulenofen (Peltier) und dem Fluoreszenzdetektor
RF 1002 (Shimadzu, Duisburg) getrennt. Die Detektion erfolgte bei einer Anregungswellenldnge von
320 nm und einer Emmissionswellenldnge von 385 nm. Zur Auswertung und Deutung wurde die
Software GynkoSoft eingesetzt. Die auftragetragene Menge betrug 10 bis 50 pl. Es wurden lineare
Gradienten aus Acetonitril (30 bis 100 %), Methanol (40 bis 0 %) und Wasser (30 bis 0 %) verwendet.
Die Steroide (GS und NS) wurden von folgenden Quellen bezogen (siche Anhang; Tab. A3-2).

2.4.6 Bestimmung der kurzkettigen Fettsiuren

Die SCFA wurden gaschromatographisch (GC) bestimmt. Dabei wurden die Proben aus den In-vivo-
Untersuchungen sofort nach ihrer Entnahme weiterverarbeitet. Proben aus den In-vitro-
Fermentationen wurden zunéchst bei —80 °C zwischengelagert. Die fliichtigen SCFA wurden zunéchst
in ihre lagerstabilen Na-Salze {iberfiihrt. Vor der gaschromatographische Analyse wurden sie durch

Zugabe von Ameisensiure freigesetzt.

Von jeder Probe wurden ca. 350 mg und die vierfache Menge Wasser in ein 2 ml-Eppendorf-Gefaf3
eingewogen und anschlieBend homogenisiert. Es wurden zweimal 600 pl dieses Homogenats abge-
nommen. In einem Anteil wurde die TM mittels Thermo Control (Sartorius, Gottingen) bestimmt. Der
zweite Anteil wurde in einem 2-ml-Eppendorf-Gefdl 5 min bei 15000 g und 5 °C zentrifugiert. Vom
Uberstand wurden 100 pl abgenommen, in 2 ml- Eppendorf-Gefd (mit Deckel) pipettiert, mit 50 pl
iso-Buttersdure (als interner Standard) sowie 280 pul HC1O,4 (0,36 M), 270 pl NaOH (1 M) versetzt und
danach am Vortex gemixt. Diese Proben wurden gefriergetrocknet. Die trocknen Proben wurden mit
200 pl Ameisensédure (5 M) und 800 pl Wasser versetzt und 1 min auf dem Vortex geschiittelt. 1 pl

hiervon wurde zur Analyse der SCFA mittels Gaschromatographie aufgetragen.



Material und Methoden 42

Die SCFA wurden auf einer HP-FFAP-Saule (30 m x 0,53 mm; 1,0 um Dicke) unter Anwendung ei-
nes Temperaturprogramms in jeweils 2 Parallelproben bestimmt. Das GC-System von Hewlett-
Packard (Waldbronn) bestand aus dem HP Chromatographen 5890 Serie II, dem HP 7673 GC/SFC
Injector, dem HP GC-Autosampler Controller, einem FID-Detektor und der Software - HP Chemstati-
on. Der Split betrug 1:1. Als Tragergas wurde Helium mit einer Flussrate von 20 ml/min eingesetzt.
Luft wurde von einem Kompressor Silent 100 (Schneider, Hamburg) zugefiigt und Wasserstoff mit
einem Wasserstoffgenerator (Whatman, Gottingen) erzeugt. Die anfangliche Ofentemperatur von 85
°C wurde 0,5 min lang konstant gehalten und zunéchst mit einer Rate von 7 °C/min auf 135 °C erhoht
und dann mit einer Rate von 70 °C/min auf 160 °C weiter erhoht. Nachdem die Temperatur 4 min bei
160 °C konstant gehalten wurde, erfolgte ebenfalls mit einer Rate von 70 °C/min eine Abkiihlung auf
85 °C. SchlieBlich wurde die Temperatur noch 1 min auf 85 °C konstant gehalten (Gesamtdauer der
Analyse: 14,17 min). Die Temperatur des Injektors betrug 200 °C und die des Detektors 260 °C. Die

SCFA wurden in pmol/g Feuchtgewicht, TM oder Gesamt-Intestinalinhalt berechnet.

2.5 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

2.5.1 Gewinnung und Aufarbeitung der Gewebeproben

Am Ende der Versuchsphase wurden die Tiere dekapitiert. Der Darmtrakt sowie die Leber und die
Milz wurden entnommen und gewogen, der Darmtrakt nach Entfernung des Darminhalts vorsichtig
abgespiilt und erneut gewogen. Fiir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen

wurden jeweils 0,5 cm proximales und distales Colon in 4%igem frischem Formalin 24 h lang fixiert.

Anschlielend wurden die Proben 24 h unter flieBendem Leitungswasser gespiilt und im Entwésse-
rungsautomaten Hypercenter*XP (Shandon, Frankfurt) mittels aufsteigender Alkoholkonzentrationen
dehydriert und dann {iber Toluol in Paraffin eingebettet (Paraffinausgiestation Histocenter 2, Shan-

don) (siche Anhang; Tab. A3-3)

2.5.2 Farbung der Gewebeschnitte
2.5.2.1 Vorbereitung der Gewebeschnitte

Mittels eines Rotationsmikrotoms HM350 (Microm, Walldorf) erfolgte die Anfertigung von 2 pm

diinnen Schnitten, die auf Objekttrager aufgezogen und getrocknet wurden.

Das Entparaffinieren, Rehydrieren und Dehydrieren der Schnitte fiir die histologischen bzw. immun-
histochemischen Untersuchungen wurde im Automaten Varistain XY (Shandon, Frankfurt) durchge-

fiihrt (siche Anhang; Tab. A3-4).
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2.5.2.2 Himatoxylin-Eosin-Firbung (H&E-Firbung)

Die H&E-Firbung ist eine Ubersichtsfarbung, bei der sich die Zellkerne blauviolett und das Zyto-
plasma sowie das Bindegewebe und die Muskulatur rot anfirben. Mucine farben sich nicht an und
hinterlassen deshalb eine ungefirbte Flidche als Negativbild in den Becherzellen. Die entparaffinierten
Schnitte wurden zundchst 1 min in Mayers Hiamalaun-Losung gefarbt, anschlieBend 5 min mit Lei-
tungswasser gespiilt und gebldut und 50 s in 1%ige wissrige Eosinldsung eingestellt. Nach Spiilen mit
dest. Wasser (30 s) wurden die Préparate iiber aufsteigender Alkoholkonzentration dehydriert (siche
Anhang; Tab. A3-3) und eingedeckt.

2.5.2.3 Alzianblau(2,5)-Perjodsiure-Schiff-Firbung [AB(2,5)-PAS-Fiarbung]

Die AB(2,5)-PAS-Férbung ist eine Spezialfirbung fiir die Differenzierung von Glycoproteinen. Beim
hier verwendeten pH-Wert von 2,5 farben sich alle sauren Mucine durch das Alzianblau blau, wahrend
sich die neutralen nach der Reaktion mit Perjodséure und Schiffschem Reagenz violett darstellen

(Abb. 3.5-1).

Die entparaffinierten und rehydrierten Priparate wurden zunédchst 3 min in 3%iger Essigsédure (ES)
angeséduert, um die Reaktion ubiquitérer, schwach saurer Gruppen durch ihre Protonierung zu verhin-
dern und dadurch eine unspezifische blaue Hintergrundfarbung zu vermeiden. Anschliefend wurden
die Gewebeschnitte 30 min in 1% AB in 3%iger ES bei pH 2,5 gefirbt. Nach kurzem Spiilen in
3%iger ES und kurzem Nachspiilen mit dest. Wasser wurde die PAS-Reaktion durch eine zehnminiiti-
ge Oxidation mit 1%iger wissriger Perjodsdure begonnen. Dann wurden die Schnitte 2 min in dest.
Wasser gespiilt. Die Praparate wurden fiir 15 min in Schiffsches Reagenz und dreimal je 2 min in Sul-
fitwasser getaucht. Nach erneutem Spiilen in flieBendem Leitungswasser (15 min) erfolgte eine einmi-
niitige Gegenfarbung mit Hamalaun. AbschlieBend wurden die Schnitte noch einmal 5 min in flieBen-
dem Leitungswasser gespiilt, in der aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und eingedeckt (siche An-

hang; Tab. A3-3).
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Abb. 3.5-1 Darstellung von Becherzellen mit neutralen und sauren Mucinen nach der AB(2,5)-
PAS-Farbung bei einem Kontrolltier im distalen Colon. Neutrale Mucine stellen sich
rot dar, wihrend sich saure Mucine blau anféarben.

2.5.2.4 Immunhistochemischer Nachweis des aktiven Caspase 3-Antigens

Um eine Demaskierung der Antikorperbindungsstellen durchzufiihren, wurden die rehydrierten
Schnitte in der Mikrowelle behandelt. Dazu wurde der Mikrowellenpuffer (DAKO, Hamburg) 180 s
lang bei 850 W erhitzt. Die Objekttrager wurden in den erhitzen Puffer eingestellt und 180 s bei 850
W in der Mikrowelle inkubiert, dann 15 min im Wasserbad abgekiihlt und mit dest. Wasser gespiilt.
Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte 10 min mit 3 % (v/v) H,O, inkubiert
und in Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) gespiilt. Die Schnitte wurden mit einem speziellen Stift
(DAKO) eingegrenzt, um den Losungsverbrauch zu vermindern. Zur Blockierung unspezifischer Bin-
dungen wurden die Schnitte 30 min mit Antikérperverdiinnungsmedium (AKVM) bei Raumtempera-
tur inkubiert und kurz in PBS gespiilt. Die Inkubation mit dem Primérantikdrper (anti-aktive Caspase-
3; Herkunft: Kaninchen; bekannte Spezies-Reaktivitit: Mensch, Maus, Ratte u. a.; Produkt-Nr.:
559565; DB Biosciences, Heidelberg) erfolgte in der Verdiinnung 1:1000 in AKVM bei 4 °C iiber
Nacht. AnschlieSend wurden die Objekttriager dreimal je 3 min mit PBST (PBS-Tween 20) und einmal
je 3 min mit PBS gewaschen. Die Detektion erfolgte mit einem biotinyliertem Sekundirantikdrper
(Esel anti-Kaninchen IgG (H+L), Konjugat: Biotin-Spacer; Produkt-Nr.: 711-065-152; Jackson Im-
muno Research, West Grove, PA, USA) 1:2000 in AKVM fiir 30 min bei 37°C. Nach vier Wasch-
schritten mit PBST/PBS wurden die Schnitte 30 min bei Raumtemperatur mit Streptavidin-Biotin-
Komplex/Meerrettich-Peroxidase (StreptAB-Komplex/POD) inkubiert. Es schlossen sich vier weitere
PBST/PBS-Waschschritte an. Die Schnitte wurden dann ca. 20 s mit Diaminobenzidin gefarbt und
sofort in dest. Wasser gespiilt. Dabei wurde die POD durch ein braunes unldsliches Reaktionsprodukt
visualisiert. AnschlieBend wurden die Schnitte dehydriert und eingedeckt (siehe Anhang; Tab. A3-3).
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2.5.3 Auswertung der histologischen Schnitte

2.5.3.1 Mikroskopie und Mikrofotografie

Die Messung der Darmwandstirke, die Zellzdhlungen und die Fotodokumentation wurden mit Hilfe
eines Lichtmikroskops Eclipse E 1000 (Nikon, Diisseldorf) mit differentiellem Interferenzkontrast und
Videoausstattung (CCD-1300 CB, Vosskiihler) in Kombination mit dem Echtfarbbildanalysesystem
LUCIA G (Nikon) vorgenommen.

2.5.3.2 Aufbau der Darmwand

Die Untersuchung der Dicke der einzelnen Schichten der Darmwand erfolgte am H&E-gefarbten Pra-
parat. Es wurden die Tunica mucosa (TMC), Tela submucosa (TS) und Tunica muscularis (TML)

gemessen (Abb. 3.5-2).

Lamina-epithelialis-mucosae Lamina-propria:mucosae

{Krypten)

Abb.: 3.5-2: Aufbau der Dickdarmwand am Beispiel eines H&E-gefiarbten Gewebeschnittes eines
Kontrolltiers im distalen Colon.

Es wurde die kiirzeste Linie zwischen der Lamina muscularis mucosae (LMM) (innerer Rand) bis zum
Kryptoffnungsniveau gemessen. Die Summe dieser Lénge [Lamina epithelialis mucosae (LEM) +
Lamina propria mucosae (LPM)] und der Stirke der LMM wurde als Mucosadicke (TMC) definiert.
Zur Bestimmung der Stirke der Tela submucosa wurde vom inneren Rand des Stratum circulare bis
zur Lamina muscularis mucosae gemessen. Die Dicke der TML wurde als die kiirzeste Verbindungsli-
nie zwischen der serosalen Grenze des Stratum longitudinale und der submucosalen Seite definiert.

Die Gesamtdicke der Darmwand wurde als die Summe der drei gemessenen Gewebeschichten ermit-
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telt. Die Messungen wurden an Schnitten von mindestens acht Tieren pro Futtergruppe durchgefiihrt.

Pro Schnitt wurden dreiBig vollstindig sichtbare, unverzweigte Krypten ausgewertet.

2.5.3.3 Anzahl der Becherzellen und Mucinzusammensetzung

Die Anzahl der Becherzellen wurde in den mit AB(2,5)-PAS gefarbten Schnitten ermittelt. Fiir die Aus-
zahlung wurden nur die Krypten beriicksichtigt, die vollsténdig sichtbar und gleichméBig angeschnitten
waren. Es wurden die Becherzellen mit violett gefdrbten (neutralen) Mucinen und die Becherzellen mit
blau gefarbten (sauren) Mucinen gezéhlt. Becherzellen, die saure und neutrale Mucine enthielten, wur-
den als neutral mitgezéhlt, wenn der blaue Anteil weniger als ein Drittel des gesamten Mucinpfropfes

betrug. Es wurden dreilig Krypten pro Tier ausgewertet.

2.5.3.4 Anzahl der proliferierenden Zellen

Die Auszédhlung der proliferierenden Zellen wurde an Hamatoxylin-gefarbten Schnitten vorgenom-
men. Es wurden alle Zellen, die sich in der spiten Prophase, Metaphase, Anaphase oder Telophase
befanden, gezihlt. Dafiir wurden dreiBBig Krypten pro Tier ausgewertet, die vollstindig sichtbar und

zentral angeschnitten waren, so dass zwei deutlich getrennte Epithelreihen ausgezahlt werden konnten.

2.5.3.5 Anzahl der apoptotischen Zellen

Die apoptotischen Zellen wurden mittels eines Antikorpers gegen die aktive Caspase-3 immunhisto-
chemisch detektiert. Es wurden alle Zellen innerhalb der Krypten gewertet, die eine braune Immunfar-
bung aufwiesen. Es wurden dreiflig Krypten pro Tier ausgewertet, die vollstindig angeschnitten wa-

ren.
2.5.4 Verwendete Chemikalien, Losungen und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Chemikalien sind in Tab. A3-5 (siche Anhang) zusammengestellt. Nicht extra aufge-
listete Chemikalien wurden von Merck, Sigma oder Roth bezogen. Alle verwendeten anorganischen
Salze, Sduren, Basen und organischen Losungsmittel hatten p.a.-Qualitét. Folgende Losungen wurden

fiir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen verwendet:

AB(2,5)-Lbsung: 1 g Alzianblau; 3 ml 100 % Essigsédure; 97 ml dest. Wasser

1% Eosinldsung: 10 g Eosin; 1000 ml dest. Wasser; 300 pul 100 %ige Essigséure

PBS; pH 7,4: 137 mM Natriumchlorid; 2,7 mM Kaliumchlorid; 8,1 mM Kaliumdihydro-
genphosphat; dest. Wasser

PBST: PBS 0,2 % (v/v) Tween 20

Mayers Hamalaun

aus Hamatoxylin: 1 g Hamatoxylin; 1000 ml dest. Wasser; 200 mg Natriumjodat;
50g Kalialaun; 50 g Chloralhydrat; 1 g Zitronensdure

Sulfitwasser: 18 ml 10%iges Natriumsulfit; 300 ml dest. Wasser; 15 ml 1M Salzséure

Verbrauchsmaterialien wie Einbettkassetten, Microtom-Klingen, Objekttriager und Deckgléser wurden
von Engelbrecht (Edermiinde) bezogen.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse umfassen die technologischen Untersuchungen zur Herstellung von extrudierten und
autoklavierten Haferproben, die analytische Charakterisierung der eingesetzten Haferprodukte, die In-
vitro-Untersuchungen sowie die physiologischen Wirkungen der Haferprodukte im Fiitterungsversuch

an Ratten und in einem Erndhrungsversuch am Menschen.

3.1 Charakterisierung der Haferprodukte (technologische Versuche)

Die Zusammensetzungen der wichtigsten in den Versuchen zur Optimierung der Extrusion eingesetz-
ten Haferprodukte unterschieden sich deutlich in ihrem Gehalt an BS, Rohprotein, Gesamtfett und
Starke. So war die Haferkleie reich an 16slichen und unldslichen BS, B-Glucan, unverdauliche Oligo-
saccharide, Protein und Fett aber arm an Stirke. Das Haferstirkemehl enthielt dem gegeniiber viel
Stiarke, aber wenig BS und Protein. Die Gehalte an B-Glucan variierten zwischen 1,9 und 8,5 %. RS
war nur in sehr geringen Mengen in einigen Gruppen nachzuweisen (Tab. 4.1-1). Durch Extrusion
unter den angegebenen Bedingungen konnten Haferproben mit guten sensorischen Eigenschaften her-

gestellt werden, die direkt verzehrt werden konnen.

Es war nicht moglich, deutlich hohe Konzentrationen an RS in Gemischen aus Hafer und amyloserei-
chen Stirken wahrend der Extrusion zu generieren. Die Ergebnisse sind tabellarisch in Tab. A4-1 in

Anhang zu finden.

Tab.: 4.1.-1:  Zusammensetzung von Haferprodukten

Komponente Haferprodukt

Haferkerne  Hafer Sorte  Hafer Sorte Hafer Sorte Hafer- Hafer-
(g/100 g) (gedarrt) »Marion® ,,Hecht* ,,Kanton* starkemehl kleie
Feuchte 10,0 6,9 7,6 7,5 10,7 10,3
Asche 1,6 2,0 1,9 4,6 1,1 3,6
Rohprotein' 11,6 16,2 14,5 13,5 11,4 18,9
Gesamtfett 6,2 8,2 6,1 5,4 5,9 9,1
Starke 61,4 54,0 57,5 54,6 63,9 38,3
Unlosliche BS 5,8 7,5 8,6 8,3 3,2 12,9
Loésliche BS 2,6 5,0 4,6 4,4 0,6 7,3
Gesamt-BS” 8,4 12,5 13,2 12,7 3,8 20,2
NDO 0,9 0,7 0,7 1,7 1,2 2,0
B-Glucan 3,5 5,1 4,3 4,2 1,9 8,5
RS 0,3 0,1 0,4 0 0,4 0

'N x 6,25; 2 Summe aus unléslichen und 16slichen Ballaststoffen (BS); NDO = nicht-verdauliche Oli-
gosaccharide (engl.: non-digestible oligosaccharides); RS = resistente Stérke.
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Auch bei Optimierung der Extrusionsbedingungen (Temperatur, Feuchte, Drehzahl, Schnecken-
konfiguration, Diise) lagen Gehalte an RS unter 1,0 %. Eine deutliche Menge an RS trat bei Anreiche-
rung von Hafer mit Amylomaisstirke (5,4 % mit Hylon VII und 4,4 % mit Eurylon 7) auf. Ein
20%iger Zusatz der kommerziellen, an resistenter Stérke reichen Praparate Novelose 240 und 330 zum
Hafer resultierte ebenfalls in hohen Gehalten an RS in den Extrudaten (siche Anhang, Tab. A4-1). Es
zeigte sich hierbei, dass die RS der Novelose 240 weniger ,,extrusionsstabil® als die der Novelose 330

war.

Eine Einwirkung von Pullanase (partielle enzymatische Entzweigung von Amylopektin) oder von
Citronensdure (partielle Depolymerisierung der Starke-Polysaccharide) auf Hafer vor und wéahrend der
Extrusion bzw. eine Zugabe von Dextrin fiihrten zu keiner wesentlichen Erhohung des RS-Gehaltes in

den Extrudaten.

Der spezifische mechanische Energieeintrag (SME) in die Priaparate (Extrudate) war relativ klein (sie-
he Anhang, Tab. A4-1) und stand in den meisten Fillen in keinem systematischen Zusammenhang mit

der Zusammensetzung des Pramixes oder der Bildung von RS.

Es wurde weiterhin der Einfluss des Autoklavierens auf die Bildung von RS untersucht. Weil der Au-
toklaviervorgang iiber einen wesentlich lingeren Zeitraum als der kurzzeitige Extruder-Durchlauf

erfolgt, findet auch die Energieiibertragung (thermische Energie) iiber einen ldngeren Zeitraum statt.

Nach zweimaligem Autoklavieren (je 1 h) verschiedener Haferprodukte bei 140 °C und 25 % Gut-
feuchte wurden folgende RS-Gehalte in den Proben gefunden: Haferschrot 6,0 %, Haferstarkemehl 5,5
%, Haferkleie 2,5 %, Sorte ,,Marion® 6,0 %, Sorte ,,Hecht“ 7,3 % und Sorte ,,Kanton* 9,3 %. Diese
Werte wurden in Extrudaten gefunden, die mit Novelose angereichert waren. Es entstanden beim Au-
toklavieren von Backhaferkleie 2,5 % RS - trotz eines hohen Fettanteils von 9,1 % und eines geringen

Starkeanteils von nur 38,3 %.

Es wurde beobachtet, dass eine Bildung von RS oberhalb von 1 % erst bei Temperaturen von > 130 °C
bei einstiindigem Autoklavieren auftrat (siche Anhang; Abb. A4-1). Beispielsweise wurden nach dem
Autoklavieren bei 145 °C ab einer Temperierungsdauer von 0,5 h ca. 4 bis 6% RS gemessen (Geb-

hardt et al., 2004).

Die Einleitung der thermischen Energie wihrend des Autoklavierens bewirkt eine starke Degradation
der Polysaccharide einschlieBlich der Starke. Diese duflert sich auch im charakteristischen Riickgang
der Konsistenz wihrend des Autoklavierens. Tab. 4.1-2 zeigt die maximale und die Endkonsistenz der
Brabender-Viskogramme sowie die Temperatur bei der maximalen Konsistenz in autoklavierten Ha-
ferproben. Es gibt offensichtlich einen Zusammenhang zwischen der partiellen Depolymerisation der

Stirke-Polysaccharide und der Menge an gebildeter RS.
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Tab. 4.1-2: Auswertung der Brabender-Viskogramme der autoklavierten Haferproben

Autoklavier- Maximale Konsistenz =~ Temperatur bei max. Endkonsistenz
bedingungen BE Konsistenz (°C) BE
unbehandelt 1409 91,9 1343

100°C, 1 h 1268 88,4 1329
130°C,2h 118 94,6 342

140°C, 1 h 51 94,6 147
145°C,0,5h 79 38,5 230

145°C, 1 h 33 34,2 68
145°C,2h 16 30,2 21

BE = Brabender-Einheiten

Weiterhin erhohte sich der Gehalt an RS mit der Anzahl der Autoklavierzyklen (siche Anhang; Abb.
A4-2). Wie Untersuchungen mit den sortenreinen Haferproben zeigen, verdoppelte bis verdreifachte

sich der Anteil an RS nach dem zweiten Zyklus.

Insgesamt zeigte sich, dass die Bildung von RS wéhrend der Lebensmittelzubereitung oder wéahrend
technologischer Prozesse nicht allein auf die Retrogradation aus iiberschiissigem Wasser beschrankt
ist, sondern auch bei unvollstindiger Hydratation eintritt und dass die Kristallisation aus der Schmelze

nach dem Extrudieren zur Bildung von resistenter Stirke genutzt werden kann.

Auf Grundlage der Ergebnisse aus diesen Untersuchungen wurden die Proben fiir die In-vitro- und

In-vivo-Untersuchungen bereitet.

Die technologischen Untersuchungen erfolgten im Institut fiir Getreideverarbeitung GmbH (Institut fiir

Lebensmittel- und Umweltforschung) Nuthetal.

3.2 In-vitro-Untersuchungen

3.2.1 Zusammensetzung der Extrudate fiir die In-vitro-Untersuchungen

Fiir die In-vitro-Untersuchungen wurde eine Serie von Extrudaten hergestellt, die aus Hafermehl (Ha-

fer), Haferkleie und Novelose® 330 bestanden (Tab. 3.1-1).

Die Gehalte an B-Glucan, RS sowie an l6slichen und unloslichen Ballaststoffen in diesen Extrudaten
sind in Tab. 4.2-1 zusammengestellt. Im extrudierten Hafermehl (Probe M) wurde nur ein geringer
Anteil an RS gefunden. Durch Zusatz von 20 % Novelose® 330 wurden etwa 8,5-9,0 % RS in die
Extrudate eingebracht. Diese Konzentration steht in Bezichung zum RS-Gehalt der Novelose” 330 von
45 %. Das extrudierte Hafermehl besal} etwa 1,5 % losliche und 7,0 % unlosliche BS. Durch Zugabe
von 20 % Novelose™ 330 und Kleie erhohten sich besonders die unlslichen BS und die Gesamt-BS in
den Extrudaten. Weiterhin wurde eine Zunahme des B-Glucans mit steigendem Kleie-Anteil im Extru-

dat erreicht.
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Tab. 4.2-1: Gehalt an B-Glucan, resistenter Starke (RS) und Ballaststoffen (BS) in den Extrudaten
aus Hafermehl (M), Haferkleie (K) und Novelose® 330 (N) fir die In-vitro-

Experimente.
Extrudat  B-Glucan RS 16sliche BS unlésliche BS Gesamt-BS
(%) (%) (%) (%) (%)
M 4,29 0,43 1,54 6,89 8,43
MN 4,55 8,30 1,63 11,58 13,21
MKN1 5,36 9,01 3,03 13,21 16,24
MKN2 5,67 9,02 4,01 15,29 19,30
KN 7,09 8,69 2,12 18,72 20,84

Zusammensetzung der Extrudate: M = 100 % M; MN = 80 % M/20 % N; MKN1 = 62,6 % M/17,4 %
K/20 % N; MKN2 =40 % M/40 % K/20 % N; KN = 80 % K/20 % N.

Die Extrudate sollten spater besonders zur modellméBigen Untersuchung von Effekten, die sich im
Diinn- und Dickdarm ereignen, eingesetzt werden. Deshalb wurden hierfiir die Extrudate in verdauter
Form verwendet. Durch die simulierte Verdauung in vitro wurden 17,5 bis 48,0 % der Masse der Ori-
ginal-Extrudate - in Abhéngigkeit von ihrer Zusammensetzung - abgetrennt. Dieser Masseverlust be-
ruht vor allem auf der Abtrennung von verdaulicher Stirke. In den verdauten Extrudaten waren die
Anteile an B-Glucan und RS hdoher als in den Original-Extrudaten (Tab. 4.2-2). Werden jedoch diese
Werte unter Berlicksichtigung der Ausbeute wieder auf die Original-Extrudate bezogen, dann zeigte
sich ein Verlust von bis zu 20 % bei RS und zu einem Drittel bei B-Glucan, insbesondere als Folge der

Aufarbeitung der Proben nach der Verdauung (Tab. 4.2-2).

Tab. 4.2-2: Ausbeute sowie Gehalt an B-Glucan und resistenter Stirke (RS) in den verdauten
Extrudaten fiir die In-vitro-Experimente

Extrudat Ausbeute B-Glucan RS B-Glucan RS

(verdaut) (%)’ (%) (%) (%)’ (%)’
M 52,00 5,53 0,20 2,88 0,10
MN 62,30 4,69 11,29 2,92 7,03
MKNI1 67,80 7,83 10,91 5,30 7,40
MKN2 69,80 6,08 11,46 4,24 8,00
KN 82,50 7,25 8,32 5,98 6,86

"bezogen auf die Original-Extrudate

3.2.2 Wasserbindung

Die Wasserbindung wird von verschiedenen strukturellen Faktoren der Ballaststoffe beeinflusst. Nach
der Baumann-Methode (Robertson et al., 2000) wurde in den Original-Extrudaten M und MN, die fiir
die In-vitro-Untersuchungen prépariert wurden, eine Wasserbindungskapazitit (WBK) um 4,7 g
H,0/g Probe bestimmt (Abb. 4.2-1). Diese Priparate wurden aus Hafermehl bzw. Hafermehl und No-
velose bereitet. In den Haferkleie enthaltenden Extrudaten wurde eine geringere Wasserbindung ge-
messen. Die Wasseraufnahme war in weniger als 10 min beendet, d.h. auch nach lingeren Messzeiten

veranderten sich die Werte nicht mehr.
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Die verdauten Extrudate besaBlen eine deutlich geringere WBK. Diese lag zwischen 2,2 und 2,7 g
H,0/g Probe. Das weist darauf hin, dass die abgetrennte verdauliche Stirke einen wesentlichen Bei-

trag fiir die Wasserbindung der Original-Extrudate liefert (Abb. 4.2-1).

6,0 1 M Original
Overdaut
5,0 -
4,0 4
3,0 -

2,0 -

Wasserbindung (g H20/g)

1,0 -

0,0 - T T T T 1
M MN MKN1 MKN2 KN

Extrudat

Abb. 4.2-1:  Wasserbindung der Original-Extrudate und der verdauten Extrudate.
Mittelwerte + SD; n = 6; °P < 0,05 gegeniiber Extrudat M.

3.2.3 Beeinflussung der Stirkeverdauung in vitro durch Haferextrudate

Es wurde gepriift, wie BS-reiche Haferextrudate auf eine simulierte Verdauung reagieren. Maisstdrke
als eine vollstindig verdauliche Stirke wurde bis zu 2 h allein oder in Gegenwart der verdauten Extru-
date mit Pankreatin abgebaut. Bei Anwesenheit aller verdauten Extrudate war der Abbau der Mais-
stiarke vermindert (P < 0,003) (Abb. 4.2-2). Es gab aber keinen signifikanten Unterschied in der Wirk-

samkeit zwischen den untersuchten Extrudaten.

Diese partielle Hemmung des Stirkeabbaus mittels Pankreatin stieg mit zunehmender Konzentration
der Extrudate (P < 0,003) an (siche Anhang; Abb. A4-3). Unter den angewendeten Versuchsbedin-

gungen war der Stidrkeabbau um etwa 20 % vermindert.

Die Freisetzung von Glucose verminderte sich nach einstiindiger Inkubation von 100 mg Maisstédrke
allein mit Pankreatin (37 °C; pH 5,2) von 5,81 + 0,22 g/l auf 5,52 + 0,08 bzw. 4,83 £ 0,76 g/l beim
Starkeabbau in Gegenwart von 50 bzw. 100 mg Alkohol-unlosliche Substanz (AUS) (P < 0,05) und
auf 4,98 + 0,16 bzw. 4,74 £ 0,49 g/l beim Stirkeabbau in Gegenwart von 100 bzw. 250 mg Pektin
(P <0,001). Diese Ergebnisse zeigen, dass die BS-Komponenten aus den Haferextrudaten dhnlich den
BS-Komponenten aus Obst oder Gemiise auf die Glucosefreisetzung aus verdaulicher Stirke beein-

flussen.
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Abb. 4.2-2:  Einfluss der verdauten Haferextrudate (500 mg) auf den Abbau von Maisstérke
(100 mg) mit Pankreatin (1 bzw. 2 h bei 37 °C und pH 5,2). Mittelwerte + SD; n = §;
®P <0,005; °P < 0,001 gegeniiber dem Versuch ohne Extrudat.

3.2.4 Bindung von Gallensiuren

Es wurde untersucht, ob und in welchem Umfang Wechselwirkungen zwischen GS und den Extrudaten
aus Hafer auftreten. Hierzu wurden zwei der drei wichtigsten GS, die in der Gallenfliissigkeit des Men-
schen auftreten, die Glycocholsdure (GCA), eine Trihydroxy-GS (OH-Gruppen an den C-Atomen 3, 7
und 12 des Steroidgeriistes), und die Glycochenodesoxycholsdure (GCDC), eine Dihydroxy-GS (OH-
Gruppen an den C-Atomen 3 und 7 des Steroidgeriistes), ausgewéhlt (Kap. 1.3.7.1). Die Carboxylgrup-
pe dieser GS sind mit der Aminosdure Glycin konjugiert (amidiert). Es wurde bei pH-Werten von 5,0

und 6,5 gearbeitet, die fiir den oberen bzw. unteren Teil des Diinndarms im Speisebrei typisch sind.

Unter den verwendeten Bedingungen (Inkubation von 100 mg der verdauten Extrudate in 10 ml 0,5 mM
GS-Losung; 2 h bei 37 °C) wurden starke Wechselwirkungen zwischen den verdauten Extrudaten und
den konjugierten GS gefunden. Die Konzentration an GS in den Uberstinden war nach der Inkubation
mit den Haferprodukten und vorsichtigem Zentrifugieren signifikant geringer. Tab. 4.2-3 zeigt den pro-
zentualen Anteil an gebundenen GS. Es wird deutlich, dass das Ausmal} der Wechselwirkungen sowohl
vom pH-Wert als auch von der Struktur der GS beeinflusst werden. In Gegenwart aller eingesetzten
verdauten Extrudate war jeweils die Bindung der Dihydroxy-Gallensédure grof3er als die der Trihydroxy-
Gallensdure. Weiterhin war die Bindung der GS an die verdauten Extrudate bei pH 5,0 jeweils intensi-
ver als bei pH 6,5. Ein systematischer Einfluss der Zusammensetzung der Extrudate war bei dieser Dar-

stellungsweise nicht feststellbar.
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Tab. 4.2-3: Wechselwirkungen zwischen Glycocholsdure bzw. Glycochenodesoxycholsdure und
verdauten Haferextrudaten

Gallen- pH- Anteil der gebundenen Gallensduren (%) an die Extrudate*

séure Wert M MN MKNI1 MKN2 KN
GCA 5,0 82,6 1,25 832+1,31 81,7+ 0,35 85,5+ 1,16 90,3 £ 0,67
GCA 6,5 752+226  73,4+1,17 74,6 + 0,36 78,4 £0,52 82,7+ 1,15

GCDC 50 92,0£047 90,1 £1,09 86,9 + 0,46 89,9 + 1,07 92,8 £1,16
GCDC 6,5 82,1+091 77,7£1,74 77,7+0,31 84,1 +0,82 87,7+0,86

*Alle Werte sind signifikant unterschiedlich von den jeweiligen Kontrollen bei Abwesenheit von Gal-
lensduren (P < 0,001). Mittelwerte £ SD; n = 6. GCA = Glycocholsédure, GCDC = Glycochenodesoxy-
cholséure.

Der Einfluss der BS-Zusammensetzung der Extrudate auf die Wechselwirkungen mit GS wird deut-
lich, wenn die Messwerte nicht auf die gleiche Menge an verdautem Extrudat (wie in Tab. 4.2-3) son-
dern auf die jeweiligen Original-Extrudate bezogen werden. Unter den gewihlten Bedingungen wur-
den mehr als 40 % der GS an die Extrudate gebunden (Abb. 4.2-3). Alle Versuche in Gegenwart der
Extrudate waren signifikant unterschiedlich von den Kontrollen. Auch in dieser Darstellungsweise
wurden die jeweils groBeren Mengen an gebundenen GS beim tieferen pH-Wert gemessen (P <
0,001). Zusétzlich zeigte sich, dass sich die Wechselwirkungen der GS mit den Extrudaten erhdhten,
wenn diese mehr Novelose und/oder Haferkleie enthielten. Am wirksamsten zur Bindung von Gallen-
sduren war das Extrudat KN, das zu 80 % aus Haferkleie bestand. Dieses Ergebnis weist darauf hin,
dass die gewachsene botanische Struktur, die nach der Verdauung in Kleie besser erhalten ist als im
Mehl einen positiven Einfluss auf die Wechselwirkungen mit Gallenséuren ausiibt. Verglichen mit
dem Extrudat aus Hafermehl waren alle anderen Extrudate zu einen signifikant hoheren Bindung von
GS fahig (Abb. 4.2-3). In jedem Fall waren die Wechselwirkungen zwischen den verdauten Extruda-
ten und GCDC intensiver als die mit GCA (P < 0,02).

Die Reihenfolge der GS-Bindung zu den Haferextrudaten war:
GCDC bei pH 5,0 > GCA bei pH 5,0 > GCDC bei pH 6,5 > GCA bei pH 6,5.

Das Ausmal} der GS-Bindung stieg mit dem Anteil an Gesamt-BS, unléslichen BS sowie an [3-

Glucan - jedoch nicht an 16slichen BS - in den Extrudaten.
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Prozentualer Anteil der gebundenen Glycocholsdure (GCA) bzw. Glycocheno-
desoxycholsdure (GCDC) an die verdauten Extrudate. Die Werte sind auf die Original-
Extrudate bezogen. (Kombinationen: I = GCA bei pH 5,0; Il = GCA bei pH 6,5;

III = GCDC bei pH 5,0; IV = GCDC bei pH 6,5). Mittelwerte = SD, n = 6; P < 0,001
gegeniiber Extrudat M.

Es wurde berechnet, wieviel GS mit 100 g Original-Extrudat unter den gewahlten Messbedingungen in

Wechselwirkung treten konnen (Tab. 4.2-4). Wenn man die gefundenen Werte auf einen Verzehr von

100 g Extrudat pro Tag hochrechnet, so kann mit einem Transport von ca. 2 (bis 4) mmol GS aus dem

Diinndarm in den Dickdarm gerechnet werden. Der Gallenséuren-Pool des Menschen betrégt etwa 5 g.

Das Molekulargewicht von GCA ist etwa 500, d.h. 5 g GS entsprechen ca. 10 mmol. Demnach wére

mit den Extrudaten ein deutlicher Anteil an GS aus dem Diinndarm entfernbar.

Tab. 4.2-4: Kalkulation der Wechselwirkungen zwischen Gallensduren und 100 g Haferextrudat
(auf der Basis der In-vitro-Experimente)

Gallen- pH- Wechselwirkungen (mmol Gallensiure/100 g Extrudat)

sdure Wert M MN MKNI1 MKN2 KN

GCA 50 2,15£0,02 2,59+0,02 2,77+£0,01 2,99 £ 0,02 3,73 £0,01

GCA 6,5 1,95£0,03 2,29+0,02 2,53 £0,01 2,74 £0,01 3,41 £0,02

GCDC 50 239+£0,01 2,81+£0,02 2,95+£0,01 3,14 £0,02 3,83 £0,02

GCDC 6,5 2,13+£0,01 242+0,02 2,64 £ 0,01 2,94 +0,01 3,62 £0,02

Mittelwerte = SD; h = 6.
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3.2.5 Bildung von SCFA bei der Fermentation der Extrudate

Es ist wichtig, dass in Fermentierungsversuchen mit Substraten, die verdauliche Bestandteile (Stirke,
Proteine, Lipide) enthalten, eine Verdauung vorgeschaltet wird. Verdauliche Stdrken, die normaler-
weise im Dickdarm nicht mehr vorhanden sind, bilden ein ausgezeichnetes Substrat fiir die Fermenta-
tion. Es wurde frische Faecesflora von 3 Probanden verwendet. Die Untersuchungen erfolgten iiber
einen Zeitraum bis zu 8 h. Die Befunde wurden zunichst auf die eingesetzte Menge an Substrat
(15 mg) berechnet. Es ist zu beachten, dass bereits nach null Stunden eine bestimmte Menge an SCFA
anwesend ist. Acetat, Propionat und Butyrat sind die wichtigsten Metabolite der Fermentation. Valeri-
ate sind Endprodukte des Proteinabbaus. In Tab. 4.2-5 ist die Bildung der SCFA fiir die Fermentation
von 3 ausgewdhlten verdauten Extrudaten mit Faecesflora vom Probanden 1 zusammengefasst. In
dieser Darstellungsweise scheint das Extrudat M die besten pribiotischen Eigenschaften zu haben, die

sich in einer hohen SCFA-Bildung widerspiegeln.

Weiterhin verdndern sich die molaren Verhiltnisse zwischen den einzelnen SCFA wihrend der Fer-
mentation. Dieser Effekt ist in Abb. 4.2-4 am Beispiel der Fermentation des verdauten Extrudats

MKNT1 mit der Faecesflora vom Probanden 2 dargestellt.

Wihrend sich der molare Anteil an Acetat im Verlauf der Fermentation verminderte, erhohten sich die
Anteile an Butyrat. Nach 6 und 8 h war der Anteil an Butyrat signifikant erhoht (P < 0,05). Die Antei-
le an Propionat verdnderten sich demgegeniiber nicht wihrend der In-vitro-Fermentation. Die kontinu-

ierliche Zunahme des Butyratanteils ist aus physiologischer Sicht ein erwiinschter Effekt.

Weiterhin wurde die Bildung der SCFA auf der Basis der Original-Extrudate kalkuliert. Es zeigte sich,
das die Menge und Zusammensetzung der gebildeten SCFA sowohl von der individuellen bakteriellen
Flora als auch von der BS-Zusammensetzung der Extrudate abhingt. Die hochsten Acetat- und Ge-
samt-SCFA-Konzentrationen wurden in dieser Darstellungsweise gefunden, wenn die Kleie-haltigen
Extrudate fermentiert werden. Die Butyratbildung war am stirksten mit der Faecesflora vom Proban-
den 1. Dagegen war die Faecesflora der Probanden 2 und 3 dazu in der Lage, signifikant mehr Propio-
nat (P < 0,05) zu produzieren. Es soll nur erwdhnt werden, dass die hochsten iso- und n-Valeriat-
mengen auftraten, wenn die Faecesprobe vom Probanden 2 eingesetzt wurden. Die berechneten Werte
sind fiir alle Extrudate und die Faecesflora von allen Probanden nach einer Fermentationszeit von 8 h

in (siche Anhang, Tab. A4-2) zusammengefasst.

Die durchschnittlichen molaren Verhéltnisse von Acetat, Propionat und Butyrat aller zur Fermentation
eingesetzter Extrudate nach 8 h sind in Abb. 4.2-5 in Abhingigkeit von den Faecesproben der drei
Probanden dargestellt. Es zeigte sich, dass unabhidngig vom verwendeten Substrat bei Einsatz der Fae-
cesflora vom Probanden 1 die gebildeten Anteile von Acetat und Butyrat hoher und diejenigen von

Propionat niedriger waren (P < 0,05).
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Tab. 4.2-5:

Bildung von SCFA wihrend der Fermentation ausgewéhlter verdauter
Extrudate mit der Faecesflora vom Probanden 1.

Extrudat Zeit Acetat Propionat Butyrat iso-Valeriat n-Valeriat Summe

(verdaut) (h) (umol SCFA/15 mg verdautes Substrat)

M 1 11,84 £ 1,87 1,08 £0,13 4,13 £0,66 0,18 £0,06 0,31 £0,03 17,52 £2,69
2 18,17 £2,40* 2,19+£0,21* 6,94 +£0,73* 0,31 £0,03* 0,61 £0,06* 28,07 £3.,42*
4 22,15 +£2,23* 3,07 £0,23* 8,93 £0,67* 0,44 £ 0,06* 0,91 £0,06* 35,48 £3,18*

27,46 £ 0,94* 421 +£0,15* 10,83 £ 1,06* 0,56 £ 0,09* 0,82 £ 0,64 43,87 +£2,49*

8 23,27 £1,59% 4,29 +0,18* 11,13 £0,68* 0,63 +£0,02* 1,32 +£0,03* 40,63 +2,34*

MKN2 1 7,70 £ 0,52 0,70 £0,11 3,11£0,17 0,09 + 0,03 0,20 £ 0,02 11,79 £ 0,81
2 10,81 +£0,70* 1,18 £0,10* 4,58 £0,16* 0,15 +0,02* 0,33 £0,03* 16,98 £0,93*
4 15,14 £ 1,41* 1,85 £0,14* 7,29 £0,59* 0,25 +£0,03* 0,55+ 0,05* 25,07 £2,11*
6 16,08 + 1,90* 2,11 £0,28* 8,19 £0,93* 0,29 £0,04* 0,65 £0,09* 27,32 £3,20%
8 21,71 £0,54* 2,83 £0,09* 10,77 £ 0,40* 0,34 £0,02* 0,83 £0,03* 36,47 £1,02*

KN 1 9,86 £ 0,49 0,69 £ 0,05 3,92+£0,18 0,11+0,01 0,20 £ 0,02 14,78 £ 0,47
2 14,71 £2,77* 1,42 £0,26* 6,53 £0,87* 0,19 +0,04* 0,42 £ 0,08* 23,27 £4,00*
4 16,52 £ 0,94* 1,85+0,03* 8,16 £0,07* 0,20 £0,01* 0,53 £0,01* 27,26 £0,99*
6 15,92 £0,75* 1,91£0,21* 8,60 £0,30* 0,21 £0,05* 0,60 £ 0,04* 27,23 £1,22%
8 19,81 £ 1,50* 2,44 £ 0,20* 11,08 £0,31* 0,27 £0,05* 0,75 £ 0,06* 34,33 £2,01*

Mittelwerte £ SD; n=4. * P < 0,05 gegeniiber den SCFA-Konzentrationen nach 1 h.
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Abb. 4.2-4:  Verdnderungen in den molaren Verhéltnissen der wichtigsten SCFA wihrend
der Fermentation des verdauten Extrudates MKN1 mit Faecesflora vom Probanden 2.
Mittelwerte = SD; n = 4. “P < 0,05 gegeniiber der SCFA-Konzentration nach 1 h.

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass neben der Zusammensetzung der fermentierbaren BS auch die

Zusammensetzung der individuellen Mikroflora einen wesentlichen Einfluss auf die Fermentationsrate

hat.
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Abb. 4.2-5:  Einfluss der individuellen Faecesflora (3 Probanden) auf die durchschnittlichen
molaren Verhéltnisse der wichtigsten SCFA bei der Fermentation der verdauten Hafe-
rextrudate (8 h). Alle Werte sind auf die Original-Extrudate bezogen. Mittelwerte +
SD; n=5. %P < 0,05, °P < 0,005, °P < 0,001 gegeniiber Proband 1.
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SchlieBlich wurden die Durchschnittswerte fiir die gebildeten einzelnen SCFA aus den verschiedenen
Extrudaten fiir die Faecesflora der 3 Probanden betrachtet (Fermentationszeit: 8 h). Die Produktion
von Acetat, Butyrat und der Gesamt-SCFA war hoher, wenn die Extrudate weniger Hafermehl aber

mehr Haferkleie, 16sliche und unlésliche BS sowie B-Glucan enthielten (Abb. 4.2-6).

1200 @ Acetat

b E Propionat
— c
Q
5 1000 - b T l Iﬁutyrat .
£ T Oiso-Valeriat
o .
2 g0 - On-Valeriat
e | L T
&b a
5 600 - .
20 a
g 400 -
g
é 200 A
5]

0 ] ) ) ) 1
M MN MKNI MKN2 KN
Extrudat

Abb. 4.2-6:  Durchschnittliche Konzentrationen an SCFA nach 8 h Fermentation der verdauten
Haferextrudate mit Faecesflora von 3 Probanden. Alle Werte sind auf die Original-
Extrudate bezogen. Mittelwerte = SD; n = 5.
“P <0,05,°P < 0,005, °P < 0,001 gegeniiber Extrudat M.

3.3 Zusammensetzung und funktionelle Eigenschaften der Versuchsmaterialien fiir die

In vivo-Untersuchungen

Fiir die In-vivo-Untersuchungen wurden neben Extrudaten auch ein autoklaviertes Produkt sowie die

Haferkleie in unbehandeltem Zustand eingesetzt.

3.3.1 Zusammensetzung der Versuchsmaterialien

In den Extrudaten und Produkten (Tab. 3.1-2) wurden folgende BS bzw. BS-Fraktionen analysiert:
B-Glucan, RS, unverdauliche Oligosaccharide (NDO), 16sliche BS, unlosliche BS sowie Gesamt-BS.
Die Ergebnisse sind in Tab. 4.3-1 zusammengestellt. 3-Glucan war in allen Produkten vorhanden,
wihrend RS nur in den Extrudaten MN und KN sowie in der autoklavierten Probe M# vorkam. Die
Produkte enthielten sowohl losliche als auch unlosliche Ballaststoffe. Der Gesamt-BS-Gehalt lag in
den Extrudaten und Produkten zwischen ca. 10 und 24 %, wobei die kleiehaltigen Proben den hochs-

ten BS-Gehalt aufwiesen.
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Tab. 4.3-1:  Zusammensetzung der Extrudate bzw. Produkten (in %) fiir die In vivo-Untersuchungen

Extrudat/Produkt M MN K KN M#°

Ballaststoffe (in %)
B-Glucan 4,1 3,0 9,2 6,9 3,9
Resistente Stirke 0,4 12,8 0,5 11,4 5.8
NDO* 3,2 2,7 1,3 1,8 1,8
Losliche Ballaststoffe 39 2,6 9.0 5,0 4,7
Unlosliche Ballaststoffe 4,7 5.5 12,9 10,0 33
Gesamt-Ballaststoffe® 11,8 10,8 23,2 16,8 9.8

Weitere Kennwerte (in %)

Trockenmasse 89,0 89,9 88,7 89,7 91,2
Asche 1,8 1,5 3,8 2,9 1,8
Fett 6,1 5,0 8,9 5.9 6,2
Protein 15,9 12,9 19,2 16,4 14,5
Stérke 58,6 56,7 36,9 43,5 52,9

* nicht extrudiert; ° autoklaviert; ¢ NDO = unverdauliche Oligosaccharide, (engl.: non-digestible oligo-
saccharides); 4 Summe aus loslichen und unléslichen Ballaststoffen sowie NDO; Werte sind Mittel-
werte (N = 2-6).

Durch das Autoklavieren wurden fast 6 % RS generiert (Probe M#). Die Produkte unterschieden sich
auch im Gehalt an Fett, Protein und Stéarke (Tab. 4.3-1).

3.3.2 Funktionelle Eigenschaften der Versuchsmaterialien
3.3.2.1 Wasserbindung

In Tab. 4.3-2 ist die Wasserbindung der Extrudate und Produkte fiir die In-vivo-Untersuchungen (be-
stimmt mit der Kapillarsaugmethode) zusammengestellt. Ein Gramm dieser Produkte war in der Lage,
zwischen 2,6 und 5,7 g H,O zu binden. Es zeigte sich, dass extrudiertes Hafermehl das hochste Was-
serbindungsvermdgen aufweist. Signifikant weniger Wasser wurde von der unbehandelten Haferkleie
gebunden (Probe K). Nach der Extrusion der Kleie verbesserte sich die Wasserbindung. Die autokla-

vierte Probe M# zeigte eine geringe Wasserbindung.
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Tab. 4.3-2: Wasserbindung der Extrudate bzw. Produkte fiir die In-vivo-Untersuchungen

Extrudat M Extrudat MN Probe K Extrudat KN Probe M#

5,69 £ 0,20 4,59 +£0,18 2,88 +0,29 4,63 +0,19 2,57 016

Mittelwerte + SD; n = 6-7.

3.3.2.2 Siure-Extrakt-Viskositit

Die Saure-Extrakt-Viskositit wurde direkt in Extrakten, die aus den Extrudaten und Proben, die fiir die
In-vitro-Untersuchungen eingesetzt werden, erhalten wurden, mit dem Ubbelohde-Viskosimeter bei
25,0 £ 0,1 °C bestimmt und als spezifische Viskositéit angegeben (Tab. 4.3-3). Die Bedingungen wéh-
rend der Extraktion sollen auch die Magenpassage der Haferprodukte simulieren und so einen Kenn-
wert fiir die Viskositét, die im Diinndarm auftreten kann, darstellen. Insgesamt zeigte sich, dass der
Extrakt aus der nicht-extrudierten Haferkleie K die hochste Viskositit aufwies, wihrend der Extrakt

aus der autoklavierten Probe M# niederviskos war.

Tab. 4.3-3: Séure-Extrakt-Viskositét der Extrudate bzw. Produkte fiir die In-vivo-Untersuchungen

Extrudat M Extrudat MN Probe K Extrudat KN Probe M#

66,50 (11,69)* 164,43 44,13 3,51

*UnregelméaBigkeiten bei der Messung

Die Viskositit von B-Glucanlosungen héngt von der Feinstruktur des Polysaccharids ab und mit seiner
Loslichkeit zusammen. Diese steht auch mit der Vorbehandlung der Getreideprobe und der Art der

Getreideprobe in Zusammenhang (z. B. Hafer oder Gerste, Mehl oder Kleie).

3.3.2.3 Molekulargewicht der B-Glucane

Das Molekulargewicht M,, der extrahierten B-Glucane aus den Extrudaten und Produkten, die fiir die
In-vivo-Untersuchungen eingesetzt werden, wurde aus der Grenzviskositidt unter Anwendung der
Schroder-Konstante sowie mittels der Mark-Houwink-Gleichung berechnet. In Ubereinstimmung mit
der Literatur wurden die Konstante k = 0,00067 und der Exponent a = 0,75 verwendet (Véarum et al.,

1991). Die Ergebnisse sind in Tab. 4.3-4 zusammengestellt.
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Tab. 4.3-4: Molekulargewichte M,, der B-Glucane aus den Haferextrudaten und —produkte

B-Glucan aus Extrudat Extrudat Probe Extrudat Probe
M MN K KN M#

Grenzviskositit

[n] (ml/g) 362 500 465 462 221

M,' (kDa) 603 833 775 770 368

M, (kDa) 94,8 145,8 132,4 131,2 49,1

" berechnet mittels Schroder-Konstante;  berechnet mittels der Mark-Houwink-Gleichung und [n] in
dl/g

Alle B-Glucane besaflen ein hohes Molekulargewicht (Ausnahme: B-Glucan aus der autoklavierten
Probe).

3.3.3 Rheologische Charakterisierung von -Glucanpriparaten aus den Haferproduk-

ten

In den oberen Intestinaltrakt liegt ein Anteil der B-Glucane in geloster Form vor und kann viskose Sys-
teme ausbilden, die physiologische Effekte bewirken kénnen. Deshalb wurden aus folgenden Haferpro-
ben, die auch fiir die Fiitterungsversuche an Ratten eingesetzt wurden, 3-Glucanpriparate durch wéssri-
ge Extraktion und nach enzymatischem Stérke- und Proteinabbau gewonnen: extrudiertes Hafermehl M,
autoklaviertes Hafermehl M# und Haferkleie K. Diese Extrakte enthielten 52,98 %, 63,53 % bzw.
61,93% B-Glucan (bezogen auf die Originalsubstanz). Es konnten unter den gewahlten Extraktions- und
Aufarbeitungsbedingungen etwa 50 % der in den Haferproben anwesenden B-Glucane gewonnen wer-

den.

Die B-Glucanpréiparate wurden in Wasser unter zweimaligem Erhitzen auf 90 °C (20 min) und Vortex-
Behandlung gelost. Die Konzentration der Losungen wurde auf 2 bzw. 4 % B-Glucan eingestellt. Alle

Loésungen waren wihrend der Messungen stabil und homogen.

Es wurde in Modellversuchen das komplexe FlieBverhalten dieser -Glucanpriparate mittels Oszillati-
ons- und Schermessungen ermittelt. Ferner wurden die dynamischen Moduli wie das Speichermodul
G’, das Verlustmodul G”* und der Verlustwinkel tan 6 im Frequenz- und Amplitudensweep gemessen
bzw. berechnet. Aus diesen Untersuchungen Aussagen zur Strukturbildung der B-Glucanlésungen ge-
wonnen werden. Die rheologischen Eigenschaften viskoser BS konnen das Flie3-, Diffusions- und sons-

tige Transportverhalten beim Verdauungsvorgang im Diinndarm beeinflussen.
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3.3.3.1 Frequenzsweep

Die Strukturbildung von Makromolekiilen oder Partikeln in einem dispersen System kann durch Un-
tersuchung der viskoelastischen Eigenschaften mittels Oszillationsmessungen beschrieben werden.
Wihrend der Messung bleibt die native Struktur unter den gewéhlten Belastungen im viskoelastischen
Bereich erhalten. Aus dem Anstieg und dem Verlauf der Kurven fiir das Speichemodul G’ (elastisches
Verhalten) und das Verlustmodul G’ (viskoses Verhalten) ist es moglich, Riickschliisse auf die Art
des gemessenen Systems zu ziehen. So kann zwischen einer Sol/Losung, einer gelartigen Struktur oder
einem Dispersionspartikelsystem unterschieden werden. Ein Schnittpunkt der Kurven von G’ und G’

ist beispielsweise ein Hinweis auf die Ausbildung einer Gelstruktur.

Die Auswertung der Messungen erfolgte vorwiegend Frequenzbereich zwischen 0,01 und 10 Hz. Das
Speichermodul der B-Glucanproben aus dem extrudierten Mehl und aus der Haferkleie erhdhte sich
kontinuierlich mit steigender Frequenz (Abb. 4.3-1). Das jeweils hohere Speichermodul wurde bei
einer B-Glucankonzentration von 4 % gefunden. Diese Proben besaflen ein dominant viskoses Verhal-
ten im gesamten gemessenen Frequenzbereich. Das B-Glucanpréiparat aus dem autoklavierten Hafer-

mehl zeigte in einer Konzentration von 2 % keinen derartigen Einfluss der Frequenz auf G’.
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Abb. 4.3-1: Speichermodul G’ im Frequenzsweep der isolierten B-Glucanpréparate, extrahiert aus

extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#) und Haferkleie (K), bei
einer Konzentration von 2 bzw. 4 %.

Bei der Untersuchung des Verlustmoduls G’ wurden besonders in den Proben M2, K2 und M4 visko-
se Eigenschaften im vermessenen Frequenzbereich gefunden. Mit Ausnahme der Proben M#4 und K4

handelte es sich um Materialien mit quasi Festkorpercharakteristik (Abb. 4.3-2). Die Zunahme von G’
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und G’ mit steigender Frequenz weist zudem auf eine molekulare Abhéngigkeit der Netzwerkbildung

von den Messbedingungen hin.
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Abb. 4.3-2:  Verlustmodul G’* im Frequenzsweep der isolierten B-Glucanpréparate, extrahiert aus
extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#) und Haferkleie (K), bei
einer Konzentration von 2 bzw. 4 %.

Der Verlustwinkel tan 6 ist als Quotient von G’ und G’ definiert. Je grofer der Verlustwinkel ist,
desto hoher ist die zum viskosen FlieBen unter externer Belastung dissipierte Energie. Der berechnete
Verlustwinkel lag in einem grofleren Frequenzbereich bei den Proben M2, K2, M4 und K4 unterhalb
von 1 und deutet deshalb auf dominant viskose Eigenschaften. Die elastischen Eigenschaften dieser
Proben verstédrkten sich jedoch mit steigender Frequenz. In der autoklavierten Probe M#4 wurden nur

elastische Eigenschaften gefunden (siche Anhang, Abb. A4-4).

Die komplexe Viskositit |n*| aller Proben verminderte sich in doppeltlogarithmischer Darstellung mit
zunehmender Frequenz (siche Anhang, Abb. A4-5). Bei der Probe M#4 handelte es sich um eine
hochviskose Ldosung. Die Messkurven der Proben K4 und M4 zeigten einen mehr asymptotischen
Verlauf. Es wird vermutet, dass diese B-Glucanpréparate Gele bilden, wenn ihre Konzentration weiter
erhoht wird. Bei einer Frequenz von 0,01 Hz ergab sich folgende Reihenfolge fiir die komplexe Vis-

kositit zwischen den Proben:
M#4 >> K4 >> M4 >> K2 > M2 > M#2.

Eine dhnliche Reihenfolge zwischen den Proben wurde auch fiir das Speichemodul G’ ermittelt.
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3.3.3.2 Amplitudensweep

Das Speichemodul G’ wurde im Amplitudensweep iiberraschenderweise nicht durch die Deformation
beeinflusst (Abb. 4.3-3). Die strukturbildenden B-Glucanmolekiile sind offenbar derart stark in eine
viskose Matrix von sich permanent reproduzierenden elektrostatischen und hydrophilen Wechselwir-
kungen eingebunden, dass diese Struktur im untersuchten Deformationsbereich nicht zerstort wird.
Eine Ausnahme von diesem Verhalten zeigte Probe M#2. Auch das Verlustmodul G’’ der B-
Glucanproben, die aus dem extrudierten Hafermehl und aus der Kleie isoliert wurden, war von der

verwendeten Deformation y unabhéngig (sieche Anhang; Abb. A4-6).
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Abb. 4.3-3:  Speichermodul G’ im Amplitudensweep der isolierten B-Glucanpriparate,
extrahiert aus extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#) und Ha-
ferkleie (K), bei einer Konzentration von 2 bzw. 4 %.

Weiterhin wurde mit Ausnahme von Probe M#2 der Verlustwinkel tan & von der Deformation im Be-
reich y < 0,01 beeinflusst (siche Anhang; Abb. A4-7). In den B-Glucanproben K4 und M#4 lag der
Verlustwinkel unterhalb von 1. Die komplexe Viskositit |n*| aller Proben war im Amplitudensweep

unabhéngig von der Deformation (sieche Anhang, Abb. A4-8).

Zwischen den B-Glucanproben wurde folgende Reihenfolge gefunden:

K4 = M#4 >> M4 >> K2 > M2 >> M#2.
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3.3.3.3 Scherversuche

In den Scherversuchen erwiesen sich erwiesen sich K4 und M4, gefolgt von M#4, als die mechanisch

stabilsten Proben (Abb. 4.3-4).
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Abb. 4.3-4:  FlieBkurven der isolierten (-Glucanpriparate, extrahiert aus extrudiertem Hafermehl
(M), autoklaviertem Hafermehl (M#) und Haferkleie (K), bei einer Konzentration von
2 sowie 4 %.

Proben, die 2 % B-Glucan enthielten, besalen im untersuchten Bereich eine geringere Schubspannung.
Die kleinsten Werte wurden in der Probe M#2 gefunden. Die hchste Scherviskositdt n( ) bei einer

Schergeschwindigkeit von 0,1 s ergab sich bei der Messung von Probe K4 und die geringste in der
Probe M#2 (siche Anhang, Abb. A4-9). Die Reihenfolge zwischen den Proben war dieselbe wie bei der
Darstellung der Schubspannung in Abhéngigkeit von der Scherrate.

Bei den untersuchten B-Glucanproben handelte es sich generell um strukturviskose nicht-Newtonsche
Fliissigkeiten mit einem durchweg rheostabilen Verhalten. Als geeignetes Modell zur Beschreibung

der gemessenen Losungen ist der Potenzansatz von Ostwald und de Waele (Gleichung 4)
t=K-y" in Pa 4),

wobei K der Konsistenzfaktor und der Exponent n der FlieBindex sind. Modelle mit FlieBgrenze, wie
die von Herschel-Bulkley und von Casson, zeigten FlieBgrenzen in der GréBenordnung des Messfeh-
lers bzw. negative Werte an. Bei Anwendung des OSTWALD/DE WAELE-Modells wurden Korrela-
tionskoeffizienten > 0,999 gefunden (siche Anhang; Tab. A4-3). Die groBBe Thixotropiefldche bei der

Probe M#4 weist auf Scherverdiinnungseffekte (mechanische Instabilitét) hin.
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Wie der FlieBindex n zeigt, war die Probe M#4 gegeniiber mechanischer Belastung am hochsten struk-

turiert (n = 1, Strukturlosigkeit; n = 0, idealer Festkorper).

Insgesamt ergab sich, dass die rheologischen Eigenschaften der Préparate wurden sowohl von der
Quelle des B-Glucans, als auch von der lebensmitteltechnischen Vorbehandlung und der Konzentrati-
on beeinflusst. Die B-Glucanlosungen aus extrudiertem Hafermehl und Haferkleie zeigten in Os-
zillationsversuchen ein dominant viskoses Verhalten. Diese Untersuchungen geben Hinweise fiir die
Erklarung der Beeinflussung des Flie3, Diffusions- und Transportsverhalten im Diinndarm in Gegen-

wart viskoser BS wie der B-Glucane.
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3.4 Fiitterungsversuch an Ratten

3.4.1 Charakterisierung der Futterproben

Das Kontrollfutter (Gruppe S) enthaltete gemall Tab. 3.1-3 63,0 % Weizenstidrke. Die Didten aller
Versuchsgruppen enthielten demgegeniiber 50 % der Haferprodukte. Diese Substitution erfolgte auf
Kosten der Weizenstirke. Tab. 4.4-1 zeigt die analysierten Kennwerte, einschlielich der BS-Werte, in
den Futterproben.

Tab. 4.4-1: Zusammensetzung der Futterproben (in %)

Futter S M MN K* KN M#°

Ballaststoffe
B-Glucan 0 2,0 1,5 4.6 3,0 1,9
Resistente Stérke 04 0,2 5.8 0,1 53 3,1
NDO* 1,3 2,9 3,2 1,9 2,6 2,2
Losliche Ballaststoffe 0,4 2.3 2.8 49 2.9 2.8
Unlosliche Ballaststoffe 7,3 9,6 8,5 13,7 12,3 8,9
Gesamt-Ballaststoffe® 9,0 14,8 14,5 20,5 17,8 13,9

Weitere Kennwerte
Trockenmasse 91,3 90,2 90,6 90,0 90,5 91,3
Asche 42 5,1 4,1 6,1 5,7 5,1
Fett 3,4 6,5 7,2 7,8 6,4 6,5
Protein 18,5 24,9 23,3 28,1 26,7 25,7
Starke 54,5 40,5 40,3 29,7 33,0 37,7

“ nicht extrudiert; ° autoklaviert;  NDO = non-digestible oligosaccharides; ¢ Summe aus 18slichen und
unldslichen Ballaststoffen sowie NDO; Werte sind Mittelwerte (n = 2-6).

Erwartungsgemal wurde in den Futterproben, die Novelose (MN, KN) bzw. das autoklavierte Produkt
(M#) enthielten, die hochsten Gehalte an RS gefunden. Der hochste Gehalt an NDO wurde im Nove-
lose-haltigen Futter MN bestimmt. Im Vergleich zu den Haferextrudaten und —produkten wurden in
den meisten Versuchsfutterproben ca. 60 % der 16slichen BS und 80 bis 100 % der unldslichen BS
(unter Beriicksichtigung der zugesetzten mikrokristallinen Cellulose) wiedergefunden. Ein Anteil der
loslichen BS-Fraktion erscheint offenbar in der NDO-Fraktion. Die Futterproben enthielten bis zu
20,5 % Gesamt-BS.

3.4.2 Befinden der Tiere wahrend des Versuchs

Der Allgemeinzustand der Tiere wihrend des Versuchs war gut. Alle Futterproben wurden von den
Ratten gut akzeptiert. Die Tiere zeigten kein auffilliges Verhalten. Es traten keine Erkrankungen oder

Todesfalle wihrend des Versuchs auf.
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3.4.3 Futter- und Wasseraufnahme sowie Gewichtsentwicklung

Der Futterverzehr wahrend des Versuchszeitraums ist in der Tab. 4.4-2 zusammengestellt. Er erhohte
sich deutlich in der 2. Woche und stieg dann in den meisten Gruppen gering weiter bis zur 5. Woche.
Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe S und den Versuchsgruppen.
Die durchschnittliche Futteraufnahme war jedoch in den Versuchsgruppen K und M# im Trend hoher

als in den tibrigen Gruppen.

Tab. 4.4-2: Futterverzehr (in g) von der 1. bis zur 6. Woche pro Tiergruppe (n = 10).

Gruppe Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5 Woche 6
S 90,81 121,83 113,33 134,14 135,43 119,70
M 92,97 113,29 107,57 127,08 127,05 109,05
MN 89,02 110,75 108,54 125,32 130,74 117,04
K 99,17 126,27 119,15 137,33 138,79 122,38
KN 94,02 115,96 109,33 127,95 127,87 111,66
M# 106,29 131,32 120,92 144,75 144,57 126,50

Die durchschnittliche Futterautnahme (alle Gruppen) betrug pro Tier: 1. Woche 9,68 £ 0,12 g; 2. Wo-
che 12,14 + 0,16 g; 3. Woche 11,44 + 0,13 g; 4. Woche 13,38 £ 0,17 g; 5. Woche 13,54 £ 0,21 g und
6. Woche 11,91 £ 0,17 g. Die durchschnittliche Gesamt-Futteraufnahme wéhrend des Experiments pro

Tier war 70,06 £ 0,17 g (Mittelwerte £ SEM; n = 70).

Die Wasseraufnahme pro Tiergruppe und Woche wihrend des Versuchs zeigt Abb. 4.4-1.
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Abb. 4.4-1:  Wasserautnahme von der 1. bis zur 6. Woche pro Tiergruppe.Mittelwerte + SEM,
n=10.*P<0,05°P < 0,005, °P<0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

In allen Versuchsgruppen wurden im Trend oder signifikant hohere Wassermengen aufgenommen.

Dieses ist vermutlich ein Resultat der hoheren Wasserbindung der BS-reichen Versuchsfutterproben.
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Es ist auffallend, dass der Verzehr des mit Haferkleie angereicherten Produkts (Gruppe K) von der

hoéchsten Wasseraufnahme begleitet wurde.

Die Gewichtsentwicklung der Tiere wihrend des Versuchs ist in Abb. 4.4-2 zusammengefasst. In allen
Gruppen wurde eine normale Gewichtsentwicklung festgestellt. Das Wachstum der Tiere verlief anné-
hernd gleich. Mit wenigen Ausnahmen (besonders in Gruppe K) wurde kein Einfluss der Supplemen-
tierung des Kontrollfutters S durch 50 % der Haferextrudate und —produkte in den Versuchsgruppen
ermittelt. Das durchschnittliche Korpergewicht der Tiere betrug vor Versuchsbeginn in der 0. Woche
86, 25 + 0,55 g. Folgende durchschnittliche Gewichtsentwicklung (alle Gruppen) wurde wéhrend des
Experiments festgestellt; Gewichtzunahme (alle Gruppen) betrug pro Tier: 1. Woche 127,83 + 1,06 g;
2. Woche 166,33 + 1,38 g; 3. Woche 212,50 = 1,78 g; 4. Woche 243,03 £ 2,23 g; 5. Woche 276,26 £
2,68 g und 6. Woche 303,85 £ 3,25 g. Das durchschnittliche Gewicht der Tiere erhéhte sich von der 0.
bis zur 6. Woche um 218,42 + 3,42 g (Mittelwerte £ SEM; n = 70).
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Abb. 4.4-2:  Gewichtsentwicklung der Ratten wihrend des Versuchs.
Mittelwerte £ SEM, n = 10. *P < 0,05 gegeniiber Kontrollgruppe S.

3.4.4 Serumlipide

Die Serumlipide wurden zum Versuchsbeginn sowie in der 3. und 6. Woche ermittelt. In der 0. Woche
wurden folgende Parameter bestimmt: 2,12 + 0,04 mmol/l Gesamt-Cholesterol, 1,60 = 0,03 mmol/l
HDL-Cholesterol, 0,48 = 0,01 mmol/l LDL-Cholesterol und 0,49 + 0,03 mmol/l Triglyceride (Mittel-
werte = SEM; n = 70).
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In Tab. 4.4-3 sind die Verdnderungen in den Konzentrationen bei Gesamt- und LDL-Cholesterol so-
wie bei den Triglyceriden zwischen der 0. und der 6. Woche zusammengestellt. Da die Tiere keine
erhohten Serumlipidspiegel besallen, waren die gemessenen Verdnderungen relativ gering. Insgesamt
wurde gefunden, dass sich die Konzentrationen der Serumlipide in allen Gruppen wihrend des Expe-
riments verdnderten. Das Gesamt- und das LDL-Cholesterol wurden in den meisten Versuchsgruppen
starker vermindert als in der Kontrollgruppe S. Es ist zu vermuten, dass dieser Effekt bei hypercho-
lesterindmischen Tieren deutlicher ausgepragt wire. Demgegeniiber wurde keine Beeinflussung der

Triglycerid-Konzentration im Serum durch die Haferprodukte beobachtet.

Tab. 4.4-3: Veranderungen in Serumlipiden (mmol/l) zwischen der Woche 6 und der Woche 0
in Ratten bei Fiitterung der Kontrolldidt S und der Versuchsdidten

Gruppe Gesamt-Cholesterol LDL-Cholesterol Triglyceride
S 0,031 £ 0,048 -0,071 £ 0,023 0,189 £ 0,088
M -0,236 +0,057° -0,112 £ 0,027 -0,099 £ 0,117
MN -0,219 +0,073" -0,135 £ 0,034 0,081 £ 0,081
K -0,087 £ 0,077 -0,165 +0,025" 0,321 £ 0,054
KN -0,335 +0,058" -0,136 £ 0,029 -0,165+0,115"
M# -0,062 £ 0,065 -0,164 +0,015" 0,292 £ 0,072

Mittelwerte + SEM, n=10.* P < 0,05, ® P < 0,005 gegeniiber Kontrollgruppe S.

3.4.5 Keimzahlen

Die Keimzahlen wurden vor Versuchsbeginn und am Versuchsende bestimmt. Wahrend des Experi-
ments wurden bei einigen der untersuchten Keimgruppen signifikante Anderungen gegeniiber der
Kontrolle festgestellt. Die Ergebnisse der 6. Woche sind in Abb 4.4-3 zusammengefasst. In verschie-
denen Versuchsgruppen nahmen sowohl die anaeroben als auch die aeroben Mikroorganismen zu. Es
ist bemerkenswert, dass in allen Versuchsgruppen die Zahl der coliformen Keime (mit Ausnahme der
Gruppe M#) signifikant abnahm. Andererseits wurden signifikant hohere CFU fiir Bifidobacterium
gefunden. Die in logarithmischer Darstellung gezeigten Unterschiede betrugen in verschiedenen Fél-
len mehr als eine Grofenordnung. Bei Bacteroides und Lactobacillus wie auch bei Hefen (nicht ge-

zeigt) traten praktische keine Verdnderungen zwischen den Gruppen auf.

3.4.6 Organgewichte

Am Totungstag der Tiere in der 6. Woche wurde das Gewicht ausgewéhlter Organe bestimmt. Im Ge-
wicht der Leber (10,97-12,25 g), der Milz (0,64-0,75 g), des Magens (3,71-4,57 g), des Jejunums
(6,15-6,79 g) sowie des Ileums (0,35-0,47 g) gab es keine Unterschiede zwischen den einzelnen Tier-
gruppen. Die Gewichte des Duodenums waren in den Versuchsgruppen K und M# signifikant niedri-

ger als in der Kontrolle (P < 0,006).
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Keimzahlen in log Kolonie-bildende Einheiten (CFU) in frischen Faecesproben von
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Die Gewichte von Ileum, Caecum und Colon sind in Abb. 4.4-4 zusammengestellt. Das Caecumge-
wicht war in allen Versuchsgruppen (auBer Gruppe M) signifikant gegeniiber der Kontrolle erhdht.
Dieses ist ein Effekt der hoheren BS-Konzentration im Futter der Versuchsgruppen. Weiterhin waren
das proximale Colon und das distale Colon in den Versuchsgruppen im Trend oder signifikant schwe-

rer. Es wurden keine makroskopischen Verdnderungen an den Organen der Tiere beobachtet.

Abb. 4.4-3:

Caecum Colon proximal Colon distal

Ileum
werte £ SEM, n=10.*P < 0,05, > P < 0,005, ° P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

Organgewichte der Tiere nach der Totung in der 6. Woche. Mittel-

Abb. 4.4-4:
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3.4.7 Darminhalte und Faeces

Die Menge an Darminhalten wurde am Versuchsende bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Abb. 4.4-5
zusammengestellt. Bei den Ileuminhalten wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Tiergruppen beobachtet. Die Caecuminhalte waren in den Versuchsgruppen (mit Ausnahme
von M#) signifikant erhoht. Auch die meisten Coloninhalte waren in den Versuchsgruppen im Trend
oder signifikant hoher als im Kontrollversuch S. Dieser Befund weist darauf hin, dass in den Ver-

suchsgruppen, die BS-angereicherten Diéten erhielten, die Darminhalte vergroflert waren.

Resistente Stérke trat nur in Caecuminhalten nur in den Versuchsgruppen MN, KN und M# auf (Tab.

4.4-4). In Coloninhalten war keine RS mehr nachweisbar.

Tab. 4.4-4: Resistente Stiarke in Caecuminhalten

Kontrolle S Gruppe M Gruppe MN Gruppe K Gruppe KN Gruppe M#

0 0 0,174+0,044 0 0,140+0,009 0,061+0,02

Mittelwerte, n = 3-4,
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Abb. 4.4-5:  Darminhalte der Tiere nach der Totung in der 6. Woche. Mittel-werte £ SEM, n = 10.
“P <0,05,° P <0,005, °P <0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

Weiterhin wurden am Ende des Versuchs in den Inhalten des Caecums und des proximalen Colons
die pH-Werte ermittelt.

Die tiefsten pH-Werte wurden in Caecuminhalten der Gruppe K (pH 6,43 + 0,04) und in Coloninhalten
der Versuchsgruppe KN (pH 6,26 £ 0,08) gemessen (Abb. 4.4-6). Dieses Ergebnis ist auf eine hdhere

Bildung von SCFA wihrend der Fermentation von Haferkleie zuriickzufiihren. In den Coloninhalten
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wurden geringere pH-Werte gemessen, wenn Novelose in den Didten anwesend war. Insgesamt waren
in allen Versuchsgruppen die pH-Werte signifikant kleiner als in der Kontrolle. In den Kontrollgruppen
betrugen die pH-Werte 7,39 £+ 0,05 (Colon) bzw. 7,28 = 0,06 (Caecum). Das heif3t, in den Versuchs-

gruppen war der pH um etwa eine Einheit vermindert.

Die Trockenmasse in den Darminhalten ist in der Tab. 4.4-5 zusammengestellt. In Caecuminhalten
wurden TM-Gehalte zwischen 20,5 % (Kontrollgruppe) und 25,5 % (Versuchsgruppe M#) gefunden. In
Inhalten des proximalen Colons war der TM-Gehalt hoher. Es wurden hier Werte zwischen 25,1 %

(Kontrolle) und 32,0 % (Versuchsgruppe M) gemessen.

Tab. 4.4-5: Trockenmasse von Darminhalten in der 6. Woche (in %)

Darminhalt Kontrolle S Gruppe M  Gruppe MN  Gruppe K Gruppe KN Gruppe M#

Caecum 204+09 23,1+12 21,7+13 21,3+£0,7 219+08 255+0,5
Colon prox.* 25,1 £2,1 32,0+2,5¢ 27,1+£3,1 28,1+£23  260+£3,0 284+14
Mittelwerte + SEM, n=10. ° P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S. (prox. = proximal)
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Abb. 4.4-6:  pH-Werte in Inhalten des Caecums und proximalen Colons in der 6. Woche.

Mittelwerte + SEM, n = 10. ° P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.
Zum Versuchsbeginn und in 14-tdgigem Abstand wurden von allen Ratten die 24-h-Faeces quantitativ
gesammelt und gefriergetrocknet. In diesen Proben wurden spéter unter anderem die Steroide bestimmt.
Es liegen deshalb die pro Tag ausgeschiedenen Mengen an Faeces-TM wihrend des gesamten Ver-

suchszeitraums (in der 0., 2., 4. und 6. Woche) vor (Tab. 4.4-6).
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Da die Differenzen bei der ausgeschiedenen TM in der Woche 0 zwischen allen Tieren gering waren,
wurde hier fiir alle Gruppen ein gemeinsamer Durchschnittswert berechnet. Allgemein wurden in allen
Gruppen mit zunehmender Versuchsdauer, und damit auch mit zunehmendem Alter der Tiere, hohere
Mengen an TM ausgeschieden. In allen Versuchsgruppen wurde signifikant mehr TM in den 24-h-

Faeces in der 4. und in der 6. Versuchswoche ausgeschieden als in der Kontrollgruppe.

Tab. 4.4-6: Faeces Ausscheidung

Woche  Kontrolle Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe
S M MN K KN M#
(g Trockenmasse/Tier und Tag)
0 1,95+0,06 1,95+0,06 1,95+0,06 1,95+0,06 1,95+0,06 1,95+0,06
2 2,78%0,16 3,56+0,22 3,4440,26" 3,81£0,21 3,38+0,07 3,06£0,15
4 2,83%0,10 4,35+0,17° 4,5010,12° 4,58+0,17° 4,1340,13¢ 3,5340,13°
6 3,09+0,08 4,54+0,25° 4,67+0,37° 4,83+0,31° 4,4440,15¢ 4,19+0,24°

Mittelwerte + SEM, n = 10 (0. Woche: n = 70). * P < 0,05, > P < 0,005, P < 0,001 gegeniiber Kon-
trollgruppe S.

3.4.8 Kurzkettige Fettsiuren

Kurzkettige Fettsduren wurden in den Faeces in der 0., 3. und 6. Woche sowie am Tétungstag in den
Caecuminhalten bestimmt. Die Konzentrationen der individuellen SCFA in den Gesamt-
Caecuminhalten sind in Abb. 4.4-7 zusammengefasst. Die dominierende SCFA war das Acetat. Es
wurden auch signifikant hohere Konzentrationen an Propionat und an Butyrat in allen Versuchsgrup-
pen, im Vergleich zur Kontrolle, bestimmt. In beiden Haferkleie-Gruppen (K und KN) wurden die
grofiten Mengen an Butyrat gefunden. In sehr kleinen Konzentrationen wurden auch Valeriate nach-

gewiesen.

In der Kontrollgruppe betrug die Menge an Gesamt-SCFA in den Gesamt-Caecuminhalten 156,1 +
9,9 umol. In allen Versuchsgruppen wurden signifikant hohere Gesamt-SCFA-Konzentrationen (P <
0,001) gefunden: Gruppe M = 313,9 £+ 15,0 umol, Gruppe MN = 420,5 + 24,9 umol, Gruppe K = 590,
4 + 37,3 umol, Gruppe KN = 609,3 + 54,3 umol und Gruppe M# = 345,5 + 33,1 umol.
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Abb. 4.4-7:  Konzentrationen an individuellen SCFA in Caecuminhalten (6. Versuchswoche)
Mittelwerte + SEM, n=10. * P < 0,05, ® P < 0,005, P < 0,001 gegeniiber Kontroll-
gruppe S.

Es wurden in allen Versuchsgruppen auch signifikant hohere Gesamt-SCFA in den Caecuminhalten
ermittelt, wenn die Werte auf ein Gramm TM bezogen werden (P < 0,001), z. B. Kontrollgruppe =
127,7 £ 4,2 umol, Gruppe M = 238,0 + 11,6 umol, Gruppe K = 366,3 + 14,1 umol und Gruppe M# =
274,5 £ 21,3 pmol.

In Abb. 4.4-8 ist die Konzentration an Gesamt-SCFA (in umol/g TM) in den Faeces in der 0., 3. und
6. Versuchswoche zusammengestellt. In der Kontrollgruppe wurden keine signifikanten Unterschiede
in der SCFA-Bildung im Verlauf des Versuchs festgestellt. Demgegeniiber wurden in den Versuchs-
gruppen sowohl in der 3. als auch in der 6. Woche jeweils signifikant hohere SCFA-Konzentrationen

als in den entsprechenden Kontrollen gemessen.

Die Konzentrationen an individuellen SCFA in den Faeces (in umol/g Feuchtgewicht) in der 6. Ver-
suchswoche stellt Abb. 4.4-9 dar. In allen Versuchgruppen wurden signifikant mehr Acetat und Buty-
rat sowie mit einer Ausnahme auch mehr Propionat als im Kontrollversuch gefunden. Es soll erwihnt
werden, dass in dieser Darstellungsweise in der 3. Versuchswoche dhnliche Ergebnisse ermittelt wur-

den (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.4-8:  Gesamt-SCFA in den Faeces der Kontrollgruppe S sowie der verschiedenen
Versuchsgruppen in der 0., 2. und 6. Woche.
Mittelwerte + SEM, n = 10. ° P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.
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Abb. 4.4-9:  Konzentrationen an individuellen SCFA in den Faeces (6. Versuchswoche) Mittel-
werte £ SEM, n=10.* P < 0,05, " P < 0,005, ¢ P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

In Tab. 4.4-7 sind die prozentualen molaren Verhiltnisse der 3 wichtigsten SCFA in den Faeces

(3. und 6. Woche) sowie in Caecuminhalten aufgefiihrt. Systematische Unterschiede zwischen der 3.

und der 6. Versuchswoche waren in den Faeces nicht erkennbar.
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Tab. 4.4-7: Molare Verhéltnisse der kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat in den
Faeces der 3. und 6. Versuchswoche sowie in Caecuminhalten.

Kontrolle Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

S M MN K KN M#

Acetat (%)

Faeces W 3 71,32 69,97 65,65 66,19 64,11 68,13

Faeces W 6 60,92 63,28 70,51 68,87 69,15 68,49

Caecum 58,17 58,99 63,71 63,55 56,47 64,57

Propionat (%)

Faeces W 3 19,80 12,17 19,76 10,41 12,64 19,48

Faeces W 6 28,47 19,15 18,07 13,26 14,17 21,21

Caecum 28,84 19,69 21,79 15,59 17,85 20,42
Butyrat (%)

Faeces W 3 8,89 17,85 14,59 23,40 23,26 12,38

Faeces W 6 10,61 17,57 11,43 17,88 16,68 10,31

Caecum 12,99 21,33 14,50 20,86 25,68 15,01

W = Versuchswoche. Mittelwerte, n = 10.

Hohe prozentuale Anteile an Butyrat traten in den Gruppen M, KN und K auf. Die prozentualen Antei-
le an Acetat waren in allen Gruppen in den Caecuminhalten kleiner als in den Faeces. Andererseits
wurden in der 6. Versuchswoche in Caecuminhalten hohere Anteile an Butyrat als in den Faeces ge-

funden. Dieses Ergebnis weist auf eine relativ hohe Resorptionsrate von Butyrat im Dickdarm hin.

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die Konzentrationen an SCFA in Caecuminhalten grundséitzlich

hoher waren als in den Faeces (Woche 6).
3.4.9 Gallensiauren und neutrale Sterole

Die GS und NS wurden in der 0., 2., 4 und in der 6. Versuchswoche in den 24-h-Faeces sowie am
Versuchsende in den Inhalten vom Caecum sowie proximalen Colon bestimmt. Die Darminhalte wur-

den nach dem Wigen sofort eingefroren und dann bis zur Aufarbeitung bei —20°C zwischengelagert.

3.4.9.1 Gallensauren in Caecuminhalten der Ratten

In Caecuminhalten der Ratten wurden bei der Kontrollgruppe S 9,37 pmol GS/g TM gefunden. In den
Versuchgruppen war, mit Ausnahme der Gruppe M#, die GS-Konzentration mit bis zu 12,91 umol/g
TM signifikant hoher (P < 0,001). Die hochsten GS-Konzentrationen traten im Caecum bei den Grup-
pen K und KN auf, deren Futter bis zu 50 % Haferkleie zugesetzt wurde. Demgegeniiber war bei Gabe
des autoklavierten Produktes (Gruppe M#) die GS-Konzentration mit 9,18 umol/g TM sogar kleiner
als in der Kontrolle (Tab. 4.4-8).

In Caecuminhalten wurden konjugierte und freie GS gefunden (Tab. 4.4-8). Es wurden relativ hohe
Konzentrationen an Cholsdure, Desoxycholsdure und Lithocholsidure sowie Hyodesoxycholsdure be-

stimmt. C lag vorwiegend in konjugierter Form vor, wihrend DC und CDC in geringerem Mal3e kon-
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jugiert waren (siche Anhang; Tab. A4-4). Es zeigten sich besonders Unterschiede zwischen der Kon-

trolle einerseits und den Versuchsgruppen andererseits an (z. B. bei TC, C, aMC, BMC).

Es wurden zwischen 1,64 £ 0,05 umol und 2,32 £ 0,05 umol taurokonjugierte GS/g TM in den Cae-
cuminhalten gefunden. Von den Gesamt-GS waren demnach 16,26-17,85 % Taurinkonjugate in den

Versuchsgruppen und 22,54 % in der Kontrolle (siche Anhang; Abb. A4-10).

Etwa 36 % der GS in Caecuminhalten gehorten zur Cholséuregruppe. Es war auffallend, dass die pro-
zentualen Anteile der C- und CDC-Gruppe in allen Versuchgruppen und in der Kontrollgruppe gleich
waren. In Caecuminhalten waren die Konzentration der Metabolite KDC und KLC recht gering. In-
nerhalb der CDC-Gruppe waren demgegeniiber hohe Anteile der Metabolite a-MC, B-MC und HDC

anwesend.

Bezogen auf den Gesamt-Caecuminhalt betrug die Menge an Gesamt-GS in der Kontrollgruppe S
10,51+ 0,68 umol. In den Versuchsgruppen wurden folgende Werte gefunden:

Gruppe M = 16,31 £+ 0,45 umol, Gruppe MN = 22,29 + 1,14 umol, Gruppe K = 18,45 = 0,79 umol,
Gruppe KN = 21,38 + 0,62 umol und Gruppe M# = 13,38 £+ 0,33 umol. Mit Ausnahme der Diét mit
dem autoklavierten Hafermehl (P = 0,067) wurden bei Gabe aller anderer Versuchsdidten signifikant
mehr Gallensduren in Gesamt-Caecuminhalten gefunden als bei Verabreichung der Kontrolldidt

(P <0,001).

In den Caecuminhalten der Kontrollgruppe wurden 4,21 £ 0,09 pmol primére GS und 5,16 £ 0,07
pmol sekundidre GS pro Gramm TM bestimmt. In den Versuchsgruppen stieg die Konzentration der
priméren GS auf 4,89 £+ 0,07 bis 7,55 £+ 0,46 umol an, wobei die hdchsten Werte in den Tieren auftra-
ten, deren Didten Haferkleie enthielten (Gruppen K und KN). Die Mengen an sekundéren GS waren in
einigen Gruppen hoéher und in einigen geringer als in der Kontrolle (Abb. 4.4-10). Wéhrend in der
Kontrollgruppe 44,10 % primére GS auftraten, stieg dieser Wert signifikant auf 47,83 %, 60,44 %,
55,10 %, 56,91 % und 56,30 % in den Versuchsgruppen (P < 0,001).
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Tab. 4.4-8: Konzentration an individuellen Gallenséduren (umol/g Trockenmasse) in
Caecuminhalten von Ratten bei Gabe der Kontrolldidt S oder der Ver-
suchsdiiten in der 6. Versuchswoche.

Gruppe
TC C TDC  DC KDC KLC TCDC CDC LC aMC BMC HDC  UDC Summe
S 1,177 0384 0,687 0977 0,018 0,114 0248 0475 1394 0836 1,019 1987 0052 9366
$0,035 0,034 0,019 0,028 +0,006 +0,013 0,014 20,015 +0,042 0,021 20,033 +0,034 +0,009 +0,067
M 0,973 0,979 0,813 1,255 0,048 0,136 0,235 0,664 1,709 1,509 1,810 1,267 0,133 11,530
$0,030°  £0,022° +0,027° +0,034° £0,006° +0,012 0,008 £0,022° +0,037° +0,023° 20,037 +0,045° +0,011° 0,117
MN 0,998 1,039 0604 0944 0,039 0068  0,176° 0541 1,567 0978 0,995 2,147 0,123 10217
+0,036° +0,046° 40,024 0,041 +0,009 +0,010° +0,011 +0,020 +0,032° +0,020 =+0,032 40,057 +0,017° +0,107°
K 1293 0919 0,784 1430 0,118 0067 0245 0,732 1,741 1,764 1,939 1,757 0,123 12912
£0,035  +0,020° 40,043 0,029° +0,008° +0,008° 0,017 £0,027° +0,044° 0,067 =20,072° +0,046" +0,012° 0,177
KN 1,165 1,176 0,677 1328 0,036 0,092 0,191 0,690 1426 1978 2216 1421 0,099 12,492
£0,041  +0,037° 0,026 0,057 £0,008 +0,010 +0,009° +0,012° +0,032 +0,046° 20,054 +0,031° +0,008" +0,056°
M 1,040 0560 0493 1,054 0,050 008 0112 0564 1,172 1,183 1,559 1211 0,105 9,183
$0,026"  +0,034° +0,018 0,046 £0,004° +0,012 +0,012° +0,018° +0,027° 0,053 =20,047° +0,026° +0,014* +0,081

Mittelwerte £ SEM, n=6.* P < 0,05, ® P < 0,005, ¢ P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

TC, Taurocholsdure; C, Cholsdure; TDC, Taurodesoxycholsdure; DC, Desoxycholsdure;
KDC, 7-Ketodesoxycholsdure; KLC, 12-Ketolithocholsdu-re; TCDC, Taurochenodesoxy-
cholsdure; CDC, Chenodesoxycholsdure; LC, Lithocholsdure; aMC, a-Muricholsdure;
BMC, B-Muricholsidure; HDC, Hyodesoxycholsdure; UDC, Ursodesoxycholsdure.
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Abb. 4.4-10: Konzentration an priméren und sekundéren Gallenséuren in Caecuminhalten
der Kontrollgruppe S sowie der Versuchsgruppen in der 6. Woche.
Mittelwerte + SEM, n = 6. P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

3.4.9.2 Gallensauren in Coloninhalten der Ratten

In Coloninhalten wurden hohere Konzentrationen an GS im Vergleich zu den Caecuminhalten gefun-
den. Wihrend in der Kontrolle 12,12 pmol Gesamt-GS/g TM auftraten, waren in den Versuchsgrup-
pen bis zu 14,82 pmol Gesamt-GS/g TM anwesend. Wie in den Caecuminhalten war auch in Colonin-
halten der Versuchgruppe M# die Konzentration an GS gering (siche Anhang; Tab. A4-5). Die Kon-
zentrationen an C, DC, KDC, KLC, CDC, LC, aMC, BMC und UDC waren in den Coloninhalten
hoher als in Caecuminhalten. Im Vergleich zur Kontrolle wurden bei einigen GS deutliche Unter-
schiede in ihrem prozentualen Anteil gefunden. So waren beispielsweise in der Kontrollgruppe 7,56 %
C, 12,84 % oMC und 19,47 % HDC vorhanden, wiahrend deren Anteil in den Versuchsgruppen
9,93-13,56 %, 14,27-17,22 % bzw. 9,50-12,79 % betrug (siche Anhang; Tab. A4-4).

Deutlich ist die weitere Abnahme der taurokonjugierten GS im proximalen Colon im Vergleich zum
Caecum (siehe Anhang; Abb. A4-10). Nur noch weniger als 5 % der GS waren in den Coloninhalten

konjugiert, wobei der hochste Anteil in der Kontrolle gefunden wurde.

Bezogen auf den Gesamt-Coloninhalt betrug die Menge an Gesamt-GS in der Kontrollgruppe (S)
2,60 £ 0,28 umol. In den Versuchsgruppen wurden folgende Werte bestimmt:

Gruppe M = 6,17 = 0,34 pmol, Gruppe MN = 4,23 + 0,56 umol, Gruppe K = 5,03 £ 0,41 pmol, Grup-
pe KN = 3,76 + 0,20 pmol und Gruppe M# = 5,04 + 0,47 umol. Mit Ausnahme der Didt KN wurden
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bei Gabe aller anderer Versuchsdidten signifikant mehr Gallenséuren in Gesamt-Coloninhalten gefun-

den als bei Verabreichung der Kontrolldiét (P < 0,05 bzw. 0,001).

In Coloninhalten aller Versuchsgruppen wurden hohere Konzentrationen an primiren GS als in der
Kontrolle gefunden. Die Gehalte an sekundiren GS waren demgegeniiber in den Versuchsgruppen
kleiner (Ausnahme: Gruppe K) (Abb. 4.4-11). In der Kontrollgruppe S waren 40,80 % primdre GS
anwesend. Dieser Anteil erhohte sich signifikant auf Werte zwischen 51,57 % (Gruppe M#) und
57,33 % (Gruppe KN). Der Anteil von GS, die zur Cholsduregruppe gehoren, war in den Coloninhal-

ten mit durchschnittlich 34 % etwas geringer als in den Caecuminhalten.

10 M primére GS
97 c Osekundére GS

6 ¢

Gallensduren (mmol/g TM)

Gruppe

Abb. 4.4-11: Konzentration an priméren und sekundéren Gallenséuren in proximalen Colon-
inhalten der Kontrollgruppe S sowie der Versuchsgruppen M-M# in der 6. Woche.
Mittelwerte + SEM, n=6. " P < 0,05, ° P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

3.4.9.3 Gallensauren in den Faeces der Ratten

Die Konzentration an Gesamt-GS betrug in der 0. Woche mit durchschnittlich 12,51 pmol/g TM (alle
Gruppen) (siche Anhang; Tab. A4-6). In der Kontrollgruppe S waren sowohl die mengenméBige als
auch prozentuale Zusammensetzung der individuellen GS zwischen der 0. und der 6. Versuchswoche
nur gering verdndert. Es wurden allgemein mehr GS-Metabolite und weniger primire GS gefunden als
in den Darminhalten. In der 6. Versuchswoche waren die prozentualen Anteile von C, KDC, CDC,
aMC, BMC und UDC, d. h. der priméren GS, tiefer als in den Versuchsgruppen (siche Anhang; Tab.
A4-4). Taurokonjugierte GS wurden in keiner Faecesprobe mehr ermittelt. Die hochsten Gesamt-GS-
Konzentrationen traten in der 6. Woche wiederum in den Versuchsgruppen K und KN, die Kleie-
haltige Futter erhielten, auf und die geringsten in der Kontrollgruppe und in der Gruppe M#
(siche Anhang; Tab. A4-6). In allen Gruppen erhdhte sich die tiagliche Gesamt-GS-Ausscheidung im
Verlauf des Versuchs (Abb. 4.4-12).
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Abb. 4.4-12: Tégliche Ausscheidung an Gesamt-Gallenséuren in der Kontrollgruppe S und in
den Versuchsgruppen im Verlauf des Experiments. Mittelwerte £ SEM,
n=10."P<0,05,°P < 0,005, P <0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

In der Kontrollgruppe waren in der 6. Woche 4,66 g primére und 7,73 g sekundidre GS/g TM anwe-
send. In allen Versuchsgruppen wurden hohere Konzentrationen an primiren GS gefunden (siehe An-
hang; Abb. A4-11). Die hochsten Werte ergaben sich in der Gruppe KN. Die Konzentrationen an se-
kundéren GS waren mit Ausnahme der Gruppe K kleiner als in der Kontrolle. Dieses zeigt sich auch,
wenn die prozentualen Anteile an primiren und sekundidren GS betrachtet werden (Abb. 4.4-13). In
dieser Darstellungsweise waren in allen Versuchsgruppen die primiren GS hoher und die der sekunda-
ren GS niedriger als in der Kontrollgruppe. Die prozentualen Anteile von GS der Cholsiduregruppe

waren in den Faeces nach 6 Versuchswochen nicht unterschiedlich (durchschnittlich 32,65 %).

3.4.9.4 Neutrale Sterole in Darminhalten der Ratten

Die Konzentration an Gesamt-NS in Caecuminhalten betrug 16,40 pumol/g TM in der Kontrollgruppe
und bis zu 20,37 pmol/g TM in den Versuchsgruppen (siche Anhang; Tab. A4-7). Ahnlich wie bei
den GS wurde in der Gruppe K (Haferkleie) die hochste und in der Gruppe M# (autoklaviertes Ha-
fermehl) die kleinste Menge an NS gefunden. Cholesterol war mit etwa 73-75 % das dominierende
NS. Der Anteil von Coprostanol lag bei 25 %. Weiterhin wurden noch etwa 1 % Coprostanon gefun-

den.
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Abb. 4.4-13: Prozentualer Anteil der primiren und sekundéiren Gallensduren in den Faeces der Kon-
trollgruppe S sowie der Versuchsgruppen in der 6. Woche.
Mittelwerte + SEM, n = 10." P < 0,05, “ P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.
Bezogen auf den Gesamt-Caecuminhalt betrug die Menge an Gesamt-NS in der Kontrollgruppe S
18,47 = 1,41 umol. In den Versuchsgruppen wurden folgende Werte bestimmt:
Gruppe M = 26,99 + 0,64 umol, Gruppe MN = 40,50 + 2,28 pumol, Gruppe K = 29,06 = 1,09 umol,
Gruppe KN = 33,15 £+ 1,18 umol und Gruppe M# = 24,64 + 0,60 umol. Bei Gabe aller anderer Ver-
suchsdidten wurden signifikant mehr NS in Gesamt-Caecuminhalten gefunden als bei Verabreichung
der Kontrolldidt (P < 0,001).
In Inhalten des proximalen Colons wurden 18,62 pmol Gesamt-NS/g TM in der Kontrollgruppe ge-
funden, wiéhrend in den Versuchsgruppen bis zu 27,29 pumol/g TM auftraten (siche Anhang;
Tab. A4-7). Die beiden Versuchsgruppen, die Haferkleie-haltige Diéten erhielten, zeigten die hdchsten
NS-Gehalte in den Coloninhalten. Der prozentuale Anteil des Cholesterols war auf 42,5 % in der Kon-
trolle S und auf 38,7-41,8 % in den Versuchsgruppen gefallen. Das dominierende NS in den Colonin-
halten war mit iiber 55 % Coprostanol, wéihrend der Anteil von Coprostanon zwischen 2,2 % (Kontrol-
le S) und 3,9 % (Gruppe K) lag.
Bezogen auf den Gesamt-Coloninhalt betrug die Menge an Gesamt-NS in der Kontrollgruppe S
3,98 + 0,43 umol. In den Versuchsgruppen wurden folgende Werte bestimmt:
Gruppe M = 10,83 = 0,56 umol, Gruppe MN = 7,34 £+ 0,98 umol, Gruppe K = 9,38 £+ 0,74 pmol,
Gruppe KN = 6,89 + 0,41 umol und Gruppe M# = 8,38 £+ 0,83 umol. Bei Gabe aller anderer Ver-
suchsdidten wurden signifikant mehr NS in Gesamt-Caecuminhalten gefunden als bei Verabreichung

der Kontrolldidt (P < 0,05 bzw. 0,001).
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3.4.9.5 Neutrale Sterole in den Faeces der Ratten

Die Menge und Zusammensetzung der NS waren in der Kontrollgruppe von der 0. bis 6. Woche pro
Gramm TM unverédndert. Es traten am Ende des Experiments in der Kontrolle 20,63 pmol Gesamt-
NS/g TM und in den Versuchsgruppen bis zu 29,84 umol/g TM auf (siche Anhang, Tab. A4-7). Je-
doch erhohte sich die téglich ausgeschiedene Menge an NS in allen Gruppen wihrend des Experi-
ments. Abb. 4.4-14 zeigt, dass in allen Versuchsgruppen in der 4. und 6. Woche signifikant mehr NS

pro Tag ausgeschieden wurden als in der Kontrolle.
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O Woche 2
B Woche 4
O Woche 6

Neutrale Sterole (umol/d)

MN

Gruppe

Abb. 4.4-14: Tégliche Ausscheidung an Gesamt-Neutralen-Sterolen in der Kontrollgruppe S und in
den Versuchsgruppen in Verlauf des Experiments. Mittelwerte = SEM,
n=10."P <0,05,°P <0,005,°P<0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.
Wihrend sich der Anteil an Cholesterol in den Faeces der 6. Woche im Vergleich zu den Caecum- und
Coloninhalten weiter verringerte, nahmen die Anteile an Coprostanol und Coprostanon weiter zu. Au-
Berdem wurden in den Versuchsgruppen geringe Mengen an Cholestanon gefunden. Vom Caecum zu

den Faeces erhohten sich die Anteile der Cholesterol-Metabolite von etwa 25 % auf bis zu ca. 70 %

(siche Anhang; Tab. A4-7).
3.4.9.6 Gesamtsteroide

Die Summe aus Gesamt-GS und Gesamt-NS wird als Gesamtsteroide bezeichnet. Wahrend in der
Kontrolle und in der Versuchsgruppe M# mit 33,02 bzw. 33,78 umol/g TM die geringsten Konzentra-
tionen an Gesamtsteroiden auftraten, wurden in den iibrigen Versuchsgruppen mit 38,57 bis 45,78
umol/g TM die hochsten Gesamtsteroidgehalte in der 6. Versuchswoche gefunden. Diese Zunahme
war signifikant (P < 0,001). Am effektivsten erwies sich Haferkleie beziiglich der Steroidausschei-

dung. Auch die Hafermehlextrudate erwiesen sich als wirksam.
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In der Abb. 4.4-15 sind die Mengen an ausgeschiedenen Gesamtsteroiden von der 0. bis zur 6. Ver-
suchswoche zusammengestellt. Auch in dieser Darstellungsweise werden die hochsten Ausschei-

dungsraten in den Gruppen K und KN gefunden.
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Abb. 4.4-15: Tégliche Ausscheidung an Gesamtsteroiden in der Kontrollgruppe S und in den
Versuchsgruppen in Verlauf des Experiments. Mittelwerte £ SEM,
n=10.*P<0,05,"P < 0,005, °P<0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.

Der Anteil der NS an den Gesamtsteroiden lag in der 6. Woche sowohl in Darminhalten als auch in

den Faeces durchschnittlich um 63-64 %. In der 0. Woche wurden in den Faeces durchschnittliche NS-

Anteile von 61 % berechnet.

Bezogen auf die 0. Woche (= 100 %) erhohten sich die Anteile an ausgeschiedenen Gesamtsteroiden
in der Kontrollgruppe S um ca. 0,5 % und in den Versuchsgruppen um 16,9 bis 39,9 % (P < 0,001). In
der Gruppe M# betrug diese Zunahme jedoch nur etwa 4 % (siche Anhang; Abb. A4-12).

Die Ergebnisse belegen, dass in Gegenwart einer BS-angereicherter Didt eine Erhohung der Ausschei-

dung von Steroiden erreichbar ist.

Vergleicht man den Effekt von Haferprodukten auf die Ausscheidung von SCFA und GS, so ist fest-
zustellen, dass die Adaptationsperiode der SCFA-Bildung an das Pribiotikum nach 3. Wochen abge-
schlossen war, wihrend die Ausscheidung an GS bis zum Ende der 6. Woche (Ende des Versuchs)

anstieg.
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3.5 Ernihrungsversuch am Menschen

3.5.1 Befinden der Probanden

Das Extrudat wurde von den Probanden gut angenommen. Da es nicht gewiirzt war, besal es einen
neutralen Geschmack. Es wurde von den Probanden tiberwiegend in Milch aufgenommen. Das Wohlbe-
finden der Probanden wéhrend des Versuches wurde mit gut eingeschdtzt. Die korperlichen Aktivititen
waren bei allen Probanden unveridndert und nicht eingeschriankt. Einige Probanden berichteten bis zur
2. Woche iiber eine leicht erhohte Flatulenz. Es traten keine krankhaften Erscheinungen oder Obstipati-
onen bzw. Durchfille wihrend des Versuchs auf. Die Probanden berichteten iiber eine erhdhte Stuhl-
frequenz bis zur 4. Woche. Einige Probanden stellten ein erhdhtes Durstgefiihl fest (Tab. 4.5-1). Das

Korpergewicht der Probanden dnderte sich wéihrend des Versuchs nicht.

Tab. 4.5-1: Korperliches Wohlbefinden der Probanden wahrend des Erndhrungsversuchs

Parameter vor und nach dem Versuch wihrend des Versuchs
[Woche 0 und 6] [Woche 2 und 4]
(Probandenanzahl) (Probandenanzahl)
Korperliches Wohlbe- normal: (12) leicht erhohte Flatulenz: (6)
finden Vollegefiihl: 4)
(Krankheit, Obstipation, erhohtes Durstgefiihl: (5)

Diarrhde, Magen-Darm-
Beschwerden, usw.)

Korperliche Aktivititen normal: (12) normal: (12)

Stuhlgang Frequenz: Frequenz:

(Frequenz, Konsistenz) o Ixin2-3d: (3) e 1Ixin2-3d: (0)
e normal (1x/d): (8) o mnormal (1x/d): (2)
e leicht erhoht (2x/d): (1) e leicht erhoht (2x/d): (10)
Konsistenz: Konsistenz:
e normal: (6) e normal: 3)
o fest: (5) o fest: (0)
e weich: (1) e weich: 9)

Das typische Erndhrungsprotokoll eines ausgewihlten Probanden wéhrend der Studie zeigt Tab. A4-8
(siche Anhang)

3.5.2 Serumlipide

Die Konzentrationen an Serumlipiden verdnderten sich nicht signifikant wéihrend des Versuchs. Es
wurde zwar eine geringe Abnahme des Gesamt- und LDL-Cholesterols in der 4. Woche gemessen,
jedoch waren die individuellen Unterschiede zwischen den 12 Probanden (Ausgangswerte, 0. Woche)

so stark, dass die Streubreite der Messwerte grofl war (Tab. 4.5-2).

Es wurde bei 3 Probanden am Anfang des Versuches (0.Woche) ein erhohter Cholesterolspiegel
(> 5,2 mmol/l) festgestellt. Bei diesen Probanden wurde im Laufe der Intervention eine Senkung des

Cholesterol beobachtet. So betrugen die Werte in der 2. und 4. Woche durchschnittlich 5,2 mmol/l und
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sanken zwei Wochen spéter, d.h. in der “Follow-up-Phase®, im Vergleich zu den Ausgangswerten
(5,58 mmol/l) weiter auf 4,8 mmol/l. Die Werte lieBen sich jedoch aufgrund einer kleinen Anzahl der

Probanden statistisch nicht absichern.

Tab. 4.5-2: Serumlipide wihrend des Versuchs

Woche Gesamt-Cholesterol HDL-Cholesterol LDL-Cholesterol Triglyceride
(mmol/l)

0 4,74+ 0,24 1,70 £ 0,08 2,56+ 0,22 1,11 £0,15

2 4,64 +£0,21 1,61 £0,07 2,58 +0,15 1,23+0,12

4 4,70 £ 0,25 1,82 £0,13 2,39+0,23 1,14+0,19

6 4,65 £0,22 1,64 £ 0,08 2,56 £0,17 1,23+0,17

Mittelwerte = SEM, n = 12.

3.5.3 Keimzahlen

Die Verdnderungen in den Keimzahlen in frischen Faeces zu Beginn und am Ende des Versuchs zeigt
Abb. 4.5-1. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden. Es wurden jedoch erhohte Werte

fur Lactobacillen und Bifidobakterien aber auch fiir Bacteroides ermittelt.
3.5.4 Faecesparameter

In den Faeces wurden die Trockenmasse und der pH-Wert bestimmt. Folgende Werte wurden fiir die
TM gefunden: 0. Woche = 28,80 £ 2,63 %, 2. Woche = 27,96 £ 2,16 %, 4. Woche = 26,89 + 1,96 %
und 6. Woche = 29,93 + 2,26 %. Es zeigt sich eine geringe Abnahme der durchschnittlichen TM in
den Faeces von der 0. zur 4. Woche an. Die Verdnderungen im Faeces-pH-Wert sind in Abb. 4.5-2
dargestellt. Der durchschnittliche pH-Wert fiel von 7,38 (0. Woche) auf 6,71 (4. Woche). In der “Fol-
low up-Phase* erhdhte sich der pH-Wert dann wieder.
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Abb. 4.5-1:  Keimzahlen in log Kolonie-bildende Einheiten (CFU) wihrend des Versuchs.
Mittelwerte =+ SEM, n=12.
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Abb. 4.5-2:  Verédnderungen in den Faeces-pH-Werten wihrend des Versuchs.
Mittelwerte + SEM, n = 10. °P < 0,005 gegeniiber 0. Woche.



Ergebnisse 89

3.5.5 Kurzkettige Fettsiuren

Infolge der grofen individuellen Unterschiede in den Ausgangswerten (0. Woche) fiir die SCFA in-
nerhalb der gesamten Probandengruppe wurden nur in wenigen Fillen signifikante Anderungen in der
Konzentration an SCFA wihrend des Versuchs berechnet (Tab. 4.5-3). Es soll nur erwahnt werden,
dass in der 0. Woche die Gesamt-SCFA zwischen 30,1 und 117,2 umol/g Feuchtmasse schwankten.
Im Trend nahmen jedoch die Konzentrationen an Propionat, iso-Valeriat und der Gesamt-SCFA in der
4. Woche zu. Es ist bemerkenswert, dass in der 4. Woche etwa 65 % mehr Butyrat pro Gramm
Feuchtmasse als zum Versuchsbeginn gefunden wurden (P < 0,05). In der 6. Woche wurden dann

wieder relativ geringe SCFA-Konzentrationen gemessen.

Tab. 4.5-3: Verdnderungen in den kurzkettigen Fettsduren wéhrend des Versuchs
(Durchschnittswerte aller Probanden)

Woche Acetat Propionat Butyrat Total”
(umol/g Feuchtmasse)
0 43,21 +4,78 11,76 £ 1,97 10,31 £ 1,40 69,27 £ 7,90
2 42,50 + 4,34 11,56 + 1,60 13,23 £2,06 71,12 + 7,44
4 50,82 £ 5,50 16,24 + 1,70 17,06 +2,35" 90,10 + 8,87

6 (Follow-up) 33,40+ 2,04 11,47 +1,39 11,34 £ 1,76 60,47 £ 4,14

*Summe aus Acetat, Propionat, Butyrat, n-Valeriat und iso-Valeriat. Mittelwerte + SEM,
n=12."P <0,05 gegeniiber 0. Woche.

Das molare Verhiltnis der 3 wichtigsten SCFA ist in Abb. 4.5-3 zusammengefasst. Es zeigt sich, dass

der Anteil an Acetat wihrend der Intervention féllt, wihrend der Butyratanteil zunimmt. In der 4. Wo-

che wurden im Trend kleinere Acetat- (P = 0,06) und hohere Butyratanteile (P = 0,13) gefunden.

80 -

0. Woche
O2. Woche
M 4. Woche
B 6. Woche (Follow-up)

704 .

60
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20 A

Molares Verhiltnis der SCFA (%)

10 4

Acetat Propionat Butyrat

Abb. 4.5-3:  Molares Verhiltnis von Acetat, Propionat und Butyrat wéhrend des Versuchs.
Mittelwerte £ SEM, n = 12. (Durchschnittswerte aller Probanden)
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3.5.6 Gallensiduren und neutrale Sterole

Die Steroide wurden in den Faeces der Probanden zum Versuchsbeginn (0. Woche), in der Versuchs-
mitte (2. Woche), am Versuchsende (4. Woche) sowie 14 Tage nach Versuchsende (6. Woche - ,,Fol-
low-up“-Phase) bestimmt. Die Aufarbeitung des Faecesmaterials und die Analyse erfolgte wie beim
Tierversuch. Es treten beim Menschen einige andere GS als bei der Ratte auf (z. B. 3B,12a-

Dihydroxycholanséure), wahrend die Muricholsduren beim Menschen nicht vorkommen.

3.5.6.1 Gallensauren

In der 0. Woche, d.h. bei Versuchsbeginn, wurden von den Probanden 28,56 £ 1,04 umol GS/g TM
ausgeschieden. Es zeigte sich, dass es bei Gabe des Haferextrudats zu einer kontinuierlichen Erhéhung
der GS-Ausscheidung kommt. Im einzelnen stieg der Wert in der 2. Woche auf 31,38 + 1,02 pumol/g
TM und in der 4. Woche auf 34,82 + 0,98 umol/g TM. Dieses ist eine signifikante Zunahme gegeniiber
der 0. Woche (P < 0,001). Zwei Wochen nach Beendigung der Hafergabe war die GS-Ausscheidung
wieder fast auf den Ausgangswert gefallen (28,98 £ 0,98 umol/g TM). Die Verdnderungen in der GS-
Ausscheidung waren bei allen Probanden in der Tendenz gleich. Die relativ grofe Streubreite der
Durchschnittswerte hat ihre Ursache in den groBlen individuellen Unterschieden in der GS-
Zusammensetzung und in der Menge an ausgeschiedenen GS der einzelnen Probanden. Dieser Effekt

wurde auch in den Einzelwerten flir die Gesamt-GS der 12 Probanden in der 4. Woche deutlich (siche

Anhang; Abb. A4-13).

Es wurde ein breites Spektrum an GS in den Faeces gefunden. Dieses wird am Beispiel des Probanden
7 im Versuchsverlauf dargestellt (Abb. 4.5-4). Es zeigte sich, dass von der 0. bis zur 4. Woche beson-
ders die Konzentrationen der priméren Gallensduren C und CDC zunahmen, wéhrend sich die Konzent-

rationen der wichtigsten sekundéren GS kaum verénderten.

In Abb. 4.5-5 sind die Durchschnittswerte fiir die einzelnen GS aller Probanden von der 0. bis zur
6. Woche zusammengefasst. Die Konzentrationen der wichtigsten priméren Gallensduren C und CDC
stiegen zunéchst deutlich bis zur 4. Versuchswoche und nahmen dann in der 6. Woche wieder ab. An-
dererseits erhdhten sich die Konzentrationen der wichtigsten sekundédren GS sehr gering bis zur 4. Wo-

che.
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Abb. 4.5-4: Konzentration der einzelnen Gallensduren in den Faeces des Probanden 7 im Verlauf
des Versuchs.
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Abb. 4.5-5: Konzentration der einzelnen Gallensduren in den Faeces in Verlauf des Versuchs.

Mittelwerte + SEM, n=12. *P < 0,05, P < 0,005, °P < 0,001 gegeniiber 0. Woche.
(Durchschnittswerte aller Probanden)
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Am Ende der 4. Woche wurden beispielsweise folgende durchschnittliche GS-Konzentrationen gefun-
den (in umol/g TM): C = 8,91 + 0,50, DC = 12,49 + 0,70, KDC = 0,49 * 0,06, 3f12a = 1,56 £ 0,18,
KLC=1,26+0,17,CDC = 3,60 + 0,49, LC = 5,23 + 0,39, UDC = 0,61 + 0,05 und HDC = 0,67 % 0,08.

Dieses Bild dndert sich jedoch, wenn die prozentualen Anteile der einzelnen Gallensduren aller Proban-
den im Versuch betrachtet werden (siche Anhang; Abb. A4-14). Bis zur 4. Woche stiegen die Anteile
der priméren GS (C, KDC, CDC) in den Faeces wihrend diejenigen der sekunddren GS (DCA, 312a,
KLC, LC) abnahmen. In der 6. Woche tendierten die prozentualen Anteile aller GS wieder in Richtung
der Werte in der 0. Woche. In der 4. Woche wurden durchschnittlich 25,91 % C, 35,69 % DC, 1,44 %
KDC, 4,46 % 3B12a, 3,65 % KLC, 10,13 % CDC, 15,08 % LC, 1,74 % UDC und 1,90 % HDC gefun-

den.

Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Konzentrationen der priméren GS sich im Verlauf der Gabe
des BS-reichen Extrudats kontinuierlich erhohten, wihrend die Konzentrationen an sekundéren GS nur
gering zunahmen. In der “Follow-up Phase verringerten sich beide Werte wieder (Abb. 4.5-6). All-
gemein wurden in den Faeces aller Probanden mehr sekundire als primare GS festgestellt. In der
0. Woche wurden beispielsweise 8,37 £ 0,41 umol primére und 20,19 £+ 0,96 pumol sekundére GS/g
TM bestimmt. Bei Darstellung der Durchschnittswerte der prozentualen Anteile der GS in den Faeces
im Versuchsverlauf ergibt sich eine signifikante Zunahme der priméren und eine Abnahme der sekun-
déren GS wihrend der Haferextrudatgabe in der 4. Woche (siche Anhang; Abb. A4-15). So wurden in
der 2. Woche 4,09 % und in der 4. Woche 9,74 % mehr primére GS ausgeschieden als in der 0. Wo-
che. Der prozentuale Anteil der GS, die zur Cholsdure- und zur Chenodesoxycholsduregruppe geho-
ren, dnderte sich nicht im Verlauf des Versuchs. Durchschnittlich gehorten etwa 71 % der GS in den

Faeces zur C-Gruppe.
3.5.6.2 Neutrale Sterole

Im Versuchsverlauf erhohten sich zundchst die Gesamtkonzentrationen an NS in den Faeces von
83,97 £ 4,26 umol/g TM in der 0. Woche iiber 90,74 £ 4,56 umol/g TM in der 2. Woche auf
97,34 + 5,12 umol/g TM in der 4. Woche. In der 6. Woche, d.h. 14 Tage nach Ende der Haferextru-
datgabe, verminderte sich die ausgeschiedene Menge an Gesamt-NS wieder auf 84,74 + 4,23 pumol/g
TM. In der 4. Woche wurde im Trend eine Zunahme gegeniiber der 0. Woche festgestellt (P = 0,11).
Die Ursache fiir die grof3e Streubreite sind auch hier die starken Unterschiede in der Konzentration an
ausgeschiedenen Gesamt-NS zwischen den 12 Probanden bereits in der 0. Woche. Diese lag bei-
spielsweise beim Probanden 7 fast doppelt so hoch wie beim Probanden 2. An Hand von drei ausge-
wéhlten Probanden wird gezeigt, dass bei allen Teilnehmern der Studie sich von der 0. bis zur 4. Wo-
che die NS-Ausscheidung erhoht und dann wieder (in der “Follow-up-Phase®) vermindert (Abb. 4.5-
7). Die Unterschiede zwischen den Probanden wirkten sich auch auf die Streubreite bei den einzelnen

analysierten NS aus.
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Abb. 4.5-6:  Konzentrationen an primiren und sekundiren Gallensduren in den Faeces im Verlauf
des Versuchs. Mittelwerte + SEM, n = 12. ° P < 0,005, P < 0,001 gegeniiber 0. Wo-
che. (Durchschnittswerte aller Probanden)
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Abb. 4.5-7:  Konzentration der gesamten neutralen Sterole in den Faeces von der 0. bis zur 6. Wo-
che bei 3 ausgewihlten Probanden; * “Follow-up Phase®.

Das dominierende NS in den Faeces war Coprostanol gefolgt von Cholesterol. Coprostanon und Cho-

lestanon wurden in deutlich geringeren Mengen gefunden (Abb. 4.5-8).
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Abb. 4.5-8:  Konzentration der einzelnen neutralen Sterole in den Faeces wéhrend des Gesamtver-
suchs. Mittelwerte + SEM, n =12. *P < 0,05, °P < 0,005, °P < 0,001 gegeniiber 0. Wo-
che. (Durchschnittswerte aller Probanden)

Die Konzentrationen aller NS erhohten sich bis zur 4. Woche. Signifikant war die Zunahme an

Coprostanol in der 4. Woche (P < 0,05) sowie der beiden Keto-NS wihrend der Haferextrudatgabe.

Insgesamt ist festzustellen, dass sich von der 0. bis zur 4. Woche der prozentuale Anteil an Cholesterol

signifikant verminderte, wéhrend sich der Anteil der Cholesterol-Metabolite erhdhte. Der Anteil der

Cholesterol-Metabolite veranderte sich im Verlauf des Versuches in folgender Weise:

0. Woche = 59,39 + 0,92 %, 2. Woche = 62,04 £+ 1,09 %, 4. Woche = 63,00 + 1,05 % und 6.

Woche = 59,31 £+ 0,94 %. In der 4. Woche wurde ein signifikant hoherer prozentualer Anteil an Cho-

lesterol-Metaboliten und niedrigerer Anteil an Cholesterol gefunden (P < 0,05). In der 4. Woche wur-

de im Vergleich zur 0. Woche eine Zunahme von durchschnittlich 1,97 umol Cholesterol und 11,41

pmol Cholesterol-Metabolite pro Gramm TM in den Faeces bestimmt.

3.5.6.3 Gesamtsteroide

Die Konzentration an ausgeschiedenen Gesamtsteroiden (d.h. die Summe aus den Gesamt-GS und den
Gesamt-NS) erhohte sich in von der 0. Woche mit 112,53 = 5,00 umol/g TM signifikant auf
132,17 £ 0,03 pmol/g TM in der 4. Woche (P = 0,030) (Abb. 4.5-9). Insgesamt wurden in der 2. Wo-
che bzw. 4. Woche durchschnittlich 9,56 bzw. 18,49 umol/g TM mehr Gesamtsteroide, also wahrend
der Gabe des Haferextrudats, ausgeschieden als vor Versuchsbeginn (P < 0,001). Dieses entsprach

einer Zunahme um durchschnittlich 8,65 bzw. 16,53 %.
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Abb. 4.5-9:  Gesamtsteroide sowie gesamte Gallensduren und neutrale Sterole in den Faeces von
der 0. bis zur 6. Woche in den Faeces. Mittelwerte = SEM, n =12. * P < 0,05, P <
0,001 gegeniiber 0. Woche. (Durchschnittswerte aller Probanden)

Wie im Tierversuch wurde auch in der Pilotstudie am Menschen gefunden, dass bei Gabe des BS-
reichen Haferextrudats eine erhohte Ausscheidung von Steroiden auftritt. Dieser Effekt trat 2 Wochen

nach Beendigung der Intervention (“Follow-up Phase®) nicht mehr auf.

3.6 Histologie und Immunhistochemie
3.6.1 Ermittlung der Dicke der Darmwandschichten

Es wurde die Dicke von Tunica mucosa (TMC), Tela submusosa (TS) und Tunica muscularis (TML)

des proximalen und distalen Colons (Abb. 3.5-2) histologisch untersucht.

Im proximalen Colon wiesen die Tiere der Gruppe M, K und KN signifikant stirkere Darmwénde im
Vergleich zur Kontrolle auf (Abb. 4.6-1, Tab. 4.6-1). Bei der Gruppe MN wurden ebenso stéirkere
Winde ermittelt, die Differenz lief3 sich jedoch statistisch nicht absichern. Bei der Gruppe M# wurden

in der Dicke der Darmwand keine Verdnderungen gegeniiber der Kontrolle S gemessen (Tab. 4.6-1).

Die Darmwinde des distalen Colons waren bei den Versuchstieren mit Ausnahme der Gruppe M#
signifikant stirker. Bei der Gruppe M# wurde eine signifikant diinnere Darmwand ermittelt

(Abb. 4.6-1, Tab. 4.6-1).

Die TMC war im proximalen Colon in den Gruppen M, K und KN signifikant stérker, in den Gruppen
MN und M# war sie im Vergleich zur Kontrolle unveréndert (Tab. 4.6-1).
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Abb. 4.6-1 Dicke der Darmwand des proximalen und distalen Colons in der Kontrollgruppe S
sowie in den Versuchsgruppen M-M#. (* P < 0,05; “P < 0,001; signifikant verschieden
von der Kontrolle im selben Colonabschnitt).
Tab. 4.6-1 Dicke einzelner Darmwandschichten bei Kontroll- und Versuchstieren (in pm)
Gruppe proximales Colon
TMC LEM+LPM LMM TS TML Darmwand
S 22724429  211,0+40,5 16,2+5,2 23,9+6,6 201,9+64,0  453,0+84,0
M 202,0£36,9¢ 268,4+36,7¢ 23,6+12,6" 259+8,6 253,6+84,0" 571,4+104,2°¢
MN 233,0+40,0  218,4+40,0 14,5+5,4 25,6+8.,4 217,1£60,0  475,7+69,9
K 344,4+57,8¢ 308,5£54,2¢ 35,9+7,8°¢ 31,811,8"  301,9+62,7 678,0£1052°¢
KN 275,9+63,9"  258,0+£55,5¢ 17,9+10,5 25,0+10,0 250,5+59,8" 551,5+72,4°
M# 233,0+46,1  211,2+48,0 21,8+6,3¢ 31,3£13,5"  184,6472,9  448,9+98,6
Gruppe distales Colon
TMC LEM+LPM LMM TS TML Darmwand
S 246,7£39,3  213,4+40,1 33,3+11,2 27,0+9,8 205,2458,1  478,8+64,5
M 286,7£39,2¢ 255,8+32,9¢ 30,9+9.4 34,5+12,2*  231,6+40,9" 552,8+£71,6¢
MN 284,0+34,6¢ 252,3+33,9¢ 31,7+8,9 22,1+4,0 213,7449,9  519,8+42,3*
K 326,4+40,0¢ 252,2433,0° 75,3+29,0¢ 47,6+28,8°  230,1+53,5 606,8+77,5°¢
KN 305,9+36,6¢  270,0+£36,3¢ 36,0191, 27,5+13,1 224,5+63,4  557,9+86,1 ¢
M# 236,6+36,7  216,9+34,4  19,7+7,6" 22,8+5,6 171,4+38,1* 430,8+58,2°¢

Tunica mucosa (TMC) = Lamina epithelialis mucosae (LEM) + Lamina propria mucosae (LPM) +
Lamina muscularis mucosae (LMM); TS, Tela submucosa; TML, Tunica muscularis. (* P < 0,05;
®P <0,005; °P < 0,001; signifikant verschieden von der Kontrolle im selben Colonabschnitt; n=8)
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Die TMC des distalen Colons war bei den Tieren, die eine ballaststoffreiche Didt erhielten, signifikant
verstiarkt. Die Ausnahme bildete die Gruppe M#, in der diese Schicht diinner war als in der Kontroll-

gruppe (Tab. 4.6-1).

3.6.2 Anzahl der Becherzellen und Mucinzusammensetzung

Es wurde die Anzahl der Becherzellen und die Zusammensetzung der Mucine in den Krypten des pro-

ximalen und distalen Colons untersucht.

In den Krypten des proximalen Colons waren Becherzellen {iberwiegend mit neutralen Mucinen von
der Kryptenbasis bis zur Mitte der Krypte zu finden, die sauren Mucine kamen iiberwiegend in der
oberen Hilfte bis zum Lumen vor (Abb. 3.5-1). Im distalen Colon waren die neutralen Mucine in den

unteren 20-30 % der Krypten detektierbar, den Rest bis zum Lumen bildeten die sauren Mucine.

Es wurden in beiden Colonabschnitten, mit Ausnahme der Gruppen MN und M#, signifikant mehr

Becherzellen pro Krypte im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen (Tab. 4.6-2).

Tab. 4.6-2 Anzahl der Becherzellen mit neutralen und sauren Mucinen pro Krypte
Gruppe S M MN K KN M#
proximales Colon
BZ-NM 18,6+4,2 18,3+4,9 13,1£5,8° 18,9£3,9 18,8+4.,9 14,2+6,7°
BZ-SM 17,743,8 21,445,1° 23,347,2¢ 23,745,7¢ 23,546,8° 21,743,5¢

Gesamtzahl  36,3%5,8 39,4+5,6" 36,4+6,9 42,6+6,2° 42,2+8.9" 35,9+8,8

distales Colon

BZ-NM 9,8+5,7 12,843,7° 7,2+2,6" 7,6£2,7° 12,8+3,8° 5,9+3,4¢
BZ-SM 20,2+4.,4 22,944.9° 24,548 ,4° 29,345,1° 27,0+7,4° 20,7+7,2
Gesamtzahl  30,0+8,0 35,7£54° 31,6£7,9 36,9+6,0° 39,8+8,2° 26,6£7,5

BZ-NM, Becherzellen mit neutralen Mucinen; BZ-SM, Becherzellen mit sauren Mucinen. (*P < 0,05;
bp < 0,005; “P < 0,001; signifikant verschieden von der Kontrolle im selben Colonabschnitt; n = 8)

Die Gruppen MN und M# wiesen im proximalen Colon signifikant weniger Becherzellen mit neutra-
len Mucinen als die Kontrollgruppe auf. Bei den iibrigen Gruppen blieb die Anzahl der Becherzellen
mit neutralen Mucinen unverdndert. Demgegeniiber war die Zahl der Becherzellen mit sauren Muci-

nen in diesem Colonabschnitt bei allen Versuchsgruppen signifikant erhoht (Tab. 4.6-2).

Das Verhiltnis von neutralen zu sauren Mucinen hat sich demnach bei Gabe der ballaststofthaltigen
Diéten zum Vorteil der sauren Mucine verschoben. Mit Ausnahme der Gruppe M waren diese Verin-

derungen signifikant (Abb. 4.6-2).
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Abb.: 4.6-2 Prozentualer Anteil der Becherzellen mit neutralen und sauren Mucinen im proxima-
len Colon bei den Kontroll- und Versuchstieren. BZ-NM, Becherzellen mit neutralen
Mucinen; BZ-SM, Becherzellen mit sauren Mucinen.
(*P <0,05; *P < 0,005; P < 0,001; signifikant verschieden von der Kontrolle; n=8)

Im distalen Colon wurde eine signifikant erh6hte Anzahl an Becherzellen mit neutralen Mucinen in
den Gruppen M und KN ermittelt. Hingegen waren diese in den tibrigen Versuchsgruppen im Ver-
gleich zur Kontrolle signifikant vermindert (Tab. 4.6-2). Die Anzahl an Becherzellen mit sauren Mu-

cinen war in diesem Abschnitt bei allen Versuchsgruppen, mit Ausnahme der Gruppe M#, signifikant
erhoht (Tab. 4.6-2).

Bei den Kontrolltieren betrug das Verhéltnis von neutralen Mucinen zu sauren Mucinen im distalen
Colon 32,5 : 67,4 (Abb. 4.6-3). Somit hat es sich im Vergleich zum proximalen Colon (Abb. 4.6-2) zu
Gunsten der sauren Mucine bei allen Versuchsgruppen verschoben. Diese Verdnderungen waren in
den Gruppen MN, K sowie M# am stiarksten ausgepragt (Abb. 4.6-3). Bei den Gruppen KN und M
wurden keine signifikanten Verdnderungen in der Mucinzusammensetzung gegeniiber der Kontrolle
beobachtet (Abb. 4.6-3).
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Zusammensetzung der Mucine in den Krypten

0/ _
100% B BZ-SM
OBZ-NM
80%
60%
40% -
20% -
a a
0% \ \
S M MN K KN M#

Gruppen

Abb.: 4.6-3 Prozentualer Anteil der Becherzellen mit neutralen und sauren Muzinen im distalen
Colon bei den Kontroll- und Versuchstieren. BZ-NM, Becherzellen mit neutralen Mu-
cinen; BZ-SM, Becherzellen mit sauren Mucinen.

(*P <0,05; *P < 0,005;°P < 0,001; signifikant verschieden von der Kontrolle; n=8 )

3.6.3 Anzahl der mitotischen und apoptotischen Zellen

Sowohl im proximalen als auch im distalen Colon war die Anzahl der mitotischen Zellen unter den
ballaststoffreichen Didten hoher als bei den jeweiligen Kontrollen (Abb. 4.6-4 und 4.6-5). Bis auf die

Gruppe M# waren diese Unterschiede signifikant.

Fiir die Zahl der aktiven-Caspase-3 positiven Zellen (Abb. 4.6-6A und Abb. 4.6-6B) wurden im pro-
ximalen Colon in den Versuchsgruppen nur geringe Unterschiede gegeniiber der Kontrolle (10,0 £ 2,4
Zellen) detektiert. Die Ausnahme bildete die Gruppe K, die mit einer Anzahl von 6,7 £ 1,5 positiv

reagierenden Zellen signifikant weniger apoptotische Zellen aufwies (Abb. 4.6-4).

Demgegeniiber war im distalen Colon die Anzahl der apoptotischen Zellen (Abb. 4.6-7A und Abb.
4.6-7B) in allen Futtergruppen (3,9 = 1,7 bis 6,6 = 1,7 Zellen) im Vergleich zur Kontrolle S (10,0 +
4,2) signifikant vermindert (Abb. 4.6-5).
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Anzahl der mitotischen und apoptotischen Zellen im proximalen Colon bei den Kon-
troll- und Versuchstieren. (* P < 0,05;°P < 0,001; signifikant verschieden von der Kon-
trolle; n=6-8).

c OMitosen
H Apoptosen

Gruppe

Anzahl der mitotischen und apoptotischen Zellen im distalen Colon bei den Kontroll-
und Versuchstieren. (* P < 0,05; * P < 0,005; °P < 0,001; ‘P = 0,099, signifikant ver-
schieden von der Kontrolle; n = 6-8).
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Abb. 4.6-6A; 4.6-6B: Proliferierende Zellen im distalen Colon (Pfeile, exemplarisch) am Bei-
spiel eines Hematoxylin-gefarbten Gewebeschnittes eines Kontroll-tiers
(A). Detaillierte Ansicht (B).

Abb 4.6-7A; 4.6-7B: Apoptotische Zellen im distalen Colon (Pfeile, exemplarisch) am Bei-
spiel eines mit Antikorper gegen die aktive Caspase-3 gefirbten Ge-
webeschnittes eines Kontrolltiers (A). Detaillierte Ansicht (B).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, neue Erkenntnisse iiber die erndhrungsphysiologischen Wirkun-
gen von multifunktionellen Lebensmitteln auf der Basis von Hafer, die mit BS angereicht wurden, zu
gewinnen. Es sollten direkt verzehrfahige BS-reiche Haferprodukte, vorwiegend Extrudate, mit hohem
Gehalt an B-Glucanen und RS hergestellt, analysiert und auf ihre physiologischen Effekte hin getestet

werden.

4.1 Charakterisierung der Haferprodukte sowie der extrudierten und autoklavierten

Haferproben (technologische Versuche)

In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, dass nach enzymatischer Entzweigung von amylopektinrei-
chen Stirken und kontrolliertem Abkiihlen oder bei Anwendung von optimierten Retrogradationsbe-
dingungen aus o-(1—4)-Glucanen (Polymerisationsgrad 10-35) Préparate mit hohem Anteil an RS zu
gewinnen sind (Schmiedl et al., 2000; Rossler et al., 2002). Im Unterschied zur Gerste (Huth et al.,
2000) gelang es nicht, eine deutliche Menge an RS durch Extrusion in den Haferprodukten zu generie-

ren (siche Anhang, Tab. A4-1).

Eine Ursache fiir die geringe Bildung von RS wéhrend der Extrusion ist der relativ hohe Fettgehalt des
Hafers, der die Aufnahme der eingeleiteten Energie in die zu extrudierende Masse behindert. So wurde
bei der Extrusion von sortenreinem Hafer beobachtet, dass hohere Anteile an RS bei der Extrusion

entstehen, wenn der Fettgehalt der Préparate geringer ist (Gebhardt et al., 2004).

Um die verminderte Energieabsorption, die beim Extrudieren der fettreichen Haferproben auftratt, zu
umgehen, wurde vergleichsweise der Einfluss des Autoklavierens auf die Bildung von RS untersucht.
Es scheint auch beim Autoklavieren einen Einfluss des Fettgehaltes auf die Bildung von RS zu geben.
Eine Bildung von RS oberhalb von 1 % trat erst bei Temperaturen von > 130 °C bei einstlindigem

Autoklavieren auf (Gebhardt et al., 2004).

Eine mehrtigige Kiihl- oder Tiefkiihllagerung der Haferextrudate erh6hte den Gehalt an RS ebenfalls
nicht, obwohl in der Literatur dhnliche Effekte mit Gerstenextrudaten beschrieben sind (Huth et al.,
2000).

Die Erhohung des RS-Gehaltes in den Haferextrudaten wurde durch Anreicherung des Primixes mit
handelsiiblichen RS 3—Priparaten (Novelose 330") erzielt. Erhohte Gehalte an p-Glucan wurden auch

durch den Einsatz von Backhaferkleie (,,Haferkleie*) erreicht.
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4.2  In-vitro-Testung der Haferproben

Um die funktionellen und physiologischen Eigenschaften von Haferprodukte in vitro zu beurteilen,
wurden aus Gemischen von Vollkorn-Hafermehl, Haferkleie und Novelose 330° Produkte bzw.

Extrudate hergestellt und untersucht.

Die Wasserbindung ist eine wichtige funktionelle Eigenschaft von Ballaststoffpraparaten. Die Auf-
nahme von Wasser bzw. die Bindung von Wasser ist zunéchst ein wichtiger lebensmitteltechnologi-
scher Effekt. Dariiber hinaus ist auch aus erndhrungsphysiologischer Sicht ein hohes bzw. erhdhtes
Wasserbindungsvermogen wesentlich. So erweist sich der Anteil an gebundenem und immobilisiertem
Wasser als entscheidend fiir die Wechselwirkungen der gequollenen ballaststoffhaltigen Produkte mit
verschiedenen organischen Substanzen im Gastrointestinaltrakt. Mit der Bindung von Wasser wird in
vielen Fillen die Viskositdt der Systeme erhoht. Im Magen verdndern viskose Systeme die Verweilzeit
und wirken auf die Sattigung. Gequollene und viskose Produkte sind in der Lage, die Verdauung von
Stiarke, Proteinen und Lipiden sowie die Resorption von deren Abbauprodukten zu beeinflussen. Das
Ausmal dieser im Diinndarm ausgeiibten Effekte hdngt von der Menge und der Art der Ballaststoffe
ab. Sie beeinflussen die Konsistenz des Coloninhalts und verkiirzen die Transitzeit. Insgesamt sind
derartige Einfliisse erwiinscht. Die Wasserbindungskapazitit der Original-Extrudate lag zwischen
4 und 5 g H,O/g Probe. Bourquin et al. (1996) fanden eine dhnliche Wasserbindungskapazitit bei Ha-
fer-BS. Somit wird im Diinndarm eine deutliche Menge an Wasser durch die Haferprodukte gebunden.
Das Ausmal} der Wasserbindung héngt von verschiedenen strukturellen Faktoren der Ballaststoffe ab,
wie dem Molekulargewicht, der Saccharidzusammensetzung und den Bindungsarten zwischen den
Saccharideinheiten der Polysaccharide, Losungszustand der Polysaccharide, Vorhandensein und Zer-
storungsgrad der gewachsenen Zellwandmatrix, und der Zeit, in der die Messung erfolgt. Diese betrug
bei der ausgewihlten Methode nur wenige Minuten. In den verdauten Extrudaten war demgegeniiber
die Wasserbindung auf 2-3 g H,O/g Probe gesunken. Das weist darauf hin, dass die abgetrennte ver-
dauliche Stirke einen wesentlichen Beitrag fiir die Wasserbindung der Original-Extrudate liefert. Die-
se Werte sind zwar nicht hoch, da aber die ,,Zellwandgeriiste” der Haferprodukte nicht vollstandig in
vivo fermentiert werden konnen, tragen sie zu einem hoheren Feuchtigkeitsanteil und zu einem Ver-
diinnungseffekt von (toxischen) Substanzen im Coloninhalt sowie zu einer Verminderung der Transit-
zeit bei. Unter den Messbedingungen sind offensichtlich besonders die ,,Zellwandgeriiste* und die
Wasserbindung beteiligt. Polysaccharide wie B-Glucane oder Arabinogalactane waren unter den ge-
wihlten Bedingungen nur in geringem Maf3e in Losung gegangen und beeinflussten somit die Wasser-

bindung nur geringfiigig.

Bekanntlich kénnen makromolekulare, viskose Ballaststoffe die Verdauung von Stirke im Diinndarm
durch die korpereigenen Enzyme verlangsamen (Leclere et al., 1994; Ellis et al., 1996; Tudorica et al.,
2002). Es wird diskutiert, ob dadurch der Blutglucosepeak abgeflacht wird, ein Effekt, der fiir Diabeti-

ker wichtig ist. Die verdauten Extrudate enthalten sowohl 16sliche als auch unlésliche BS. Unter den
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Versuchsbedingungen war der Stirkeabbau, im Vergleich zur Maisstirke (100 %), in Gegenwart bal-
laststoffreicher Haferprodukte um bis zu ca. 20 % vermindert. Dieser Befund konnte auf eine mogliche
Abflachung des postprandialen Glucosepeaks wéhrend des Starkeabbaus im Diinndarm hinweisen. Eine
dhnliche Wirkung wurde auch gefunden, wenn der enzymatische Abbau der Maisstérke in Gegenwart
einer Alkohol-unldslichen Substanz (AUS) aus Apfeln, die vorwiegend aus unldslichen BS (Zellwand-
Polysaccharide) (Dongowski & Sembries, 2001) besteht, oder von 16slichem, hochverestertem, makro-
molekularem Pektin erfolgte. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die BS-Komponenten aus den Hafe-
rextrudaten dhnlich den BS-Komponenten aus Obst oder Gemiise auf die Glucosefreisetzung aus ver-

daulicher Stirke verhalten.

Es ist bekannt, dass bestimmte Ballaststoffe wie isolierte Pektine (Dongowski, 1995, 1997) unter den
Bedingungen des Gastrointestinaltraktes Wechselwirkungen (WW) mit GS eingehen (Agte & Joshi,
1991; Dongowski, 1995; Hoagland & Pfeffer, 1987), die in einer geringeren Riickresorption, einem
erhohten Transport der GS in das Colon (Zhang et al,, 1993), einer verdnderten mikrobiellen Umwand-
lung sowie einer erhohten faecalen Ausscheidung der GS resultieren (Dongowski & Ehwald, 1999;
Huang & Dural, 1995; Mongeau & Brassard, 1982). Weil der GS-Pool des Menschen nur etwa 3-5 g
betrdgt und GS fiir jede Fettverdauung erforderlich sind, miissen die ausgeschiedenen GS in der Leber
aus dem Cholesterol neu gebildet werden. GS iiben eine Riickhemmung auf ihre Synthese aus; sie wer-
den vermehrt ausgeschieden und damit erhoht sich ihre Neubildung. Dieser Effekt wurde beispielsweise
bei Einnahme von Haferglucanen beobachtet (Andersson et al., 2002). Deshalb gibt es einen Zusam-
menhang zwischen der Ausscheidung von GS und der Senkung des Serumcholesterolspiegels (speziell
der LDL-Fraktion) bei Individuen, die einen erh6hten Cholesterolspiegel besitzen (Braaten et al., 1994;
Garcia-Diez et al., 1996; Judd & Truswell, 1981). Es gibt verschiedene Untersuchungen, die sich mit
WW zwischen isolierten BS und GS in vitro befassen. Jedoch wurde der Einfluss der gewachsenen,
biologischen Zellwandstruktur auf die WW mit GS nur in wenigen Studien belegt. Chemische Bindun-
gen zwischen einigen BS und GS erscheinen prinzipiell mdglich, sind aber bisher nicht belegt (Bowles
et al., 1996). Offensichtlich spielen Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophile und hydrophobe Effekte
und mit der Viskositit der BS verbundene Wirkungen (langsamere Verdauung der Néhrstoffe, Behinde-
rung der Resorption sowohl der Néhrstoffe als auch der Steroide usw.) eine wesentliche Rolle in der
Komplexitit der WW. Ferner wurde gefunden, dass die Partikelgro3e und die Oberfliche von Getreide-
BS positiv mit einer GS-Absorption korrelieren (Mongeau & Brassard, 1982). Extrudierte Gerstenpro-
dukte zeigten eine intensivere WW mit GS als unbehandeltes Gerstenmehl, wobei die WW bei niedri-
gen pH-Werten stirker waren. Intensivere Interaktionen wurden mit Dihydroxy-GS im Vergleich zu
Trihydroxy-GS gemessen (Huth et al., 2000). Sogenannte ,,Cellanpriparate* aus Apfeln und anderen
pflanzlichen Quellen waren auch zur Bindung von GS und Emulsionen befahigt (Dongowski & Eh-
wald, 1999). Hierbei zeigten sich ebenfalls Einfliisse durch die Art des pflanzlichen Materials, die pH-

abhingig waren.
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WW zwischen den (verdauten) Haferextrudaten und Gallensduren unter den pH-Bedingungen des
Diinndarms sind von folgenden Einflussgroen besonders abhingig: Milieubedingungen (pH-Wert),
Struktur der Gallensduren und der Zusammensetzung der BS. Huang & Dural (1995) fanden heraus,
dass die WW stérker bei sauren pH-Werten, tieferen Temperaturen und hoher Hydrophobizitit der GS
werden. Die Bindung der GS erhohte sich in den eigenen Untersuchungen mit abnehmendem Anteil an
Hafermehl und zunehmendem Anteil an Kleie in den Extrudaten. Dieser Befund weist darauf hin, dass
die urspriinglich in der Pflanze vorkommende Struktur, die nach der Verdauung in Kleie besser erhalten
ist als im Mehl, einen positiven Einfluss auf die WW mit GS ausiibt. Es ist weiterhin interessant, dass
das Ausmal der GS-Bindung mit dem Anteil an Gesamt-BS, unldslichen BS sowie an B-Glucan, jedoch

nicht mit dem Anteil an 16slichen Ballaststoffen in den Extrudaten anstieg.

Rechnet man die gefundenen Werte auf einen Verzehr von 100 g Extrudat pro Tag hoch, kann mit ei-
nem Transport von 2 bis 4 mmol GS aus dem Diinndarm in den Dickdarm gerechnet werden. Der Gal-
lensduren-Pool des Menschen betrdgt ca. 10 mmol (siehe Kapitel 4.2.4). Es muss bei diesen Abschét-
zungen beachtet werden, dass GS besonders im Diinndarm aber auch im Dickdarm wieder riickresor-
biert werden. Die Art der ,,.Bindung* zwischen GS und den Ballaststoffen aus Hafer ist nicht bekannt.
Direkte Bindungen sind unwahrscheinlich wie Bowles et al. (1996) am Beispiel von B-Glucan zeigten.
Bei Pektin wurde in vitro gefunden, dass die WW vorwiegend hydrophober Natur sind und dass sie von
der Struktur sowohl der GS als auch der BS sowie von den physiko-chemischen Bedingungen im Me-
dium abhingen (Dongowski, 1995, 1997). Ein weiterer Aspekt sind WW zwischen Steroiden und akti-
ven Stellen der mehr oder weniger intakten Zellwidnde des pflanzlichen Materials (Dongowski & Eh-

wald, 1999).

Fiir die Beurteilung der Fermentierbarkeit der Haferextrudate in vitro wurde die Bildung der SCFA aus
den verdauten Extrudaten getestet. Die In-vitro-Fermentationsstudie stellte ein Model zur Simulierung
der im Colon stattfindenden Fermentation dar. Unter anaeroben Bedingungen wird humane Faecesflora
mit einem zuvor durch Pankreatinansatz verdauten Substrat inkubiert. Die typischen Metabolite der BS-
Fermentation sind Acetat, Propionat und Butyrat. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass es wihrend der In-vitro-Fermentation der Extrudate mit Faecesflora von gesunden Menschen zu
einer erhohten Bildung der physiologisch wichtigen SCFA kommt. Die Konzentration der SCFA erhoh-
te sich mit der Inkubationszeit bei ausreichendem Substratangebot. Unterschiedliche BS ergeben bei
ihrer Fermentation unterschiedliche Anteile an SCFA (Cummings et al., 1996, McBurney & Thompson,
1989, Weaver et al., 1997). Wesentlich ist, dass es im Verlauf der Fermentation mit Haferextrudaten zu
einer kontinuierlichen, mengenméfigen und auch prozentualen Zunahme von Butyrat kam. Butyrat ist
fiir die Funktionserhaltung der Dickdarmschleimhaut sowie fiir ihre kontinuierliche Regeneration von

entscheidender Bedeutung (Jacobasch & Blaut, 1996).

Weaver et al. (1997) ermittelten molare Butyratanteile von 22 % bei der Fermentation von Maisstirke,

20-30 % bei Kartoffelstirke, 19 % bei Haferkleie und 18 % bei Weizenkleie. Bei der Fermentation der
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Haferextrudate, die sowohl die hochsten Anteile an B-Glucan und RS als auch an Gesamt-BS enthiel-
ten, wurden ebenso signifikant mehr SCFA gebildet als aus dem Extrudat, das nur aus Hafermehl her-
gestellt wurde. Die Griinde fiir die Unterschiede sind darauf zuriickzufiihren, dass die verschiedenen
Bakterien im Dickdarm unterschiedliche Substrate bevorzugen. Lebet et al. (1998) diskutierten, dass
die chemische Struktur, die botanische Herkunft sowie die Menge an Polysacchariden die Fermentier-
barkeit eines BS beeinflussen, wéihrend die Monosaccharidzusammensetzung sich dagegen auf das
SCFA-Profil auswirkt. Vorrangig wird aber das Spektrum der Abbauprodukte durch die Zusammenset-

zung der intestinalen Mikroflora bestimmit.

Die hier erzielten In-vitro-Ergebnisse wurden im folgenden in vivo am Versuchstier und am Menschen

iiberpriift.

4.3 Invivo-Untersuchungen und funktionelle Eigenschaften der Proben

4.3.1 Zusammensetzung der Versuchsmaterialien

Aus Gemischen von Vollkorn-Hafermehl, Haferkleie, Novelose 330® (weiter nur Novelose) wurden
Extrudate bzw. nicht extrudierte Produkte hergestellt, die fiir die In-vivo-Untersuchungen zur Verfii-
gung standen. In den Proben wurden B-Glucan, RS, 16sliche und unldsliche BS ermittelt. Alle Proben
enthielten B-Glucan, wihrend RS in den Proben, die durch Novelose® 330 angereichert wurden und im
autoklaviertem Préparat vorkam. Die Proben enthielten sowohl 16sliche als auch unldsliche Ballaststof-
fe (siche Ergebnisse, Tab. 4.4-1). Der Gesamt-BS-Gehalt lag in den Extrudaten und Proben zwischen
ca. 10 und 24 %.

4.3.2 Funktionelle Eigenschaften

Das extrudierte Hafermehl wies das hochste Wasserbindungsvermogen auf. Offensichtlich bewirkte der
Zusatz von Novelose eine Minderung der Wasserbindung. Die unbehandelte Haferkleie und die extru-
dierten Proben hatten signifikant weniger Wasser gebunden. Aus dem Wasserbindungsvermogen resul-

tieren Unterschiede in den funktionellen Eigenschaften der Diédten (Bourquin et al., 1996).

Obwohl eine Vielzahl von Methoden zur Extraktion von B-Glucan beschrieben wurde, sind drei Grund-
verfahren herauszustellen: die Extraktion mit Wasser, Laugen und Sduren. Héufig ging bei den Extrak-
tionen eine erhohte B-Glucanausbeute mit einem kleineren Molekulargewicht oder einer geringeren
FlieBviskositdt einher. Es zeigte sich allgemein, dass die Extraktionsbedingungen die Loslichkeit und
das Molekulargewicht der B-Glucane und ihren extrahierbaren Anteil stark beeinflussen (Beer et al.,
1998). So wurden hohe Molekulargewichte in den ersten beiden Hei3-Wasser-Extrakten und bei einer

Extraktion mit DMSO gefunden. Jedoch trat eine starke Depolymerisierung bei der anschlieBenden
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Extraktion mit 5%iger NaOH auf. Andererseits gelang unter diesen Bedingungen eine fast vollstdndige

Extraktion der B-Glucane (Beer et al., 1997).

Die Loslichkeit der B-Glucane war im Hafer hoher als in anderem Getreide (Wood et al., 1991b). Bei
alkalischer Extraktion wurden bis zu 20 % der B-Glucane gewonnen. Bhatty (1987) erhielt bei einer
Saureextraktion etwa 33 % der B-Glucane in geldster Form. Das unregelmiflige und verstarkte Auftre-
ten von B-(1—3)-Bindungen ist fiir die unterschiedliche Loslichkeit der B-Glucane bei 40 und 65 °C im
Wasser verantwortlich (Woodward et al., 1983). Einen Einfluss auf die Loslichkeit der B-Glucane kon-
nen auch Bindungen mit Arabinoxylan (Ashluwalia et al., 1984) oder Protein-Kohlenhydrat-Bindungen
haben. Bei den untersuchten B-Glucanpréparaten zeigte sich insgesamt, dass der Extrakt aus der nicht-
extrudierten Haferkleie K die hochste Viskositit aufwies, wahrend der Extrakt aus der autoklavierten

Probe M# niederviskos war.

Mit Ausnahme des B-Glucans aus der autoklavierten Probe besaen alle B-Glucane ein hohes Moleku-
largewicht. Huth et al. (2000) fanden Molekulargewichte zwischen 80 000 und 125 000 Da in B-Glu-
cane aus Gerstenextrudaten (Mark-Houwink-Gleichung), wiahrend Woodward et al. (1983) Molekular-
gewichte bis 290 kDa bestimmten. Demnach stimmen die in unseren Befunden an B-Glucan aus Hafer
ermittelten Werte, 49 100-145 800 kDa (Mark-Houwink-Gleichung), gut mit den Daten in B-Glucan

aus Gerste iiberein.

4.3.3 Rheologische Charakterisierung der B-Glucanpriparate aus den Haferprodukten

B-Glucan spielt wegen seiner Viskositét in wassrigen Systemen eine wichtige Rolle sowohl in den Le-
benssystemen als auch im Intestinaltrakt. Zur Abschitzung derartiger Effekte wurde das rheologische
Verhalten von B-Glucanpréparaten, die aus extrudiertem und autoklaviertem Hafermehl sowie aus Ha-
ferkleie extrahiert wurden, mittels Oszillations- und Scherversuchen untersucht. Die Messungen erfolg-
ten bei Konzentrationen von 2 und 4 % B-Glucan. Diese Konzentrationen sind auch im Intestinaltrakt

beim Verzehr von Hafer- oder Gerstenprodukten zu erwarten.

Es ist bekannt, dass besonders 19sliche, makromolekulare BS wie Psyllium, Pektin oder B-Glucan in der
Lage sind, die Viskositdt im Nahrungsbrei zu erhéhen und das FlieBverhalten zu verdndern. Mit diesen
Effekten werden verschiedene Wirkungen der BS in Beziehung gebracht. Hierzu gehoren die Beein-
flussung der postprandialen Plasmaglucose- und Insulinspiegel (Wood et al., 1994a; Zunft et al.,
2004b), der hohere Transport von GS ins Colon und die hohere GS-Ausscheidung (Lia et al., 1995)
oder die Senkung des Serumcholesterols bei Hypercholesterinamie (Mclntosh et al., 1995; Braaten et
al., 1994).

Unter den von uns gewdhlten Extraktionsbedingungen konnten maximal 50 % der in den Haferproduk-

ten anwesenden B-Glucane isoliert werden. Westerlund et al. (1993) extrahierten dhnliche Anteile an
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B-Glucan aus Haferkleie und -endosperm. Beim Einsatz von intensiveren chemischen oder thermischen
Verfahren kann zwar die Ausbeute an extrahiertem B-Glucan erhoht werden, allerdings ist dann mit
einer stiarkeren Depolymerisation der Makromolekiile zu rechnen. Derartige Bedingungen sind aber
weit von den Bedingungen im Intestinaltrakt (z.B. pH-Wert, Temperatur) entfernt. Im Diinndarm sind
praktisch auch nur die geldsten -Glucane an der Ausbildung der Viskositét beteiligt. Weiterhin muss
bedacht werden, dass B-Glucan erst im (Caecum und) Colon weitestgehend vollstédndig aus dem Zell-

wandmaterial der Getreideprodukte freigesetzt wird.

Es ist bisher sehr wenig iiber das rheologische Verhalten von B-Glucan im Diinndarm bekannt. Einige
Autoren berichteten, dass eine partielle Depolymerisierung von B-Glucan wihrend der Passage durch
den oberen Gastrointestinaltrakt auftritt (Johansen et al., 1997; Robertson et al., 1997b). In anderen
Studien wurde dieser Effekt nicht gefunden (Bach Knudsen et al., 1993).

Bei B-glucanreichen Losungen handelt es sich um nicht-Newton’sche Fliissigkeiten (Doublier & Wood,
1995). Derartige Systeme zeigen keine lineare Beziehung zwischen der Deformationsgeschwindigkeit
und der Schubspannung. f-Glucanldsungen ergaben schon in einer Konzentration von 0,5 % (w/v) eine
relativ hohe Viskositét und zeigten eine ausgeprigte Pseudoplastizitit (Doublier & Wood, 1995; Daw-
kins & Nnanna; 1995). So waren Losungen von B-Glucan, das aus geddmpften Haferkernen isoliert
wurde, stirker pseudoplastisch und viskoelastisch (G" > G"") als B-Glucane aus rohem oder gerostetem
Hafer (Zhang et al., 1998). Das pseudoplastische und viskoelastische Verhalten von frisch hergestellten
B-Glucanlosungen war typisch fiir das eines Polysaccharids vom ,,random coil“-Typ und hing vom Mo-
lekulargewicht und der Konzentration ab (Lazaridou et al., 2003). Autio (1988) fand in Oszillationsver-
suchen, dass bei niedrigen Frequenzen das Speichermodul G” héher als das Verlustmodul G** war, wih-
rend bei héheren Frequenzen G’’ groBer war. Beide Moduli nahmen mit steigender Frequenz zu. Ein
dhnliches Verhalten wurde auch bei allen isolierten 3-Glucanen in der vorliegenden Arbeit beobachtet.
Im Frequenzsweep erhdhten sich die Moduli G* und G’ der Proben aus dem extrudierten Hafermehl
und aus der Haferkleie kontinuierlich mit steigender Frequenz und zeigten ein dominant viskoses Ver-
halten. Die elastischen Eigenschaften verstirkten sich mit steigender Frequenz. Im Amplitudensweep
wurden demgegeniiber G und G’ nicht durch die Deformation beeinflusst. Die komplexe Viskositét
nahm in allen Proben mit der Frequenz ab und war mit Ausnahme der -Glucanprobe, die aus dem au-

toklavierten Material gewonnen wurde, von der Deformation abhéngig.

Doublier & Wood (1995) ermittelten in rheologischen Messungen, dass sich in Losungen von partiell
hydrolysierten B-Glucanen auch ein gelartiges Verhalten mit einer Tendenz zur Aggregation und zur
Ausbildung dreidimensionaler makromolekularer Netzwerke ausbilden kann. Bohm & Kulicke (1999a)
berichteten, dass sich konzentrierte B-Glucanlosungen in zwei Zustdnden befinden konnen: in einem
molekular-disperses System mit normalem viskoelastischen FlieBverhalten und in einem gelartigen

Netzwerk. Bei Oszillationsversuchen stieg die Gelbildung mit abnehmendem Molekulargewicht und
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zunehmender Konzentration der B-Glucane (Bohm & Kulicke, 1999b) an. Die eigenen Untersuchungen
zeigten ebenfalls, dass es sich bei den B-Glucanproben aus Haferprodukten im untersuchten Konzentra-
tionsbereich um klassische Viskositétsbildner handelt. Lediglich die Probe M#4 kommt als Gelbildner

in Frage.

Bei Untersuchungen von B-glucanreichen Losungen aus Hafer und Gerste folgte die Beziehung zwi-
schen der Schubspannung und der Schergeschwindigkeit dem Potenz-Gesetz und konnte beispielsweise
mit dem Herschel-Bulkley-Model beschrieben werden. So fanden Tejinder et al. (2000) bei den isolier-
ten B-Glucanen einen FlieBindex n zwischen 0,31 und 0,97. Dieses weist auf ein mittleres bis hohes
pseudoplastisches Verhalten hin, wobei sich die Pseudoplastizitit mit der Konzentration erhohte. In den
eigenen Untersuchungen an B-Glucanlosungen aus Hafer wurden dhnliche Werte gefunden. Im unter-
suchten Scherbereich konnten alle Proben mit Hilfe des Potenzansatzes von Ostwald und de Waele als
strukturviskose nicht-Newtonsche Fliissigkeiten beschrieben werden. Die Probe M#4 stellte eine Be-
sonderheit dar. Im Scherbereich konnte hier eine FlieBgrenze sicher nachgewiesen werden. Der relativ
geringe Strukturierungszustand kommt in der Rheostabilitit der Proben zum Ausdruck, da die Thi-
xotropieflache relativ gering war. Bei gleicher Konzentration ergaben die aus der Haferkleie isolierten

B-Glucane die hochsten scheinbaren und Prozessviskositéten.

Es wurde gezeigt, dass die Losungen von B-Glucanen komplexe rheologische Eigenschaften besitzen,
die von verschiedenen Faktoren wie ihrer Quelle (Hafermehl, Haferkleie), der technologischen Vorbe-
handlung (Extrusion, Autoklavieren, ohne Vorbehandlung) und der Konzentration wihrend der Mes-
sung abhédngen. Insgesamt wurden hohe Viskositdtswerte bei den extrahierten B-Glucanen aus dem
Haferextrudat und der unbehandelten Haferkleie gemessen. Das Autoklavieren des Hafermehls verur-
sachte eine deutliche Depolymerisation der -Glucanmakromolekiile. Diese zeigte sich in der geringe-
ren Viskositét der isolierten B-Glucane und in einem verénderten rheologischen Verhalten an. Es war
deshalb zu erwarten, dass sich die geringere Viskositit der f-Glucane im autoklavierten Hafermehl auf

die Bindung von Steroiden im Intestinaltrakt und damit auch auf ihre erh6hte Ausscheidung auswirkt.

4.3.4 In-vivo-Testung der Haferproben im Rattenversuch

In einem Fiitterungsversuch an konventionellen Wistar-Ratten wurden die physiologischen Wirkungen
der Haferprodukte in vivo getestet. Als Beobachtungsparameter wurden die Gewichtsentwicklung, der
Futterverzehr, der Serumlipidspiegel, die Konzentrationen der SCFA, GS und NS in Darminhalten und
in den Faeces sowie die faecalen pH-Werte und die Zusammensetzung der Mikroflora in Caecuminhal-
ten und in den Faeces herangezogen. Um die Auswirkungen der BS auf die Darmwand und Mucosa zu

beurteilen, wurden histologische und immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt.
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Das Wachstum aller Tiere verlief anndhernd gleich. Es wurden keine Verdnderungen in der Futterauf-
nahme in allen Gruppen beobachtet. Demgegeniiber wurde bei einem Versuch mit Gerstenextrudaten
eine Erhohung der Futteraufnahme in der 5. und 6. Woche des Versuches festgestellt. Dabei korrelier-

ten die Wachstumsraten mit dem Futterverzehr (Dongowski et al., 2002).

In allen Versuchsgruppen wurden im Trend oder signifikant hohere Wassermengen aufgenommen. Sie
sind vermutlich ein Resultat der hoheren Wasserbindung der BS-reichen Versuchsfutterproben. Der
Verzehr des mit Haferkleie angereicherten Produktes (Gruppe K) fiihrte zur hchsten Wasseraufnahme

durch die Tiere.

Die mit dem Futter zugefiihrten Hafer-BS zeigten nahezu keinen Einfluss auf den Serumlipidspiegel der
Ratten. Minimale Effekte deuten sich beispielweise fiir Cholesterol und LDL-Cholesterol an, die unter
der Haferballaststoffzufuhr abnahmen. Malkki et al. (1993) fanden bei normalen Ratten ebenso keine
signifikanten Anderung der Serumlipide nach Gabe von 1,5 bis 4,5 % B-Glucan (als Haferflocken) in
der Diét, wihrend bei hypercholesterindmischen Tieren bereits in Gegenwart von 1,5 % B-Glucan eine

Abnahme des Gesamtcholesterols und eine Zunahme der HDL-Fraktion gemessen wurden.

Diese Befunde entsprachen den Erwartungen. Bei gesunden Tieren erfolgt iiber den negativen Feed-
backmechanismus der GS auf die Cholesterolsynthese stets wieder ein Ausgleich auf das Normalni-

veau.

Da die Tiere in der eigenen Studie keinen erhohten Serumlipidspiegel besal3en, waren die gemessenen
Verdnderungen relativ gering. Bei Anwendung von 10 % Gerstenmehl (4 % pB-Glucan) oder
4 bzw. 10 % Gerstenkleie (6 % B-Glucan) in der Diét konnte Nagel-Held (1995) nach 6 Wochen an
normocholesterinimischen Ratten ebenso keine signifikanten Anderungen im Serumcholesterospiegel

nachweisen.

Newman et al. (1989) und Newman & Newman (1991) diskutierten, dass eine Abnahme des LDL-
Serumcholesterols durch Gerstenprodukte in Beziechung zum Molekulargewicht der f-Glucane steht.
Diese Einflussgrofen bedingen besonders eine héhere Viskositdt im Diinndarm (Danielson et al.,
1997). Demgegeniiber fand Frank et al. (2004) keinen Einfluss des Molekulargewichts auf die Konzent-

ration der Lipide, Glukose oder das Insulin im Blut.

Ein wichtiger Aspekt der Wirkung von BS ist die Beeinflussung der gastrointestinalen Mikroflora (Er-
bersdobler, 1999). Nicht verdauliche, fermentierbare Nahrungsmittelbestandteile, die den Wirt durch
selektive Stimulierung des Wachstums und/oder der Aktivitét einzelner oder einer begrenzten Anzahl
von Colon-Bakterien giinstig beeinflussen und damit das Potenzial zur Verbesserung der Gesundheit
des Wirtes nachweisen, werden deshalb als Pribiotika bezeichnet (Gibson & Roberfroid, 1995). Dies
hat weiterreichende Konsequenzen fiir den Wirt. Ein verdndertes Fermentationsverhalten, Beeinflus-

sung des luminalen pH-Wertes und selektive Bildung von Stoffwechselprodukten sind die Folgen.
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Die positiven Effekte werden hauptsdchlich mit den bestimmten NDO in Verbindung gebracht (Blaut,
2002; Kolida et al., 2002). In Versuchen an Ratten, die mit Galactooligosacchariden angereichertes
Futter erhielten, erhohte sich die Anzahl der Lactobacillen und Bifidobacterien (Djouzi & Andrieux,
1997; Le Blay et al., 1999). Analoge Effekte iibt RS Typ 3 aus. Kleessen et al. (1997) fanden nach RS-
Fiitterung an Ratten eine Stimulierung des Wachstums von Bifidobakterien. In der vorliegenden Arbeit
wurden bei den Tieren, die BS-reichen Diidten erhielten, héhere Keimzahlen fiir Bifidobacterium sp.
und im Trend auch fir Lactobacillen gefunden (mit Ausnahme der Gruppen MN und M#). Demgegen-
iiber haben Dongowski et al. (2002) bei Wistar-Ratten nach Gabe von BS-reichen Gerstenextrudaten

signifikant hohere Keimzahlen von Lactobacillen nach 6 Wochen ermittelt.

Zu den positiven Effekten der BS gehort auch die Fahigkeit, das Wachstum apathogener Bakterien zu
sichern und das von pathogenen zu unterdriicken (Wang & Gibson, 1993), das trifft vor allem auf Bac-
teroides und Bifidobakterien zu. Herauszustellen ist, dass in allen Versuchsgruppen die Zahl der coli-

formen Keime (mit Ausnahme der Gruppe MN) gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant abnahm.

Aus den Feuchtgewichten der Darminhalte war zu schlieBen, dass das Caecumgewicht in allen Ver-
suchsgruppen (auBler Gruppe M) signifikant gegeniiber der Kontrolle erhoht war. Dieser Effekt ist auf
die hohere BS-Konzentration im Futter der Versuchsgruppen zuriickzufiihren, die das Wachstum der
Bakterien stimulierten. Fiir diese Interpretation sprechen die hohen Fermentationsraten, die im Caecum
festgestellt wurden. Mathers et al. (1993) haben bei Fiitterungsversuchen bei 4 Monate alten Ratten eine
signifikante Abnahme und bei 27 Monate alten Ratten eine signifikante Zunahme der Caecumgewichte
nach Gabe einer Haferdidt (500 Hafermehl g/kg Didt) ermittelt. In den eigenen Versuchen hatte das
proximale und das distale Colon in allen Gruppen bei der Gabe von BS-reichem Futter, mit Ausnahme
der Gruppe M#, ein erhohtes Gewicht gegeniiber der Kontrolle. Ursachen fiir diesen Effekt sind nicht
nur die hohere Wasserbindung durch Ballaststoffe, sondern auch die groBere Bakterienmasse auf Grund

des Angebotes fermentierbarer Substrate.

RS wurde nur in Caecuminhalten bestimmter Versuchsgruppen, jedoch nicht in der Kontrolle gefunden.
In Coloninhalten war die RS nicht mehr nachweisbar. Dieses weist auf die weitgehend vollstdndige

Fermentation der RS im Caecum hin.

Eine erhohte Aufnahme an BS in Form von Hafer- oder Weizenkleie (Chen et al., 1998), von RS
(Young & Leu, 2004) oder anderen NDO (Loening-Baucke et al., 2004, Zunft et al., 2004a) hat eine
erhohte Stuhlfrequenz und ein hoheres Stuhlgewicht zur Folge. In den meisten Versuchsgruppen, die
BS-reiches Futter erhielten, wurde mehr TM in den 24-h-Faeces ausgeschieden als in den jeweiligen
Kontrollen. Diese Ergebnisse belegen, dass bei Gabe BS-reicher Haferprodukte eine hohere Faecesmas-

se resultiert.

BS werden partiell oder vollstindig fermentiert. Die Fermentierbarkeit wird von ihren strukturellen und

physiko-chemischen Eigenschaften bestimmt (Bourqiun et al., 1996). RS, B-Glucan oder Pektin kdnnen
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von 70 % bis zu 100 % fermentiert werden, wahrend Cellulose partiell oder nicht fermentiert wird.
Fermentationsprodukte sind Kohlendioxyd, Wasserstoff, Methan und die SCFA. Bei einer apathogen
zusammengesetzten Mikroflora dominieren mit 85-95 % die SCFA als Fermentationsprodukte (Cum-

mings et al., 1987).

Es kam bei allen Tieren, die das BS-reiche Futter auf der Basis von Hafer erhielten, zu einer signifikan-
ten Zunahme an Gesamt-SCFA in den Darminhalten. Acetat war immer die dominierende SCFA. Im
Vergleich zur Kontrolle bewirkten die Haferprodukte einen signifikanten Anstieg der Konzentrationen

an Propionat und an Butyrat.

Weil die Dickdarmschleimhaut auf eine kontinuierliche, luminale Butyratzufuhr angewiesen ist, ist ein
ausreichend hoher luminaler Butyratspiegel anzustreben (Jacobasch et al., 1997). Bei Absenkung des
luminalen Butyratspiegels flachen die Krypten ab und atrophieren, die Regenerationsfiahigkeit der

Schleimhaut verringert sich (Rabassa & Rogers, 1992).

Es ist interessant, dass in den Caecuminhalten aller Gruppen mit BS-reicher Haferdidt signifikant oder
im Trend hohere prozentuale Anteile an Butyrat als in den Faeces der 6. Woche auftraten. Auch die
Anteile an Propionat waren in den meisten Gruppen im Trend in Caecuminhalten hoher als in den Fae-
ces. Dieses weist auf eine relativ hohe Resorptionsrate von SCFA im Caecum und Colon bei dieser

Gruppe hin.

Insgesamt kann man sagen, dass die Haferkleie im Caecum stérker als Hafermehl fermentiert wird und
der Zusatz von Novelose die Bildung von SCFA erhoht. Durch das Autoklavieren wird die partielle De-
polymerisation der Stérke-Polysaccharide und die Bildung von RS 3 erhoht, was die bessere Fermen-

tierbarkeit von Hafermehl zur Folge hat.

Es ist gut bekannt, dass der GS- und der Cholesterolmetabolismus eng miteinander verbunden sind.
Eine Ursache fiir die Senkung von Serumcholesterol bei BS-reicher Diit ist offensichtlich die hohere
Ausscheidung von Gallensduren. Dieser Effekt wurde besonders bei Gabe von viskosititserhohenden
Ballaststoffen wie B-Glucan, Psyllium oder Pektin beobachtet (Judd & Truswell, 1981; Kirby et al.,
1981; Anderson et al., 1993; Fernandez et al., 1994, 1995; Huth et al., 2000; Seal & Mathers, 2001;
Romero et al., 2002).

Die nicht erhitzte Haferkleie (15 — 30 %) oder gebackene Haferkleie (30 %) in der Diét verursachten
bei Ratten nach 28 Tagen eine Abnahme der Cholesterolkonzentration im Plasma sowie eine erhohte

GS-Exkretion (De Schrijver et al., 1992).

In den eigenen Versuchen traten die hochsten GS-Konzentrationen im Caecum der Gruppen auf, deren
Futter bis zu 50 % Haferkleie enthielt. Demgegeniiber war bei Gabe des autoklavierten Produktes die
GS-Konzentration mit 9,18 umol/g TM sogar kleiner als in der Kontrolle. Eine Ursache fiir diesen Ef-

fekt diirfte in der starken Depolymerisierung der Ballaststoffe in diesem Produkt liegen. Somit scheint
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klar, dass es einen Zusammenhang zwischen der Viskositit des Nahrungsbreis im Diinndarm und der

Menge an GS gibt, die ins Caecum transportiert werden.

In Caecuminhalten trat ein groBes Spektrum an individuellen GS auf. Die Unterschiede in der Zusam-
mensetzung der GS, die gegeniiber der Kontrolle gefunden wurden, deuten auf eine Beeinflussung des

auftretenden GS-Spektrums und der GS-Menge durch die BS-Zusammensetzung der Haferdidten hin.

Die GS tretten im Diinndarm vor allem in konjugierter Form auf. Hierbei ist zu beachten, dass bei der
Ratte, anders wie als Mensch, die GS vorwiegend mit Taurin {iber Sdureamidbindungen konjugiert sind.
Von den Gesamt-GS lagen 16 bis 18 % als Taurinkonjugate im Caecum bei den Versuchsgruppen und
23 % bei der Kontrolle vor. Dieses Ergebnis weist auf eine starkere Dekonjugierung der GS in Gegen-
wart BS-reicher Didten hin. Glycokonjugierte GS konnten nicht gefunden werden, obwohl in der Lite-
ratur auch die Anwesenheit dieser GS-Gruppe bei Ratten beschrieben wurde (Ide et al., 1989).

Die “primiren* GS werden durch Enzyme der intestinalen Mikroflora am C-7 des Steroidgeriistes zu
"sekundiren” GS dehydroxyliert. Diese Reaktion wird durch die 7a-Dehydroxylase katalysiert (Baron
& Hylemon, 2000). Den sekundéren GS werden cytotoxische Eigenschaften zugeschrieben (Hofstadt et
al., 1998; Hofmann, 1999). Insgesamt entstehen im Dickdarm - und bei der Ratte besonders auch im
Caecum - als Resultat der mikrobiellen Umsetzung eine Reihe weiterer GS. Diese werden sowohl aus-
geschieden, als auch resorbiert und/oder in den Hepatozyten in ihre urspriinglichen GS zuriickgewan-

delt.

In den Caecuminhalten der Versuchsgruppen traten signifikant mehr primire GS als in der Kontroll-
gruppe auf (P < 0,001). Die Ursache fiir die héheren Anteile an primiren GS in den Versuchsgruppen
ist die partielle Hemmung der bakteriellen 7a-Dehydroxylase durch die pH-Absenkung infolge der
Bildung von SCFA. Die pH-Werte in Caecuminhalten und Inhalten des Colons waren in allen Gruppen,
die eine BS-reiche Diét erhielten, signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe (sieche Ergebnisse,
Abb. 4.4-6). Die tiefsten pH-Werte wurden im Caecum in den Gruppen K und im Colon bei KN gemes-

sen.

Im Vergleich zur Kontrolle wurden in allen Versuchsgruppen hohere Konzentrationen an priméren GS
in Coloninhalten ermittelt. Die Konzentrationen an sekundiren GS waren mit Ausnahme der Gruppe K
kleiner als in der Kontrolle. Eine Ursache fiir diesen Effekt ist die hohere Gesamt-GS-Konzentration in
der Versuchsgruppe K. Weniger als 5 % der GS waren in den Coloninhalten konjugiert, wobei der
hochste Anteil in der Kontrolle gefunden wurde. Es zeigte sich in allen Versuchsgruppen ein niedrige-
rer prozentualer Anteil an sekundidren GS in den Coloninhalten als Folge der fortschreitenden BS-

Fermentation.

In allen Gruppen wurden signifikant hohere Konzentrationen an GS (bis zu 15,93 umol/g TM) in den

Faeces nach 6 Wochen ermittelt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe S wurde ab der 4. Woche in allen
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Versuchsgruppen signifikant mehr Gesamt-GS ausgeschieden. Die hochste tdgliche GS-Ausscheidung
in den Faeces trat in den Gruppen K und KN auf. Der Zusatz des autoklavierten Hafermehls zum Futter
hatte eine vergleichsweise geringe Wirkung. Ein partieller Austausch der Haferprodukte durch Novelo-

se verbesserte die Exkretion der GS nicht.

Insgesamt stieg in allen Gruppen die Menge an Gesamt-GS pro Gramm TM vom Caecum bis zu den

Faeces kontinuierlich an. Taurokonjugierte GS wurden in keiner Faecesprobe gefunden.

Der Zusatz von Novelose zu den Didten MN und KN fiihrte zu den geringsten prozentualen Anteilen an
sekunddren GS in den Faeces. Der relative Anteil der gebildeten sekundéren GS hingt stark von der
Fermentation der Ballaststoffe im Intestinaltrakt und der Bildung der SCFA ab. Eine besondere Rolle

scheint hierbei die RS im Futter zu spielen.

Die zweite Steroidgruppe sind die neutralen Sterole. Das wichtigste NS ist Cholesterol und desen Me-
taboliten: Coprostanol, Cholestanon und Coprostanon. Ausgeschiedenes Cholesterol kann nicht zur

Erhéhung des Serum-Cholesterolspiegels beitragen.

In Caecuminhalten wurde dhnlich wie bei den GS in der Gruppe K (Haferkleie) die hochste und in der
Gruppe M# (autoklaviertes Hafermehl) die kleinste Menge an Gesamt-NS ermittelt. Mit Ausnahme der
Gruppe M# waren die Konzentrationen in den Versuchsgruppen signifikant erhoht. Das dominierende
NS war Cholesterol. Es wurden in allen Gruppen 25 % Coprostanol und etwa 1 % Coprostanon gefun-
den. In beiden Versuchsgruppen, die Haferkleie-haltige Didten erhielten, traten die hochsten NS-
Gehalte in den Coloninhalten auf. Das dominierende NS in den Coloninhalten war mit tiber 55 %
Coprostanol. Der Anteil von Coprostanon lag zwischen 2,2 % (Kontrolle) und 3,9 % (Gruppe K). In
den Faeces der Kontrollgruppe waren die Menge und die Zusammensetzung der NS wihrend des Expe-
riments unverdndert. Es zeigte sich, dass in allen Gruppen, die BS-reichen Diédten erhielten, in der 4.

und 6. Woche signifikant mehr NS pro Tag ausgeschieden wurde als in der Kontrolle.

In einer Studie an jungen ménnlichen Ratten mit BS-reichen Extrudaten aus Gerste (7-12 % p-Glucan
und 7-24 % RS) wurden dhnliche Resultate gefunden (Dongowski et al., 2002, 2003). Im Diinndarm

dominierten hier ebenfalls taurokonjugierte und primére GS, wiahrend nur Cholesterol als NS erschien.

Eine weitere Gruppe von NS sind die Phytosterole. Diese Sterole konnen als ,,Gegenspieler des Cho-
lesterols ebenfalls zur Senkung der Plasmalipide beitragen und den Cholesterolstoffwechsel beeinflus-
sen (Moghadasian, 2000; Kerckhoffs et al., 2002; Moreau et al., 2002; Trautwein et al., 2002). Auf-
grund geringer Konzentration im Hafer (Piironen et al., 2002), wurden die Phytosterole in dieser Studie

nicht untersucht.

Die Summe aus Gesamt-GS und Gesamt-NS wird als Gesamtsteroide bezeichnet. Die durchgefiihrten
Untersuchungen belegen, dass in Gegenwart ballaststoffreicher Extrudate auf der Basis von Hafermehl

und/oder Haferkleie eine Erh6hung der Ausscheidung der Gesamtsteroide erreichbar ist. Die Anteile an
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ausgeschiedenen Gesamtsteroiden erhohten sich in der Kontrollgruppe S um ca. 0,5 % und in den Ver-
suchsgruppen um 16,9 bis 39,9 % (P < 0,001), in der Gruppe M# um etwa 4 %. Die Konzentration,
Zusammensetzung und Fermentierbarkeit der BS, einschlieBlich der resistenten Stirke, haben einen

wesentlichen Einfluss auf die Komposition und Menge der Steroide in Darminhalten und in den Faeces.

Histologische Untersuchungen

Die Aufrechterhaltung der Gewebshomeostase wird durch ein geordnetes Zusammenspiel von Mitose
und Apoptose bedingt. Damit wird die Funktionalitit einzelner Gewebe einschlieBlich des Ver-
daungstraktes gesichert. Eine Verschiebung dieses Gleichgewichtes kann entweder zu einem Zuwachs
des Gewebes oder zur Degeneration bzw. Abnahme fiihren. Diese Regulationsprozesse des “Zell-
Turnovers® sind durch genetische Disposition aber auch durch nutritive Faktoren gesteuert. Eine be-
sondere Rolle spielen in diesem Zusammenhang die SCFA. So konnen verminderte Gehalte an SCFA
(besonders von Butyrat) zu degenerativen Erscheinungen an der Darmmucosa fiihren (Sakata, 1987,

Kripke et al., 1989).

Um die Auswirkung unterschiedlicher Diédten auf die Darmwand zu ermitteln, wurde deren Morpholo-
gie mikroskopisch untersucht. Dabei wurden bei den mit haferreichen Didten gefiitterten Tieren in den
meisten Gruppen (Ausnahme: Gruppe M#) stirkere Darmwinde im Vergleich zur Kontrollgruppe
festgestellt. Beziiglich der Zunahme der Darmwanddicke kann angenommen werden, dass die gemes-
senen Effekte auf eine erhohte Bildung von SCFA und auf eine erhéhte Motolitdt (Peristaltik) des
Darmes unter BS-reicher Diit zuriickzufiihren sind. Acetat, Propionat und Butyrat haben einen durch-
blutungs- und motolitétssteigernden Effekt auf das Colon (Topping & Clifton, 2001) und wirken damit

auf die Muskulatur des Darmes.

Die Schleimhaut (Tunica mucosa) dient dem Schutz vor mechanischen und chemischen Noxen, und
sie ist ein wichtiger Bestandteil des unspezifischen und spezifischen Abwehrsystems (Neutra &
Forstner, 1987). Wie in Versuchen an Ratten gezeigt wurde, wurden die Menge und die Zusammen-
setzung der Mucine durch den Stoffwechsel der mikrobiellen Flora beeinflusst (Sharma & Schuma-
cher, 1995). Bei den meisten Gruppen, die eine BS-reiche Haferdiét erhielten, wurde eine signifikant
erhohte Gesamtanzahl an Becherzellen ermittelt. Eine Ausnahme bildeten die Gruppen MN und M#,
in denen keine signifikanten Verdnderungen in der Anzahl der Becherzellen festgestellt wurde. Auffil-
lig war in diesem Zusammenhang die niedrige Konzentration an Butyrat in den Caecum- und Faeces-
inhalten beider Gruppen. Gaudier et al. (2004) teilte mit, dass Butyrat die MUC-Gene beeinflusst und

dadurch die Eigenschaften und die Zusammensetzung der Mucine verandert.

Es wurden didtabhéngige Verdnderungen in der qualitativen Zusammensetzung der Mucine beobach-
tet. In den mit Haferprodukten gefiitterten Tieren wurden im proximalen Colon weniger Becherzellen
mit neutralen Mucinen gefunden als in der Kontrollgruppe. Neutrale Mucine sind als weniger ausge-

reift anzusehen als saure Mucine, da die Ubertragung von sauren Sulfat- und Sialylgruppen erst in den
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letzten Syntheseschritten im Golgi-Apparat erfolgt (Neutra & Forstner, 1987). Das verringerte Vor-
kommen von Becherzellen mit neutralen Mucinen kdnnte als Indiz fiir eine stirkere “Ausreifung der
intestinalen Schleimhaut unter dem Einfluss von Haferprodukten gewertet werden. Im distalen Colon
wurde bei den mit Haferdidten behandelten Tieren eine erhohte Anzahl von Becherzellen mit sauren
Mucinen in den meisten Gruppen gegeniiber der Kontrolle ermittelt. Dieser Befund lésst sich als
Merkmal einer weit ausdifferenzierten Mucosa bewerten. Insgesamt zeigt sich, dass sich die Anzahl
der neutralen Mucine verringerte und die der sauren sich vom proximalen zum distalen Colon erhdhte.
Sakata & von Engelhardt (1981) fanden bei Versuchen an Miausen, Ratten und Meerschweinchen, dass
im Verlauf der Darmpassage vom Caecum bis zum distalen Colon die neutralen Mucine im Schleim-

hautepithel abnehmen und die der sauren ansteigen.

Da Butyrat die Hauptenergiequelle fiir Colonocyten darstellt (Roediger, 1980), ist eine mitoseférdern-
de Wirkung von Butyrat zu erwarten. In zahlreichen Studien wurde Butyrat eine mitogene Wirkung
zugesprochen (Scheppach et al., 1992b; Sakata, 1987). Es wurde in den Versuchen mit BS-reichen
Haferdidten (Ausnahme: Gruppe M#) in beiden Colonabschnitten eine Erhéhung der Mitoserate beo-
bachtet. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Untersuchungen iiber die Wirkung von SCFA (von
Butyrat) auf die Proliferation im Verdauungstrakt iiberein (Goodlad et al., 1987; Johnson et al., 1988;
Sakata, 1987). Anderseits wurde in einer Studie an Ratten ermittelt, dass die Gabe von Hafermehl
(500 g/kg Futter) in einer erhohten Mitoserate im Caecum und einer verminderten Proliferation im
Colon resultierte (Mathers et al., 1993). Edwards et al. (1992) stellten in einem Versuch an Wistar-
Ratten fest, dass sich nach Gabe einer BS-Diit die Proliferationsrate im proximalen jedoch nicht im

distalen Colon signifikant erhohte.

In der vorliegenden Arbeit konnte in den Gruppen mit BS-reichen Haferdidten (Ausnahme: Gruppe
M#) der Epithelzuwachs auf eine allgemeine Verminderung der Apoptose bei erhohter Mitoserate
zuriickgefiihrt werden. Bei den mit Haferprodukten gefiitterten Tieren lag die Anzahl apoptotischer
Zellen pro Krypte deutlich unter der Anzahl in der Kontrollgruppe. Die Tiere, die das Futter mit au-
toklaviertem Hafermehl erhielten, bildeten eine Ausnahme. Im proximalen Colon blieb das Verhiltnis
Mitosen/Apoptosen in Gruppe M# bei 1:1, was sich auch auf die, gegeniiber der Kontrolle, unverin-
derte Darmwandschicht auswirkte. In den tibrigen Versuchsgruppen wies die Gruppe K die groften
Veranderungen im “Zell-Turnover* (Mitose > Apoptose) auf, woraus eine starkere Darmwandschichte
resultierte. In dhnlicher Weise zeigten Hague et al. (1997) eine Reduktion der Apoptose durch Butyrat

in normalen Zellen in vivo.

In zahlreichen Studien wurden die Effekte von SCFA auf die Zellteilung, die Differenzierung und die
Apoptose untersucht. Dabei ist zu beachten, dass sich die Wirkung von Butyrat bei Tumorzellen von
der auf gesunde Ephitelzellen unterscheidet. Wéhrend sich die Apoptose in vitro in normalen Zellen
durch Butyrat vermindert, wird sie bei neoplastischen Zellen erhoht. Die Widerspriiche sind so ekla-

tant, dass sie in der Literatur mitunter als “Butyrat-Paradox* bezeichnet werden (Lupton, 2004).
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Es ist zwar nicht moglich eine genaue Aussage dazu machen, wie sich die Produkte der Fermentation
im humane Colon beziiglich der Proliferation und der Apoptose verhalten werden (Fleming et al.,
1992), man kann aber davon ausgehen, dass die Menge und die Zusammensetzung der BS in der Diit
eine entscheidende Wirkung auf den mucosalen “Zell-Turnover im Colon ausiiben. Dabei sind bis
jetzt weder der Mechanismus noch die daraus resultierenden gesundheitlichen Konsequenzen voll-

standig untersucht.

4.3.5 In-vivo-Testung des RS-reichen Haferpriparates im Humanversuch

In einem Humanversuch wurde das Haferextrudat MN (Hafermehl + Novelose) auf seine physiologi-
schen Wirkungen in vivo getestet. In dieser Pilotstudie wurden die Serumlipide, die SCFA, die GS-
und NS-Konzentration, sowie die pH-Werte in den Faeces und die Mikroflora als Untersuchungspa-

rameter ermittelt.

Die normalen gastrointestinalen Transitzeiten sind von verschiedenen Faktoren abhéngig. Je nach
Speiseart betrégt die Aufenthaltszeit im Magen 1-2 h, im Diinndarm 2-4 h und im Colon 30-70 h bei
einer liblichen tdglichen BS-Aufnahme (Schmidt et al., 2000). Lupton et al. (1993) zeigten nach
14-tagiger Gabe von 30 g Gerstenkleie eine Verringerung von 47 auf 39 Stunden. Bei den Probanden
in der eigenen Studie, erhohte sich nach der Gabe des BS-reichen Haferextrudates ebenso die Stuhl-
frequenz. So hatten wéhrend der Applikationsphase 10 von 12 Probanden eine erhohte Stuhlfrequenz

und 9 Probanden eine weichere Stuhlkonsistenz.

Ein erhohter Cholesterolwert ist ein Risikofaktor fiir koronare Herzerkrankungen (Beer, 1994). Shin-
nick et al. (1981) bewerteten in einer Meta-Analyse von 21 Studien den Effekt der Serum-
Cholesterolsenkung durch Haferprodukte, wie Kleie oder Mehl, am Menschen. Mit nur einer Aus-
nahme wurde eine Abnahme des Cholesterolspiegels um 2.4 bis 29 % ermittelt. Die cholesterinsen-
kende Wirkung von B-Glucan aus Hafer wurde bei Patienten mit Hypercholesterindmie (Maki et al.,

2003a; Gerhardt & Gallo, 1998; Berg et al., 2003; Kerckhoffs et al., 2003) sicher belegt.

Verdnderungen der Blutcholesterolspiegel sind nur bei einem erhéhten Cholesterolspiegel zu erwarten.
Ein hypocholesterindmischer Effekt konnte in dieser Studie bei drei Probanden mit erhéhtem Plasma-
cholesterolspiegel ermittelt werden. Anderson et al. (1984) teilten dhnliche Befunde an normal- und
hypercholesterindmischen Probanden nach Gabe von Haferkleie oder deren Konzentraten, die reich an

B-Glucan waren, mit.

Die Faecesflora verdnderte sich wahrend der Haferproduktzufuhr nicht wesentlich. Im Trend wurden
jedoch erhohte Werte fiir Lactobacillen und Bifidobakterien aber auch fiir Bacteroides gefunden. Be-

kannt ist eine selektive Forderung der Populationen der Lactobacillus- und Bifidogruppe durch Oli-
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gofructose und Inulin, die als prébiotische Nahrungsergdnzungsmittel verwendet werden (Salminen

et al., 1998, Cummings et al., 2001).

Im Trend nahmen die Konzentrationen an Acetat, Propionat sowie Butyrat und auch die Gesamt-
SCFA bei den Probanden wéhrend der Gabe des Haferextrudats von der 0. zur 4. Woche hin zu. Es
zeigte sich, dass der Anteil an Acetat im Verlauf der Intervention abfiel, wihrend der Butyratanteil

zunahm.

Die Gesamtmenge an SCFA in den Faeces pro Gramm Feuchtgewicht erhdhte sich von 69 umol in der
0. Woche auf 90 umol in der 4. Woche und fiel dann wieder auf ca. 60 umol in der 6. Woche (14 Tage
nach Beendigung der Interventionsstudie, so genannte “Follow-up-Phase®). Dieser Befund weist dar-

auf hin, dass fiir einen gesundheitsfordernden Effekt eine kontinuierliche BS-Zufuhr erforderlich ist.

Wihrend der pH-Wert in den Faeces der Probanden innerhalb der 4-wdchiger Interventionsphase um

0,67 pH Einheiten auf 6,71 abfiel, stieg er in der “Follow-up-Phase‘ erwartungsgemil} wieder an.

Bei einer gemischten Nahrung ist beim Menschen im Stuhl mit einem molaren Verhéltnis
Acetat : Propionat : Butyrat von etwa 60 : 20 : 15 zu rechnen (Topping & Clifton, 2001; Salminen et
al., 1998). Diese sind mit den eigenen Ergebnissen vergleichbar. In der Interventionsphase verminder-
te sich bei den Probanden der molare Anteil an Acetat wihrend sich der prozentuale Butyratanteil
erhohte. Es ist interessant, dass die in der Interventionsphase bei den molaren Anteilen auftretenden
Verdnderungen zwei Wochen spiter, d. h. in der “Follow-up-Phase®, im Vergleich zu den Ausgangs-
werten leicht erhdht blieben. Dieser Befund kann als Zeichen eines ldnger anhaltenden stimulierenden

Effektes auf die Mikroflora gewertet werden.

Ein Zusammenhang zwischen der Serumcholesterol-senkenden Wirkung und der Exkretion von GS ist
bekannt. So wurde bei Ileostomie-Patienten in Gegenwart von 16,3 g Haferkleie eine hohere Aus-
scheidung von GS und Fett sowie eine verminderte Ausscheidung von Gesamtcholesterol und von
endogenem Cholesterol ermittelt (Lia et al., 1997). In einer weiteren Studie an Ileostomie-Probanden
fanden Lia et al. (1995), dass Haferkleie besonders die GS-Exkretion und eine Gerstenfraktion die

Cholesterolexkretion erhohten.

Im Verlauf der Pilotstudie beim Verzehr des BS-reichen Haferextrudats ergab sich (als Durch-
schnittswerte der prozentualen Anteile der GS in den Faeces aller Probanden) eine signifikante Zu-
nahme der priméiren und eine Abnahme der sekundéren GS. Zwei Wochen nach Beendigung der Ha-
fergabe war die GS-Ausscheidung wieder fast auf dem Ausgangsniveau. Die Verdnderungen in der
GS-Ausscheidung zeigten bei allen Probanden die gleiche Tendenz. Die Konzentrationen der priméren
Gallensduren C und CDC nahmen zu. Allgemein wiesen alle Probanden mehr sekundire als primére
GS in den Faeces auf. Diese Befunde weisen darauf hin, dass das untersuchte Haferextrudat beziiglich

einer erhohten Ausscheidung von Gallenséuren bei gleichzeitiger Zunahme des Anteils an primédren
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GS wirksam war. Weiterhin wurde gefunden, dass die BS-Haferextrudate dhnliche Effekte auf die
Ausscheidung von NS ausiiben. Im Versuchsverlauf erhdhte sich die Gesamtkonzentration an NS in
den Faeces. In der “Follow-up-Phase®, d. h. nach dem Ende der Haferextrudatgabe, verminderte sich

die ausgeschiedene Menge an Gesamt-NS wieder.

Beriicksichtigt werden miissen auch individuelle Unterschiede zwischen den Probanden hinsichtlich
ihrer Erndhrungsweise, des individuellen Lipidmetabolismus, sowie mikrobieller Besiedlung des
Darmes und daraus resultierenden Stoffwechseleffekten. So lagen grosse Unterschiede in der Konzent-
ration an ausgeschiedenen Gesamt-Steroiden zwischen den 12 Probanden bereits in der 0. Woche vor.
Beispielsweise lagen die Konzentrationen an NS in der 0. Woche beim Probanden 7 fast doppelt so
hoch wie beim Proband 2. In der vorliegenden Arbeit wurden daher die auftretenden Effekte bei den
untersuchten Parametern auch fiir die einzelnen Probanden sowie fiir Gruppendurchschnittswerte,
beurteilt. Insgesamt ist festzustellen, dass sich von der 0. bis zur 4. Woche der prozentuale Anteil an

Cholesterol signifikant verminderte, wihrend sich der Anteil der Cholesterol-Metaboliten erhohte.

Wie im Tierversuch wurde auch in der Pilotstudie am Menschen gefunden, dass bei Gabe des BS-
reichen Haferextrudats eine erhdhte Ausscheidung von Steroiden auftritt. Dieser Effekt war 2 Wochen

nach Beendigung der Intervention nicht mehr nachweisbar.

Insgesamt zeigten Extrudate aus Hafer, die unter optimierten Bedingungen hergestellt wurden, eine
Reihe von erndhrungsphysiologisch vorteilhaften Wirkungen. Die Extrudate waren in der Lage,
Wechselwirkungen mit Gallenséuren einzugehen und diese in die unteren Darmabschnitte (Colon) zu
transportieren. Dieser Effekt fithrte zu einer erhohten Ausscheidung von Steroiden. -Glucane und RS
dienen der intestinalen Mikroflora als Substrat zur Energiegewinnung und als Kohlenstoffquelle. Eine
hohe Fermentationsrate geht mit einer erhdhten Bildung von Sauren einher, so dass der pH-Wert ab-

fallt. Dadurch verringert sich die Rate der Bildung sekundérer GS, die onkogen wirken kdnnen.



Zusammenfassung 120

S Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit resistenter Stirke angereicherte Haferprodukte hinsichtlich
ihrer physiologisch wirksamen Inhaltstoffe analysiert und erndhrungsphysiologisch in vitro und in vivo

charakterisiert.

Fiir die Untersuchungen standen ballaststoffreiche Haferprodukte zur Verfiigung, die im Institut fiir
Lebensmittel- und Umweltforschung in Nuthetal aus Hafermehl, Haferkleie und Novelose 330" herge-

stellt wurden.

Der erste Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Analyse der Haferprodukte. Diese wiesen eine hohe
Wasserbindungskapazitit auf. Bei den Untersuchungen am Tiermodell wurde gezeigt, dass im Diinn-
darm eine groflere Menge an Wasser durch die Haferprodukte gebunden wurde, was zu einem hdheren
Feuchtigkeitsanteil der gastrointestinalen Inhalte der Tiere fiihrte, die ballaststoffreiches Futter erhiel-
ten. Die In-vitro-Verdauung von Maisstirke durch Pankreatin, wurde durch die ballaststoffreichen
Haferprodukte partiell gehemmt. Dieser Befund l4sst eine Abschwéichung des postprandialen Gluko-

seanstieges erwarten.

Trotz der hydrothermischen Behandlung wihrend der Extrusion wurden Produkte gewonnen, deren
B-Glucane im hochmolekularen Zustand erhalten blieben und somit eine hohe Viskositit in wissrigen
Losungen beibehielten. In rheologischen Untersuchungen wurde bestitigt, dass die aus Haferproduk-
ten isolierten B-Glucane ein pseudoplastisches FlieBverhalten besitzen. Demgegeniiber fiihrte ein Au-
toklavieren der Produkte zu einer starken Depolymerisation der B-Glucane, was sich in einer Ande-

rung der funktionellen Eigenschaften der -Glucane widerspiegelte.

Unter den Bedingungen des Diinndarmmilieus wurden in vitro Wechselwirkungen zwischen konju-
gierten Gallensduren und den Haferprodukten gefunden. Es wurde sowohl eine Abhéngigkeit der
Wechselwirkungen vom pH-Wert als auch von der Struktur der Steroide und von der Ballaststoffzu-
sammensetzung der Produkte festgestellt. Die Bindung der Gallenséuren erhohte sich mit zunehmen-
dem Anteil an Haferkleie im Extrudat und mit zunehmendem Anteil an Gesamt- und unldslichen Bal-
laststoffen sowie an 3-Glucan. Aus diesen In-vitro-Ergebnissen ist auf eine verminderte Riickresorpti-
on von Gallensduren im terminalen Ileum zu schliefen, wodurch vermehrt Gallensduren in den Dick-
darm gelangen und mit den Faeces ausgeschieden werden. Es wurde weiterhin gezeigt, dass die
In-vitro-Fermentation von zuvor verdauten Haferprodukten durch die Faecesflora des Menschen zu

einer hohen Bildungsrate der physiologisch wichtigen SCFA mit einem hohen Anteil an Butyrat fiihrt.

Die erzielten Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen wurden im Tiermodell und in einer Pilotstudie
am Menschen tberpriift. In einem sechswochigen Fiitterungsversuch erhielten konventionelle Wistar-
Ratten eine Diét, die im Vergleich zu einer Standarddidt mit 50 % der Haferprodukte substituiert war.
Die Haferprodukte wurden von den Tieren gut vertragen. Alle Tiere zeigten eine normale Gewichts-

entwicklung. Die Haferprodukte (besonders Haferkleie) bewirkten eine stirkere Wasserbindung im



Zusammenfassung 121

Speisebrei, woraus eine erhohte Wasseraufnahme durch die Tiere resultierte. Die Spiegel des Gesamt-
und LDL-Cholesterols im Serum sanken in allen Versuchsgruppen, die ein ballaststoffreiches Futter
erhielten. Der Verzehr der ballaststoffreichen Haferprodukte bewirkte eine Abnahme der coliformen
Bakterien und die Zunahme der Bifidobakterien. Weiterhin vergroferte sich der Darminhalt signifi-
kant. Als Resultat der Ballaststoffzufuhr wurden in histologischen Untersuchungen dickere Darmwin-
de gemessen. Desweiteren wurden eine erhdhte Proliferationsrate in den Epithelzellen der Mucosa und

eine veranderte Zusammensetzung der Mucine beobachtet.

Die beschriebenen physiologischen Wirkungen der Haferprodukte wurden durch die Ballaststoffzu-
sammensetzung (B-Glucan, resistente Stirke, 16sliche und unldsliche Ballaststoffe), die Haferquelle
(Mehl, Kleie) und die technologische Vorbehandlung (Extrusion, Autoklavieren) hervorgerufen. Die
Gabe von Haferkleie forderte besonders effektiv die Bildung von SCFA mit einem hohen Butyratan-
teil. Die vermehrte Bildung der SCFA ging mit einem pH-Abfall im Caecum und Colon einher. Mit
der pH-Senkung verringerte sich die Bildung von sekundiren Gallensduren. Aulerdem erhéhten Ha-

ferprodukte die Ausscheidung von Gallensduren und neutralen Sterolen.

Die Ergebnisse der Fiitterungsstudie an Ratten wurden prinzipiell in der Pilotstudie am Menschen
bestitigt. Die relativ grolen individuellen Unterschiede in den Ausgangswerten der gemessenen phy-
siologischen Parameter der Probanden erschwerten die Bewertung. So wurden hiufig keine signifikan-
ten Veranderungen in den gemessenen oder berechneten Parametern bis zur 4. Woche fiir die Gesamt-
gruppe ermittelt, obwohl die individuellen Werte im Verlauf des Versuchs einen eindeutigen Trend

ergaben.

Das mit resistenter Stérke angereicherte Haferextrudat, das die Probanden zusétzlich zu ihrer habituel-
len Diét erhielten, wurde gut akzeptiert. Die ballaststoffreiche Nahrung bewirkte eine Zunahme der
Trockenmasse der Faeces und hohere Keimzahlen fiir Laktobazillen, Bifidobakterien und Bacteroides.
In den Faeces wurden tiefere pH-Werte und eine Zunahme der einzelnen und der Gesamt-SCFA sowie
eine Zunahme des Butyratanteils gemessen. Probanden, die zu Beginn der Studie einen erh6hten Cho-
lesterolspiegel aufwiesen, erreichten nach vierwochiger Einnahme des Haferproduktes den Normalbe-
reich. Weiterhin wurde eine erhdhte Ausscheidung an Gallensduren bei gleichzeitiger Zunahme des
Anteils an priméren Gallensiduren sowie des Anteils an Cholesterol-Metaboliten nachgewiesen. Diese
Parameter kehrten zwei Wochen nach Beendigung der Intervention, in der “Follow-up-Phase nach

Absetzen der Haferextrudatgabe, wieder auf das Ausgangsniveau (0. Woche) zuriick.

Die untersuchten Haferprodukte erwiesen sich als gut fermentierbare Substrate fiir die intestinale Mik-
roflora und konnen deshalb als ein Prabiotikum mit Ballaststoffcharakter eingeschétzt werden. Diese
Produkte, die mit einem erhohten Anteil an resistenter Starke und wertvollen Haferballaststoffen her-
gestellt wurden, konnen dazu beitragen, die Ballaststoffliicke in unserer Erndhrung zu schlieSen und

positive erndhrungsphysiologische Effekte zu bewirken.
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6 Ausblick

Die aus den Ergebnissen gewonnenen Erkenntnisse zeigen neue Mdglichkeiten der Anwendung von
ballaststoffreichen Haferprodukten in der Lebensmittelindustrie, speziell auf dem Gebiet von “Functi-

onal Food*, auf.

Aufgrund des hohen Fettgehaltes gelang bei Haferprodukten die Generierung von resistenter Stirke
bei der Extrusion nicht. Die Forschung hat sich aber bereits der Ziichtung fettarmer Hafersorten zuge-
wandt. Deswegen erscheint eine interdisziplindre Kooperation mit diesem agrarwissenschaftlichen
Bereich wiinschenswert. Es ist zu erwarten, dass sich mit dem Einsatz fettarmer Hafersorten nicht nur
funktionelle Lebensmittel auf der Basis von Hafer mit einem hohen RS3-Anteil gewinnen lassen, son-
dern auch die energetische Belastung durch die bisher vorliegenden Haferprodukte wesentlich senken

lasst.

Die Ergebnisse der Humanstudie zeigten, dass ballaststoffreiche Haferprodukte butyrogen wirken. Die
genauen Kenntnisse, welcher Butyratspiegel notig ist, um eine priaventive Wirkung zu erreichen, sind
in diesem Zusammenhang wichtig. Diese Frage ist nur mit Ergebnissen einer Langzeit-Humanstudie

zu beantworten. Thre Kldrung muss zukiinftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben.

Weiterhin ist eine weitere vergleichende Humanstudie mit lipdmischen und normolipdmischen Pro-
banden vorzuschlagen, um die bereits in der eigenen Studie gefundenen Cholesterol-senkenden Effek-

te der Haferprodukte zu bestitigen und ihre gesundheitsfordernde Relevanz einzuschitzen.

Ergebnisse der In-vitro-Experimente zeigten, dass ballaststoffreiche Haferprodukte den Stirkeabbau
verlangsamen. Deswegen wird bei Aufnahme der Haferprodukte eine mogliche Abflachung des
postprandialen Glucosepeaks und ein praventiver Effekt auf zahlreiche Spatkomplikationen des Diabe-

tes mellitus vermutet. Der Nutzen dieser Haferprodukte fiir Diabetiker sollte iiberpriift werden.

Der Markt funktioneller Lebensmittel verzeichnet weltweit Zuwachsraten. Die in dieser Arbeit unter-
suchten ballaststoffreichen Haferprodukte sind als funktionelle Lebensmittel einzuordnen, die zugleich
hypolipdmisch und butyrogen wirken. Die Ergebnisse liefern eine Reihe von Ansatzpunkten fiir die

Entwicklung zukiinftiger funktioneller Lebensmittel auf der Basis von Hafer.
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Tab. A3-1:  Néhrmedien und Kultivierungsbedingungen

Bakteriengruppe Medium Bebriitung
Gesamtzellzahl aerob Columbia Blutagar' mit Schafblut 48 h bei 37 °C, aerob
Gesamtzellzahl anaerob  Columbia Blutagar' mit Schafblut 48 h bei 37 °C, anaerob
Escherichia coli Endo-Agar’ 24 h bei 37 °C, aerob
aerobe Lactobacillus sp. Rogosa-Agar’ 48 h bei 37 °C, aerob
Bacteroideceae Columbia Blutagar mit Neomicinzusatz® 48 h bei 37 °C, anaerob
Bifidobacterium sp. Medium nach Haenel/Miiller-Beuthow® 48 h bei 37 °C, anaerob

' Fa. BioMéieux (Niirtingen); * Fa. Fluka (Taufkirchen); * Columbia Blutagar Basis mit 5 % defribri-
niertem Schafblut (Fa. Oxoid, Wesel), 0,1 g/l Neomycinsulfat (Fa. Fluka) und 0,2 g/l Na-
Desoxycholat (Fa. Fluka); * 10 g/l Pepton (Fa. Merck), 7 g/l Hefeextrakt (Fa. Merck), 3 g/l NaCl, 2 g/l
Na,HPOy,, 10 g/l Agar (Fa. Fluka), 0,5 g/l Cystin (Fa. Fluka), 0,5 g/l Cystein (Fa. Fluka), 0,1 g/l NaN;
(Fa. Fluka), 12,5 mg/l Bromkreosolgriin (Fa. Fluka), 0,25 mg/l Neutralrot (Fa. Fluka) und 2,5 ml Salz-
l6sung B (40 g MgSO4 x 7 H,0, 2 g/l FeSO,4 x 7 H,0, 2 g/l NaCl, 1,35 g/l MnSQO4 x 2 H,0).

Tab. A3-2:  Steroidstandards fiir GS- und NS- Bestimmung

Substanz Hersteller
Glycodesoxycholsdure Sigma (St. Louis, USA)
Glycocholsdure Sigma

Cholsédure (C) Sigma
Lithocholsédure (LC) Sigma
Hyodesoxycholsdure (HDC) Sigma
Taurodesoxycholsdure (TDC) Sigma
5a-Cholestan-3-on (Cholestanon) Sigma
5B-Cholestan-33-o0l (Coprostanol) Serva (Heidelberg)
Chenodesoxycholsédure (CDC) Fluka (Neu-Ulm)
Desoxycholsdure Fluka
Ursodesoxycholsiure Fluka

Cholesterol und 3B-Cholestan-3-on (Coprostanon) Fluka

a- und B-Muricholsduren
7-Ketodesoxycholsdure (KDC)
12-Ketolithocholsdure (KLC)
Taurochenodesoxycholsdure (TCDC)
Taurocholsdure (TC),
5-Cholesten-3[3,25-diol, 3B, 12a-Dihydroxy-5[3-
cholananséure

7a.,12B-Dihydroxy-5B-cholansiure

Steraloids (Willton, USA)
Steraloids

Steraloids

Calbiochem (LalJolla, USA)
Calbiochem

Calbiochem
Calbiochem
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Tab. A3-3:  Gewebeeinbettung

Medium Zeit (h) Temperatur (°C) Vakuum

Ethanol 40 % 2:00 40 ohne

Ethanol 55 % 2:00 40 ohne

Ethanol 70 % 1:30 40 ohne

Ethanol 96 % 1:30 40 ohne

Ethanol 100 % 0:45 40 ohne

Ethanol 100 % 1:00 40 ohne

Ethanol 100 % 1:30 40 ohne

Toluol 2:00 40 ohne

Toluol 2:00 40 mit

Histoplast 1:45 60 mit

Histoplast 1:45 60 mit

Tab. A3-4:  Rehydrieren und Dehydrieren der Gewebeschnitte

Rehydrieren der Schnitte Dehydrieren der Schnitte

Medium Zeit (min) Medium Zeit (min)

Toluol 2:00 dest. Wasser 0:15

Toluol 3:00 Ethanol 70 % 1:30

Ethanol 100 % 2:00 Ethanol 96 % 2:00

Ethanol 100 % 3:00 Ethanol 100 % 2:00

Ethanol 96 % 2:00 Ethanol 100 % 2:30

Ethanol 70 % 1:45 Toluol 2:30

Ethanol 40 % 2:00 Toluol 3:30

dest. Wasser 1:30 Eindecken in Histomount

Tab. A3-5:  Chemikalien fiir die histologischen und immunhistochemischen Untersuchun-
gen

Substanz Hersteller

Alzianblau Merck (Darmstadt)

Antikdrperverdiinnungsmedium Dako (Hamburg)

DAB-Substrat-Chromogen System Dako

Eosin Fluka (Deisenhofen)

Formaldehydldsung, Histofix-Roti® Roth (Karlsruhe)

Histomount Shandon (Frankfurt)

Histoplast Shandon

Héamatoxylin Merck

Perjodsdure Fluka

Puffer fiir Mikrowellenbehandlung, ChemMate™ Dako

Schiffsches Reagenz Merck

StreptAB-Komplex/POD Dako

Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)

Wasserstoffperoxid, 30 % Roth
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Tab. A4-1  Generierung von resistenter Stirke wéhrend der Extrusion von Haferprodukten
allein und in Gegenwart von Zusétzen

Haferpréparat Zusatz SME' Resistente Stdrke
(%) (Wh/kg) (%)’
Hafer 31,7 0,5
Hafer Hylon VII 20 32,2 5,4
Hafer Eurylon 7 20 33,3 4.4
Hafer Novelose 240 20 31,3 6,4
Hafer Novelose 330 20 64,7 10,6
Hafer Amioka 20 28.0 0,5
Hafer Waxylis 200 20 26,9 0,3
Hafer Maisstirke 20 86,5 0,8
Hafer Maisstiarke/Citronensdure 15/5 54,5 1,1
Hafer Dextrin 20 51,3 0,5
Hafer Pullulanase 68,8 0,6
Haferstarkemehl 60,9 0,7
Haferkleie 35,2 0,3
Sorte ,,Marion* 52,9 0,3
Sorte ,,Hecht* 56,5 0,4
Sorte ,,Kanton* 55,6 1,3

'spezifische mechanische Energieeinleitung; *bezogen auf Trockenmasse; Extrusionsbedingungen:
Temperatur 130 °C, Feuchte 25 %, Drehzahl 200 U/min.

7_
——110 °C
61 —o—130°C
—0— 145 °C

W BN 9]
1 1

o

Resistente Stérke (%)

Zeit (h)

Abb. A4-1: Einfluss der Temperatur und Behandlungszeit auf die Bildung von resistenter
Stirke (bezogen auf TM) beim Autoklavieren von Hafer.
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Abb. A4-2:  Einfluss der Autoklavierzyklen auf die Bildung von resistenter Stirke aus sor-
tenreinem Hafer (Autoklavierbedingungen: 1 h bei 140 °C und 20 % Feuchte).
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Abb. A4-3:  Einfluss der Konzentration an verdautem Haferextrudat MN auf den Abbau
von Maisstérke (100 mg) mit Pankreatin (1 h bei 37 °C und pH 5,2).
Mittelwerte +£ SD; n=8; °P < 0,001 gegeniiber dem Versuch ohne Extrudat.
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Tab. A4-2:

Einfluss der individuellen Faecesflora von 3 Probanden auf die Bildung von

SCFA nach 8 h Fermentation der verdauten Extrudate

(Werte sind auf 1 g Original-Extrudat berechnet).

Proband  Extrudat Acetat Propionat Butyrat iso-Valeriat n-Valeriat Summe
(pmol SCFA/g Original-Extrudat)

! M 807 + 55,2 149+ 6,4 385,7423,5 21,7£0,6 458+ 1,1 1408 £ 81,3
MN 691 + 45,1% 178 4 7,6* 462,1 +28,1% 26,0 +0,7* 548+ 13% 1413 +37,8*
MKN1 854 +29,1* 124 +1,7% 4522 +2,7% 16,7+ 1,0* 37,7+ 0,4 1485 + 29,5
MEN2 1010 +25,0% 132 4 4,0% 501,24 18,6% 158+ 1,1% 38,6 + 1,4* 1697 + 47,3%
KN 1089 + 82,2* 134+ 11,0 609,1 + 18,6* 14,6+ 2,5% 413+33% 1888 + 111*

2 M 710 + 113,1 291 +32,5 2442+238 71,9423 83,0+ 9.4 1401 + 180
MN 794 + 80,8 299 + 16,5 2797+ 15,6 64,0+2,1 95,9458 15324120
MKN1 978 + 198,2 359+ 56,2 358,74 56,2 86,1 + 14.4 129 +28,8* 1910 + 431
MEN2 923+ 1076 369 +38,7* 347,8 + 22,4* 942+ 11,3* 141 + 12,6% 1876 + 192*
KN 794 + 82,8 3224250 303,9 £21,4* 67,994 108 £ 7,5* 1595 + 132

3 M 571+39,5 292 +23,0 274,0£9,0 293+3,0 477+56 1214 +458
MN 617+ 122.8 324+ 16,0 3699+ 11,1% 33,0427 56,7+ 1,1% 1401 = 111
MKNI1 838 +

132,9% 391 + 44,5% 411,5 + 58,6 35,5 +2,0% 67,3 +5,4* 1743 + 241%

MKN2 1059 + 60,8* 458+ 11,7* 481,6+ 25,1* 37,04 1,5% 77,5+2,7% 2113 +96,1*
KN 1021 + 49,0% 443 +20.4 5002 +27,1% 34,1 +0,8* 748 +3,5% 2072 + 90,9%

Mittelwerte £ SD; n =4; * P < 0,05 gegeniiber Extrudat M
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Abb. A4-4: Verlustwinkel tan 6 im Frequenzsweep der isolierten B-Glucanpriparate,
extrahiert aus extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#)
und Haferkleie (K), bei einer Konzentration von 2 sowie 4 %.
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Abb. A4-5: Komplexe Viskositit |n*| im Frequenzsweep der isolierten B-Glucanpréparate,
extrahiert aus extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#)
und Haferkleie (K), bei einer Konzentration von 2 sowie 4 %.



Anhang G
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Abb. A4-6: Verlustmodul G’ im Amplitudensweep der isolierten B-Glucanpréparate,
extrahiert aus extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#)
und Haferkleie (K), bei einer Konzentration von 2 sowie 4 %.
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Abb. A4-7: Verlustwinkel tan 6 im Amplitudensweep der isolierten B-Glucanpréparate,
extrahiert aus extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#)
und Haferkleie (K), bei einer Konzentration von 2 sowie 4 %.
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Abb. A4-8: Komplexe Viskositit |n* im Amplitudensweep der isolierten [3-
Glucanpréparate, extrahiert aus extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem
Hafermehl (M#) und Haferkleie (K), bei einer Konzentration von 2 sowie 4 %.

Tab. A4-3. Rheologische Parameter der isolierten B-Glucanpriparate, die aus extrudiertem
Hafermehl (M), autoklaviertem Hafermehl (M#) und Haferkleie (K) isoliert
wurden, in den Scherversuchen bei einer Konzentration von 2 sowie 4 %.

Probe Modell  FlieB3- Konsistenzfaktor;  FlieB-  Korrelations- SD  Thixotropie-

grenze  Casson-Viskositit index koeffizient fliche
To K; Nca n R S Atn
(Pa) (kg/ms™™); (Pas") (Pa) (Pa/s)
M2 HB* -0,086 4,472 0,698 0,999 0,19 1,6
CA 0,334 1,914 2 0,981 1,10 1,6
oW - 4,339 0,713 0,999 0,25 1,6
M#2 HB* -0,021 0,117 0,947 0,999 0,01 0,1
CA* (nicht auswertbar) 0,1
oW - 0,099 1,019 0,999 0,01 0,1
K2 HB* -0,215 9,640 0,662 0,999 0,43 1,5
CA 0,940 3,615 2 0,978 2,36 1,5
oW - 9,324 0,677 0,999 0,56 1,5
M4 HB 0,531 51,92 0,561 0,999 1,18 33,8
CA 11,18 12,18 2 0,980 9,21 33,8
oW - 52,64 0,555 0,999 1,03 33,8
M#4 HB 2,102 41,51 0,364 0,994 2,11 150,9
CA 20,84 3,308 2 0,959 5,60 150,9
oW - 43,91 0,348 0,995 2,02 150,9
K4 HB* -30,54 194,74 0,407 0,999 3,13 2,7
CA* (nicht auswertbar) 2,7
oW - 160,90 0,470 0,998 6,91 2,7

HB = Herschel-Bulkley; CA = Casson; OW = Ostwald-de Waele.* nicht anwendbar (negative
FlieBgrenze).
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Abb. A4-9:  Schergeschwindigkeitsabhidngige Darstellung der scheinbaren Viskositét der isolierten
B-Glucanpréparate, extrahiert aus extrudiertem Hafermehl (M), autoklaviertem Hafer-
mehl (M#) und Haferkleie (K), bei einer Konzentration von 2 sowie 4 %.
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Tab. A4-4:  Konzentration an individuellen Gallensduren (%) in Caecum- und Coloninhal-
ten sowie in Faeces von Ratten bei Gabe der Kontrolldiat S oder der Versuchs-
didten in der 6. Versuchswoche.

Gruppe TC C TDC DC KDC KLC TCDC CDC LC aMC  BMC HDC UDC

S Caecum | 12,56 4,09 7,34 10,42 0,19 1,22 2,64 5,07 14,89 8,92 10,89 21,22 0,56
Colon 2,50 7,56 1,29 15,43 1,06 5,34 0,33 3,16 17,68 12,84 11,73 19,47 1,62

Faeces 0 7,58 0 15,77 2,15 6,48 0 2,53 20,63 13,04 10,62 19,53 1,68

M Caecum | 8,43 8,49 7,05 10,88 0,42 1,18 2,04 5,76 14,83 13,09 15,72 10,98 1,15
Colon 1,84 9,93 1,06 14,54 1,79 3,90 0,27 6,34 15,84 14,27 14,57 12,79 2,86
Faeces 0 9,34 0 14,34 2,61 6,14 0 4,76 17,64 15,72 14,10 12,21 3,13

MN Caecum | 9,76 10,17 5,91 9,22 0,38 0,67 1,72 5,30 15,35 9,58 9,73 21,01 1,20

Colon 1,29 12,53 0,93 13,09 1,86 4,64 0,14 5,61 14,81 16,46 13,38 12,13 3,13
Faeces 0 11,21 0 14,02 3,38 5,17 0 5,06 16,19 18,17 11,25 12,01 3,56

K Caecum | 10,02 7,12 6,07 11,09 0091 0,51 1,90 5,67 13,50 13,64 15,00 13,62 0,95

Colon 1,34 10,64 1,04 14,48 1,90 4,86 0,17 5,56 16,23 16,04 14,84 11,50 1,41
Faeces 0 9,79 0 14,25 3,31 5,82 0 4,01 18,16 17,42 13,86 11,52 1,87

KN Caecum | 9,32 9,41 542 10,62 0,29 0,74 1,52 5,52 11,41 15,84 17,74 11,38 0,79
Colon 0,71 13,56 0,38 14,05 2,11 3,28 0 6,29 14,69 17,22 15,30 10,28 2,14

Faeces 0 11,78 0 14,24 3,56 4,82 0 5,54 15,71 18,83 13,95 8,69 2,88

M# Caecum | 11,32 6,09 537 11,48 0,55 0,90 1,22 6,14 12,76 12,87 16,98 13,20 1,14
Colon 1,88 10,63 0,89 14,74 1,67 3,84 0 6,61 16,91 14,39 13,40 12,07 2,99

Faeces 0 7,92 0 1443 282 5,43 0 4,45 18,31 16,89 14,35 11,58 3,81

Mittelwerte, N = 6 bzw. 10 (Faeces)." P < 0,05, ® P < 0,005, ¢ P < 0,001 gegeniiber
Kontrollgruppe S.



Anhang

Tab A4-5: Konzentration an individuellen Gallensduren (umol/g Trockenmasse) in Colo-
ninhalten von Ratten bei Gabe der Kontrolldidt S oder der Versuchsdidten in
der 6. Versuchswoche.

Gruppe

TC C___TDC __DC___KDC KLC TCDC CDC _LC __aMC _BMC _HDC _ UDC _Summe

S 0304 0917 0,156 1,867 0,129 0,646 0040 0383 2,143 1,556 1422 2361 0,196 12,119

+0,027 0,026 40,009 +0,033 40,015 +0,015 +0,009 +0,014 +0,026 +0,033 +0,051 +0,070 0,012 +0,123

M 0260 1406 0,156 2,076 0258 0,555 0038 0894 2222 2,001 2,081 1803 0409 14,118

+0,020° £0,029° +0,011 +0,014° +0,013° +0,020' +0,003 +0,019° +0,039 +0,050° +0,059° +0,036° +0,019° +0,131°

MN 0164 1,597 0119 1,669 0237 0591 0018 0716 1,888 2097 1,705 1,546 0398 12,743

+0,015° +0,017° 0,013 +0,025° +0,013° +0,010 +0,004 +0,012° +0,021° +0,032° +0,028" +0,035° +0,015° +0,062'

K 0,196 1,554 0153 2,117 0277 0711 0,025 0814 2374 2348 2,172 1684 0206 14,631

+0,019° +0,057° 40,014 +0,045° +0,015° +0,030 +0,008 +0,039° +0,045 +0,072° +0,080° +0,065° +0,018 +0,132°

KN 0,105 2,010 0056 2,082 0314 048 0000 0932 2176 2553 2268 15524 0316 143821

+0,007° +0,028° +0,005° +0,035° +0,020° +0,018° +0,030° 40,045 +0,049° +0,049° +0,034° +0,014° +0,090°

M 0217 1228 0,103 1,702 0,193 0443 0000 0764 1952 1,662 1547 1395 0346 11,550

+0,012° +0,035° +0,011° +0,032° +0,015° +0,016° +0,024° +0,045° 40,037 +0,036 40,059 +0,020° +0,107°

Mittelwerte £ SEM, n=6.* P < 0,05, ® P < 0,005, © P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.
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Tab A4-6: Konzentration an individuellen Gallensduren (umol/g Trockenmasse) in Faeces
von Ratten bei Gabe der Kontrolldiat S oder der Versuchsdiaten in der 0. und
6. Versuchswoche.

Gruppe Woche C DC KDC KLC CDC LC aMC BMC HDC UDC Summe
S 0 1,016 1,917 0437 0,764 0267 2563 1,601 1221 2474 0221 12,481
+0,025 40,026 +0,014 0,014 0,011  +0,056 +0,025 0,022 0,031 +0,0113 0,210

6 0938 1,952 0267 0802 0313 2555 1615 1315 2419 0208 12,384

$0,022°  +0,021° 0,011 #0012 0,009  +0,044  £0,032  +0,037 0,038  +0,013  +0,082°

M 0 0936 1,899 0271 0751 0233 2498 1619 1,169 2423 0315 12,113
+0,028 40,036  +0,026 0,017 40,016 +0,050 +0,039 0,040 0,047 +0,013  +0,093

6 1,372 2,110 0385 0903 0,700 2,593 2312 2,073 1,797 0461 14,706

40,024° 40,045  £0,022°  +0,024°  +0,021° 40,049  +0,037° +0,038° 0,045 +0,017°  0,109°

MN 0 0992 1959 0397 0738 0236 2584 15599 1239 2549 0243 12,536
+0,023 40,030  £0,014 0,013 0,012 +0,019 0,027 0,023  +0,025  +0,021  +0,051

6 1,556 1,945 0468 0717 0701 2245 2522 1,561 1,667 0494 13,875

+0,044°  +0,049°  £0,023°  #0,020°  +0,012°  +0,041°  +0,049° 0,043°  +0,043° +0,020°  +0,140°

K 0 0971 1925 0337 0740 0282 2635 1680 1320 2260 0261 12,410
+0,025 40,036  +0,015 0,016 +0,020 +0,044  +0,040 0,036 0,047 +0,022 0,050

6 1,559 2270 0,527 0926 0,639 2891 2775 2208 1834 0297 15925

$0,036°  +0,059°  £0,016°  +0,024° 0,028  +0,050° +0,045° +0,047° +0,034°  +0,017°  0,104°

KN 0 1,087 1993 0434 0741 0288 2767 1670 1201 2458 0238 12,878
+0,033 0,046  £0,023 0,023 0,013  +0,038  +0,033 0,043 0,042 +0,012 0,139

6 1,841 2225 0556 0754 0,865 2453 2938 2,180 1,358 0450 15,618

+0,038° 40,040  £0,024° 40,023 +0,017° 40,047 +0,046° +0,062° +0,047° +0,018° +0,142°

M# 0 1,049 1,907 0389 0,783 0287 2,597 1505 1287 2418 0244 12,467
+0,026 0,031  £0,022 0,015  +0,020  +0,023  +0,024  +0,029 0,043 +0,012 0,089

6 1,004 1,831 0357 0688 0565 2323 2,142 1820 1469 0484 12,683

+0,026 0,027 #0,013°  +0,016°  +0,017° +0,050° +0,043°  +0,044° +0,039° +0,032°  +0,093°

Mittelwerte = SEM, n = 6.* P < 0,05, ® P < 0,005, ¢ P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.
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Tab. A4-7:  Konzentration an neutralen Sterolen in Caecum- und Coloninhalten sowie in
Faeces von Ratten bei Gabe der Kontrolldidt S oder der Versuchsdidten in 6.
Versuchswoche.
Gruppe Cholesterol-
Cholesterol Coprostanol Coprostanon Cholestanon Summe Metabolite
(umol/g TM) (%)
S Caecum 12,207 0,119 4,087 0,107 0,108 0,017 0 16,402 0,172 25,566 + 0,540
Colon 7,905 £ 0,110 10,289 0,170 0,422 £ 0,025 0 18,616 £ 0,266 57,531 £0,281
Faeces 6,965 £ 0,107 12,740 + 0,060 0,925 + 0,030 0 20,630 £ 0,131 66,255 £0,312
M Caecum 14255+0,174°  4,714+0,119° 0,133 0,017 0 19,103 +0,178° 25,378 £ 0,557
Colon 10,030£0,117° 14,088 £0,134° 0,731 £0,044° 0 24,925 +0,135° 59,737 0,491
Faeces 8,369+0,107° 16,573 £0,518° 1,33440,045° 0,107£0,006  26,382+0,580° 68,171 +0,664°
MN Caecum 13,911£0,059° 4,467 +0,062° 0,155+ 0,036 0 18,533 +0,126° 24,933 0,365
Colon 9,233+£0,092° 12,167 +0,085°¢ 0,709 £ 0,080° 0 22,108 £0,169° 58,242 +0,143
Facces 8,164 £0,127° 16,193 £0,358° 1,316 +0,031° 0,047 £0,007  25720+£0270° 68,201 +0,735°
K Caecum 14,842 £0,451°  5238+0,132° 0,290 £ 0,025° 0 20,370 £ 0,418° 27,203 + 0,885
Colon 10,569 £0,190° 15,665 +0,390° 1,059 0,107 0 27,293 +0,430° 61,264 +0,554°
Facces 8,965 £0,116° 18,681 £0,369° 1,831 0,056 0,364 £0,026 29,842 £0,402° 69,924 +0,463°
KN Caecum 14,255+0,363° 4,714 +0,100° 0,133 £0,015° 0 19,103 0,447 © 25,378 + 0,374
Colon 10,761 £0,293° 15443 +0,216° 0,927 +0,054° 0 27,1314£0,327° 60,361 +0,759"
Facces 8,450 £0,082° 17,929 £0,418° 1,661 +0,079°¢ 0,393+£0,039  28,442+0,480° 70,208 +0,393¢
M# Caecum 12,738 40,162 4,067 0,107 0,106 + 0,027 0 16,911 40,219 24,669 + 0,471
Colon 7,938+£0,149 10,675+ 0,155 0,502 + 0,035 0 19,114 40,113 58,473 £0,733
Facces 6,982+£0,082 12,901 £0,182 1,135 40,046 0,073 £0,005 21,091 0,203 66,882 £ 0,370

Mittelwerte, n = 6 bzw. 10 (Faeces). P=0,093; * P < 0,05, ° P < 0,005, ° P < 0,001 gegeniiber

Kontrollgruppe S.
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Abb. A4-10: Prozentualer Anteil an taurokonjugierten Gallensduren in Caecum- und Colon-
inhalten der Kontrollgruppe S sowie der Versuchsgruppen in der 6. Woche.
Mittelwerte + SEM, n = 6.* P < 0,05, * P < 0,05, “ P < 0,001 gegeniiber Kon-
trollgruppe S.
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Abb. A4-11: Konzentrationen an primdren und sekundiren Gallenséuren in Faeces der Kon-

trollgruppe S sowie der Versuchsgruppen in der 6. Woche.
Mittelwerte £ SEM, n=10." P < 0,05, ° P < 0,001 gegeniiber Kontrollgruppe S.
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Abb. A4-12: Anderung der Gesamtsteroide in Faeces bei der Kontrollgruppe S sowie bei
den Versuchsgruppen in der 6. Woche im Vergleich zur 0. Woche, dargestellt
in umol/g TM sowie in %. Mittelwerte £ SEM, n = 10. © P < 0,001 gegeniiber
Kontrollgruppe S.
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Tab. A4-8:  Typisches Erndhrungsprotokoll eines Probanden

Zeit

Auflistung der Nahrung

0. Woche — 1. Probennahme

Vortag 6:30
8:45
13:00

15:30
16:00
16:45
17:45

22:00
1. Probennahme  6:30
9:45

13:00
15:00
18:15
19:00

250 ml Kaffee

1 Brotchen mit Nutella, Marmelade, 300 ml griiner Tee

3 Scheiben Brot, 4 Scheiben Gurke, Tomate und Kise,

2 Scheiben Kochschinken, 4 Blétter Salat

300 ml schwarzer Tee mit Milch, 1 Apfel

1 Twix, 100 ml griiner Tee

Tasse Kaffee

2 Teller Spaghetti Bolognaise (Hackfleisch, Zwiebeln, Olivendl,
Oregano, Salz, Pfeffer, Tomatensauce), 100 ml Multivitaminsaft
300 ml Wasser

200 ml Wasser

150 ml Kaffe mit Vollmilch, 1 Teller Miisli mit Milch und 250 g
Naturjoghurt (3,5 % Fett)

Vollkornbrot (2 Scheiben) mit Salami und Kése

300 ml griiner Tee, 1 Stiick Kidsekuchen

200 ml Wasser

2 Scheiben Vollkornbrot mit Butter, 3 Scheiben Schinken, 4
Cocktailtomaten, 1 Scheibe Toast, Fleischsalat, 400 ml Saft-
schorle

2.Woche — 2. Probennahme

Vortag 6:30
13:00
15:30
17:00
18:15

22:00

2. Probennahme  6:00
9:15

11:15
14:00
18:15
19:00
19:30
21:00

250 ml Kaffee, 33 g Extrudat mit 40 g Apfel und 100 ml Milch
Mischbrot mit gekochten Schinken, Kédse, Salatblatt, Gurken-
scheiben

400 ml griiner Tee mit Milch, 1 Orange, 33 g Extrudat mit 50 ml
Milch

1 Tasse schwarzer Tee, 33 g Extrudat

Chinapfanne mit Hihnchenbrust (Tomaten, Kohl, Lauch, Voll-
kornnudeln ), 600 ml Saftschorle

400 ml Wasser

300 ml Wasser

33 g Extrudat mit 150 ml Milch, 1 Stiick Kranzkuchen, 1 Orange,
300 ml Kaffee mit Milch

200 ml griiner Tee

Jagdwurst, Reis, Tomatensalat, 200 ml schwarzer Tee mit Milch
1 Apfel, 1 Orange, 67 g Extrudat mit Honig und Milch

200 ml schwarzer Tee

2 Scheiben Brot, 2 Scheiben Toast, Kdse, 500 ml Saftschorle

0,5 1 Mineralwasser
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Tab. A4-8: Typisches Erndhrungsprotokoll eines Probanden (Fortsetzung)

Zeit

Auflistung der Nahrung

4. Woche — 3. Probennahme

Vortag 7:30
10:00
12:00
12:30
13:00
14:00
15:00
16:00
22:00
3. Probenname  6:45
10:00
11:00
12:45
14:00
14:30
18:15

250 ml Kaffe mit Milch, 20 g Extrudat mit Zucker und Zimt
300 ml Griiner Tee

1 Késebrotchen, 30 g Extrudat, Joghurt mit Miisli

500 ml Mineralwasser

50 g Extrudat mit Milch, Bohneneintopf (ca. 300 g)

3 Apfel, 300 ml schwarzer Tee

1 Stiick Mohnkuchen, 1 Tasse schwarzer Tee

1 Kése-Schinkenbaguette

400 ml Wasser

400 ml Wasser

Joghurt mit Miisli, 25 g Extrudat, 200 ml Friichtetee

2 Tassen griiner Tee (400 ml)

Vollkornbrot mit Salami und Kise, 2 Apfel, 400 ml Orangensaft
50 g Extrudat mit 150 ml Vollmilch

200 ml Mineralwasser, 1 Orange

25 g Extrudat, 1 Mohnschnecke, 300 ml Apfelsaftschorle

6.Woche — 4. Probeabnahme

Vortag 7:00
10:00
12:00
15:45
16:45
17:30
18:30
19:30

4. Probennahme  6:30
9:30

10:40

14:00

17:00

20:00

250 ml Kaffee, 2 Vollkorbrotchen mit Butter, Honig

300 ml Friichtetee

Sauerkraut, Kartoffeln, Knacker, 1 Becher griiner Tee (300 ml)
1 Blutorange

100 ml schwarzer Tee, 1 Schokokuchen

100 ml griiner Tee

Spritzkuchen, 200 ml Kréutertee

100 ml schwarzer Tee, Obstsalat

150 ml Wasser

300 ml Kaffee mit Vollmilch, 2 Scheiben Brot, Butter, Schinken
1 Scheibe Mischbrot mit Bierschinken, 1 Banane
Sauerkrauteintopf, 200 ml schwarzer Tee

200 ml Mineralwasser, 1 Orange

Brot mit Wurst, 200 ml Saftschorle
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Abb. A4-13: Variation in der Konzentration an Gesamt-Gallensiduren in Faeces der
12 Probanden in der 4. Versuchswoche.
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Abb. A4-14: Prozentuale Anderungen der einzelnen Gallensiuren
von der 0. bis zur 6. Woche (Durchschnittswerte aller Probanden).
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Abb. A4-15: Prozentuale Anderung des Anteils an priméren und sekundiren GS in Faeces

von der 0. bis zur 6. Versuchswoche. Mittelwerte + SEM, n = 12. *P < 0,001
gegeniiber 0. Woche.
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