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1 Einleitung und Problemstellung

1 Einleitung und Problemstellung

Ballaststoffe sind wichtige Lebensmittelbestandteile. Es besteht derzeit kein Zweifel daran,
dass sie entgegen ihrer Bezeichnung keinen Ballast in der Nahrung darstellen, sondern die
Gesundheit des Menschen iiberwiegend positiv beeinflussen. Von der Deutschen Gesellschaft
fiir Erndhrung wurde bereits 1985 empfohlen, 30 g Ballaststoffe pro Tag aufzunehmen. Die
statistisch ermittelte tdgliche Aufnahme von Ballaststoffen in den meisten europdischen

Landern liegt jedoch deutlich unter diesem Richtwert.

Ballaststoffreiche Nahrung besitzt nachweislich Cholesterin senkende, Blutzucker
regulierende und abfiihrende Eigenschaften. Auch eine priventive Wirkung beziiglich der
Entstehung von Darmkrebs wird mit einem vermehrten Verzehr von Ballaststoffen in
Verbindung gebracht. Die positiven erndhrungsphysiologischen Eigenschaften von
Ballaststoffen stehen im engen Zusammenhang mit den chemischen Strukturen ihrer
Komponenten, welche bislang nur unzureichend charakterisiert sind. Die Strukturaufkldrung
der Ballaststoffkomponenten und der Einfluss der einzelnen Strukturen auf die
physiologischen Effekte ist daher von groBem Interesse. Besonders Getreideballaststoffe, in
vielen Léandern die bedeutendste Ballaststoffquelle, sind derzeit Gegenstand intensiver
Forschung.

Bei der Erforschung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen gilt den phenolischen
Strukturmerkmalen besonderes Interesse. Eine wichtige phenolische Komponente der
Getreideballaststoffe ist die Ferulasdure, die in der Pflanzenzellwand gebunden vorliegt und
in der Lage ist, Polysaccharidstringe, Polysaccharide und Lignin oder Polysaccharide und
Proteine zu verkniipfen. Da der Verkniipfungsgrad im Zusammenhang mit einigen
physikochemischen Eigenschaften genannter Makromolekiile steht, wird angenommen, dass
sich dies auf die funktionellen und erndhrungsphysiologischen Eigenschaften von
Ballaststoffen auswirkt. Viele physiologische Eigenschaften der Ballaststoffe hdngen eng mit
ihrer Abbaubarkeit durch Mikroorganismen im Dickdarm zusammen. Deswegen spielt die
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Mikroflora im Dickdarm und den
Ballaststoftkomponenten eine wichtige Rolle in der heutigen Forschung.

1.1 Definition von Ballaststoffen

Die Definition von Ballaststoffen (englisch dietary fibre) unterliegt bis heute einer
Entwicklung.

Unter dem Begriff ,dietary fibre* wurden erstmals vor ca. 50 Jahren unverdauliche
Bestandteile der Pflanzenzellwidnde zusammengefasst (Hipsley, 1953). Spiter wurde dieser
Begriff von Trowell, Burkitt, Painter und Walker aufgenommen und mit einer Anzahl
gesundheitsbezogener Hypothesen in Verbindung gebracht (Burkitt et al., 1972, Trowell,
1972a, 1972b, 1974). Dabei definierten sie Ballaststoffe als ,,Uberreste pflanzlicher
Bestandteile, die gegeniiber der Hydrolyse durch menschliche Verdauungsenzyme resistent
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1 Einleitung und Problemstellung

sind“ (Trowell, 1974). Seitdem wurde die Definition von Ballaststoffen stdndig verandert, bis
sie zuletzt 2001 im Auftrag der American Association of Cereal Chemistry (AACC) von
einem wissenschaftlichen Komitee aktualisiert wurde. Sie ist allgemein anerkannt und basiert
auf den Ergebnissen jahrzehntelanger Forschung (AACC-Report, 2001):

., Ballaststoffe sind essbare Pflanzenteile oder analoge Kohlenhydrate, die gegeniiber der
Verdauung und Absorption im menschlichen Diinndarm resistent sind und im Dickdarm
teilweise oder vollstindig fermentiert werden. Zu den Ballaststoffen gehoren Polysaccharide,
Oligosaccharide, Lignin und assoziierte Pflanzenstoffe. Ballaststoffe fordern positive
physiologische Vorgdnge: Sie besitzen abfiihrende Eigenschaften und/oder eine

Blutcholesterinspiegel senkende und/oder Blutzuckerspiegel regulierende Wirkung. “

1.2 Ernahrungsphysiologische Bedeutung von Ballaststoffen

Schon in der Definition von Ballaststoffen finden gut untersuchte spezifische physiologische
Eigenschaften von Ballaststoffen, wie die Blutcholesterin senkende und Blutzuckerspiegel
regulierende Wirkung sowie deren abfiihrende Effekte, Erwdhnung. Deswegen ist es
unbestritten, dass sie, ihrer deutschen Bezeichnung zum Trotz, kein unnotiger Ballast in der
Erndhrung sind, sondern einen positiven Einfluss auf die Gesundheit der Menschen ausiiben

konnen.

Eine ballaststoffreiche Kost geht in der Regel mit einem niedrigen Verzehr an Fett,
gesittigten Fettsduren, Cholesterin und tierischem Eiwei} einher und fiihrt iiblicherweise zu
einem reduzierten Energiegehalt der Nahrung bei grolerem Nahrungsvolumen. Durch die
verringerte  Energiecaufnahme bei gleichzeitig grolerem und lang anhaltendem
Sattigungsgefiihl wird Fettleibigkeit vorgebeugt (McDougall et al., 1996).

In zahlreichen Studien wurde den Ballaststoffen eine Blutzucker regulierende Wirkung
zugeschrieben. Insbesondere fiir 16sliche Ballaststoffe, wie z. B. B-Glucane oder Pektine,
wurde ein Blutzucker senkender Effekt gezeigt. Dies ist wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass einige Ballaststoffe in der Lage sind, hochviskose Lésungen zu bilden.
Durch die Erhohung der Viskositit der aufgenommenen Nahrung wird die Magenentleerung
verlangsamt und die Diffusion von Glucose zur Diinndarmschleimhaut verzogert. Dadurch
wird die Absorption verlangsamt und der Blutzuckeranstieg reduziert (Plaami, 1997).

Vornehmlich 16sliche Ballaststoffe zeigen einen Blutcholesterin senkenden Effekt. Dadurch
wird das Risiko, an Arteriosklerose und deren Folgen zu erkranken, vermindert. Die
Blutcholesterin senkende Wirkung ist nach derzeitigem Wissensstand zum einen auf ihre
Féhigkeit, Gallensduren zu binden bzw. zu adsorbieren, zuriickzufithren. Dadurch wird der
Gallensdurepool vermindert. Um ihn aufrechtzuerhalten, wird Cholesterin zur
Gallensduresynthese bendtigt, was eine Senkung des Serumcholesterinspiegels zur Folge hat.
Als Gallensédure adsorbierende Ballaststoffe wurden neben den 16slichen Ballaststoffen auch
unlodsliche , lignifizierte* Ballaststoffe beschrieben (Sayar et al., 2006). Ein anderer Grund fiir
die Cholesterin senkende Wirkung ist die Fahigkeit der bei der Fermentation von
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1 Einleitung und Problemstellung

Ballaststoffen entstehenden kurzkettigen Fettsduren (SCFA, short-chain fatty acids), die
Cholesterinsynthese in der Leber zu hemmen (Plaami, 1997). Ob die im Dickdarm gebildeten
und zur Leber transportierten Mengen an SCFA, v.a. Propionat, tatsdchlich ausreichen, um
den erwihnten Effekt zu induzieren, ist fraglich.

Ein weiterer durch ballaststoffreiche Erndhrung begiinstigter Effekt ist die Erhdhung des
Stuhlgewichtes und —volumens, wodurch die Darmperistaltik positiv beeinflusst und die
gastrointestinale Transitzeit verkiirzt wird. Obstipation und diversen Darmerkrankungen wird
auf diese Weise vorgebeugt. Die Erhohung des Stuhlgewichtes wird hauptséchlich auf die
Quelleigenschaften (englisch Bulking) der Ballaststoffe, bedingt durch ein hohes
Wasserbindungsvermdogen, zuriickgefiihrt. Insbesondere Ballaststoffe mit einem hohen Anteil
an unloslichen Ballaststoffkomponenten (z. B. Weizenkleie), die im Dickdarm nur teilweise
fermentiert werden, besitzen ausgepridgte Bulking-Kapazitit. Losliche, weitgehend
fermentierbare Ballaststoffe (z. B. Pektin, 3-Glucane) weisen eine geringe Bulking-Kapazitét
auf, fordern aber das Bakterienwachstum im Dickdarm, wodurch die fakale bakterielle Masse
erhoht wird (McDougall et al., 1996).

Durch teilweise oder vollstindige Fermentation von Ballaststoffen im Kolon entstehen u.a.
SCFA (z.B. Acetat, Propionat, n-Butyrat) und organische Siuren (u.a. Milchséure,
Bernsteinsdure). Der dadurch erniedrigte pH-Wert stellt glinstige Wachstumsbedingungen fiir
bestimmte Mikroorganismen (z. B. Milchsdurebakterien) dar, die allgemein als
gesundheitsfordernd angesehen werden (Blaut, 2002). Weiterhin wird durch Senkung des pH-
Wertes die bakterielle Umwandlung von priméren in sekundédre Gallensduren gehemmt und
die Loslichkeit der sekunddren Gallensduren, die im geldsten Zustand toxisch auf Kolonzellen
wirken, herabgesetzt (Plaami, 1997). Ein besonderer Schutzeffekt bei der Kolonkarzinogenese
wird n-Butyrat zugeschrieben, das in groBeren Anteilen z. B. bei der Fermentation von
bestimmten resistenten Stdrke-Typen gebildet wird (Priebe et al., 2002). In vitro
Untersuchungen zeigten, dass n-Butyrat das Wachstum von Krebszellen hemmt und Apoptose
(programmierter Zelltod) induziert (Scheppach, 1996).

Die vor Dickdarmkrebs schiitzende Wirkung einer ballaststoffreichen Kost ist derzeit noch
nicht hinreichend durch Ergebnisse von Langzeitstudien abgesichert. Obgleich einige
epidemiologische Studien keinen Zusammenhang zwischen vermehrter Ballaststoffaufnahme
und Senkung des Risikos, an Darmkrebs zu erkranken, zeigen konnten (Harris und Ferguson,
1999), wurde ein ebensolcher Effekt in der 2003 publizierten EPIC- (European Prospective
Investigation into Cancer and Nutriation) Studie itiberzeugend dargestellt (Bingham et al.,
2003). Da die Beziehung zwischen Erndhrung und der Entstehung von Krankheiten sehr
komplex ist und neben der aufgenommenen Menge an Ballaststoffen noch viele andere
Faktoren beriicksichtigt werden missen, ist es &dullerst schwierig, aussagekréftige
Langzeitstudien durchzufiihren.



1 Einleitung und Problemstellung

1.3 Ballaststoffkomponenten

Gemadll Definition zéhlen viele Bestandteile der pflanzlichen Zellwinde (z. B. Cellulose,
Hemicellulosen, Pektin, Lignin), nicht verdaubare Speicherpolysaccharide (z. B. resistente
Starke, Inulin), Pflanzenschleime und Pflanzengummis sowie Zellwand assoziierte
Substanzen (z. B. Wachse, Cutin, Tannine, Suberin, Saponine, Phytat) zu den Ballaststoffen.
Des Weiteren sind den Ballaststoffen auch ,,analoge Kohlenhydrate* zugeordnet. Hierunter
versteht man technologisch verdnderte Kohlenhydrate, die durch menschliche Enzyme nicht
abgebaut werden (z. B. Polydextrose) (AACC-Report, 2001). Im Folgenden werden die
Bestandteile der pflanzlichen Zellwand, die im Allgemeinen die bedeutendsten
Ballaststoffkomponenten darstellen, ndher vorgestellt.

1.3.1 Zellwandpolysaccharide

Das in der Natur meist verbreitete Polysaccharid ist Cellulose. Cellulose besteht aus
unverzweigten [B-D-Glucopyranose-Einheiten, die (1—4)-glykosidisch gebunden sind.
Aufgrund von Wasserstoffbriickenbindungen liegen die Cellulosemolekiile in Form von
kompakten Aggregaten, den Mikrofibrillen, vor. Das Quellvermodgen der Cellulose ist gering,
ebenso wird sie durch Darmbakterien nicht abgebaut (Funk et al., 2007).

Hemicellulosen sind der zweite Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwand. Zu den
wichtigsten Hemicellulosen gehoren mixed-linked [-Glucane, Arabinoxylane und
Xyloglucane. In den Zellwénden dikotyler Pflanzen dominieren Xyloglucane, wihrend die
Zusammensetzung der Hemicellulosen in den Zellwidnden monokotyler Pflanzen starker
variabel ist. So enthalten z. B. Weizen, Roggen und Mais iiberwiegend Arabinoxylane,

wihrend in der Gerste und Hafer B-Glucane vorherrschend sind (McDougall et al., 1996).

Xyloglucane zeigen die Grundstruktur der Cellulose, sind aber regelmdfig in O-6-Position
u.a. mit a-Xylopyranose-Einheiten substituiert (Pena et al., 2001). In den meisten Pflanzen
besteht die Grundstruktur der Xyloglucane aus einer wiederkehrenden Heptasaccharid-
Einheit, die eine Cellotetraose-Einheit und drei Xylose-Einheiten beinhaltet. In dikotylen
Pflanzen kann der prozentuale Anteil der Xyloglucane bis zu 25 % an der Zellwand
ausmachen. In den Zellwénden aus Getreide liegen nur geringe Gehalte an Xyloglucanen vor,
die sich strukturell, z. B. durch einen geringeren Substitutionsgrad mit Xylose, von denen der
dikotylen Pflanzen unterscheiden.

Neutrale Arabinoxylane sind v.a. im Getreideendosperm zu finden. Sie bestehen aus linearen
(1—>4)-gebundenen B-D-Xylopyranose-Einheiten, die unsubstituiert, in O-3- oder O-2-
Stellung mit Arabinose-Einheiten monosubstituiert oder in O-3- und O-2-Stellung mit
Arabinose-Einheiten disubstituiert sein konnen (Abb. 1.1) (Theander et al., 1993).
Arabinoxylane = weisen  strukturelle = Heterogenitdit  auf. In  wasserldslichen
Roggenarabinoxylanen konnten z.B. zwei Arabinoxylantypen charakterisiert werden
(Andersson und Aman, 2001). In der Arabinoxylan I-Struktur sind ca. 40 % der Xylose-

Einheiten der Hauptkette in O-3-Stellung mit a-gebundenen Arabinofuranose-Einheiten

_4-
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substituiert. In der Arabinoxylan II-Struktur sind ca. 70 % der Xylopyranose-Einheiten in den
0-2- und O-3-Stellungen desselben Molekiils mit Arabinofuranose-Einheiten disubstituiert.
Arabinoxylan I- und II-Strukturen konnen entweder in verschiedenen Polymeren oder in

verschiedenen Regionen eines Polymers vorkommen.

Q (@] 0
le} |
e O /
/ M/ MOMOM/O '
OH oH! o OH
(@) OH o o
HO OH OH

OH ~ OH J Q

OH OH

Abb. 1.1: Bindungsmaoglichkeiten der Arabinose-Einheiten in neutralen Arabinoxylanen

An die Arabinose-Einheiten konnen andere Zuckerbausteine gebunden sein, wobei
Seitenketten unterschiedlicher Lange entstehen (Izydorczyk und Biliaderis, 1995). In O-5-
Position der Arabinose konnen Getreidearabinoxylane mit Ferulaséure verestert sein (Ishii,
1997). Die Arabinoxylane verschiedener Getreidearten unterscheiden sich erheblich.
Unterschiede bestehen v.a. in der Anordnung der Arabinosereste entlang der Xylanhauptkette,
im Grad der Verzweigung, in der Molekiilgroe sowie im Gehalt an Ferulasdure (Izydorczyk
und Biliaderis, 1995).

Die unverzweigten mixed-linked p-Glucane sind aus [-D-Glucopyranose-Monomeren
aufgebaut, die in einem Verhiltnis ca. 3:1 (1—4)- und (1—3)-glykosidisch gebunden sind.
Die Ketten der mixed-linked B-Glucane setzen sich hauptsédchlich aus (1—4)-gebundenen
Cellotriosyl- und Cellotetraosyl-Einheiten zusammen, die liber (1—3)-Bindung verkniipft
sind (Wood, 2001). Durch die integrierten (1—3)-Bindungen ist die molekulare Struktur der
B-Glucane unregelméBiger als die der Cellulose, wodurch ihre bessere Wasserldslichkeit zu

erklaren ist.

Die Zellwinde der dikotylen Pflanzen weisen meistens hohe Gehalte an Pektinen auf. Die
Hauptkette  der  Pektine  besteht vorwiegend aus  (1—4)-gebundenen  o-D-
Galactopyranuronsdure-Einheiten (Homogalacturonan), die z.T. methyliert bzw. acetyliert
sind. Die Hauptkette kann Abschnitte enthalten (Rhamnogalacturonan Typ I), in denen a-
(1>2)-gebundene L-Rhamnopyranose-Einheiten integriert sind. In Getreidezellwdnden
kommen Pektine nur in geringer Menge vor (Carpita, 1990).
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1.3.2 Lignin

Lignin ist ein hydrophobes komplexes CH,OH CHOH CH,OH
Naturprodukt, das in die pflanzliche
Zellwand eingelagert wird und dadurch
die Verholzung der Zelle bewirkt. Es

. . OCH;  HCO ocH
entsteht durch enzymatisch initiierte s °

OH OH OH
radikalische = Polymerisation  dreier  p-Cumarylalkohol Coniferylalkohol Sinapylalkohol

Produkte des Phenylpropan-

Stoffwechsels, p-Cumaryl-, Coniferyl- Abb. 1.2: Monolignole

und Sinapylalkohol, die als Monolignole

bezeichnet werden (Abb. 1.2). Dabei vernetzen sich die Monolignole in vielféltiger Form
(Ether und C-C-Bindungen) miteinander, so dass ein dreidimensionales, komplexes Netzwerk
entsteht (Ralph et al., 2004b). Der relative Anteil der drei Alkohole im Polymer variiert
zwischen Vertretern der Pflanzengruppen sowie in Abhédngigkeit vom betrachteten
Pflanzenteil und der Lokalisierung in der Pflanzenzellwand.

In pflanzlichen Zellwénden liegt Lignin oftmals an Polysaccharide kovalent gebunden vor
und kann dadurch die Polymere innerhalb der Zellwand fixieren. Die Bindung von Lignin an
Polysaccharide erfolgt meistens iiber Phenolcarbonsduren (PCS), die mit dem Polysaccharid
verestert sind (Quideau und Ralph, 1997, Ralph et al., 1995, Ralph et al., 1998, Ralph et al.,
2004b).

1.3.3 Phenolcarbonsauren und ihre Funktion als Crosslinks in Getreideballaststoffen

Pflanzenzellwinde enthalten kleine Mengen an PCS (oft auch Hydroxyzimtséuren genannt),
die eine zentrale Rolle im Phenylpropan-Stoffwechsel der Pflanze einnehmen (Bunzel, 2001).
trans-Ferulasdure, trans-p-Cumarsdure und frans-Sinapinsdure (Abb. 1.3) sind die

dominierenden Vertreter dieser Gruppe. In COOH COOH COOH

Griasern sind grofBere  Mengen an y > P

Ferulasdure = vor allem in  den

Getreidekleien zu finden, wihrend p- OCH; HiCO OCH;
OH OH OH

Cumarsdure die dominierende PCS in

Getreidehalmen und —stengeln darstellt trans-p-Cumarsdure trans-Ferulasdure trans-Sinapinsdure
(Faulds und Williamson, 1999). Abb. 1.3: Phenolcarbonsiiuren

Sinapinsdure wurde in bedeutender Menge

bisher nur im Reis und im Wildreis nachgewiesen (He und Terashima, 1989, Bunzel et al.,
2002a), wobei Vermutungen aufgestellt wurden, dass sie wihrend der Extraktion als

Abbauprodukt von Lignin gebildet wird (He und Terashima, 1989).

Gestlitzt auf die Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen ldsst sich feststellen, dass in den
meisten Getreideballaststoffen PCS {ber eine Esterbindung an die O-5-Stellung der
Arabinose-Einheiten der Heteroxylane gebunden sind, wihrend sie in dikotylen Pflanzen mit
Pektinen assoziiert sind. Eine Reihe von Ferulasdure-Oligosacchariden wurde aus
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verschiedenen pflanzlichen Materialien isoliert und identifiziert (Bunzel et al., 2002a, Ishii,
1997, Saulnier et al., 1995). Das bisher grofite Ferulasdure-Oligosaccharid wurde nach
enzymatischer Hydrolyse aus Weizenkleie isoliert (Abb. 1.4) (Lequart et al., 1999).

HO o} o o o
O
o) FOH J oH OH OH oy
% ’

OH

Abb. 1.4: Aus Getreidearabinoxylanen freigesetztes und isoliertes Ferulasiure-Oligosaccharid

Nach der Hydrolyse von Ballaststoffen unter milden sauren Bedingungen wurden
verschiedene, mit Ferulasdure assoziierte Seitenketten der Heteroxylane nachgewiesen
(Bunzel et al., 2002a, Saulnier et al., 1995). Die komplexeste mit Ferulasdure assoziierte
Heteroxylanseitenkette wurde bisher aus Maiskleie isoliert und als o-L-Galactopyranosyl-
(1->4)-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-(5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose) identifiziert (Abb.
1.5). Die Struktur von Heteroxylanseitenketten, insbesondere aus Maiskleie, ist aber
komplexer als bisher gedacht.

PCS konnen dimerisieren und als Crosslinks o
zwischen Polysaccharidketten fungieren. Fiir die 0 /@‘%
Bildung von  Dimeren  wurden  zwei HL © s
@)
OH

. . . H3CO
Reaktionsmechanismen beschrieben: Kj)
HO

a) Photochemische Kopplung unter Bildung

OH
von Cyclobutanderivaten,
b) Radikalische Kopplung unter Bildung von HO

Ferulasduredehydrodimeren. OH

Bei der photochemischen Kopplungsreaktion o
ADbb. 1.5: Struktur der komplexesten, mit

handelt es sich um eine UV-Licht katalysierte : .

. i . . Ferulasiiure assoziierten Heteroxylan-
[2+2]-Cycloaddition. Dieser Mechanismus ist in  Sejtenkette (aus Maiskleie isoliert)
vitro und in vivo bevorzugt bei p-Cumarsiure,
aber auch bei Ferulasdure und deren Ester zu beobachten. Eine Reihe von Ferulasdure- und p-
Cumarsdure- Homo- und Hetero-Cyclobutanderivaten konnte, wu.a. in einigen
Getreideballaststoffen, nachgewiesen werden (Packert, 1993).

Die radikalische Kopplung ist der dominierende Dimerisierungsmechanismus fiir Ferulasdure-
Ester in der Pflanze (Ralph et al., 1994). Dieser Mechanismus stellt eine oxidative
Kopplungsreaktion dar, die iiber die Phenoxyradikale (Bildung durch zellwandgebundene
Peroxidase und H,0,) als Zwischenstufe verlauft (Abb. 1.6).
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Ara/ Ara/ Z Ara/ 7 °
s P
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Abb. 1.6: Bildung der Radikale beim Dimerisierungsprozess estergebundener Ferulasiure
(mesomere Grenzstrukturen)

Anhand der mesomeren Grenzstrukturen der elektronendelokalisierten Phenoxyradikale
lassen sich die theoretisch moglichen Ester der Dehydrodiferulasduren (DFS) ableiten.

8-8 (Aryltetralin)-DFS 8-8 (offen)-DFS 8-8 (Tetrahydrofuran)-DFS
HO.___O o
\
j/ ‘/kOH
HsCO
HO O .,
OCHg; OCHs HO
H3CO !
OCH3 OH H3CO
HO” SO OH
8-5 (Benzofuran)-DFS 8-5 (offen)-DFS 8-5 (decarboxyliert)-DFS
Q Ho__O

H'LOH o j/ o HO (o]
HO__O j/

=
= |
HO/H HO)H
L ()
OCHs ‘ OCH;
OH
OH o OCHs

OCHj OCHs OCH, OH
OH
8-0-4-DFS 5-5-DFS 4-0O-5-DFS

Abb. 1.7: Dehydrodiferulasiuren (DFS)
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Demnach konnen 8-0-4-, 5-5-, 8-8-, 8-5- und 4-O-5-gekoppelte DFS-Ester gebildet werden.
Es besteht die Moglichkeit, dass 8-8-gekoppelte DFS in einer offenen Form bzw. in zwei
zyklischen Formen (Aryltetralin oder Tetrahydrofuran) vorliegt. 8-5-gekoppelte DFS kann
eine offene, zyklische (Benzofuran) oder decarboxylierte Struktur aufweisen. In Abb. 1.7 sind
die chemischen Strukturen bislang bekannter DFS dargestellt. Alle neun DFS wurden bereits
in Zellwénden verschiedener mono- und dikotyler Pflanzen nach alkalischer Hydrolyse in
unterschiedlichen Mengen (2.4-12.6 mg/g in unldslichen und 40-230 pg/g in ldslichen
Ballaststoffen) nachgewiesen (Bunzel et al., 2000, Bunzel et al., 2001, Grabber et al., 1995,
Micard et al., 1997, Parr et al., 1997, Parr et al., 1996, Ralph et al., 2000, Ralph et al., 1994,
Schatz et al., 2006, Waldron et al., 1997).

Obwohl in alkalischen Hydrolysaten unterschiedlicher Pflanzen alle neun DFS nachgewiesen
werden konnten, wurde dadurch nicht der Beweis erbracht, dass alle identifizierten DFS auch
nativ in pflanzlichen Zellwénden vorkommen. So ist es sehr wahrscheinlich, dass 8-5-DFS in
der Pflanze nur in ihrer zyklischen Form (Benzofuran) vorliegt, und dass es sich bei 8-5-DFS
(offen) und 8-5-DFS (decarboxyliert) um Strukturen handelt, die erst unter den Bedingungen
der alkalischen Hydrolyse entstehen (Ralph et al., 1994). Eine weniger eindeutige Situation
liegt bei den 8-8-gekoppelten DFS vor. Hier ist bisher vollig unklar, welche der mdglichen
Strukturen (offen, zyklisch (Aryltetralin) oder zyklisch (Tetrahydrofuran)) in der Pflanze
vorkommt. Zur Aufklarung dieser Fragestellung sind Untersuchungen erforderlich, bei denen
alkalische Aufarbeitungsschritte vermieden werden.

Die Féhigkeit estergebundener Ferulasdure zu dimerisieren erdffnet die Moglichkeit, dass
DFS in Pflanzenzellwédnden als Crosslinks fungieren und so die Polysaccharide intra- oder
intermolekular verbinden. Der erste experimentelle Beweis hierfiir wurde durch Isolierung
eines DFS-Arabinoxylan-Hexasaccharids aus den Zellwidnden von Bambussprossen (nach
enzymatischer Hydrolyse mit Driselase) erbracht (1 in Abb. 1.8 ) (Ishii, 1991). Einige Jahre
spiter konnten aus Maiskleie nach saurer Hydrolyse zwei weitere DFS-Oligosaccharide
isoliert werden (2 und 3 in Abb. 1.8) (Saulnier et al., 1999). Bei allen drei Verbindungen
handelt es sich um 5-5-DFS-assoziierte Saccharide. Die Isolierung von 5-5-DFS-Sacchariden
liefert aber keinen Beweis fiir eine mogliche intermolekulare Verkniipfung von zwei
Polysaccharidketten. ,,Molecular Modelling““-Experimente des Dimerisierungsprozesses von
Ferulasdure-Oligosacchariden zeigten, dass 5-5-gebundene DFS wahrscheinlich die einzige
DFS ist, die in der Lage ist, Polysaccharide intramolekular zu verbinden (Hatfield und Ralph,
1999). Der Beweis, dass Heteroxylane intermolekular iiber DFS gebunden werden konnen,
steht noch aus.
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Abb. 1.8: Aus Bambussprossen (1) und aus Maiskleie (2 und 3) isolierte 5-5-
Dehydrodiferulasiiure-Oligosaccharide. Araf: Arabinofuranose, Xylp: Xylopyranose, F:
trans-Ferulasdure

Durch radikalische Kopplungsreaktionen konnen neben DFS auch Dehydrotriferulasduren
(TFS) oder hoher polymerisierte Verbindungen entstehen. Bereits sieben unterschiedliche
TFS wurden aus Maiskleie isoliert und als 8-0-4/8-0-4-, 5-5/8-0-4-, 5-5/8-0-4(H,0)-,
8-8 (Aryltetralin)/8-0O-4-, 8-0-4/8-5(offen)-, 8-5 (offen)/5-5- und 8-8 (Tetrahydrofuran)/5-5-
TFS identifiziert (Abb. 1.9) (Bunzel et al., 2006, Bunzel et al., 2003, 2005, Funk et al., 2005).
Ebenfalls aus der Maiskleie wurden zwei Dehydrotetraferulasduren (TeFS) isoliert, die als 4-
0-8/5-5/8-0-4- und 4-0-8/5-5/8-5(offen)-TeFS identifiziert wurden (Abb. 1.9) (Bunzel et al.,
20006).
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Abb. 1.9:  Chemische Strukturen von bisher isolierten und identifizierten Dehydrotriferulasiuren
(TFES) und Dehydrotetraferulasiuren (TeF'S)
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Die Isolierung von TFS und TeFS aus pflanzlichem Material rechtfertigt die Hypothese, dass
TFS oder TeFS als Crosslinks von mehr als zwei Polysaccharidstrangen fungieren kdnnen. In
Abb. 1.10 ist dargestellt, wie mdglicherweise bis zu drei Polysaccharidstrange {iber eine TFS
verkniipft werden kdnnen.

bl ’m’ i
A /Q/\)L
Hac ——>
O HaCO
- KQ\\( kﬂ/\@(
Abb. 1.10: Schematische  Darstellung  eines  maoglichen  Bildungsmechanismus  von
Dehydrotriferulasdure in Pflanzen (orange: Xylanhauptkette, gelb: Arabinose-Einheit)

Durch die Bildung von Crosslinks iiber Ferulasdure und ihre Di-, Tri- oder Tetramere konnen
die funktionellen und erndhrungsphysiologischen Eigenschaften der Arabinoxylane verandert
werden. Durch DFS-Crosslinks wird die Viskositit von Arabinoxylanen erhoht (Ng et al.,
1997), was einen Einfluss auf die Blutzucker regulierende Wirkung und auf den
Blutcholesterin senkenden Effekt von Ballaststoffen haben kann. Des Weiteren setzt ein
erhohter Vernetzungsgrad sowohl die Geschwindigkeit als auch das AusmaBl des
enzymatischen Abbaus von Arabinoxylanen durch Xylanasen herab (Grabber et al., 1998). So
kann eine erhohte Vernetzung die Anlagerung der Xylanasen an ihr Substrat erschweren, was
zur geringeren Abbaubarkeit der Arabinoxylane fithren kann. Jedoch wurde kiirzlich gezeigt,
dass ein moderater DFS-Gehalt in pflanzlichen Zellwdnden nicht den Abbau der
Pflanzenzellwédnde durch die Darmmikrobiota negativ beeinflusst (Funk et al., 2007).

1.4 Fermentation im menschlichen Dickdarm

Der Dickdarm stellt ein stark besiedeltes, komplexes mikrobiologisches Okosystem dar, das
durch das Substratangebot qualitativ und quantitativ beeinflusst wird. Die mikrobiellen
Stoffwechselprozesse werden von iiber 10'' Bakterien/g Dickdarminhalt bewirkt. Daran
beteiligen sich iiber 500 verschiedene Bakterienspezies in unterschiedlichen Anteilen
(Salminen et al., 1998). Jede Spezies ist durch ein charakteristisches Enzymspektrum

gekennzeichnet.

Die meisten im Dickdarm wachsenden Bakterien sind nicht-sporenbildende Anaerobier. Die
im Dickdarm dominierenden Bakterien gehdren zu der Gattung Bacteroides spp.. Diese
Mikroorganismen konnen bis zu 30 % der gesamten Darmmikroflora ausmachen (Gibson,
1996). Aber auch andere anaerobe Bakterien, wie z.B. Bifidobacterium spp. oder
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Eubacterium spp., zahlen zu den wichtigen Vertretern der Darmflora (Gibson, 1996). Aerobe
Bakterien wie E. coli, Enterokokken und Lactobazillen machen nur ca. 1 % der
Kolonbakterien aus (Salminen et al., 1998).

Einigen Darmbakterien, wie z. B. Bifidobacterium spp. und Lactobacillus spp., wird eine
gesundheitsfordernde Wirkung zugesprochen. Sie gelangen héufig als Probiotika in
fermentierten Lebensmitteln (Joghurt, Gemiise und Fleisch) in den Handel. Als Probiotika
werden nach klassischer Definition lebende Mikroorganismen bezeichnet, die durch eine
Verbesserung des mikrobiellen Gleichgewichtes gesundheitsfordernd auf den Wirt wirken
(Fuller, 1989).

Zu potentiell schiadlichen Bakterien werden Clostridien, Mitglieder der Enterobacteriaceae,
wie z. B. E. coli, aber auch sulfatreduzierende Spezies gezéhlt. Hierbei ist zu beriicksichtigen,
dass einigen Clostridien aufgrund ihrer Enzymausstattung jedoch durchaus niitzliche

Funktionen in einer intakten Darmflora zugesprochen werden.

Ballaststoffe werden im Dickdarm durch die dort ansdssige Mikroorganismenflora
vollstindig, teilweise oder nicht fermentiert. Das Ausmal} der Fermentation von Ballaststoffen
ist von der chemischen Struktur, der Loslichkeit sowie dem Lignifizierungsgrad der
Ballaststoftkomponenten abhéngig. So wird z. B. Pektin beinahe vollstindig, Lignin hingegen
fast gar nicht abgebaut (Haenel und Griitte, 1984). Spezies, dic an dem Abbau von
Kohlenhydraten beteiligt sind, gehdren zu den Gattungen Bacteroides, Bifidobacterium,
Ruminococcus, Eubacterium, Lactobacillus und Clostridium. Manche Spezies, wie z. B.
Bacteroides, sind aufgrund ihrer Enzymausstattung in der Lage, lingere Polysaccharidketten
abzubauen, wdhrend andere, wie z.B. Bifidobacterium, hauptsichlich niedermolekulare
Kohlenhydrate (oft Oligosaccharide) fermentieren (Van Laere et al., 2000).

Der Abbau von phenolischen Verbindungen im menschlichen Gastrointestinaltrakt hiangt
ebenfalls von vielen Faktoren ab. So unterscheiden sich die PCS-Ester von den PCS
hinsichtlich ihrer Bioverfiigbarkeit. Freie Ferulasdure kann z. B. sowohl im Diinndarm als
auch im Dickdarm absorbiert werden. PCS-Ester hingegen werden hauptsidchlich im
Dickdarm  abgebaut. = Obgleich  menschliche = Hydroxyzimtsdure-Esterasen  im
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen wurden (Andreasen et al., 2001), scheint die Freisetzung
von Hydroxyzimtsduren aus PCS-Estern bevorzugt im Dickdarm durch mikrobielle Esterasen
zu erfolgen. Freie Ferulasdure wird dabei von Mikroorganismen metabolisiert (Watzl und
Rechkemmer, 2001).

Die wichtigsten Fermentationsprodukte des Kohlenhydratabbaus sind Essig-, Propion- und
Buttersdure. Diese entstehen bei ballaststoffreicher Nahrung durchschnittlich in molaren
Verhiéltnissen von 69:21:10 (Pomare et al., 1985). Das Verhiltnis der gebildeten SCFA ist
jedoch abhéngig von der vorherrschenden Ballaststoffquelle (Amado, 2005). Aus Resistenten
Stirken wird z. B. ein tberdurchschnittlich hoher Anteil an Butyrat gebildet. Weitere
Endprodukte bzw. Intermediate des Kohlenhydratabbaues sind z. B. Ethanol, Milchséure,
Bernsteinsdure, Ameisensdure, Valeriansdure und Hexansdure. Verzweigte Fettsduren, wie
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1 Einleitung und Problemstellung

Isobuttersiure, Isovaleriansdure und Isohexansdure sowie Ammoniak, Amine, Phenol- und
Indolderivate entstehen als Produkte des Protein-Stoffwechsels. Pro Tag werden ca. 300-400
mmol SCFA gebildet (Cummings und MacFarlane, 1997, MacFarlane und MacFarlane,
1997).

1.5 Problemstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Strukturaufklirung von PCS enthaltenden
Ballaststoffkomponenten der Maiskleie voranzutreiben und mogliche
erndhrungsphysiologische Einfliisse der isolierten und identifizierten Strukturkomponenten zu
ermitteln. Der Schwerpunkt der Arbeit wurde auf die Freisetzung, Isolierung und
Identifizierung PCS bzw. DFS assoziierter Saccharide aus den Seitenketten der Heteroxylane
aus Maisballaststoffen gesetzt. Ferulasdure und p-Cumarsdure sind die zwei wichtigen
monomeren phenolischen Komponenten, die in pflanzliche Zellwidnde integriert und in
Maiskleie in besonders hohen Mengen enthalten sind. Ballaststoffe aus Maiskleie werden zu
ca. 40 % aus Heteroxylanen gebildet.

Neben der Isolierung und Identifizierung von PCS- bzw. DFS-Sacchariden sollte die in vitro
Fermentierbarkeit der isolierten PCS-Saccharide durch einzelne Bakterienstimme des

menschlichen Dickdarmes untersucht werden.

Die Charakterisierung von PCS-Heteroxylanseitenketten aus Maisballaststoffen sollte
erfolgen, da die Eigenschaften von Heteroxylanen durch die Verteilung und den Aufbau von
PCS assoziierten Heteroxylanseitenketten beeinflusst werden konnen. Komplexe Seitenketten
konnen z. B. den Zugang von Carbohydrasen an den Xylanhauptstrang erschweren oder die
PCS-Ester vor einem enzymatischen Angriff durch Esterasen schiitzen. Dies sollte auch einen
Einfluss auf die mikrobielle Fermentation der Heteroxylane im Dickdarm haben, d.h. die
Fermentation konnte auf diese Weise verzdgert oder verhindert werden. Die Isolierung der
PCS- und DFS-Saccharide sollte nach saurer Hydrolyse der Maisballaststoffe (unter milden
Bedingungen) durch chromatographische Verfahren wie Gelpermeationschromatographie
(GPC) und Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) durchgefiihrt werden. Die
Identifizierung isolierter Substanzen sollte hauptsdchlich mittels Kernresonanzspektroskopie
(NMR), unterstiitzt durch Massenspektrometrie (MS), Gaschromatographie (GC) und HPLC
erfolgen.

Die Isolierung und Identifizierung von DFS-Sacchariden war von Bedeutung, um den Beweis
zu erbringen, dass DFS tatsdchlich an Heteroxylane gebunden sind und folglich als Crosslinks
zwischen diesen Polysacchariden fungieren kdnnen. Von der Crosslink-Funktion der DFS in
Ballaststoffen wird zwar allgemein ausgegangen, jedoch konnte hierfiir mit Ausnahme der
5-5-DFS kein endgiiltiger Beweis erbracht werden. Obwohl bereits mehrere DFS-
Oligosaccharide aus pflanzlichen Materialien isoliert wurden, handelte es sich in jedem Fall
um 5-5-DFS-Saccharide. So steht der Beweis noch aus, dass auch andere als 5-5-gekoppelte
DFS an der Ausbildung der Crosslinks in Ballaststoffen beteiligt sind. Die Féhigkeit von
Ferulasdure, Crosslinks auszubilden, hat mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Auswirkung auf
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1 Einleitung und Problemstellung

die physiologischen Eigenschaften von Arabinoxylanen und ist daher von besonderem
Interesse. Die Isolierung von DFS-Sacchariden sollte nach deren Freisetzung aus
Maisballaststoffen mittels saurer Hydrolyse mit Hilfe unterschiedlicher chromatographischer
Methoden erfolgen. Zur Identifizierung sollten NMR, MS, GC und HPLC eingesetzt werden.

Beziiglich der Fermentierbarkeit von Ballaststoffkomponenten durch die Dickdarmmikroflora
im Allgemeinen sowie des Einflusses von PCS bzw. DFS auf die Fermentierbarkeit
bestimmter Oligosaccharid-Verbindungen im Speziellen besteht derzeit noch grofler
Forschungsbedarf. Im Rahmen dieser Arbeit sollten in vitro Untersuchungen mit einzelnen
mikrobiologischen Bakterienstimmen durchgefiihrt werden. Die Abbaubarkeit der
ausgewdhlten Substrate, zwei Ferulasidure enthaltende Mono- und Disaccharide, durch einige
wichtige Vertreter der menschlichen Dickdarmflora sowie der Einfluss der gebundenen
Ferulasdure auf die Fermentationsprozesse sollten untersucht werden. Auch das
Verteilungsmuster der SCFA nach erfolgter Inkubation war von Interesse, da SCFA eine
wichtige Rolle bei der Erhaltung der Darmgesundheit nachgesagt wird. Die fiir die
Fermentationsversuche als Substrat bendtigten Ferulasdure-Saccharide sollten aus Maiskleie
im prédparativen Mafstab (ca. 100 mg) isoliert werden. Die zur Isolierung von ca. 10 mg
Substrat bestehenden Methoden sollten im Rahmen dieser Arbeit an praparative Verhéltnisse
angepasst werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzliches Untersuchungsmaterial

Als pflanzliches Material zur Isolierung und Identifizierung von phenolischen
Kohlenhydratverbindungen wurde Maiskleie (Hammermiihle Didt GmbH, Kirrweiler)

verwendet.

Maiskleie ist ein ballaststoffreiches Nebenprodukt, das bei der Herstellung von Maismehl
oder Maisgrief3 anfillt und iiberwiegend aus den duBeren Schichten der Maiskorner sowie
wenig Endosperm besteht. Maiskleie setzt sich hauptsidchlich aus Zellwandpolysacchariden
zusammen, v.a. aus Heteroxylanen und Cellulose. Sie ist relativ arm an Lignin und beinhaltet
ca. 4 % PCS. Die Heteroxylane bestehen hauptsidchlich aus Arabinose und Xylose, enthalten
jedoch zusétzlich kleinere Mengen an Galactose und Glucuronsédure (Tab. 2.1) (Saulnier et al.,
1995).

Tabelle 2.1: Zusammensetzung von Tabelle 2.2: Gehalte an monomeren und
Maiskleie nach Saulnier et al. dimeren Phenolcarbonsduren in
(1995) unloslichen Ballaststoffen aus

Mais nach Bunzel et al. (2001)

Komponente Gehalt [Gew.-%0]* Komponente Gehalt [Gew.-%]

Glucuronsiure 4.2 p-Cumarsiure 0.22

Arabinose 22.8 Ferulasdure 2.48

Galactose 5.6 Sinapinséure 0.09

Xylose 343

Glucose 22.5 5-5-DFS 0.32

Acetat 4.2 8-0-4-DFS 0.26

Phenolische Sduren 5.5 4-0-5-DFS 0.04

Proteine 2.4 ¥ 8-5-DFS* 0.46

Lignin 1.0 ¥ 8-8-DFSP 0.21

* Gehalt in Maiskleie nach Abbau von Stérke * Summe aus 8-5 (Benzofuran)-, 8-5 (offen)- und 8-5

(decarboxyliert)-Dehydrodiferulasaure (DFS)
® Summe aus 8-8 (offen)- und 8-8 (Aryltetralin)-DFS

Im Vergleich zu anderen Getreidearten stellt Mais eine besonders reiche Quelle an
Ferulasdure und DFS dar (24.8 mg/g bzw. 12.9 mg/g unldsliche Ballaststoffe) (Tab. 2.2)
(Bunzel, 2001). Unterschiedliche Ferulasdure-Saccharide (Saulnier et al., 1995) bzw. 5-5-
DFS-Saccharide (Saulnier et al., 1999) wurden bereits aus Maiskleie isoliert. Da unldsliche
Maisballaststoffe neben 5-5-DFS auch groBere Mengen an 8-5-, 8-8- und 8-0-4-DFS
enthalten (Bunzel et al., 2001), stellte Maiskleie ein geeignetes Untersuchungsmaterial dar.
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2.2 Bakterienstamme

Fiir die mikrobiologischen in vitro Untersuchungen wurden aus der Vielzahl von in Frage
kommenden Mikroorganismen, die den Dickdarm des Menschen besiedeln, 5 Stimme
ausgewdhlt und von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) (Braunschweig, Deutschland) bezogen. Entscheidend fiir die Auswahl war die
Féhigkeit des Bakteriums, Arabinose, Xylose oder beide Zucker abzubauen. Aullerdem war
von Interesse, dass die ausgesuchten Stimme dominierende Vertreter der menschlichen
Dickdarm-Mikroflora darstellen.

Folgende Mikroorganismen wurden verwendet:

Bifidobacterium longum DSM-No. 20219 (entspricht ATCC (American Type
Culture Collection) 15707)

Bifidobacterium adolescentis DSM-No. 20083 (entspricht ATCC 15703)

Bacteroides ovatus DSM-No. 1896 (entspricht ATCC 8483)

Bacteroides vulgatus DSM-No. 1447 (entspricht ATCC 8482)

Bacteroides thetaiotaomicron DSM-No. 2255 (entspricht ATCC 29741)

Gattung Bifidobacterium

Bei Bifidobakterien handelt es sich um gramlabile, unbewegliche, iiberwiegend anaerobe
Stdbchenbakterien verschiedenster Form. Sie sind nicht widerstandsfahig gegen starke Sduren
und bilden keine Sporen. Einige Spezies konnen Sauerstoff tolerieren, aber nur bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Kohlenstoffdioxid. Thre optimale Wachstumstemperatur liegt
zwischen 37-41 °C und der optimale pH-Wert zwischen 6.5-7.0. Bei pH-Werten von 4.5-5.0
und 8.0-8.5 findet kein Wachstum von Bifidobakterien statt.

Bifidobakterien sind saccharolytisch. Kohlenhydrate werden unter primérer Bildung von
Essigsdure und Milchsdure im molaren Verhéltnis 3:2 abgebaut. Kleine Mengen von
Ameisensdure, Ethanol und Bernsteinsdure (aber kein Kohlenstoffdioxid) konnen ebenfalls
produziert werden. Bifidobakterien bauen bevorzugt Glucose ab, konnen aber teilweise auch

andere Kohlenhydrate verstoffwechseln.

Bifidobakterien kommen im Magen-Darm-Trakt des Menschen und verschiedener Tiere vor
und wurden u.a. im Abwasser gefunden. AuBlerdem gehoren sie zur Normalflora von
Appendix und Vagina.

Die fiir die mikrobiologischen in vitro Untersuchungen verwendeten Stimme Bifidobacterium
longum und Bifidobacterium adolescentis sind in der Lage, u.a. auch Xylose und Arabinose
abzubauen. Sie gehoren zu den wichtigen Vertretern der Normalflora des Magen-Darm-
Traktes des Menschen (Rasic und Kurmann, 1983).
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Gattung Bacteroides

Bei der Gattung Bacteroides handelt es sich um obligat anaerobe, pleomorphe, unbewegliche,
gramnegative Stdbchenbakterien. Die optimalen Wachstumsbedingungen fiir die meisten
Spezies sind 37 °C bei einem pH-Wert von 7.0.

Vertreter der Gattung Bacteroides konnen Kohlenhydrate, Pepton und Stoffwechselprodukte
anderer Organismen abbauen. Fermentationsprodukte von saccharolytischen Spezies sind ein
Gemisch aus Bernsteinsdure, Milchsdure, Propionsdure, Essigsdure und Ameisensiure.
Buttersaure ist in der Regel kein Hauptprodukt bei der Fermentation von Kohlenhydraten und
tritt gewdhnlich zusammen mit Isobuttersdure und Isovaleriansdure (aus Pepton) auf. Aus
Pepton produzieren nicht-saccharolytische Spezies entweder a) eine Mischung aus
Bernsteinsdure, Ameisensdure, Essigsdure und Milchsdure oder b) eine Mischung aus
Essigsdure, Buttersidure, Bernsteinsdure, Isovaleriansdure, Propionsdure, Isobuttersdure und
Alkohol.

Bacteroides gehoren zur Normalflora der Schleimhdute des Magen-Darm-Traktes des
Menschen und verschiedener Tiere (Holdeman et al., 1984).

Fiir die mikrobiologischen in vitro Untersuchungen wurden die Stimme Bacteroides ovatus,
Bacteroides thetaiotaomicron und Bacteroides vulgatus ausgewihlt. Diese drei Stimme
wurden bereits aus dem menschlichen Magen-Darm-Trakt isoliert und sind in der Lage, u.a.
auch Xylose und Arabinose zu verstoffwechseln.

2.3 Methoden zur Isolierung und Identifizierung von Phenolcarbonsaure-
und Dehydrodiferulasdure-Sacchariden aus Maiskleie

2.3.1 Gewinnung unléslicher Ballaststoffe

Zur Gewinnung der unloslichen Ballaststoffe aus Maiskleie wurde eine modifizierte, auf
priparative Malistibe angepasste enzymatisch-gravimetrische Methode nach AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) 991.42 eingesetzt (Prosky et al., 1992).

Die entfettete und gemahlene Maiskleie wurde bei 95-100 °C mit Termamyl, einer
hitzestabilen o-Amylase, behandelt, wobei die Verkleisterung der Stirke und ein
weitgehender Stirkeabbau zu 16slichen Dextrinen und Oligosacchariden erfolgte. Der
abgetrennte Riickstand wurde mit Wasser, Ethanol und Aceton gewaschen und im

Vakuumtrockenschrank getrocknet.

Der getrocknete Hydrolyseriickstand enthielt noch Proteine und hochmolekulare
Abbauprodukte der Stirke und entspricht demnach nicht vollstindig der Definition von
Ballaststoffen. Dennoch wurde auf weitere enzymatische Abbauschritte verzichtet. Die in der
AOAC-Methode beschriebenen Schritte der Behandlung mit Protease und Amyloglucosidase
sind relativ zeitaufwendig, und eine Proteinentfernung bzw. eine vollstindige
Stiarkeentfernung sind fiir die hier verfolgten Ziele nicht notwendig. Der so isolierte

Hydrolyseriickstand wird im Folgenden dennoch vereinfacht als unldsliche Ballaststoffe
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bezeichnet. In Abb. 2.1 ist die Isolierung der unldslichen Ballaststoffe schematisch dargestellt.
Die genaue Arbeitsanweisung ist Anhang 5.1.1 zu entnehmen.

Entfettete, gemahlene Maiskleie

+ Termamyl (pH 6, 40 min, 100 °C)

l

Abbau von Stdirke

I
Zentrifugieren, filtrieren
|

Riickstand Uberstand
|

Waschen, trocknen

y

Unlosliche Ballaststoffe

Abb. 2.1: Schematische Darstellung zur Gewinnung ,,unlioslicher Maisballaststoffe* (siehe Text)

2.3.2 Saure Hydrolyse der unléslichen Ballaststoffe

Zur Hydrolyse von Ballaststoffen wurden bereits zahlreiche Methoden unter verschiedensten
Zielsetzungen entwickelt und angewendet. Zur Isolierung von PCS- und DFS-
Heteroxylanseitenketten ist eine Methode notwendig, bei der die glykosidischen Bindungen
der Polysaccharide teilweise gespalten werden, die Esterbindungen zwischen PCS und den
Polysacchariden aber erhalten bleiben. In Anlehnung an die von Saulnier et al. (1995)
optimierte Methode wurde eine saure Hydrolyse mit 50 mM Trifluoressigsdure (TFA) bei
100 °C fiir 3 h durchgefiihrt. Da glykosidische Bindungen, die Furanosen enthalten, besonders
sdurelabil sind, werden unter den gewihlten Bedingungen v.a. die Heteroxylanseitenketten
abgespalten. Esterbindungen sollen unter diesen Bedingungen nur geringfiigig gespalten
werden (Saulnier et al., 1995). Enzymatische Methoden zur Hydrolyse von Heteroxylanen,
die hdufig beschrieben wurden, z. B. (Bunzel et al., 2002a, Ishii und Tobita, 1993), sind hier
nicht anwendbar, da die Heteroxylane aus Maiskleie sehr resistent gegeniiber Carbohydrasen
sind. Die genaue Arbeitsanweisung ist Anhang 5.1.2 zu entnehmen.

2.3.3 Reinigung des Hydrolysates an Amberlite® XAD-2

Nach der sauren Hydrolyse wurde das Hydrolysat von im Uberschuss enthaltenden
Begleitsubstanzen, z. B. reine Kohlenhydrate, befreit. Die Reinigung wurde an einer mit
Amberlite® XAD-2 gefiillten Siule durchgefithrt. Amberlite® XAD-2 ist ein polymeres
Adsorbens, das an seiner porosen Oberfldche v.a. phenolische Verbindungen anreichern kann.
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Nach dem Aufbringen des Hydrolysates auf die Sdule werden gemill den Ergebnissen von
Saulnier et al. (1995) und Bunzel (2001) hauptsdchlich hochmolekulare Verbindungen sowie
neutrale Mono-/ Oligosaccharide und Karamelisierungsprodukte mit Wasser ausgewaschen.
Die anschlieBende Elution mit einem Methanol/Wasser-Gemisch 50/50 (v/v) erfasst den
Hauptteil der PCS-/DFS-Saccharide (Bunzel, 2001, Saulnier et al., 1995). AbschlieBend
werden mit Methanol vorwiegend phenolische Verbindungen eluiert (Saulnier et al., 1995).
Die genaue Durchfilhrung der Reinigung an Amberlite® XAD-2 ist Anhang 5.1.3 zu
entnehmen.

2.3.4 Fraktionierung von monomeren Phenolcarbonsédure-Sacchariden an Sephadex™
LH-20

Zur Trennung von Makromolekiilen nach ihrer Molekiilgroe wird haufig die GPC eingesetzt.
Die stationidre Phase stellt in der Regel eine organische Substanz dar, die in der mobilen Phase
quillt und dabei ein Gel bildet. In die Poren des dreidimensionalen Netzwerkes (Gel) konnen
Losungsmittelmolekiile und Molekiile der Analyten in Abhédngigkeit von ihrer effektiven
GrofBe hinein diffundieren. Groe Molekiile kdnnen nicht eindringen, verbleiben in der freien
mobilen Phase und verlassen das chromatographische System am schnellsten. Kleine
Molekiile dringen am weitesten in das Netzwerk ein und werden am ldngsten retardiert.

Zur gelchromatographischen Fraktionierung von phenolischen Kohlenhydratverbindungen
wurden in der Literatur iiberwiegend zwei Saulenmaterialien beschrieben: Sephadex™ LH-20
(Bunzel et al., 2002a, Ishii, 1991, Saulnier et al., 1999, Saulnier et al., 1995) und Bio-Gele®
unterschiedlicher PorengréBe (Ford, 1989, Kroon et al., 1997a, Ralet et al., 1994).

Zur Isolierung von monomeren PCS-Sacchariden wurde in Anlehnung an die von Bunzel et
al. (2002a) beschriebene Methode Sephadex™ LH-20 eingesetzt. Dabei handelt es sich um
ein hydroxypropyliertes Dextrangel mit einem Trennbereich von 100 — 5000 Dalton.
Dextrangele besitzen unter bestimmten Bedingungen die Eigenschaft, mit aromatischen
Gruppen der Analyten sekundire Wechselwirkungen einzugehen. Das Gleichgewicht
zwischen einer reinen Trennung nach MolekiilgroBe und einer Trennung aufgrund der
Affinitdt des Analyten zur Gelphase verschiebt sich je nach verwendeten Eluenten. So konnen
organische Losungsmittel sekunddre Wechselwirkungen zuriickdringen. Eine Trennung
vorwiegend nach MolekiilgroBe ist deswegen durch Verwendung rein organischer
Losungsmittel moglich.

Um eine gute Trennung von unterschiedlichen monomeren phenolischen Oligosacchariden zu
erreichen, wurde Wasser als Eluent eingesetzt. Unter wissrigen Bedingungen wird eine
Trennung der Fraktionen sowohl nach MolekiilgroBe als auch aufgrund sekundérer
Wechselwirkungen erhalten.

Die Detektion des GPC-Laufes erfolgte mittels pridparativem UV-Detektor bei einer
Messwellenldnge von 325 nm. Die Chromatographiebedingungen sind Anhang 5.2.1 zu
entnehmen, die genaue Arbeitsanweisung ist in Anhang 5.1.3 dargestellt.
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2.3.5 Fraktionierung von Dehydrodiferulasaure-Oligosacchariden an Sephadex™ LH-
20 bzw. Bio-Gel® P-2

Unter den Bedingungen der rein wéssrigen Elution verbleiben die DFS-Oligosaccharide auf
der Sephadex ™ LH-20-Séule. Um diese Verbindungen von der Séule zu eluieren, wurden in
dieser Arbeit unterschiedliche Losungsmittelgemische eingesetzt. Am besten gelang die
Isolierung von DFS-Oligosacchariden mit einem Methanol/Wasser-Gemisch 20/80 (v/v). Ein
Nachteil dieser Elution war jedoch die geringe Reproduzierbarkeit der Trennung.

Um eine bessere Reproduzierbarkeit der Trennung zu gewdéhrleisten, wurde eine andere
Strategie zur Isolierung von DFS-Oligosaccharid-Verbindungen gewéhlt. So wurden nach
Abtrennung von monomeren PCS-Kohlenhydrat-Verbindungen (mit Wasser als
Elutionsmittel) die verbliebenen DFS-Oligosaccharide vollstindig mit Methanol von der
Sephadex™ LH-20-Siule eluiert. Die Losung wurde eingeengt und auf eine andere GPC-
Sdule (Bio-Gel® P-2-Material) gegeben. Bei Bio-Gel® P-2 handelt es sich
um ein Polyacrylamidgel — ein synthetisches Polymer aus Acrylsdureamid und N,N-
Methylenbisacrylsdureamid. Hiermit wurde eine gute Trennung von DFS-Oligosacchariden
erreicht. Zwar lieferte auch diese Methode keine vollstindig reproduzierbaren Ergebnisse, sie
erwies sich aber zur Isolierung von DFS-Sacchariden als besser geeignet im Vergleich zur
oben beschriebenen Methode mit Sephadex™™ LH-20 als stationire Phase und einem
Eluenten, bestehend aus Wasser und Methanol.

Die Detektion erfolgte mittels praparativem UV-Detektor bei einer Messwellenldnge von 325
nm. Die Chromatographiebedingungen sind Anhang 5.2.1 zu entnehmen, die genaue
Arbeitsanweisung ist in Anhang 5.1.3 dargestellt.

2.3.6 Charakterisierung der isolierten GPC-Fraktionen mittels HPLC-DAD-MS

Die isolierten GPC-Fraktionen enthalten oft Gemische von co-eluierenden Substanzen. Um
moglichst reine Verbindungen zu erhalten, die anschliefend sicher identifiziert werden
konnten, sollten ausgewéhlte GPC-Fraktionen weiter fraktioniert bzw. gereinigt werden. Als
Entscheidungshilfe bei der Auswahl geeigneter Fraktionen wurden alle isolierten Fraktionen
mittels HPLC, gekoppelt mit einem Dioden-Array-Detektor (DAD) und einem MS
untersucht. Mittels HPLC wurden die isolierten GPC-Fraktionen auf ihre Reinheit gepriift.
Hierzu wurden Gradientenprogramme entwickelt, die die bestmdglichen Trennungen der
einzelnen Substanzen gewihrleisteten. Durch DAD wurde die Mdoglichkeit geboten, die
phenolischen Komponenten anhand der UV-Spektren zu charakterisieren. Weitere
Informationen wurden durch die Ermittelung der Molekiilmassen der Verbindungen erhalten.
Die massenspektrometrische Detektion erfolgte mit Hilfe eines gekoppelten Quadrupol-MS.
Als Tonisationsverfahren wurde die Elektrospray-lonisation (ESI) eingesetzt. Dieses
Ionisationsverfahren, bei dem die Erzeugung der lonen unter Atmosphérendruck stattfindet,
erwies sich als gut geeignet zur lonisation von PCS- und DFS-Oligosacchariden. Dabei wird
eine Substanzlosung durch eine Kapillare in eine Kammer mit entgegenstromendem

Trockengas gespriiht. Durch das Anlegen eines Potentials von einigen Kilovolt entstehen
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elektrisch geladene Tropfchen, die unter Verdampfung des Losungsmittels kleiner werden.
Die geladenen Tropfchen bzw. die nackten Ionen, die nach Coulomb-Explosion entstehen,
bewegen sich — getrieben durch das elektrische Feld — durch eine Kapillare in den
Analysatorvorraum und werden nach Fokussierung in den Quadrupol-Massen-Analysator
gelenkt. Dort werden sie entsprechend ihres Masse-zu-Ladung-Verhiltnisses (m/z)

aufgetrennt.

Die Art der Spannung, die an der Kapillare angelegt wird, bestimmt die Ladung der Ionen, die
analysiert werden. Typischerweise werden entweder [M+H]-Ionen bzw. [M-H]-Ionen
detektiert. Ein charakteristisches Phdnomen bei der ESI ist die Bildung von Addukten mit
Bestandteilen des Eluenten ([M+Na]’, [M+NH4]", [M+K]"). Diese Adduktbildung ist
ebenfalls mit Bestandteilen der Probenmatrix moglich.

Bei der Untersuchung der GPC-Fraktionen wurde im positiven Modus gearbeitet, so dass

positiv geladene Ionen erzeugt wurden.

Durch Anwendung der HPLC-DAD-MS konnten die phenolischen Bestandteile einiger
Verbindungen charakterisiert werden und ebenfalls Vermutungen iiber eventuelle
Kohlenhydratkomponenten angestellt werden. Ausgehend von den Ergebnissen dieser
Untersuchungen wurde entschieden, welche GPC-Fraktionen weiter gereinigt bzw.
fraktioniert werden sollten.

Die Chromatographiebedingungen sind Anhang 5.2.2.1 zu entnehmen, die genaue
Arbeitsanweisung ist in Anhang 5.1.3.4 dargestellt.

2.3.7 Reinigung bzw. weitere Fraktionierung der isolierten GPC-Fraktionen

Die mittels HPLC-DAD-MS untersuchten GPC-Fraktionen stellten oft ein Gemisch aus
unterschiedlichen phenolischen Sacchariden dar und lagen zum Teil stark verunreinigt vor.
Fiir eine eindeutige Identifizierung der isolierten Verbindungen sollte ein hoher Reinheitsgrad
angestrebt werden. Anhand der mittels HPLC-DAD-MS erhaltenen Chromatogramme wurde
entschieden, mit welcher Methode die Fraktionen gereinigt bzw. weiter fraktioniert werden
sollten.

Monomere Phenolcarbonsdiure-Saccharide

Zwei Reinigungsmoglichkeiten wurden bei monomeren PCS-Verbindungen in Betracht
gezogen: Reinigung mittels GPC an Bio-Gel® P-2 oder Reinigung mittels semipriparativer
HPLC an C18-Reversed Phase (RP)-High Density (HD)-Material. Da das Ziel dieser Arbeit
u.a. auch die Isolierung von phenolischen Sacchariden im priparativen Malstab fiir die
nachstehenden Fermentationsversuche war, wurden alle ausgewidhlten GPC-Fraktionen zur
Steigerung der Effizienz zuerst an Bio-Gel® P-2 gereinigt. Es wurde mit einem UV-Detektor
bei einer Wellenldnge von 325 nm detektiert. Fiir drei Fraktionen war die Reinigung an Bio-
Gel® P-2 ausreichend, so dass keine weiteren Reinigungsschritte fiir die in diesen Fraktionen
dominierenden Ferulasdure-Mono/Oligosaccharide notwendig waren. Bei einer Fraktion

wurde anstelle der Reinigung an Bio-Gel® eine Fraktionierung mittels semipriparativer
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HPLC-UV  durchgefiihrt. Mittels semiprdparativer HPLC konnte zusitzlich zum
dominierenden Ferulasdure-Monosaccharid eine quantitativ weniger bedeutende Substanz

isoliert werden.

Bei einer weiteren GPC-Fraktion wurden nach der Reinigung an Bio-Gel® P-2 eine
Fraktionierung mittels semipréiparativer HPLC-UV durchgefiihrt. Zwei monomere PCS-

Saccharide wurden so erhalten.

Die genauen  Arbeitsanweisungen befinden sich in  Anhang 5.1.3.5. Die
Chromatographiebedingungen sind in Anhang 5.2.1.2 (GPC) und 5.2.2.2 (HPLC) dargestellt.

Dehydrodiferulasiure-Saccharide

Zur Reinigung bzw. Fraktionierung von GPC-Fraktionen, die DFS-Saccharide enthielten,
wurde wegen der geringen Mengen die semipraparative HPLC als Methode gewéhlt. Zur
Fraktionierung wurden, ebenso wie fiir die Fraktionierung der PCS-Saccharide, bindre
Gradientenprogramme angewendet, die fiir das entsprechende Trennproblem der jeweiligen
GPC-Fraktion zuvor entwickelt wurden. Die Optimierung der Trennmethoden erfolgte an
C18-RP-HD-Material im analytischen Malistab. Anschliefend wurde die HPLC-Methode
vom analytischen auf das semipriparative System iibertragen. Die Detektion erfolgte mit
Hilfe eines UV-Detektors bei einer Wellenldnge von 325 nm. Gemall der Chromatogramme
wurden die Fraktionen per Hand gesammelt.

Die genaue  Arbeitsanweisung ist in  Anhang 5.1.3.6  beschrieben. Die
Chromatographiebedingungen sind in Anhang 5.2.2.3 (HPLC) dargestellt.

2.3.8 Bestimmung der relativen Molektlmasse mittels MS

MS ist eine wichtige Methode zur Identifizierung und Strukturaufkldrung in der organischen
Chemie. Die bereits in Kapitel 2.2.6 vorgestellte HPLC-DAD-MS-Anlage mit Elektrospray-
Ionenquelle und Quadrupol-Massenanalysator wurde auch bei der Identifizierung von
gereinigten Substanzen eingesetzt.

Des Weiteren wurden die Summenformeln ausgewdhlter Verbindungen mit Hilfe der
hochauflosenden MS bestimmt. Dies erfolgte an einem hochauflésenden Sektorfeld-MS unter
Zusatz eines geeigneten Standards (Polyethylenglykol). Da die zu untersuchenden
Verbindungen bereits gereinigt vorlagen, konnten sie ohne vorgeschaltete HPLC-Apparatur
direkt mittels Spritzenpumpe der Ionenquelle (ESI im positiven Modus) zugefiihrt werden.

Die Gerdte- und Messparameter filir die massenspektrometrischen Untersuchungen sind
Kapitel 5.2.2.1 (HPLC-DAD-MS) und 5.2.4 (hochauflosende MS) zu entnehmen. Die genaue
Arbeitsanweisung ist in Anhang 5.1.4.1 dargestellt.
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2.3.9 ldentifizierung der Kohlenhydratkomponenten der isolierten
Phenolcarbonsaure- und Dehydrodiferulasaure-Saccharide

Viele Verfahren wurden in der Literatur zur sauren Hydrolyse von PCS-Sacchariden
beschrieben. Sie unterscheiden sich in der Temperatur (100-120 °C), der Hydrolysedauer (20
min bis 3 h) sowie in der Art und Konzentration der verwendeten Sdure. Die von Bunzel
(2001) optimierte Hydrolyse (2 M TFA, 120 °C, 30 min) wurde leicht modifiziert
(Reaktionszeit auf 60 min verldngert) und zur Freisetzung der Monosaccharid-Einheiten aus
den PCS- und DFS-Sacchariden angewendet.

Zur Identifizierung der freigesetzten Zuckerbausteine wurden die Monosaccharide mit
Natriumborhydrid im schwach alkalischen Milieu zu den entsprechenden Alditolen reduziert.
Unter Verwendung eines Katalysators wurden die nichtfliichtigen Alditole mit
Essigsdureanhydrid zu den fliichtigen Alditolacetaten umgesetzt (Blakeney et al., 1983). Die
Alditolacetate wurden schlielich mit Chloroform extrahiert und gaschromatographisch an
einer HP-5MS-Fused-Silica-Kapillarsdule (bei monomeren PCS-Sacchariden) und DB-5-
Fused-Silica-Kapillarsdule (bei DFS-Sacchariden) untersucht. Um Referenzverbindungen zu
erhalten, wurden die in Maisballaststoffen {iberwiegend enthaltenen Neutralzucker
(Arabinose, Xylose, Galactose und Glucose) entsprechend reduziert und derivatisiert. Die
Identifizierung der Alditolacetate wurde anhand der relativen Retentionszeiten, bezogen auf
die Acetate von myo-Inosit bzw. meso-Erythrit als interne Standardsubstanzen durchgefiihrt.

Die genaue  Arbeitsvorschrift ist in  Kapitel 5.1.4.2  beschrieben. Die
Chromatographiebedingungen sind Anhang 5.2.3.1 (monomere PCS-Saccharide) und 5.2.3.2
(DFS-Saccharide) zu entnehmen.

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration der Zucker war eine gaschromatographische
Analyse leichtfliichtiger Derivate an einer chiralen stationiren Phase notwendig. Die nach
Hydrolyse erhaltenen Monosaccharid-Einheiten der PCS-Saccharid-Verbindungen wurden
mit Trifluoressigsdureanhydrid in Dichlormethan derivatisiert und als Trifluoracetate an einer
chiralen stationdren Phase (Hydrodex-B-6-TBDM) gaschromatographisch untersucht (Solter,
2004). Nach der gleichen Methode wurde auch mit den zur Identifizierung notwendigen
Standardsubstanzen (D-Arabinose, L-Arabinose, D-Xylose, L-Xylose, D-Galactose, L-
Galactose) verfahren.

Die  genaue  Arbeitsvorschrift ist in  Kapitel 5.1.4.3  beschriecben. Die
Chromatographiebedingen sind Anhang 5.2.3.3 zu entnehmen.
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2.3.10 Ildentifizierung der Dehydrodiferulasduren der isolierten Dehydrodiferulasaure-
Saccharide

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der DFS haben sich bisher
gaschromatographische Methoden mit Flammenionisationsdetektion (FID) bzw. MS als
geeignet erwiesen. Eine zufriedenstellende Trennung aller DFS-Isomere in Form ihrer
Trimethylsilyl-Derivate wurde entwickelt und erfolgreich angewendet (Bunzel et al., 2001).
Um auf eine Derivatisierung im Zuge der Probenaufarbeitung verzichten zu konnen, wurde
alternativ vielfach versucht, eine HPLC-Methode zur Bestimmung der DFS zu entwickeln
(Andreasen et al., 2000, Waldron et al., 1996). Die Trennung aller DFS mittels HPLC erwies
sich bisher jedoch als problematisch. Ein weiteres Problem stellte die Trennung monomerer
trans- und cis-Ferulasdure und 8-8-DFS dar, da sie auf RP18-Phasen ein &hnliches
Elutionsverhalten zeigen. Die GC-Methode war deswegen lange Zeit den HPLC-Methoden
iiberlegen. Unserer Arbeitsgruppe ist es jedoch gelungen, eine HPLC-Methode zu entwickeln,
die eine gute Trennung aller DFS und Ferulasdure gewéhrleistet. Diese Methode fand im
Rahmen dieser Arbeit Anwendung. Hierzu wurden die gereinigten Fraktionen alkalisch
hydrolysiert, mit einem 2 M Phosphorsidure/Methanol-Gemisch 1/1 (v/v) versetzt und direkt
mittels HPLC vermessen. Als Trennsdule wurde eine Hexyl-Phenyl-Sdule gewéhlt, die eine
bessere Trennung als die herkdmmlichen C18- bzw. C18-HD-Materialien gewéhrleistete. Die
Identifizierung der DFS erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten und UV-Spektren mit
den zuvor aufgenommenen Daten von Standardsubstanzen. Die erforderlichen

Standardsubstanzen wurden in unserer Arbeitsgruppe isoliert (Bunzel et al., 2004).

Die  genaue  Arbeitsvorschrift ist in  Kapitel 5.1.4.4  beschriecben. Die
Chromatographiebedingungen sind Anhang 5.2.2.4 zu entnehmen.

2.3.11 ldentifizierung isolierter Phenolcarbonsaure- und Dehydrodiferulasaure-
Saccharide mittels NMR

Unter den spektroskopischen Hilfsmitteln, die zur Strukturaufkldrung organischer
Verbindungen zur Verfiigung stehen, nimmt NMR die fiihrende Stellung ein. Entsprechend
wurde die hochauflésende NMR-Spektroskopie zur Identifizierung der isolierten Fraktionen
angewendet. Die NMR-Spektroskopie basiert darauf, dass viele Kerne einen von null
verschiedenen Eigendrehimpuls (Kernspin) und ein damit verbundenes magnetisches Moment
aufweisen. Die magnetischen Wechselwirkungen der Atomkerne mit dulleren Magnetfeldern
sowie die Wechselwirkungen mit der Elektronenhiille des eigenen Atoms und den Elektronen
des gesamten Molekiils hdngen stark von der Natur der chemischen Bindung und der
dreidimensionalen Struktur des Molekiils ab und liefern genaue Informationen iiber den
Aufbau der untersuchten organischen Verbindung.

Die eindimensionale (1D) NMR-Spektroskopie ist die am héufigsten angewandte
Strukturaufkldrungsmethode der Chemie. 'H und "°C sind die Kerne, die am haufigsten in der
organischen Chemie gemessen werden, aber auch "N, *'P und '°F kénnen spektroskopiert
werden, falls sie vorhanden sind. Um die Strukturen von unbekannten Molekiilen mittels 1D
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'H-NMR-Spektroskopie aufkliren zu konnen, ist das Verstindnis der Zusammenhinge
zwischen den spektralen Parametern (chemische Verschiebung (des Protons &y und des C-
Atoms d¢), Spin-Spin-Kopplung sowie Intensitidten der Resonanzsignale) und der Struktur
chemischer Stoffe von Bedeutung.

Mit Hilfe der chemischen Verschiebung ldsst sich erkennen, in welcher Umgebung sich die
betrachteten Kerne der untersuchten Substanz innerhalb des Molekiils befinden. Hohere
Elektronendichte (Abschirmung) bewirkt eine Verschiebung der Resonanzsignale hin zum
hoheren Feld (d. h. kleinere chemische Verschiebungen werden beobachtet), wihrend eine
geringe Elektronendichte (Entschirmung) zu einer Verschiebung hin zum tieferen Feld (d. h.
grofere chemische Verschiebungen werden beobachtet) fiihrt.

Die indirekte Spin-Spin-Kopplung erlaubt es, die relative Lage der Protonen im Molekiil
festzulegen, da die durch Spin-Spin-Kopplung ("J iiber n Bindungen) hervorgerufene
Feinstruktur der Resonanzsignale von seiner Umgebung (wechselwirkende magnetische
Kerndipole) abhingig ist.

Durch Integration der Fliachen unter der Signalkurve wird die relative Anzahl der
Wasserstoffatome, auf die ein NMR-Signal zurlickzufiihren ist, gemessen.

Ein auBerordentlich wirksames Hilfsmittel zur Strukturaufklirung ist die 1D "*C-NMR-
Spektroskopie, da alle organischen Verbindungen Kohlenstoff als Teil ihres Geriistes
enthalten. Das magnetische Moment des '*C-Kernes ist um Faktor 4 kleiner als das des
Protons. Die sich daraus ergebende verminderte Empfindlichkeit fiir das NMR-Experiment
fiihrt vor allem in Verbindung mit dem geringen natiirlichen Vorkommen (1,07 % "*C und
98,9 % '>C) dazu, dass die *C-NMR-Spektroskopie wesentlich unempfindlicher ist als die
'H-NMR-Spektroskopie. Das geringe natiirliche Vorkommen von '’C-Atomen in den
Molekiilen hat jedoch den Vorteil, dass die *C-NMR-Spektren kaum homonukleare *C-"C-
Spin-Spin-Kopplungen zeigen. Es treten dagegen Kopplungen zu benachbarten
Wasserstoffatomen auf, was die Spektren komplex erscheinen ldsst. Um diese Auswirkung
der *C-"H-Kopplungen zu vermeiden, ist es iiblich, die Protonen wihrend der Aufnahme zu
entkoppeln. Mittels der 'H-Breitband-Entkopplung wird erreicht, dass die '*C-Signale im
Spektrum nicht aufgespalten sind, sondern als einzelne Linien erscheinen. Dazu wird wihrend
der eigentlichen ?C-NMR-Messung ein intensives, breites Radiofrequenz-Signal im Bereich
'H-Resonanzen eingestrahlt, das die Resonanzfrequenzen aller Wasserstoffatome
vollkommen abdeckt.

Bei komplexen Molekiilen ist eine eindeutige Identifizierung anhand der bisher beschriebenen
1D NMR-Spektroskopie kaum moglich. Deswegen wurden zur Identifizierung der isolierten
Fraktionen verschiedene zweidimensionale (2D) NMR-Experimente ergdnzend zu den 1D
Experimenten durchgefiihrt. Hierbei kamen die homonuklear korrelierten Experimente 'H-'H-
COSY (Correlated Spectroscopy) und TOCSY (Total Correlated Spectroscopy) sowie die
heteronuklear korrelierten Experimente HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum
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Coherence), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) und HSQC-TOCSY zum Einsatz.

Das 'H-'H-COSY-Experiment ist das dlteste und meist genutzte 2D Verfahren. COSY-
Spektren sind symmetrisch aufgebaut und zeigen Diagonalpeaks mit gleichen chemischen
Verschiebungen auf der Ordinate und der Abszisse. Informationsgehalt haben die
Diagonalpeaks nicht, im Gegensatz zu den sogenannten Kreuz- oder Korrelationspeaks, die in
den beiden Dimensionen unterschiedliche chemische Verschiebungen aufweisen. Beim
Vorhandensein eines Kreuzsignals kann man davon ausgehen, dass die beiden Protonen skalar
(iber Bindungen) miteinander koppeln. In der Regel werden Kopplungen iiber zwei und drei
Bindungen erkannt. Unter bestimmten Voraussetzungen konnen jedoch auch weiterreichende
Kopplungen erfasst werden.

Das TOCSY-Experiment kann als Erweiterung des COSY-Experimentes eingesetzt werden.
Durch Korrelationspeaks werden bei diesem Verfahren Wechselwirkungen zwischen
Protonen gezeigt, die einem gemeinsamen Spinsystem angehoren. Dies sind i.a. Kopplungen
zwischen all jenen Protonen, die nicht durch ein quartires Kohlenstoffatom oder ein
Heteroatom ohne Wasserstoff als Substituent getrennt sind. Bei der Strukturaufkldrung von
hochmolekularen Substanzen mit klar definierten Spinsystemen, z. B. Oligosaccharide,
ermOglicht dieses Experiment Aussagen dariiber, welche Protonen einer bestimmten

Monosaccharid-Einheit zuzuordnen sind.

Die HMQC- bzw. HSQC-NMR-Spektroskopie gehdren zu den wichtigsten heteronuklearen
2D Experimenten. Mit Hilfe dieser Verfahren werden die 'J-Kopplungen zwischen einem
Proton und dem "*C-Kern, an welchen das Proton gebunden ist, gezeigt. Hierbei handelt es
sich um ein inverses Experiment (Erzeugung von Kohirenzen im Kanal der unempfindlichen
BC-Kerne und Ubertragung auf die empfindlichen Protonen, dessen Resonanzen gemessen
werden). So haben die HMQC- bzw. HSQC-Experimente den Vorteil einer deutlich
gesteigerten Empfindlichkeit und sind hdufig auch dann aussagekriftig, wenn die

Substanzmenge fiir ein '°C-Experiment nicht mehr ausreicht.

Als besonders hilfreich bei der Strukturaufkldrung komplexer Molekiile erweist sich das
phasensensitive 2D Experiment HSQC-TOCSY. Das zugehdrige Spektrum zeigt die
Korrelationssignale der Heteroatome (z.B. '°C) mit ihren direkt gebundenen
Wasserstoffatomen sowie deren skalar koppelnden Nachbarn. Die gute Dispersion des
Kohlenstoffs wird dabei genutzt, um die skalar koppelnden Wasserstoffatome in komplexen

Systemen zu erkennen.

In HMBC-Spektren sind Korrelationen iiber mehrere Bindungen (in der Regel “J- und *J-
Kopplungen), z. B. zwischen "*C- und 'H-Atomen, zu erkennen. Hierbei werden 'H-">C-
Korrelationen auch dann erkannt, wenn ein Heteroatom im Molekiil die betrachteten Kerne
voneinander trennt. Das HMBC-Experiment ist eines der empfindlichsten Verfahren fiir
Weitbereichskorrelationen, es ist dennoch deutlich unempfindlicher als z. B. die HSQC- bzw.
HMQC-Experimente. Nach vollstandiger Zuordnung der Protonen- und *C-Signale kann das
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HMBC-Experiment in Oligosacchariden z. B. zur Klarung der Bindungsverhéltnisse zwischen
Monomeren oder zwischen Kohlenhydrat-Einheiten und phenolischen Komponenten
eingesetzt werden. Auflerdem kann die Ringform von Monosaccharid-Einheiten (Pyranose
oder Furanose) mit Hilfe dieses Verfahrens untersucht werden.

Das Konzept der dreidimensionalen (3D) NMR-Spektroskopie findet vor allem Anwendung
in der Proteinchemie, hat jedoch alle Bereiche der Strukturaufkldrung organischer Molekiile
vorangetrieben. Heteronukleare 3D Experimente beziehen mindestens zwei Kerntypen, z. B.
'H und °C, in das Experiment ein. In der Proteinchemie wird hiufig ein dritter Kerntyp, "°N
neben 'H und "°C, in den 3D NMR-Experimenten beriicksichtigt. Durch die Verwendung von
3D NMR-Spektroskopie werden die Korrelationssignale in einem Wiirfel anstatt in einer
Ebene wie im 2D Experiment verteilt. Dadurch wird die ,,Auflésung®™ der Spektren deutlich
verbessert und selbst die Strukturen der Verbindungen, die in 2D Experimenten zu stark
tiberladenen Spektren fiihren, kdnnen eindeutig aufgekliart werden. 3D Experimente sind
dhnlich aufgebaut wie 2D Puls-Experimente. Sie konnen generell als eine Kombination von
zwei 2D Experimenten aufgefasst werden, wobei die Detektionsphase des ersten
Experimentes und die Praparationsphase des zweiten Experimentes entféllt. In dieser Arbeit
wurde das 3D TOCSY-HSQC-Experiment angewendet, welches eine Kombination der 2D
Experimente TOCSY und HSQC darstellt. Wird das erhaltene 3D Spektrum in 2D Ebenen
betrachtet, so erhilt man bei Betrachtung der f;-f3-Ebenen bei definierten 'H-Verschiebungen
2D HSQC-Spektren, bei Betrachtung der fi-f-Ebenen bei definierten 'H-Verschiebungen 2D
HSQC-TOCSY-Spektren und bei Betrachtung der fj-f;-Ebenen bei definierten Bc.
Verschiebungen 2D TOCSY-Spektren.

Eine eindeutige Identifizierung der untersuchten Substanzen war teilweise erst durch
Kombination der Daten aus 1D, 2D und 3D NMR-Experimenten moglich. Als
Referenzsubstanz zur Kalibrierung von 1D Spektren diente bei in D,O geldsten Verbindungen
Aceton (0p=2.22 ppm, 6c=30.89 ppm) (Gottlieb et al., 1997). Bei in Aceton-d6/D,0O 9/1 (v/v)
gelosten Verbindungen wurde auf den zentralen Peak von Aceton-d6 (05=2.04 ppm, 6¢=29.80
ppm) kalibriert. Die genaue Arbeitsanweisung ist in Anhang 5.1.4.5 beschrieben. Die
Geréateparameter sind dem Anhang 5.2.5 zu entnehmen.

2.3.12 Identifizierung isolierter Phenolcarbonsaure-Oligosaccharide mittels
Methylierungsanalyse

Die Methylierungsanalyse ist eine der &ltesten (Bjorndal et al., 1967, Lindberg, 1972) und
auch heute noch angewendeten Methoden in der Kohlenhydratanalytik, die v.a. benutzt wird,
um Aussagen liber die glykosidischen Bindungen der Monosaccharid-Bausteine in Oligo- und
Polysacchariden zu treffen. Grundlage fiir die hier durchgefiihrte Analytik bildete u.a. die bei
Nunes und Coimbra beschriebene Methode (Nunes und Coimbra, 2001), die jedoch leicht
modifiziert wurde. Die freien Hydroxylgruppen der PCS-Oligosaccharide wurden mittels
Methyliodid in Dimethylsulfoxid methyliert (Ciucanu und Kerek, 1984). Nach der
Methylierung wurden die Oligosaccharide sauer hydrolysiert (2M TFA, 121 °C, 1 h) und mit
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Natriumbordeuterid reduziert. Die Verwendung von Natriumbordeuterid hat sich gegeniiber
der Verwendung von Natriumborhydrid als vorteilhaft herausgestellt, da nach der Reduktion
mit Natriumbordeuterid bei der Untersuchung mittels GC-MS Fragmente entstehen, die
zweifelsfrei zugeordnet werden konnen. Dies ist bei der Verwendung von Natriumborhydrid
nicht der Fall, Verwechslungen sind hier nicht ausgeschlossen (Jansson et al., 1976). Die
resultierenden teilmethylierten offenkettigen Alditole wurden mit Essigsdureanhydrid und 1-
Methylimidazol als Katalysator an den nach Hydrolyse neu entstandenen Hydroxylgruppen
acetyliert. Bei den dabei gebildeten partiell methylierten Alditolacetaten (PMAA) gab die
Stellung der Acetatgruppen Aufschluss iiber die in den Oligosacchariden vorliegenden
Bindungstypen und iiber die Ringgréfen der urspriinglichen Monosaccharide. Die
Auswertung erfolgte liber eine GC-Trennung der PMAA mit anschlieBender MS-Detektion
(ElektronenstoBionisation (EI), Quadrupol). Durch den Vergleich von Retentionszeiten und
Massenspektren mit einer zuvor angelegten Bibliothek von Standardsubstanzen konnten die
acetylierten Fragmente identifiziert werden, was Informationen {iber die Bindungsverhéltnisse
der Zuckerbausteine in den isolierten Fraktionen lieferte.

Die genaue Arbeitsanweisung ist in Anhang 5.1.4.6 beschrieben. Die Geriteparameter sind
dem Anhang 5.2.3.4 zu entnehmen.

-29.



2 Material und Methoden

2.3.13 Zusammenfassung der Methoden zur Isolierung und Identifizierung von
monomeren Phenolcarbonsaure- und Dehydrodiferulasdure-Sacchariden aus

Maiskleie

-———

v

Reinigung
mittels GPC
(BioGel-P2)

(Eluent: H,0)

(enzymatisch)

Isolierung der unléslichen Ballaststoffe aus
entfetteter und gemahlener Maiskleie

1

Saure Hydrolyse
(50 mM TFA)
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y

Vorfraktionierung des Hydrolysates
(Amberlite XAD-2)
(Elution: H,O / H,O:Methanol (50:50) / Methanol)

!

Fraktionierung mittels GPC
(Sephadex® LH-20)
(Elution: H,0O)

v
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(Sephadex® LH-20)

(Elution: Methanol/H,O 20:80 (v/v))

Fraktionierung mittels GPC
(Sephadex® LH-20)
(Elution: Methanol)

v
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v

Charakterisierung der GPC-Fraktionen
mittels HPLC-DAD-MS

I
I
I
I
I
v

v

Fraktionierung mittels
GPC (BioGel-P2)
(Elution: H,O /

Reinigung bzw. Fraktionierung ausgewahlter

H,0:Ethanol (85:15))

- - Fraktionen mittels semipraparativer HPLC €7
Identifizierung der gereinigten Fraktionen
T
v I
NMR d Identifizierung der l
1 :
_1% = MS Kohlenhydrate Methylierungs-
g DFS- . analyse
-'H,’H-COSY Identifizierung HPLC-DAD-MS - als Alditoacetate
:E?/IC(SSCY/ HSQC (HPLC-DAD) B il/i)schauﬂﬁsende - ;S%;lj‘éi)gracetate aléCPI\l/{/IASA
-HMBC an chiraler Saule (GC-MS)
-HSQC-TOCSY (GC-FID)
Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Methoden zur Isolierung und Identifizierung von

monomeren Phenolcarbonsiure (PCS)- und Dehydrodiferulasiure (DFS)-Sacchariden (die
Felder mit den wichtigsten Fraktionierungs-Schritten sind grau hinterlegt; grob gestrichelte
Linie: Isolierung und Identifizierung von PCS-Sacchariden; fein gestrichelte Linie: Isolierung
und Identifizierung von DFS-Sacchariden; durchgehende Linie: Prozesse, die sowohl PCS-

als auch DFS-Saccharide betreffen). PMAA: partiell methylierte Alditolacetate
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2.4 Methoden zur mikrobiologischen Untersuchung

2.4.1 Stammhaltung und Kultivierung von Bakterien

Die erworbenen, gefriergetrockneten Bakterienstdimme wurden in dem von der DSMZ
empfohlenen fliissigen Bifidobacterium-Medium (Bifidobakterien-Stamme) unter anaeroben
Bedingungen inkubiert, wihrend Bacteroides-Stimme durch Kochfleisch-Medium mit allen
wichtigen Nihrstoffen versorgt wurden.

Um die Kontaminationsgefahr niedrig zu halten, wurde die Kultivierung der Stimme auf
Agarplatten durchgefiihrt. Zur Vereinfachung der Prozedur wurde nach einem Medium
gesucht, das zur Kultivierung sowohl von Bifidobacterium als auch von Bacteroides geeignet
war. Als besonders gut geeignet und in der Literatur bereits beschrieben (Van Laere et al.,
2000) erwies sich das Thioglycolat-Medium. Bei 37 °C wurde nach 2-3 Tagen auf den Platten
ein gutes Wachstum von allen fiinf Mikroorganismusstimmen in Form von zahlreichen
Kolonien beobachtet. Beim Thioglycolat-Medium handelt es sich um ein Komplexmedium,
das besonders gut zur Anziichtung von anaeroben Mikroorganismen geeignet ist. Thioglycolat
und L-Cystin senken das Redoxpotential, wodurch anaerobe Bedingungen hergestellt werden.
Auch Quecksilber und andere Schwermetalle werden durch diese Substanzen inaktiviert. Das
Medium enthélt Resazurin als Redoxindikator, dessen Farbe unter aeroben Bedingungen von
gelb nach rosa wechselt. Ein weiterer Vorteil des Thioglycolat-Mediums besteht darin, dass es

als Fertigmedium erhltlich ist.

Zur Kulturhaltung wurden die Stimme in einem Rhythmus von 2 Wochen iiberimpft und bei
4 °C unter den anaeroben Bedingungen aufbewahrt.

Eine langfristige Lagerung erfolgte in Cryo-Rdhrchen in einer sterilen 86 %-igen wéssrigen
Glycerinlosung bei —80 °C.

Die genaue Arbeitsanweisung und die Rezepturen der eingesetzten Medien sind dem Anhang

5.1.5.1 zu entnehmen.

2.4.2 Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose und
B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose
durch ausgewahlte Bakterienstamme

Fiir die Fermentationsversuche wurden die isolierten Verbindungen 5-O-trans-Feruloyl-L-
arabinofuranose (FA) und B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose
(FAX) als Substrate verwendet. Die Untersuchungen erfolgten in vitro in mit zuckerfreier
Thioglycolat-Bouillon (pH=7) befiillten Schraubverschlussgldasern (Zusammensetzung sieche
Anhang 5.1.5.2). Dieses Medium wurde bereits fiir die Fermentation von unterschiedlichen
Oligosacchariden eingesetzt und in der Literatur beschrieben (Van Laere et al., 2000).

Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden vor Beginn der mikrobiologischen
Untersuchungen das Nahrmedium, alle Gebrauchsgegenstinde und Losungen mit Ausnahme
der FA-, FAX- und Ferulasdure-Losungen autoklaviert. Da FA und FAX unter extremen
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Bedingungen im Autoklaven zerstdrt wiirden, wurde zur Sterilisation eine schonendere
Membranfiltration verwendet. Auch das Autoklavieren von trans-Ferulasdure (im leicht
alkalischen Milieu) kann zur Zersetzung oder unerwiinschten trans-cis-Isomerisierung fiihren.

Daher wurde auch bei dieser Losung die Membranfiltration angewendet.

Im zuckerfreien Thioglycolat-Medium stand den ausgesuchten Bakterien fast ausschlieBlich
das Substrat (FA bzw. FAX) als Kohlenhydratquelle zur Verfiigung. Der Einfluss von
kleineren Kohlenhydrat-Beimengungen durch Hefeextrakt oder Pepton wurde durch den
Ansatz eines Blindwertes ohne Substratzufuhr kontrolliert. Es wurde die Mdglichkeit in
Erwidgung gezogen, dass die eingesetzten Substrate nur in Gegenwart von Glucose (zur
Anregung des Bakterienwachstums) abgebaut werden. Um dies zu iiberpriifen wurde parallel
eine Fermentation von FA bzw. FAX in Gegenwart von Glucose durchgefiihrt. Um die
Einhaltung der fiir das Bakterien-Wachstum benétigten Bedingungen zu iiberpriifen, wurde
Glucose als Substrat fermentiert. Zur Untersuchung der SCFA-Verteilung wurden Ansétze
mit Arabinose bzw. einem Arabinose-Xylose-Gemisch in die Versuchsreihe eingeschlossen.
Die Auswirkung der Ester- (FA, FAX) bzw. glykosidischen Bindungen (FAX) auf die
mikrobielle Fermentierbarkeit wurde durch Ansdtze von Ferulasdure und Arabinose (in
dquivalenten Mengen zu FA) und von Ferulasdure, Arabinose und Xylose (in dquivalenten
Mengen zu FAX) tberpriift. Durch diese Ansédtze konnte auch der Einfluss von freier
Ferulasdure auf die Abbaubarkeit von Arabinose bzw. von Arabinose und Xylose untersucht
werden. Zur Uberpriifung der Keimfreiheit aller eingesetzten Ldsungen, Bouillons,
Verbrauchsmaterialien usw. wurden zusitzlich Ansdtze in Anwesenheit von Glucose, aber
ohne Zusatz lebender Kulturen inkubiert. Um die Stabilitit von FA und FAX in der
Thioglycolat-Bouillon zu kontrollieren, wurden Ansdtze mit FA bzw. FAX und autoklavierten
Mikroorganismen eingesetzt.

Die Vorbereitung der Bakteriensuspension erfolgte in zuckerfreier Thioglycolat-Bouillon.
Hierfiir wurden die fiir drei Tage inkubierten Mikroorganismen von der Agarplatte in die
Bouillon {tberfiihrt. Um fiir jeden Ansatz die gleiche Menge an Mikroorganismen zu
gewdhrleisten, wurde eine 1:10-Verdiinnung der Grundsuspension (mit zuckerfreier
Thioglycolat-Bouillon) vorgenommen. Die verdiinnte Suspension wurde fiir die
Untersuchungen eingesetzt. Zur besseren Kontrolle des Bakterienwachstums wéhrend der
Inkubation wurde die Keimzahl der eingesetzten Kulturen vor der Fermentation bestimmt. Es
wurde das Oberflichen-Ausstrichverfahren gewihlt. Bei dieser Methode werden Keime einer
genau abgemessenen Menge der Untersuchungssuspension auf einem Agarndhrboden in einer
Petrischale gleichmdfig mit Hilfe eines Spatels verteilt. Die gewachsenen Kolonien werden
nach der Inkubation ausgezdhlt. Zur Bestimmung der Keimzahl wurde festes zuckerhaltiges
Thioglycolat-Medium benutzt. Da eine hohe Keimzahl zu erwarten war, wurden verschiedene
Verdiinnungen hergestellt (dezimal abgestuft bis 1:10°). Auswertbar sind in der Regel Platten
mit 10-300 KBE (Kolonie bildende Einheiten).

Die Fermentationsversuche und die Keimzahlbestimmung wurden bei 37 °C durchgefiihrt.
Die Bebriitung erfolgte unter anaeroben Bedingungen in Anaerobiertopfen nach dem
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Hinzufiigen eines befeuchteten Anaerocult®-Streifens fiir 48 Stunden. Anaerocult® A enthilt
Komponenten, die Sauerstoff innerhalb kurzer Zeit chemisch vollstéindig binden und ein O,-
freies (anaerobes) Milieu einschlieBlich einer CO,-Atmosphire erzeugen. Es erfolgte eine

Dreifachbestimmung bei jedem Ansatz.

Die genaue Arbeitsanweisung ist dem Anhang 5.1.5.2 zu entnehmen.

2.4.3 Mikrobiologische und chemische Bestimmungen nach mikrobieller Fermentation
der Substrate

Keimzahlbestimmung
Unmittelbar nach Beendigung der 48 h—Fermentation erfolgte die Bestimmung der Keimzahl,
um eventuelles Bakterienwachstum nachzuweisen (siehe Kapitel 2.4.2).

Messung der pH-Werte
Den ersten Hinweis auf eine erfolgte Substratfermentation lieferten die in jedem Ansatz mit
einer Einstab-Messkette gemessenen pH-Werte, da organische Sduren und SCFA die

Hauptprodukte des bakteriellen Metabolismus darstellen.

Bestimmung der Gehalte an 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose, f-D-Xylopyranosyl-
(1-32)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose und trans-Ferulasdiiure

Die Gehalte an nicht umgesetztem phenolischen Substrat (FA, FAX und Ferulaséure) wurden
mittels HPLC-DAD bestimmt. Da die Moglichkeit bestand, dass Ferulasdure auch aus FA
bzw. FAX freigesetzt wiirde, sollte eine Methode entwickelt werden, die die Bestimmung der
FA bzw. FAX neben Ferulasdure ermoglichte. Als stationidre Phase wurde eine C18-HD
Phase ausgewdhlt. Dabei handelt es sich um eine RP-Phase mit einer hohen Dichte an
unpolaren Gruppen, wodurch Wechselwirkungen zwischen freien Silanolgruppen und den zu
trennenden Substanzen weitestgehend vermieden werden. Als Elutionsmittel diente ein
bindres Gemisch aus 1 mM TFA und Acetonitril. Eluiert wurde bei einer Temperatur von
40 °C. Die Detektion erfolgte bei 280 und 325 nm und die Auswertung liber die Peakfldchen
anhand der Regressionsgeraden der Kalibrierlésungen.

Ein Teil der =zu untersuchenden Fermentationssuspension wurde mit einem
Acetonitril/Wasser-Gemisch ~ verdiinnt und nach  Membranfiltration direkt zur
chromatographischen Bestimmung eingesetzt. Die Chromatographiebedingungen sind dem
Anhang 5.2.2.5 zu entnehmen. Die genaue Versuchsbeschreibung befindet sich in Kapitel
5.1.5.3.

Um eine sichere Zuordnung der Peaks zu gewihrleisten und die eventuell nach der
Fermentation entstandenen Substanzen zu charakterisieren, wurden die ausgewidhlten Ansitze
mittels HPLC-DAD-MS untersucht. Die Chromatographiebedingungen sind in Kapitel 5.2.2.6
beschrieben.

Fiir die weiteren unten beschriebenen Untersuchungen wurden alle mit lebenden Kulturen

versetzten Anséitze mit Hilfe von Membranfiltern steril filtriert.
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Bestimmung der Kohlenhydrate

Gehalte an freien Monosacchariden wurden nach Reduktion und Derivatisierung zu den
Alditolacetaten mittels GC-FID bestimmt (vgl. Kapitel 2.3.9). Die
Chromatographiebedingungen sind dem Anhang 5.2.3.2 zu entnehmen. Die genaue
Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 5.1.5.3 beschrieben.

Bestimmung der kurzkettigen Fettsiuren

Mehrere Methoden (GC- und HPLC-Methoden) zur Bestimmung der SCFA wurden in der
Literatur beschrieben. Bei den GC-Methoden handelt es sich hauptsdchlich um
Untersuchungen an gepackten Glassdulen (Carlier und Sellier, 1989, Fussell und McCalley,
1987, Tangermann und Nagengast, 1996) und seltener um Analysen an Kapillarsdulen
(Scheppach et al., 1987). Bei den HPLC-Methoden kamen sulfonierte Styrol-Divinylbenzol-
Sdulen am héufigsten zum Einsatz (Krausse und Ullmann, 1991, Rycroft et al., 2001, Stein et
al., 1992).

Zur Bestimmung der Gehalte und Verteilungsmuster von SCFA wurde die HPLC-UV-
Methode (Detektion bei 210 nm) gewihlt. Da sich die Thioglycolat-Bouillon als komplizierte
Matrix erwies, die viele bei 210 nm detektierbare Substanzen enthielt, war eine umfassende
Probenvorbereitung erforderlich. Es wurden verschiedene Aufarbeitungsmethoden auf ihre
Anwendbarkeit getestet. Als Methode der Wahl hat sich die Vakuumdestillation erwiesen.
Um groflere Verluste an Ameisen- und Essigsdure zu vermeiden, wurde das Auffanggefdl3
standig mit fliissigem Stickstoff gekiihlt. Destilliert wurde in einem geschlossenen System bei
10 mbar und 50 °C. 2-Ethyl-Buttersdure, die von Mikroorganismen nicht gebildet werden
kann, wurde als interner Standard (IS) benutzt, um Destillationsverluste abzuschétzen. Die
chromatographische Bestimmung erfolgte an einer Rezex'” RHM-Monosaccharid-Saule
(protoniertes Polystyrol-Divinylbenzol-Material). Dieses Material ist gut zur Untersuchung
von Kohlenhydraten, SCFA und organischen Sduren geeignet. Dabei resultiert die Trennung
der Analyten aus einem Zusammenwirken von lonenausschluss-, Ligandenaustausch- und
Adsorptionsmechanismen. Durch die Anderung des als mobile Phase gewihlten Eluenten, der
Saulentemperatur und des pH-Wertes des Eluenten kann die Selektivitit des Materials variiert

werden. Die Trennung erfolgte bei 60 °C mit einer 0.005 N Schwefelsdure als Elutionsmittel.

Chromatographiebedingungen sind dem Kapitel 5.2.2.6 zu entnehmen. Die genaue
Versuchsbeschreibung ist in Kapitel 5.1.5.3 aufgefiihrt.

Bestimmung der Gehalte an Milchsdiure und Bernsteinsiiure

Zur Bestimmung des Gehaltes an L- und D-Milchsdure wurde eine enzymatische D- und L-
Milchsdure—Testkombination (UV-Test zur Bestimmung von D- und L-Milchsdure in
Lebensmitteln und anderen Probenmaterialien, R-Biopharm) verwendet. Das Prinzip des
Tests basiert auf der Oxidation von D- bzw. L-Milchsdure durch das Co-Substrat Nicotinamid-
adenin-dinucleotid (NAD) zu Pyruvat in Gegenwart von D- bzw. L-Lactat-Dehydrogenasen.
Die wéhrend dieser Reaktionen gebildete Menge an reduziertem Nicotinamid-adenin-
dinucleotid (NADH) ist der Menge an D- bzw. L-Milchsdure dquivalent. NADH ist die
MessgroBe und kann aufgrund der Absorption bei 334, 340 und 365 nm
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spektralphotometrisch bestimmt werden. Das Gleichgewicht bei diesen Reaktionen liegt
weitgehend auf Seite des Lactats. Daher wird in einer nachgeschalteten Reaktion mit Hilfe
des Enzyms Glutamat-Pyruvat-Transaminase das Pyruvat in Gegenwart von L-Glutamat
abgefangen und das Verhéltnis auf die Seite von Pyruvat und NADH verschoben.

Zur Bestimmung des Gehaltes an Bernsteinsdure wurde eine enzymatische Testkombination
(UV-Test zur Bestimmung von Bernsteinsdure in Lebensmitteln und anderen
Probenmaterialien, R-Biopharm) verwendet. Dabei wird Bernsteinsdure in Gegenwart des
Enzyms Succinyl-CoA-Synthetase durch Inosin-5’-triphosphat und Coenzym A zu Succinyl-
CoA umgesetzt. Das bei dieser Reaktion entstehende Inosin-5’-diphosphat reagiert mit
Phosphoenolpyruvat bei Anwesenheit von Pyruvat-Kinase und bildet Pyruvat. Pyruvat wird
durch NADH in Anwesenheit von L-Lactat-Dehydrogenase reduziert. Die wihrend der
Reaktion verbrauchte NADH-Menge ist der Bernsteinsdure-Menge &dquivalent. Die
verbrauchte Menge an NADH wird spektralphotometrisch analysiert.

Die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche spektralphotometrische Bestimmung von NADH ist
die Eliminierung von anderen UV-aktiven Substanzen, die bei 334, 340 oder 365 nm
absorbieren. Die Fermentationsversuche wurden u.a. mit frans-Ferulasdure, FA und FAX
durchgefiihrt. Je nach Metabolisierung der phenolischen Komponente wurden noch groBere
Mengen an phenolischen Substanzen in der zu untersuchenden Losung erwartet. Ferulasdure-
Derivate zeigen ein Absorptionsmaximum bei 325 nm, absorbieren aber auch bei 334 und 340
nm noch stark. Zur enzymatischen Bestimmung der Milch- oder Bernsteinsédure wurden
deswegen die phenolischen Substanzen aus der Fermentationslosung eliminiert. Hierzu wurde
Polyvinylpolypyrrolidon als Adsorbermaterial eingesetzt. Polyvinylpolypyrrolidon wird
normalerweise zum Kldren und Stabilisieren von Wein und Bier verwendet, da es eine grof3e
Affinitdt gegeniiber Polyphenolen und phenolischen Substanzen allgemein aufweist. Durch
Behandlung der Fermentationslosung mit diesem Adsorber wurden storende phenolische
Substanzen  weitgehend den Fermentationslosungen entzogen, so dass eine
spektralphotometrische Bestimmung des Gehaltes an NADH bei 365 nm durchgefiihrt werden
konnte.

Die genaue Versuchsbeschreibung ist in Kapitel 5.1.5.3 beschrieben.
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2.4.4 Zusammenfassung der Methoden zur mikrobiologischen in vitro Untersuchung

Kultivierung der Einzelbakterienstamme
(Bifidobacterium-, Kochfleisch- und Thioglycolat-Medium)
B. adolescentis, B. longum, B. ovatus, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron

\ 4

Herstellung von Zellsuspensionen : .
(in zuckerfreier Thioglycolat-Bouillon) Keimzahlbestimmung
N R (auf Thioglycolat-Agar)
und von wassrigen Substratldsungen pH-Wert-Messung
(FA, FAX, F, Ara, Xyl, Glc)

A\ 4

Fermentation von Substratlésungen mit Einzelbakterienstdmmen
(in zuckerfreier Thioglycolat-Bouillon)
Inkubation fiir 48 h, 37 °C, anaerob

\ 4

Untersuchungen nach der Fermentation

A

FAX, FAund F

- (HPLC-DAD) Identifizierung

, |
Quantifizierung der Keimzahlbestimmung

Bestimmung der SCFA
und organischen
Sauren

- auf Thioglycolat-Agar

Abb. 2.3:

der pH-Wert-Messung
Kohlenhydrate

- HPLC-UV (SCFA)

- enzymatisch mittels
Spektralphotometrie
(org. Séuren)

- als Alditoacetate
(GC-FID)

Schematische Darstellung der Methoden zur mikrobiologischen in vitro
Untersuchungen von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA) und [-D-
Xylopyranosyl-(1—-32)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAX). F: trans-
Ferulasdure, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, Glc: Glucose, SCFA: kurzkettige Fettsduren
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Isolierung und Identifizierung von Phenolcarbonsaure-Sacchariden
aus Maiskleie

Nach Anwendung der in Kapitel 2.3.1 beschriebenen enzymatisch-gravimetrischen Methode
auf entfettete Maiskleie wurde ein Hydrolyseriickstand von 47-55 % des Ausgangsmaterials
erhalten. Der getrocknete Hydrolyseriickstand enthielt noch geringe Mengen an Proteinen,
hochmolekularen Stdrkeabbauprodukten und Asche, wird aber im Folgenden als unldsliche
Ballaststoffe bezeichnet.

Durch die Behandlung der unldslichen Ballaststoffe aus Maiskleie mit 50 mM TFA bei
100 °C fiir 3 h wurden 60-69 % des Ausgangsmaterials hydrolysiert. Es wurde gezeigt, dass
bei Anwendung der gewiéhlten Bedingungen auf unlosliche Ballaststoffe aus Roggen ca. 60 %
trans-p-Cumarséaure und 75 % trans-Ferulasiure (hauptsédchlich als PCS-Oligosaccharide) in
Losung gehen (Bunzel, 2001). Der von Saulnier et al. unter dhnlichen Bedingungen aus
Maiskleie isolierte Hydrolyseriickstand (50 mM TFA, 100 °C, 2 h) bestand hauptséchlich aus
Cellulose, wohingegen Heteroxylane zu 80—90 % in Losung gingen (Saulnier et al., 1995).

Die GPC-Fraktionierung des gereinigten sauren Hydrolysates (Methanol/Wasser-Fraktion
nach Amberlite® XAD-2) wurde an Sephadex'™ LH-20 mit Wasser als Eluent durchgefiihrt.
Vier spét eluierende Fraktionen (F1-F4) wurden gesammelt (Abb. 3.1). Die Trennung an
Sephadex™ LH-20 mit Wasser als Eluent erwies sich als gut reproduzierbar, so dass die

Fraktionen aus unterschiedlichen Laufen vereinigt werden konnten.
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Abb. 3.1:  GPC-Chromatogramm des sauren Hydrolysates an Sephadex™ LH-20 (Methanol/H,0-
Fraktion  nach  Reinigung  an Amberlite® XAD-2) (Eluent:  H,0).
Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.1.1 zu entnehmen.
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3.1.1 Isolierung und Identifizierung von zwei Ferulasdure-Oligosacchariden aus der
Fraktion F1

Die Untersuchung der Fraktion F1 mittels HPLC-DAD-MS ergab, dass es sich um ein
Gemisch von mindestens zwei co-eluierenden Komponenten handelte. Beide
Hauptsubstanzen wiesen ein Ferulasdure-dhnliches Spektrum auf (sieche Abb. 5.2 in Kapitel
5.3), unterschieden sich jedoch in ihrer Molekiilmasse. Da fiir die Strukturidentifizierung
moglichst reine Substanzen vorliegen sollten, wurde F1 zuerst mittels GPC an Bio-Gel® P-2-
Phase gereinigt. Dieser Aufarbeitungsschritt diente zur Abtrennung von Minorkomponenten.
Eine endgiiltige Fraktionierung des gereinigten aus zwei Komponenten bestehenden
Gemisches wurde mittels semipréparativer HPLC-UV an C18-RP-HD-Material mit einem
zuvor entwickelten Gradienten erreicht. In Abbildung 3.2 ist das bei einer Wellenldnge von
325 nm aufgenommene HPLC-Chromatogramm dargestellt. Im Folgenden werden die in
diesem Schritt isolierten Fraktionen als Fla und F1b bezeichnet. Aus 100 g unldslichen
Ballaststoffen wurden jeweils ca. 10 mg Fla und F1b isoliert.

la
500 4

400 A

300 A

200 1b

UV-Signal [mV]

100 A

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zeit [min]

Abb. 3.2:  Semipriparatives RP-HPLC-Chromatogramm der GPC-Fraktion FI.
Chromatographiebedingungen sind in Kapitel 5.2.2.2 dargestellt.
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3.1.1.1 Identifizierung der Fraktion Fla

Das mittels HPLC-DAD aufgenommene UV-Spektrum der Fraktion Fla (Abb. 3.2 und 3.4)
entsprach dem Spektrum von trans-Ferulasdure (Abb. 5.2 in Kapitel 5.3). Die Analyse dieser
Fraktion mittels HPLC-ESI-MS wurde im positiven Modus durchgefiihrt. Natrium- bzw.
Kalium-Addukte mit m/z 805 [M+Na]” und m/z 821 [M+K]" wurden detektiert, woraus sich
eine Molekiilmasse von 782 g/mol ableiten liel. Die Molekiilmasse von 782 g/mol entspricht
einer Verbindung aus einer trans-Ferulasdure, zwei Pentosen und zwei Hexosen. Durch den
Einsatz der hochauflésenden MS wurde eine Molekiilmasse von 805.23765 g/mol fiir das
Natriumaddukt detektiert. Daraus lieB sich fiir Fraktion Fla die Summenformel
Cs2Ha602tNa (berechneter Wert: 805.23783 g/mol) ermitteln, die die Annahme bekriftigt,
dass Fraktion Fla aus einem Ferulasidure-Molekiil, zwei Pentosen und zwei Hexosen

aufgebaut ist.

Die in der untersuchten Fraktion vorliegenden Monosaccharid-Einheiten wurden nach saurer
Hydrolyse und Derivatisierung als Alditolacetate mittels GC-FID bestimmt. Uber den
Vergleich der relativen Retentionszeiten, bezogen auf die internen Standard-Substanzen
meso-Erythrit und myo-Inosit wurden Arabinose, Xylose und Galactose im Verhéltnis 1:1:2

identifiziert.

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration der einzelnen Kohlenhydratkomponenten
wurde Fraktion Fla sauer hydrolysiert, und nach Derivatisierung der Monosaccharide wurden
diese als Trifluoracetate an einer chiralen stationdren Phase mittels GC-FID untersucht. Bei
der Trifluoracetylierung entstehen aus einem Monosaccharid bis zu vier Derivate, die den
einzelnen Monosacchariden zugeordnet werden konnen. Anhand des Vergleiches der
Retentionszeiten und der chromatographischen Verteilungsmuster der einzelnen Derivate mit
den zuvor aufgenommenen Daten von Standardsubstanzen wurde die absolute Konfiguration
von Arabinose als L und die von Xylose als D bestimmt. Die beiden Galactosen wiesen
unterschiedliche Konfigurationen auf. Eine Galactose-Einheit wurde als L- und die zweite als
D-Galactose identifiziert. In Abbildung 3.3 sind Ausschnitte der Gaschromatogramme
(Galactose-Region) der trifluoracetylierten Derivate von Standardsubstanzen L-Galactose und
D-Galactose, der hydrolysierten Fraktion Fla und der mit D-Galactose dotierten
hydrolysierten Fraktion Fla dargestellt.
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Abb. 3.3:  Gaschromatogramme (Galactose-Region) der trifluoracetylierten Derivate von L-
Galactose (L-Gal), D-Galactose (D-Gal), der hydrolysierten Fraktion Fla und der mit D-
Galactose dotierten hydrolysierten Fraktion Fla (von oben nach unten).
Chromatographiebedingungen sind in Kapitel 5.2.3.3 beschrieben.

Die vollstindige Strukturaufkldrung der Fraktion Fla (Abb. 3.4) konnte mit 1D und 2D
NMR-Experimenten erzielt werden. Die entsprechenden "H- und *C-NMR-Daten sind in den
Tabellen 3.1 und 3.2 aufgefiihrt.
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Tabelle 3.1: 'H-NMR-Daten fiir Fraktion Fla (in D,0); chemische Verschiebungen 8y in ppm,
Kopplungskonstanten J in Hz. Araf: Arabinofuranose, Xylp: Xylopyranose, Galp:
Galactopyranose, OMe: Methoxyl-Gruppe, ax: axial, eq: dquatorial

H1 (J;2) H2 H3 H4 H5 (J54)" H6 H7 (J7.5) H8 | OMe
H5eq | Hbax

o-L-Araf 5395 (2.30) [4.112 [4.147 |4.259 |4.385 |4.287

B-L-Araf  |5.304 (4.44) |4.142 [4.258 |3.993 [4.398 |4.215

p-D-Xylp

ol 4.641 (7.35) |3.468 |3.648 |3.537 |3.915 |[3.296
B 4,643 (7.30) |3.594 [3.657 |3.597 |3.923 [3.296
o-L-Galp 1"
L0 5366 (3.76) |3.968 |3.894 |4.140 4.200 3.670
i 5453 (3.67) [3.989 |3.943 |4.143 4.354 3.677
o-D-Galp 2
Lo 5.191 (3.20) [3.756 |3.824 |3.893 3.966 3.658
i 5.190 (3.36) |3.766 [3.849 |3.910 3.989 3.667
Ferulat
L 7.106 6.820 (8.0) |7.050 |7.536(15.9) |6.278 |3.802
P 7.547 (15.9) |6.282

ek

Fiir die Zuordnung von L- and D-Galactosen siehe Text

o und ,,B zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der a- und B-Anomerie
der reduzierenden Arabinose an

sk

Kopplungskonstante fiir Ferulat

Abb. 3.4: Strukturformel des in Fraktion Fla enthaltenen Ferulasiure-Oligosaccharids: o-D-

Galactopyranosyl-(1->3)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-fD-xylopyranosyl-(1-»2)-5-0O-

trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAXGG). F: trans-Ferulasdure, A: L-Arabinofuranose,
X: D-Xylopyranose, G1.: L-Galactopyranose, G2: D-Galactopyranose
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Tabelle 3.2: >C-NMR-Daten fiir Fraktion Fla (aus dem > C-NMR-Spektrum, in D,0); chemische
Verschiebungen oc in ppm. Araf: Arabinofuranose, Xylp: Xylopyranose, Galp:
Galactopyranose, OMe.: Methoxyl-Gruppe

C1 C2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 C9 | OMe
o-L-Araf 100.53 | 90.60 | 75.57 | 80.27 | 64.00
B-L-Araf 9537 | 84.62 | 7330 |78.96 | 65.39
p-D-Xylp
L0 102.59 | 77.73 | 76.67 | 69.84 | 65.44
B 103.43 | 76.48 | 77.06 | 69.96 | 65.52
o-L-Galp 1"
L 99.24 | 68.54 | 77.88 |69.65 | 71.48 |61.71
B 98.85 | 68.45 |77.96 |69.72 | 71.32 | 61.51
o-D-Galp 2"
L 101.06 | 69.38 | 69.96 | 69.96 | 72.10 | 61.97
i 101.19 | 69.38 | 69.96 | 69.96 | 72.14 | 62.04
Ferulat
a 12688 | 111.89 | o <o | 1a0s6 | 11645 | 10430 | 14733 | 11419 | 169.80 | (o
B 126.95 | 111.84 147.21 | 114.32 | 169.90

Fiir die Zuordnung von L- and D-Galactosen siche Text
»o und ,,p* zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o.- und -Anomerie
der reduzierenden Arabinose an

E

Die chemischen Verschiebungen der Signale in der aromatischen Region des 'H-NMR-
Spektrums der Fraktion Fla (Abb. 3.5) deuten auf einen Ferulasdure-Ester hin (Bunzel et al.,
2002a, Kato et al., 1987, Saulnier et al., 1995). Die Kopplungskonstante >J;s von 15.9 Hz
(Tabelle 3.1) weist auf die trans-Form der Ferulasdure hin, da in Ethylenderivaten die
Kopplung zwischen cis-stindigen Protonen (*J.; = 614 Hz, meist 10) kleiner als die
zwischen frans-stindigen (3J,m,,s = 14-20 Hz, meist 16) ist. Die Tatsache, dass die erwarteten
Dubletts von beiden olefinischen Protonen H7 und H8 der Ferulasdure weiter aufgespalten
sind (Abb. 3.5), deutet auf die Bindung von Ferulasdure an einen reduzierenden Zucker,
wahrscheinlich Arabinose, hin. Der Einfluss der a-/B-Anomerie der reduzierenden Arabinose
auf die weitere Aufspaltung der Signale von benachbarten Protonen wurde bereits mehrfach
beschrieben (Bunzel et al., 2002a, Colquhoun et al., 1994, Saulnier et al., 1995). Die
Kopplungskonstante >Js5 s von 8.0 Hz ist charakteristisch fiir ortho-stindige Protonen an einem
Aromaten (Zanger, 1972).
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Abb. 3.5 IH-NMR-Spektrum der Fraktion Fla (Ferulat-Region). ,, 0" und ,[“ zeigen

Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o- und p-Anomerie der
reduzierenden Arabinose an. F': trans-Ferulasdure

Die Zuordnung der Signale von Kohlenhydratprotonen konnte aufgrund der starken
Signaliiberlappung nicht allein mit Hilfe des 'H-Spektrums erfolgen. Die Komplexitit der
Kohlenhydrat-Region ist durch das Vorliegen von vier Monosaccharid-Einheiten zu
begriinden. Das Spektrum wird durch Signalaufspaltungen, hervorgerufen durch die o/p-
Anomere der reduzierenden Arabinose-Einheit, weiter verkompliziert. Erst durch die
aufgenommenen 2D Spektren 'H,'H-COSY und TOCSY war eine sichere Zuordnung der
Protonen moglich. Ausgehend von den Signalen der anomeren Protonen konnten anhand der
Korrelationspeaks im 'H,"H-COSY-Spektrum die Kopplungen der Protonen durch die
gesamte Monomer-Einheit verfolgt werden. Die Signale von anomeren Protonen sind
normalerweise leicht aufzufinden, da sie am schwichsten abgeschirmt und somit
tieffeldverschoben sind. Als Ergénzung bzw. zur Bestitigung der Ergebnisse aus dem 'H,'H-
COSY-Experiment wurden mit Hilfe des TOCSY-Experimentes Protonen, die innerhalb eines
Spinsystems (hier innerhalb einer Monosaccharid-Einheit) miteinander koppeln, zugeordnet.
Die Zuordnung der Signale von konstitutionell gleichwertigen Protonen (z. B. HS5 der
Arabinose und der Xylose) erfolgte nach der allgemeinen Regel, dass Signale fiir dquatoriale
Protonen (H5.,) bei tieferem Feld erscheinen und somit groflere chemische Verschiebungen

aufweisen als die axialen Protonen (H5,y).

Die chemischen Verschiebungen von Kohlenstoffatomen wurden mit Hilfe des 1D *C-NMR-
Experimentes ermittelt. Die Zuordnung der Signale zu den jeweiligen Kohlenstoffatomen
erfolgte mittels Interpretation von HSQC- und HMBC-Spektren. Ein Ausschnitt aus dem
HSQC-Spektrum (Kohlenhydrat-Region) ist in Abb. 3.6 dargestellt. Drei im HSQC-Spektrum
mit Fragezeichen markierte miteinander koppelnde Signale konnten der Fraktion Fla nicht
zugeordnet werden und stammen wahrscheinlich aus Verunreinigungen. Durch Aufnahme
eines phasensensitiven HMQC-Spektrums konnte eines der Signale ('H 3.725 ppm/">C 72.90
ppm) einem primiren bzw. tertidren C-Atom und die beiden anderen Signale (‘H 3,595
ppny/°C 63.31 ppm und 'H 3.504 ppm/"°C 63.31 ppm) sekundiren C-Atomen zugeordnet

werden.

_43 -



3 Ergebnisse und Diskussion

‘ —60
- = 2% -
- - - ' : [_J f—
o ;“' Y 70
- [ ] . C
- - - -4 -
- ' * -
6..- o [ J :—
[ :_—80
- -
o —90
BA-1 -
¢ C
#p’'G1l-1 N -
Pt g1 F 100
> o. . o
AL (G2 px1 8 =
! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! I PPM
PPM 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2
ADbb. 3.6: HSQC-Spektrum der Fraktion Fla (Kohlenhydrat-Region). ,,0" und ,,f* zeigen

Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o~ und [-Anomerie der
reduzierenden Arabinose an. A: L-Arabinofuranose, X: D-Xylopyranose, GI: L-
Galactopyranose, G2: D-Galactopyranose

Das HMBC-Experiment eignet sich aufgrund der C-H-Korrelationen {iber zwei oder drei
Bindungen sehr gut zur Aufklarung der Ringformen der Kohlenhydrate und zur Bestimmung
der Bindungsverhéltnisse zwischen den Kohlenhydrat-Einheiten untereinander und zur
Ferulasdure (Beispiele in Abb. 3.7).

0
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Abb. 3.7: Im HMBC-Spektrum erkennbare Korrelationen am Beispiel der Arabinopyranose (links),
Arabinofuranose (Mitte) und der Esterbindung zwischen Ferulasiure und Arabinose
(rechts)
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Fiir die Xylose und die beiden Galactosen wurde mit Hilfe des HMBC-Experimentes die
Pyranoseform nachgewiesen (Kopplungen zwischen C5 wund HI1 des jeweiligen
Monosaccharids). Fiir die Arabinose-Einheit war eine Kopplung zwischen C4 und Hl zu
erkennen, was gemall Abbildung 3.7 auf eine furanosidische Ringform hindeutet.

Zur Bestimmung der anomeren Konfiguration von einzelnen Pyranosen wurde die Beziehung
von Karplus angewandt (Karplus, 1959, 1963). Karplus gab aufgrund theoretischer
Berechnungen die Abhingigkeit der vicinalen Kopplungskonstanten vom Torsionswinkel an.
Koppeln zwei in axialer Stellung stehende Protonen miteinander, so liegt die
Kopplungskonstante *J,, zwischen 7 und 9 Hz. Koppeln zwei Protonen, die beide in
dquatorialer Stellung stehen bzw. eins in axialer und eins in dquatorialer Stellung, so betrigt
die Kopplungskonstante 3. bzw. >J,, zwischen 2 und 5 Hz. In D-Xylose, L-Galactose und D-
Galactose sind die Protonen in 2-Stellung axial angeordnet (X fiir D-Xylose, G1 fiir L-
Galactose und G2 fiir D-Galactose in Abb. 3.4). Die ermittelten Kopplungskonstanten *J; , fiir
Xylose betragen 7.35 bzw. 7.30 Hz (Tabelle 3.1). Daraus kann man ableiten, dass die Xylose
in B-Konfiguration vorliegt. Fiir L-Galactose wurden Kopplungskonstanten *J; , von 3.76 und
3.67 Hz und fiir D-Galactose von 3.20 und 3.36 Hz dem 'H-Spektrum entnommen (Tabelle
3.1). Entsprechend ergibt sich fiir die beiden Galactose-Einheiten die a-Konfiguration.

Fiir die Arabinose kann die Karplus-Beziehung aufgrund ihrer Furanoseform nicht angewandt
werden. Die ermittelten Kopplungskonstanten J; , betragen 2.30 (typisch fiir a-Form) und
4.44 Hz (typisch fiir B-Konfiguration) und entsprechen den bereits in der Literatur
beschriebenen Werten (Bunzel et al., 2002a). Die Integration der Peaks lieferte ein

Anomerenverhiltnis von a-Arabinose zu -Arabinose von ca. 60 zu 40.

Ein Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum der Fraktion Fla ist in Abb. 3.8 abgebildet. Die
Korrelationspeaks, die einen Aufschluss iiber die Bindung der Kohlenhydratkomponenten
untereinander geben, sind rot markiert und entsprechend beschriftet. Durch eine gut sichtbare
Korrelation zwischen C1 der Xylose und H2 der Arabinose (a- und B-Spur) bzw. zwischen
C2 der Arabinose und H1 der Xylose (o- und B-Spur) konnte eine (1—2)-Bindung zwischen
Xylose und Arabinose nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten anhand des HMBC-
Spektrums eine (1—2)-Bindung der Galactose 1 an die Xylose (durch ,,a“G1-C1/,,0“X-H2,
»peG1-C1/,p*“X-H2, ,,0“X-C2/,,0“G1-H1 und ,,f“X-C2/,,8“G1-HI1-Kopplungen, ,,a/,,p*
zeigt Aufspaltung der NMR-Signale aufgrund des Einflusses der reduzierenden Arabinose an)
und (1—3)-Bindung der Galactose 2 an die Galactose 1 (durch ,,a“G1-C3/,,a“G2-H1, ,,“G1-
C3/,,p“G2-H1, ,,a“G2-Cl/,,0“G1-H3, ,,3*“G2-C1/,,“G1-H3) nachgewiesen werden. Mit Hilfe
des HMBC-Spektrums konnte eine Kopplung zwischen dem C9-Atom der Ferulasdure und
den beiden H5-Atomen der Arabinose (H5,. und H5.4) eindeutig identifiziert werden, was auf

eine Esterbindung zwischen der Ferulasdure der Arabinose (O-5-Position) hindeutete (nicht in
Abb. 3.8 dargestellt).
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Abb. 3.8: HMBC-Spektrum der Fraktion Fla (Ausschnitt) mit rot markierten Korrelationen,
die die Bindungen der Kohlenhydratkomponenten untereinander detektieren. ,,0.“
und ,,B* zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o~ und (-
Anomerie der reduzierenden Arabinose an. A: L-Arabinofuranose, X: D-Xylopyranose,
G1: L-Galactopyranose, G2: D-Galactopyranose

Zur Bestdtigung der Bindungsverhéltnisse des Ferulasdure-Oligosaccharids in Fraktion Fla
wurde die Methylierungsanalyse nach Kapitel 2.3.12 durchgefiihrt. Vier Komponenten
wurden bei der Untersuchung der PMAA der Fraktion Fla mittels GC-MS detektiert
(Chromatogramme und Spektren nicht abgebildet). Das EI-MS-Spektrum der Komponente 1
(Retentionszeit = 15.5 min) zeigte das durch Spaltung zwischen C2 und C3 entstandene
Primédrfragment mit m/z 161 (nicht-reduzierendes Ende) und die daraus resultierenden
Sekundérfragmente mit m/z 101 (161-60) durch Essigsdure-Abspaltung und m/z 129 (161-32)
durch Methanol-Abspaltung. Aus der Spaltung zwischen C3/C4 entstand ein Fragment mit
m/z 190 (reduzierendes Ende), das seinerseits durch sequentielle Abspaltung von Essigsdure
und eines Ketens Sekundirionen mit m/z 130 (190-60) und 88 (190-60-42) erzeugte.
Aufgrund der Retentionszeit und des Fragmentierungsmusters wurde die Komponente 1 als 1-
Deutero-1,2,4-triacetyl-3,5-dimethyl-pentitol, ein Produkt, das in der Methylierungsanalyse
aus 2-substituierter Arabinofuranose entsteht, identifiziert.

Fiir die Komponente 2 (Retentionszeit = 17.6 min) ergab die EI-MS-Analyse ebenfalls das
Primérfragment mit m/z 161 (Spaltung zwischen C2 und C3) sowie das daraus resultierende
Sekundirion mit m/z 101 (161-60). Charakteristisch fiir Komponente 2 waren die durch
Spaltung zwischen C3 und C4 entstandenen Fragmente mit m/z 117 (reduzierendes Ende) und
190 (nicht-reduzierendes Ende) sowie entsprechende Sekundirionen mit m/z 130 (190-60)
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und 88 (190-60-42), die deutlich hohere Intensititen aufwiesen als die anderen Fragmente.
Diese Tatsache ist durch eine bevorzugte Spaltung zwischen zwei methoxylierten
Kohlenstoffatomen im Vergleich zu einem methoxylierten und einem acetoxylierten
Kohlenstoffatom zu erkldren (Bjorndal et al, 1970). Unter Beriicksichtigung der
Retentionszeit und des Fragmentierungsmusters konnte die Komponente 2 als 1-Deutero-
1,2,5-triacetyl-3,4-dimethyl-pentitol identifiziert werden, eine Verbindung, die aus 2-

substituierter Xylopyranose hervorgeht.

Die Komponente 3 (Retentionszeit=20.9 min) wurde durch Primirfragmente mit m/z 118
(C2/C3-Spaltung, reduzierendes Ende), 205 (C2/C3-Spaltung, nicht-reduzierendes Ende), 161
(C3/C4-Spaltung, nicht-reduzierendes Ende) und 162 (C3/C4-Spaltung, reduzierendes Ende)
sowie durch Sekundirfragmente mit m/z 129 (161-32), 87 (161-32-42), 145 (205-60) und 102
(162-60) als 1-Deutero-1,5-diacetyl-2,3,4,6-tetramethyl-hexitol identifiziert. Der Vergleich
der Retentionszeit von Komponente 3 mit den Retentionszeiten von Standardsubstanzen

ergab, dass genannte Verbindung hier aus einer terminalen Galactopyranose hervorgeht.

Die Komponente 4 (Retentionszeit=26.7 min) zeigte folgende charakteristische
Primérfragmente: m/z 118 (C2/C3-Spaltung, reduzierendes Ende), m/z 161 (C3/C4-Spaltung,
nicht-reduzierendes Ende), m/z 234 (C4/C5-Spaltung, reduzierendes Ende) und m/z 277
(C1/C2-Spaltung, nicht-reduzierendes Ende). Die entstandenen Sekundirfragmente konnten
durch Essigsdure-, Methanol- und Keten-Abspaltungen erklart werden [m/z 101 (161-60), m/z
129 (161-32), m/z 87 (161-32-42), m/z 174 (234-60), m/z 217 (277-60)]. Unter Beachtung der
Retentionszeit zusammen mit dem Fragmentierungsmuster der Komponente 4, konnte 1-
Deutero-1,3,5-triacetyl-2,4,6-trimethyl-hexitol nachgewiesen werden, was einer in 3-Stellung
substituierten Galactopyranose entspricht.

Die durch das 2D HMBC-Experiment erhaltenen Bindungsverhiltnisse konnten mit Hilfe der
Methylierungsanalyse bestétigt werden. Die absolute Konfiguration von Monosacchariden ist
weder durch NMR-Spektroskopie noch durch Methylierungsanalyse interpretierbar. Durch
Untersuchung der Fraktion Fla mittels GC-FID an einer chiralen stationdren Phase wurde
sowohl D-Galactose als auch L-Galactose nachgewiesen (wie zuvor bereits erwihnt). Welche
der beiden Galactosen iiber eine (1—2)-Bindung an Xylose gebunden ist und welches
Enantiomer die terminale Galactose darstellt, konnte erst nach der Auswertung der Fraktionen
F1b und F2 bestimmt werden. Da in beiden erwahnten Fraktionen L-Galactose als einzige
Galactose nachgewiesen wurde, die iiber eine (1—2)-Bindung an Xylose gebunden ist, wurde
auch bei Fraktion Fla davon ausgegangen, dass L-Galactose dasjenige Enantiomer ist, das an
Xylose gebunden ist. Dementsprechend handelt es sich bei der terminalen Hexopyranose um
eine D-Galactose.

Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse ldsst sich Fraktion Fla als o-D-Galactopyranosyl-
(1->3)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-teruloyl-L-

arabinofuranose (FAXGG) (Abb. 3.4) identifizieren. Diese Verbindung stellt die ldngste mit
Ferulasdure assoziierte Heteroxylanseitenkette dar, die bisher aus pflanzlichem Material
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isoliert wurde. Besonders interessant ist der Nachweis von untypisch aneinander gebundenen
L- und D-Galactose in diesem Molekiil. Die Strukturkomponenten mit der Kombination von
benachbarten L- und D-Galactose in einem Molekiil wurden bisher in Polysacchariden
unterschiedlicher Rotalgen (Nunn et al., 1974, Takano et al., 2003) und aus Seitenketten der
Xyloglucane von Jojobasamen (Hantus et al., 1997) nachgewiesen.

3.1.1.2 Identifizierung der Fraktion F1b

Die Untersuchung der Fraktion F1b (Abb. 3.2) mittels HPLC-MS ergab Natrium- bzw.
Kalium-Addukte mit m/z 775 fir [M+Na]™ und m/Zz 791 fir [M+K]’, was auf eine
Molekiilmasse von 752 g/mol hindeutete. Die Molekiilmasse von 752 g/mol und das
aufgenommene UV-Spektrum, welches weitgehend dem Spektrum von trans-Ferulaséure
(Abb. 5.2 in Kapitel 5.3) entsprach, gaben erste Hinweise, dass es sich bei Fraktion F1b um
eine Verbindung bestehend aus einer frans-Ferulasdure, drei Pentosen und einer Hexose
handelt. Der Einsatz der hochauflésenden MS ergab fiir das Natrium-Addukt ein m/z von
775.22686. Eine solche Molekiilmasse entspricht einer Summenformel C;;H440;;+Na, deren
berechneter Wert 775.22727 g/mol ist.

Durch Analyse der Kohlenhydratkomponenten wurden Arabinose, Xylose und Galactose im
Verhiltnis 1:2:1 identifiziert. GC-Untersuchungen der trifluoracetylierten Derivate an einer
chiralen Sdule zeigten fiir die Arabinose und Galactose die L-Konfiguration, wahrend fiir

beide Xylose-Einheiten die D-Form nachgewiesen wurde.

Die vollstindige Identifizierung der Fraktion F1b (Abb. 3.9) wurde mit Hilfe von 1D und 2D
NMR-Experimenten durchgefiihrt. Die zugeordneten 'H- und "*C-NMR-Daten sind den
Tabellen 3.3 und 3.4 zu entnehmen.

Die phenolische Region im "H-NMR-Spektrum (nicht abgebildet) dhnelt stark dem Spektrum
der Fraktion Fla (Abb. 3.5), was auf eine trams-Ferulasdure hindeutet, die an einen
reduzierenden Zucker (wahrscheinlich Arabinose) gebunden ist.

Die Zuordnung der Signale der Kohlenhydratprotonen konnte aufgrund der starken
Signaliiberlappungen erst nach Auswertung der 2D Spektren aus den 'H,'H-COSY- und
TOCSY-Experimenten erfolgen.
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Tabelle 3.3: 'H-NMR-Daten fiir Fraktion F1b (in D,0); chemische Verschiebungen 8y in ppm,
Kopplungskonstanten J in Hz. Araf: Arabinofuranose, Xylp: Xylopyranose, Galp:
Galactopyranose, OMe: Methoxyl-Gruppe, ax: axial, eq: dquatorial

H1 (J,.,) H2 H3 H4 H5 (J5.6)" H6 H7 (J7.5) H8 | OMe
H5e | Hb5a
o-L-Araf |5.385 (-) 4123 [4.122 4271 |4369 |4.278
B-L-Araf |5.306 (4.40) |4.164 [4.250 |3.993 [4.374 |4.234
p-D-Xylp
L0 |4.638(7.47) |3.477 |3.641 [.535 3910 |3.287
BT [4.664 (7.42) |3.584 |3.650 [3.586 |3.913 |3.287
o-L-Galp
Lo 5401 (3.42) |3.969 |3.808 |4.049 4.158 3.644
B 5460 (3.40) |3.988 |3.852 |4.041 4342 3.646
o-L-Xylp
Lo 5.082(3.56) |3.429 |3.637 |[3.502 3.584 3.545
B [5.094(3.56) 3436 |3.643 |3.505 3.592 3.552
Ferulat
Lo 7.547 (15.9) |6.286
e 7.114 6.824 (8.1) |7.054 7560 (15.8) | 6.288 3.801

Kopplungskonstante fiir Ferulat
o und ,,B zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o- und B-Anomerie
der reduzierenden Arabinose an

ADbb. 3.9: Strukturformel des in Fraktion F1b enthaltenen Ferulasiure-Oligosaccharids: o-D-
Xylopyranosyl-(1-33)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-f-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-0O-
trans-feruloyl-L-arabinofuranose  (FAXGX). F:  trans-Ferulasdure, A:  IL-
Arabinofuranose, X1 und X2: D-Xylopyranose, G: L-Galactopyranose
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Tabelle 3.4: >C-NMR-Daten fiir Fraktion F1b (aus den 2D HSQC- und HMBC-NMR-Spektren,
in D;0); chemische Verschiebungen oOc in ppm. Araf: Arabinofuranose, Xylp:
Xylopyranose, Galp: Galactopyranose, OMe: Methoxyl-Gruppe

C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9 OMe
o-L-Araf 100.7 | 90.1 75.7 80.5 64.0
B-L-Araf 95.5 84.1 73.6 79.1 65.2
p-D-Xylp
SO 1023 | 77.2 76.8 69.9 65.5
B 103.0 | 76.3 77.1 69.9 65.5
o-L-Galp
Lo 99.0 68.4 78.1 69.8 71.5 61.7
B 98.8 68.4 78.1 69.9 71.3 61.6
o-L-Xylp
L0 101.3 | 72.4 73.6 70.0 62.4
B 1014 | 724 73.6 70.0 62.4
Ferulat
,,cx“: 26.9 112.0 1486 | 1405 | 1165 | 1243 1474 | 1142 | 169.8 56.5
B 127.1 | 111.8 1473 | 1143 | 1699

»0 und ,,B zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der a- und -Anomerie
der reduzierenden Arabinose an

Die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome konnten mit Hilfe des 1D *C-NMR-
Experimentes nicht ermittelt werden, da die aufgenommenen Spektren nicht auswertbar
waren. Deswegen wurden die *C-Daten fiir diese Fraktion den 2D Spektren (HSQC und
HMBC) entnommen. Ein Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum (Kohlenhydrat-Region) ist in
Abb. 3.10 dargestellt. Ahnlich wie bei Fraktion Fla, konnten auch bei dieser Fraktion drei
Signale (in Abb. 3.10 mit Fragezeichen versehen) keinem 'H- bzw. '*C-Atom zugeordnet

werden, was auf eine dhnliche Verunreinigung hindeutet.

Die NMR-Daten bestitigten die Vermutung, dass Fraktion F1b aus trans-Ferulasdure, einer
Arabinose, zwei Xylosen und einer Galactose besteht. Die beiden Xylosen und die Galactose
wurden durch die im HMBC-Spektrum erkennbaren C5/H1-Kopplungen als Pyranosen
identifiziert (siche Abb. 3.7). Fiir die Arabinose wurde durch eine erkennbare Kopplung
zwischen C4 und HI eine furanosidische Ringform nachgewiesen. Mit Hilfe der bestimmten
Kopplungskonstanten J; , von 3.42 und 3.40 Hz (Tabelle 3.3) wurde nach Anwendung der
Karplus-Beziehung (Karplus, 1959, 1963) fiir die Galactose die a-Konfiguration ermittelt.
Fiir die Xylosen wurden Kopplungskonstanten *J; > von 7.47 und 7.42 Hz (fiir Xylose 1) und
von 3.56 und 3.56 Hz (fiir Xylose 2) ermittelt. Hieraus ergibt sich die -Konfiguration fiir
Xylose 1 und die a-Konfiguration fiir Xylose 2. Die reduzierende Arabinose liegt sowohl als

a- (durch ein verbreitertes Singulett erkennbar) als auch als B-Anomer (*J;, > = 4.40 Hz) vor.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Das Anomerenverhiltnis von a-Arabinose zu [3-Arabinose betrdgt gemill den Ergebnissen der
Integration ca. 60:40.

Aufgrund der Korrelationspeaks im HMBC-Spektrum (nicht abgebildet) wurde eine
Esterbindung zwischen Ferulasdure und Arabinose in O-5-Position bestimmt. Des Weiteren
wurden folgende Bindungsverhédltnisse zwischen den einzelnen Monosacchariden
nachgewiesen: eine (1—2)-Bindung zwischen der B-Xylose und der Arabinose, eine (1—>2)-
Bindung zwischen der Galactose und der B-Xylose und eine (1—3)-Bindung zwischen der o-

Xylose und der Galactose.

R RV T Y.

L [
& - 3
- - 2 2 _—
- - - w [
- -
- ] —ap —-70
- P 2 -
- - L
™ - o -
» L
o* L J o
- we
. _—80
- —
» 90
e [A-1 :
2p'G-1 o
® p ,0G-1 C
. ,,(x"XZ-l » _—100
N - H0"X1-1 -
aA-1  ,p'X2-1 SBX1- 1 -
I ] I ] I ] I ] I ] I ] I T I T I T I T I T PPM
PPM 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4

Abb. 3.10: HSQC-Spektrum der Fraktion F1b (Kohlenhydrat-Region). , 0 und , [ zeigen
Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o~ und [-Anomerie der
reduzierenden Arabinose an. A: L-Arabinofuranose, X1 und X2: D-Xylopyranose, G:
L-Galactopyranose

Zur Bestitigung der Ergebnisse des HMBC-Experimentes wurden die Bindungsverhiltnisse
mit Hilfe der Methylierungsanalyse untersucht. Vier Komponenten wurden bei dieser
Untersuchung detektiert. Drei Peaks zeigten die Existenz der bereits in Fraktion Fla
nachgewiesenen Substanzen: 2-substituierte Arabinofuranose (Retentionszeit = 15.5 min), 2-
substituierte Xylopyranose (Retentionszeit = 17.6 min) und in 3-Stellung substituierte
Galactopyranose (Retentionszeit = 26.8 min). Eine Komponente (Retentionszeit = 13.1 min)
konnte anhand der Retentionszeit und des Fragmentierungsmusters als 1-Deutero-1,5-
diacetyl-2,3,4-trimethyl-pentitol identifiziert werden, eine Verbindung, die aus terminaler
Xylose hervorgeht. Folgende Primérfragmente wurden nachgewiesen: durch C3/C4-Spaltung
m/z 117 (nicht-reduzierendes Ende) und m/z 162 (reduzierendes Ende) und durch C2/C3-
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Spaltung m/z 118 (reduzierendes Ende) und m/z 161 (nicht-reduzierendes Ende). Des
Weiteren konnten Sekundérionen mit m/z 101 (161-60), m/z 102 (162-60), m/z 87 (160-32-42)
und m/z 88 (160-32-42) identifiziert werden.

Die dem HMBC-Spektrum entnommenen Bindungsverhiltnisse konnten mit Hilfe der
Methylierungsanalyse bestitigt werden.

Nach Interpretation aller Analysenergebnisse wurde Fraktion F1lb als a-D-Xylopyranosyl-
(1-3)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (FAXGX) (Abb. 3.9) identifiziert. Diese Verbindung wurde bisher aus
keinem pflanzlichen Material isoliert. Besonderes Interesse gilt hier der a-Konfiguration der
terminalen Xylose, da normalerweise nur (-konfigurierte Xylose in Getreideheteroxylane
eingebaut wird (Bunzel, 2001, Saulnier et al., 1995).

3.1.2 Isolierung und lIdentifizierung eines Ferulasaure-Oligosaccharids aus der
Fraktion F2

Ein HPLC-DAD-Screening der GPC-Fraktion F2 (Abb. 3.1) zeigte, dass die dem Hauptpeak
entsprechende Verbindung ein UV-Spektrum und eine Molekiilmasse aufweist, die einem
Ferulasdure-Oligosaccharid entsprechen. Die kleinen noch vorhandenen Verunreinigungen
konnten mittels GPC an Bio-Gel® P-2 entfernt werden.

Aus 100 g unloslichen Ballaststoffen wurden ca. 100 mg der Fraktion F2ger (gereinigte
Fraktion F2) isoliert.

Die Analyse der Fraktion F2ger mittels HPLC-DAD-MS ergab ein trans-Ferulasdure-Derivat
als UV-aktive Substanz (vgl. Abb. 5.2 in Kapitel 5.3) und eine Molekiilmasse von 620 g/mol
(Natrium-Addukt mit m/z 643 [M+Na]™ und Kalium-Addukt mit m/z 659 [M+K]"). Die
Molekiilmasse von 620 g/mol steht im Einklang mit einer aus einer Ferulasdure, zwei
Pentosen und einer Hexose bestehenden Verbindung. Durch den Einsatz der hochauflésenden
MS wurde die Summenformel CysH360,7+Na ermittelt (gemessener Wert 643.18589 g/mol,
berechneter Wert 643.18501 g/mol).

Als Kohlenhydratkomponenten wurden L-Arabinose, D-Xylose und L-Galactose im
Verhéltnis 1:1:1 identifiziert.

Zur eindeutigen Identifizierung von F2ger (Abb. 3.11) wurden lH—, 13C—, 1H,1H—COSY—,
TOCSY-, HMQC- und HMBC-Experimente durchgefiihrt. Die zugehdrigen 'H- und "C-
NMR-Daten sind in Tabellen 3.5 und 3.6 dargestellt.

_52.
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Tabelle 3.5: 'H-NMR-Daten fiir Fraktion F2 (in D,0); chemische Verschiebungen 8y in ppm,
Kopplungskonstanten J in Hz. Araf: Arabinofuranose, Xylp: Xylopyranose, Galp:
Galactopyranose, OMe: Methoxyl-Gruppe, ax: axial, eq: dquatorial

H1 (J;,) H2 H3 H4 H5 (J56)" H6 H7 (J7s) H8 OMe

H5.q | H5a

o-L-Araf | 5441 (2.14) |4.160 |4.170 |4310 |4.434 |4.306

B-L-Araf |5.346 (4.26) |4.170 14300 |4.029 [4.438 [4.256

p-D-Xylp
Lo 4,684 (7.23) 13502 |3.686 |3.588 [3.961 |3.333
BT 14699 (7.13) 13.621 |3.703 [3.651 |3.976 |3.350
o-L-Galp
Lo [5.388(3.07) |3.816 |3.842 |3.966 4.195 3.713
BT |5:449(3.11) |3.837 |3.867 |3.962 4.350 3.720
Ferulat
SO 7.535(15.9) |6.279
B 7.095 6858 (8.1) |7.056 |, 159 |6281 3.829

Kopplungskonstante fiir Ferulat
,»0 und ,,B* zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o- und B-Anomerie
der reduzierenden Arabinose an

Tabelle 3.6:  >C-NMR-Daten fiir Fraktion F2 ( in D,0); chemische Verschiebungen 8 in ppm.
Araf: Arabinofuranose, Xylp: Xylopyranose, Galp: Galactopyranose, OMe: Methoxy!-

Gruppe
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 OMe
o-L-Araf 100.27 | 90.10 | 75.39 | 80.08 | 63.86
B-L-Araf 95.19 | 84.01 |73.12 | 7871 | 65.11
B-D-Xylp
L0 102.09 | 77.52 | 76.27 | 69.63 65.17
,,[3“* 102.83 | 76.71 76.52 | 69.72 | 65.11
o-L-Galp
S0 99.03 | 68.93 | 69.53 | 69.58 | 1.22 61.56
B 98.82 | 68.89 | 69.72 | 69.72 | 71.06 | 61.36
Ferulat
SO 126.99 | 111.53 146.95 | 114.04 | 169.47
a* 147.96 | 148.45 | 115.89 | 123.84 56.13
B 127.03 | 111.50 146.85 | 114.17 | 169.38

0 und ,,B zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der a- und B-Anomerie
der reduzierenden Arabinose an
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Im PCS-Bereich des 'H-NMR-Spektrums (nicht abgebildet) waren die bereits bei Fraktion
Fla (Abb. 3.5) und Fraktion Flb nachgewiesenen Signale zu erkennen, die auf eine
estergebundene frans-Ferulasdure hindeuteten.

Die Zuordnung der in Tabelle 3.5 dargestellten Signale von Kohlenhydratprotonen wurde mit
Hilfe der Spektren aus den 2D Experimenten 'H,'H-COSY und TOCSY durchgefiihrt.

H3CO 2

ADbb. 3.11: Strukturformel des in Fraktion F2ger enthaltenen Ferulasiure-Oligosaccharids: o-L-
Galactopyranosyl-(1-»2)-f-D-xylopyranosyl-(1-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (FAXG). F: trans-Ferulasiure, A: L-Arabinofuranose, X: D-
Xylopyranose, G: L-Galactopyranose

Die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome wurden dem 1D "*C-NMR-Spektrum
entnommen und mit Hilfe der HMQC (Ausschnitt in Abb. 3.12) und HMBC-Spektren
(Ausschnitt in Abb. 3.13) den jeweiligen Kohlenstoffatomen zugeordnet.

Die Auswertung aller NMR-Daten bestétigte die erwartete Zusammensetzung der Verbindung
in Fraktion F2ger: trams-Ferulasdure, Arabinose, Xylose und Galactose. Mit Hilfe des
HMBC-Experimentes wurde gezeigt, dass in dieser Verbindung die Arabinose als Furanose,
und die Xylose und Galactose als Pyranosen vorliegen. Die Kopplungskonstanten *.J; , von
3.07 und 3.11 Hz (Tabelle 3.5) sprechen nach Karplus (1959, 1963) fiir die a-Konfiguration
der Galactose. Fiir die Xylose wurde durch die Kopplungskonstanten *J;, von 7.23 und 7.13
Hz (Tabelle 3.5) die B-Konfiguration ermittelt. Die Arabinose liegt in der wéssrigen Losung

im Anomerenverhiltnis von 60:40 (a-Arabinose zu -Arabinose) vor.
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Mit Hilfe des HMBC-Experimentes wurde die Esterbindung der Ferulasdure an die O-5-
Position der Arabinose bestimmt. Zwischen den einzelnen Monosaccharid-Einheiten wurde
eine (1—>2)-Bindung der Xylose an die Arabinose und eine (1—2)-Bindung der Galactose an
die Xylose nachgewiesen (Ausschnitte in Abb. 3.13).
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Abb. 3.12: HMQC-Spektrum der Fraktion F2ger (Kohlenhydrat-Region). ,,0“ und , f* zeigen
Aufspaltung der Signale aufgrund des FEinflusses der o- und [-Anomerie der
reduzierenden Arabinose an. A: L-Arabinofuranose, X: D-Xylopyranose, G: L-
Galactopyranose

Um die bestimmten Bindungsverhéltnisse zu bestitigen, wurde die Methylierungsanalyse
durchgefiihrt. Alle drei detektierten Peaks entsprachen den bereits in Fraktion Fla
nachgewiesenen Komponenten: 2-substituierte Arabinofuranose (Retentionszeit = 15.5 min),
2-substituierte Xylopyranose (Retentionszeit = 17.6 min) und eine terminale Galactopyranose
(Retentionszeit = 20.9 min). Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse bestétigten somit die
Riickschliisse aus der NMR.
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Abb. 3.13: Zwei Ausschnitte aus dem HMBC-Spektrum der Fraktion F2ger. Die rotmarkierten
Signale, die Korrelationen zwischen Galactose-H1 und Xylose-C2 (oben) und Xylose-H?2
und Galactose-C1 (unten) anzeigen, beweisen eine Galactose (1—2)-Xylose-Bindung.
Lo und ,f° zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o~ und [-
Anomerie der reduzierenden Arabinose an. X: D-Xylopyranose, G: L-Galactopyranose

Bei der isolierten Substanz in der Fraktion F2ger handelt es sich um a-L-Galactopyranosyl-
(1-52)-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAXG) (Abb. 3.11).
Diese Substanz wurde bisher nicht aus pflanzlichem Material isoliert. Eine &hnliche
Verbindung, jedoch mit einer (1—-4)-Bindung zwischen Galactose und Xylose (Abb. 1.5 in
Kapitel 1.3.3) wurde aus Maiskleie nach saurer Hydrolyse isoliert und identifiziert (Saulnier
et al., 1995). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Galactose-(1—2)-Xylose-Bindung in
FAXG mit zwei unabhingigen Verfahren (NMR und Methylierungsanalyse) sicher
nachgewiesen werden. FAXG in der von Saulnier et al. (1995) nachgewiesenen Form konnte
nicht identifiziert werden. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die (1—>4)-Bindung zwischen

Galactose und Xylose in der isolierten Fraktion von Saulnier et al. (1995) falsch interpretiert
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wurde. So beschreiben die Autoren, dass die Galactose-(1—4)-Xylose-Bindung mit Hilfe der
Methylierungsanalyse nachgewiesen wurde. Dabei wurde das isolierte Ferulasdure-
Oligosaccharid nach Methylierung und saurer Hydrolyse mit Natriumborhydrid reduziert. Bei
der Reduktion mit Natriumborhydrid kdnnen die GC-MS-Fragmente nicht immer zweifelsfrei
einer bestimmten Substanz zugeordnet werden. So entsteht nach der Reduktion des
methylierten, in (1—>2)-Stellung substituierten Xylopyranosyl-Restes mit Natriumborhydrid
1,2,5-Triacetyl-3,4-dimethyl-pentitol, eine Verbindung, die sowohl aus 2- als auch aus 4-
substituierter Xylopyranose hervorgehen kann. Erst durch die Verwendung von
Natriumbordeuterid kann diese Verwechslung ausgeschlossen werden, da dabei die erste
Stellung der Xylose durch eine Deutero-Gruppe fixiert wird. Nach der Reduktion des in
(1>2)-Stellung substituierten Xylopyranosyl-Restes mit Natriumbordeuterid entsteht 1-
Deutero-1,2,5-triacetyl-3,4-dimethyl-pentitol und nach der Reduktion des in (1—4)-Stellung
substituierten Xylopyranosyl-Restes 1-Deutero-1,4,5-triacetyl-2,3-dimethyl-pentitol. Die
beiden Verbindungen haben nach der Analyse mittels GC-MS unterschiedliche
Fragmentierungsmuster, was eine klare Identifizierung gewihrleistet.

3.1.3 Isolierung und Identifizierung eines Ferulasdure-Saccharids aus der Fraktion F3

Die Untersuchung der isolierten GPC-Fraktion F3 (Abb. 3.1) mittels HPLC-DAD-MS zeigte,
dass als Ferulasdure-Oligosaccharid charakterisierte ~Hauptkomponente nur gering
verunreinigt vorlag. Die Reinigung der Fraktion F3 mittels GPC an Bio-Gel® P-2 ergab ein
Ferulasdure-Saccharid F3ger mit hohem Reinheitsgrad (> 95 %). Aus 100 g unldslichen
Ballaststoffen wurden ca. 150 mg der Fraktion F3ger isoliert.

Die Analyse der Fraktion F3ger ergab, dass es sich dabei um eine bereits aus
unterschiedlichen pflanzlichen Materialien (Wildreis, Roggen, Maiskleie, Schwingel) isolierte
und identifizierte Substanz FAX (Abb. 3.14) handelt (Bunzel et al., 2002a, Bunzel et al.,
2002b, Saulnier et al., 1995, Wende und Fry, 1997). FAX wurde in Rahmen dieser Arbeit im

priparativen Malstab fiir die nachfolgenden in vifro Fermentationsversuche mit einzelnen

O
O OH
o
o O
OH

X

Bakterienstammen isoliert.

HsCO

HO

HO Ho

Abb. 3.14:  Strukturformel des Ferulasiure-Oligosaccharids aus Fraktion F3ger: [-D-
Xylopyranosyl-(1-2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose  (FAX). F: trans-
Ferulasdure, A: L-Arabinofuranose, X: D-Xylopyranose

-57 -



3 Ergebnisse und Diskussion

3.1.4 Isolierung und Identifizierung von zwei Phenolcarbonsdure-Sacchariden aus der
Fraktion F4

Beim Screening der Fraktion F4 mittels HPLC-DAD-MS wurde ein Hauptpeak mit dem
Spektrum von trans-Ferulasdure (Abb. 5.2 in Kapitel 5.3) beobachtet. Des Weiteren fiel ein
kleiner Peak mit trans-p-Cumarsdure dhnlichem Spektrum (Abb. 5.2 in Kapitel 5.3) auf. Um
die beiden Substanzen voneinander zu trennen, wurde F4 zuerst mittels GPC an Bio-Gel® P-
2-Phase untersucht. Mit Hilfe dieses Aufarbeitungsschrittes konnte eine Komponente F4ger
mit hohem Reinheitsgrad (> 95 %) gewonnen werden. Aus 100 g unloslichen Ballaststoffen
wurden ca. 300 mg der Fraktion F4ger isoliert. Die Analyse der Fraktion F4ger ergab, dass es
sich dabei um eine bereits bekannte Verbindung FA (Abb. 3.15) handelt (Bunzel et al., 2002a,
Bunzel et al., 2002b, McCallum et al., 1991, Ohta et al., 1994, Ralet et al., 1994, Saulnier et
al., 1995). Fraktion F4Ager wurde im préparativen MaB3stab als Substrat fiir die nachfolgenden
mikrobiologischen Untersuchungen isoliert.

2 O OH OH
7 OH
31 HsCO
HO ° F4a Fager bzw F4b

Abb. 3.15: Strukturformeln der aus F4 isolierten Fraktionen F4a (5-O-trans-p-Cumaroyl-L-
arabinofuranose (pCA)) und Fdger bzw. F4b (5-O-trans-Feruloyl-L-
arabinofuranose (FA)). F: trans-Ferulasdure, pC: p-Cumarsdure, A: L-
Arabinofuranose

Mittels GPC an Bio-Gel® P2 konnte die Komponente mit p-Cumarsiure dhnlichem Spektrum
der Fraktion F4 nicht von co-eluierenden Substanzen abgetrennt werden. Eine Isolierung
dieser Komponente wurde erst nach Fraktionierung der Fraktion F4 mittels semipriparativer
RP-HPLC-UV erreicht. Aufgrund der unterschiedlichen Mengen der isolierten Fraktionen
F4a und F4b (Verhiltnis ca. 1:300) und dhnlichen Retentionszeiten, wurde die mittels HPLC
isolierte Fraktion F4a (Abb. 3.15) zur vollstdndigen Abtrennung von F4b (Abb. 3.15)
rechromatographiert. Aus 100 g unloslichen Ballaststoffen wurde 1 mg der Fraktion F4a
isoliert.

Die Analyse von F4b zeigte, dass diese Fraktion die gleiche Substanz enthielt wie F4ger.

Die Untersuchung der Fraktion F4a mittels HPLC-DAD-MS ergab ein trans-p-Cumarsiure
dhnliches UV-Spektrum und die Natrium- bzw. Kalium-Addukt mit m/z 319 [M+Na]" und
335 [M+K]"). Die daraus abgeleitete Molekiilmasse von 296 g/mol entspricht einer
Verbindung aus einer Cumarsdure und einer Pentose. Der Einsatz der hochauflosenden MS
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fiilhrte zu einem Natrium-Addukt mit m/z 319.07948 [M+Na]". Daraus wurde die
Summenformel C;4H;607+Na ermittelt (berechneter Wert 319.07937).

Als Kohlenhydratkomponente wurde Arabinose identifiziert.

Die eindeutige Identifizierung der Fraktion F4a erfolgte mit Hilfe unterschiedlicher 1D und
2D NMR-Experimente. In Tabellen 3.7 und 3.8 sind die zugeordneten 'H- und *C-NMR-

Daten zusammengefasst.

Tabelle 3.7:  'H-NMR-Daten fiir Fraktion F4a (in D,0); chemische Verschiebungen &y in ppm,
Kopplungskonstanten J in Hz. Araf: Arabinofuranose, ax: axial, eq: dquatorial
H1(J;,) | H2(h)" | H3 H4 H5 (J56)° H6 H7 (J75) H8
H5¢q H5,«
o-L-Araf 5.291 () 4.073 4.077 14.340 |4.447 |4.316
B-L-Araf 5.3254.57) |4.127 4.160 [4.043 ]4.469 |4.286
p-Cumarat
ol 7.694 (16.0) |6.397
. 7.547 (8.4) |6.916 6.916 (8.4 7.547
B (6.4 (84 7701 (16.0) |6.404

Kopplungskonstante fiir p-Cumarat
o und ,,B zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o- und B-Anomerie
der reduzierenden Arabinose an

Tabelle 3.8:  C-NMR-Daten fiir Fraktion F4a (in D,0); chemische Verschiebungen S¢ in ppm.
Araf: Arabinofuranose
C1 C2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 C9
o-L-Araf 100.93 | 80.94 75.67 80.42 63.59
B-L-Araf 95.01 75.61 73.95 78.33 64.66
p-Cumarat
S0 126.00 146.07 113.48 168.95
* . 130.23 115.66 | 158.21 115.66 130.23
NN 126.03 146.00 113.60 | 169.34

*

»o und ,,p* zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses der o.- und -Anomerie
der reduzierenden Arabinose an

Das 'H-Spektrum der Fraktion F4a (Abb. 3.16) weist im phenolischen Bereich auf eine trans-
p-Cumarsdure hin (Kopplungskonstante J;s = 16.0 Hz), die unter dem Einfluss eines
reduzierenden Zuckers steht (durch Signalaufspaltung sichtbar).

Die chemischen Verschiebungen der Kohlenhydratprotonen wurden anhand der 'H,'H-
COSY- und TOCSY-Spektren ermittelt und die "*C-Signale wurden dem 1D "“C-NMR-
Experiment entnommen. Die Zuordnung der Signale zu den jeweiligen Kohlenstoffatomen
erfolgte mit Hilfe der HMQC- und HMBC-Spektren (Ausschnitt in Abb. 3.17).
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Nach der Auswertung aller NMR-Daten wurde die Zusammensetzung der Fraktion F4a
(trans-p-Cumarsdure, Arabinose) bestitigt. Mit Hilfe des HMBC-Experimentes wurde eine
Esterbindung zwischen p-Cumarsdure und der O-5-Position der Arabinose nachgewiesen
(Abb. 3.17) und die Furanoseform der Arabinose identifiziert. Das Anomerenverhéltnis von

o-Arabinose zu -Arabinose in wéssriger Losung betrug gemiB Integration 60:40.

pC-3
pC-5

pC-2
pC-6

n

0C8
0pC-7 ,B“pC-8
7

i \ Al

Abb. 3.16: 'H-NMR-Spektrum der Fraktion F4a (p-Cumarat-Region (oben) und Kohlenhydrat-
Region (unten)). ,,a" und ,,f* zeigen Aufspaltung der Signale aufgrund des Einflusses
der o~ und [-Anomerie der reduzierenden Arabinose an. pC: p-Cumarsdure, A: L-
Arabinofuranose, ax: axial, eq: dquatorial
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A Ao

0:r0000 .

| I | | | | | | | | | | | | | |
PPM 452 450 4.48 4.46 4.44 4.42 440 4.38 436 4.34 432 430 4.28 4.26 4.24 4.22

Abb. 3.17:  Ausschnitte aus dem HMBC-Spektrum der Fraktion F4a, welches mit Korrelationen
zwischen dem C9 der trans-p-Cumarsdure und den beiden H5-Atomen der Arabinose
zeigt

Die Verbindung in Fraktion F4a wurde als 5-O-trans-p-Cumaroyl-L-arabinofuranose (pCA)
(Abb. 3.15) identifiziert. Die mit p-Cumarsdure substituierten Seitenketten der Heteroxylane
wurden bisher aus keinen anderen Getreidekleien bzw. —karyopsen isoliert. p-Cumarsidure—
Tri- bzw. Tetrasaccharide wurden lediglich in Zellwédnden von Gerstenstroh (Mueller-Harvey
et al., 1986), Bambussprosslingen (Hartley et al., 1990, Ishii, 1996, Ishii et al., 1990) und
Bermudagras (Borneman et al., 1990) nachgewiesen.

3.2 lIsolierung und lIdentifizierung von Dehydrodiferulasaure-Sacchariden
aus Maiskleie

3.2.1 Fraktionierung von Dehydrodiferulasaure-Sacchariden mittels GPC an
Sephadex™ LH-20 und Identifizierung von ausgewahlten gereinigten Fraktionen

Nach der Fraktionierung von PCS-Sacchariden mittels GPC an Sephadex™ LH-20 mit
Wasser, wurden die auf der Sdule verbliebenen DFS-Saccharide in Anlehnung an in der
Literatur beschriebene Methoden (Ishii, 1991, Saulnier et al., 1999) mit unterschiedlichen
wissrig/organischen Losungsmittelgemischen isoliert. Die beste Trennung wurde mit einem
Methanol/Wasser-Gemisch 20/80 (v/v) erreicht. Ein zugehdriges Chromatogramm ist in
Abbildung 3.18 dargestellt. Mehrere Fraktionen wurden gesammelt und nach alkalischer
Hydrolyse auf die Existenz phenolischer Komponenten, insbesondere DFS, mittels HPLC-
DAD untersucht. Die relativen Retentionszeiten und die UV-Spektren (Abb. 5.1 in Kapitel
5.3) waren fiir die Identifizierung ausschlaggebend. Alle Fraktionen beinhalteten mehrere
DFS als phenolische Komponenten. Zwei Fraktionen (F5 und F6 in Abb. 3.18) wurden zur
weiteren Untersuchung ausgewéhlt. Die Fraktion F5 enthielt 5-5-DFS als phenolische
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Hauptkomponente. Nach dem Verseifen der Fraktion F6 wurde ein Gemisch aus 5-5-DFS und
8-0-4-DFS identifiziert. Beide Fraktionen (F5 und F6) wurden mittels semipriparativer RP-
HPLC-UV gereinigt bzw. fraktioniert.

180 7
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©
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
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Abb. 3.18: GPC-Chromatogramm  der Sephadex™  LH-20-Fraktionierung des sauren,
vorfiraktionierten Hydrolysates der unlioslichen Ballaststoffe aus Maiskleie (Eluent:
Methanol/H,0-Gemisch 20/80). Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.1.1 zu
entnehmen

Die Fraktionierung der Fraktion F5 mittels semipréparativer HPLC (nicht abgebildet) ergab
eine Hauptfraktion F5ger, die jedoch noch immer eine Mischung aus unterschiedlichen 5-5-
DFS-Sacchariden darstellte (nach HPLC-DAD-MS- und NMR-Untersuchungen) und somit

nicht weiter betrachtet wurde.

Zwei Fraktionen (F6a und F6b) wurden nach der Fraktionierung von F6 mittels
semipraparativer HPLC erhalten (in Abb. 3.19). Aus 100 g unléslichen Ballaststoffen wurden
ca. 5 mg der Fraktion F6a und ca. 4 mg der Fraktion F6b isoliert.
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Abb. 3.19:  Semipriparatives RP-HPLC-Chromatogramm der GPC-Fraktion Feo.
Chromatographiebedingungen sind in Kapitel 5.2.2.3 dargestellt
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Die Identifizierung des phenolischen Anteils der Fraktion F6a wurde nach alkalischer
Hydrolyse mittels HPLC-DAD durchgefiihrt. 5-5-DFS (UV-Spektrum in Abb. 5.1 in Kapitel
5.3) wurde als Hauptkomponente im alkalischen Hydrolysat nachgewiesen. Als Ergebnis der
HPLC-MS-Analyse der isolierten Fraktion wurde die Molekiilmasse von 782 g/mol ermittelt
(Natrium-Addukt mit m/z 805 [M+Na]" und Kalium-Addukt mit m/z 821 [M+K]"). Diese
Molekiilmasse entspricht einer Verbindung, die aus einer DFS und drei Pentose-Einheiten
besteht. Die Monosaccharid-Bausteine des Molekiils wurden nach saurer Hydrolyse und
Derivatisierung als Alditolacetate mittels GC-FID bestimmt. Arabinose und Xylose wurden
im Verhéltnis 2:1 nachgewiesen. Die Struktur der Fraktion F6a wurde mit Hilfe von 1D und
2D NMR-Experimenten ermittelt. Die NMR-Untersuchungen ergaben, dass es sich bei der
Fraktion F6a um eine bekannte, aus einer 5-5-DFS, zwei Arabinosen und einer Xylose
bestehende Verbindung handelt (Abb. 3.20). Diese Verbindung wurde bereits nach saurer
Hydrolyse der unldslichen Maisballaststoffe isoliert, wobei der erste Beweis erbracht wurde,
dass DFS als Crosslinks in Getreideballaststoffen fungieren (Saulnier et al., 1999).

OCHj OH

OH
o Y\
HOww{OH
HO

OCHs

Abb. 3.20:  Strukturformel des in Fraktion Fé6a enthaltenen 5-5-Dehydrodiferulasiiure-
Trisaccharids

Die einzige phenolische Komponente, die in Fraktion F6b (Abb. 3.19) nach alkalischer
Hydrolyse mittels HPLC-DAD detektiert wurde, konnte anhand ihrer Retentionszeit und ihres
UV-Spektrums (breite Schulter zwischen 290 und 310 nm, Abb. 5.1 in Kapitel 5.3) als 8-O-4-
DFS identifiziert werden. Eine Untersuchung mittels HPLC-MS im positiven Modus ergab
ein Massenspektrum mit m/z 673 [M+Na]" und m/z 689 [M+K]". Die daraus abgeleitete
Molekiilmasse betrdgt 650 g/mol und entspricht einer Verbindung, die aus einer DFS und 2
Pentosen besteht. Der Einsatz der hochauflésenden MS ergab fiir das Natrium-Addukt m/z
673.17516, woraus sich die Summenformel C;oH3;sNaO¢ (berechnete Molekiilmasse:
673.17445 g/mol) ergab. Als einzige Kohlenhydrat-Komponente wurde Arabinose mittels
GC-FID identifiziert.

Die genaue Struktur der isolierten Fraktion F6b (Abb. 3.21) wurde mit Hilfe verschiedener
1D, 2D und 3D NMR-Experimente aufgeklirt. Die zugehorigen 'H- und *C-NMR-Daten sind
in den Tabellen 3.9 und 3.10 zusammengefasst.
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Abb. 3.21:  Strukturformel des in Fraktion F6b enthaltenen Dehydrodiferulasiure-Saccharids:
Di-5-O-L-arabinosyl-Ester von 8-0-4-Dehydrodiferulasiure
Tabelle 3.9: 'H-NMR-Daten fiir Fraktion F6b (in Aceton-d6/D,O 9:1); chemische
Verschiebungen &y in ppm, Kopplungskonstanten J in Hz. OMe: Methoxyl-Gruppe,
ax: axial, eq: dquatorial
y Arabinose-Einheit Ferulat-Einheit
Aa AB Ba Bp Aa AB BaAa | BaAB | BBAa | BBAPB
1 5.102 5.197 5.135 5.202
J1=2.06 |J,=451 |J, =225 |J, =413
2 3.956 3911 3.972 3.907 7.4297 | 7.4239 |7.4259 |7.4259 |7.4136 |7.4145
1557356 1532593 |J,5=3.89 |J,5=6.75 |Jp=2.1 [Jo=2.1 | =21 | J=20 | =21 | Jhe=2.1
3 3.862 4.030 3.886 4.028
J37~6.01 |J;,=6.57 |J;,=5.83 |J;,~6.38
4 4.169 3.883 4.192 3.866
J50=5.99 | J150=7.05 | J;50=6.72 | J; 50=6.40
J1,5e34T | Sy 50388 | J1507=3.53 | J 507373
5. | 4220 4.177 4.174 4.236
Jsavse= | savse= | Ssasse | Jsanse 6.7755 | 6.7725 | 6.7935 | 6.7915 | 6.7995 | 6.7985
5 1152 | -11.60 | -11.82 —12.19 | J56=8.3 | J55=83 | J5s=8.3 | J55=83 | J5=8.3 | J55=8.3
5. 4.362 4314 4.330 4.333
6 7.1778 | 7.1703 | 7.1105 7.1071 7.1051 7.1015
7 74640 |7.4967 |7.6102 7.6155
J7516.0 J75=16.0
8 6.4616 |6.4628 |6.4515 6.4525
OMe 3.673 3.670 3.96 3.96 3.96 3.96
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Tabelle 3.10: >C-NMR-Daten fiir  Fraktion F6b (in Aceton-d6/D,O 9:1); chemische
Verschiebungen &¢ in ppm; Daten wurden den 2D HSQC- und HMBC-NMR-
Spektren entnommen. OMe: Methoxyl-Gruppe

c Arabinose-Einheit Ferulat-Einheit
Aa AB Ba BB Aa AB Ba BB
1 103.09 | 96.93 | 103.09 | 96.93 124.69 124.69 129.81 129.92
2 82.91 77.70 | 83.00 77.70 113.80 113.96 112.22 112.29
3 78.00 | 76.50 | 78.18 76.50 148.32 148.32 149.86 149.86
4 81.56 | 80.30 | 81.56 80.30 149.48 149.48 148.58 148.58
5 65.70 | 66.60 | 65.16 67.00 115.90 115.86 114.35 114.30
6 126.03 126.02 123.09 122.97
7 128.99 129.06 145.53 145.50
8 137.36 137.30 116.79 116.81
9 163.79 163.73 167.71 167.59
OMe 55.69 55.69 56.36 56.36

Die in der phenolischen Region des 'H-NMR-Spektrums der Fraktion F6b (Abb. 3.22)
enthaltenen Signale zeigen eine deutliche Aufspaltung, die durch die a- oder B-Stellung der
anomeren Protonen der jeweils assoziierten Arabinose-Einheiten zu erkldren ist. Dieser
Einfluss wird durch das Verhéltnis der Signalintensititen A70 und A7 deutlich, das mit ca.
2:1 dem Anomerenverhéltnis von Arabinose (a- zu B ca. 2:1) entspricht. Die A7-Singuletts
(A7a bei 7.4640 ppm und A7 bei 7.4967 ppm) liefern den Beweis, dass die Ferulasdure-
Einheit A (Abb. 3.21) in 8-Stellung gebunden ist. Im Zuge der radikalischen §8-O-4-Kopplung
von zwei Ferulasdure-Einheiten (A und B) wurde das saure A8-Proton aus dem intermediér
auftretenden Chinonmethid eliminiert, so dass keine Aufspaltung des Signals fiir A7 in ein
Dublett zu beobachten ist. Der Einfluss der a-/B-Anomerie der Arabinose-Einheiten ist bei
den aufgespaltenen Signalen A5 und A6 (je ein Dublett mit einer Kopplungskonstante von 8.3
Hz) ebenfalls deutlich zu erkennen (siche Abb. 3.22).

Die Protonen des B-Ringes der Ferulasdure-Einheit werden sowohl durch die Arabinose-
Einheit A als auch durch die Arabinose-Einheit B beeinflusst. So ist z. B. das Proton B8 in
vier 16 Hz Dubletts (charakteristisch fiir trans-stindige Protonen) aufgespalten (siche Abb.
3.22). Die groBte Intensitit besitzt das Dublett, welches detektiert wird, wenn die beiden
Arabinosen B und A in Form der bevorzugten a-Anomere vorliegen (BaAa). Bei geringfiigig
hoherer chemischer Verschiebung ist ein etwa halb so grofles Dublett zu sehen, das durch das
Proton B8 verursacht wird, wenn die Arabinose-Einheit B als a-Anomer und die Arabinose-
Einheit A als p-Anomer vorliegen (BaAP). Bei deutlich niedrigeren chemischen
Verschiebungen sind die BS8-Signale BBAa (Arabinose-Einheit B in Form des B- und
Arabinose-Einheit A in Form des a-Anomers) und BBAP (Arabinose-Einheiten A und B in
Form des p-Anomers) ersichtlich. Ahnlich zu den Signalen des Protons B8 sind die Signale
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der Protonen B5 und B6 ebenfalls in je vier Dubletts aufgespalten (Abb. 3.22, Daten in
Tabelle 3.9).

BuAa

a} 1

J\w/’\ Whm

ppm 6805 6800 6795 6790 6785 6780 6775 6770  6.765 o 6475 6470 6465 6460 6455 6450 6445 6440 6435

B5 B8

B7

— A5 —_
B8 120

- 130

- 140

T T T T T T e PP
ppm 76 74 72 70 6.8 6.6 6.4

Abb. 3.22:  'H- und HSQC-NMR-Spektren der Fraktion F6b (phenolische Region)

Die Zuordnung der Signale in der Ferulat-Region konnte durch das HMBC-Experiment und
durch das COSY-Experiment (Korrelationen zwischen B7 und B8, B5 und B6, B2 und B6,
A7und A8, A2 und A6) bestitigt werden (nicht abgebildet).

Aufgrund der geringen Substanzmenge der zu identifizierenden Verbindung konnte kein
geeignetes 1D *C-NMR-Spektrum aufgenommen werden. Die C-NMR-Daten wurden
daher den 2D NMR-Experimenten HSQC und HMBC entnommen (Tabelle 3.10). Die
erhaltenen chemischen Verschiebungen fiir phenolische *C-Atome wiesen eine gute
Ubereinstimmung mit verdffentlichten NMR-Daten der 8-O-4-DFS auf (Ralph et al., 1994).

Obgleich die Spektren auf einem 750 MHz-NMR-Spektrometer aufgenommen wurden, war
die Interpretation der Protonensignale in der aliphatischen Arabinose-Region komplex. Dies
ist auf die Anwesenheit von zwei Arabinose-Einheiten zuriickzufiihren, die sowohl in ihrer o-
als auch in ihrer f-anomeren Form vorliegen kdnnen und dadurch vier isomere Strukturen
verursachen. Die anomeren Protonen von allen vier Isomeren konnten aufgrund der
charakteristischen Tieffeldverschiebung (da durch zwei o-stindige Sauerstoffatome am
schwiéchsten abgeschirmt) einfach zugeordnet werden (Abb. 3.23 a). Den B-Anomeren der
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beiden Arabinose-Einheiten (anhand der Kopplungskonstanten *.J; , von 4.51 und 4.13 Hz und
durch Vergleich mit Literaturdaten (Bunzel et al., 2002a) identifiziert) wurden hohere
chemische Verschiebungen zugeordnet als den dominierenden a-Anomeren (*J;, von 2.06
und 2.25 Hz). Auffillig war aulerdem, dass die Signale der anomeren Protonen der B-
Arabinose-Einheit hohere chemische Verschiebungen aufwiesen als die Signale der
Anomeren der A-Arabinose-Einheit. Die Zuordnung der restlichen Protonensignale erfolgte
mit Hilfe von Daten, die dem TOCSY- (Abb. 3.23 b) und dem COSY-Experiment (Abb.
3.23 ¢) entnommenen wurden. Durch Interpretation des HSQC-Spektrums (Abb. 3.23 d)
konnten die 5-Protonen bzw. Kohlenstoffatome eindeutig identifiziert und die *C-NMR-
Signale den bereits bekannten Protonensignalen zugewiesen werden. Schlielich wurden mit
Hilfe des HMBC-Experimentes (nicht abgebildet) die Arabinose-Isomere der jeweiligen
Ferulat-Einheit (A und B) zugeteilt. Die Korrelationen zwischen den C9-Kohlenstoffatomen
der Ferulat-Einheiten und den HS5-Protonen der Arabinose-Einheiten waren im HMBC-
Spektrum fiir beide Molekiilabschnitte (A und B) deutlich zu erkennen. Dies deutete darauf
hin, dass die 8-0-4-DFS iiber beide Carboxyl-Gruppen esterartig an die Arabinose-Einheiten
(jeweils in O-5-Position) gebunden ist. Fiir die Zuordnung der beiden Arabinose-Einheiten zu
den Einheiten A und B musste ermittelt werden, welche Arabinose an die Ferulasdure-Einheit
A und welche an die Ferulasdure-Einheit B gebunden ist. Die NMR—Messung von FA als
Vergleichssubstanz in Aceton/D,O 9:1 ergab fiir C9-Kohlenstoffatome der Ferulaséure eine
chemische Verschiebung von 167.9 ppm. FA stellt strukturell den Vergleich fiir den B-Ring
der zu identifizierenden Substanz dar (vgl. Abb. 3.15 und 3.21). So wurden die Kohlenstoft-
Resonanzen C9 von 167.71 und 167.59 ppm dem B-Ring zugeteilt, wahrend die chemischen
Verschiebungen von 163.79 und 163.73 dem C9 des A-Ringes entsprachen. Uber die
Kopplung der C9-Kohlenstoffatome des Ferulates mit den bereits zugeordneten H5-Protonen
der Arabinose konnten so die Arabinose-Einheiten den jeweiligen Ringen zugewiesen
werden. Des Weiteren wurden die Ringformen beider Arabinosen mit Hilfe des HMBC-
Experimentes als furanosidisch bestimmt.

Spektrale Doppeldeutigkeiten bei der Zuordnung der Signale wurden durch den Einsatz der
3D NMR endgiiltig geklart. Insbesondere das 3D TOCSY-HSQC-Experiment erwies sich als
effiziente Zuordnungshilfe fiir die Kohlenhydratsignale.
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Abb. 3.23: Ausschnitte aus den Arabinose-Regionen der Fraktion F6b. a) 'H NMR-Spektrum (4
Arabinose-Isomere wurden durch unterschiedliche farbige Markierungen kenntlich
gemacht). b) TOCSY-Ausschnitt mit gezeigten Korrelationen zwischen zugeordneten
anomeren Protonen und den anderen fiinf Protonen der jeweiligen Arabinose-Einheit.
¢) Ausschnitt aus dem COSY-Experiment. d) Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum mit
zugeordneten 5-Protonen und >C-NMR-Daten fiir jede Arabinose-Einheit
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Abb. 3.24:  Ein 2D HSQC-Spektrum als Referenz und drei Ausschnitte aus dem 3D TOCSY-
HSQC-Spektrum der Fraktion F6b (drei "C-'"H-(f2-f3)-Ebenen bei definierten
Protonenverschiebungen). Es wurden HSQC-Spektren erhalten, die den a-Anomeren
der Arabinose-Einheiten A und B zugeordnet werden konnen. Aufgrund der teilweise
Uberlappung der anomeren Protonensignale der p-Anomere der Einheiten A und B
konnen keine getrennten HSQC-Spektren fiir diese Einheiten erhalten werden

In Abb. 3.24 ist das 2D HSQC-Referenzspektrum abgebildet, welches alle Signale der
Kohlenhydrat-Region aufweist. In einem 3D TOCSY-HSQC-Spektrum verteilen sich alle
Signale in einem Wiirfel mit den drei Achsen f1 (‘H-Spektrum), £2 ("*C-Spektrum) und f3
(‘H-Spektrum). Schneidet man den Wiirfel bei einem definierten Wert auf der fl-Achse,
erhilt man ein 2D HSQC-Spektrum auf der f2-f3-Ebene. Die Besonderheit der so erhaltenen
2D Spektren ist, dass nur die Signale, die zu dem gleichen Spinsystem gehdren wie der
ausgewdhlte Messwert f1, im HSQC-Spektrum der f2-f3-Ebene erkennbar sind. So sind in
Abb. 3.24 beim gewihlten f1-Wert von 4.03 ppm die 'H-">C-Korrelationen der p-Anomere
der Arabinose-Einheiten A und B (AP + B) zu sehen. Bei f1=4.36 ppm ist das HSQC-
Spektrum von nur einer anomeren Einheit Aa sichtbar, wihrend alle erkennbaren Signale
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beim Schnitt f1=5.14 ppm 'H-">C-Korrelationen des Ba-Anomers reprisentieren. So konnten
alle C-NMR-Signale sicher der jeweiligen Arabinose-Einheit zugeordnet werden.

Schnitte des 3D Spektrums bei einem konstanten Wert f3 ergeben 2D HSQC-TOCSY-
Korrelationsspektren in der fl1-f2-Ebene. In Abb. 3.25 a) sind die HSQC-TOCSY-Spektren
bei definierten Protonenfrequenzen (entsprechend den anomeren Protonen jeder Arabinose-
Einheit) abgebildet. So konnten z. B. die 'H-NMR-Signale der jeweiligen p-Arabinose-
Einheit im gesamten Spinsystem verfolgt werden. Dies war aufgrund der Komplexitit der
Spektren in den 2D NMR-Experimenten nicht vollstindig mdglich.

Die f1-f3-Ebenen bei gegebenen Kohlenstoffatomfrequenzen (Abb. 3.25 b) stellen gut
aufgeloste TOCSY-Spektren der Arabinose-Einheiten Aa, Bo und AB+Bp dar.

a) f1-fo Ebenenl3C-1H (HSQCTOCSY bei dy) b) f1-f3-Ebenen,tH-1H (TOCSY bei §¢)

Aa Ba Ap Bp Aa + wenig Ba Ba Ap+Bp
Ebene 110, 5.11 ppm Ebene 89, 5.14 ppm Ebene 57, 5.195 ppm Ebene 43, 5.213 ppm Ebene 224, 82.7 ppm Ebene 266, 78.4 ppm Ebene 84, 96.9 ppm
I OH I OH
3.862 (3) 2.886 (3 (4)3.883 4) 3.866 ( [
¢ @ () 3.911 &3 3907 0 0 o L
0 39502 3.972(2) 4o ) 9 i
()4.0%0 § @408 9 | 0 40
4.174 (5ax) 0 [
4.169 (4) (5ax) 4177 [
9 4220 (5a) 4102(4) 0 (5ax) 4.236 K % 0 0 i
(5eq) 4.314 . ~ L
0 4362 (5eq) D 4300 (5en) é (Geq) 4.333 (] 0 -
4.5 -—4.5
5.0 5.0
0 s020) § 550 I 9 6
(w5197 § Ws22 § | -
IS SN S, N ) S S Y
104 102 100 98 96 104 102 100 98 96 104 102 100 98 96 104 102 100 98 96 ppm 40 39 ppm 40 39 ppm 51 50
dc Sc dc dc OH OH SH

Ausschnitte aus dem 3D TOCSY-HSQC-Spektrum der Fraktion F6b. a) vier "C-"H-
(f1-12)-Ebenen (HSQC-TOCSY bei oy von anomeren Protonen) fiir jeweilige
Arabinose-Einheit. b) Drei ausgewiihlte 'H-'H- (f1-f3) TOCSY-Ebenen (bei
gegebenen O¢) fiir jeweilige a-Arabinose-Einheit und fiir beide iiberlappten f-
Arabinose-Einheiten (in Farbe der dominierenden Komponente gezeichnet).

Abb. 3.25:

Die Kopplungskonstanten der Protonensignale wurden aus dem 1D 'H-NMR-Spektrum
bestimmt (Abb. 3.22 fiir die Ferulat-Region und Abb. 3.26 fiir die Kohlenhydrat-Region).
Aufgrund der Komplexitit des '"H-NMR-Spektrums konnten nicht alle Kopplungskonstanten
direkt abgelesen werden. In manchen Fillen, z. B. in der Ferulat-Region oder bei anomeren
Protonen in der Kohlenhydrat-Region, war das Peakmuster deutlich zu erkennen, was die
Bestimmung von Kopplungskonstanten ermoglichte. In anderen Féllen konnten die
Kopplungskonstanten erst mit Hilfe der mathematischen Simulation des '"H-NMR-Spektrums
ermittelt werden. Die mathematische Simulation lieferte aulerdem eine geeignete Losung, um
die zugeordneten chemischen Verschiebungen zu prézisieren. Das Spektrum fiir jedes
Arabinose-Isomer wurde ausgehend von den sicher bestimmten Werten berechnet und Peaks
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der berechneten Spektren dem gemessenen 'H-NMR-Spektrum zugeordnet. Die chemischen
Verschiebungen und die geschitzten Kopplungskonstanten wurden so lange variiert, bis die
Signale der berechneten Spektren mit den Peaks des tatsdchlichen NMR-Spektrums
tibereinstimmten. Die Gegeniiberstellung der fiir jedes Arabinose—Isomer berechneten
Spektren mit dem tatsdchlichen Gesamtspektrum ist in Abb. 3.26 dargestellt. Die berechneten
Kopplungskonstanten und die prézisierten chemischen Verschiebungen sind in Tabelle 3.9

zusammengefasst.

Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse wurde die Fraktion F6b als Di-5-O-L-arabinosyl-Ester
der 8-0-4-DFS (Abb. 3.21) identifiziert. Die Bestimmung der absoluten Konfiguration der
beiden Arabinosen wurde nicht vorgenommen, da bereits bewiesen wurde, dass Arabinose nur
als L-Enantiomer in Seitenketten von Getreidearabinoxylanen vorliegt (Ishii, 1997). Der Di-5-
O-L-arabinosyl-Ester der 8-O-4-DFS ist das erste aus pflanzlichem Material isolierte DFS-
Saccharid, dessen DFS eine andere Kopplung als 5-5 aufweist.

Uber die Fihigkeit von DFS, als intra-/ und intermolekulare Crosslinks in pflanzlichen
Zellwianden zu agieren, wurde bereits viel diskutiert (Fry, 1986, Hatfield et al., 1999, Ishii,
1997, Ralph et al., 2004a, Ralph et al., 1998). Die Isolierung von 5-5-DFS-Sacchariden (Ishii,
1991, Saulnier et al., 1999) lieferte den ersten iliberzeugenden Beweis, dass DFS in der Lage
sind, zwei Saccharid-Einheiten zu verbinden. Die ,,Molecular Modelling*“-Experimente
zeigten jedoch, dass 5-5-DFS die einzige DFS ist, die aufgrund ihrer Struktur die
intramolekulare Ausbildung von Crosslinks der Arabinoxylane ermoglicht (Hatfield und
Ralph, 1999). Demzufolge wurde durch die Isolierung von 5-5-DFS-Sacchariden kein
unumstoBlicher Beweis iiber die Beteiligung von 5-5-DFS am intermolekularen Crosslink-
Prozess erbracht. Erst der im Rahmen dieser Arbeit isolierte Di-5-O-L-arabinosyl-Ester der 8-
0-4-DFS liefert den ersten Hinweis iiber die intermolekulare Vernetzung der Zellwiande durch
eine DFS. Die Ausbildung von intermolekularen Crosslinks hat gravierende Auswirkungen
auf die Struktur von pflanzlichen Zellwédnden und einen groBlen Einfluss auf die
physikochemischen und physiologischen Eigenschaften von Getreideballaststoffen.
Allerdings wurden die oben erwéhnten ,,Molecular Modelling“-Experimente mit einem
inflexiblen Xylanstrang aus 16 Xylose-Einheiten durchgefiihrt (Hatfield und Ralph, 1999).
Dieses Modell beschreibt gut starre bis semi-flexible Arabinoxylane (Dervilly-Pinel et al.,
2001). Es wurde jedoch gezeigt, dass die Xylane eine Molekiilmasse von 10° kDa und eine
Kettenldnge von 2-3 um aufweisen konnen (Kerr und Fry, 2003). Die Polysaccharide bzw.
deren Vorstufen mit Ausnahme der Cellulose werden wéhrend der Entwicklung der
Pflanzenzellwand im Golgi-Apparat synthetisiert (Carpita, 1990). Um den Transport von
gebildeten Xylan-Molekiilen mit einer Kettenldnge von 2-3 pm in abgeschniirten Golgi-
Vesikeln mit einem Durchmesser von ca. 0.1 pm zu der Zellwand zu ermdglichen, miissen
Xylane entweder eine gefaltete oder gewindelte Form aufweisen (Fry, 2004, Kerr und Fry,
2003). Es wurden bisher keine ,,Molecular Modelling“-Experimente mit den gefalteten bzw.
gewindelten Arabinoxylanen durchgefiihrt. So kann nicht vollig ausgeschlossen werden, dass
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auch andere als 5-5-gekoppelte DFS an der Ausbildung der intramolekularen Crosslinks
beteiligt sind.

Methoxyl-Gruppen
—

1H-NMR, Arabinose-Region

I e g S
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Abb. 3.26:  Reales IH-NMR-Spektrum der Fraktion F6b (oben) und simulierte Protonen-
Spektren fiir jede Arabinose-Einheit (farbig an die Signalzuordnung in Abb. 3.23
angepasst). Im Gesamtspektrum schwarz dargestellte Signale konnen nicht eindeutig
einem Arabinose-Isomer zugeordnet werden, da sie aus iiberlagerten Signalen
zusammengesetzt sind. ax. axial, eq: dquatorial
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3.2.2 Fraktionierung von Dehydrodiferulasiure-Sacchariden mittels GPC an Bio-Gel®
P-2 und ldentifizierung von ausgewéhlten gereinigten Fraktionen

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben wurde, war der Zusatz von organischen
Losungsmitteln wie z. B. Ethanol oder Methanol zum wéssrigen Eluenten notwendig, um
DFS-Saccharide bei der Sephadex™™ LH-20-Chromatographie zu eluieren. Obgleich DFS-
Oligosaccharide nach der in Kapitel 3.2.1 angewendeten Methode isoliert werden konnten,
zeigten diese Untersuchungen auch, dass der Zusatz von organischen Ldsungsmitteln zu
wenig reproduzierbaren Ergebnissen fiihrte. Daher wurde zur Isolierung von weiteren DFS-
Sacchariden eine neue Strategie gewdhlt. Alle nach der Elution mit Wasser auf dem
Sephadex™ LH-20-Material verbliebenen DFS-Saccharide wurden zusammen mit reinem
Methanol von der Séule gespiilt und nach dem Entfernen des Losungsmittels an Bio-Gel® P-2
mit Wasser als Eluent chromatographiert. Obwohl auch die Trennung an Bio-Gel® P-2-
Material nicht zu vollstidndig reproduzierbaren Ergebnissen fiihrte, war diese Methode zur
Isolierung von DFS-Sacchariden besser geeignet als die Trennung mittels Sephadex™ LH-
20-Chromatographie mit teilweise organischen Eluenten. In Abb. 3.27 sind zwei GPC-
Chromatogramme der Trennung an Bio-Gel® P-2-Material dargestellt. Die beiden
Chromatogramme stimmen nicht komplett {iberein, da im Verlauf der Methodenentwicklung
unterschiedliche Sdulendimensionen verwendet wurden (Saulenldnge beim Lauf A betrug 1 m
und beim Lauf B 50 cm), zeigen aber eine dhnliche Verteilung der Peaks. Jeweils fiinf
Fraktionen wurden pro Lauf gesammelt (F1-Bio—F5-Bio, Abb. 3.27 A) bzw. (F'1-Bio—F'5-
Bio, Abb. 3.27 B). Die Untersuchung der Fraktionen F1-Bio—F5-Bio und F’1-Bio—F'5-Bio
mittels HPLC-DAD-MS ergab, dass die Fraktionen aus dem Lauf in Abb. 3.27 B &hnliche

Zusammensetzungen aufwiesen wie die Fraktionen aus dem Lauf 3.27 A.

Anhand der UV- und MS-Spektren wurde die Fraktion F5 (bzw. F’5) als eine leicht
verunreinigte Substanz bestehend aus einer 5-5-DFS und zwei Pentosen charakterisiert. Das
'H-NMR-Spektrum wies auf eine Verbindung hin, die bereits von Saulnier et al. (1999)
beschrieben und als Dis-O-L-arabinosyl-Ester der 5-5-DFS identifiziert wurde (siche Kapitel
1.3.3, Abb. 1.8 Verbindung 3. F4 (bzw. F’4) beinhaltete zwei Hauptkomponenten. Die erste
Komponente setzte sich aus einer 5-5-DFS, zwei Arabinosen und einer Xylose zusammen.
Die zweite Verbindung bestand aus einer 8-O-4-DFS und zwei Arabinosen. Diese beiden
Komponenten wurden wie beschrieben bereits aus einem anderen Lauf mittels GPC an
Sephadex™ LH-20 isoliert und identifiziert (siche Kapitel 3.2.1, Abb. 3.20 und 3.21). F3
(bzw. F’3) stellte ein Gemisch aus mehreren Verbindungen folgender Zusammensetzung dar,
u.a.: a) 5-5-DFS, drei Pentosen und einer Hexose, b) 5-5-DFS und vier Pentosen, c¢) 8-O-4-
DFS und drei Pentosen. F2 (bzw. F’2) beinhaltete eine Verbindung aus 8-8 (Aryltetralin)-DFS
und zwei Pentosen sowie eine Reihe weiterer Substanzen, die schwer zu charakterisieren
waren. F1 (bzw. F’1) enthielt unterschiedliche, aus einer DFS und einer Pentose bestehende

Komponenten.
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Abb. 3.27: GPC-Chromatogramme an Bio-Gel® P-2 (Eluent: H,0) zur Fraktionierung von DFS-

Oligosacchariden aus Maiskleie. Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.1.2 zu
entnehmen.

Nach Untersuchung aller an Bio-Gel® P-2-Siule isolierten Fraktionen wurden die Fraktionen
F2 und F3 zur weiteren Reinigung bzw. Fraktionierung mittels semipriparativer HPLC
ausgewdhlt. Die Fraktionierung der Fraktion F2 mittels semiprédparativer HPLC (Abb. 3.28)
ergab eine Hauptfraktion F2ger-Bio. Aus der Fraktion F3-Bio wurden mittels
semipriparativer HPLC (nicht abgebildet) neben einer Fraktion, die zwei Komponenten (F3a-
Bio und F3b-Bio) enthielt, zwei weitere Verbindungen isoliert. Aufgrund der geringen
Mengen und erheblicher Verunreinigungen konnten jedoch keine sicheren NMR-Daten dieser

beiden Verbindungen ermittelt werden.

Aus 100 g unldslichen Ballaststoffen wurden ca. 5 mg F2ger-Bio (Abb. 3.29) und ca. 4 mg
einer Mischung aus den Komponenten F3a-Bio und F3b-Bio (Abb. 3.33) isoliert.
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Abb. 3.28:  Semipréiparatives  RP-HPLC-Chromatogramm  der  GPC-Fraktion  F2-Bio.
Chromatographiebedingungen sind in Kapitel 5.2.2.3 dargestellt.

3.2.2.1 Strukturcharakterisierung der gereinigten Fraktion F2ger-Bio

Durch Untersuchung der Fraktion F2ger-Bio mittels HPLC-MS im positiven Modus wurde
die Molekiilmasse zu 650 g/mol bestimmt (mit m/z 673 [M+Na]" und m/z 689 [M+K]"), die
einer Verbindung aus einer DFS und zwei Pentosen entsprach. Die Identifizierung der
phenolischen Komponenten nach alkalischer Hydrolyse mittels HPLC-DAD ergab 8-8
(Aryltetralin)-DFS (ca. 90 %) neben einem geringen Anteil an 5-5-DFS (ca. 10 %) (Abb. 5.1
in Kapitel 5.3). Die Monosaccharid-Analyse der isolierten Fraktion nach saurer Hydrolyse
zeigte, dass Arabinose als Hauptmonosaccharid (ca. 88 %) neben geringen Mengen an Xylose
(ca. 12 %) vorlag. Nach Bestimmung des phenolischen Anteils und der Monosaccharide
wurde die Reinheit der Fraktion F2ger-Bio auf ca. 85-90 % geschitzt. Als Verunreinigung

der Fraktion wurde ein 5-5-DFS-Oligosaccharid vermutet.

Abb. 3.29:  Strukturformel der Hauptkomponente in Fraktion F2ger-Bio: Di-5-O-L-arabinosyl-
Ester von 8-8 (Aryltetralin)-Dehydrodiferulaséiiure

-75 -



3 Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe unterschiedlicher 1D und 2D NMR-Experimente wurde die Struktur der
Hauptkomponente der Fraktion F2ger-Bio (Abb. 3.29) aufgeklirt. Die zugeordneten 'H- und
BC-NMR-Daten sind in den Tabellen 3.11 und 3.12 zusammengefasst. Zur Unterstiitzung der
Zuordnung der Arabinose-Signale sind in den Tabellen 3.11 und 3.12 die 'H- bzw. BC-NMR-
Daten der a- und B-Arabinose als Bestandteile von FA (Bunzel et al., 2002a) als Referenz
dargestellt. In Tabelle 3.12 sind des Weiteren neben den Daten der zu identifizierenden
Substanz die ?C-NMR-Daten von 8-8 (Aryltetralin)-DFS (Ralph et al., 1994) zum Vergleich
aufgefiihrt.

Tabelle 3.11: "H-NMR-Daten fiir die Hauptkomponente der Fraktion F2ger-Bio (in D,0);
chemische Verschiebungen 6y in ppm, Kopplungskonstanten J in Hz. OMe: Methoxy!-
Gruppe, ax: axial, eq: dquatorial

Arabinose-Einheit* Arabinose-Ref. *
a(a) b (o) ¢ (o) d (o) e(B) f(B) g (B) h (B) a B
H1 4.869* 5.068 5.204 5.223%* 5.249 5.274 5.291 5.298 5.29 5.32
(/1,2) (3.7) (3.09) (2.0) (2.5 (4.9 (4.5) 4.9 (3.0) ) “.9)
H2 3.931 3.957 4.036 4.043 4.022 4.049 4.095 4.098 4.07 4.12
H3 3.724 3.745 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
H4 4.090 4.063 4.278 4.278 n.d. n.d. n.d n.d. n.d. n.d.
H5,« 4.076 4.128 4.250 4.250 4.062 4.133 4.237 4.217 431 4.27
H5. | 4.384 4.283 4.412 4.412 4303 | 4.287(?) | 4.386 4.423 4.45 4.46

8-8 (Aryltetralin)-Dehyd rodiferulat’

H2 H5 H6 H7 H8 OMe H2 H5 H7 OMe

Einheit A 6.777 | 6.739 | 6.482 | 4.524 | 4.036 | 3.742 EinheitB | 7.067 | 6.665 | 7.797 | 3.856

* Eine sichere Zuordnung der chemischen Verschiebungen fiir 3- und 4-Protonen war aufgrund
weitgehender Signal-Uberlappungen hiufig nicht mdglich

* Referenzdaten von Arabinose (in D,0) als Bestandteil von 5-O-(frans-Feruloyl)-L-arabinofuranose
(FA) (Bunzel et al., 2002a)

* Weitere Aufspaltung der Signale nicht dargestellt
¥ Verbreiterte Signale, keine Kopplungskonstanten wurden berechnet

Die phenolische Region des 'H-NMR-Spektrums (Abb. 3.30 A) wird von breiten, wenig
aufgelosten Signalen dominiert, was, wie spiter beschrieben, auf die Anwesenheit von
mehreren Isomeren der zu charakterisierenden Substanz zuriickzufiihren ist. Zwei weitere
Protonensignale AH7 und AHS, die besonders charakteristisch fiir 8-8 (Aryltetralin)-DFS
sind, liegen in der Kohlenhydrat-Region bei ungefihr 4.52 und 4.04 ppm (Abb. 3.30 B).

Im anomeren Kohlenhydrat-Bereich der Komponente F2ger-Bio (zwischen 4.8 und 5.4 ppm)
sind acht Signale der anomeren Protonen der beiden Arabinose-Einheiten zu erkennen. Nach

der Bestimmung der Kopplungskonstanten wurden vier Signale als a-Anomere (Signale a—d
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in Abb. 3.30 und Tabellen 3.11 und 3.12) identifiziert. Vier weitere Signale (e—h in Abb. 3.30
und Tabellen 3.11 und 3.12) entsprechen den B-Anomeren. Zwei der Signale (a und d) sind
zusitzlich aufgespalten, was bei der Zuordnung jedoch zunéchst nicht weiter beriicksichtigt
wurde. Ausgehend von den Signalen der Anomeren erfolgte die Zuordnung der weiteren
Protonensignale der jeweiligen Arabinose-Einheit. Insgesamt wurden acht Arabinose-
Einheiten identifiziert. Bei einer dhnlichen Verbindung, dem Di-5-O-L-arabinosyl-Ester der
8-0-4-DFS (Abb. 3.21 in Kapitel 3.21), wurde nur zwischen vier Arabinose-Einheiten
(jeweils a- und B-Form von zwei Arabinosen) unterschieden. Die Existenz zusitzlicher
anomerer Signale kann durch mehrere Faktoren begriindet werden. Die beiden Arabinose-
Einheiten des  8-8 (Aryltetralin)-DFS-Diarabinosids ~ sind  lediglich  durch  vier
Kohlenstoffatome der DFS voneinander getrennt (Abb. 3.29). Die Nihe der beiden
Arabinose-Einheiten kann dazu fiihren, dass sie sich gegenseitig beeinflussen. So konnten fiir
ein Isomer einer Arabinose-Einheit (z. B. fiir die o-Arabinose-Einheit am A-Ring) zwei
Signale detektiert werden: 1) die Arabinose-Einheit am B-Ring liegt in a-Stellung vor und 2)
die Arabinose-Einheit am B-Ring weist die B-Form auf. Ein anderer Grund fiir die
aullerordentliche Vielfiltigkeit der Arabinose-Spinsysteme konnte das Stereozentrum in 7-

und 8-Position der DFS-Einheit A sein. Die durch die radikalische Reaktion in dhnlichen
AH2

A)
AH5
e AHB
BH7 BH2
BH5
T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 (ppmI

AH8

AH7

5.I3 ' 5{2 ' 5{1 ' 5.Io ' 4{9 ' 4.I8 ' 4I.7 ' 4I.6 ' 4I.5 ' 4.I4 ' 4AI3 ' 4AI2 ' 4I.1 ' 4AI0 ' 319 ' 3.I8 (ppm]
Abb. 3.30: 'H-NMR-Spektrum der Fraktion F2ger-Bio. A) Phenolische Region. B)
Kohlenhydrat-Region. Protonensignale des 8-8 (Aryltetralin)-Dehydrodiferulates sind

entsprechend der Nummerierung in Abb. 3.29 beschriftet. Bezeichnungen a-h zeigen die
Signale von anomeren Protonen (ausfiihrlich beschrieben im Text).
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Verhiltnissen entstandenen Stereoisomere konnten die zusitzliche Aufspaltung der Signale
der anomeren Protonen der beiden Arabinosen verursachen. Mit Hilfe von 2D NMR-
Experimenten konnten die acht Datensdtze an Protonensignalen dem jeweiligen Ring (A oder
B) zugewiesen werden. Der Schliissel zur sicheren Differenzierung liegt in den
unterschiedlichen chemischen Verschiebungen der C9-Atome der beiden DFS-Einheiten (A
und B in Abb. 3.29). Mit Hilfe des HMBC-Experimentes konnten die Kopplungen iiber drei
Bindungen zwischen den C9-Kohlenstoffen der DFS-Einheiten und den H5-Protonen der
Arabinose-Einheiten beobachtet werden. Anhand dieser Kopplungen konnten die Einheiten a,
b, e und f dem A-Ring zugeordnet werden, wahrend die Protonen-Daten der Einheiten c, d, g
und h auf deren Zugehorigkeit zum B-Ring hindeuteten.

Tabelle 3.12: “C-NMR-Daten fiir die Hauptkomponente der Fraktion F2ger-Bio (in D,0);
chemische Verschiebungen 8c in ppm; Daten wurden den 2D HSQC-, HSQC-
TOCSY- und HMBC-NMR-Spektren entnommen; OMe: Methoxyl-Gruppe

Arabinose-Einheit Arabinose-Ref.”
a(a) | b(a) | c(@) | d(@) | e@®) | fB) | 9B | h(B) a p
C1 101.3 101.4 101.8 101.8 95.8 95.8 95.9 95.9 101.9 96.0
C2 81.6 81.5 81.8 81.8 76.4 76.5 76.5 76.5 81.9 76.6
C3 75.2 75.6 76.4 76.4 74.8 74.8 (7) 74.8 74.8 76.7 75.0
C4 80.1 80.3 81.1 81.1 79.0 79.0 79.2 79.2 81.4 79.3
C5 64.0 64.4 64.7 64.7 66.5 66.2 65.8 66.1 64.1 65.7

8-8 (Aryltetralin)-Dehydrodiferulat

C1 c2 C3 c4 c5 C6 c7 cs C9 OMe
. 174.98
N 134.6°
Einheit A e 112.6 148.0 144 .4 116.0 121.1 457 48.0 175.1% 56.4
' 175.48

Einheit B 124.3 114.0 147.4 148.5 116.4 131.7 140.9 124.3 168.5 56.5

(ee]

-8 (Aryltetralin)-Dehydrodiferulasdure-Ref.

Einheit A 136.1 112.0 148.1 146.1 115.5 120.7 46.0 48.1 173.6 56.2

Einheit B 124.6 113.1 147.5 149.3 116.9 132.4 137.6 124.3 168.0 56.4

* Referenzdaten von Arabinose (in D,0) als Bestandteil von 5-O-(trans-Feruloyl)-L-arabinofuranose
(FA) (Bunzel et al., 2002a).

* Weitere Aufspaltung der Signale nicht dargestellt

¥ Eine Aufspaltung von mehr als 0.1 ppm der "C-NMR-Signale in HMBC-Spektrum wurde
beobachtet

" Referenzdaten von 8-8 (Aryltetralin)-DFS (in acetone-d,) (Ralph et al., 1994)
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3 Ergebnisse und Diskussion

Durch den Vergleich der *C-NMR-Daten der Hauptkomponente der Fraktion F2ger-Bio mit
den verdffentlichten Daten von 8-8 (Aryltetralin)-DFS (Ralph et al., 1994) konnte die bereits
nach der HPLC-DAD-Untersuchung vermutete 8-8 (Aryltetralin)-DFS als phenolische
Komponente der zu identifizierenden Substanz bestitigt werden. Die *C-NMR-Daten fiir die
Arabinose-Einheiten wurden den 2D Experimenten HSQC, HSQC-TOCSY und HMBS
entnommen. Das HSQC-TOCSY-Experiment (die Kohlenhydrat-Region des Spektrums ist in
Abb. 3.31 dargestellt) erwies sich als besonders hilfreich, vor allem bei der Zuordnung der
Protonensignale, die aufgrund starker Uberlappungen nicht den einzelnen Arabinose-
Einheiten zugewiesen werden konnten. Wie in Tabelle 3.12 zu sehen ist, sind die
zugeordneten °C-NMR-Daten mit den chemischen Verschiebungen von o- und -

Arabinofuranose aus FA vergleichbar.
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Abb. 3.31:  HSQC-TOCSY-Spektrum der Fraktion F2ger-Bio
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3 Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe des HMBC-Spektrums (Abb. 3.32) wurden Ester-Bindungen zwischen der 8-8
(Aryltetralin)-DFS und den beiden Arabinose-Einheiten, jeweils in deren O-5-Position,
eindeutig nachgewiesen. Des Weiteren wurden die beiden Arabinosen als Furanosen
identifiziert.

6-

4.5 4.4 4.3 4.2 4.1

[ppm]

Abb. 3.32: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum der Fraktion F2ger-Bio: Korrelationen zwischen
den C9-Kohlenstoffatomen der 8-8 (Aryltetralin)-Dehydrodiferulasiire-Einheit und den
H5-Protonen der Arabinose-Einheiten

Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse wurde die Fraktion F2ger-Bio als Di-5-O-L-
arabinosyl-Ester der 8-8 (Aryltetralin)-DFS (Abb. 3.29) identifiziert.

Die Isolierung und Identifizierung des Di-5-O-L-arabinosyl-Esters der 8-8 (Aryltetralin)-DFS
beweist die Bindung von 8-8 (Aryltetralin)-DFS an Arabinoxylane. Bisher lag diese
Erkenntnis nur fiir 5-5- (Saulnier et al., 1999) und 8-0-4-DFS (Kapitel 3.2.1) vor. Der
Nachweis einer Saccharid gebundenen 8-8 (Aryltetralin)-DFS dient zusammen mit dem Di-5-
O-L-arabinosyl-Ester der 8-0-4-DFS zur Unterstiitzung der Hypothese, dass DFS an der
Ausbildung von intermolekularen Polysaccharid-Crosslinks in pflanzlichen Zellwénden
beteiligt sind. Interessant ist, dass die Aryltetralinform der 8-8-DFS nachgewiesen wurde.
Dies deutet darauf hin, dass 8-8 (Aryltetralin)-DFS, eine von drei bekannten 8-8-DFS (Abb.
1.7 in Kapitel 1.3.3), tatsdchlich als solche in pflanzlichen Zellwédnden vorkommt und nicht
nur ein Produkt der alkalischen Hydrolyse im Verlauf der DFS-Analytik (Schatz et al., 2006)
darstellt. Durch den Nachweis der Bindung dieser phenolischen Komponente an ein Saccharid
kann ausgeschlossen werden, dass die 8-8 (Aryltetralin)-DFS vollstindig wihrend der
alkalischen Hydrolyse aus 8-8 (Tetrahydrofuran)-DFS oder einem unbekannten Vorldufer
entsteht, da die Isolierung des 8-8 (Aryltetralin)-DFS-Disaccharids keinerlei Arbeitsschritte
unter alkalischen Bedingungen beinhaltete. Die mdgliche Entstehung des 8-8 (Aryltetralin)-
Dehydrodiferulates unter den Bedingungen der sauren Hydrolyse ist unwahrscheinlich, darf
aber nicht auler Acht gelassen werden und bedarf in Zukunft weiterer Untersuchungen.
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3.2.2.2 Strukturcharakterisierung der Komponenten F3a-Bio und F3b-Bio

Die Molekiilmasse des aus zwei Komponenten F3a-Bio und F3b-Bio zusammengesetzten
Gemisches wurde mittels HPLC-MS bestimmt. Das im positiven Modus aufgenommene MS-
Spektrum deutete mit m/z 800 [M+NH,]", 805 [M+Na]" und m/z 821 [M+K]" auf eine
Molekiilmasse von 782 g/mol hin; dies entspricht einer Verbindung bestehend aus einer DFS
und drei Pentosen. 8-0-4-DFS wurde als einzige phenolische Komponente nach alkalischer
Hydrolyse der Fraktion anhand der Retentionszeit und des UV-Spektrums (Abb. 5.1 in
Kapitel 5.3) bestimmt. Arabinose und Xylose im Verhéltnis 2:1 wurden als einzige
Monosaccharide nach saurer Hydrolyse des Zweikomponenten-Gemisches nachgewiesen.

Die NMR-Daten der Fraktion zeigten, dass es sich dabei um ein Gemisch aus zwei
Komponenten F3a-Bio und F3b-Bio (Abb. 3.33) im Verhiltnis ca. 1:1 handelte. Bei beiden
Komponenten handelte es sich um einen Ester von 8-0-4-DFS, wobei eine Carboxylgruppe
der DFS an eine Arabinose gebunden ist und die andere an ein aus einer Xylose und einer
Arabinose bestehendes Disaccharid. Da es sich bei der 8-O-4-DFS um ein asymmetrisches
Molekiil handelt, konnten anhand der NMR-Daten zwei unterschiedliche Substanzen in
Abhiéngigkeit von der Bindung der Xylose erkannt werden. Bei der Komponente F3b-Bio ist
die Xylose an die Arabinose einer A-Einheit gebunden und bei der Verbindung F3a-Bio
befindet sich die Xylose an der Arabinose auf der Seite des B-Ringes. Die zugehdrigen 'H-
und *C-NMR-Daten sind den Tabellen 3.13 und 3.14 zu entnehmen.

OH

Abb. 3.33:  Strukturformeln der isolierten Komponenten F3a-Bio und F3b-Bio, zwei 8-0-4-
Dehydrodiferulasiure-Saccharide
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Tabelle 3.13: 'H-NMR-Daten fiir die Fraktionen F3a-Bio und F3b-Bio (in Aceton-d6/D,0 9:1);

chemische Verschiebungen Oy in ppm, Kopplungskonstanten J in Hz. A oder B
beschreiben die in Abb. 3.33 zugewiesene Ferulat-Einheit der §8-0-4-
Dehydrodiferulasiure (DFS), a oder [ die Konfiguration der Arabinose bzw. Xylose
und “a” oder “f” den FEinfluss der Arabinose-Konfiguration auf die Signale der
Xylose. OMe: Methoxyl-Gruppe, ax: axial, eq: dquatorial

Xyl(1>2)Ara(5—)-Diferulat Xyl(1>2)Ara(5—)-Diferulat-Ref.*
Arabinose” Xylose Arabinose Xylose

Aa Ba A/Bﬁ* Aﬁ(lla11) Bﬁ(lla11) A/Bﬁ(l‘B!’)* a ﬁ ﬁ(‘lall) ﬁ(‘lﬁ71)
H1 5.172 5.279 5.224 4.407 4.448 4.552 (7.4) 5.285 5.229 4.454 4.570
(J1,2) (1.6) 1.1 3.7) (7.5 (7.6) 4.565 (7.6) “) 3.9 (7.6) (7.4)
H2 | 4.009 | 4.076 | 4.034 3.198 3.184 3.278 4.081 4.045 3.209 3.289
H3 3.947 | 4.051 4.264 3.356 3.358 3.379 4.047 4.271 3.380 3.390
H4 4.140 | 4.200 3.909 3.485 3.485 3.495 4.212 3.926 3.489 3.511
H5.; | 4200 | 4.180 | 4.248 3.178 3.178 3.206 4.164 4.177 3.204 3.222
HSeq | 4.399 | 4.368 4.346 3.806 3.806 3.842 4.365 4.336 3.814 3.843
. o . 5 ;+ | 8-0-4-DFS-
Ara(5—)-Diferulat Ara(5—)-Diferulat-Ref. 8-0-4-DFS Ref §
Aa Ba |A/BB*| Aa Ba AB BB A B A B
H1 5.103 5.143 5.204 5.102 5.135 5.197 5.202 H2 7432 | 7424 | ~7.43 | ~7.43
i) | 43 | @23 | 39 2.1 (2.3) (4.5) 4.1 ~7.41
H5 6.778 | 6.795 | ~6.77 | ~6.79

H2 3.956 3.976 3.906 3.956 3.972 3911 3.907
H6 7.180 | 7.111 | ~7.17 | ~7.11
H7 7.490 | 7.618 | ~7.50 | ~7.61

H3 3.857 3.891 4.030 3.862 3.886 4.030 4.028

7.458 | 7.604 | ~7.46
7.423

H4 4.160 n.d. 3.863 4.169 4.192 3.883 3.866
(/78) (16.0) (16.0)
H8 6.469 ~6.46

H5. | 4.220 n.d. 4.180 4.220 4.174 4.177 4.236
6.459 ~6.45
HS5eq | 4.356 | 4.332 4.328 4.362 4.330 4.314 4.333 OMe | 3.678 | 3.968 | ~3.67 | ~3.96

Referenzdaten (Refl)) von B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose
(FAX) in Aceton-d6/D,0 9:1

Die Protonendaten wurden, wenn moglich, dem 1H,lH-COSY-Spektrum entnommen. Wenn
nicht, wurden die Daten aus den HSQC-TOCSY - und HMBC-Spektren abgelesen

NMR-Signale des -Anomers der Arabinose konnten nicht eindeutig dem A bzw. B-Ring
zugeordnet werden. Die présentierten Daten reprisentieren die Hauptsignale in den 2D
Spektren, z. B. in den '"H,'"H-COSY und HSQC-TOCSY-Spektren

Referenzdaten (in Aceton-d6/D,O 9:1) des Di-5-O-L-arabinosyl-Esters der 8-O-4-DFS (siche
Tabelle 3.9 in Kapitel 3.2.1)

Aufgrund der Komplexitit der Signale wurden nur deren Zentren abgelesen. Nur im Falle einer
deutlichen Signalaufspaltung wurden mehrere chemische Verschiebungen angegeben. Sichere
Ermittlung von Kopplungskonstanten war nur fiir die H7/H8-Kopplung mdglich.
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Tabelle 3.14: >C-NMR-Daten fiir die Fraktionen F3a-Bio und F3b-Bio (in Aceton-d6/D,;0 9:1);
chemische Verschiebungen 6c in ppm; Daten wurden den 2D HSQC-, HSQC-
TOCSY- und HMBC-NMR-Spektren entnommen. A oder B beschreiben die in Abb.
3.33 zugewiesene Ferulat-Einheit der §-O-4-Dehydrodiferulasdure (DFS), o oder [
die Konfiguration der Arabinose bzw. Xylose und “a” oder “f” den Einfluss der
Arabinose-Konfiguration auf die Signale der Xylose. OMe: Methoxyl-Gruppe

Xyl(1—»>2)Ara(5—)-Diferulat Xyl(1—>2)Ara(5-)-Diferulat-Ref.”
Arabinose Xylose Arabinose Xylose

Aa | Bo |ABB*| AB(“a”) | BR(“a”) | ABBB(B”) | a | B | B(a”) | BCPY)

C1 101.39 | 101.63 | 96.54 104.06 103.83 103.76 101.64 96.54 103.93 103.79

Cc2 91.17 90.95 84.25 74.05 74.05 73.70 91.07 84.37 74.12 73.79

C3 | 76.50 | 76.98 | 74.42 77.08 77.08 76.46 77.08! 74.84 | 77.09! 76.52
74.80

C4 80.09 80.57 79.86 70.18 70.18 70.18 80.67 79.86 70.30 70.23
79.44

C5 65.03 64.67 66.96 66.21 66.21 66.01 64.68 66.69 66.26 66.08

Ara(5->)-Diferulat Ara(5—)-Diferulat-Ref.® 8-0-4-DFS 8_0;;D§FS_

Aa Ba | A/BB* Aa Ba AB Bp A B A B

C1 124.70 | 129.83 | ~124.7| ~129.8

C1 103.11 | 103.11 | 96.90 103.09 103.09 96.93 96.93
C2 113.82 | 112.26 | ~113.9 | ~112.2

C3 148.26 | 149.87 | ~148.3 | ~149.9

Cc2 82.85 | 8296 | 77.66 82.91 83.00 71.70 77.70
C4 149.50 | 148.53 | ~149.5 | ~148.6

C5 115.90 | 114.27 | ~115.9|~114.3

C3 77.92 | 78.15 | 76.40 78.00 78.18 76.50 76.50
C6 126.04 | 123.05 | ~126.0 | ~123.0

C7 | ~129.0' | 145.56 | ~129.0 | ~145.5

C4 81.48 | 81.50 | 80.14 81.56 81.56 80.30 80.30 C8 137.34 | 116.79 | ~137.3 | ~116.8

C9 163.74 | 167.59 | ~163.8 | ~167.7

C5 65.67 | 65.13 66.49 65.70 65.16 66.60 67.00 OMe | 55.63 | 56.34 | ~55.7 | ~56.4

Referenzdaten (Ref.)) von B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

(FAX) in Aceton-d6/D,0 9:1

* NMR-Signale des -Anomers der Arabinose konnten nicht eindeutig dem A bzw. B-Ring
zugeordnet werden. Die priasentierten Daten reprisentieren die Hauptsignale in den 2D NMR-
Spektren

§ Referenzdaten (in Aceton-d6/D,O 9:1) des Di-5-O-L-arabinosyl-Esters der 8-O-4-DFS (siche

Tabelle 3.10 in Kapitel 3.2.1)

Der angegebene Wert représentiert das Zentrum der drei Signale bei 129.14, 129.03 und 128.97

ppm
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Die PCS-Region im 'H-NMR-Spektrum (Abb. 3.34 A) dhnelt der entsprechenden Region im
Spektrum der Fraktion F6b (Abb. 3.21 und 3.22 in Kapitel 3.2.1), was die Existenz der bereits
durch Vorversuche nachgewiesenen 8-0O-4-DFS als einzige phenolische Komponente
bestitigt. Das 'H-NMR-Spektrum im Kohlenhydratbereich ist aufgrund der vier zu
erwartenden Isomere (o- und B-Isomere der Arabinose-Einheiten) fiir beide Komponenten
F3a-Bio und F3b-Bio sehr komplex (Abb. 3.34 B). Viele Daten konnten den 1D und 2D
Spektren (v.a. 'H,'H-COSY, HSQC-TOCSY) entnommen werden. Trotzdem war es nicht
moglich, alle Signale der jeweiligen Einheit zuzuordnen. So konnten die Signale der o-
Arabinosen und der unter dem Einfluss der a-Arabinose stehenden Xylosen den jeweiligen
Ringen A und B sicher zugeordnet werden, wiahrend die Daten der 3-Arabinosen (A- oder B-
Einheit) und der unter dem Einfluss der 3-Arabinose stehenden Xylosen nicht differenziert
werden konnten (A/Bf} bei Arabinosen bzw. A/BB(“B”) bei Xylosen in Tabellen 3.13 und
3.14).

A) AH2 gip

2 AH5

AH7

AH6  BH6

; ' . ; i
7.6 75 7.4 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 65  [ppml

Arabinose

T Signale von anomeren Protonen:

1 - Xyl-Ara-DFS: Ara Ba.

- Xyl-Ara-DFS: Ara A/Bf 910

- Ara-DFS: Ara A/IBf 07

- Xyl-Ara-DFS: Ara Aa.

- Ara-DFS: AraBa,

2 6 - Ara-DFS: Ara Aa ‘
7/8 - Xyl-Ara-DFS: Xyl AIBB("B") 7
9 - Xyl-Ara-DFS: Xyl BB("o") 7
10 - Xyl-Ara-DFS: Xyl AB("a")

Xylose

[*8)
— |
[3;}
as W e

[[e<]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
52 5.0 48 46 4.4 42 4.0 3.8 3.6 34 [ppm]

Abb. 3.34: "H-NMR-Spektrum des Zweikomponenten-Gemisches F3a-Bio und F3b-Bio. A)
Phenolische Region. B) Kohlenhydrat-Region. Protonensignale des §8-O-4-
Dehydrodiferulates sind entsprechend der Nummerierung in Abb. 3.33 beschriftet. 1-10
reprdsentieren Signale der anomeren Protonen der Arabinose und Xylose. Xyl-Ara-DFS

steht fiir Xylose-(1—2)-Arabinose-(5—)-Dehydrodiferulat, Ara-DFS fiir Arabnose-(5—)-
Dehydrodiferulat.
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Die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome wurden den 2D Spektren (HSQC,
HSQC-TOCSY und HMBC) entnommen.

Mit Hilfe des HMBC-Experimentes wurden anhand der C5/H1-Korrelation (Abb. 3.35 B) die
Pyranoseform der Xylose und durch eine erkennbare Kopplung zwischen C4 und H1 (nicht
abgebildet) die Furanoseform der Arabinose identifiziert. Fiir die Xylosen wurden
Kopplungskonstanten °.J;, von 7.4 bis 7.6 Hz bestimmt (Tabelle 3.13), die nach der
Anwendung der Karplus-Beziehung (Karplus, 1959, 1963) auf die B-Konfiguration der
Xylopyranosen hinweisen.

Aufgrund der Korrelationspeaks im HMBC-Spektrum (Abb. 3.35 A) konnten Esterbindungen
zwischen den Arabinose-Einheiten (jeweils in O-5-Position) und der 8-O-4-DFS ermittelt
werden. Aullerdem wurden (1—2)-Bindungen zwischen den Xylosen und den Arabinosen
nachgewiesen (Abb. 3.35 B und C).

| (ppm]

[ppm]
X-Cl/A-H2 X-Cl/X-H5eq X-C1/X-H2/5ax [

~103.4

164 L
C - 103.6
- 165 S .
r b |y 038
C ] -

E 166 VA ¢

. WA | 1040

E 167 il ©
r i _—104.2

o 168 [-104.4

4.40 435 4.30 4.25 4.20 20 38 36 34 [ppm]

ppm]
A-C2/X-H1 A-C2/A-H3 90.6
90.8

91.0

91.2

91.4

T T
44 43 42 41 40  [ppm]

Abb. 3.35:  Ausschnitte aus dem HMBC-Spektrum einer Mischung aus den Verbindungen F3a-
Bio und F3b-Bio. A) Korrelationen zwischen den C9-Kohlenstoffen der 8-O-4-
Dehydrodiferulasiiure-Einheit und den HS5-Protonen der Arabinose-Einheiten. B)
und C) Xylose Cl/Arabinose H2- und Arabinose C2/Xylose HI1-Korrelationen als
Beweis einer Xylose-(1—>2)-Arabinose-Bindung und Xylose C1/Xylose H5-Kopplung
als Hinweis auf die Pyranoseform der Xylose. A: Arabinose, X: Xylose, ax: axial, eq:
dquatorial
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Nach der vollstindigen Interpretation aller Analysenergebnisse wurden in der isolierten
Fraktion zwei Komponenten F3a-Bio und F3b-Bio nachgewiesen. Die beiden Verbindungen
bestehen aus einem 8-0-4-Dehydrodiferulat, einer in O-5-Position gebundenen
Arabinofuranose und einer in O-5-Position (Arabinose) gebundenen [B-D-Xylopyranosyl-
(1—>2)-L-arabinofuranose-Einheit (Abb. 3.33). Die Isolierung von F3a-Bio und F3b-Bio zeigt,
dass auch Seitenketten, die komplexer als monomere Arabinose aufgebaut sind, an der
Vernetzung der Arabinoxylane {iber 8-O-4-DFS-Crosslinks beteiligt sind. Eine zusétzliche
Xylose-Einheit stellt offensichtlich keine sterische Hinderung fiir die Kopplung der Ferulat-
Radikale iiber eine 8-0O-4-Bindung dar. Dieses wurde zuvor fiir die radikalische Bildung von
5-5-Dehydrodiferulat durch die Isolierung und Identifizierung einer den F3a-Bio- und F3b-
Bio-Verbindungen &dhnlichen Substanz, jedoch mit 5-5-Dehydrodiferulat als phenolische
Komponente, gezeigt (Saulnier et al., 1999).

3.3 Ruckschlisse aus den identifizierten Verbindungen auf die Struktur
und Abbaubarkeit der Heteroxylane aus Maiskleie

Dass die unloslichen Ballaststoffe aus Maiskleie resistenter gegeniiber dem enzymatischen
Abbau sind als die Ballaststoffe aus anderen Getreidearten, ist bereits bekannt (Faulds et al.,
1995). In eigenen Untersuchungen zeigte die Behandlung von unldslichen Maisballaststoffen
mit Driselase (ein aus Basidiomyceten isoliertes Enzymgemisch aus unterschiedlichen Endo-
und Exocarbohydrolasen, jedoch ohne Esterase-Aktivitdt), dass nur ca. 18 % der Ballaststoffe
abgebaut wurden. Im Gegensatz dazu wurden die unloslichen Ballaststoffe aus Roggen mit
Driselase zu ca. 49 % hydrolysiert. Die Ballaststoffe der beiden Getreidearten bestehen aus
linearen (1—4)-B-D-Xylanketten, die mit (1—>2)- und/oder (1—3)-gebundener Arabinose
substituiert sind. Die Isolierung der [5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranosyl]-(1—3)-p-D-
xylopyranosyl-(1—>4)-D-xylopyranose aus Maiskleie (Ishii, 1997, McCallum et al., 1991),
Maisschossling (Kato und Nevins, 1985) und Roggen (Bunzel et al., 2002b) deutet darauf hin,
dass sowohl in Roggen- als auch in Maisballaststoffen die (1—3)-Monosubstitution am
hdufigsten auftritt. Von ihrer Grundstruktur (Hauptkette) sind die Ballaststoffe der beiden
Getreidearten dhnlich aufgebaut. Trotzdem zeigen sie unterschiedliche Ergebnisse beziiglich
der enzymatischen Abbaubarkeit durch Driselase. Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten und
identifizierten Seitenketten der Heteroxylane von Maiskleie konnen einen Ansatz fiir die
Erklarung tiber ihre schlechte enzymatische Abbaubarkeit liefern. Aus keinem anderen
pflanzlichen Material wurden bisher derart komplexe mit Ferulasdure assoziierte Seitenketten
wie FAXGG und FAXGX nachgewiesen. FAXGG beinhaltet aneinander gebundene L- und
D-Galactosen. Die Verkniipfung von gleichen Monosaccharid-Bausteinen, die sich nur in
threr absoluten Konfiguration unterscheiden, wurde bisher nur in wenigen Pflanzen
nachgewiesen. Strukturell interessant ist auch die isolierte Verbindung FAXGX, da die
terminale Xylose nicht die in Heteroxylanen aus Getreide dominierende B-Konfiguration
aufweist, sondern in der a-Form vorliegt. Die Identifizierung von pCA gab definitive
Hinweise, dass die Heteroxylane aus Maiskleie nicht nur mit trans-Ferulasdure assoziiert
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vorliegen, sondern dass auch andere phenolische Komponenten an ihrem Aufbau beteiligt
sind.

Der relativ hohe Anteil an di- und hdheroligomeren Seitenketten sowie ihre komplexe Natur
konnen aufgrund sterischer Hinderung den Angriff von Enzymen an den Xylanhauptstrang
unterbinden, was eine schlechte Abbaubarkeit zur Folge hat. So wurde nach saurer Hydrolyse
der besser enzymatisch abbaubaren Arabinoxylane aus Roggen unter vergleichbaren
Bedingungen nur FA als die einzige mit trans-Ferulasdure assoziierte Seitenkette identifiziert
(Bunzel et al., 2002b).

Ein weiterer moglicher Grund fiir die Resistenz der Maiskleie gegeniiber dem enzymatischen
Abbau ist ein hoher Gehalt an frans-Ferulasdure (24.8 mg/g unlosliche Ballaststoffe im
Vergleich zu 6.3 mg/g in Roggen). Durch ihre Féhigkeit, Di- und Oligomere auszubilden,
spielt die Ferulaséure eine Schliisselrolle bei der Ausbildung von Crosslinks in pflanzlichen
Zellwinden (Fry, 1986, Hatfield et al., 1999, Ishii, 1997, Ralph et al., 2004a, Ralph et al.,
1998). Die intra- und intermolekulare Vernetzung von Heteroxylanen der Maisballaststoffe
kann dazu fiihren, dass durch sterische Hinderung und moglicherweise entstehende
hydrophobe Bereiche die enzymatische Hydrolysierbarkeit der Maisballaststoffe herabgesetzt
wird. Eine Reduktion des Abbaus von Polysacchariden aus Maiszellwinden in Abhdngigkeit
von ihrem Substitutionsgrad mit Ferulasdure-Dimeren wurde bereits beschrieben (Grabber et
al., 1998). In diesen Versuchen wurden zur Hydrolyse der Maiszellwdnde jedoch nur
Carbohydrolasen eingesetzt. Neuere Versuche, in denen Maiszellwidnde mit unterschiedlichen
Gehalten an Ferulasdure-Dimeren mittels humanen Fézesproben abgebaut wurden, zeigten,
dass moderate DFS-Gehalte keinen Einfluss auf die Abbaubarkeit der Maiszellwidnde haben
(Funk et al., 2007). Unterschiedliche Ergebnisse zwischen den beiden Versuchsansitzen
konnen dadurch erklédrt werden, dass menschliche Féazesproben Esterasen aufweisen konnen,
die in der Lage sind, Ferulasdure- und eventuell DFS-Ester zu spalten und somit sterische
Restriktionen  aufzuheben. Des  Weiteren ist zu  beriicksichtigen, dass in
Mais(kleie)ballaststoffen deutlich hohere Gehalte (ca. 13 mg/g) (Bunzel, 2001) an DFS
enthalten sind als in dem von Funk et al. (2007) gewéhlten Modell (2.6 mg/g).

Durch Isolierung von zwei 5-5-DFS-Oligosacchariden (Ishii, 1991, Saulnier et al., 1999)
wurden erste Beweise fiir die Bindung von DFS an Saccharid-Einheiten erbracht. Die bereits
hdufig erwédhnten ,,Molecular Modelling“-Experimente von Hatfield und Ralph (1999)
offenbarten, dass durch die Isolierung von 5-5-DFS-Sacchariden nicht zugleich der Beweis
erbracht wurde, dass DFS als intermolekulare Crosslinks flir Polysaccharide dienen (siche
Kapitel 1.3.3). Durch Isolierung der 8-O-4-DFS- und 8-8 (Aryltetralin)-DFS-Saccharide
wurde bewiesen, dass auch andere als 5-5-gekoppelte DFS am Crosslink-Prozess der
Maisheteroxylane beteiligt sind. In Abbildung 3.6 ist ein Ausschnitt aus einer
Heteroxylankette der Maiskleie mit den bereits identifizierten Verbindungen schematisch
dargestellt.
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Abb. 3.36:  Schematische Darstellung eines Ausschnittes von Heteroxylanen aus den unloslichen
Ballaststoffen der Maiskleie
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Die Rolle von Ferulasidure bzw. DFS als wichtige Komponenten der Getreideballaststoffe
steht aufgrund der eindeutig belegten Crosslink-Funktion aufler Frage. Die ihnen
zugesprochene Bedeutung bei der Kontrolle der Zellwandausdehnung und ihr Einfluss auf die
enzymatische Hydrolysierbarkeit muss jedoch in weiteren Studien untersucht werden, da die
Ergebnisse derzeit noch teilweise widerspriichlich sind.

3.4 In vitro Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose und
B-b-Xylopyranosyl-(1—2)-5-0-trans-feruloyl-L-arabinofuranose mit
einzelnen Bakterienstdmmen

Mit den aus der Maiskleie isolierten Verbindungen FA (Abb. 3.15 in Kapitel 3.1.4) und FAX
(Abb. 3.14 in Kapitel 3.1.3) wurden im Rahmen dieser Arbeit mikrobiologische in vitro
Untersuchungen mit ausgewdhlten Bakterienstimmen durchgefiihrt. Um  optimale
Fermentationsprozesse und ein uneingeschrianktes Wachstum der Bakterien zu gewéhrleisten,
mussten analog zu den Verhéltnissen im menschlichen Dickdarm auch im in vitro System
anaerobe Bedingungen herrschen. Die Kontrolle der anaeroben Bedingungen erfolgte iiber
den Redoxindikator Resazurin. Bei allen durchgefiihrten Untersuchungen wurden anaerobe
Bedingungen eingehalten.

Unmittelbar nach der 48-stiindigen Fermentation wurde die Keimzahlbestimmung
durchgefiihrt (Tabellen 5.1 und 5.2 in Kapitel 5.3). In allen Testansdtzen, in denen die
Suspension mit lebenden Mikroorganismen versetzt wurde, wurde ein gutes
Bakterienwachstum beobachtet. Die Thioglycolat-Bouillon kann daher als geeignetes Medium
zur Durchfiihrung von in vitro Untersuchungen betrachtet werden. Die zur Gattung
Bacteroides gehorigen Stimme B. ovatus und B. thetaiotaomicron wiesen in einer
zuckerfreien Bouillon (ohne zusitzliche Kohlenhydratquelle) ein vergleichbares Wachstum
auf (Wachstum von 2-3 Zehnerpotenzen) wie in den Fermentationsansitzen, denen Glucose,
Arabinose bzw. Arabinose/Xylose zugesetzt wurde. Diese Tatsache kann durch die Féahigkeit
von beiden Bakterienstimmen, Pepton abzubauen, erklidrt werden. B. adolescentis und B.
longum (zwei saccharolytische Stidmme der Gattung Bifidobacterium) sowie B. vulgatus
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(gehort  zur in den Ansdtzen mit zusitzlicher

Kohlenhydratquelle ein um mindestens eine Zehnerpotenz stirkeres Wachstum (Wachstum

Gattung Bacteroides) zeigten
von insgesamt 2-3 Zehnerpotenzen beobachtet) als in einer zuckerfreien Thioglycolat-
Bouillon (Wachstum um eine Zehnerpotenz). In den mit autoklavierten Mikroorganismen
versetzten Medien, die zur Kontrolle der sterilen Bedingungen in die Untersuchung

miteingeschlossen wurden, wurde keine mikrobielle Kontamination festgestellt.

Arbeit
wachstumshemmende Wirkung bei ausgewéhlten Bakterienstimmen aufweist. Dieser Effekt

Im Rahmen dieser sollte wu.a. iberpriift werden, ob Ferulasdure eine
wurde z. B. bei in vitro Untersuchungen beobachtet, in denen der Einfluss von Ferulasdure
bzw. p-Cumarsdure auf das Wachstum von Pansenmikroorganismen untersucht wurde
(Borneman et al., 1986). Bei keinem der untersuchten Bakterien wurde im Rahmen dieser
Arbeit eine Einschrinkung des Wachstums in Anwesenheit von freier trans-Ferulasdure
(0,015 %-ig) festgestellt. Ein vermuteter toxischer Einfluss von freier Ferulasidure konnte
somit in den eingesetzten Ferulasdure-Konzentrationen auf die hier untersuchten Bakterien

nicht bestitigt werden (Tabellen 5.1 und 5.2 in Kapitel 5.3).

Die nach der Fermentation von FA bzw. FAX (einschlieBlich aller Vergleichslésungen)
gemessenen pH-Werte sind in den Tabellen 3.15 (FA) und 3.16 (FAX) dargestellt.

Tabelle 3.15: pH-Werte des Mediums vor und nach der Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-
arabinofuranose (FA) und den eingesetzten Vergleichslosungen durch ausgewihlte
Babkterienstimme. MO: Mikroorganismensuspension, Glc: Glucose, Ara: Arabinose,
F: trans-Ferulasdure

Ansatze* B. adolescentis | B. longum | B. ovatus | B. vulgatus | B. thetaiotaomicron
FA+MO 6.47 £ 0.02 6.34+£0.08 | 6.17+£0.05 | 6.40£0.05 6.49 £ 0.03
Ara+MO 6.20 £ 0.02 6.17+£0.07 | 6.10+£0.04 | 6.29 £0.03 6.40 £ 0.04
F+Ara+tMO 6.45+0.04 6.23+£0.03 | 6.25+£0.03 | 6.25+0.03 6.55+0.04
FA-+autokl. MO 6.49 +£0.02 6.43+£0.03 | 6.51£0.04 | 6.54£0.05 6.63 £ 0.06
H,O0+MO 6.46 £ 0.02 6.36£0.02 | 6.36+0.04 | 6.41 £0.02 6.48 £ 0.03
GlctMO 6.18 £ 0.03 6.10£0.03 | 6.08+£0.03 | 6.20£0.05 6.40 £ 0.02
FA+Glc+MO 6.19 £ 0.03 6.27+£0.02 | 6.09+0.03 | 6.22 £0.04 6.39 £0.02
Glc+autokl. MO 6.50 £0.02 6.47+£0.05 | 6.51£0.06 | 6.55%0.05 6.53 £0.02
Alle Ansitze vor 7.02 6.92 6.97 6.98 6.92
der Fermentation
Ansatz mit
F+Ara+MO vor 7.30 7.21 7.02 7.04 6.98
der Fermentation®

Die genaue Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 5.1.5.2 und 5.1.5.3 dargestellt

Alle Ansétze (bis auf F+Ara+MO) wiesen vor der Fermentation einen analogen pH-Wert auf. Die
pH-Werte der Ansdtze mit F+Ara+MO vor der Fermentation zeigten einen erhohten pH-Wert
aufgrund der leicht alkalischen Stammldsung von trans-Ferulasdure (siche Kapitel 5.1.5.2).
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Tabelle 3.16: pH-Werte des Mediums vor und nach der Fermentation von [-D-Xylopyranosyl-

(1->2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAX) und den eingesetzten
Vergleichslosungen durch ausgewiihlte Bakterienstimme. MO:
Mikroorganismensuspension, Glc: Glucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, F: trans-
Ferulasdure
Ansatze* B. adolescentis | B. longum | B. ovatus | B. vulgatus B.
thetaiotaomicron
FAX+MO 6.31 £0.03 6.37£0.03 | 6.15+0.05 | 6.44+£0.02 6.51 £0.03
Ara+Xyl+MO 6.04 £0.02 6.20 £0.06 | 6.09+0.04 | 6.22 +0.05 6.35+0.01
F+Ara+Xyl+MO 6.22 £0.04 6.33+£0.02 | 6.16 £0.01 | 6.25+0.03 6.42 £0.03
FAX-+autokl. MO 6.33 £0.01 6.43 £0.03 | 6.53+0.04 | 6.56 +0.02 6.63 +£0.01
H,O+MO 6.30 £0.01 6.36+£0.02 | 6.30+0.04 | 6.41 +£0.02 6.53+0.02
Glct+tMO 6.02 £0.03 6.10 £0.03 | 6.11 £0.03 | 6.20 £ 0.05 6.41 £0.05
FAX+Glc+MO 6.09 £ 0.02 6.18 £0.04 | 6.20+0.03 | 6.26 £ 0.02 6.41 +£0.02
Glc+autokl. MO 6.30 £0.02 6.47 £0.05 | 6.47 £0.07 | 6.55+0.05 6.57 £0.05
Alle Ansitze vor der 6.90 6.92 6.90 6.98 6.90
Fermentation
Ansatz mit
F+Ara+Xyl+MO vor 7.08 7.21 6.96 7.04 6.98
der Fermentation”

*  Die genaue Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 5.1.5.2 und 5.1.5.3 dargestellt

Alle Ansitze (bis auf F+Ara+Xyl+MO) wiesen vor der Fermentation einen analogen pH-Wert auf.
Die pH-Werte der Ansdtze mit F+Ara+Xyl+MO (vor der Fermentation) zeigten einen geringfiigig
erhohten pH-Wert aufgrund der leicht alkalischen Stammldsung von trans-Ferulasdure (siehe
Kapitel 5.1.5.2).

Eine deutliche Absenkung des pH-Wertes wurde nach der Fermentation von FA mit B. ovatus
beobachtet. Der pH-Wert des Mediums mit FA als Substrat betrug nach 48-stiindiger
Inkubation 6.17, wihrend in den Kontrollproben (H,O anstatt des Substrates) ein
durchschnittlicher pH-Wert von 6.36 gemessen wurde. Bei den Untersuchungen mit allen
anderen Mikroorganismen wurden bei den Ansdtzen mit FA zu den Blindwerten
vergleichbare pH-Werte ermittelt. Die Fermentation von FAX hatte weder bei B. adolescentis,
noch bei B. longum, B. vulgatus und B. thetaiotaomicron einen Effekt auf die gemessenen
pH-Werte. Im Gegensatz dazu wurde bei der Fermentation mit B. ovatus eine pH-Wert-
Anderung (6.15 bei den Ansitzen mit FAX und 6.30 in den Blindproben) festgestellt.

In den Medien, die Arabinose, Arabinose und Xylose, Glucose, FA und Glucose oder FAX
und Glucose (Tabellen 3.15 und 3.16) als Kohlenhydratquelle enthielten, sanken die pH-
Werte nach der Fermentation mit Mikroorganismen deutlich im Vergleich zu den
Kontrollproben (ohne Substratzufuhr). Die Absenkung des pH-Wertes, die durch Bildung von
SCFA und organischen Sduren verursacht wurde, gab erste Hinweise, dass die zugesetzten
Kohlenhydrate vollstindig oder teilweise fermentiert wurden. Die Untersuchung der
Fermentationsansitze auf freie Monosaccharide nach Reduktion und Derivatisierung zu den
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Alditolacetaten mittels GC-FID bestitigte diese Vermutung. In keinem mit lebenden

Mikroorganismen versetzten Medium wurden nicht abgebaute, freie Monosaccharide

nachgewiesen.
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Abb. 3.37:  RP-HPLC-DAD-Chromatogramme (Wellenlinge 280 nm) und ausgewihlte UV-

Spektren. a) Standard-Chromatogramm von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose
(FA) und trans-Ferulasdure. b) Thioglycolat-Bouillon nach der Fermentation mit B.
ovatus. c) FA in Thioglycolat-Bouillon nach der Fermentation mit B. ovatus. d) FA in
Thioglycolat-Bouillon nach der Inkubation mit autoklaviertem B. ovatus als
Blindwert. Chromatographie-Bedingungen sind in Kapitel 5.2.2.5 beschrieben. F:

trans-Ferulasdure
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Die Bestimmung der Gehalte an nicht umgesetztem Substrat (FA, FAX und Ferulasdure)
erfolgte mittels HPLC-DAD. In Abb. 3.37 a ist ein Standard-Chromatogramm von FA neben
trans-Ferulasdure, das mit einem zuvor entwickelten HPLC-Gradienten-Programm
aufgenommen wurde, abgebildet. In Abb. 5.3 in Kapitel 5.3 ist ein Standard-Chromatogramm
zur Trennung von FAX neben trans-Ferulasdure dargestellt. Die Bestimmung der Gehalte an
den wihrend der Inkubation gebildeten SCFA erfolgte mittels HPLC-UV (Detektion bei 210
nm) nach der Vakuumdestillation. Das zugehorige Standard-Chromatogramm ist in Abb. 3.38

zu sehen.
4 -

UV-Signal [mV]
N w

[
1

0 10 20 30 40 50 60
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Abb. 3.38: HPLC-UV-Chromatogramm eines Standardgemisches von kurzkettigen Fettsiuren. 1:
Ameisensdure, 2: Essigsiure, 3: Propionsdiure, 4: Isobuttersiure, 5: Buttersiure, 6:
Isovalerianséiure, 7: Valeriansiure, 8: 2-Ethylbuttersiure (interner Standard), 9:
Isohexansdure, 10: Hexansdure. Chromatographie-Bedingungen sind in Kapitel 5.2.2.6
beschrieben.

In Abb. 3.39 ist ein Sdulendiagramm mit den analysierten Gehalten an FA und in Abb. 3.40
mit den Gehalten an FAX nach der Fermentation mit lebenden Mikroorganismen (blau: FA
und lebende Mikroorganismen bzw. FAX und lebende Mikroorganismen) und nach der
Inkubation mit autoklavierten Bakterien (Kontrolle) (rot: FA und autoklavierte
Mikroorganismen bzw. FAX und autoklavierte Mikroorganismen) dargestellt. Die drei
ausgewdhlten Bacteroides-Stimme waren in der Lage, FA und FAX teilweise abzubauen. Die
Abnahme an FA bzw. FAX war signifikant (p < 0.05). Die beiden Vertreter der Gattung
Bifidobacterium B. adolescentis und B. longum besaBlen nicht die Féhigkeit, unter den
gewihlten Bedingungen FA und FAX zu verstoffwechseln (kein signifikanter Unterschied (p
>0.05) im Vergleich zu den Kontrollwerten).
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Abb. 3.39:  Gehalte an 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA) nach der Inkubation mit
Mikroorganismen in einer Thioglycolat-Bouillon (blau: vitale Bakterien, rot:
autoklavierte Mikroorganismen). MO: Mikroorganismensuspension

Durch B. ovatus wurden im Durchschnitt 23 % FA fermentiert. Die zugehdrigen RP-HPLC-
Chromatogramme sind in Abb. 3.37 b bis d dargestellt. Nach der Inkubation von FA mit B.
ovatus wurde ein leicht verbreiteter Peak bei ca. 13 min detektiert, der das UV-Spektrum von
trans-Ferulasdure und die Molekiilmasse von 326 g/mol (m/z 349 fiir Na-Addukt und 365 fiir
K-Addukt) aufwies, was auf die nicht abgebaute FA hindeutet (Chromatogramm in Abb. 3.37
¢). Ein Abbauprodukt wurde bei der Retentionszeit von ca. 10 min sowohl bei 280 nm (Abb.
3.37 c) als auch bei 325 nm (nicht abgebildet) mit einem Absorptionsmaximum bei 325 nm
detektiert. Das von der Substanz aufgenommene Spektrum weist eine groBe Ahnlichkeit mit
dem Spektrum von trans-Ferulaséure auf, unterscheidet sich jedoch im Bereich zwischen 200-
260 nm. Es konnte kein geeignetes Massenspektrum von dem gebildeten Produkt
aufgenommen werden, so dass keine weiteren Strukturvorschldge gemacht werden konnen.
Bei den mit Retentionszeiten zwischen 1 und 5 min detektierten Komponenten handelt es sich
um aus der Thioglycolat-Bouillon stammende phenolische Verbindungen, die teilweise nach
der Fermentation mit B. ovatus entstanden sind (vgl. Chromatogramme in Abb. 3.37 b und c).
Es wurde keine freie Ferulasdure als Abbauprodukt detektiert.

Der Abbau von FA durch B. ovatus wurde durch den Zusatz von Glucose als weitere
Kohlenstoffquelle (zur Anregung des Bakteriumwachstums) signifikant (p < 0.05) erhoht. In
Abb. 5.4 (Kapitel 5.3) ist ein Sdulendiagramm mit den Gehalten an FA nach der Fermentation
mit und ohne Glucose-Zusatz dargestellt. In Gegenwart von Glucose wurden durch B. ovatus
32 % FA verstoffwechselt.
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Abb. 3.40:  Gehalte an [-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAX)
nach der Inkubation mit Mikroorganismen in einer Thioglycolat-Bouillon (blau:
vitale Bakterien, rot: autoklavierte Mikroorganismen). MO:
Mikroorganismensuspension

Die SCFA stellen die wichtigsten Endprodukte des Kohlenhydrat-Abbaus der meisten
Bakterien dar; Milchsdure tritt ebenso wie Bernsteinsdure hdufig als Intermediat im
Kohlenhydrat-Stoffwechsel auf. Zur Uberpriifung, welche Stoffwechselprodukte aus FA bei
der Fermentation mit B. ovatus entstehen, wurden die Gehalte an Milch-, Bernsteinsdure und
den einzelnen SCFA bestimmt. In Tabelle 5.3 in Kapitel 5.3 sind die Gehalte an allen
nachgewiesenen SCFA sowie Milch- und Bernsteinsdure nach der Fermentation von FA und
den Vergleichslosungen mit B. ovatus zusammengefasst. In Abb. 3.41 sind die Sduregehalte
der Fermentationsansidtze mit FA und der Kontrollproben (ohne Substratzufuhr) als
Balkendiagramm abgebildet. In den Proben mit FA als Substrat wurden tendenziell mehr
Sduren gebildet als in den Proben ohne Substratzufuhr. Es wurde aber kein signifikanter
Unterschied (p > 0.05) im Gesamtsduregehalt festgestellt. Die Gegeniiberstellung von jeder
einzeln gebildeten Saure im Vergleich zu den Kontrollwerten ergab, dass bei den Proben mit
FA signifikant mehr Bernsteinséure gebildet wurde (p < 0.05) als in den Kontrollansitzen.

In allen Medien mit zugesetzten Monosacchariden (Arabinose oder Glucose) wurde eine
signifikante Steigerung des Gesamtsduregehaltes im Vergleich zu den Kontrollwerten
beobachtet. Diese Resultate korrelieren gut mit den Ergebnissen der pH-Wert-Messung.
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Abb. 3.41:  Gehalte (in umol/L) an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiuren, Milch- und
Bernsteinsdure nach der Inkubation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA)
(unten) und von  Kontrollansiitzen  (oben) mit B. ovatus. MO:
Mikroorganismensuspension

FAX wurde zu einem geringeren Anteil durch B. ovatus abgebaut (im Durchschnitt 12 %) als
FA (Abb. 3.40, Chromatogramme nicht abgebildet). In Gegenwart von Glucose wurde FAX
nicht signifikant stirker abgebaut als ohne Glucose-Zusatz (Abb. 5.5 in Kapitel 5.3). Die
Untersuchung der Medien nach Inkubation mit B. ovatus mittels HPLC-DAD ergab, dass
neben FAX und aus der Bouillon stammenden Verbindungen keine weiteren bei 280 bzw. 325
nm detektierbaren Stoffe in den Fermentationsansdtzen vorhanden waren. Es wurden weder

FA noch freie Ferulasdure nach der Fermentation von FAX mit B. ovatus nachgewiesen.

Die nach der Fermentation von FAX mit B. ovatus entstandenen Sduren (SCFA und
organische Sduren) und ihre Gehalte sind in Tabelle 5.8 in Kapitel 5.3 dargestellt. Die
Sduregehalte nach der Inkubation von FAX mit B. ovatus sind in Abb. 3.42 den Gehalten
nach der Inkubation der Kontrollansidtze gegeniibergestellt. Es wurden signifikante
Unterschiede (p < 0.05) im Gesamtsduregehalt und im Ameisensduregehalt zwischen den
beiden Ansitzen festgestellt.

O Ameisensaure
O Propionséure
Olsobuttersaure
HIsovalerianséaure

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H Hexansaure
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 . ..
O D-Milchsaure

OBernsteinsaure

umol/L

Abb. 3.42:  Gehalte (in umol/L) an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiuren, Milch- und
Bernsteinsiure nach der Inkubation von [-D-Xylopyranosyl-(1-—2)-5-O-trans-
feruloyl-L-arabinofuranose (FAX) (unten) und von Kontrollansiitzen (oben) mit B.
ovatus. MO: Mikroorganismensuspension
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Alle Proben, die Arabinose, Xylose und Glucose als Kohlenhydratquelle enthielten, wiesen
eine signifikant groBere Menge an Gesamtsdure (p < 0.05) als die Kontrollansitze auf (nicht
abgebildet). Dies korreliert mit den Ergebnissen der pH-Wert-Messung.

Ein wichtiger Faktor fiir den Abbau von mit Ferulasdure vernetzten Arabinoxylanen ist die
Anwesenheit der Feruloyl-Esterase. Die Esterase-Aktivitit von Bakterien wurde in der
Vergangenheit oft nicht beachtet, da die Arabinoxylane, die fiir mikrobiologische
Untersuchungen eingesetzt wurden, hédufig durch alkalische Extraktion isoliert wurden, was
zur Abspaltung von Ferulasdure fiihrte. In den wenigen Studien, in denen Augenmerk auf die
Exterase-Aktivitit gelegt wurde, wurde dennoch sowohl in der Darmflora von Ratten (Wende
et al., 1997) als auch in der menschlichen Darmflora (Andreasen et al., 2001, Kroon et al.,
1997b) Feruloyl-Esterase-Aktivitdt nachgewiesen. Es ist jedoch noch nicht vollstindig
aufgekléart, welche Darmbakterien in der Lage sind, Feruloyl-Esterasen zu produzieren. So
wurden Feruloyl-Esterasen bisher nur aus wenigen Dickdarmbakterien, wie z.B. aus
Lactobacillus acidophilus, charakterisiert (Wang et al., 2004). Die Ergebnisse der
dargestellten Untersuchung von FA bzw. FAX als Substrat gaben keinen Hinweis darauf, dass
B. ovatus in der Lage ist, extrazellulire Feruloyl-Esterase zu produzieren, da keine freie
Ferulasdure nach dem partiellen Abbau von FA bzw. FAX nachgewiesen wurde. Es wurde
aullerdem keine Inhibition des Abbaus von Arabinose und Xylose durch anwesende freie
Ferulasidure beobachtet. Des Weiteren wurde freie Ferulasdure nicht metabolisiert (zu 100 %
nach der Inkubation wiedergefunden), d. h. B. ovatus verfiigt liber keine extrazelluldren

Enzyme, die in der Lage sind, Ferulasidure abzubauen.

Um die Auswirkung der Ester- bzw. glykosidischen Bindung auf die Fermentierbarkeit durch
B. ovatus zu iiberpriifen, wurden Ansédtze von Ferulasdure und Arabinose (in dquivalenten
Mengen zu FA) und von Ferulasdure, Arabinose und Xylose (in dquivalenten Mengen zu
FAX) parallel untersucht. Die ungebundenen freien Kohlenhydrate (Arabinose bzw.
Arabinose und Xylose) wurden im Gegensatz zu FA und FAX vollstindig fermentiert. Dies
weist auf eine eingeschrinkte Verfligbarkeit von Arabinose und Xylose im gebundenen
Zustand fiir mikrobielle Fermentationsprozesse hin. Die Tatsache, dass die beiden
Verbindungen zum Teil abgebaut wurden, kann dadurch erklért werden, dass B. ovatus in der
Lage ist, FA und FAX aufzunehmen und intrazelluldr zu verstoffwechseln. Fiir diese
Annahme spricht, dass zwar eine Abnahme des Substrates zu verzeichnen war, im Medium
jedoch keine phenolischen Verbindungen gefunden wurden (z. B. Ferulasédure), die darauf
hinweisen, dass die Substrate vor der Aufnahme in die Bakterien durch extrazelluldre Enzyme
gespalten wurden. Die Tatsache, dass in dem Inkubationsansatz von FAX auch keine FA
gefunden wurde, ldsst ebenfalls vermuten, dass extrazelluldre Xylosidasen nicht zunichst
Xylose abspalten, sondern dass FAX als solches von dem Bakterium aufgenommen wird.
Nimmt das Bakterium FA und FAX auf, so ist davon auszugehen, dass diese Substrate
intrazelluldr verstoffwechselt werden, d.h. dass die benétigten Enzyme von den Bakterien
gebildet werden konnen, jedoch nicht als extrazelluldre Enzyme. Zum endgiiltigen Beweis
dieser Annahme miisste zukiinftig z. B. radioaktiv markiertes FA verwendet und iiberpriift
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werden, ob die radioaktive Markierung in Polymeren der Bakterienzellen wiederzufinden ist,
ein Ansatz, der z. B. von Wende et al. (1997) gewéhlt wurde.

Die Fahigkeit von B. ovatus, unterschiedliche Polysaccharide (u.a. auch Arabinoxylane) zu
fermentieren, d. h. dass B. ovatus iiber extrazelluldre Xylanasen / Xylosidasen verfiigt, wurde
bereits in der Literatur hdufig erwéhnt (MacFarlane et al., 1990, Martin et al., 1998, Salyers et
al., 1982, Salyers et al., 1981, Van Laere et al., 2000, Whitehead und Hespell, 1990). Zwei
codierende Gene fiir die Enzyme Xylanase und bifunktionelle B-Xylopyranosidase / -
Arabinofuranosidase wurden fiir B. ovatus charakterisiert (Whitehead und Hespell, 1990).
Eine hohe Xylanase-, Xylosidase- und Arabinosidase-Aktivitdt wurde u.a. beim Wachstum
von B. ovatus auf einem Xylan (Weaver et al., 1992) und einem Heteroxylan (Reddy et al.,
1984) beobachtet. FEin kompletter Abbau von Arabinoxylan-Polysacchariden aus
Weizenmehl, Glucuronoarabinoxylan-Polysacchariden aus Hirse und Xylooligosacchariden
wurde in in vitro Untersuchungen mit B. ovatus von Van Laere et al. (2000) nachgewiesen.
Arabinoxylooligosaccharide wurden in der gleichen Untersuchung jedoch nur teilweise

fermentiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass trotz der nachgewiesenen Glycosidasen B.
ovatus keine oder nur geringe Xylopyranosidase-Aktivitit besitzt, die zu einer raschen
Abspaltung der in (1—2)-Stellung an die Arabinose gebundenen Xylose unter den gewihlten
in vitro Bedingungen fiihren wiirde. Es kann ferner nicht ausgeschlossen werden, dass B.
ovatus Xylopyranosidase produziert, die in der Lage ist, eine (1—2)-Bindung zwischen
Xylose und Arabinose zu spalten, die aber aufgrund der Bindung der Ferulasdure an die
Arabinose die beiden Monosaccharide in (1—2)-Stellung nicht zu spalten vermag. So wurde
berichtet, dass der Abbau von Ferulasdure-Oligosacchariden durch Carbohydrasen ohne
vorherige Abspaltung von Ferulasdure nur schwer moglich ist, da die Ferulasdure-
Oligosaccharide aufgrund des phenolischen Anteils weitgehend resistent gegeniiber
Carbohydrasen sind (Hespell und O'Bryan, 1992, Kroon et al., 1997b).

Die Untersuchungen mit B. vulgatus ergaben, dass im Durchschnitt 22 % FA (Abb. 3.39)
abgebaut wurden. Die zugehorigen Chromatogramme sind in Abb. 3.43 dargestellt. Der
Abbau von FA wurde durch die Anwesenheit von Glucose bei den Fermentationsversuchen
nicht signifikant (p > 0.05) beeinflusst (Abb. 5.4 in Kapitel 5.3). Ahnlich wie bei B. ovatus,
wurde nach der Fermentation mit B. vulgatus neben dem nicht abgebauten Substrat ein
Abbauprodukt (bei ca. 9.5 min) mit dem Absorptionsmaximum bei 325 nm (Abb. 3.43 b)
detektiert. Es konnte kein auswertbares Massenspektrum von dem gebildeten Produkt erhalten
werden. Das dem Abbauprodukt zugehdrige UV-Spektrum besitzt eine groBe Ahnlichkeit mit
dem Spektrum von cis-Ferulasdure (vgl. Abb. 3.43 b und Abb. 5.2 in Kapitel 5.3). Das UV-
Spektrum weist neben der Retentionszeit darauf hin, dass es sich bei dieser Verbindung nicht
um das nach Fermentation mit B. ovatus erhaltene unbekannte Abbauprodukt (Abb. 3.37 ¢)
handelt. Ahnlich wie bei B. ovatus wurde nach der Fermentation mit B. vulgatus keine freie

Ferulasdure nachgewiesen.
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Abb. 3.43: RP-HPLC-DAD-Chromatogramme (Wellenlinge 280 nm) und ausgewihlte UV-

Spektren. a) Standard-Chromatogramm von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose
(FA) und trans-Ferulasdure. b) FA in Thioglycolat-Bouillon nach der Fermentation
mit B. vulgatus. ¢) FA in Thioglycolat-Bouillon nach der Inkubation mit
autoklaviertem B. vulgatus als Blindwert. Chromatographie-Bedingungen sind in
Kapitel 5.2.2.5 beschrieben. F': trans-Ferulasdure

Die Abbaurate von FAX durch B. vulgatus betrug 14 % (Abb. 3.40, Chromatogramme nicht
abgebildet) und wurde durch die Anwesenheit von Glucose in den Fermentationsversuchen
nicht beeinflusst (Abb. 5.5 in Kapitel 5.3). Weder FA noch Ferulasdure konnten mittels
HPLC-DAD-MS am Ende der Fermentation von FAX mit B. vulgatus nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der SCFA sowie der Milch- und Bernsteinséure ergab keine signifikanten
Unterschiede (p>0.05) in den Gesamtsduregehalten bei Gegeniiberstellung der
Fermentationsansitze von FA und Kontrollproben ohne Substratzufuhr (Tabelle 5.4 in Kapitel
5.3). Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus pH-Wert-Messungen (Tabellen
3.15 und 3.16). Ahnlich wie bei B. ovatus wurde bei Inkubation von FA mit B. vulgatus
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signifikant (p < 0.05) mehr Bernsteinsdure gebildet als in den Kontrollproben. Eine &hnliche
Verteilung der Séuren wurde nach der Fermentation von FAX beobachtet (Tabelle 5.9 in
Kapitel 5.3).

Die Ergebnisse der in vitro Untersuchung von FA und FAX zeigen, dass B. vulgatus keine
extrazelluldre Esterase produzieren kann, die die Esterbindung zwischen trans-Ferulasiure
und der Arabinose spalten konnte. Vergleichbar zu B. ovatus besitzt B. vulgatus nicht die
Fahigkeit, freie trans-Ferulasdure zu verstoffwechseln. Sollte eine extrazelluldre Esterase-
Aktivitit vorhanden sein, hitte man freigesetzte Ferulasdure nachweisen konnen. Ferner
wurde der Abbau von Arabinose bzw. einer Mischung aus Arabinose und Xylose durch die
Anwesenheit von freier frans-Ferulasdure nicht beeintrachtigt. Die Tatsache, dass FA in
groBBeren Mengen abgebaut wurde als FAX (vorausgesetzt der gesamte Substratverlust ist mit
einer vollstindigen Metabolisierung gleichzusetzen), deutet darauf hin, dass FA effektiver

von den Bakterien aufgenommen wird als FAX.

B. vulgatus ist eine der am meisten vorkommenden Spezies im menschlichen Dickdarm und
macht circa 10 bis 12 % der Bakterienmasse aus (McCarthy et al., 1988). Im Vergleich zu den
anderen Bacteroides-Spezies ist B. vulgatus relativ unwirksam beim Abbau von
Zellwandpolysacchariden, ein Hinweis darauf, dass keine bzw. nur wenige extrazellulire
Glycosidasen gebildet werden. So zeigten Van Laere et al. (2000), dass B. vulgatus
Arabinoxylooligosaccharide und Xylooligosaccharide komplett abbauen kann, wihrend die
Arabinoxylan-Polysaccharide aus Weizenmehl iiberhaupt nicht und Glucuronoarabinoxylan-
Polysaccharide nur zum Teil verstoffwechselt wurden, ein Hinweis auf das Fehlen
extrazelluldrer Xylanasen / Xylosidasen. Amylose und Amylopektin sind zwei der wenigen
Polysaccharide, auf denen ein gutes Wachstum von B. vulgatus beobachtet wurde (McCarthy
et al., 1988). Aufgrund der Tatsache, dass B. vulgatus geringfiigig an dem Abbau von FAX
beteiligt ist, wird vermutet, dass dieses Bakterium intrazelluldre Xylopyranosidasen
produzieren kann, die in der Lage sind, die (1—>2)-Bindung zwischen Arabinose und Xylose
zu spalten. Ebenso wird vermutet, dass B. vulgatus iiber eine intrazelluldre Feruloyl-Esterase
verfiigt, so dass potentiell aufgenommene FA und FAX tatsdchlich verstoffwechselt werden
konnen; die Metabolisierung der Kohlenhydratanteile ohne vorherige Abspaltung des
phenolischen Restes erscheint nicht moglich.

Im Verlauf der Inkubation von FA mit B. thetaiotaomicron wurden im Durchschnitt 64 % FA
(Abb. 3.39) abgebaut. Die zugehorigen Chromatogramme sind in Abb. 3.44 dargestellt. Nach
48-stiindiger Fermentation wurden neben dem nicht abgebauten Substrat mehrere
Abbauprodukte bei 325 bzw. 280 nm detektiert (Abb. 3.44 b), die in der mit autoklavierten
Bakterien versetzten Bouillon (Abb. 3.44 c) nicht nachgewiesen wurden. Es konnten jedoch
keine interpretierbaren Massenspektren der entstandenen Produkten erhalten werden. Die bei
ca. 15.5 min eluierte Substanz besitzt die gleiche Retentionszeit wie trans-Ferulasdure. Zwar
hat das UV-Spektrum dieser Verbindung eine groBe Ahnlichkeit mit dem Spektrum der cis-
Ferulasdure (vgl. Abb. 3.44b und Abb. 5.2 in Kapitel 5.3), es wurde jedoch durch

Kalibrierungsversuche mit trans-Ferulasdure belegt, dass trans-Ferulasdure in geringen
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Konzentration ein der cis-Ferulasdure zum Verwechseln dhnliches Spektrum aufweist. Auch
andere Abbauprodukte deuteten auf von FA abgeleitete Strukturen hin. Die Abbaurate von FA
wurde in den Ndhrmedien mit zugesetzter Glucose zusétzlich erhoht. In diesen Proben wurde
signifikant (p < 0.05) mehr FA verstoffwechselt (73 %) als in den Ansétzen ohne Glucose
(Abb. 5.4 in Kapitel 5.3).

Die Ergebnisse der in vitro Untersuchung von Arabinose und frans-Ferulasdure in
dquivalenten Mengen zu FA zeigen, dass B. thetaiotaomicron die Féhigkeit besitzt, trans-
Ferulasdure zu metabolisieren. In Abb. 3.44 d ist ein RP-HPLC-Chromatogramm nach der
Inkubation von Arabinose und trans-Ferulasdure mit B. thetaiotaomicron dargestellt. Nach
48-stiindiger Fermentation wurde neben Arabinose auch die frans-Ferulasdure vollstindig
umgesetzt. Das Abbauprodukt eluierte erst im Spiilschritt, was auf eine grof3ere Hydrophobie
der Substanz im Vergleich zur Ferulasdure hinweist. Das von diesem Produkt aufgenommene
UV-Spektrum besitzt Absorptionsmaxima bei ca. 220, 260 und 300 nm. Die Abwesenheit des
Absorptionsmaximums bei 325 nm deutet darauf hin, dass das entstandene Produkt einen
aromatischen Ring, aber keine Acryl-Gruppe (CH,=CH-COR) besitzt. Die Hydrierung der
Propenylseitenkette von Ferulasdure durch Mikroorganismen wurde bereits in der Literatur
beschrieben (Chesson et al., 1999). Da aufgrund einer unzureichenden lIonisierbarkeit kein
geeignetes Massenspektrum von der Substanz aufgenommen werden konnte, erfolgte keine
eindeutige Identifizierung.

Es ist bereits bekannt, dass die meisten monomeren aromatischen Sduren durch im Pansen
vorhandene Mikroorganismen aus dem Abwasserschlamm komplett in CO,, CHg, aliphatische
Sduren und SCFA abgebaut werden konnen (Besle et al., 1995, Grbic-Galic, 1985, 1986,
Grbic-Galic und Young, 1985). Dabei wurden u. a. folgende Reaktionen beschrieben: O-
Demethoxylierung von Ferulasdure zu Kaffeesdure, Dehydroxylierung von Kaffeesdure zu
Zimtsdure, Umwandlung von Zimtsdure durch Reduktion der Doppelbindung zu
Phenylpropionsdure, weitere Reaktion zu Phenylessigsdure usw. (Grbic-Galic und Young,
1985). Es ist aber bisher unklar, ob der Abbau im menschlichen Dickdarm nach dhnlichen
Schemata ablduft. Es wird nur vermutet, dass trans-Ferulasdure durch die Mikroflora des
menschlichen Dickdarmes schnell in eine andere phenolische Form transformiert bzw.
komplett abgebaut wird (Kroon et al., 1997b). Nach Untersuchungen in einem Modell-
Dickdarm haben die Autoren festgestellt, dass mehr Ferulasdure durch mikrobielle Esterase
abgespalten als im Medium nach der Abspaltung nachgewiesen wurde, was auf einen raschen
Abbau hindeutet.
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RP-HPLC-DAD-Chromatogramme (Wellenlinge 280 nm) und ausgewdihlite UV-
Spektren. a) Standard-Chromatogramm von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose
(FA) und trans-Ferulasiure. b) FA in Thioglycolat-Bouillon nach der Fermentation
mit B. thetaiotaomicron. ¢) FA in Thioglycolat-Bouillon nach der Inkubation mit
autoklaviertem B. thetaiotaomicron als Blindwert. d) trans-Ferulasiure und Arabinose
in dquivalenten Mengen zu FA nach der Fermentation mit B. thetaiotaomicron.
Chromatographie-Bedingungen sind in Kapitel 5.2.2.5 beschrieben. F': trans-Ferulasdure
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Nach der Inkubation von FA mit B. thetaiotaomicron wurde neben trans-Ferulasdure eine
weitere Substanz nachgewiesen, die wie das Abbauprodukt der trans-Ferulasidure erst im
Spiilschritt eluierte und die das gleiche UV-Spektrum aufwies (vgl. Abb. 3.44 b und d). Diese
Tatsache deutet darauf hin, dass B. thetaiotaomicron eine Esterase produzieren kann, die die
Esterbindung zwischen der trans-Ferulasdure und der Arabinose in FA zu spalten vermag.
Zwei Mechanismen des Abbaus von FA durch B. thetaiotaomicron sind denkbar: 1) das FA-
Molekiill wird zuerst durch Ferulasdure-Esterase in trans-Ferulasdure und Arabinose
gespalten, wobei Arabinose vollstindig fermentiert wird und trans-Ferulasdure in ein
unbekanntes phenolisches Abbauprodukt transformiert wird; 2) das FA-Molekiil wird durch
B. thetaiotaomicron in mehrere andere Molekiile (Metabolisierung der phenolischen Einheit)
umgeformt, ohne dass die Esterbindung gespalten wird. Fiir den 1. Mechanismus sprechen die
Abbauprodukte, die spiter als FA bzw. im Spiilschritt eluieren (z. B. trans-Ferulasédure und
das Abbauprodukt im Spiilschritt Abb.3.44 b). Auf den 2. Mechanismus deuten die Produkte
mit den Retentionszeiten zwischen 7 und 9 min hin (Abb. 3.44 b). Produkte mit dhnlichen
Retentionszeiten wurden nach der Inkubation mit B. vulgatus und B. ovatus detektiert, wo
keine Esterase-Aktivitit nachgewiesen wurde. Sicherlich ist es auch denkbar, dass beide
Mechanismen nebeneinander ablaufen.

Die Ergebnisse der in vitro Untersuchung von FA im Vergleich zu der Untersuchung von
dquivalenten Mengen an Ferulasiure und Arabinose zeigten, dass der Abbau von FA trotz der
nachgewiesenen Esterase-Aktivitit langsamer ablduft als der der ungebundenen Arabinose.
Im gebundenen Zustand steht die Arabinose nur eingeschrinkt dem Fermentationsprozess von

B. thetaiotaomicron zur Verfiigung.

Die nach der Inkubation von FA mit B. thetaiotaomicron entstandenen Sduren und ihre
Gehalte sind in Tabelle 5.5 in Kapitel 5.3 dargestellt. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede (p>0.05) im Gehalt an der Gesamtsdure zwischen den Proben mit FA als
Substrat und den Kontrollproben (ohne Substrat) festgestellt. Es wurde aber eine signifikant
(p <0.05) groBere Menge an L-Milchsdure in den Ansétzen mit FA nachgewiesen.

Im Vergleich zu FA wurde FAX durch B. thetaiotaomicron zu einem geringeren Anteil
abgebaut (35 %) (Abb. 3.40, Chromatogramme nicht abgebildet). In Gegenwart von Glucose
wurden 42 % FAX metabolisiert, signifikant (p <0.05) mehr als in den Ansétzen ohne
zugesetzte Glucose (Abb. 5.5 in Kapitel 5.3). Die Untersuchung der Bouillon nach der
Fermentation mit B. thetaiotaomicron mittels HPLC-DAD-MS ergab, dass neben FAX (siehe
Standard-Chromatogramm in Abb. 5.3 in Kapitel 5.3) mehrere Abbauprodukte detektiert
wurden. Die UV-Spektren und die Retentionszeiten der Abbauprodukte entsprachen
weitgehend der Verteilung nach der Fermentation von FA. Nur das nach dem Abbau von FA
im Spiilschritt zu erkennende Produkt (Abb. 3.44 b) war nach der Fermentation von FAX
nicht nachweisbar. Kein FA als Abbauprodukt war nach der Fermentation von FAX mit B.

thetaiotaomicron detektierbar.

Die Abwesenheit des Abbauproduktes von trans-Ferulasdure, welches im Spiilschritt eluiert
(beobachtet nach der Fermentation von FA sowie frans-Ferulasdure mit Arabinose bzw. mit
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Arabinose und Xylose), und die Tatsache, dass FA in groBeren Mengen abgebaut wurde als
FAX, deuten darauf hin, dass die Verstoffwechslung von FAX durch B. thetaiotaomicron
langsamer ablduft als von FA. Ein moglicher Grund ist die glykosidische Bindung zwischen
Xylose und Arabinose, die das Molekiil gegeniiber dem enzymatischen Angriff von Esterasen
stabilisiert. Es wurde bereits berichtet, dass die Freisetzung der Ferulasdure aus Ferulasiure-
Sacchariden von der Kohlenhydrat-Komponente abhidngig ist (Faulds et al., 1995). So
konnten die Autoren zeigen, dass mittels Feruloyl-Esterase aus Aspergillus niger die

Ferulasdure aus der Seitenkette FAX deutlich langsamer freigesetzt wird als z. B. aus [5-O-

trans-Feruloyl-L-arabinofuranosyl]-(1—3)-p-D-xylopyranosyl-(1—4)-D-xylopyranose.

Die nach der Fermentation von FAX mit B. thetaiotaomicron nachgewiesenen Gehalte an
Sduren sind in Tabelle 5.11 in Kapitel 5.3 dargestellt. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede (p > 0.05) in den Gesamtsduregehalten zwischen den Ansitzen mit FAX und
ohne Substrat festgestellt.

Uber die Eignung von B. thetaiotaomicron, unterschiedliche Poly- und Oligosaccharide, wie
Pektine, Stdrke, Arabinogalactane, Raffinose usw. abzubauen, wurde bereits berichtet
(Dongowski et al., 2000, Salyers und Pajeau, 1989). Ein Wachstum von B. thetaiotaomicron
wurde auch auf -Glucanen, Arabinoxylanen und einer Mischung aus Xylooligosacchariden
festgestellt (Crittenden et al., 2002). Van Laere et al. (2000) beobachteten dagegen bei ihren
in vitro Untersuchungen keinen Abbau von Arabinoxylo- und Xylooligosacchariden. Augrund
der erh6hten Mutationsfrequenz von B. thetaiotaomicron (Salyers und Pajeau, 1989), knnen
die Ergebnisse der Untersuchungen voneinander abweichen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass B. thetaiotaomicron eine Esterase-Aktivitit besitzt, die eine Esterbindung
zwischen der Ferulasdure und der Arabinose zu spalten vermag. Da in der Néhrbouillon nach
Fermentation von FAX weder Arabinose noch FA als Abbauprodukte nachgewiesen wurden,
deutet dies darauf hin, dass keine extrazelluldre Xylopyranosidase von B. thetaiotaomicron

gebildet wird.

Nach der Inkubation von FA und FAX mit den Bifidobacterium-Stimmen B. adolescentis und
B. longum wurde unter den gewéhlten in vitro Bedingungen weder FA (Abb. 3.39) noch FAX
(Abb. 3.40) abgebaut. Auch in den Ansitzen, die neben FA bzw. FAX Glucose enthielten,
fand kein Abbau der beiden Ferulasdure-Saccharide durch B. longum und B. adolescentis statt
(Abb. 5.4 und 5.5 in Kapitel 5.3). Die Untersuchung der SCFA und der organischen Sduren
ergab bei der Gegeniiberstellung der Ansitze mit Ferulaséure-Sacchariden als Substrat und
den Kontrollproben (ohne Substrat) keine signifikanten Unterschiede in den Gehalten an
Gesamtsdure bzw. an den einzeln gebildeten Siuren (Tabellen 5.6, 5.7, 5.10. und 5.12 in
Kapitel 5.3). Im Gegensatz dazu wurde in allen Fermentationsansdtzen mit zugesetzten
Monosacchariden (Arabinose, Xylose oder Glucose) eine signifikante Steigerung des
Gesamtsduregehaltes im Vergleich zu den Kontrollwerten beobachtet.

Die Ergebnisse der in vitro Untersuchung von FA und FAX zeigen, dass weder B.
adolescentis noch B. longum in der Lage sind, die Esterbindung zwischen der trans-

Ferulasdure und der Arabinose zu spalten. Des Weiteren scheinen diese Bakterien auch nicht
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3 Ergebnisse und Diskussion

die Moglichkeit zu haben, die unverdnderten Substrate aufzunehmen und durch die
entsprechenden intrazelluldren Enzyme zu verstoffwechseln. Es wurde keine inhibierende
Wirkung von freier trans-Ferulasiure bei der Fermentation von Arabinose bzw. von einem
Gemisch aus Arabinose und Xylose festgestellt. B. longum und B. adolescentis waren auch

nicht in der Lage, freie Ferulasidure zu metabolisieren.

B. adolescentis und B. longum sind zwei wichtige Vertreter der Gattung Bifidobacterium, die
neben den Bakterien der Gattung Bacteroides zu den weit verbreiteten Mikroorganismen des
menschlichen Dickdarmes gezédhlt werden (Sharp et al., 2001). In den bisherigen Studien
wurde das Wachstum von B. longum und B. adolescentis-Staimmen auf Arabinoxylanen aus
Roggen gezeigt (Crittenden et al., 2002). Ein gutes Wachstum von B. longum wurde auch auf
Arabinoxylanen aus Weizen beobachtet (Van Laere et al., 2000). Es wurde festgestellt, dass
B. longum und B. adolescentis in der Lage sind, a-L-Arabinofuranosidase zur Hydrolyse von
Arabinose-Resten des Arabinoxylans zu produzieren und Arabinose zu fermentieren
(Crittenden et al., 2002, Margolles und de los Reyes-Gavilan, 2003, Van Laere et al., 1997).
Es wurde dagegen gezeigt, dass die beiden Bifidobacterium-Stamme kaum B-D-Xylanase-
Aktivitdt zur Hydrolyse der Xylanhauptkette aufweisen (Crittenden et al., 2002, Hopkins et
al., 2003). Im Gegensatz zu dem sehr schlechten Wachstum der beiden Bakterien auf
unsubstituierten Xylanen, wurde grof3e Effizienz bei der Fermentation von unterschiedlichen
Xylooligosacchariden durch die beiden Bakterien beobachtet. Es wurde festgestellt, dass die
beiden Mikroorganismen in der Lage sind, u.a. Arabinoxylooligosaccharide und
Xylooligosaccharide teilweise oder vollstindig abzubauen (Van Laere et al., 2000). Dies
deutet darauf hin, dass die untersuchten Bifidobacterium-Stimme zwar intrazelluldre

Xylanasen bilden kdnnen, jedoch keine extrazelluldre Xylanase produzieren.

Die Fermentationsversuche mit fiinf wichtigen Vertretern der menschlichen Dickdarmflora
haben gezeigt, dass die Bindung von #rans-Ferulasdure an Arabinose bzw. an ein Arabinose-
Xylose-Disaccharid die Abbaurate der Kohlenhydrate reduziert bzw. génzlich verhindert. Zu
berticksichtigen ist jedoch, dass hier einzelne Bakterienstimme untersucht wurden. In der
komplexen Darmflora stehen die Enzyme der gesamten Bakterienflora zur Metabolisierung
der Substrate zur Verfligung. Inwieweit der hier an isolierten Bakterien festgestellte Einfluss
auch Giiltigkeit fiir die komplexe Darmflora hat, bleibt im Detail in folgenden Studien zu

untersuchen.
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4 Zusammenfassung / Summary

Ballaststoffe sind wichtige Lebensmittelbestandteile, die bei ausreichendem Verzehr die
Gesundheit des menschlichen Organismus positiv beeinflussen konnen. Die physiologischen
Eigenschaften von Ballaststoffen stehen im engen Zusammenhang mit ihrer chemischen
Struktur. Besonderes Interesse bei der Erforschung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen von
Ballaststoffen gilt den phenolischen Strukturmerkmalen, die aufgrund ihrer Eigenschaft,
Crosslinks auszubilden, einen groflen Einfluss auf die physikochemischen und somit auf die
erndhrungsphysiologischen Eigenschaften von Ballaststoffkomponenten haben kénnen. Viele
physiologische Eigenschaften der Ballaststoffe héngen eng mit ihrer enzymatischen
Abbaubarkeit und speziell mit der Fermentation durch Mikroorganismen im Dickdarm

zuSammen.

In dieser Arbeit wurde durch die Isolierung und Identifizierung von unterschiedlichen
Phenolcarbonsdure- (PCS) bzw. Dehydrodiferulasdure (DFS)-Sacchariden ein Beitrag zum
Verstidndnis der Strukturen von Maisballaststoffen (Heteroxylanen) geleistet. Dies ist eine
Voraussetzung, um die Zusammenhéinge zwischen Ballaststofffermentierbarkeit und den
chemischen Strukturen der Ballaststoffkomponenten besser zu verstehen. Die anschliefenden
in vitro Untersuchungen zur Fermentierbarkeit von isolierten Heteroxylanseitenketten aus
Maiskleie mit wichtigen Vertretern der menschlichen Dickdarmflora lieferten erste
Erkenntnisse iiber den Einfluss einer Ferulasiureassoziation von Arabinoxylanseitenketten

auf den Fermentationsprozess.

Die Isolierung von PCS- bzw. DFS-Sacchariden erfolgte nach saurer Hydrolyse der
unloslichen Ballaststoffe aus Maiskleie mittels GPC (Sephadex™ LH-20, Bio-Gel® P-2) und
semipriparativer RP-HPLC. Die Strukturidentifizierung der isolierten Komponenten wurde
durch 1D, 2D und 3D NMR-Spektroskopie und HPLC-MS in Kombination mit der
Bestimmung des phenolischen Anteils (HPLC-DAD), Bestimmung des Kohlenhydrat-Anteils
(GC-FID der Alditolacetate) und Bestimmung der glykosidischen Bindungen
(Methylierungsanalyse) durchgefiihrt. Die absolute Konfiguration der Kohlenhydrat-
Monomere wurde mittels chiraler GC nach saurer Hydrolyse und Derivatisierung zu
Trifluoracetaten bestimmt. Folgende PCS-Saccharide wurden als Seitenketten der Maiskleie-
Heteroxylane identifiziert:

- FA: 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose

- FAX: B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

-FAXG:  a-L-Galactopyranosyl-(1—2)-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-
feruloyl-L-arabinofuranose

- FAXGG: o-D-Galactopyranosyl-(1—3)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-B-D-
xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

- FAXGX: o-D-Xylopyranosyl-(1—3)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-p-D-xylopyranosyl-
(1>2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

- pCA: 5-O-trans-p-Cumaroyl-L-arabinofuranose
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Die Ferulasdure-Tetrasaccharide FAXGX und FAXGG sind die komplexesten
Heteroxylanseitenketten, die bisher aus pflanzlichem Material isoliert wurden. Die in
groBBeren Anteilen nachgewiesene Substanz FAXG triagt zur Komplexitit der Seitenketten bei,
und pCA stellt die erste isolierte, mit p-Cumarsdure assoziierte Heteroxylanseitenkette aus
Getreidekaryopsen dar. Die komplexen, mit Ferulasidure assoziierten Heteroxylanseitenketten
sind moglicherweise einer der Faktoren, die den begrenzten enzymatischen Abbau der

Maiskleie verursachen.

DFS werden als wichtige Arabinoxylan-Crosslinks in Getreideballaststoffen diskutiert. Die
Bindung von DFS an Arabinoxylane wurde bisher nur fiir die 5-5-DFS nachgewiesen. Die
Isolierung des Di-5-O-L-arabinosyl-Esters von 8-O-4-DFS und des Di-5-O-L-arabinosyl-
Esters von 8-8(Aryltetralin)-DFS zeigte, dass auch andere als 5-5-gebundene DFS an der
Vernetzung der Heteroxylane beteiligt sind. Die Isolierung von zwei Verbindungen, die aus
einer 8-0-4-DFS-Einheit, einer in O-5-Position estergebundenen Arabinofuranose und einer
in  O-5-Position estergebundenen [-D-Xylopyranosyl-(1—2)-L-arabinofuranose-Einheit
aufgebaut sind, wies darauf hin, dass auch komplexere Seitenketten als FA (in diesem Fall
FAX) an der Ausbildung von 8-O-4-DFS-Crosslinks mitwirken. Die Charakterisierung einer
Heteroxylankomponente, die aus einer 5-5-DFS, drei Pentosen und einer Hexose besteht, lasst
vermuten, dass die radikalische Kopplung auch durch noch komplexere Seitenketten nicht

negativ beeinflusst wird.

Der mikrobielle Abbau von FA und FAX durch fiinf wichtige Vertreter der menschlichen
Dickdarmflora wurde in vitro unter anaeroben Bedingungen analysiert. Alle flinf
ausgewdhlten Mikroorganismen besallen die Fiahigkeit, freie Arabinose und Xylose zu
verstoffwechseln. Es wurde dagegen nur bei drei Bakterien (B. ovatus, B. vulgatus und B.
thetaiotaomicron) ein partieller Abbau von FA (22—64 %) und somit die Ausnutzung von FA
als Kohlenhydratquelle beobachtet. Die Fermentationsversuche mit FAX zeigten, dass die an
die Arabinose gebundene Xylose ein zusétzliches Hindernis fiir die Verwertbarkeit der
Kohlenhydratkomponenten darstellt. So wurde FAX verglichen mit FA zu einem geringeren
Anteil (12-35 %) durch B. ovatus, B. vulgatus und B. thetaiotaomicron abgebaut. Ferner
wurde bis auf B. thetaiotaomicron bei keinem anderen untersuchten Mikroorganismus eine
extrazelluldre Esterase-Aktivitit festgestellt. Das gleiche Bakterium besall auch die Féhigkeit,
trans-Ferulasdure zu metabolisieren. Die Untersuchung der mikrobiell gebildeten kurzkettigen
Fettsduren und organischen Sduren nach Fermentation der eingesetzten Substrate (FA und
FAX) fiihrte zu dem Ergebnis, dass es lediglich Unterschiede im Gehalt der gebildeten
Bernsteinsdure (B. ovatus und B. vulgatus) gab, die jedoch nur ein Intermediat im bakteriellen
Stoffwechsel darstellt. Die mikrobiologischen in vitro Untersuchungen haben die Vermutung
bestitigt, dass die Bindung von frans-Ferulasdure an Heteroxylane und die Komplexitit der
Heteroxylanseitenketten den enzymatischen Abbau von Ballaststoffen negativ beeinflussen
konnen. Inwieweit der hier an isolierten Bakterien festgestellte Einfluss auch Giiltigkeit fiir
die komplexe Darmflora hat, bleibt im Detail zu untersuchen.
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Summary

Dietary fibre is an important part of the diet. A high dietary fibre intake is often related to
positive effects on human health. The physiological properties of dietary fibre are based on
their chemical structure. Due to their ability to cross-link plant cell wall polymers, phenolic
compounds as part of the dietary fibre complex may influence the physico-chemical
characteristics of dietary fibre and its physiological effects. This is of special interest in
research focused on structure-function-relationships of dietary fibre. Several physiological
effects of dietary fibre are discussed to be based on its enzymatic degradation and especially
on its fermentation in the human colon by intestinal bacteria.

This study led to a closer understanding of the heteroxylan structures of maize bran by
isolation and identification of several p-coumaric acid-, ferulic acid- and dehydrodiferulic
acid (DFA)-saccharides. This is a basic requirement for a better understanding of the
relationship between dietary fibre fermentation and the chemical structures of its components.
The subsequent in vitro study examining the fermentation of isolated heteroxylan side-chains
from maize bran by important species of the human intestinal flora revealed first hints on the

impact of a ferulate-arabinoxylan association on the fermentation process.

The isolation of monomeric hydroxycinnamic acid- and DFA-saccharides was carried out by
acid hydrolysis of maize bran insoluble fibre and fractionation of the purified hydrolysate by
GPC (Sephadex™ LH-20, Bio-Gel® P-2) and semi-preparative RP-HPLC. The structural
elucidation of the isolated compounds was achieved by 1D, 2D and 3D NMR spectroscopy
and HPLC-MS in combination with the following methods: determination of phenolic
compounds (HPLC-DAD), determination of neutral carbohydrate monomers (GC-FID of the
alditol acetates) and determination of glycosidic linkages (methylation analysis). The absolute
configuration of the carbohydrate constituents was determined by chiral GC after acidic
hydrolysis and trifluoroacetylation. The following heteroxylan side-chains were identified
from maize bran insoluble fibre:

- FA: 5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

- FAX: B-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

-FAXG:  a-L-galactopyranosyl-(1—2)-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-
feruloyl-L-arabinofuranose

- FAXGG: a-D-galactopyranosyl-(1—3)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-B-D-
xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

- FAXGX: a-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-galactopyranosyl-(1—2)-B-D-xylopyranosyl-
(1>2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose

- pCA: 5-O-trans-p-coumaroyl-L-arabinofuranose
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The feruloylated tetrasaccharides FAXGX and FAXGG are the most complex heteroxylan
side-chains that have been isolated from plant material to date. The isolated trisaccharide
FAXG contributes to the complexity of heteroxylan side-chains from maize bran and pCA
represents the first p-coumaroylated heteroxylan side-chain isolated from cereal grains.
Complex feruloylated heteroxylan side-chains are possibly a factor contributing to limited

enzymatic degradation of fibre, especially insoluble maize bran fibre.

The capability of DFA to be important cross-linking agents for arabinoxylans of cereal dietary
fibre has been long discussed. By the time starting this study, the isolation of a DFA linked to
an arabinoxylan fragment was only reported for the 5-5-DFA. The isolation of the di-5-O-L-
arabinosyl ester of 8-0-4-DFA and of the di-5-O-L-arabinosyl ester of 8-8(aryltetralin)-DFA
showed that DFA other than the 5-5-DFA act as cross-linking agents for heteroxylans. The
isolation of two compounds that are built of 8-O-4-DFA, O-5-linked arabinofuranose and O-
5-linked B-D-xylopyranosyl-(1—2)-L-arabinofuranose indicated that also more complex side-
chains than FA (in this case FAX) are involved in 8-O-4-DFA cross-linking. The
characterisation of a 5-5-DFA coupled with three pentoses and one hexose is also a first
indication that radical coupling of ferulates is not negatively influenced by more complex
side-chains.

The microbiological in vitro degradation of FA and FAX by five relevant species of gut
bacteria under anaerobic conditions was studied. All five chosen bacteria were able to ferment
arabinose and xylose. Contrary, only three species tested (B. ovatus, B. vulgatus and B.
thetaiotaomicron) were able to degrade FA (22—64 %) and to use it as a carbohydrate source.
The results from the fermentation of FAX showed that the linkage of xylose to arabinose has
a negative effect on the utilisation of the carbohydrates. In comparison to FA, less FAX (12—
35 %) was fermented by B. ovatus, B. vulgatus and B. thetaiotaomicron. In addition, B.
thetaiotaomicron was the sole bacterium tested in this study showing an extracellular esterase
activity. The same bacterium was able to metabolise trans-ferulic acid. Short-chain fatty acids
and organic acids were determined after the fermentation of FA and FAX. The only difference
demonstrated was in the amounts of formed succinic acid (after fermentation with B. ovatus
and B. vulgatus). However, succinic acid is known as an intermediate of the metabolic
pathway. Therefore, the relevance of this finding remains questionable. This microbiological
in vitro study confirmed the assumption that the linkage of trans-ferulic acid to heteroxylans
and complex side-chains of heteroxylans may limit enzymatic degradation of dietary fibre by
specific bacteria. Whether or not this impact is also valid considering the whole, complex
intestinal flora has to be examined in more detail in future studies.
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5 Anhang

5.1 Arbeitsvorschriften

.11

Gewinnung unloslicher Ballaststoffe

Maiskleie zweimal mit n-Hexan extrahieren und n-Hexan anschlieBend abdekantieren
Maiskleie offen {iber Nacht an der Luft trocknen

getrocknete Maiskleie mit der Schlagmessermiihle unter Wasserkiihlung auf
Partikelgrofle < 0.5 mm mahlen

20 g gemahlene Maiskleie in 500 mL-Jodzahlkolben einwiegen

300 mL 0.08 M Natriumphosphatpuffer (pH 6) hinzufiigen

Suspension mit 1500 pL Termamyl (hitzestabile a-Amylase) versetzen

40 min bei 100 °C im Wasserbad erhitzen, dabei alle 5 min umschwenken

abgekiihlte Suspension 10 min zentrifugieren, Uberstand abdekantieren

Riickstand zweimal mit 70 °C heilem Wasser waschen, nach jedem Waschschritt 10
min zentrifugieren

Zentrifugationsriickstand einmal mit Ethanol waschen, 10 min zentrifugieren
Zentrifugationsriickstand einmal mit Aceton waschen, 10 min zentrifugieren
Zentrifugationsriickstand an der Luft und letztlich {iber Nacht bei 40 °C und 30 mbar
im Vakuumtrockenschrank trocknen

Dieser Ablauf wurde mehrmals wiederholt.

5.1.2

Saure Hydrolyse der unldslichen Ballaststoffe

40-55 g der unloslichen Ballaststoffe in 2 L-Rundkolben mit 1-1.2 L einer 50 mM
TFA versetzen

Suspension 3 h bei 100 °C im Wasserbad unter Riickfluss erhitzen

abgekiihlte Suspension 20 min zentrifugieren, Uberstand durch Faltenfilter filtrieren
Filtrat am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf ca. 200 mL
einengen

mit 0.1 M Natronlauge auf pH 5 einstellen

10 min zentrifugieren und den Riickstand nach dem Filtrieren entfernen

Filtrat am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf ca. 100 mL

einengen

Dieser Ablauf wurde mehrmals wiederholt.
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5.1.3

Isolierung von Phenolcarbonsaure- und Dehydrodiferulasaure-Sacchariden

5.1.3.1 Reinigung des sauren Hydrolysates an Amberlite® XAD-2

Chromatographie-Sdule (40 x 5 cm) mit in Wasser aufgeschlimmtem Amberlite®
XAD-2-Material fiillen

nach Kapitel 5.1.2 erhaltenes Hydrolysat mit einer Tropfgeschwindigkeit von ca. 1
Tropfen pro Sekunde auf die Sdule bringen

Saule mit 1.5 L Wasser bei einer Tropfgeschwindigkeit von ca. 2 Tropfen pro Sekunde
waschen, Waschwasser verwerfen

PCS- und DFS-Saccharide mit 2 L Methanol/Wasser 50:50 (v/v) bei einer
Tropfgeschwindigkeit von ca. 1 Tropfen / Sekunde eluieren

Saule mit 1.5 L Methanol waschen, Methanol-Fraktion verwerfen
Methanol/Wasser-Fraktion am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar

auf 25.5 mL einengen

Dieser Ablauf wurde mehrmals wiederholt (die Spiilmenge an Wasser, Methanol/Wasser und

Methanol wurde in Abhéngigkeit von der aufgegebenen Menge an Hydrolysat angepasst).

5.1.3.2 Fraktionierung von Phenolcarbonsaure-Sacchariden mittels GPC an

Sephadex™ LH-20

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.1.1 zu entnehmen)

Mit Sephadex™ LH-20 gefiillte Siule mit mindestens 2 L bidestilliertem (bidest.)
Wasser konditionieren, Flussrate: 1 mL/min, Sdule mit Aluminiumfolie umwickeln
25.5 mL des Methanol/Wasser-Eluates injizieren

mit bidest. Wasser eluieren

nach ca. 3 h Vorlaufzeit (Totvolumen) 18-Minutenfraktionen sammeln

nach 70-73 h Laufzeit den Lauf stoppen

Fraktionen gemif3 den Chromatogrammen den Peaks zuordnen und vereinigen
vereinigte Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf
5 mL einengen und gefriertrocknen

Dieser Ablauf wurde mehrmals wiederholt.
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5.1.3.3 Fraktionierung von Dehydrodiferulasaure-Sacchariden

1) mittels GPC an Sephadex ™ LH-20

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.1.1 zu entnehmen)

die nach Abtrennung von monomeren PCS-Sacchariden auf der Sephadex™ LH-20-
Saule verbliebenen DFS-Oligosaccharide mit Methanol/bidest. Wasser-Gemisch 20/80
(v/v) eluieren, Flussrate 1 mL/min

jeweils 18-Minutenfraktionen sammeln

Fraktionen gemif3 den Chromatogrammen den Peaks zuordnen und vereinigen
vereinigte Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf
5 mL einengen und gefriertrocknen

GPC-Siule mit mindestens 2 L Methanol spiilen, Flussrate: 1.0 mL/min

2) mittels GPC an Bio-Gel® P-2

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.1.2 zu entnehmen)

die nach Abtrennung von monomeren PCS-Sacchariden auf der Sephadex™ LH-20-
Saule verbliebenen DFS-Oligosaccharide mit Methanol eluieren, Flussrate 1 mL/min
das Eluat am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf 25.5 mL
einengen

mit Bio-Gel® P-2 gefiillte GPC-Sdule mit mindestens 2 L bidest. Wasser
konditionieren, Flussrate: 0.5 mL/min, Sdule mit Aluminiumfolie umwickeln

25.5 mL des eingeengten Methanol-Eluates (nach Sephadex™ LH-20) injizieren
6-Minutenfraktionen sammeln

Fraktionen gemif3 den Chromatogrammen den Peaks zuordnen und vereinigen
vereinigte Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf
5 mL einengen und gefriertrocknen

GPC-Séule mit 2 L bidest. Wasser/Ethanol-Gemisch 85/15 (v/v) spiilen

5.1.3.4 Charakterisierung der isolierten GPC-Fraktionen mittels HPLC-DAD-MS

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.2.1 zu entnehmen)

ca. 1 mg der isolierten getrockneten GPC-Fraktionen in 1 mL bidest. Wasser (bei
monomeren PCS-Verbindungen) bzw. in 1 mL Acetonitril/bidest. Wasser-Gemisch
1/1 (v/v) (bei DFS-Oligosacchariden) 16sen

die Losungen direkt zur Analyse mittels HPLC-DAD-MS einsetzen
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5.1.3.5 Reinigung bzw. weitere Fraktionierung von monomeren Phenolcarbonsaure-

Sacchariden

1) Reinigung der Fraktionen an Bio-Gel® P-2 mittels GPC

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.1.2 zu entnehmen)

mit Bio-Gel® P-2 gefiillte Saule mit mindestens 2 L bidest. Wasser konditionieren,
Flussrate: 0.5 mL/min, Sdule mit Aluminiumfolie umwickeln

5 mL der ausgewihlten, an Sephadex"™ LH-20 isolierten Fraktion injizieren
12-Minutenfraktionen sammeln

Fraktionen gemif3 den Chromatogrammen den Peaks zuordnen und vereinigen
vereinigte Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf
unter 5 mL einengen und gefriertrocknen

GPC-Séule mit 2 L bidest. Wasser/Ethanol-Gemisch 85/15 (v/v) spiilen

2) Reinigung bzw. Fraktionierung der ausgewihlten Fraktionen mittels semipriparativer

HPLC

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.2.2 zu entnehmen)

die gefriergetrockneten GPC-Fraktionen in bidest. Wasser aufnehmen

50 pL der ausgewéhlten Fraktion (soll maximal 2 mg der getrockneten GPC-Fraktion
enthalten) in die 100 pL Probenschleife injizieren

gemill den Chromatogrammen per Hand fraktionieren und sammeln

vereinigte Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf
Volumen unter 10 mL einengen und gefriertrocknen

5.1.3.6 Reinigung bzw. weitere Fraktionierung von Dehydrodiferulasaure-Sacchariden

mittels semipraparativer HPLC

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.2.3 zu entnehmen)

die gefriergetrockneten GPC-Fraktionen in Acetonitril/bidest. Wasser 50/50 (v/v)
aufnehmen

50 uL der Losung (soll maximal 2 mg der getrockneten GPC-Fraktion enthalten) in
die 100 puL Probenschleife injizieren

gemill den Chromatogrammen per Hand fraktionieren und sammeln

vereinigte Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C und 50 mbar auf
Volumen unter 10 mL einengen und gefriertrocknen
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5.1.4 ldentifizierung der isolierten Phenolcarbonsaure-/Dehydrodiferulasaure-
Saccharide

5.1.4.1 Identifizierung mittels MS

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.2.1 (HPLC-DAD-MS) und 5.2.4
(hochauflésende MS) zu entnehmen

- ca. 0.1 %-ige Losungen (geldst in bidest. Wasser bei PCS-Mono-/Oligosacchariden
und in Acetonitril/bidest. Wasser 50/50 (v/v) bei DFS-Oligosacchariden) direkt zur
massensspektrometrischen Untersuchung einsetzen

5.1.4.2 Identifizierung von Monosacchariden als Alditolacetate mittels GC

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.3.1 (PCS-Oligosaccharide) und 5.2.3.2
(DFS-Oligosaccharide) zu entnehmen)

Hydrolyse
- 100 pL der gereinigten Fraktionen in ein Pyrexglas pipettieren (jeweils 0.1 %-ige
Losungen, gelost in bidest. Wasser bei PCS-Mono-/Oligosacchariden und in
Acetonitril/bidest. Wasser 50/50 (v/v) bei DFS-Oligosacchariden)
- Wasser bzw. Acetonitril/Wasser-Gemisch im Vakuumtrockenschrank bei 40 °C und
50 mbar entfernen
- 500 puL 2 M TFA hinzufiigen und Pyrexglas verschlieBen
- 60 min bei 120 °C im Trockenschrank erhitzen, alle 10 min leicht schiitteln
- Losung bei 40 °C in einem Stickstoffstrom zur Trockne bringen
Reduktion
- zum Riickstand 100 pL. 1 M Ammoniakldsung hinzufiigen
- nach Zugabe des Miniaturriihrstibchens mit 1 mL 2 %-iger Natriumborhydridlosung
in Dimethylsulfoxid (frisch angesetzt) versetzen
- verschlossene Pyrexgldser 60 min bei 60 °C im Wasserbad riihren
- nach dem Abkiihlen 100 uL 80 %-iger Essigséure, die die internen
Standardsubstanzen meso-Erythrit und myo-Inosit (0.4 mg/L) enthélt, hinzufligen
Acetylierung und Extraktion der Alditolacetate
- essigsaure Losung mit 2 mL Acetanhydrid und 200 pL. 1-Methylimidazol versetzen
- 10 min bei Raumtemperatur riithren lassen
- im Eisbad 5 mL Wasser hinzufiigen
- nach dem Abkiihlen Alditolacetate mit 2 mL Chloroform extrahieren, wissrige Phase
verwerfen
- organische Phase zweimal mit Wasser waschen
- Wasserreste bei —18 °C ausfrieren
- 100 pL Chloroformphase mit 200 uL. Chloroform verdiinnen und zur
gaschromatographischen Bestimmung einsetzen
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Behandlung der Standardsubstanzen

100 pL einer Losung, die ca. 0.5 mg/mL L (+)-Arabinose, D (+)-Xylose, D (+)-
Galactose und D (+)-Glucose enthilt, in ein Pyrexglas pipettieren

Wasser im Vakuumtrockenschrank bei 40 °C und 50 mbar entfernen

100 pL 0.1 M Ammoniakldsung hinzufiigen

Reduktion, Acetylierung und Extraktion der Alditolacetate wie oben beschrieben
durchfiihren

5.1.4.3 Bestimmung der absoluten Konfiguration von Monosacchariden durch eine

GC-Analyse an einer chiralen stationdren Phase

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.3.3 zu entnehmen)

Hydrolyse

die ausgewihlten Fraktionen gemif3 der Vorschrift in Kapitel 5.1.4.2 hydrolysieren

Derivatisierung zu Trifluoracetaten

den Riickstand in 2 mL Dichlormethan aufnehmen

nach Zugabe des Miniaturriihrstibchens mit 100 pL Trifluoressigsdureanhydrid
versetzen und iiber Nacht bei Raumtemperatur rithren

Losung evtl. membranfiltrieren und im Stickstoffstrom bei 30 °C zur Trockne
eindampfen

Riickstand in 2 mL Dichlormethan aufnehmen und zur gaschromatographischen

Bestimmung einsetzen

Behandlung der Standardsubstanzen

5.14.4

ca. 1 mg der Standardsubstanz (L (+)-Arabinose, D (-)-Arabinose, D (+)-Xylose, L (-)-
Xylose), D (+)-Galactose und L (-)-Galactose) jeweils in ein Pyrexglas einwiegen
2 mL Dichlormethan hinzufiigen und wie oben beschrieben zu Trifluoracetaten

derivatisieren

Identifizierung von Dehydrodiferulasauren mittels HPLC

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.2.4 zu entnehmen)

100 pL der gereinigten Fraktionen (geldst in Acetonitril/bidest. Wasser 50/50 (v/v)) in
Braunglasgefife pipettieren und unter Stickstoffstrom trocknen

mit 100 pL bidest. Wasser und 100 pL einer mit Stickstoff entgasten 2 M NaOH
versetzen

nach Zugabe des Miniaturriihrstdbchens den Kopfraum der Gefdfle mit Stickstoff
begasen

Gléaschen verschlieBen und 2 h rithren

Hydrolyse durch Zugabe von 300 uL 2 M Phosphorsdure/Methanol-Gemisch 1/1 (v/v)
stoppen

Losungen direkt zur HPLC-Bestimmung einsetzen
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5.145

5.14.6

Identifizierung mittels NMR

die gereinigten gefriergetrockneten Fraktionen in D,O aufnehmen und erneut
gefriertrocknen, den Vorgang zweimal wiederholen
0 2 -4 mgdes 8-0O-4-DFS- bzw. des 5-5-DFS-Oligosaccharids in 0.7 mL
Aceton-d6/D,0-Gemisch 9:1 (v/v) losen
0 3 — 15 mg der isolierten PCS-Mono-/Oligosaccharide bzw. 4 mg des 8-8-DFS-
Oligosaccharids in 0.7 mL D,0 losen, 10 pL interne Standardlosung aus
25 uL Aceton und 1500 puL D,O zufiigen
Losung in NMR-R6hrchen tiberfithren und zur Messung (Kapitel 5.2.5) einsetzten

Identifizierung mittels Methylierungsanalyse

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.3.4 zu entnehmen)

Methylierung und Extraktion

1-2 mg der gereinigten Fraktion in 2 mL Dimethylsulfoxid 16sen

ca. 100 mg unter Stickstoff gepulverten NaOH-Plétzchen zufiigen

90 min im Ultraschalbad reagieren lassen und weitere 90 min bei Raumtemperatur
stehen lassen

1 mL Methyliodid zu der eisgekiihlten Losung hinzugeben

30 min im Ultraschalbad reagieren lassen und fiir weitere 30 min bei Raumtemperatur
stehen lassen

3 mL Wasser zufiigen und methyliertes Material in 1 mL Chloroform extrahieren
organische Phase 5 mal mit 5 mL Wasser waschen und unter Stickstoff bei 40 °C zur
Trockne eindampfen

Hydrolyse

1 mL 2 M TFA hinzufiigen und Pyrexglas verschlieen
60 min bei 120 °C im Trockenschrank erhitzen, alle 10 min leicht schiitteln
Losung bei 40 °C in einem Stickstoffstrom zur Trockne bringen

Reduktion

zum Riickstand frisch hergestellte Losung aus 20 mg Natriumbordeuterid in 0.3 mL
wiassriger Ammoniaklosung (2 M) hinzufiigen
verschlossene Pyrexgldser 60 min bei Raumtemperatur rithren

die Reaktion durch Zugabe von 0.1 mL Eisessig stoppen

Acetylierung und Extraktion der teilweise methylierten Alditolacetate

unter Eiskiihlung 0.45 mL 1-Methylimidazol und 3 mL Essigsdureanhydrid
hinzugeben

30 min bei Raumtemperatur rithren lassen

im Eisbad 3 mL Wasser hinzufligen

nach dem Abkiihlen teilweise methylierte Alditolacetate in 2 mL Dichlormethan
extrahieren, wéssrige Phase verwerfen

organische Phase dreimal mit Wasser waschen

- 115 -



5 Anhang

- Wasserreste bei —18 °C ausfrieren und Dichlormethan-Phase zur
gaschromatographischen Bestimmung einsetzen

5.1.5 Mikrobiologische Untersuchungen

5.1.5.1 Kultivierung und Lagerung von Einzelbakterienstdmmen

Kultivierung

Soweit nicht anders angegeben, werden alle fiir die mikrobiologischen Untersuchungen
angesetzten Ndhrmedien und Losungen vor dem Gebrauch bei 121 °C fiir 15 min autoklaviert.

Alle Untersuchungen mit autoklavierten Ndhmedien werden unter dem sterilen Abzug
durchgefiihrt.

Die gefriergetrockneten Starterstimme werden nach der Einleitung zuerst in fliissigem
Bifidobacterium-Medium bzw. Kochfleisch-Medium bebriitet und zur weiteren Kultivierung
auf festes Thioglycolat-Medium {iberfiihrt.

Fliissiges Nahmedium zur Erstkultivierung von gefriergetrockneten Bifidobakterien

- Zusammensetzung von fliissigem Bifidobacterium-Medium (selbsthergestellt nach der
Rezeptur von Medium 58, DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland)

Substanz Konzentration [g/L H,O]
Pepton aus Casein 10
Fleischextrakt 5

Hefeextrakt 5

Glucose 10

K,HPO, 3

Tween 80 1

- aufpH 6.8 einstellen

- jeweils 9 mL der Bouillon mit dem Dispenser in Reagenzgliser abfiillen

- nach dem Autoklavieren eine Losung aus Natriumascorbat und Cystein-HCI (steril
membranfiltriert) zur Endkonzentration von 1 bzw. 0.05 % zusetzen

Fliissiges Nahmedium zur Erstkultivierung von gefriergetrockneten Bacteroides-Stimmen

- Zusammensetzung von fliissigem Kochfleisch-Medium (z.T. selbsthergestellt nach der
Rezeptur von Medium 78, DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland)
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Substanz Konzentration [g/L H,O]
Kochfleisch-Medium 57

Hefeextrakt 5

K,HPO, 5
Cystein-HCl 0.5

Resazurin 0.001

- auf pH-7 einstellen
- jeweils 9 mL der Bouillon mit dem Dispenser in Reagenzgliaser abfiillen und

autoklavieren

Festes Niahmedium zur Kultivierung von Bifidobakterien und Bacteroides-Stdmmen
- Zusammensetzung von Thioglycolat-Medium (fertiges Medium zur Kultivierung von
anaeroben Mikroorganismen, erworben bei Merck, Darmstadt, Deutschland)

Substanz Konzentration [g/L H,O]
Pepton aus Casein 15

Hefeextrakt 5
Glucose-Monohydrat 5.5

L-Cystin 0.5
Natriumchlorid 2.5
Natriumthioglycolat 0.5

Resazurin 0.001

- das Medium nach der Einleitung aus einer Thioglycolat-Ndahrboden-Mischung unter
Zusatz von 15 g Agar-Agar herstellen

- pH-Wert auf pH 7.1 £ .0.2 einstellen

- autoklavieren und in sterile Petrischalen gieen

- im Kiihlschrank bei 4 °C maximal 2 Wochen lagern

- 0.1 mL der ersten Mikroorganismensuspension auf Thioglycolat-Agarplatten steril
ausspateln bzw. die Kulturen von einer kultivierten Platte auf eine neue mit einer
sterilen Impfose tiberimpfen

- die Platten in einem Plattenkorb in einen Anaerobiertopf setzen

- einen halben Streifen Anaerocult® mit Wasser befeuchten und seitlich in den
Anaerobiertopf stellen

- den Topf sofort dicht verschlieBen

- in einem Inkubationsschrank bei 37 °C fiir 3 Tage bebriiten

- nach der Inkubation die kultivierten Platten vor einer erneuten Uberimpfung 1-2
Wochen bei 4 °C lagern
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Langfristige Lagerung

eine sterile 86 %-ige Glycerinldsung ansetzen

0.7 mL der Losung in sterile Cryo-Rhrchen pipettieren

ca. drei Impfosen der frisch kultivierten Stimme in die Cryo-Réhrchen unter sterilen

Bedingungen iiberfiihren
die Rohrchen bei —80°C lagern.

5.1.5.2 Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose bzw.
B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-0-trans-feruloyl-L-arabinofuranose mit
Einzelbakterienstdmmen (der Gattung Bifidobakterium und Bacteroides)

Alle mikrobiologischen Untersuchungen werden unter dem sterilen Abzug durchgefiihrt.

Néhmedium fiir die Fermentations-Versuche

Thioglycolat-Bouillon ohne Zusatz von Glucose nach Rezeptur 1 Tag vor dem

Fermentationsversuch frisch herstellen

Substanz Konzentration [g/L H,O]
Pepton aus Casein 15

Hefeextrakt 5

L-Cystin 0.5
Natriumchlorid 2.5
Natriumthioglycolat 0.5

Resazurin 0.001

pH-Wert auf pH 7.1 + .0.2 einstellen
jeweils 9 mL der Bouillon in Schraubverschlussgldser abpipettieren und mit locker

draufgelegten Deckeln autoklavieren

nach dem leichten Abkiihlen die Glaser fest zuschrauben

pH-Wert der Bouillon nach dem Autoklavieren notieren

Herstellung der zur Untersuchung bendtigten Losungen

0.5 %-ige wissrige FA- bzw. FAX-Losung einsetzen

fiir die Fermentationsversuche mit FA jeweils zwei wiassrige Arabinose- und Glucose-

Losungen sowie eine frans-Ferulasdure-Losung in zu FA &quivalenten molaren

Konzentrationen ansetzen:

o
(o]
(o]

Arabinose 1-Losung: 0.23 %, Arabinose 2-Losung: 0.46 %

Glucose 1-Losung: 0.28 %, Glucose 2-Losung: 0.56 %
trans-Ferulasdure-Losung 0.6 % (aufgrund der geringen Wasserldslichkeit
wissrige Suspension von trams-Ferulasdure mit ein paar Tropfen
1 M NaOH in Ldsung bringen und den Messkolben bis zur Marke auffiillen)
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fiir die Fermentationsversuche mit FAX jeweils zwei wéssrige Arabinose-, Xylose-
und Glucose-Ldsungen sowie eine trans-Ferulasdure-Losung in zu FAX dquivalenten

molaren Konzentrationen ansetzen:

O Arabinose 1-Losung: 0.32 %, Arabinose 2-Ldsung: 0.46 %

0 Xylose 1-Losung: 0.32 %, Xylose-2-Losung: 0.46 %

0 Glucose 1-Losung: 0.39 %, Glucose 2-Losung: 0.78 %

O trans-Ferulasdure-Losung 0.8 % (aufgrund der geringen Wasserloslichkeit

wéssrige Suspension von framns-Ferulasdure mit ein paar Tropfen
1 M NaOH in Losung bringen und den Messkolben bis zur Marke auffiillen)
FA-, FAX- und Ferulasidure-Losungen mit Hilfe eines sterilen Membranfilters in
jeweils ein steriles Gefal3 filtrieren
Alle Zucker-Losungen sowie ein Behilter mit bidest. Wasser autoklavieren

Herstellung von Bakteriensuspensionen

die 3 Tage lang inkubierten Mikroorganismen mit der Impfdse vorsichtig vom
Néahrmedium 16sen und in zuckerfreie Thioglycolat-Bouillon bringen

das Gemisch mit dem Vortex rithren bis eine homogene Suspension vorliegt

den Vorgang wiederholen, bis eine ausreichende Triibung der Suspension erreicht
wird (entspricht ca. 10° bis 10° KBE/mL)

I mL der Suspension entnehmen und zu 9 mL der sterilen zuckerfreien Thioglycolat-
Bouillon geben (4 Reagenzgliser), aus einem Glas Keimzahlbestimmung nach Kapitel
5.1.5.3 durchfiihren

0.5 mL der verdiinnten Suspension zur Fermentation einsetzen (= Mikroorganismen
(MO) in den folgenden Tabellen)

1 Reagenzglas mit verdiinnter Suspension autoklavieren (= autokl. MO in den
folgenden Tabellen)

Durchfiihrung der Fermentationsversuche mit FA

die Schraubverschlussglaser mit 9 mL Thioglycolat-Bouillon nach folgendem Schema
auf 10 mL auffiillen (dreifache Bestimmung von jedem Ansatz)

Glaser| MO FA Aral | Ara? F Glc1 Glc 2 H,O | autokl. MO
Nr. | [uL] | [wi] | [l | [ui] | [ub] | fub] | [ub] | [wL] [uL]
1-3 500 500
4-6 500 500
7-9 500 250 250
10-12 500 500
13-15 500 500
16-18 500 500
19-21 500 250 250
22-24 500 500
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pH-Wert in den Glaser 7-9 (in einem Extraglas, aber entsprechend angesetzt) notieren

Schraubverschlussgldaser mit locker draufgelegten Deckeln in den Anaerobiertopf
stellen

cinen Streifen Anaerocult® A mit Wasser befeuchten und seitlich in den

Anaerobiertopf stellen

den Topf sofort dicht verschlieBen
in einem Inkubationsschrank lichtgeschiitzt bei 37 °C fiir 2 Tage bebriiten

Durchfiihrung der Fermentationsversuche mit FAX

die Schraubverschlussglaser mit 9 mL Thioglycolat-Bouillon nach folgendem Schema
auf 10 mL auffiillen (dreifache Bestimmung von jedem Ansatz) und weiter wie bei

den Versuchen mit FA verfahren

Glaser | MO | FAX | Aral |Ara2 | Xyll | Xyl2 | F | Glcl | Glc2 | H,O |autokl. MO
Nr. | [ub]| [ui] | [uL] | [ui] | [ui] | [ui] [ui]| [ui] | [ui] | [ui] [uL]
1-3 500 | 500
4-6 500 250 250
7-9 500 180 180 | 140

10-12 500 500

13-15 | 500 500

16-18 | 500 500

19-21 | 500 | 250 250

22-24 500 500

5.1.5.3 Bestimmungen nach der Fermentation

Nach der Inkubation alle Schraubverschlussglidser verschlieBen und die Suspensionen
am Vortex gut durchmischen
pH-Wert in jedem Schraubverschlussglas messen

Keimzahlbestimmung

aus der zur Fermentation angesetzten Bakteriensuspension (vor der Fermentation) und
aus jeder Suspension nach der Fermentation Dezimalverdiinnungen bis 1:1000000
(10°) in Thioglycolat-Bouillon herstellen

0.1 mL jeder Verdiinnungsstufe in die Mitte der nach Kapitel 5.1.5.1 fertig gegossenen
Thioglycolat-Platte geben und ausspateln

Platten in den Anaerobiertopf stellen

einen Streifen Anaerocult® A mit Wasser befeuchten und seitlich in den
Anaerobiertopf platzieren

den Topf sofort dicht verschlieBen

in einem Inkubationsschrank bei 37 °C fiir 2 Tage bebriiten

alle optisch erkennbaren Kolonien auszdhlen und unter Beriicksichtigung der
inokulierten Menge mit dem gewogenen arithmetischen Mittel die Keimzahl pro mL
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Reinkultur errechnen, diejenigen Verdiinnungsstufen wihlen, bei denen sich zwischen
10 und 300 KBE auf den Platten befinden

Formel zur Berechnung des gewogenen arithmetischen Mittelwertes (Pichardt, 1998):

X 2x -x-d

gew
now N, w, o
Legende:

X, - geWOgenes arithmetisches Mittel

> x: Summe aller KBE aller Platten

n;: Plattenanzahl der niedrigsten Verdiinnung

ny: Plattenanzahl der ndchsthoheren Verdiinnung
wy: Gewicht der niedrigsten Verdiinnung

w;: Gewicht der ndchsthoheren Verdiinnung

d: Faktor der niedrigsten Verdiinnung

Bestimmung des FA-, FAX- und Ferulasiiure-Gehaltes mittel HPLC
(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.2.5 zu entnehmen)

- 0.5 mL der Bouillon mit 0.5 mL bidest. Wasser und 0.5 mL einer Acetonitril/ bidest.
Wasser-Losung 70:30 (v/v) versetzen

- die Losungen steril membranfiltrieren und direkt zur HPLC-Untersuchung einsetzen

- zur quantitativen Bestimmung der Gehalte an FA, FAX und trans-Ferulasdure
4 Eichlosungen mit 15-92 pg/mL FA und 9-55 pg/mL trans-Ferulasdure (geldst in
Acetonitril/ bidest. Wasser 70:30 (v/v)) bzw. 5 Eichlosungen mit 15-121 pg/mL FAX
und 651 pg/mL trans-Ferulasiure (geldst in Acetonitril/ bidest. Wasser 70:30 (v/v))
ansetzen (lichtgeschiitzt halten)

- die Eichlésungen in HPLC injizieren und eine Kalibrierung durchfiihren

- lber die Peakflichen anhand der Regressionsgeraden der Eichlosungen auswerten

- zur sicheren Zuordnung des Substrates bzw. zur Charakterisierung der entstandenen
Verbindungen eine Untersuchung mittels HPLC-DAD-MS nach Kapitel 5.2.2.6
durchfiihren.

Bestimmung der Kohlenhydrate
(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.3.2 zu entnehmen)

- 300 pL der steril filtrierten Bouillon nach der Fermentation aus allen Gléser in je ein
Pyrexglas pipettieren

- Wasser bzw. Losungsmittel im Vakuumtrockenschrank bei 40 °C und 50 mbar
entfernen

- Reduktion, Acetylierung und Extraktion der Alditolacetate wie bereits in Kapitel
5.1.4.2 beschrieben durchfiihren

- Chloroformphase unverdiinnt zur gaschromatographischen Bestimmung einsetzen
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Behandlung der Standardsubstanzen

50 pL einer Losung nach Kapitel , die ca. 0.5 mg/mL L (+)-Arabinose, D (+)-Xylose,
D (+)-Galactose, D (+)-Mannose und D (+)-Glucose enthélt, in ein Pyrexglas
pipettieren

Wasser im Vakuumtrockenschrank bei 40 °C und 50 mbar entfernen

100 uL 0.1 M Ammoniakldsung hinzufiigen

Reduktion, Acetylierung und Extraktion der Alditolacetate wie oben beschrieben
durchfiihren

Bestimmung von SCFA

(Chromatographiebedingungen sind Kapitel 5.2.2.6 zu entnehmen)

5 mL der steril filtrierten Bouillon nach der Fermentation in je ein 100 mL
Rundkolben pipettieren

nach der Zugabe von Siedesteinen 1 mL interne Standardlésung (IS-Losung)
(2-Ethylbuttersdure, ¢=239 pg/mL H,0) zufiigen

mit 100 pL 20 % Schwefelsdure ansiduern

mit 3 Tropfen Silicondl gegen Schdumen versetzen

den Kolben an die Vakuumdestillationsapparatur einschliefen und sofort mit dem
fliissigen Stickstoff einfrieren

die Destillationsvorlage ebenso mit fliissigem Stickstoff kiihlen

mit einer Membranpumpe Vakuum von 10 mbar anlegen

nach dem Erreichen des Vakuums die Stickstoftkiihlung entfernen und die Apparatur
verschlieen

den Kolben in 50 °C warmes Wasser tauchen und bis zur Trockne destillieren

nach dem Beenden der Destillation das Wasserbad sowie die Stickstoftkiihlung an der
Vorlage entfernen und das Vakuum I6sen

nach dem Auftauen wird das Destillat sofort in die HPLC injiziert

zur quantitativen Bestimmung der Gehalte an SCFA eine Standardlosung folgender

Zusammensetzung herstellen:
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Substanz Konzentration [ug/mL H,0]
Ameisensiure 19.9
Essigsdure 259
Propionséure 21.9
Isobuttersdure 38.0
Buttersdure 38.1
Isovaleriansdure 43.9
Valeriansiure 44.6
Isohexanséaure 49.3
Hexansdure 49.2
2-Ethylbuttersdure als IS 49.8

die Standardlosungen in HPLC injizieren und die Korrekturfaktoren bestimmen

Bestimmung von Milchsiiure und Bernsteinsiiure

Aufarbeitung von Proben mit zugesetzten phenolischen Substanzen

1 mL der steril filtrierten Bouillon mit einer Spatelspitze von Polyvinylpolypyrrolidon

versetzen und 15 min lang rithren (Magnetriihrer und Miniaturriihrstibchen benutzen)

durch eine mit entfetteter Watte gestopfte Einwegpipette filtrieren

Aufarbeitung von Proben ohne zugesetzte phenolische Substanzen

die Proben direkt zur enzymatischen Bestimmung einsetzten

100-300 pL der steril filtrierten Bouillon bzw. 100-200 pL der mit

Polyvinylpolypyrrolidon behandelten Proben in je eine Einwegkiivette pipettieren

den Test nach der Einleitung des D-/L-Milchsdure- bzw. des Bernsteinsiure-

Enzymsatzes durchfiihren
bei 365 nm am Spektralphotometer messen

5.2 Chromatographiebedingungen, Gerate- und Messparameter

521 GPC

5.2.1.1 GPC an Sephadex™ LH-20

Sdiule:
Sdulenfiillung:
Pumpe:
Eluent:

Fluss :

Probenaufgabe:

GPC Glassdule (Kronlab, Sinsheim), ID 32 mm, Lénge 1000 mm
Sephadex ™ LH-20 (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
L-6000 A Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)

1) fiir 70 - 73 h bidest. Wasser, Raumtemperatur

2) Methanol/Wasser-Gemisch 20/80 (v/v) oder Methanol
Eluent 1
Eluent 2 1.0 mL/min
6-Wege-Ventil, 25 mL Probenschleife

1.0 mL/min
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Detektor:

Auswerteeinheit:

Fraktionensammler:

L-7400 mit einer priparativen Flusszelle (Merck/Hitachi, Darmstadt,
Deutschland), Messwellenldnge: 325 nm

PC mit Chromstar-Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,
Deutschland)

Serva Linear II (Serva Technik GmbH & Co KG, Heidelberg,
Deutschland)

5.2.1.2 GPC an Bio-Gel® P-2

Sdule:

Saulenfiillung:

Pumpe:
Eluent:

Fluss :

Probenaufgabe:

Detektor:

Auswerteeinheit:

Fraktionensammler:

5.22 HPLC

1) GPC Glassédule (Kronlab, Sinsheim), ID 25 mm, Linge 1 m
(Isolierung von Fraktionen F1-Bio bis F5-Bio)

2) GPC-Glassdule (Kronlab, Sinsheim), ID 20 mm, Linge 50 cm
(Isolierung von Fraktionen F’1-Bio bis F'5-Bio)

Bio-Gel® P-2, Porengrofle: 45-90 pm (Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA)

L-6000 A Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)

1) bidest. Wasser, Raumtemperatur

2) bidest. Wasser/Ethanol-Gemisch 85/15 (v/v)

Eluent 1) 0.5 mL/min

Eluent 2) 0.5 mL/min

6-Wege-Ventil

1) 25 mL Probenschleife (bei der Isolierung von DFS-Sacchariden)

2) 5 mL Probenschleife (bei der Reinigung von monomeren PCS-
Sacchariden)

L-7400 mit einer praparativen Flusszelle (Merck/Hitachi, Darmstadt,

Deutschland), Messwellenlidnge: 325 nm

PC mit Chromstar-Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,

Deutschland)

L-7655 Fraktionensammler (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)

5.2.2.1 Charakterisierung der isolierten GPC-Fraktionen mittels HPLC-DAD-MS

Sdule:

Vorsdule:

Pumpe:

Degasser:

Injektion:

Nucleosil® 100 C18 HD (5 pm), Linge 250 mm, ID 4 mm

(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )

Nucleosil® 100-5 C18 HD, Lange 8 mm, ID 4 mm

(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )

HP-Series 1100: G1312A Bin Pump (Hewlett Packard, Walsbronn,
Deutschland)

HP-Series: G1322A

Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA),

20 uL Probenschleife
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DAD: HP 1100 Series, G1315B (Hewlett Packard, Walsbronn, Deutschland)
Messwellenldnge: 280 nm und 325 nm
MS: HP 1100 Series, G1946A (Hewlett Packard, Walsbronn, Deutschland)
Ionisationsbedingungen: AP-ESI
Modus: positiv
Dry gas flow: 12 L/min
Nebulizer pressure: 60 psig
Dry gas temperature: 350 °C
Capillary voltage: 3000 V
Fragmentorspannung: 60 V und 80 V
Auswerteeinheit: PC mit Chem Station Software, Version A06.01 (Hewlett Packard,
Walsbronn, Deutschland)
Fluss: 1 mL/min bzw. 0.7 mL/min
Temperatur: 40 °C
Gradientenprogramm  fiir  Screening von GPC-Fraktionen mit monomeren PCS-
Komponenten:
e . Ammoniumformiatpuffer
Zeit [min] Acetonitril
(I mM, pH =3)
0 12 88
30 15 85
32 50 50
34 50 50

Gradientenprogramm fiir Screening von GPC-Fraktionen mit DFS-Komponenten:

. . _ Ammoniumformiatpuffer
Zeit [min] Acetonitril
(I mM, pH =23)
0 10 90
30 30 70
32 60 40
37 60 40
40 50 50
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Schnelles  Gradientenprogramm zur Untersuchung der gereinigten Fraktionen mit
monomeren PCS- und DFS-Sacchariden:

e . Ammoniumformiatpuffer
Zeit [min] Acetonitril
(I mM, pH=3)
15 85
15 85
50 50
12 50 50

5.2.2.2 Reinigung bzw. Fraktionierung von ausgewahlten monomeren
Phenolcarbonsaure-Sacchariden mittels semipréaparativer HPLC

Sdule: Nucleosil® 100 C18 HD (5 pm), Lange 250 mm, ID 10 mm
(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )
Vorsdule: Nucleosil® 100-5 C18 HD, Lénge 50 mm, ID 10 mm
(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )
Pumpe: L-6200 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
Injektion: Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA),
100 pL Probenschleife
Detektor: L-7400 mit einer priparativen Flusszelle (Merck/Hitachi, Darmstadt,
Deutschland), Messwellenldnge: 325 nm
Auswerteeinheit: PC mit Chromstar-Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,
Deutschland)
Fluss: 4.0 mL/min
Temperatur: Raumtemperatur
Gradientenprogramm:
Zeit [min] Acetonitril Wasser
0 12 88
25 12 88
30 40 60
40 40 60

5.2.2.3 Reinigung bzw. Fraktionierung von ausgewahlten Dehydrodiferulasaure-
Sacchariden mittels semipréparativer HPLC

Sdule:

Vorsdule:

Nucleosil® 100 C18 HD (5 um), Lange 250 mm, ID 10 mm
(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )

Nucleosil® 100-5 C18 HD, Liange 50 mm, ID 10 mm
(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )
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Pumpe:

Injektion:

Detektor:

Auswerteeinheit:

Fluss:

Temperatur:

1) L-7150 Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
- bei Fraktion F2-Bio

2) L-6200 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt,
Deutschland) = bei Fraktionen F5, F6 und F3-Bio

Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA),

100 uL Probenschleife

L-7400 mit einer priparativen Flusszelle (Merck/Hitachi, Darmstadt,

Deutschland), Messwellenlédnge: 325 nm

PC mit Chromstar-Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,

Deutschland)

1) 2.5 mL/min - bei Fraktion F2-Bio

2) 4.0 mL/min > bei Fraktionen F5, F6 und F3-Bio

1) 40 °C -> bei Fraktion F2-Bio

2) Raumtemperatur = bei Fraktionen F5, F6 und F3-Bio

Gradientenprogramm fiir Fraktion F2-Bio:

Zeit [min] Acetonitril Wasser
0 10 90
30 30 70
40 30 70
Gradientenprogramm fiir Fraktion F3-Bio:
Zeit [min] Acetonitril Wasser
0 10 90
35 20 80
42 20 80
Gradientenprogramm fiir Fraktionen F5 und F6:
Zeit [min] Acetonitril Wasser
0 20 80
30 40 60
40 40 60

5.2.2.4 Identifizierung von Dehydrodiferulasduren

Sdule:

Pumpe:

Sdulenofen:

Luna® Phenyl-Hexyl 100A (5 um), Linge 250 mm, ID 4.6 mm
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland )

L-6200 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
T-6300 Column Thermostat (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
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Injektion: Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA),
20 uL Probenschleife
Detektor: Waters 994 Programmable Photodiode Array Detector (Waters,
Eschborn, Deutschland)
Messwellenldngen: 280 nm und 325 nm
Auswerteeinheit: PC mit ChromStar Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,
Deutschland)
Fluss: 1 mL/min
Temperatur: 45 °C
Gradientenprogramm:
e Methanol/TFA (1 mM) .
Zeit [min] Acetonitril TFA (1 mM)
90/10 (v/v)
0 5 10 85
20 10 25 65
30 10 25 65
35 20 30 50

5.2.2.5 Quantifizierung von 5-0-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose bzw.
B-D-Xylopyranosyl-(1—2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose neben trans-
Ferulasaure nach mikrobiologischen Untersuchungen

Sdule:
Vorsdule:
Pumpe:
Sdulenofen:

Injektion:

Detektor:

Auswerteeinheit:

Fluss:

Temperatur:

Nucleosil® 100 C18 HD (5 pm), Lange 250 mm, ID 4 mm

(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )

Nucleosil® 100-5 C18 HD, Lange 50 mm, ID 4 mm

(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )

L-6200 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
T-6300 Column Thermostat (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA),

20 pL Probenschleife

Waters 994 Programmable Photodiode Array Detector (Waters,
Eschborn, Deutschland)

Messwellenlédngen: 280 und 325 nm

PC mit Chromstar-Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,
Deutschland)

1.0 mL/min

40 °C
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Gradientenprogramm fiir FA und trans-Ferulasdure:

Zeit [min] Acetonitril TFA (1 mM)
0 10 90
20 15 85
23 60 40
28 60 40

Gradientenprogramm fiir FAX und trans-Ferulasdure:

Zeit [min] Acetonitril TFA (1 mM)
0 10 90
10 25 75
20 30 70
23 60 40
28 60 40

5.2.2.6 Charakterisierung der Verbindungen nach mikrobiologischen Untersuchungen
mittels HPLC-DAD-MS

Sdule: Nucleosil® 100 C18 HD (5 um), Lange 250 mm, ID 4 mm
(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )
Vorsdule: Nucleosil® 100-5 C18 HD, Linge 8 mm, ID 4 mm
(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )
Pumpe: HP-Series 1100: G1312A Bin Pump (Hewlett Packard, Walsbronn,
Deutschland)
Degasser: HP-Series: G1322A
Injektion: Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA),
20 uL Probenschleife
DAD: HP 1100 Series, G1315B (Hewlett Packard, Walsbronn, Deutschland)
Messwellenldnge: 280 nm und 325 nm
MS: HP 1100 Series, G1946A (Hewlett Packard, Walsbronn, Deutschland)
Ionisationsbedingungen: AP-ESI
Modus: positiv
Dry gas flow: 12 L/min
Nebulizer pressure: 60 psig
Dry gas temperature: 350 °C
Capillary voltage: 3000 V
Fragmentorspannung: 60 V und 80 V
Auswerteeinheit: PC mit Chem Station Software, Version A06.01 (Hewlett Packard,

Walsbronn, Deutschland)
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Fluss:

Temperatur:

1 mL/min
40 °C

Gradientenprogramm fiir FA und trans-Ferulaséure:

e _ Ammoniumformiatpuffer
Zeit [min] Acetonitril
(I mM, pH=3)
0 10 90
20 15 85
23 60 40
28 60 40

Gradientenprogramm fiir FAX und trans-Ferulaséure:

e _ Ammoniumformiatpuffer
Zeit [min] Acetonitril
(I mM, pH=3)
0 10 90
10 25 75
20 30 70
23 60 40
28 60 40

5.2.2.7 Quantifizierung von kurzkettigen Fettsduren nach mikrobiologischen
Untersuchungen

Sdule:

Vorsdule:

Pumpe:
Injektion:

Sdulenofen:
Detektor:

Auswerteeinheit:

Fluss:
Temperatur:

FElutionsmittel:

Rezex ™ RHM Monosaccharide 8y, Lange 300 mm, ID 7.8 mm
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

Rezex ™ RHM Monosaccharide 8y, Linge 50 mm, ID 7.8 mm
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

L-6220 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland)
Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA),

20 uL Probenschleife

LKB Bromma (LKB, Uppsala, Schweden)

L-7400 (Merck/Hitachi, Darmstadt, Deutschland),
Messwellenldnge: 210 nm

PC mit Chromstar-Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,
Deutschland)

0.5 mL/min

60 °C

0.005 N Schwefelsdure
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523 GC

5.2.3.1 Identifizierung von Monosacchariden als Alditolacetate aus isolierten
monomeren Phenolcarbonsdure-Sacchariden

Gaschromatograph: HP 5890 Series II (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland)

Sdule: HP-5MS-Fused-Silica-Kapillarsdule (Methylpolysiloxan mit 5 %
Phenylgruppen), Lange 30 m, ID 0.25 mm, Filmdicke 0.25 pm (Hewlett
Packard, Waldbronn, Deutschland)

Vorsdule: Fused-Silica-Kapillarsdule, Methyl-Silyl-desaktiviert, Linge 1m, ID
0.32 mm (Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland )
Injektion: on-column

Injektionsvolumen: 1 pL

Detektor: FID, 300 °C
Trigergas: Helium, 1.5 mL/min
Make-up-Gas: Helium

Brenngase: Luft, Wasserstoff

Auswerteeinheit: PC mit HP 3365 Series II Chem Station-Software, Version A.03
(Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland)

Temperaturprogramm.:
Aufheizrate [°C/min] Endtemperatur [°C] Haltezeit [min]
Anfangstemperatur: 45 °C, Anfangszeit: 1 min
Level 1 40 165 12
Level 2 10 220 3
Level 3 20 240 3

5.2.3.2 Identifizierung von Monosacchariden als Alditolacetate aus isolierten
Dehydrodiferulasaure-Verbindungen und nach mikrobiologischen
Untersuchungen

Gaschromatograph: Focus GC (Thermo Electron Corporation Finnigan, Dreieich,

Deutschland)

Sdule: DB-5-Fused-Silica-Kapillarsdule, Lange 30 m, ID 0.32 mm, Filmdicke
0.25 um (J & W Scientific, Albany, NY, USA)

Injektion: Al 3000 Autosampler, Split 1:6, Splitflow: 10 mL/min, T = 250 °C

Injektionsvolumen: 1 pL

Detektor: FID, 300 °C

Trdgergas: Helium, 1.6 mL/min

Brenngase: Luft, Wasserstoff
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Auswerteeinheit: PC mit Chromstar Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,
Deutschland)
Temperaturprogramm.
Aufheizrate [°C/min] Endtemperatur [°C] Haltezeit [min]
Anfangstemperatur: 150 °C, Anfangszeit: 3 min

Level 1 5 200 1

Level 2 2,5 220 5

Level 3 20 300 10

5.2.3.3 Bestimmung der absoluten Konfiguration von Monosacchariden aus isolierten
Phenolcarbonsaure-Sacchariden

Gaschromatograph:

Sdule:

SatoChrom GC
Hydrodex-B-TBDM chirale Kapillarsdule, Lange 25 m, ID 0.25 mm,
(Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland)

Sdulenspezifikation: Heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-t-butyldimethyl-silyl)-B-Cyclodextrin
Injektion: Split 1:5, T =250 °C
Injektionsvolumen: 1 pL
Detektor: FID, 250 °C
Trigergas: Wasserstoff
Brenngase: Luft, Wasserstoff
Auswerteeinheit: PC mit Chromstar-Software, Version 5.03 (SCPA GmbH, Stuhr,
Deutschland)
Temperaturprogramm:
Aufheizrate [°C/min] Endtemperatur [°C] Haltezeit [min]
Anfangstemperatur: 100 °C, Anfangszeit: 5 min
10 220 10

5.2.3.4 Identifizierung von Phenolcarbonsaure-Oligosacchariden mittels
Methylierungsanalyse / GC-MS

Gaschromatograph:

Sdule:
Injektion:
Injektionsvolumen:

Detektor:

Trigergas:

HP 5890 Series II (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland)
DB-5MS-Kapillarsdule, Lange 30 m, ID 0.25 mm, Filmdicke 0.25 pm
(J&W Scientific, Folsom, CA, USA)

Splitless time 0.75 min. 210 °C

1 ul

HP 5972 Series Massenselektiver Detektor (Hewlett Packard,
Waldbronn, Deutschland), Quadrupol-MS

Helium, 1 mL/min
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Ionisation: El, 70 eV
Brenngase: Luft, Wasserstoff
Auswerteeinheit: PC mit HP 3365 Series II ChemStation-Software, Version A.03
(Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland)
Temperaturprogramm:
Aufheizrate [°C/min] Endtemperatur [°C] Haltezeit [min]
Anfangstemperatur: 45 °C, Anfangszeit: 1 min
Level 1 45 140 1
Level 2 1 180 5

5.2.4 Hochauflosende MS

Gerdt:

lonisation:
Kapillar-Potential:
Quellentemperatur:
Modus:

Injektion:
Losungsmittel:
Standard:

5.25 NMR
NMR-Gerdit:

Kalibrierung:

Experimente:

Sektorfeld-Ionenfallen-MS-MS-Kopplung MAT 95 XL (Thermo
Finnigan, Dreieich, Deutschland)

ESI

3.3kV

230 °C

positiv

mittels einer Spritzenpumpe mit der Flussrate von 10 pL/min
Methanol/Wasser-Gemisch 50/50 (v/v)

Polyethylenglykol

- 1D und 2D Experimente = Brucker DMX-750 und oder DRX-500-

Instrument, AMX400 (Brucker, Karlruhe, Deutschland)

- 3D Experiment = Brucker DMX-600 (Brucker, Karlsruhe,

Deutschland)

- in D,0 geloste Fraktionen mit Aceton als IS (05=2.22, 6¢=30.89)

(Gottlieb et al., 1997)

- in Aceton-d6/D,0 geloste Fraktionen mit zentralem Aceton-d6-Peak

(05=2.04, 5.=29.80)

1D Experimente: 'H, BC

2D Experimente: 'H,'H-COSY, TOCSY, HSQC, HSQC-TOCSY,
HMBC

3D Experimente: TOCSY-HSQC

Spektrale Simulation: gNMR 3.6 fiir MacOS (Cherwell Scientific Publishing, Oxford, UK)
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5.2.6 Sonstige Gerate und Hilfsmittel

Anaerobiertopfe:

Autoklav:

Ethanolbad:
Gefriertrocknungsanlage:
Inkubationsschrank:
Magnetriihrer:

Membranpumpe:

pH-Meter:

Schlagmessermiihle:

Spektralphotometer:

Trockenschrank:
Ultraschallbad:

Vakuumrotationsverdampfer:

Vakuumtrockenschrank:
Vortex:

Waagen:

Wasserbdder:

Zentrifuge:

(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Anaerocult® System mit Anaerocult A (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Tuttnauer 5075 ELV (Systec GmbH Labor-
Systemtechnik, Wettenberg, Deutschland)

FOC-1 K40 (Christ, Osterode, Deutschland)

LOC-2 Beta 1-16 (Christ, Osterode, Deutschland)

Typ 5090E (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Ikamag RCT (IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland)
PC 520 (Vacuumbrand GmbH + CO KG, Wertheim,
Deutschland)

pH-Digi 520 (WTW, Weilheim, Deutschland)
pH-Elektrode HI 1332 (Hanna Instruments, Kehl am
Rhein, Deutschland)

Typ A10S (Janke & Kunkel/IKA, Staufen, Deutschland)
Lambda 2 (Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim,
Deutschland)

(Heraeus, Hanau, Deutschland)

Bransonic 12 (Elma, Singen, Deutschland)

VV 2000 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

RVT 6030 (Heraeus, Hanau, Deutschland)

REAX 2000 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

Typ 2842 (Sartorius-Werke GmbH, Géttingen,
Deutschland)

BP 211 D (Sartorius-Werke GmbH, Gottingen,
Deutschland)

P1210 (Mettler, Gieen, Deutschland)

Typ 1012 (GFL, Hannover, Deutschland)

(Kottermann, Hénigsen, Deutschland)

UJ III (Heraeus, Hanau, Deutschland)
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5.3 Spektren, Diagramme, Chromatogramme und Tabellen
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Abb. 5.2: UV-Spektren von trans-Ferulasdiure (oben links), p-Cumarsiure (oben rechts) und cis-
Ferulasdiure (unten)
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Abb. 5.3: RP-HPLC-DAD-Standard-Chromatogramm  (Wellenlinge 280 nm) von [-D-
Xylopyranosyl-(1—->2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAX) und trans-
Ferulasiiure (F). Chromatographie-Bedingungen sind in Kapitel 5.2.2.5 beschrieben.
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70,0

OFA+MO
OFA+Glc+MO

60,0 1
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B. adolescentis B. longum B. ovatus B. vulgatus B. thetaiotaomicron

Abb. 5.4: Séiulendiagramme mit den Gehalten an 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA)
nach der Inkubation mit Mikroorganismen (MO) in Thioglycolat-Bouillon (blau: ohne
Glucose (Glc), griin: mit Glc)

70,0

@ FAX+MO
@ FAX+Glc+MO
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30,0 -

Gehalt an FAX [ug/ml]
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B. adolescentis B. longum B. ovatus B. vulgatus B. thetaiotaomicron

Abb. 5.5: Siulendiagramm mit den Gehalten an B-D-Xylopyranosyl-(1-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (FAX) nach der Inkubation mit Mikroorganismen (MO) in
Thioglycolat-Bouillon (blau: ohne Glucose (Glc), griin: mit Glc)
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Tabelle 5.1:  Keimzahlen (in KBE/mL) vor und nach der Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-
L-arabinofuranose (FA) und den eingesetzten Vergleichslosungen durch
ausgewdihlte Bakterienstimme. MO: Mikroorganismensuspension, Glc: Glucose,
Ara: Arabinose, F: trans-Ferulasdure

Ansatze* B. adolescentis | B. longum | B. ovatus | B. vulgatus | B. thetaiotaomicron
FA+MO 7.0 -10° 52-10° 9.3-10’ 1.6 - 10° 3.0-10°
Ara+tMO 4.0-107 6.0 - 10’ 9.0- 10’ 1.7-107 2.1-10°
F+Ara+MO 2.3-107 2.1-10° 3.0- 107 8.8-10’ 2.0-10°
FA-+autokl. MO - - - - -
H,0+MO 6.0-10° 5.5-10° 3.7-107 1.1-10° 1.0 - 10°
Glc+MO 2.6-10 22-10° 53107 2.0-107 1.7 - 10°
FA+Glc+MO 1.5-10 1.0 - 10° 4.9-10 1.6 - 107 1.9-10°
Glc+autokl. MO - - - - -
Alle Ansitze vor 1.1-10° 51-10° 3.4-10° 1.5-10° 2.0-10°
der Fermentation

*  Die genaue Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 5.1.5.2 und 5.1.5.3 dargestellt

Tabelle 5.2:  Keimzahlen (in KBE/mL) vor und nach der Fermentation von [-D-Xylopyranosyl-
(1-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAX) und den eingesetiten
Vergleichslosungen durch ausgewiihlte Bakterienstimme. MO:
Mikroorganismensuspension, Glc: Glucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, F: trans-
Ferulasdure

Ansatze* B. adolescentis | B. longum | B. ovatus | B. vulgatus B.

thetaiotaomicron

FAX+MO 8.5-10° 6.1-10° 1.2-10° 3.2-10° 7.0-10°
Ara+Xyl+MO 6.0-10 5.0-10 7.3-10 8.5-10 2.0-107
F+Ara+Xyl+MO 4.1-107 20-10° | 80-10" | 2.8-10° 1.1-107

FAX+autokl. MO - - - - -
H,0+MO 6.4-10° 55-10° 5.6-10 1.1-10° 2.0-10°
Gle+MO 2.9-10 22-10% 1.1-10° 2.0-107 8.2-10°
FAX+Glc+MO 3.5-107 6.9-10 4.6-10 1.6-10° 9.0-10°

Glctautokl. MO - - - - -
Alle Ansitze vor der 2.1-10° 51-10° | 1.7-10° | 1.5-10° 2.8 10"

Fermentation

*  Die genaue Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung ist in Kapitel 5.1.5.2 und 5.1.5.3 dargestellt
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Tabelle 5.3:  Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiiuren und organischen Siuren nach
der Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA) bzw. von den
eingesetzten Vergleichslosungen mit B. ovatus. Glc: Glucose, Ara: Arabinose, F:
trans-Ferulasdure
Gehalt in
FA H,O FA+Glc Ara F+Ara Glc
[umol/L]
Ameisensdure 395+ 50 358 + 83 680 £ 28 558 £22 413 £28 687 £ 89
Essigséure 1069 + 103 | 924 £+ 165 1249 £8 1089 £22 | 1011+£42 | 1282£118
Propionséure 320+ 34 277+ 11 246+ 12 251 £26 274 £ 16 254 +24
Isobutterséure 30+8 48 £ 1 48+9 43+3 54+2 54+11
Buttersdure 75+£12 64+£5 60+3 65+ 14 64 +1 70 £1
Isovaleriansdure | 130 %20 142 + 27 192 +8 168 + 23 154 +20 208 £ 12
Hexansaure 198 + 104 151+79 201 + 32 225+ 15 162 + 14 299 + 74
D-Milchséure 850 £ 98 796 £114 | 1617+£208 | 1715+£67 | 1580+ 101 | 1865*9
Bernsteinsdure® | 383 + 42 237+33 n.b. n.b. n.b. n. b.
Gesamtgehalt” | 3459 +249 | 2994 + 257 | 4294 + 139% | 4115+ 36" | 3708 £ 59% | 4716 + 296°

*  Bernsteinsdure wurde bei den mit ,,n. b.” gekennzeichneten Ansétzen nicht bestimmt.

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Sduren beriicksichtigt.
¥ Bei der Berechnung des Gesamtgehaltes wurde aufgrund der fehlenden Daten die Bernsteinsiure
nicht beriicksichtigt.

Tabelle 5.4:

Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiuren und organischen Siuren nach

der Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA) bzw. von den
eingesetzten Vergleichslosungen mit B. vulgatus. Glc: Glucose, Ara: Arabinose, F:
trans-Ferulasdure

Gehalt in

[umol/L] FA H,O FA+Glc Ara F+Ara Glc
Ameisensdure | 278 + 59 243 £2 280+£50 | 343426 | 250+39 341 £7
Essigsdure | 1284 +£295 | 1555+ 233 | 1517 £ 150 | 1297 £ 123 | 1532+200 | 1579 + 177
Propionsdure | 413+63 | 45051 | 436+28 | 358+47 | 391+67 | 420+19
Isobuttersiure | 69 + 14 51+19 65+ 10 66 £ 10 62 +3 64+6
Buttersiure 67+9 67 + 8 67+6 64 +2 51+8 69+9
Isovaleriansdure 66+ 11 96 +9 84+ 6 50+1 57+7 90+9
D-Milchsdure | 214+71 | 473+£108 | 1060+21 | 782493 | 1105+57 | 1017 +21
Bernsteinsdure* | 474 + 52 246 + 31 n. b. n. b. n. b. n. b.
Gesamtgehalt” | 2865 + 474 | 3184 +380 [3519 +219°% | 2961 + 85" | 3448 + 296 | 3581 + 228"

*  Bernsteinsdure wurde bei den mit ,,n. b.“ gekennzeichneten Ansitzen nicht bestimmt.

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Séuren beriicksichtigt.
¥ Bei der Berechnung des Gesamtgehaltes wurde aufgrund der fehlenden Daten die Bernsteinsiure
nicht berticksichtigt.
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Tabelle 5.5:  Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiiuren und organischen Séiuren nach
der Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA) bzw. von den
eingesetzten Vergleichslosungen mit B. thetaiotaomicron. Glc: Glucose, Ara:
Arabinose, F: trans-Ferulasdure

Gehalt in
FA H,O FA+Glc Ara F+Ara Glc
[umol/L]
Ameisensdure 391 + 80 356 + 35 308 £ 56 426 + 24 315+ 63 308 £30
Essigséure 2157 £ 68 | 2138 £336 | 2266 =468 | 2563 £333 | 2355+373 | 1962 £ 273
Propionséure 684 + 13 686 + 63 710 £ 123 697 + 65 678 £ 16 607 + 51
Isobutterséure 47+£5 60+9 69 £ 14 62+5 64 +8 62+ 10
Buttersdure 73 £3 73 £ 14 69+ 1 76 £3 64 +8 67+6
Isovaleriansdure | 352 + 33 412 £ 31 408 + 42 419 + 37 403 £ 40 358 +38
Hexansaure 1222 £204 | 1259+369 | 495+£56 | 1012+130 | 1536 +68 | 625+ 106
D-Milchséure 464 £ 56 656 £ 110 734+ 68 | 1028 £172 | 970+ 189 715+ 20
L-Milchsdure | 2965+ 133 | 2373 £ 155 | 3758 £220 | 2764 £442 | 3273 +56 | 3398 £ 152
Bernsteinsdure* | 1158 +102 | 1158 £95 n. b. n. b. n. b. n. b.
Gesamtgehalt” | 9512 £451 | 9159 £ 669 | 8769 + 562 | 9048 + 456" [ 9552 + 397" | 8104 + 636°

*  Bernsteinsdure wurde bei den mit ,,n. b.” gekennzeichneten Ansétzen nicht bestimmt.

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Sduren beriicksichtigt.

¥ Bei der Berechnung des Gesamtgehaltes wurde aufgrund der fehlenden Daten die Bernsteinsiure
nicht beriicksichtigt.

Tabelle 5.6:

Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiuren und organischen Séiuren nach

der Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA) bzw. von den
eingesetzten Vergleichslosungen mit B. adolescentis. Glc: Glucose, Ara: Arabinose,
F: trans-Ferulasdure

([B:r:zllx? FA H,0 FA+GIc Ara F+Ara Glc
Ameisensiure | 265+70 | 237+33 | 454+33 | 382 +48 | 404+43 | 408+ 24
Essigsiure | 741+28 | 801492 | 1800475 | 1497 +45 | 1341+ 165 | 1522 + 100
Tsobuttersiure | 39 +9 B+s 2746 24+3 3147 43+5
Buttersiure 75+9 74+3 78+ 1 81+5 | 84+15 | 69+2
L-Milchsiure | 78+20 | 110+9 | 463+63 | 530460 | 495+61 | 369+1
Gesamtgehalt’ | 1199+ 100 | 1266+ 113 | 2821+ 105 |2514+63 |2354+172 | 2413+ 119

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Séuren beriicksichtigt.
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Tabelle 5.7:  Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiiuren und organischen Séiuren nach
der Fermentation von 5-O-trans-Feruloyl-L-arabinofuranose (FA) bzw. von den
eingesetzten Vergleichslosungen mit B. longum. Glc: Glucose, Ara: Arabinose, F:
trans-Ferulasdure
Gehalt in
FA H,O FA+Glc Ara F+Ara Glc
[umol/L]
Ameisensdure 263 £ 54 235137 413£139 | 232 +24 315£37 308 £15
Essigséure 691 £ 122 668 +28 | 1932 +£135 | 1489+97 | 1582175 | 2075£35
Isobutterséure 365 477 411 44 +5 49+ 6 39+1
Buttersdure 72 +4 79+£3 595 75+6 60x5 74 +5
L-Milchséure 230+ 14 239+7 835+£99 980 £ 4 1077 £ 14 996 £7
Gesamtgehalt” | 1277 +159 | 1295489 | 3277 +205 | 2833 + 113 | 3083 £ 107 | 3491 + 56

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Siuren beriicksichtigt.

Tabelle 5.8:  Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiuren und organischen Sdauren nach
der Fermentation von [BD-Xylopyranosyl-(1-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (FAX) bzw. von den eingesetzten Vergleichslosungen mit B.
ovatus. Glc: Glucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, F: trans-Ferulasdure

Gehalt in
FAX H,O FAX+Glc | Arat+Xyl |F+Ara+Xyl Glc
[umol/L]
Ameisensdure 500 + 48 348 + 65 513+ 76 665 + 159 361 £37 537+£17
Essigséure 1119£85 | 901 £193 | 998 +162 | 1057+£145 | 696 £208 | 1002 +90
Propionséure 354+ 18 373+ 40 328 £ 55 296 + 26 258+ 16 32119
Isobutterséure 86 £ 8 103+6 93+7 8917 74 £22 868
Buttersdure 56+ 8 5312 66 £ 15 58+5 54+9 58%5
Isovaleriansdure | 388 + 38 406 £ 51 433 £ 41 411 +£10 348 £ 70 413 £24
Hexansaure 484 +28 285+ 134 | 350+ 139 | 442+£113 306 £ 34 394 £ 109
D-Milchsdure | 3055+ 196 | 2739 + 155 | 3857 +298 | 3439 +248 | 3945 +243 | 3835+ 10
Bernsteinsdure® | 292 + 32 310+ 27 n. b. n. b. n. b. n. b.
Gesamtgehalt” | 6333 +£95 | 5519 +343 | 6637 + 623" | 6456 + 654° | 6041 + 219 | 6648 + 229"

*  Bernsteinsdure wurde bei den mit ,,n. b.” gekennzeichneten Ansétzen nicht bestimmt.

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Siuren beriicksichtigt.

¥ Bei der Berechnung des Gesamtgehaltes wurde aufgrund der fehlenden Daten die Bernsteinsiure
nicht berticksichtigt.
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Tabelle 5.9:  Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiiuren und organischen Séiuren nach
der Fermentation von -D-Xylopyranosyl-(1-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (FAX) bzw. von den eingesetzten Vergleichslosungen mit B.
vulgatus. Glc: Glucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, F': trans-Ferulasdure

Gehalt in
FAX H,O FAX+Glc | Ara+Xyl |F+Ara+Xyl Glc
[umol/L]
Ameisensdure 259+ 13 243 +2 302 +£35 293 £33 243 + 48 34117
Essigséure 1367 £97 | 1555+£233 | 1794 £280 | 1454+ 163 | 1462 £235 | 1579 £ 177
Propionséure 382+ 1 450 £ 51 504 £ 96 400 + 49 437+ 84 420+ 19
Isobutterséure 44 +1 51+£19 72 +£8 43 £3 54+£2 64+6
Buttersdure 65+9 67+8 73+6 69 £ 8 52+9 69 £9
Isovaleriansdure 77+9 96 +9 92+5 74+ 7 5917 90+9
D-Milchséure 349 + 67 473 +£108 | 1188+26 | 1141£68 | 1210+£53 | 101721
Bernsteinsdure®* | 411 +42 246 + 31 n. b. n. b. n. b. n.b.
Gesamtgehalt” | 2955+ 175 | 3184 + 380 | 4022 + 424% | 3476 + 276" | 3555 + 331% | 3581 + 228"

Bernsteinsdure wurde bei den mit ,,n. b.“ gekennzeichneten Ansitzen nicht bestimmt.

Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Sduren berticksichtigt.
Bei der Berechnung des Gesamtgehaltes wurde aufgrund der fehlenden Daten die Bernsteinséure
nicht beriicksichtigt.

Tabelle 5.10: Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiuren und organischen Séiuren nach

der

Fermentation

yon

P-D-Xylopyranosyl-(1—-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-

arabinofuranose (FAX) bzw. von den ecingesetzten Vergleichslosungen mit B.
adolescentis. Glc: Glucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, F: trans-Ferulasdure

Gehalt in

[umol/L] FAX H,O FAX+Glc | Ara+Xyl |F+Ara+Xyl Glc
Ameisensiure 387 £52 367 £39 576 £ 50 925+ 130 | 949 £122 704 + 33
Essigsdure 878 £ 122 771 £ 58 1887 £50 | 2110+253 | 2178 £218 | 2270 £ 62
Isobuttersdure 28 £7 3517 0+0 50+ 11 30+£9 28 £22
Buttersdure 62+9 70+8 62+8 65+ 11 60+ 18 59+0
L-Milchsédure 130 £8 122 £2 618 £33 574 £ 42 537+ 61 7077
Gesamtgehalt” | 1484 + 160 | 1366 + 101 | 3147 +59 | 3728 +391 | 3754+ 395 | 3767 + 14

Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Séuren beriicksichtigt.
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Tabelle 5.11: Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsduren und organischen Séiuren nach
der Fermentation von -D-Xylopyranosyl-(1-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (FAX) bzw. von den eingesetzten Vergleichslosungen mit B.
thetaiotaomicron. Glc: Glucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, F: trans-Ferulasdure

f:r:i:x? FAX H,O | FAX+Glc | AratXyl |F+Aratxyl|  Glc
Ameisensdure 441 £ 65 491 £20 400 + 28 565+ 24 465 £ 30 430 =30
Essigséure 1207 £85 | 1361 £132 | 1046 £ 123 | 1324 +42 | 1286+ 82 1159+ 8
Propionséure 487+ 4 483+ 13 428+ 13 393 £27 552 +£23 412+ 8
Isobutterséure 51+11 368 486 45+£2 66 £8 391
Buttersdure 647 59+1 64+7 60+2 64 £2 57+2
Isovaleriansdure | 198 + 14 212+ 12 182 +£20 224 + 30 187+ 15 176 £ 12
Hexansaure 1979 275+ 16 2579 296 £ 22 325+ 89 290 £ 40
D-Milchséure 1190£20 | 1229+37 | 1291£20 | 1980+ 14 | 198858 | 1284+ 30
L-Milchsdure | 2311+40 | 2284+39 | 2975+51 | 2246+ 18 | 2333+40 |3277+117
Bernsteinsdure® | 529 + 52 465+ 39 n. b. n. b. n. b. n. b.
Gesamtgehalt” | 6676 +244 | 6894 + 115 | 6690 + 174% | 7132 +33% | 7266 + 346% | 7113 + 266°

*  Bernsteinsdure wurde bei den mit ,,n. b.” gekennzeichneten Ansétzen nicht bestimmt.

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Sduren berticksichtigt.

¥ Bei der Berechnung des Gesamtgehaltes wurde aufgrund der fehlenden Daten die Bernsteinsiure
nicht berticksichtigt.

Tabelle 5.12: Gehalte an nachgewiesenen kurzkettigen Fettsiiuren und organischen Sduren nach

der

Fermentation

yon

[BD-Xylopyranosyl-(1-»2)-5-O-trans-feruloyl-L-

arabinofuranose (FAX) bzw. von den eingesetzten Vergleichslosungen mit B. longum.
Glc: Glucose, Ara: Arabinose, Xyl: Xylose, F: trans-Ferulasdure

Gehalt in
[umol/L] FAX H,O FAX+Glc | Arat+Xyl |F+Ara+Xyl Glc

Ameisensdure | 263 + 11 235+ 37 295 +£22 226 +35 287 £ 28 308 £ 15

Essigsdure 733 £ 55 668 + 28 1762+ 60 | 1299 £ 115 | 1739+63 | 2075+35
Isobuttersdure 56+ 19 47 +7 44 +7 47+5 507 39+1

Buttersdure 74+3 79+3 64+6 51+£3 62£3 74£5
L-Milchsdure 223 £33 239+7 86874 | 1117184 1087 £9 996 + 7
Gesamtgehalt” | 1336+79 | 1295+89 | 3034+97 | 2738+198 | 3224+89 | 3491 + 56

* Zur Berechnung des Gesamtgehalte wurden die molekularen Gehalte von allen nachgewiesenen
kurzkettigen Fettsduren und organischen Sduren berticksichtigt.
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5.4 Verwendete Enzyme, Nahrmedien und Chemikalien

Substanz G:;er::lggln i R-Satze S-Satze Firma
Aceton F, Xi 11-36-66-67 9-16-26 Merck
Aceton-d6 F 11-36-66-67 9-16-26 Isotec
Acetonitril (HPLC-Grade) F, T 11-23/24/25 16-27-45 Acros
Agar-Agar - - - Merck
Amberlite® XAD-2 - - - Serva
Ameisensdure p.a. 98- 100 % C 35 23-26-45 Merck
éﬁl:;;ﬁlr%klésung 25 %ig C.N 34-50 26—36/3671/39—45— Merck
D (-)-Arabinose - - - Sigma
L (+)-Arabinose - - - Sigma
Bernsteinsédure-Enzymsatz - - - R-Biopharm
Bio-Gel® P-2 - - - Bio-Rad
Buttersdure C 34 26-36-45 Merck
Chloroform Xn 2428- 22%7;%- 36/37 Merck
L-Cystein, Hydrochlorid - - - Merck
L-Cystin - - - Merck
Deuteriumoxid - - - Sigma
Dichlormethan Xn 40 22-24/25-36/37 Merck
Dimethylsulfoxid Xn 36/37/38 26-36 Fluka
meso-Erythrit - - - Merck
Essigsdure 100 % C 10-35 23-26-45 Merck
Essigsdureanhydrid C 10-34 26-45 Acros
Ethanol F 11 7-16 Merck
2-Ethylbuttersdure Xn 21-36/38 26-36/37 Merck
trans-Ferulaséure Xi 36/37/38 26-36 Sigma
Fleischextrakt - - - Merck
D (+)-Galactose - - - Acros
L (-)-Galactose - - - Acros
D (+)-Glucose (wasserfrei) - - - Merck
D (+)-Glucose-Monohydrrat - - - Merck
Glycerin - - - Merck
Hefeextrakt - - - Merck
n-Hexan F, Xn 11 -48/20 9-16-24/25 Merck
Hexansdure C 21-34 25-36/37/39-45 Acros
myo-Inosit - - - Merck
Isobuttersdure Xn 21/22 - Merck
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Gefahren- .
Substanz R-Satze S-Satze Firma
symbol
Isohexansdure C 21-34 25-36/37/39-45 Acros
Isovalerianséure C 34 26-36/37/39-45 Merck
di-Kaliumhydrogenphosphat - - - Merck
Kochfleischmedium - - - Fluka
D (+)-Mannose - - - Merck
Methanol T,F 11-23/25 16-24-45-7 Baker
1-Methylimidazol C 21/22-34 26-36 Acros
Methyliodid T 21 _23%50_37/38- 36/37-38-45 Aldrich
D-/L-Milchsdure-Enzymsatz - - - R-Biopharm
Natrium-L(+)-ascorbat - - - Merck
Natriumbordeuterid T,F 11_15_231/24/25_ 16-36-43 Acros
Natriumborhydrid T, F+ 15-25-34 14.2-26-36/37/39- Fluka
43.6-45

Natriumchlorid - - - Merck
Natri . -

?trlumdlhydrogenphosphat ] i i Merck
Dihydrat
di-Natri -

1. atriumhydrogenphosphat ) i i Merck
Dihydrat
Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45 Merck
Natriumthioglycolat T 25-36/37/38-43 24-26-37-45 Merck
Pepton aus Casein - - - Merck
Phosphorséure 85 % C 34 26-36/37/38-45 Merck
Propionséure C 34 23.2-36-45 Merck
Polyvinylpolypyrrolidon
Divergan® RS 1 i ) ) Merck
Resazurin - - - Merck
Sephadex™ LH-20 - - - Pharmacia
Schwefelsdure 95-98 % C 35 26-30-45 Merck
Siliconol - - 24/25-26 Merck
Termamyl (c-Amylase) i i i Novo Nordisk
120 KNU/g
Thioglycolat-Néhrboden Xi 43 24-37 Merck
Trifluoressigsdure C 20-36-52/53 9-26-27-28-45-61 Merck
Trifluoressigsdureanhydrid C 20-35-52/53 9-26-3 6/6317/3 9-45- Merck
Tween® 80 - - - Merck
Valeriansédure C 34-52/53 26-36-45-61 Merck
D (+)-Xylose - - - Acros
L (-)-Xylose - - - Acros
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