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Galactomannan-Oligosaccharide und Verfahren zu de-

ren Herstellung sowie deren Verwendung

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft Galacto-Manno-
Oligosaccharide, Verfahren zu deren Herstellung so-
wie ihre Verwendung in Lebensmitteln und Arzneimit-

teln.

Es besteht standig ein Bedarf, aus nachwachsenden
natlirlichen Rohstoffen Wirk- und/oder Zusatzstoffe
flr Lebens- und/oder Arzneimittel zu gewinnen. Dies
liegt sowohl an der hohen Akzeptanz aus natturlichen
Quellen gewonnener Rohstoffe beim Verbraucher als
auch an der Umweltvertraglichkeit ihrer Herstel-
lung. Mannane und deren Derivate, wie Glucomannan
und Galactomannan, stellen derartige natlrliche
Rohetoffe dar. Mannane sind Polyosen, die aus Man-
nose anstelle von Glucoseeinheiten aufgebaut sind.
Die Mannose-Ketten bestehen aus f-1,4-verknipften
Mannose-Einheiten. Galactomannane weisen neben den
B-1,4-verknipften Mannose-Einheiten damit o-1,6-
verknipfte Galactose-Einheiten auf, bestehen also
aus Mannose- und Galactosebausteinen. Derartige Ga-
lactomannane sind in Form von Guargum, Cassiagum
und Johannisbrot-Kernmehl erhdltlich und werden zum
Beispiel als Verdickungsmittel in der Lebensmittel-
industrie und als Tablettierhilfsmittel 1in der
Pharmaindustrie verwendet (Industrial Gums, R. L.
Whistler und J.N. BeMiller, Herausgeber, 3. Auflage
1992, Academic Press, New York). Galactomannane aus

verschiedenen Quellen unterscheiden sich im wesent-
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lichen durch ihren relativen Mannose- und Galac-
tose-Gehalt.

zur Herstellung lebensmitteltauglicher Rohstoffe
werden Polyosen h&ufig in kleinere Einheiten zer-
legt. So ist es bekannt, Polysaccharide mit Hilfe
von verdiinnten S&uren bei unterschiedlichen Tempe-
raturen zu hydrolysieren. Die Hydrolyse von Galac-

tomannanen fihrt zu einem Gemisch der Monomere, al-

so Mannose und Galactose.

Eine aus Aspergillus niger gewonnene endo-B-Man-
nanase (E.C. 3.2.1.78) ist bekannt daflir, Galacto-
mannan enzymatisch zu hydrolysieren (H. Uhlig,
Enzyme arbeiten flr uns, Carl Hanser Verlag Min-
chen, Wien, 1991). Dieses Enzym ist jedoch nicht in
der Lage, das Galactomannan aus Guargum zu hydroly-
sieren, wahrend Galactomannan aus Johannisbrot-
Kernmehl nur partiell hydrolysiert wird. Je nach
Herkunft kénnen Galactomannane also eine unter-

schiedliche Eignung flr eine Hydrolyse aufweisen.

Aus Ajisaka et al. (Carbohydrate Research 270
(1995), 123-130) ist ein Verfahren bekannt, das die
enzymatische Synthese von Mannobiose und Manno-
triose mit Hilfe einer aus Aspergillus niger iso-
lierten a-Mannosidase erlaubt. Diese Synthese, die
durch eine Umkehrung der normalen Hydrolysereaktion
des Enzyms durchgefuhrt wird, arbeitet mit tech-

nisch nicht akzeptablen Ausbeuten von um 2 %. Die

Produkte enthalten keine Galactose-Einheiten.

Aus K. Newman (Biotechnology in the Feed Industry,
Proc. Of Alltech's 10™™ Symposium (1994), 167-174)
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ist ein aus Hefe-Zellwand gewonnener Gluco-Manno-
Proteinkomplex bekannt, der spezifisch die man-
nosespezifischen Lektine von pathogenen Keimen bin-
det. Da dieses Produkt keine Galactoseeinheiten
enthalt, kann es keine Bindung mit galactosespezi-

fischen mikrobiellen Lektinen vermitteln.

Das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende
technische Problem besteht also darin, aus Galacto-
mannan herstellbare Substanzen sowie Verfahren zu
deren Herstellung bereitzustellen, die vorteilhafte
Anwendungsmdglichkeiten im Bereich der Pharmazie

und Lebensmitteltechnologie mit sich bringen.

Das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende
technische Problem wird durch die Bereitstellung
eines Verfahrens zur Herstellung von Mannose- und
Galactose-haltigen Oligosacchariden aus Galactoman-
nanen geldst, wobel eine wassrige Losung oder Sus-
pension des Galactomannans hergestellt, durch aus
Bakterien stammende enzymatische Aktivitat, insbe-
sondere unter Einsatz eines aus Bakterien stammen-
den enzymatischen Agens, hydrolysiert und ein Ge-
misch aus Mannose- und Galactose-haltigen Oligosac-
chariden mit einem Polymerisationsgrad (DP) < 15,
insbesondere von 2 bis 7, erhalten wird. Die Erfin-
dung 16st das ihr zu Grunde liegende Problem auch
durch die Bereitstellung derartig herstellbarer Ga-
lacto-Manno-0Oligosaccharide, umfassend [-1,4-ver-
knipfte Mannose-Einheiten und daran a-1,6-ver-
kniipfte Galactose-Einheiten mit einem Polymerisati-
onsgrad < 15, insbesondere von 2 bis 7. Diese Ga-
lacto-Manno-Oligosaccharide zeichnen sich in Uber-

raschender und vorteilhafter Weise dadurch aus,
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dass sie bei Verwendung in oder als Nahrungs-, Le-
bens-, Genuss- und Arzneimitteln die Prophylaxe und
Therapie von Krankheiten erméglichen sowie allge-
mein zur Verbesserung des Gesundheitszustandes die-

nen kdénnen.

Insbesondere =zeichnen sich die erfindungsgemaiien
Galacto-Manno-Oligosaccharide dadurch aus, dass sie
den glyk&mischen Index von Genuss- und Lebensmit-
teln senken, Infektionskrankheiten bekampfen und/
oder verhindern, indem sie die Anlagerung von pa-
thogenen Keimen an menschliche und tierische Epi-
thelzellen verhindern oder reduzieren, entzindliche
chronische Darmerkrankungen bekampfen und/oder ver-
hindern, der Entstehung von Darmkrebs beziehungs-
weise Coloncarzinomen entgegenwirken und/oder diese
bekadmpfen, die Immunabwehr gegen allgemeine Infekte
starken, die Immunabwehr modulieren und damit ent-
ztindliche Erkrankungen bekampfen und/oder verhin-
dern und die Calciumaufnahme verbessern und dadurch

insbesondere Osteoporose entgegenwirken.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einer Krankheit eine Stdérung der Lebensvor-
gdnge in Organen oder im gesamten Organismus ver-
standen, die subjektiv empfundene oder objektiv
feststellbare korperliche, geistige oder seelische
Verdnderungen mit sich bringt. Im Zusammenhang mit
der vorliegenden Erfindung werden unter einer

Krankheit auch Mangelzustdnde erfasst.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einem Wirkstoff eine Substanz verstanden, die

in lebenden Organismen oder Teilen davon eine bio-
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logische Wirkung hervorruft. Unter einem Arznei-
stoff wird ein Wirkstoff wverstanden, der zur Vor-
beugung, Linderung, Heilung oder Erkennung von Er-
krankungen dienen kann. Unter einem Arzneimittel
wird eine zur Anwendung bei Menschen oder Tieren
bestimmte Zubereitungsform von Arzneistoffen ver-

standen.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einem Nahrungs- oder Lebensmittel ein primdr
der Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen dienen-
des Mittel verstanden, w&hrend ein Genussmittel ein
prim&r dem beil seiner Aufnahme entstehenden Wohlbe-

finden dienendes Mittel verstanden wird.

Die vorliegende Erfindung betrifft also Mannose-
und Galactose-haltige Oligosaccharide, auch als Ga-
lacto-Manno-0Oligosaccharide Dbezeichnet, mit einem
Polymerisationsgrad (DP) < 15, insbesondere mit
einem Polymerisationsgrad von 2 bis 7, wobei die
Mannose-Einheiten [-1,4 und die Galactose-Einheiten
mit den Mannose-Einheiten a-1,6 verknlUpft sind. Die
erfindungsgemaisen Galacto-Manno-0Oligosaccharide
sind gegeniiber den hydrolytischen Bedingungen im
Mund-, Magen- und DuUnndarmbereich stabil und kénnen
somit im wesentlichen unverdndert in den Dickdarm
gelangen und dort ihre gewlinschte gesundheitsfdr-

dernde Wirkung entfalten.

Die erfindungsgemidfen Galacto-Manno-Oligosaccharide
sind nicht nur selbst unter den hydrolytischen Be-
dingungen im Dinndarm stabil, sondern sie inhibie-
ren sogar die mucosastédndigen o-Glucosidasen (Glu-

coamylase/Maltase und Saccharase/Isomaltase) . Sie

PCT/EP00/12574
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kédbnnen daher erfindungsgemdf zum Senken des glyka-
mischen Index von Genuss- und Lebensmitteln einge-

setzt werden.

Erfindungsgemd sind die Galacto-Manno-Oligosac-
charide der vorliegenden Erfindung auch in der
Lage, die Anheftung von pathogenen Keimen an Epi-
thelzellen zu reduzieren oder zu verhindern und da-
durch Infektionskrankheiten vorzubeugen sowie in
ihrem Verlauf zu therapieren. Die erfindungsgemifien
Galacto-Manno-Oligosaccharide stimulieren zudem die
Mucussekretion aus den Becherzellen im Darm und be-
einflussen daher den Verlauf verschiedener Darmer-

krankungen positiv.

Wie erwdhnt, werden die erfindungsgemdfien Galacto-
Manno-0Oligosaccharide im Dunndarm nicht hydroly-
siert, sondern gelangen unverandert in den Dick-
darm, wo sie dann von den dort vorhandenen Mikroor-
ganismen zu kurzkettigen Fettsduren, insbesondere
Butyrat, fermentiert werden. Die infolge dieser
Fermentation erfolgende pH-Absenkung verschlechtert
die Lebensbedingungen flr schaddliche Mikroorganis-
men wie Clostridien und verbessert gleichzeitig die
Lebensbedingungen fur nutzliche Bifidobakterien und
Lactobacillen. Die erfindungsgemdfien Galacto-Manno-
Oligosaccharide weisen also prabiotische Wirkung
auf. Durch die beschriebene vermehrte Bildung von
Butyrat kann die Entstehung und das Wachstum von
Coloncarzinomen reduziert beziehungsweise verhin-

dert werden.

SchlieRlich sind die erfindungsgeméfien Galacto-

Manno-0Oligosaccharide vorteilhaft insocfern, als

PCT/EP00/12574
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dass sie die Aufnahme von Calcium im Darmbereich
aus anorganischen Nahrungsbestandteilen verbessern
und so insbesondere bei der Vorbeugung und Verhin-
derung von Osteoporose, insbesondere primarer Oste-
5 oporose, wie postmenopausaler oder seniler Osteopo-

rose oder sekunddrer Osteoporose, einsetzbar sind.

Die erfindungsgemiflen Galacto-Manno-Oligosaccharide
sind schliefflich auch insofern vorteilhaft einsetz-
bar, als dass sie direkte Wechselwirkungen mit dem
10 zelluldren Immunsystem zeigen, wobel sie einerseits
die Immunabwehr stdrken und andererseits die Immun-
antwort so modulieren, dass entzundliche Prozesse

abgemindert beziehungsweise unterdrickt werden.

Die Erfindung betrifft daher auch Genuss-, Lebens-
15 oder Nahrungsmittel sowie sogenannte Functional
Foods, die die erfindungsgemidfien Galacto-Manno-
Oligosaccharide enthalten. Derartige Lebensmittel
kédnnen zum Beispiel Milchprodukte wie Butter, Jo-
ghurt, Quark, Backwaren, Suppen- und Sossenpulver,
20 Brotaufstriche, Margarine, Backfette, Gewlrzmi-
schungen, Konfitlren, nichtalkoholische Getréanke
etc. sein. Genussmittel kénnen zum Beispiel Hart-
oder Weichkaramellen, Kaugummis, Schokolade, Miusli-
riegel, Keksprodukte, Eis, Schaumzuckerprodukte,
25 Dragees, alkoholische wund nichtalkoholische Ge-

trinke etc. sein.

Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel, die die
erfindungsgemafien Galacto-Manno-Oligosaccharide,
gegebenenfalls zusammen mit pharmakologisch geeig-
30 neten Trager-, Zusatz- oder Hilfsstoffen, in einer

pharmazeutisch wirksamen Menge enthalten. Derartige
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Trager-, Hilfs- oder Zusatzstoffe kdénnen zum Bei-
spiel Gleitmittel, Trennmittel, Verdickungsmittel,
Stabilisatoren, Emulgatoren, Konservierungsstoffe,
Lecithin, IntensivslRstoffe, SUfRRungsmittel, Farb-
stoffe, Geschmacksstoffe, Aromastoffe, bulking

agents, also Flillstoffe, etc. sein.

Die Arneimittel kdénnen zum Beispiel 1in Form von
Pastillen, Kapseln, Tabletten, Dragees, Zapfchen,
Losungen, Suspensionen, Emulsionen, Injektionslé-
sungen, Infusionslbsungen, Tropfen, S&ften, Salben,
Cremes, Gele, Aerosol, Inhalat oder anderen Ub-

lichen Darreichungsformen vorliegen.

Die Erfindung betrifft auch die erfindungsgemafien
Galacto-Manno-0Oligosaccharide zZur Anwendung in
einem Verfahren zur chirurgischen oder therapeuti-
schen Behandlung des menschlichen oder tierischen
Kdrpers. Die Erfindung betrifft schlieflich auch
die Verwendung der erfindungsgemidfen Galacto-Manno-
Oligosaccharide =zur Prophylaxe oder Therapie von
Diabetes mellitus II, Infektionserkrankungen, Darm-
erkrankungen, Coloncarzinomen, entzUndlichen Er-
krankungen und Osteoporose sowie die Verwendung der
erfindungsgeméfien Galacto-Manno-Oligosaccharide zur
Herstellung eines Arzneimittels fir die vorgenann-

ten Zwecke.

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstel-
lung der erfindungsgemdfien Galacto-Manno-Oligo-
saccharide, wobei eine wassrige Ldsung oder Suspen-
sion eines Galactomannans aus einem Galactomannan-
haltigen Rohstoff, insbesondere aus Guargum, zum

Beispiel Guar-Mehl, Cassiagum oder Johannisbrot-
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Kernmehl hergestellt, unter Einsatz einer aus Bak-
terien stammenden enzymatischen 2Aktivité&t, insbe-
sondere unter Einsatz eines aus Bakterien stammen-
den enzymatischen Agens, hydrolysiert und eine
wassrige Ldsung eines Gemischs aus Mannose- und Ga-
lactose-haltigen Oligosacchariden mit einem Polyme-
risationsgrad < 15, vorzugswelise von 2 bis 7, er-
halten wird. Ausgs der wassrigen Produktldésung wird
ein trockenes Gemisch des Produkts durch zum Bei-

spiel Sprihtrocknung erhalten.

Die Erfindung stellt also die uberxraschende Lehre
bereit, dass mittels einer aus Bakterien stammenden
enzymatischen Aktivitdt Galactomannane aus diesen
enthaltenden Rohstoffen, zum Beispiel aus Guargum,
Cassiagum und Johannisbrot-Kernmehl, mit Jjeweils
gleich hoher Effizienz zu den erfindungsgemifien Ga-
lacto-Manno-0Oligosacchariden  hydrolysiert  werden

kdnnen.

Die Konzentration an Galactomannanen in der wassri-
gen Lésung betrdgt vorzugsweise 1 bis 5 %, der pH-
Wert vorzugsweise 5 bis 8 und die Temperatur der

Lbsung vorzugsweise 30 bis 40°C.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einem enzymatisch wirkenden Agens ein voll-
stdndig oder teilweise aufgereinigtes Enzym oder
ein Rohextrakt aus Bakterien, insbesondere BRacil-
lus-Zellen oder 1lebende oder tote Bakterien ver-
standen, die Galactomannane hydrolysieren kénnen,
insbesondere zu Galacto-Manno-0Oligosacchariden mit
einem Polymerisationsgrad < 15, bevorzugt 2 bis 7.

Rohextrakte ké&nnen mittels Ublicher Verfahren, wie

PCT/EP00/12574
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mechanischer Aufschlussverfahren, zum Beispiel Ku-
gelmithle, French Press, chemischer oder elektri-
scher Aufschlussverfahren, zum Beispiel Erzeugen
elektrischer Felder oder auch durch Ultraschallbe-

handlung erhalten werden.

In besonders bevorzugter Ausfuhrungsform der vor-
liegenden Erfindung werden Bakterien der Art Bacil-
lus subtilis, insbesondere ein Bacillus-subtilis-
Stamm mit der Hinterlegungsnummer DSM 13182, hin-
terlegt am 06.12.1999 bei der Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braun-

schweig, eingesetzt.

Selbstverstdndlich kdénnen die eingesetzten Bakte-
rien natlrlich vorkommende oder genmanipulierte
Bakterien, insbesondere Bacillen sein. Beispiels-
weise kénnen die eingesetzten Bakterien Resistenzen
gegen bestimmte Antibiotica aufweisen, um so eine
besonders einfache Produktion des enzymatisch wir-
kenden Agens zu ermdbglichen. Das aus den Bakterien
stammende Enzym kann natlUrlichen Ursprungs sein be-
ziehungsweise eine Wildtyp-Amino-sauresequenz auf-
weisen, es kann aber auch Aminosdureabweichungen
gegenlber dem natlrlicherweise vorkommenden Enzym
aufweisen, beispielsweise Aminosduredeletionen,
-insertionen, -inversionen, -austau-sche oder
-additionen, auch ungewdhnlicher Aminosduren. Das
Enzym kann gegebenenfalls auch Modifikationen, wie
Glycosylierungen oder ahnliches, aufweisen. Das En-
zym kann auch als Fusionsprotein mit einem anderen
Protein oder Peptid oder als Enzymfragment vorlie-
gen, solange es in der Lage ist, Galactomannane zu

den vorgenannten Produkten zu hydrolysieren.

PCT/EP00/12574
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Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des
enzymatisch wirkenden Agens zur Hydrolyse des
Galactomannans, wobei das enzymatisch wirkende
Agens 1in freier oder in immobilisierter Form flr
die Hydrolyse eingesetzt werden kann. So kann er-
findungsgemadf? die Hydrolyse mit ruhenden Zellen von
Bakterien, vorzugsweise Bacillus subtilus, durchge-
fithrt werden. Eg kann auch vorgesehen sein, die
Zellen zuerst in einer stabilen inerten Matrix zu
immobilisieren und den so entstandenen Biokatalysa-
tor fur die Hydrolyse des Galactomannans einzuset-
zen. Erfindungsgemdf kdénnen sowohl die Enzyme, die
Bakterien oder auch der Rohextrakt immobilisiert
werden. Die Immobilisierung kann durch Bindung an
Triger, Quervernetzung, Einschluss oder Einkapse-
lung erfolgen. Die Quervernetzung kann beispiels-
weise durch Glutaraldehyd erfolgen. Die Tragerbin-
dung kann durch Adsorptionsbindung oder kovalente
Bindung erfolgen, wahrend fUr den Einschluss zum
Beispiel semipermeable Membrane in Form von Gelen,
Mikrokapseln oder Fasern eingesetzt werden. Einge-
kapselte Enzyme oder Mikroorganismen sind durch
eine semipermeable Membran von der umgebenden Sub-

strat- und Produktldsung getrennt.

Die Erfindung betrifft auch ein vorgenanntes Ver-
fahren, wobeili das erhaltene Gemisch aus Mannose-
und Galactose-haltigen Oligosacchariden einem chro-
matographischen Trennverfahren unterzogen wird, bei
dem erwlinschte Oligosaccharide mit bestimmtem Poly-

merisationsgrad erhalten werden kédnnen.

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung

ergeben sich aus den Unteransprichen.

PCT/EP00/12574
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Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele

nidher erliutert:

Beispiel 1: Herstellung des Biokatalysators

Eine Abimpfung des Stammes Bacillus subtilis SZ 100
(DSM 13182) wird von einer Schrdgagar-Kultur in
einen Schiittelkolben mit einem Medium bestehend aus
Caseinpepton (15/g/L), Sojamehlpepton (5/g/L), NaCl
(5/g/L) und Guargum (1/9/L) eingebracht und
24 Stunden unter Schitteln bei 30°C inkubiert.

Danach wird die Schittelkultur in einen 10 L-
Fermenter transferiert und in einem Medium gleicher
Zusammensetzung wie das der Schiuttelkultur weiter-

kultiviert.

Nach 24 Stunden Wachstum werden die Zellen ab-
zentrifugiert, in einer 3 %igen Natriumalginatld-
sung resuspendiert und dann unter RUhren in eine
2 %ige Calciumchloridldésung eingetropft. Die gebil-
deten, mit Bacillus subtilis (DSM 13182) Zellen be-
ladenen Calciumalginatkugeln (Biokatalysator) wer-

den gewaschen, getrocknet und kthl gelagert.

Beigpiel 2: Hydrolyse des Guargums

Der nach Beispiel 1 hergestellte Biokatalysator
wird 1in einer wassrigen Guargum-Ldsung (Konzen-
tration 1 bis 5 %) aufgequollen und in eine auf
37°C temperierte Sdule gefillt. Die Hydrolyse des
Guargums erfolgt dann kontinuierlich durch Durch-

leiten einer Guargum-Ldsung durch die Saule. Der

PCT/EP00/12574
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Durchlauf wird auf seinen Gehalt an Mono-, Oligo-
und Polysacchariden per HPLC analytisch untersucht

und folgende Zusammensetzung erhalten:

Monosaccharide 2 %
Oligosaccharide 70 %
Polysaccharide 28 %.

Die Hydrolyse kann auch semikontinuierlich oder
diskontinuierlich durchgefihrt werden. Fur letzte-
res wird der nach Beispiel 1 hergestellte Biokata-
lysator in einem RUhrreaktor mit einer Guargum-

Ldsung in Kontakt gebracht.

Es ist auch mdéglich, fir die Hydrolyse einen Enzym-
Rohextrakt aus Bacillus subtilis (DSM 13182) einzu-
setzen. Hierzu wird die Biomasse nach Fermentation
durch Zentrifugation iscliert, in Phosphat-Puffer
resuspendiert und anschlief3end aufgeschlossen
(Ultraschall, French Press, Kugelmihle, etc.). Die
Zelltrimmer werden durch Zentrifugation entfernt
und der so erhaltene Rohextrakt ohne weitere Auf-
reinigung der 2zu hydrolysierenden Guargum-L&sung

zugesetzt.

Die nach der Jjeweiligen Hydrolyse erhaltene wass-
rige Losung enthdlt neben den gewinschten Galacto-
Manno-Oligosacchariden mit DP < 15, insbesondere
DP 2 bis 7, auch einen geringen Anteil hdéhermoleku-
larer Bestandteile. Diese k&nnen sehr leicht durch
an sich bekannte Trennverfahren, zum Beispiel Chro-
matographie an calciumbeladenen starksauren Katio-
nenaustauschern oder fraktionierte alkoholische

Fallung oder Ultrafiltration entfernt werden, so
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dass man die Galacto-Manno-Oligosaccharide DP < 15,
ingbesondere DP 2 bis 7, 1in zreiner Form in einer
wa&ssrigen Lésung erhalt, aus der sie mit an sich
bekannten Methoden (zum Beispiel durch Spruhtrock-

nung) trocken gewonnen werden kdnnen.

Beispiel 3: Stabilitdt der Galacto-Manno-Oligo-

saccharide im Mund, Magen.und Dinn-

darm

Stabilitdt im Mundbereich:

Die Stabilitat der gemdfl Beispiel 2 erhaltenen er-
findungsgemdfen Oligosaccharide gegeniber der Mund-
flora wurde mit den im Mundbereich vorkommenden
Bakterienstdmmen Streptococcus mutans DSM 20523 und
Streptococcus sobrinus NCTC 10922 sowie mit fri-

schem Zahnplague untersucht.

Streptococcus mutans und Streptococcus sobrinus
wurden in fllissigem DSM-Medium 92 unter anaeroben
Bedingungen 24 Stunden bei 37°C kultiviert. Am Ende
der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zel-
len abzentrifugiert (15 min., 4000 x g) und in 10 %
des ursprlnglichen 20 mM Carbonatpuffer, pH 7,5 re-
suspendiert. AnschlieRend wurden 9 mL einer L&sung
der erfindungsgemé&fen Oligosaccharide (1 %ig in
20 mM Carbonatpuffer, pH 7,5) mit 1 mL Bakterien-
Suspension beimpft wund 2 Stunden bei 37°C inku-
biert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben
entnommen und auf ihren Oligosaccharidgehalt unter-

sucht (Ergebnisse siehe unten):
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Drei freiwilligen mé&nnlichen Personen, die drei
Tage ihre Zahne nicht gereinigt hatten, wurden Pla-
gqueproben entnommen und jeweils 10 mg Plague in
1 mL Oligosaccharidldésung (1 %ig in 20 mM Carbonat-
putffer, pH 7,5) suspendiert. Wahrend der zweistln-
digen Inkubationszeit bei 37°C wurden Verlaufspro-
ben entnommen und auf ihren Oligosaccharidgehalt

untersucht.

Ergebnis:

Wahrend die als Kontrolle mitgefihrte Saccharose
innerhalb von 120 Minuten vollstdndig sowohl durch
die beiden Streptococcen-Stamme als auch durch die
Mischkultur des Plaque hydrolysiert wurde, war eine
Spaltung der erfindungsgemdfien Oligosaccharide auch

nach 2 Stunden nicht zu erkennen.

Stabilitdt im Magen:

Die Stabilitédt einer Substanz bei der Magen-Passage
kann durch die BRestimmung der Hydrolyserate bei pH
1,0 beziehungsweise 2,0 dargestellt und mit Saccha-

rose als Kontrolle verglichen werden:

Hierzu wurden 1 $ige Galacto-Manno-Oligosac-
charidldésungen bei pH-Wexrt 1,0 (0,1 M HCl) und pH-
Wert 2,0 (0,01 M HCl) bei 37°C flir 3 Stunden inku-
biert. Aus dem Reaktionsansatz wurden nach 60, 120
und 180 Minuten Proben entnommen und diese mittels
HPAEC analysiert. Dabei wurden Saccharose und

1-Kestose als Kontrollsubstanzen verwendet.
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Ergebnisse: Angabe als Hydrolyserate in %:

Substanz pH Inkubationszeit [Min]
60 120 180
Saccharose 1 24 55 61
1 2 7
1-Kestose 1 S0 100 100
2 16 30 43
Galacto-Manno- 1 < 1 < 1 1

Oligos 2 < 1 <
Tabelle I

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass die Galac-
5 to-Manno-Oligosaccharide eine Magen-Passage unbe-

schadet Uberstehen k&énnen.

Stabilitdt gegenuber Pankreas-Enzymen:

Das Pankreas-Sekret enthdlt eine grofde Anzahl von
Hydrolasen, unter anderem auch kohlenhydratspal-
10 tende Enzyme wie o-Amylase, welche «a-1,4-Glucane
(St&rke, Glykogen) bevorzugt zu Maltose und Malto-

oligosacchariden spaltet.

Die PrUfung der Stabilitdt von Galacto-Manno-
Oligosacchariden gegentiber Pankreas-Enzymen wurxde

15 wie folgt durchgefihrt:
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Bendtigte Ldsungen:

e 20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 plus 6 mM NaCl
(Lbsung 1)

e 1 %ige Starkeldsung (ldsliche Sté&rke nach
Zulkowski) in Ldésung 1

e 1 %ige Galacto-Manno-Oligosaccharidlésung in
Lésung 1

e 0,2 % Pankreatin (Fa. Sigma) geldst in Losung 1

Reaktionsansdtze:

Komponenten Probe Kontrollie

Galacto-Manno-Oligosac-

charid-Lésung 3,0 ml -
Starke-Ldsung - 3,0 ml
Enzymldsung 0,1 ml 0,1 ml
Tabelle II

Nach 210 Minuten Inkubation im Thermomixer
(Intervall-Schiitteln) bei 37°C wurde die Reaktion
durch 15 min. Erhitzen auf 95°C beendet und die
Proben mittels HPAEC analysiert. Dabei wurde die
stdrkehaltige Probe zuvor durch 3-stlindiges Erhit-

zen in 1 M HC1l bei 95°C vollstandig hydrolysiert.
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Ergebnisse:
Substanz Abbaurate (%)
Stérke 77
Galacto-Manno-0Oligosaccharide 0

10

15

20

Tabelle III

Die Tabelle III =zeigt, dass die erfindungsgeméfien
Galacto-Manno-0Oligosaccharide durch die Pankreas-

Enzyme nicht angegriffen werden.

Beispiel 4: Spaltbarkeit durch Dunndarm-a-Gluco-

sidasen

Die im Diinndarm vorhandenen mucosastandigen Enzym-
Komplexe Saccharase/Isomaltase und Glucoamylase/
Maltase sorgen in vivo dafir, dass die in den Dinn-
darm gelangten Disaccharide Maltose und Saccharose
und zum Teil auch Maltooligosaccharide zu Monosac-
chariden gespalten werden und als solche Uber die

Darmwand in den Blutkreislauf gelangen kdnnen.

Die Prifung der Stabilitdt wvon erfindungsgemalen
Galacto-Manno-0Oligosacchariden gegeniiber diesen

Enzymen wurde wie folgt durchgefihrt:

Enzym-Isolierung:

Die Enzym-Komplexe Saccharase/Isomaltase (SI-Kom-

plex) und Glucoamylase/Maltase (GM-Komplex) wurden
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aus Schweine-Dinndarm nach der Methode von H. Hey-

mann (Dissertation, Hannover, 1991) isoliert.

Die Spaltbarkeit der erfindungsgemalen Galacto-
Manno-0Oligosaccharide durch DUnndarm-a-Glucosidasen

wurde wie folgt bestimmt:

Bendtigte Ldsungen:

e Triethanolamin (TRA)-Puffer, 0,1 M, pH 7,0

¢ Galacto-Manno-0Oligosaccharide, 1 %ige Ldsung in
TRA-Puffer

e Maltose, beziehungsweise Saccharose als Kon-
trollsubstanzen, 1 %ig in TRA-Puffer

e Mucosa-Enzym, geldst in TRA-Puffer

Reaktionsansatz:

Zu 1,2 mL der auf 37°C temperierten Kohlenhydratld-
sung wurden 0,7 U des Enzymkomplexes Saccharase/
Isomaltase beziehungsweise Glucoamylase/Maltase zu
t = O zugegében, gemischt und bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde nach 2 Stunden durch
15-minttiges Erhitzen auf 95°C gestoppt. Die gebil-
deten Monosaccharide sowie die eingesetzten Test-
substanzen wurden mittels HPAEC gquantitativ be-

stimmt.
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Ergebnisse:

Kohlenhydrat Enzymkomplex |Hydrolyserate (%)
Saccharose SI 98
Maltose SI 95
Maltose GM 96
Galacto-Manno-0Oligos. SI < 1
Galacto-Manno-0Oligos. GM <1

10

15

20

Tabelle IV

Die Ergebnisse zeigen, dass unter den gewdhlten Be-
dingungen einer fast vollstandigen Hydrolyse von
Saccharose beziehungsweigse Maltose im Falle des SI-
Enzymkomplexes sowie von Maltose im Falle des GM-
Enzymkomplexes die Galacto-Manno-Oligosaccharide
durch beide Enzymkomplexe praktisch nicht gespalten

werden.

Beispiel 5: Spaltbarkeit durch isolierte Enzym-

Komplexe (SI-Komplex und GM-Komplex)

Die isolierten Enzym-Komplexe Saccharase/Isomaltase
(SI-Komplex) und Glucoamylase/Maltase (GM-Komplex)
aus Schweine-Duinndarm (siehe Beispiel 4) sind fir
Inhibitionsuntersuchungen mit erfindungsmafiigen Ga-
lacto-Manno-0Oligosacchariden in Gegenwart der Sub-
strate Saccharose beziehungsweise Maltose im Falle
des SI-Komplex und Maltose im Falle des GM-Komplex
getestet worden. Das Substrat-Inhibitor-Verhadltnis
betrug in allen Fallen 10:1.
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Ansatz: - 0,7 ml Substratldésung, 1,43 % in
0,1 M Na-Phosphat-bPuffer, pH 7,0
- 0,1 ml Galacto-Manno-0Oligosaccha-
ride, 1 %
5 - 0,1 ml 0,1 M Na-Phosphat-pPuffer,
pH 7,0
Vorinkubation: 15 min, 37°C
Entnahme der Nullprobe
Start: 0,1 ml Enzymldsung (0,5 U/ml Mal-
10 tase-Aktivitdt im Ansatz)
Probenahme: je 0,15 ml Probe nach 30 und 60 min
Reaktionsstop: 2 min bei 95°C
Analytik: HPAEC, Standard-Lésung je 10 ppm
Glucose, Fructose, je 20 ppm Sac-
15 charose, Maltose
Ergebnis:
% Inhibierung Inkubationsdauer
30 Min. 60 Min.
SI/Saccharose 24 25
SI/Maltose 26 18
GM/Maltose 0 0

Tabelle V
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Wie der Tabelle V zu entnehmen ist, wird die Spal-
tung der Saccharose beziehungsweise Maltose durch
den SI-Enzym-Komplex 1in Gegenwart von Galacto-
Manno-0Oligosacchariden inhibiert. Die Maltose-Spal-
tung durch den GM-Komplex wird durch Zugabe von Ga-
lacto-Manno-0Oligosacchariden hingegen nicht beein-

flusst.

Beispiel 6: Verhinderung der Anlagerung von patho-

genen Keimen an Epithelzellen

Epithelzellen

Menschliche Urocepithelzellen, gewonnen durch Zen-

trifugation aus dem Morgenharn
Keime

Staphylococcus aureus, 2 Stadmme und E. coli,

2 Stamme, jeweils als Suspension mit 10° Keimen/mL

Testdurchflihrung

Epithelzellen und Keimsuspension wurden zusammenge-
bracht und bei 37°C fOr 30 Minuten inkubiert. Dann
wurden die Epithelzellen von den nicht adhérenten
Keimen durch Membranfiltration (8u) abgetrennt. Die
Filter wurden mehrfach gewaschen, in physiologische
Kochsalzldsung eingebracht und die Epithelzellen
darin suspendiert. Nach Zentrifugation der Suspen-
sion in Kochsalzldsung wurde das Pellet auf Objekt-
trager aufgetragen, und nach May-Grinwald und
Giemsa gefdrbt. Die Anzahl der an 50 Epithelzellen

anhaftenden Keime wurde gezdhlt. Die Zahl ergab den
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Leerwert. Als Kontrolle dienten Epithelzellen ohne

Zugabe einer Keimsuspension.

In dem Hauptversuch wurden Epithelzellen zunachst
mit unterschiedlich konzentrierten Galacto-Manno-
Oligosaccharidlésungen fur 1, 2 beziehungsweise 3
Stunden inkubiert. Dann wurden sie mit der Keimsus-
pension zusammengebracht. und -wie oben beschrieben-
weiterbehandelt. Die Zahlung der anhaftenden Keime

an 50 Epithelzellen ergab den Messwert.

Ergebnis:

Bei den als Vergleich eingesetzten "neutralen" Koh-
lenhydraten, wie zum Beispiel Raffinose, Nystose
und Isomelezitose, wurde keine Verminderung der
Keimanlagerung an den Epithelzellen festgestellt.
Mit den erfindungsgemidfRen Galacto-Manno-Oligosac-
chariden wurde die Adhdsion aller gepruften Mikro-
organismen fast vollstandig (Blockierung: > 95 %)

verhindert.

Beispiel 7: Erhdhung der Mucussekretion im Dickdarm

Aus resektiertem Dickdarm von frisch geschlachtetem
Schwein wurden nach grindlichem Saubern 1 cm® grofRe
Stilicke aus dem distalen Abschnitt ausgestanzt. Die
so praparierten Stlicke wurden in Hanks-Puffer, dem
Chloramphenicol und Ampicillin (je 50 upg/mL) zuge-
setzt worden waren, unter Sauerstoff-Begasung und
Rithren bei 37°C fur 5 Stunden inkubiert. Der Puffer
enthielt auRerdem 1 % der auf ihre stimulierende
Wirkung auf Mucussekretion zu prifenden, erfin-

dungsgem&f hergestellten Galacto-Manno-Oligosac-
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charide. Es wurden jeweils 10 Darmstlcke zur Kon-
trolle beziehungsweise in dem Testansatz einge-
setzt. Einer der Ansatze enthielt das zur Therapie
von entzUndlichen Darmerkrankungen Ublicherweise

verwendete Hydrocortison.

Als MaR fur eine Erhdhung der Mucussekretion wurde
die Zunahme des Gesamtkohlenhydratgehalts im Uber-
stand gemessen. Hierzu wurden wahrend der Inkuba-
tion Proben 2zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen
und zu jeweils 10 uL der Probe 20 uL Resorcinldsung
(6 mg/mL) und 100 upuL 75-%ige Schwefelsaure zugege-
ben und nach 60 min Inkubation bei 80°C die Extink-

tion bei A = 450 nm gemessen.
Ergebnis:

Die erfindungsgemdfden Galacto-Manno-Oligosaccharide
erhdhen die Mucussekretion um das circa 2,4-fache
gegentber der Kontrolle, wadhrend die Erhdhung durch
das Hydrocortison das circa 5,3-fache betragt. In
neueren Untersuchungen wurde flr Substanzen wie
Corticosteroide gezeigt, dass sie in Zellkulturen,
die aus Colonepithel-Biopsien stammten, eine Stimu-
lation der endogenen Mucussekretion bewirken
(Finnie I.A., et al. Clinical Science, 91 (1996),
3595-364). Somit ergibt sich die Moglichkeit, ent-
ziindliche Darmerkrankungen durch Nahrungsmittelbe-
standteile, die aus erfindungsgemaflen Galacto-
Manno-0Oligosacchariden bestehen, glinstig zu beein-

flussen.
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Beispiel 8: Einfluss auf die Mikroflora im Dickdarm

Um den Einfluss der erfindungsgemlfien Galacto-
Manno-Oligosaccharide auf die Zusammensetzung der
Mikroflora im Dickdarm zu untersuchen, wﬁrden ver-
schiedene Reinkulturen von in Humanfaeces vorkom-
menden Bakterien im folgenden Medium mit Galacto-
Manno-Oligosacchariden als einziger Kohlenstoff-

quelle kultiviert:

Trypticase/Trypton 1,50 g

Hefe-Extrakt 1,00 g

KH,PO, 0,24 g

Na,HPO, 0,24 g

(NHg4) 2S04 1,24 g

NaCl 0,48 g

MgSO, . 7H,0 0,10 g

CaCl,.2H,0 0,06 g

FeSQO,.7H0 2 mg
Resazurin 1 mg
Cystein/HCI 0,50 g

Vitaminl®ésung (nach DSM 141) 0,50 mL
Spurenelementeldsung (nach DSM 141) 9,00 mL
NaHCO; 2,00 g

Galacto-Manno-0Oligosaccharide 5,00 g

H,O0 dest. ad 1000 mL, pH 7,0

Der Test wurde mit folgenden Mikroorganismen durch-

gefihrt:

Bacteroides asaccharolyticus
Bacteroides distasonis
Bacteroides fragilis

Bacteroides tetalotaomicron
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Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum
Eubacterium lentum
Eubacterium limosum
Lactobacillus caseil

Lactobacillus fermentum

Clostridium butyricum
Clostridium difficile
Clostridium perfringens
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Salmonellla typhimurium
Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

Die Mikroorganismen wurden jeweils 24 Stunden bei
37°C unter anaeroben Bedingungen kultiviert. Wah-
rend der Versuchsdauer wurden Proben zu bestimmten
Zeitpunkten entnommen und auf pH-Wert und Oligosac-
charid-Konzentration untersucht. Aufferdem wurde mit
Hilfe der optischen Dichte die Zunahme der Zellzahl

bestimmt.

Lediglich die Bifidobacterien und die beiden Lacto-
bacillen waren in der Lage, die erfindungsgemafien
Galacto-Manno-0Oligosaccharide zu verstoffwechseln
und darauf zu wachsen. Bei allen anderen untersuch-
ten Bakterien konnte kein Wachstum auf dem Medium

festgestellt werden. Somit ergibt sich, dass Nah-
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rungsmittel, die erfindungsgemdfle Galacto-Manno-
Oligosaccharide enthalten, die Zusammensetzung der

Dickdarm-Mikroflora positiv verdndern kdnnen.

Beispiel 9: Starkung der Immunabwehr

Stadrkung der Phagocytose

Der Einfluss von erfindungsgemafien Galacto-Manno-
Oligosacchariden auf die Funktion der Phagocyten
(Mono-, Granulocyten) lasst sich mittels Phagocyto-
seassays ermitteln. Bei der Phagocytose-Stimulation
wurden die Phagocyten mit Galacteo-Manno-0Oligo-
sacchariden vorab inkubiert (100 pg Glykan/0,11 ml
Vollblut, 37°C, 10 Min.). Ein korrespondierender
Leerwert wurde entsprechend 10 Minuten im Eisbad
inkubiert. Danach erfolgte der eigentliche Phagocy-

toseassay unter folgenden Bedingungen:

0,11 ml Vorinkubationsldésung wurde fUr 10 Minuten
im Eisbad belassen, dann wurden 0,01 ml nicht opso-
nierte E. coli (Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markiert, 10° pro ml, ORPEGEN) oder 0,01 ml nicht
opsonierte Staphylococcus aureus (15 x 10° pro ml,
FITC-markiert, MOLECULAR PROBES) hinzugefigt. Die
Ansdtze wurden (Doppelbestimmungen) bei 37°C 10 Mi-
nuten inkubiert. Die Ansdtze wurden zweimal mit je
3 mL Waschpuffer (ORPEGEN) gewaschen und bei ije

250 xg fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert.

Die Lyse der Erythrocyten im Sediment erfolgte mit
2 ml Lysepuffer (ORPEGEN) 20 Minuten bei Raumtempe-
ratur und anschlieflend wurde der Ansatz einmal ge-

waschen. Zum Sediment wurde 0,2 ml DNA-Farbeldsung
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(Propidiumjodid) gegeben und fuir 10 Minuten im Eis-

bad belassen.

Die Messung erfolgte im Durchflusscytometer (Anre-
gung: 488 nm, Emission FL-1 : 520 nm), wobel zwi-
5 schen Monocyten und Granulycyten ohne Separation
unterschieden werden kann (Vorwartsstreulicht (FSC)
versus (ESC) Seitwartsstreulicht). Die Resultate
sind ausgedrickt als %-Anteil der Phagocytose-
positiven Zellen (siehe folgende Tabelle VI):

10 Als Kontrollsubstanz ohne Phagocytosewirkung wurde

Raffinose eingesetzt.

Phagocytoseassay

Einfluss von Galacto-Manno-Oligosacchariden (100 pg/Ansatz)

Zelltyp Monocyten Granulocyten
(% positive Zellen) ($ positive Zellen)
Bakterienart E. coli E. coli Staph. aureus
nicht opsoniert nicht opsoniert| nicht opsoniert
Kontrolle 4°C 8,0 1,0 0,5
Kontrolle 37°C 21,5 19,5 27,0
Galacto-Manno-0Oligos. 35,0 33,5 42,5
Raffinose 22,0 17,0 30,0

Tabelle VI
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Die Ergebnisse zeigen, dass nach Vorinkubation der
Mono- beziehungsweise Granulocyten mit den erfin-
dungsgemafden Galacto-Manno-Oligosacchariden eine

Stimulation der Phagocytose erreicht wurde.

Adhidsionsassay

Im Adhdsionsassay wurde der Einfluss von erfin-
dungsgemaflen Galacto-Manno-0Oligosacchariden auf das
Adh&sionsverhalten von B-Zell-Linien (zum Beispiel
Reh) und normalen humanen B-Lymphocyten an epithe-
lialen Zellen (Colontumor-Linie HT 29) gemessen.
Bei dem verwendeten Overlay-Assay wurden die
Lymphocyten intrazelluldr mit Calcein markiert, um

die Messung fluorometrisch durchfihren zu kénnen.

Zundchst erfolgte eine Beschichtung mit der adhéa-
renten Colonepithelzell-Linie (HT 29) in Mikroti-
terplatten (24 Loch-Costar®-Platten). Man inku-
biert (37°C, Uber Nacht) bis sich ein konfluenter
Rasen ausgebildet hat. Dies erfolgte soweit moglich
im Serum-freien Medium. Einsaat: 1 x 10° Zellen.
Die adhdrenten Zellen wurden dann dreimal mit PBS
(phosphatgepufferte physiologische NaCl-L&sung) vor
dem nachfolgenden Assay gewaschen und entsprechend
mit PBS + 1 % Rinderserum-Albumin (BSA) 1 Stunde

bei Raumtemperatur blockiert.

Die zu testenden B-Zell-Linien oder isolierten B-
Lymphocyten wurden unbehandelt mit Calcein fluores-
zent markiert (1 x 107 Zellen in 2 ml RPMI-Medium -+
HEPES + 10 ul Calcein AM, 30 Minuten, 37°C; danach
2 x mit HBSS (Hanks-Puffer) + 0,25 % BSA gewaschen)
und 1 x 10° Zellen in 0,5 ml PBS + 0,25 % HBSS pro
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Loch 1 Stunde inkubiert. Die Kulturplatte wurde
10 Sekunden auf den Schittler gestellt, pro Loch
0,5 ml 0,2 % Glutaraldehyd in PBS + 0,2 % BSA dazu-
gegeben und 10 Minuten auf dem Schittler inkubiert.
Die Fluoreszenz der Platte wurde in einer Fluor-

eszenzmessvorrichtung gemessen (494, 517 nm) .

Die erste Messung entspricht dem 100-%-Wert. Danach
wurde die Platte vier mal gewaschen und -erneut ge-
messen. Diese Messung entspricht der spezifischen
Adh&sion, welche prozentual zum 100-%-Wert abzlg-
lich des Autofluoreszenz-Wertes (Zellen unmarkiert)
angegeben wird. Als Kontrecllsubstanzen wurden Ga-

lactose beziehungsweise Glucose eingesetzt.

Adh&sion von Reh (pra-B) auf der Colon-Zellinie
HT 29

Einfluss von Galacto-Manno-0Oligosacchariden

(10 ng/Ansatz)

PCT/EP00/12574

Zucker Mittelwert (%) SD Index
Ohne Kohlenhydrat 46 6,3 1,00
D-Glucose 47 6,0 1,11
D-Galactose 51 7,0 1,12
Galacto-Manno-
Oligosaccharide 93 9,7 2,02

Tabelle VII
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Gegenlber den Kontrollsubstanzen D-Glucose und
D-Galactose ergab sich in Gegenwart der Galacto-
Manno-Oligosaccharide ein deutlich verstédrktes Ad-
h&sionsverhalten der B-Zell-Linie (Reh) auf der Co-
lonzell-Linie HT 29.

Beispiel 10: Verbesserung der Aufnahme von Calcium

Versuchsvorbereitung:

M&nnliche Sprague-Dawley Ratten mit je circa 100 g
Gewicht wurden mit freiem Zugang zu entminerali-
siertem Wasser und folgender Standarddidt fir eine

Gewdhnungsphase von 4 Tagen gehalten:

Casein 250 g
Maiskeimdl 50 g
Mineralsalzmischung (Ca- und Fe-frei) 25 g
Calciumcarbonat 7,5 g
Vitamin-Mischung 10 g
Vitamin E l1g
Cholinbitartarat 4 g
Saccharose ad 1000 g

Danach wurden sie in 2zwel Gruppen unterteilt. In

der ersten Gruppe wurde den Tieren der Magen voll-

stéandig entfernt (Magen-Regektion-Gruppe) , die
zwelte Gruppe diente als Kontrolle (Kontroll-
Gruppe) . Nach der Operation wurden die Ratten 24

Stunden ohne Nahrung und Wasser, danach 2 bis 3 Ta-
ge an Kuhmilch und dann 14 bis 16 Tage mit Stan-
darddiat fir eine Gewdhnungsphase von 4 Tagen ge-

halten:
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Versuchsdurchfihrung

Die Testgruppen wurden wiederum in jeweils zwel Un-
tergruppen unterteilt. Jeweills eine der Untergrup-
pen wurde weiter mit Standarddiat gehalten, wahrend
die andere Untergruppe eine Didt mit Galacto-Manno-
Oligosaccharid-Zusatz (50 g/kg Didt) erhielt. Uber
eine Versuchsdauer von 3 Wochen wurden ab dem drit-
ten Tag Faeceproben gesammelt und auf ausgeschiede-
nes Calcium untersucht. Am Ende des Versuchs wurde

der Inhalt des Caecums analysiert.

Ergebnisse:

Mit Standarddidt war die Calciumaufnahme der Magen-
Resektion-Gruppe nur etwa ein Viertel der Calcium-

aufnahme der Kontrollgruppe.

Durch die Beimischung von erfindungsgemafen Galac-
to-Manno-Oligosacchariden konnte die Calciumauf-
nahme der Magen-Resektion-Gruppe etwa verdoppelt
werden, so dass sie auf etwa 50 % der der Kontroll-

Gruppe anstieg.

In den an der erfindungsgemdffen Galacto-Manno-
Oligosaccharid-haltigen  Diat gehaltenen  Ratten
zeigte die Analyse des Caecuminhaltes eine stark
erhdhte Propionsdurekonzentration. Diese steht in
signifikantem Zusammenhang mit der gemessenen Cal-

ciumaufnahme.
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AnsErﬁche

1. Verfahren zur Herstellung von Mannose- und Ga-
lactose-haltigen Oligosacchariden aus Galactomanna-
nen, wobel eine wissrige Lésung oder Suspension des
Galactomannans hergestellt, unter Einsatz eines aus
Bakterien stammenden enzymatisch wirkenden Agens
hydrolysiert und eine wassrige Ldsung eines Ge-
mischs aus Mannose- und Galactose-haltigen Oligo-
sacchariden mit einem Polymerisationsgrad (DP) < 15

erhalten wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Polymerisa-

tionsgrad (DP) 2 bis 7 betragt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobeil die Bak-

terien Bakterien der Art Bacillus subtilis sind.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, wo-
bei die Bakterien Rakterien des bei der DSM unter

der Nr. 13182 hinterlegten Stamms sind.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wo-
bei das enzymatisch wirkende Agens lebende oder

tote Zellen von Bakterien sind.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wo-
bei das enzymatisch wirkende Agens ein Galactoman-
nan-hydrolysierendes Enzym aus Bakterien oder ein

Rohextrakt aus Zellen von Bakterien ist.
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7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wo-
bei die enzymatische Hydrolyse mit immobilisierten
Zellen, immobilisierten Rohextrakten oder immobili-

sierten Enzymen von Bakterien durchgefihrt wird.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru-
che, wobei das erhaltende Gemisch aus Mannose- und
Galactose-haltigen-0Oligosacchariden einem chromato-

graphischen Trennverfahren unterzogen wird.

9. Galacto-Manno-Oligosaccharid, herstellbar nach
einem der Verfahren der Ansprliche 1 bis 8, umfas-
send P-1,4-verknlpfte Mannoseeinheiten und daran
a-1,6-verknupfte Galactoseeinheiten mit einem Poly-
merisationsgrad (DP) wvon < 15, insbesondere 2 bis
7.

10. Galacto-Manno-0Oligosaccharid, herstellbar nach
einem der Verfahren der AnsprlUche 1 bis 8, umfas-
send P-1,4-verknlpfte Mannoseeinheiten und daran
a-1,6-verknipfte Galactoseeinheiten mit einem Poly-
merisationsgrad von < 15, insbesondere 2 bis 7, zur
Verwendung als therapeutisches oder diagnostisches

Mittel.

11. Enzym mit der Fahigkeit, Galactomannan zu
hydrolysieren, herstellbar aus dem Bacillus subti-

lis-Stamm DSM 13182.
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12. Rohextrakt mit der Fahigkeit, Galactomannan zu
hydrolysieren, herstellbar durch Zellaufschluss von
Bakterien des Stammes Bacillus subtilis DSM 13182.

13. Bacillus subtilis-Stamm DSM 13182.

14. Arzneimittel, enthaltend ein Galacto-Manno-
Oligosaccharid nach Anspruch 9, gegebenenfalls zu-
sammen mit einem pharmazeutisch vertrdglichen Tra-

ger.

15. Lebens- oder Genussmittel, enthaltend ein Ga-

lacto-Manno-0Oligosaccharid nach Anspruch 9.

16. Verwendung eines Galacto-Manno-Oligosaccha-
rids nach Anspruch 9 zur Herstellung von Genuss-
und/oder Lebensmitteln und/oder zur Senkung des
glyké&mischen Index von Genuss- und/oder Lebensmit-

teln.

17. Verwendung des Galacto-Manno-Oligosaccharids
nach Anspruch 9 oder eines dieses Galacto-Manno-
Oligosaccharid enthaltenden Lebensmittels zur Ver-
hinderung von Infektionskrankheiten, 3zur Verhinde-
rung von Darmerkrankungen, zur Verhinderung der Co-
loncarzinogenese, zur Stédrkung der Immunabwehr ge-
geniiber allgemeinen Infekten, zur Verhinderung von
entzltindlichen Erkrankungen und/ocder zur Verhinde-

rung der Osteoporose.

18. Verwendung des Galacto-Manno-Oligosaccharids
nach Anspruch 9 zur Herstellung eines Arzneimittels
zur Verhinderung von Infektionskrankheiten, zur

Verhinderung von Darmerkrankungen, zur Verhinderung
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der Coloncarzinogenese, zur Stdrkung der Immunab-
wehr gegenlber allgemeinen Infekten, zur Verhinde-

rung von entzindlichen Erkrankungen und/oder zur

Verhinderung der Osteoporose.
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