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1 Einleitung und allgemeiner Tell

1.1  Definition und Bedeutung von Ballaststoffen

Viele Forschungseinrichtungen haben sich zum Ziel gesetzt, durch Verbesserung der Lebensmitt
oder gezielte Anreicherung der Nahrung mit bestimmten Lebensmittelinhaltsstoffen Krankheiten
bereits in ihrer Entstehung zu verhindern. Nicht selten werden bereits grof3e Forschungsvorhabe
bezlglich bestimmter Lebensmittelinhaltsstoffe durchgefihrt, deren physiologische Wirkungen
noch weitgehend unbekannt sind. Ballaststoffe (BS), Gber deren physiologische Wirkungen bereit
viele Kenntnisse gesammelt wurden und deren positiver Einflud auf die Gesundheit grundsatzlic
als gesichert gelten darf, scheinen hingegen in der Forschung hinsichtlich der Strukturaufklarun
wieder in Vergessenheit zu geraten.

Der Begriff BS (englisch dietary fiber) fand vor ca. 50 Jahren zum ersten Mal Erwahnung. HIPS-
LEY (1953) benutzte den Begriff ,dietary fiber* als Kurzbezeichnung, um Pflanzenzellwande in

der menschlichen Nahrung zu beschreiben, von denen er annahm, sie wirden vor Schwange
schaftstoxikosen schitzen. Seitdem herrschte Gber den Begriff der BS lange Zeit Uneinigkeit. Zwi
schen 1972 und 1976 trieben Trowell, Burkitt, Walker und Painter die Definition der BS voran,

indem sie den Begriff in bezug zu gesundheitsbezogenen Hypothesen stellten (TROWELL, 1972¢
TROWELL, 1972b, BURKITT et al., 1972) und eine physiologisch-botanische Beschreibung des
Begriffs BS pragten. So beschrieben sie BS als ,Uberreste pflanzlicher Zellwande, die gegeniibe
der menschlichen Verdauung resistent sind* (TROWELL, 1974). 1976 wurde die Ballaststoffdefi-
nition erweitert (TROWELL et al., 1976), um alle verdauungsresistenten Polysaccharide mit in die
Definition einzubeziehen. Durch die erweiterte Definition der BS als ,Polysaccharide und Lignin,

die durch endogene Enzyme im menschlichen Magen-Darm-Trakt nicht abgebaut werden* wurde!
erstmals pflanzliche Speicherpolysaccharide und modifizierte Cellulosen mit in den Ballaststoffbe-
griff einbezogen. 1992 setzte sich in Fachkreisen die Meinung durch, unverdaubare Oligosaccharic
mit in die Definition aufzunehmen. So hat sich bis heute folgende Definition fir BS entwickelt

(deVRIES et al., 1999):

Ballaststoffe bestehen aus den Uberresten eRbarer Pflanzenzellen, Polysacchariden, Lignin und
assoziierten Substanzen, die gegenuber der Verdauung durch kérpereigene Enzyme des Men-
schen resistent sind (und in den Dickdarm gelangen).

Auch wenn sich scheinbar diese physiologisch-chemisch gepragte Definition der BS durchgeset:
hat, so wird die Diskussion um die Definition der BS noch nicht beendet sein. Dies zeigt sich u.a
auf der Internetseite der Association of American Cereal Chemists (AACC), wo Fachleute aus de
Wissenschaft, der Uberwachung und der Industrie aufgefordert werden, ihren Standpunkt bezuglic
der oben dargestellten Definition darzulegen.

BS koénnen in losliche Ballaststoffe (LBS), unlésliche Ballaststoffe (UBS) und Gesamtballaststoffe
(GBS) unterteilt werden. Zur Bestimmung der GBS existierte eine Methode von der Association of
Official Analytical Chemists (AOAC), die ebenfalls von der AACC tubernommen wurde (AOAC
Official Method 985.29 bzw. AACC Approved Method 32-05). Zur Bestimmung der UBS und LBS
mufl3ten derartige Methoden jedoch erst entwickelt bzw. validiert werden, nachdem bekannt wurde
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dalR LBS und UBS sich in ihren physiologischen Eigenschaften grundlegend voneinander unter
scheiden. Die methodische Unterscheidung zwischen UBS und LBS beruht auf der Ldslichkeit de
LBS in einer pH kontrollierten Enzymlésung, wie dies auch im menschlichen Verdauungstrakt der
Fall ist. Diese Definition ist jedoch trotzdem eher als eine methodische als eine physiologische De
finition zu beschreiben, da die Losung im LabormaRstab viel verdinnter ist und den physiologi-
schen Bedingungen somit nicht exakt entspricht. Dennoch ist diese Unterscheidung bei der Unte
suchung der physiologischen Effekte von BS von groRem Nutzen.

1.2 Physiologische Eigenschaften von Ballaststoffen

BS sind fur die Ernahrung des Menschen keine essentiellen, d.h. lebenswichtigen N&ahrstoffe
Gleichwohl ist es unbestritten, dal3 sie wichtige Funktionen im Verdauungstrakt ausiben und de
Stoffwechsel vielfaltig beeinflussen.

Dabei muf3 man zwischen den direkten und indirekten Einflissen einer ballaststoffreichen Erndh
rung unterscheiden. Die Aufnahme ballaststoffreicher Lebensmittel in den Speiseplan fuhrt Gbli-
cherweise zu einem reduzierten Energiegehalt der Nahrung bei gré3erem Nahrungsvolumen. Dure
die verringerte Energieaufnahme bei gleichzeitig gréfierem und lang anhaltendem Sattigungsgefu
wird Fettleibigkeit vorgebeugt (McDOUGALL et al., 1996). Des weiteren ist eine ballaststoffreiche
Kost im allgemeinen arm an Fett, gesattigten Fettsduren, Cholesterin und tierischem Protein, dafi
aber reich an Mineralien, Spurenelementen, Vitaminen und anderen Phytochemikalien mit positive
physiologischen Eigenschaften.

Neben diesen indirekten physiologischen Einflissen sind in den letzten 20-30 Jahren viele direkt
Einflisse von BS auf verschiedene Krankheitsmuster festgestellt worden.

Die von der chemischen Struktur der Ballaststoffkomponenten abhangigen physikalischen Eigen
schaften bestimmen die verschiedenen Charakteristika der BS wie Wasserbindungsvermdgen, Vi
kositat, Bindung organischer Substanzen, Bulkvermdgen, mikrobielle Fermentierbarkeit im Dick-
darm etc., die zum Verstandnis der physiologischen Wirkungen wichtig sind (SCHNEEMAN,
1998).

Regulierung des Blutzuckers und vermindertes Diabetesribisbesondere losliche, viskose BS,
z.B. Pektine ung3-Glucane, haben positive Wirkungen. Durch die Erhéhung der Viskositat der
aufgenommenen Nahrung wird die Magenentleerung verlangsamt und die intestinale Absorptior
durch die Beeinflussung der Diffusion tber die ,unstirred water layer” verzégert. Dadurch werden
der postprandiale Blutzucker-Response und langfristig auch die Nichternwerte gesenkt, was de
Insulinbedarf reduziert (SCHREZENMEIR, 1996).

Blutcholesterin senkender Effekfiskose, l6sliche Ballaststoffkomponenten zeigen einen Blutcho-
lesterin senkenden Effekt. Ballaststoffquellen mit einem hohen Anteil an unléslichen BS zeigen nui
einen geringen Effekt auf den Serumcholesterinspiegel. Folgende Mechanismen werden u.a. diski
tiert (PLAAMI, 1997): a) Durch Bindung von Gallenséduren an Ballaststoffkomponenten und Aus-
scheidung mit dem Stuhl wird der Gallensaurenpool verringert, und es wird Cholesterin verwendet
um den Gallenséurenpool wieder aufzufrischen. b) Durch die Fermentation loslicher BS zu kurz-
kettigen Fettsduren (SCFA, short-chain fatty acids) (s.u.) wird die hepatische Cholesterinsynthes
inhibiert.

Fermentation von BS im Koloas Ausmal3 der Fermentation von BS durch die Kolonmikroflora
ist vor allem von der chemischen Struktur, der Loslichkeit sowie dem Lignifizierungsgrad der BS
abhangig (ASP et al., 1993). Primare Fermentationsprodukte sind Kohlendioxid, Wasserstoff,
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Methan und SCFA (Acetat, Propionat uneButyrat). Wahrend Acetat und Propionat Uber das
Portalblut zur Leber gelangen, wirdButyrat von der Mucosa oxidiert (SCHNEEMAN, 1998).
Durch die Produktion der SCFA kommt es zu einer Erniedrigung des pH-Wertes, was eine vermin
derte Umsetzung von priméren zu sekundaren Gallensauren zur Folge hat. AuRerdem setzt die p
Wert-Erniedrigung die Loslichkeit der sekundaren Gallenséduren herab (RAFTER et al, 1986). Se
kundare Gallensauren wirken im gelésten Zustand wahrscheinlich kolonkarzimeBetyrat hat

des weiteren antineoplastische Eigenschaften. Bei Tumorzellen vermmBetyrat das Zell-
wachstum und induziert Differenzierung und Apoptose (,programmierter Zelltod*) (SCHEPPACH,
1996). Schlie3lich wird durch das Bakterienwachstum im Kolon das Stuhlgewicht erhéht (s.u.).
Stuhlgewicht und TransitzeiBallaststoffquellen mit hohen Anteilen an unléslichen BS, z.B. Wei-
zenkleie, erhdhen das Stuhlgewicht und -volumen hauptsachlich aufgrund ihrer Bulking-
Eigenschaften und des Wasserhaltevermégens. Durch die Erhéhung des Stuhlvolumens wird d
Darmperistaltik positiv beeinflut und die gastrointestinale Transitzeit verkirzt. Verstopfungen,
Hamorrhoiden und divertikularen Krankheiten wird auf diese Weise vorgebeugt. Des weiteren kon-
nen Karzinogene und andere schadliche Substanzen an die BS gebunden werden, und aus dem
schleunigten Kolontransit resultiert eine kiirzere Kontaktzeit von Karzinogenen mit der Darmwand.
Vor allem Lignin und andere hydrophobe Ballaststoffkomponenten sollen hydrophobe Wechselwir-
kungen mit moglichen Karzinogenen eingehen (RYDEN & ROBERTSON, 1995a, McDOUGALL
et al., 1996).

1.3 Ballaststoffkomponenten und deren Strukturen

Gemal ihrer Definition zahlen Zellwandbestandteile, nichtverdaubare Speicherpolysaccharide
nichtstrukturelle, 16sliche Polysaccharide, die die Pflanze vor dem Austrocknen schiitzen, sowie
bestimmte Lebensmittelzusatze und Verarbeitungsprodukte zu den BS. Zu den unverdaubaren Sp
cherpolysacchariden gehéren z.B. resistente Starke und Fruktane, zu den Zellwandbestandteils
Cellulose, Hemicellulosen, Pektine und Lignin. Pflanzenschleime und Pflanzengummis schitzer
die Pflanze vor dem Austrocknen und sind Bestandteile der BS. Nicht verdaubare Lebensmittelzu
satze sind z.B. modifizierte Cellulosen und Algenpolysaccharide. Modifizierte (resistente) Starke
und Maillardprodukte sind Beispiele fiir Verarbeitungsprodukte als Bestandteile der BS. Unter die-
sen Ballaststoffkomponenten stellen die Zellwandbestandteile mit Abstand den gréf3ten Anteil da
und werden daher im folgenden ndher vorgestellt.

1.3.1 Zusammensetzung und Strukturen von Pflanzenzellwanden

Die Entwicklung einer relativ starren, den Protoplasten umgebenden Primarwand war ein wesentli
cher Schritt fir das Leben von Pflanzen an Land. Einen weiteren wichtigen Entwicklungsschritt fur
Landpflanzen stellte die Lignifizierung und die daraus resultierende Festigkeit der Sekundarwan
dar (WILSON, 1993).

Die Mittellamelle bildet die Grenze zwischen benachbarten Zellen und geht bei der Zellteilung aus
der Zellplatte hervor. Die Mittellamelle besteht fast vollstandig aus Pektinen. An die Mittellamelle

schlie3t sich die Primarwand an. Die Matrix der Primarwand setzt sich aus Pektinen und Hemicel
lulosen zusammen, in die nicht ausgerichtete Cellulosemikrofibrillen eingelagert sind. Des weiterer
enthalten die Primarwande Strukturproteine, z.B. Extensin, ein hydroxyprolinreiches Glycoprotein.
Je nach Funktion der Zellen (z.B. Wassertransport, Festigung) kénnen diese nach Beendigung d
Zellenwachstums eine Sekundarwand bilden. Normalerweise besteht die Sekundarwand aus dr
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mikroskopisch erkennbaren Schichten, die von auf3en nach innen, BitUdd S bezeichnet wer-

den. Die Sekundarwand besitzt im Gegensatz zur Primarwand einen stark erhdhten Anteil an Ce
lulosemikrofibrillen, die parallel angeordnet sind. Die Matrix besteht aus Hemicellulosen. Sekun-
darwande kénnen verholzen, wobei die Einlagerung des Lignins von der Mittellamelle aus beginnt.
Die chemischen Strukturen der Zellwande unterschiedlicher Pflanzen differieren. Vor allem die
Zellwande von Vertretern der monokotylen Graserfan@m@mineae(neuere BezeichnunBoa-

cead unterscheiden sich stark gegeniber den Zellwanden dikotyler Pflanzen, aber auch gegenub:
denen anderer monokotyler Pflanzen. Des weiteren mufd bei einer generellen Betrachtung der Ze
wandstrukturen beriicksichtigt werden, daf3 diese sich im Laufe der Entwicklung verandern.

1.3.1.1 Zellwandpolysaccharide

Mehr als 100 unterschiedliche Monosaccharide werden in der Natur beschrieben. Von diesen kon
men jedoch im allgemeinen nur zehn als Monomere der ZellwandpolysaccharideAvabinose,
D-Xylose, b-Mannose,b-Glucose,b-Galaktose L-Rhamnose-Fucose sowie die Uronsauren
Glucuronséure und-Galakturonséure (AMAN, 1993) (Abb. 1). Die Polysaccharide bzw. deren
Vorstufen mit Ausnahme der Cellulose werden wahrend der Entwicklung der Pflanzenzellwand im
Golgi-Apparat synthetisiert. Glucose wird in den Dictyosomen in Protopektin- bzw. Hemicellulose-
vorstufen umgewandelt und in abgeschnirten Golgi-Vesikeln durch das Cytoplasma zur Peripheri
transportiert, wo sie durch das Plasmalemma hindurchgeschleust und in die Zellwand inkorporier
werden. Die Biosynthese der Cellulose hingegen erfolgt am Plasmalemma (CARPITA, 1990).

Pentosen:

o HO O
OH OH HO
HO OH “WwOH
OH
L-Arabinofuranose D-Xylopyranose
Hexosen:
OH
OH OH OH
O o) O
HO 7o) HO
HO HO HO
OH OH OH OH OH
D-Mannopyranose D-Glucopyranose D-Galaktopyranose

6-Desoxyhexosen:

OH OH
H3C o H3C o
HO OH
oH & S, oH

L-Rhamnopyranose L-Fucopyranose
Uronséuren:
OH
COOH COOH COOH
HO 0 CH30 0O °
HO HO HO
OH WwwOH OH ~wwOH OH wOH
D-Glucopyranuronsaure 4-0O-Methyl- D-glucopyranuronsaure D-Galaktopyranuronsaure

Abbildung 1: Monomereinheiten von Polysacchariden der pflanzlichen Zellwand
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Zellwandpolysaccharide dikotyler Pflanzen

Parenchymatische Zellwande bestehen mit bis zu 55 % Uberwiegend aus Pektinen (Galakturona
Rhamnogalakturonan | und Il) (SELVENDRAN & MacDOUGALL, 1995). Cellulose kommt zu
ungefahr 30 % in der Zellwand vor. Unter den Hemicellulosen dominieren die Xyloglucane (ca.
10 %, teilweise bis zu 25 % der Zellwand), line@re-Glucan-Ketten, die i©-6-Stellung mit Xy-

lose substituiert sind. Des weiteren enthalten einige Glucose-Einheiten Galakto4)B-(
xylose- oder Fucosyl-(22)a-b-galaktosyl-(1-2)3-p-xylose-Seitenketten i0-6-Stellung (CAR-

PITA, 1990). Arabinoxylane sind nur Minorkomponenten unter den Hemicellulosen (bis zu 5 % der
Zellwand). Ungefahr 2-5 % der Zellwand bestehen aus Proteinen. In die Sekundarwand werden vc
allem Cellulose, saure Xylane, Lignin und Glucomannane eingelagert.

Zellwandpolysaccharide von Gramineen (v.a. Karyopsen)

Das Hauptgewebe der Getreidekdorner ist das Endosperm. Dieses liegt dem Embryo seitlich an. D
Endosperm ist von der Aleuronschicht umgeben. Die Fruchtschale (Episperm, Testa) ist fest mit de
Samenschale (Endokarp, Epikarp, Epidermis) verwachsen. Die Endospermzellwande unterscheids
sich stark von den parenchymatischen Zellwanden dikotyler Pflanzen. Pektine kommen nur in set
geringen Mengen vor, Hemicellulosen stellen mit bis zu 90 % die Hauptpolysaccharide dar. Die be
den Dikotylen dominierenden Xyloglucane kommen in Endospermzellwéanden zu nur sehr geringer
Anteilen vor. Der Celluloseanteil betragt 10-15 %, kann aber auch bis zu 30 % der Zellwand dar-
stellen.

Die Hemicellulosefraktion aus Endospermzellwanden setzt sich vor allem aus neutralen Ara-
binoxylanen und mixed-linke@Glucanen zusammen. Neutrale Arabinoxylane bestehen aus linea-
ren (1-4)- b-Xylan-Ketten, die inO-2-Stellung,0-3-Stellung oder i0-2 undO-3 Stellung mirt-
Arabinose-Einheiten substituiert sind (Abb. 2) (THEANDER et al., 1993). Des weiteren kénnen in
geringem Mal3e Arabinoseoligomere, die2, 1-.3 oder 1.5 verknipft sind, Seitenketten bilden
(IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1995). Die Arabinoxylane der verschiedenen Getreide unter-
scheiden sich erheblich. Unterschiede bestehen vor allem im Arabinose/Xylose-Verhaltnis, im Ara-
binose-Substitutionsmuster sowie in der Molektilgrof3e (IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1995).

0] o) o P
Y o )
2 .0 X (0) /
; OH Y o} o
(0) OH A OH A o (0]
OH OH

o HO OH HO OH
OH HO OH

Abbildung 2: Strukturelle Merkmale von Getreidearabinoxylanen

Mixed-linked 3-Glucane kommen nach bisherigen Kenntnissen im Pflanzenreich nur in Grasern vor
(CARPITA, 1990). Diese bestehen aus-@)3-b- und (1-4)3-b-Glucoseeinheiten in einem Ver-
haltnis von ungefahr 1:3. Hauptsachlich bilden die.4)J3-b-Glucoseeinheiten Cellotriosyl- und
Cellotetraosyleinheiten, die durch £B)-gebundeng3-p-Glucoseeinheiten unterbrochen werden.
Typische Getreide mit einem sehr hohen mixed-linge@lucan-Gehalt sind Gerste und Hafer.
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Weizen enthalt hingegen nur geringe Mengen an mixed-lifk€ducanen; hier dominieren die
neutralen Arabinoxylane die Hemicellulosefraktion. Roggen enthalt sowohl neutrale Arabinoxylane
als auch mixed-linkeg-Glucane und nimmt somit eine mittlere Stellung zwischen den zuvor er-
wahnten Getreiden ein.

Reis stellt unter den gewohnlich verzehrten Getreiden die einzige Ausnahme hinsichtlich der Zell
wandbeschaffenheit der Endospermzellwande dar. In ihrer chemischen Struktur zeigen die Reisel
dospermzellwande viele Parallelen zu den Zellwéanden parenchymatischer Gewebe von Dikotyler
So sind z.B. in Reisendospermzellwanden signifikante Mengen an Pektinen und Xyloglucanen vor
handen (THEANDER et al., 1993).

Die Zellwande der auf3eren Schichten des Getreidekorns (Aleuronschicht, Episperm, Testa, End
karp, Epikarp, Epidermis) unterscheiden sich erheblich von den Endospermzellwdnden. Anstell
der neutralen Arabinoxylane und mixed-linkBdslucane stellen die sauren Glucuronoarabinoxy-
lane den Hauptanteil unter den Hemicellulosen (SELVENDRAN & MacDOUGALL, 1995). Durch
den hoéheren Anteil von Zellen mit Sekundarwand ist der Celluloseanteil hdher, die Zellen sind
teilweise lignifiziert.

1.3.1.2Lignin

Lignin ist definiert als ,polymeres Naturprodukt, das durch enzymatisch initiierte Dehydrogenie-
rungs-Polymerisation dreier primarer Vorstufen, Coniferyl-, Sinapyl- pr@umarylalkohol
(Abb. 3), entsteht” (SARKANEN & LUDWIG, 1971). Diese Vorstufen werden héaufig nach ihrem
aromatischen Kern auch als Guaiacyl (G)-, Syringyl (S)- pshtl/droxyphenyl (H)-Einheiten be-
zeichnet und sind Produkte des Phenylpropan-Stoffwechsels (s. Kapitel 1.3.1.3).

Peroxidasen und/oder Oxidasen reagieren

mit diesen Vorstufen und dem sich entwik- CH,OH CHOH CHaOH

kelnden Ligninmolekil zu Einelektronen- P P P

oxidierten, resonanzstabilisierten Produk-

ten, die durch komplexe radikalische

Kopplungsreaktionen das Polymer bilden. HyCO HaCO 0CH,
OH OH OH

Wahrend dieser Kopplungsreaktionen wer-
den sowohl Ether- (AlkyD-Aryl, Aryl-O-
Aryl) als auch C-C-Bindungen gebildet.
Abbildung 4 zeigt die vorherrschenden Abbildung 3: Monolignole

Bindungen zwischen Phenylpropaneinhei-

ten. Das Verhaltnis der H-, G- und S-Einheiten sowie viele Strukturkennzeichen héngen von de
botanischen Herkunft, dem betrachteten Pflanzenteil und —gewebe sowie der Lokalisierung in de
Pflanzenzellwand ab (BESLE et al., 1994). Lignin in Grasern wird im allgemeinen zu dem H-G-S-
Typ gerechnet, wobei die H-Einheiten normalerweise eine untergeordnete Rolle spielen.

Da auch andere Komponenten wie z.B. Hydroxyzimtsauren (s. Kapitel 1.3.1.3) in Lignin einbezo-
gen werden kénnen, wird vorgeschlagen, die oben genannte Definition zu erweitern bzw. durch ein
funktionelle Definition zu ersetzen. HATFIELD et al. (1999) legen folgende funktionelle Definition
nahe: ,Lignin ist ein phenolisches Makromolekul (Polymer), das mit anderen Zellwandbestandtei-
len in Wechselwirkung tritt, um strukturelle Integritat, Widerstand gegeniiber dem Abbau und Was-
serundurchlassigkeit zu gewahrleisten”.

p-Cumarylalkohol Coniferylalkohol Sinapylalkohol
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Abbildung 4: Vorherrschende Bindungen zwischen Phenylpropan-Einheiten

1.3.1.3 Monomere Phenolcarbonsauren

Aromatische Carbonsauren nehmen im pflanzlichen Stoffwechsel eine zentrale Rolle ein (HERR:
MANN, 1989, HERRMANN, 1991). Die ,Zimtsauren®, korrekter Phenylpropanderivate oder Phe-
nolcarbonsauren (PCS), sind Produkte des allgemeinen Phenylpropan-Stoffwechsels (Abb. 5). Au:
gangsverbindungen fir den Phenylpropan-Stoffwechsel sind Phenylalanin (und Tyrosin), die Pro
dukte des Shikimisaure-Wegs (Abb. 5) darstellen. Zentrales Enzym fiir den Ubergang vom Shiki-
misédure-Weg zum Phenylpropan-Stoffwechsel ist die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (E.C.
4.3.1.5), die die Deaminierung von Phenylalanin unter Freisetzung von Ammoniakaasr
Zimtsaure katalysiert (BOLWELL, 1988). Zweites im Phenylpropan-Stoffwechsel beteiligtes En-
zym ist die Zimtsaure-4-Hydroxylase (E.C. 1.14.13.11). Die Hydroxylierung fulptCumarsaure
(pCS), einer PCS, die auch direkt aus Tyrosin unter Mitwirkung von Tyrosin-Ammoniak-Lyase
synthetisiert werden kann. Die Anwesenheit von Tyrosin-Ammoniak-Lyase ist jedoch auf einige
Pflanzen, darunter die Gramineen, beschrankt (WALDRON et al., 1997b). Von pCS geht die Bil-
dung der beiden anderen in der Zellwandarchitektur bedeutenden PCS, Ferulaséure (FS) und Sir
pinsaure (SA), aus. Durch Hydroxylierung entsteht zunéchst Kaffeeséure, welche durch Catecho
O-Methyltransferase (E.C. 2.1.1.68) zur FS umgewandelt wird. Hydroxylierung durch Ferulat-5-
Hydroxylase (E.C. 1.14.1B1) ergibt5-Hydroxyferulasaure, welche dur@Methylierung in SA
uberfuhrt wird.

Von den PCS ausgehend werden die Monolignole (s. Kapitel 1.3.1.2) durch enzymatische Redukt
on gebildet.

Bindung monomerer Phenolcarbonsauren an Zellwandpolysaccharide

Schon lange ist bekannt, dal3 gebundene FS in signifikanten Mengen in der pflanzlichen Zellwan
vorhanden ist. Erste Untersuchungen diesbezuglich wurden an Zellwanden von Gramineen un
Chenopodiaceen mittels UV-Fluoreszenz-Mikroskopie durchgefiihrt (HARRIS & HARTLEY,
1976). Nach milder alkalischer Hydrolyse von Zellwandmaterial konnten FS und pCS mit Hilfe
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Abbildung 5: Biosynthese von Phenolcarbonsauren und Monolignolen und deren Einbau in die Pflanzenzellwand
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flissig- und gaschromatographischer Methoden in den Extrakten nachgewiesen werden (HART
LEY & FORD, 1989). Dies wurde als Indiz angesehen, da3 PCS und Zellwandpolymere Uber eine
Esterbindung miteinander verbunden sind. SA wurde in signifikanten Mengen bisher nur in Zell-
wanden von Reis gefunden. Jedoch vermuten die Autoren, dafd sie als Abbauprodukt des Lignir
wahrend der Extraktion gebildet wurde (HE & TERASHIMA, 1989). In Grasern sind gré3ere Fe-
rulasduremengen vor allem in den Getreidekleien zu finden, wohingegen pCS die dominierend
PCS in den Getreidehalmen und —stengeln darstellt (FAULDS & WILLIAMSON, 1999).

PACKERT (1993) untersuchte l6sliche und unlésliche Getreideballaststoffe auf estergebunden
monomere phenolische Sauren und konnte in allen untersuchten Matérai®hRS als dominie-

rende Saure bestimmen. Wahrend pCS ebenfalls in signifikanten Mengen nachgewiesen wurd
konnte in den alkalischen Extrakten keine SA identifiziert werden.

Die Bindung von FS und pCS an Zellwandpolysaccharide wurde anhand von wasserloslichen PCS
Oligosacchariden bestimmt. Hierzu sind Hydrolysemethoden notwendig, die die saure- und alka
lilabilen phenolischen Substituenten nicht spalten. Hauptsachlich wurde Zellwandmaterial von
Futtergrasern untersucht. Fur die menschliche Erndhrung bestimmtes Material wurde bisher in we
geringerem Umfang in die Untersuchungen einbezogen. Unter den Getreiden wurden bisher nt
Mais- und Weizenkleie bzw. —karyopsen sorgféltig untersucht. In geringem Umfang wurden auch
Gerstenaleuronzellen analysiert. Tabelle 1 gibt einen Uberblick (iber die bisher isolierten und identi
fizierten PCS-Oligosaccharide, die Hinweise Uber die Bindung von PCS an Zellwandpolysaccharide
geben.

Aus den bisher gesammelten Strukturinformationen kann man den Trend erkennen, daf3 in monc
kotylen Pflanzen die PCS eher an Hemicellulosen gebunden sind (Arabinoxylane, Xyloglucane)
wohingegen sie in dikotylen Pflanzen mit Pektinen assoziiert sind.

Uber den Mechanismus der Kopplung von FS bzw. pCS an die Zellwandpolysaccharide ist bishe
nur wenig bekannt. FRY & MILLER (1989) und MYTON & FRY (1994) konnten zeigen, dal3 die
Kopplung von FS an Zellwandpolysaccharide intrazellular ablauft. Alternativ schlagen YAMA-
MOTO et al. (1989) vor, daRR die Ferulasaurekopplung in der Zellwand tber Ferulasaure-CoA ver-
lauft. Diese Mdglichkeit der extrazellularen Kopplung erscheint aus metabolischer Sicht jedoch
eher unwahrscheinlich, da es fiir die Pflanze schwierig wéare, das CoA-Produkt aus der Reaktio
zuriickzugewinnen. Die Arbeiten von MEYER et al. (1991), die die intrazellulare Ubertragung von
FS von Ferulasédure-CoA auf Polysaccharidakzeptoren demonstrieren (Abb. 5), stellen dementspr
chend auch den bisher wahrscheinlichsten Mechanismus dar.

1.3.1.4Dimere Phenolcarbonséauren als Polysaccharid-Crosslinks

Durch die Bindung von FS an Polysaccharide bieten sich mehrere Mechanismen, Polysaccharic
ketten miteinander zu koppeln. Aufgrund der Bifunktionalitdt der FS (Carboxyl- und phenolische
Hydroxylgruppe) besteht die Mdglichkeit, zwei Polysaccharidketten mit Hilfe monomerer FS Uber
eine Ester- und eine Etherbindung zu verknipfen. Bei den bisherigen Strukturuntersuchunge
konnten jedoch keinerlei Hinweise auf eine Etherbindung zwischen FS und Polysacchariden gefur
den werden, so dal3 zwei andere Mechanismen wahrscheinlicher sind: a) Kopplung tber radikalisc
gebildete Ferulasauredehydrodimere unter Nutzung zellwandgebundener Peroxidas®uig H
Kopplung tber photochemisch gebildete Dimere der FS (Abb. 6).
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Tabelle 1: Strukturen identifizierter FerulasdurptCumarsaure-Mono-/Oligosaccharid-Verbindungen

Struktur Nomenklatur Material Literatur
5-O-(trans-Feruloyl)4.-arabinose FS-Ara Weizenkleie McCALLUM et al.,
1991
Maiskleie OHTA et al., 1994
SAULNIER et al.,
1995
Zuckerribe COLQUHOUN et al.,
1994
Schwingel, WENDE & FRY,
Dt./Welsches 1997b
Weidelgras etc.
O-[5-O-(trans-Feruloyl)-o-L- FS-Ara-(1- 3)-Xyl Welsches Weidel- SMITH & HARTLEY,

arabinofuranosyl]-(1 3)-b-xylose

gras, Gersten-
stroh, Weizen-
blatter/-kleie

1983

O-(2-O-trans-Feruloyl)-a-L- FS-Ara-(1-5)-Ara Spinat FRY, 1982
arabinofuranosyl-(1 5)-L-arabinose ISHII, 1994
ISHII & TOBITA,
1993
Zuckerribe ISHII, 1994
COLQUHOUN et al.,
1994
O-(6-O-trans-Feruloyl)3-p- FS-Gal-(1-4)-Gal Spinat FRY, 1982
galaktopyranosyl-(1 4)-p-galaktose ISHII, 1994
ISHII & TOBITA,
1993
Zuckerribe ISHII, 1994
COLQUHOUN et al.,
1994
O-(-p-Xylopyranosyl-(1- 2)-[5-O-(trans: Xyl-(1 - 2)-(FS-Ara) Maiskleie SAULNIER et al.,
feruloyl)-L-arabinose] 1995
Schwingel WENDE & FRY,
1997b
0O-4-O-(trans-Feruloyl)-a-p-xylopyranosyl- FS-Xyl-(1- 6)-Glc BambussproRRling  ISHII et al., 1990
(1- 6)-b-glucose ISHII & HIROI, 1990b
O-a-L-Arabinofuranosyl-(1 3)-O-(2-O- Ara-(1- 3)-(FS-Ara)- Spinat ISHII & TOBITA,
trans-feruloyl-a-L-arabinofuranosyl)-(1.5)- (1-5)-Ara 1993
L-arabinose Zuckerriibe ISHII, 1994
COLQUHOUN et al.,
1994
O-[5-O-(trans-Feruloyl)-o-L- FS-Ara-(1- 3)-Xyl- Zuckerrohr KATO et al., 1983
arabinofuranosyl]-(1 3)-O-3-p- (1-4)-Xvl (Bagasse)

xylopyranosyl-(1- 4)-db-xylose

Mais (SproRling)

Gerste (Aleuron)
Gerste (Stroh)

Bambussproéiling

KATO & NEVINS,
1985

GUBLER et al., 1985
MULLER-HARVEY
et al., 1986

ISHII & HIROI, 1990a

Maiskleie McCALLUM et al.,
1991
Bermudagras HARTLEY et al., 1990
O-[2-O-Acetyl-5-O-(trans-feruloyl)-a-L- FS,Ac-Ara-(1-3)-Xyl- ~ BambussproRling ISHII, 1991a

arabinofuranosyl-(1 3)]-O-5-b-
xylopyranosyl-(1- 4)-db-xylose

(1-4)-Xyl
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Fortsetzung Tabelle 1

Struktur Nomenklatur Material Literatur
O-L-Galaktopyranosyl-(1. 4)-O-D- Gal-(1-4)-Xyl-(1-2)- Maiskleie SAULNIER et al.,
xylopyranosyl-(1- 2)-[5-O-(transferuloyl)- (FS-Ara) 1995

L-arabinose]

O-(-p-Xylopyranosyl-(1- 3)-3-b- Xyl-(1 - 3)-Xyl-(1-2)- Schwingel WENDE & FRY,
xylopyranosyl-(1 2)-O-[5-O-(trans (FS-Ara) 1997a
feruloyl)-L-arabinose]

O-B-D-Xylopyranosyl-(1- 4)-O-[5-O-(trans  Xyl-(1 - 4)-[(FS-Ara)- Zuckerrohr KATO et al., 1987
feruloyl)-a-L-arabinofuranosyl-(L 3)]-O-3 (1-3)-Xyl-(1-4)] -Xyl (Bagasse)

D-)(yl()pyranstl-(:]ﬁ 4)-ﬁ-D-Xy|OSE BambussprdBIing ISHII & HIROI, 1990a
O-[5-O-(p-Cumaroyl)a-L-arabinofuranosyl- pCS-Ara-(1- 3)-Xyl- Gerstenstroh MULLER-HARVEY
(1 - 3)]-O-B-b-xylopyranosyl-(1- 4)-D- (1-4)-Xvl et al., 1986

xylose BambussproRling ISHII et al., 1990

ISHII & HIROI, 1990b
HARTLEY et al., 1990

Bermudagras BORNEMAN et al.,
1990

O--p-Xylopyranosyl-(1- 4)-O-[5-O-(p- Xyl-(1 - 4)-[(pCS-Ara)- Bambussproling ISHII, 1996
cumaroyl)a-L-arabinofuranosyl-(4 3)]-O- (1 3)-Xyl-(1 - 4)]-Xyl
[3-D-xylopyranosyl-(1- 4)-D-xylose

O-(-D-Xylopyranosyl-(1- 4)-O-[2-O-acetyl- Xyl-(1 - 4)-[(FS,Ac- Zuckerrohr AZUMA et al., 1990
5-O-(trans-feruloyl)-a-L-arabinofuranosyl-  Ara)-(1- 3)-Xyl-(1 - 4)]- (Bagasse)

(1 - 3)]-O-B-b-xylopyranosyl-(1- 4)-p- Xyl

xylose

{[5- O-(trans-Feruloy!)][O-3-D- {[FS-(1 - 5)][Xyl- Bermudagras HIMMELSBACH et
xylopyranosyl-(L- 2)]-O-a-L- (1-2)]-Ara-(1- 3)-Xyl- al., 1994
arabinofuranosyl-(1 3)}- O-3-b- (1-4)]-Xyl

xylopyranosyl-(1- 4)-b-xylose

Radikalische Kopplung: Bildung von Ferulasduredehydrodimeren

Bereits vor drei3ig Jahren konnten GEISSMANN und NEUKOM (1971) zeigen, daf} FS-
Polysaccharidester unter oxidativen Bedingungei©fHPeroxidase) gekoppelt werden kdnnen. Sie
fuhrten die Kopplung auf eine 5-5"-gebundene Dehydrodiferulasédure (5-5°-DFS) zurlck, die sie
isolieren und identifizieren konnten (MARKWALDER & NEUKOM, 1976). Dieses Uber zwanzig
Jahre alleine bekannte Ferulasauredehydrodimer wurde in verschiedenen Materialien identifizier
und quantifiziert, u.a. in Welschem Weidelgras (HARTLEY & JONES, 1976), in Gerste
(NORDKVIST et al., 1984) und in Hafer (KAMISAKA et al.,, 1990). Auch PACKERT (1993)
konnte 5-5"-DFS in verschiedenen unloslichen Getreideballaststoffen nachweisen.

1989 vermuteten YAMAMOTO et al., dal3 5-5-DFS nicht als einziges Produkt aus einer radikali-
schen Kopplung hervorgehen kann. RALPH et al. (1992b) co-polymerisierten in einer radikalischer
Reaktion ein Ferulasédurearabinosid und Coniferylalkohol. Hierbei zeigte sich, dald Ferulasdureest:
leicht durch Peroxidase oxidiert werden und radikalische Kopplungsprodukte bilden, die gemaf3 de
Mechanismus der freien radikalischen Kopplung entstehen sollten. Dementsprechend wurde de
Ferulasaurearabinosid in 2,3-Dihydrobenzofuran (8-57)-, Alkyl-Aryl-EtheD8)- und Furofuran
(8-8")-Strukturen eingebunden. Ausgehend von diesen Ergebnissen synthetisierten RALPH et a
(1994) nach mechanistischen Uberlegungen sieben Dehydrodiferulasauren (DFS) und konnten die
mit Ausnahme der ©-5"-Dehydrodiferulasaure (@-5"-DFS) u.a. in alkalischen Hydrolysaten aus
Zellwanden von Knauelgras nachweisen.
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enhypokotylen (SANCHEZ et

al., 1996), Maiszellsuspensio-
nen (GRABBER et al., 1995),
Zuckerruben (WALDRON et Abbildung 6: Photochemische und radikalische Dimerisierung von

al., 1997a, MICARD et al, Ferulasdureestern

1997), chinesischen Wasser-

kastanien (PARR et al., 1996), Karotten (PARR et al., 1997), Weizenkleie (GARCIA-CONESA et
al., 1998), Maiskleie (NG et al., 1997, SAULNIER et al., 1999), Roggenmehl (ANDREASEN et al,

2000) und Treber (BARTOLOME et al., 1997) sowie in einigen unldslichen Getreideballaststoffen
(RENGER & STEINHART, 2000) einige der neu beschriebenen DFS in unterschiedlichen Mustern
und Mengen nachgewiesen werden. Bei den meisten dieser Bestimmungen ergaben sich jedo
aufgrund mangelnder Standardsubstanzen (und Korrekturfaktoren) oder wenig geeigneter Bestin
mungsmethoden nur unvollstandige Ergebnisse, die untereinander nicht vergleichbar sind.

Obwohl in den alkalischen Hydrolysaten der oben aufgefiihrten Pflanzen bzw. Pflanzenteile DFS
nachgewiesen werden konnten, wurde der direkte Beweis, dall DFS an Polysaccharide gebund
sind und damit Polysaccharidstrange verknupfen kénnen, weitaus seltener erbracht. ISHII (1991k
konnte nach enzymatischem Abbau von Zellwdnden von Bambusspréf3lingen ein 5-5"-DFS.
Oligosaccharid isolieren und identifizieren. Trotz jahrelanger Forschung konnten auch SAULNIER
et al. (1999) nur zwei 5-5"-DFS-Oligosaccharide aus sauer hydrolysierter Maiskleie isolieren und
identifizieren. Der Nachweis der Bindung der anderen DFS an Polysaccharide steht noch aus. De
weiteren besteht das Problem, daf3 es nicht moglich ist, aufgrund der isolierten DFS-
Oligosaccharide zwischen intermolekularer und intramolekularer Kopplung zu differenzieren. Ob-
wohl vieles fur die Crosslink-Eigenschaften von DFS spricht, konnte dies noch nicht mit letzter
Sicherheit bewiesen werden.

Dehydrodiferulaséureester
z.B. 8-5"-Kopplung

Photochemische Kopplung: Bildung von Cyclobutanderivaten

Zimtsaure und einige Derivate kénnen unter Einwirkung von UV-Licht im Zuge einer (2+2)-
Cycloaddition zu Cyclobutanderivaten dimerisieren. Bei der Dimerisierung kénnen Truxillsaure
(2,4-Diphenyl-cyclobutan-1,3-dicarbonsaure)- oder Truxinsédure (3,4-Diphenyl-cyclobutan-1,2-
dicarbonséure)-Derivate entstehen (Abb. 6). FS und pCS kénnen Homodimere, bei Belichtung eine
FS/pCS-Mischung aber auch Heterodimere bilden. Es kdnnen je 11 Stereoisomere der Homodim
ren und 14 Stereoisomere der Heterodimeren entstehen.

FS- und pCS-Homodimere als auch FS/pCS-Heterodimere wurden u.a. in tropischen Gréaser
(FORD & HARTLEY, 1990) sowie in Gerstenstroh, Gerstenblattern und Weizenblattern (TURNER
et al., 1993) nachgewiesen. PACKERT (1993) identifizierte pCS und FS Homo- und Heterodimere
in UBS einiger Getreide.



1 Einleitung und allgemeiner Tell - 13-

HARTLEY et al. (1990) konnten FS-Oligosaccharide durch UV-Einstrahlung unter Bildung von
Cyclobutanderivaten dimerisieren. Dieser Mechanismus scheint demnach auch fir die Kopplun
von Zellwandpolysacchariden moglich.

1.3.1.5Ferulasdure und Ferulasauredimere als Polysaccharid-Lignin-Crosslinks

Vier Moglichkeiten zur Kopplung von Zellwandpolysacchariden an Lignin sind denkbar (IIYAMA
et al., 1994):

a) direkte Esterbindung von uronsaurehaltigen Polysacchariden an Lignin

b) direkte Etherbindung zwischen Polysacchariden und Lignin

¢) Kopplung Uber ester- (Polysaccharide) und ethergebundene (Lignin) monomere FS

d) Kopplung tber ester- (Polysaccharide) und ethergebundene (Lignin) Ferulasduredimere.
Die wahrscheinlich wichtigsten Mechanismen zur Kopplung von Zellwandpolysacchariden an
Lignin sind die die PCS einbeziehenden Mechanismen c¢) und d). Der Nachweis ethergebunden
FS in Ligninfraktionen flhrte bereits frih zu Spekulationen, dall monomere FS in Ester-Ether-
Bindungen zwischen Polysacchariden und Lignin involviert sei (SCALBERT et al, 1985, SCAL-
BERT et al.,, 1986). Mittels einer alkalischen Hochtemperaturhydrolyse kann monomere FS au:
solchen Bindungen freigesetzt werden. LAM et al. (1992a) entwickelten daraufhin eine Analysen-
methode, mit der sie eindeutig nachweisen konnten, dal’ die gesamte FS, die Uber eine Etherb
dung an Lignin gebunden ist, auch estergebunden ist.
Umstritten ist der Mechanismus, tber den die FS-Polysaccharidester in Lignin eingebunden wer
den, und welche Strukturen daraus folgen. Lange Zeit wurde der ,passive” oder ,opportunistische’
Mechanismus vorgeschlagen (SCALBERT et al., 1986, LAM et al., 1992b, IIYAMA et al., 1993):
Bei der radikalischen Kopplung von Monolignolen und dem sich entwickelnden Ligninpolymer
entstehen Chinonmethide als reaktive Zwischenstufen (Abb. 7). Diese werden typischerweist
nucleophil an deo-Position angegriffen. Im Falle der FS-Polysaccharidester kann die Phenolgrup-
pe die Chinonmethide nucleophil angreifen, wasr#tthern fihren wirde (Abb. 7).

OH OH
P L N
. LO L 1 Ligninmonomer
H202 / Peroxidase 2 Ligninmonomer/-
—_—> oligomer
OMe OMe 3 Chinonmethid
OMe OMe 4 Ferulaséure-
OH OH o) Polysaccharid-
o~ — ester
1 2 5 Lignin-Ferulaséure-
MeO ester-a-Ether
L L Lignineinheit
HO. L HO Ara Arabinose von
OMe Heteroxylan
o.a 8 <
40 4 o
o OMe 07 “o—Ara OMe
X -
2 A OMe OMe
ra

Abbildung 7: ,Passiver* Mechanismus zur Kopplung von Ferulasaure-Polysaccharidestern an Lignin
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Alternativ postulierte die Arbeitsgruppe von RALPH den ,aktiven* Mechanismus und konnte die-
sen anhand einer Reihe von Untersuchungen sawafiro als auchin vivo mittels NMR-Studien
nachweisen (RALPH et al.,, 1992a, RALPH et al.,, 1992b, RALPH et al., 1995, QUIDEAU &
RALPH, 1997). Unter dem ,aktiven“ Mechanismus versteht man die Einbeziehung der Ferulasau-
reester in den radikalischen Prozel3. Sowohl Monolignole (theoretisch auch Ligninoligomere) als
auch die Ferulasdureester bilden resonanzstabilisierte Phenoxyradikale und reagieren durc
Kreuzkopplungsreaktionen zu Produkten, die gemald der Chemie der radikalischen Kopplung még
lich sind, z.B. 88-, 5-3 oder 40-3-gebundene Strukturen (Abb. 8).

OH HO 0
Yo )

H202 7 H20 HO o

_— —_— 4

Peroxidase OMe

XI /Ara OMe
O
OMe OMe
OMe
o (0]
L — OH

Abbildung 8: ,Aktiver* Mechanismus zur Kopplung von Ferulaséure-Polysaccharidestern an Lignin

GRABBER et al. (1995) konnten zeigen, dal3 mindestens 60 % der Ferulasédureester tUber den ,ak
ven* Mechanismus mit Lignin gekoppelt werden. Da bei diesen Untersuchungen jedodb-gie 4-
Ether nicht von dem-Ethern unterschieden werden konnten, diurften weit mehr als 60 % der Feru-
laséureester dem ,aktiven“ Mechanismus folgen.

Die Untersuchungen der Gruppe von RALPH ergaben weiterhin, dal3 die Ferulasdureester wah
scheinlich nur mit Monolignolen reagieren und so als Initiationsstelle fur die Lignifizierung ange-
sehen werden kdnnen (RALPH et al., 1995

An Polysaccharide gebundene DFS haben mindestens eine nichtsubstituierte phenolische Grupy
die entsprechend der monomeren FS durch den ,passiven” oder ,aktiven* Mechanismus an Lignit
gebunden werden kann. Fur 5-5-DFS-Ester konnten QUIDEAU & RALPH (1997) die ,aktive*
Kopplung an Lignin nachweisen. Im Gegensatz zum ,passiven* Mechanismus kdnnen beim ,akti-
ven* Mechanismus wie bei der monomeren FS die 8-Positionen neben den phenolischen Gruppe
gekoppelt werden, so daf3 ein 5-5-DFS-Ester Uber vier koppelbare Positionen verfligt und damit a
vielfacher Verknipfungspunkt dienen kann.

1.4  Problemstellung

Die physiologischen Eigenschaften der BS stehen im engen Zusammenhang mit ihrer chemische
Struktur. PCS stellen zwar innerhalb der BS nur eine Minorkomponente dar, sie haben jedoch au
grund ihrer Eigenschaft, Crosslinks auszubilden, groRen Einflul3 auf die physikochemischen Eigen
schaften der unterschiedlichen Ballaststoffkomponenten. Bereits durch Bildung weniger Polysac
charid-Crosslinks tGiber DFS kann z.B. das Molekulargewicht um ein Vielfaches erhéht werden, was
das Ldslichkeitsverhalten der Polysaccharide beeinflu3t. Auch die Bindung von Polysacchariden a
Lignin verandert das Loéslichkeitsverhalten drastisch. Aus Untersuchungen an Futtermitteln ergebe
sich Hinweise, dal3 die Bindung von PCS an Polysaccharide, vor allem aber die Bildung von DFS
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Polysaccharid-Crosslinks, die Fermentation der Polysaccharide negativ beeinflut. Ahnliche Ef:
fekte sind auch durch die Bindung von Polysacchariden an Lignin zu erwarten.

Bei bisherigen Untersuchungen tber Abhangigkeiten zwischen physikochemischen Eigenschatfte
der BS und ihren physiologischen Wirkungen haben spezielle Strukturmerkmale nur wenig Auf-
merksamkeit gefunden. Meistens beschrankte man sich darauf, diese Untersuchungen mit Ballas
stoffquellen, die z.B. stark lignifiziert sind oder hohe Anteile an UBS/LBS haben etc., durchzufiih-
ren. Detailarbeit auf molekularer Ebene wurde bisher jedoch nur selten durchgefiihrt, ist aber unbe
dingt notwendig, um z.B. den mikrobiellen Abbau der BS im Dickdarm zu verstehen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Bindung von PCS an Ballaststoffkomponenten zu untersucher
die Produkte ihrer Dimerisierung zu identifizieren und zu quantifizieren sowie Unterschiede zwi-
schen LBS und UBS abzuleiten.

Die Identifizierung und Quantifizierung von dimeren PCS in LBS und UBS aus verschiedenen Ge
treidensollte in Kooperation mit dem U.S. Dairy Forage Research Center, USDA, Madison, USA
(U.S. DFRC) erfolgen, da dort Synthesen einiger dimerer PCS entwickelt wurden. Die Verfugbar-
keit von Standardsubstanzen sollte eine sichere Identifizierung und Quantifizierung gewéhrleister
um vergleichbare und aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Geeignet schien die Trennung c
DFS anhand von gaschromatographischen Verfahren, gekoppelt mit der Flammenionisationsdete
tion. Durch den parallelen Einsatz der massenspektrometrischen Detektion wurde die Absicherun
der ldentifizierung und der Nachweis neuer, noch nicht beschriebener dimerer PCS angestrek
Durch parallele Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung sollten die VerknUpfungsgrad
der Polysaccharide Uber dimere PCS abgeschatzt werden.

Die Identifizierung von PCS-Monolignol-Kreuzproduktamilte neue Aufschllsse tber die Bindung
von Polysacchariden an Lignin in Getreidekaryopsen geben. Der Nachweis dieser Produkte sollt
ahnlich wie fir die dimeren PCS beschrieben erfolgen.

Durch dielsolierung und Identifizierung von monomeren PCS-OligosacchamadsnBallaststoff-
hydrolysatensollte bestimmt werden, an welche Biopolymere und in welcher Bindung die mono-
meren PCS assoziiert sind. Innerhalb der Gruppe der zum menschlichen Verzehr geeigneten Getr
de wurden solche Untersuchungen bisher nur fir Maiskleie und Weizenkaryopsen umfangreicl
durchgefuhrt und in der Literatur beschrieben. Fir andere Getreide existieren bislang nur Vermu
tungen. Daher sollten die BS von Roggen, einer fir Nordeuropa bedeutenden Getreideart, auf de
artige Strukturen untersucht werden. Nach den oben aufgefiihrten Analysen bezuglich dimerer PC
stellte sich auch Wildreis trotz seiner vergleichsweise kommerziell geringen Bedeutung als interes
santes Untersuchungsmaterial heraus. Fur die Isolierung boten sich praparative chromatographisc
Methoden (Gelpermeationschromatographie (GPC) und Hochleistungsfliissigchromatographie
(HPLCQ)) an, das Hauptaugenmerk bei der Identifizierung sollte auf massenspektrometrischen (MS
und kernresonanzspektroskopischen (NMR) Methoden liegen.



2 Material und Methoden

2.1  Untersuchungsmaterial

LBS und UBS wurden aus neun verschiedenen Getreidearten isoliert und analysiert. Ganze Ke
ryopsen von Roggen, Gerste, Hafer, Mais, Dinkel, Hirse, Reis und Wildreis wurden in einem
Hamburger Reformhaus gekauft. Auf Anfrage beim Grof3handler konnten die in Tabelle 2 zusam:
mengestellten Informationen tber die Getreidearten in Erfahrung gebracht werden. Weizenkaryop
sen wurden von der Diamant-Muhle, Hamburg, zur Verfigung gestellt. Informationen tber den
verwendeten Weizen befinden sich ebenfalls in Tabelle 2.

Tabelle 2: Untersuchungsmaterialien

GETREIDE BOTANISCHE ANBAUORT/-REGION | SONSTIGES
BEZEICHNUNG
Weizen Triticum aestivuni. Norddeutschland
Dinkel Triticum speltal.. Baden-Wirttemberg
Roggen Secale cerealé. Bad Bevensen
Gerste Hordeum vulgard.. keine Informationen entspelzt
Hafer Avena sativd.. keine Informationen entspelzt
Mais Zea mays Argentinien
cv. microsperma KOERN.
Hirse Panicum miliaceunt.. USA
Reis Oryza satival.. keine Informationen entspelzt,
nicht poliert
Wildreis Zizania aquaticd.. Nord-Ontario, entspelzt
Saskatchewan, Kanada

Die Isolierung der LBS und UBS erfolgte gemaf den in Kapitel 2.2 beschriebenen Methoden.

2.2  Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung monomerer und dimerer
Phenolcarbonsauren sowie von Ferulasdure-Monolignol-Kreuzprodukten in
|6slichen und unléslichen Ballaststoffen

2.2.1 Bestimmung und Isolierung von Iéslichen und unldslichen Getreideballaststoffen

Zur Bestimmung des Ballaststoffgehaltes in Lebensmitteln haben sich bis heute zwei unterschiedli
che Verfahrenstypen durchgesetzt, die enzymatisch-chemischen und die enzymatisch
gravimetrischen Verfahren.

Bei den enzymatisch-chemischen Methoden werden nach enzymatischem Stérkeabbau (teilwei
zusatzlicher Dimethylsulfoxid-Extraktionsschritt zur Abtrennung resistenter Starke) die Nichtstar-
kepolysaccharide zu den Monosacchariden hydrolysiert und diese nach Derivatisierung gaschrec
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matographisch bestimmt. Uronsauren werden kolorimetrisch oder durch Decarboxylierung be-
stimmt, Lignin gravimetrisch als Klason-Lignin. Die beiden hauptsachlich angewendeten Methoden
des enzymatisch-chemischen Typs unterscheiden sich in den erfal3ten Ballaststoffkomponenten ui
definieren damit den Begriff BS unterschiedlich: Wahrend die ,ENGLYST-Methode” (ENGLYST
et al., 1994, QUIGLEY & ENGLYST, 1994) sowohl resistente Starke als auch Lignin ausschlief3t,
werden diese beiden Komponenten bei dem als ,UPPSALA-Methode” bekannten Verfahren
(THEANDER et al., 1995) mit einbezogen.

Bei den enzymatisch-gravimetrischen Verfahren werden sowohl Starke als auch Proteine enzym:
tisch hydrolysiert. Nach Filtration wird der Hydrolysertickstand gravimetrisch als UBS bestimmt.
Die in dem Filtrat vorhandenen LBS werden in Ethanol (80 %ig) gefallt, filtriert und gravimetrisch
bestimmt. Im Anschlul® werden der Restproteingehalt und der Aschegehalt ermittelt und die Bal
laststoffgehalte entsprechend korrigiert (s. Kapitel 2.2.2). Dies entspricht der Definition der BS.
Probleme ergeben sich bei dieser Methode jedoch bei der vollstédndigen Erfassung der resistent
Starke. Diese Methodik erfal3t die-vitro-resistente Starke nach Amylase-Behandlung bei hohen
Temperaturen. Die so bestimmten Gehalte an resistenter Starke sind allerdings niedriger als die G
halte anin-vivo-resistenter Starke (ASP, 2001). Ferner sind die unverdaulichen Oligosaccharide
l6slich in 80 %igem Ethanol und entziehen sich daher den hier vorgestellten enzymatisch-
gravimetrischen als auch den enzymatisch-chemischen Methoden, die alle die Fallung mit 8(
%igem Ethanol vorsehen (ASP, 2001).

Die offizielle enzymatisch-gravimetrische Methode der AOAC 985.29 zurinBesing der GBS
(PROSKY et al., 1984, PROSKY et al., 1985) wurde von 1985-1988 auf die getrennte Bestimmunc
von LBS und UBS angepal3t und erprobt (PROSKY et al., 1988). Daraus resultierten die AOAC-
Methoden 991.42 und 993.19 zur Bestimmung der UBS bzw. der LBS (PROSKY et al.,, 1992,
PROSKY et al., 1994).

In dieser Arbeit wurde die von der AOAC-Methode 985.29 ausgehende Methodik zur getrennter
Bestimmung von UBS und LBS auf praparative Verhaltnisse angepalit. Die Isolierung der BS zu
Untersuchung auf PCS-Dimere und FS-Monolignol-Kreuzprodukte erfolgte ausgehend von 10 ¢
Mehl. Zur Isolierung der BS fir die Untersuchung auf PCS-Oligosaccharide muf3ten aufgrund de
grol3en bendtigten Ballaststoffmengen 15 g Mehl pro Ansatz eingesetzt werden. Das Verfahren zt
Isolierung ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt. Die genaue Arbeitsvorschrift zur Isolierung
der UBS und LBS ist dem Anhang 5.3.1.1 zu entnehmen.

2.2.2 Ermittlung von Korrekturfaktoren zur Bestimmung Kkorrigierter Ballaststoffgehalte

Bestimmung des Proteingehalts:

Der Stickstoffgehalt der UBS wurde entsprechend der Kjeldahl-Methode bestimmt (§ 35 LMBG L
46.03-05; BgVV, 1997). Die Umrechnung auf den Proteingehalt erfolgte unter Verwendung des
Faktors 6,25.

Der Proteingehalt der LBS mufdte aufgrund der geringen zur Verfiigung stehenden Mengen an LB
und aufgrund des geringen Restproteingehaltes mit einer anderen Methode bestimmt werden. D
Wahl fiel auf die Proteinbestimmung nach BRADFORD (BRADFORDY6), einer empfindli-

chen, einfach und schnell durchzufiihrenden, photometrischen Bestimmung.
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Getreidekdrner (Weizen, Dinkel, Roggen, Hafer, Mais, Hirse, Gerste, Reis, Wildreis)
gemahlen < 0,5 mm

v

+ Termamyl (hitzebestandige a-Amylase)
Starkeverkleisterung und -abbau

v

+ Alcalase (Protease)
Proteinabbau

v

+ AMG (Amyloglucosidase)
Starkeabbau

v

Ruckstand 44— zentrifugieren —P Uberstand

v

Fallung der 18slichen Ballaststoffe mit EtOH

Untersuchung auf: ¢
PCS-Dimere/-Monomere

waschen, trocknen g waschen, trocknen
unlésliche Ballaststoffe > gggg’;ggi’;‘glcg %Zpr odukte < |6sliche Ballaststoffe

. y

Aschebestimmung Proteinbestimmung Aschebestimmung Proteinbestimmung

v A 4
korrigierter Gehalt unlésliche Ballaststoffe korrigierter Gehalt I6sliche Ballaststoffe

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Ballaststoffisolierung und der Bestimmung der Korrekturfaktoren

Bestimmung des Aschegehaltes:

Der Gluhriickstand wurde gemaf der § 35-Methode (§ 35 LMBG L06.00-07; BgVV, 1997) gravi-
metrisch nach Veraschung bei 525 °C bestimmt.

Die genauen Arbeitsvorschriften befinden sich im Anhang 5.3.1.2.

Aus den ermittelten Restprotein- und Aschegehalten wurden die entsprechenden Korrekturfaktore
(s. Anhang 5.4.5) bestimmt.

2.2.3 Bestimmung der Kohlenhydratzusammensetzung der Ballaststoffe

Die Monomerenzusammensetzung der Ballaststoffpolysaccharide ist stark von der untersuchte
Getreideart abhangig (s. Kapitel 1.3.1.1). Zur Charakterisierung der Ballaststoffpolysaccharide un
zur Abschatzung der Verknipfungsgrade tber dimere PCS erfolgte die Identifizierung und Quanti
fizierung der als Bausteine verwendeten Monosaccharide nach saurer Hydrolyse. Da bisher in d
Literatur nur die Bindung von FS an neutrale Kohlenhydratkomponenten beschrieben wurde, wur
den die Untersuchungen auf die Bestimmung der neutralen Monosaccharide beschréankt. Zur parz
lelen Untersuchung der Uronsauren ware ein anderes Bestimmungsverfahren (meist photometrisc
notig gewesen.
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2.2.3.1 Hydrolyse, Reduktion und Acetylierung

Hydrolyse

Zur Hydrolyse von Zellwandpolysacchariden wurden zwei unterschiedliche Verfahren beschrieben
die im Laufe der Zeit vielen Modifikationen unterlagen. Das Verfahren nach ALBERSHEIM bein-
haltet die Hydrolyse mit Trifluoressigsaure bei 121 °C (ALBERSHEIM et al., 1967). Als effektiver
hat sich jedoch die SAEMAN-Hydrolyse mit Schwefelsaure herausgestellt (SAEMAN et al., 1954).
Aufgrund ihrer mikrokristallinen Struktur ist Cellulose nicht in verdinnter Schwefelsdure hydroly-
sierbar. Aber auch andere Polysaccharide, die z.B. beim Waschen mit Aceton im Verlauf der Bal
laststoffisolierung aggregieren, sind der Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsaure nicht zuganglich
Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, beinhaltet die SAEMAN-Hydrolyse einen der eigentlichen
Hydrolyse vorgeschalteten Schritt, bei dem das Zellwandmaterial in 12 M Schwefelsaure bei gema
Bigten Temperaturen vorgequollen wird. Nach Verdinnung der Schwefelsaure findet bei 100 °C di
eigentliche Hydrolyse statt.

Problematisch bei allen Hydrolysen ist die Zersetzung der bereits freigesetzten Monosaccharide. S
sind Monomere in der Furanoseform leichter aus Polysacchariden freizusetzen als Pyranosen, ul
a-glykosididsche Bindungen sind saurelabiler &fglykosidische. Daher mul3 bei allen Hydrolysen
das Ziel sein, das Optimum zwischen Freisetzung und Zersetzung der Monosaccharide zu erreiche
In dieser Arbeit wurde die von ENGLYST et al. (1994) modifizierte SAEMAN-Hydrolyse ange-
wendet. Diese beinhaltet die Vorquellung mit 12 M Schwefelsdure bei 35 °C fir 30 min.
ENGLYST et al. (1994) konnten zeigen, dal3 bei dieser Temperatur eine Vorquellung fir 30 min
nur bei cellulosehaltigen Materialien notwendig ist, fir alle anderen Polysaccharide gentigen 5 min
Um unndtige Kohlenhydratverluste bei der Bestimmung der Maubsridzusammensetzung zu
vermeiden, wurden die LBS nur 5 min vorgequollen, die Cellulose enthaltenden UBS jedoch 3C
min.

Nach Verdinnen zu 2 M Schwefelsaure wurde die Hydrolyse 60 min bei 100 °C durchgefiihrt.
Reduktion und Acetylierung

Der Hydrolyseansatz wurde bis zur schwach alkalischen Reaktion mit Ammoniaklésung versetzt
Die Monosaccharide wurden mit Natriumborhydrid zu den entsprechenden Alditolen reduziert.
Uberschiissiges Natriumborhydrid wurde durch 80 %ige Essigsaure, die die internen Standardsu
stanzermyalnosit und Erythrit enthalt, zu Borat umgesetzt. Bei Verwendung des Katalysators 1-
Methylimidazol kdnnen die nichtflichtigen Alditole mit Essigsaureanhydrid zu den flichtigen Al-
ditolacetaten umgesetzt werden, ohne dafd Borat vorher entfernt werden muf3 (BLAKENEY et al.
1983). Nach Zerstorung Uberschissigen Essigsaureanhydrids mit Wasser wurden die Alditolaceta
mit Chloroform extrahiert.

Die genaue Arbeitsvorschrift kann Kapitel 5.3.1.3 entnommen werden.

2.2.3.2 Gaschromatographische Trennung und Bestimmung der Alditolacetate

Ein Temperaturprogramm zur gaschromatographischen Trennung der aus Fucose, Rhamnose, A
binose, Xylose, Galaktose, Mannose, Glucose, Erythritnayainosit entstehenden Alditolacetate

auf einer HP-5 Kapillarsaule mit on-column—Injektion wurde entwickelt. Die Detektion erfolgte mit
Hilfe eines Flammenionisationsdetektors. Die Identifizierung der Alditolacetate wurde anhand der
relativen Retentionszeiten, bezogen muyiInosit und Erythrit, durchgefuhrt. Zur Quantifizierung
wurde die Methode des internen Standards verwendet.
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Die Gerateparameter sowie das Temperaturprogramm sind Kapitel 5.1.1.1, die relativen Retention:
zeiten, Korrekturfaktoren, Nachweisgrenzen und der Bereich flr den linearen Detektorrespons:
Kapitel 5.4.1 zu entnehmen. Ein Standardchromatogramm ist in Kapitel 5.5.1 (Abb. 52) abgebildet.

2.2.4 Synthese phenolischer Standardsubstanzen

2.2.4.1 Isomerisierung von trans-Ferulasaure und trans-p-Cumarsaure zu den entsprechen-
dencis-lsomeren

Die aus der Biosynthese folgenden Isomeren von FS und pC8asisdS undtranspCS. Durch
Lichteinflu kann bereits in der Pflanze (YAMAMOTO & TOWERS, 1985), aber auch wahrend
der Analytik der phenolischen Séauren eimens-cis-lsomerisierung stattfinden. Entsprechende
Maflinahmen zur Minimierung des Lichteinflusses wahrend der Analytik sollten aus diesem Grunde
getroffen werden.

Im Gegensatz zu ihremmansisomeren sinctis+S undcis-pCS nicht kauflich zu erwerben. Die
Isomerisierung ist abhdngig von der zu isomerisierenden PCS, dem L&sungsmittel und der Belicl
tungsdauer (HARTLEY & JONES, 1975). HARTLEY & JONES (1975) verwendeten Methanol,
WALDRON et al. (1996) verdinnte Ammoniakldsung und PACKERT (1993) Ethylacetat als L6-
sungsmittel. Um eine optimale Ausbeutecilsomeren zu erreichen, wurden fur die Isomerisie-
rung von transFS und transpCS drei unterschiedliche Lésungsmittel (Methanol, Metha-
nol/Wasser:50/50 (v/v) und 0,5 M Ammoniakldsung) bei unterschiedlichen Belichtungszeiten gete-
stet (2 und 4 h). Die Belichtung erfolgte mit einem UV-Strahler in einem Rundkolben. Das Isome-
renverhaltnis wurde nach flissigchromatographischer Trennung und UV-Detektion bei 325 nm unc
280 nm (s. Kapitel 2.3.7) bestimmt.

In allen Lésungsmitteln war der Anteil an beid@slsomeren nach 4 h gro3er als nach 2 h. Fir die
Isomerisierung votransFS stellte sich Methanol als optimales Lésungsmittel heraus, fur die Iso-
merisierung vortranspCS 0,5 M Ammoniaklésung. Durch Verlangerung der Bestrahlungszeiten
konnten nach 14 h Belichtung 46 &&-FS und 83 %is-pCS hergestellt werden. Weitere Verlan-
gerung der Bestrahlungszeit beeinflu3te das Isomerenverhaltnis nicht mehr.

Die genaue Durchfiihrung der optimierten Isomerisierung ist in Kapitel 5.3.1.4 beschrieben.

2.2.4.2 Synthese radikalisch gekoppelter Dehydrodiferulasauren

Synthese von 5-5"-Dehydrodiferulasaure

Die direkte radikalische Umsetzung von FS oder Ferulasaureestern zu 5-5"-gekoppelten Dimerisie
rungsprodukten ist nicht mdglich. Dies gilt allgemein fir 4-OH-Phenylpropane mit ungesattigter
Seitenkette (QUIDEAU, 1994). Da die Umsetzung von 4-OH-Phenylpropanen mit gesattigter Sei-
tenkette oder einfachen Phenolen wie Vanillin zu 5-5"-gebundenen Strukturen maoglich ist, erfolgte
die Synthese von 5-5"-DFSHE)-4,4"-Dihydroxy-5,5"-dimethoxy-3,3"-dizimtsaure) (Abb. 17)
Uber einen Umweg. Nach enzymatischer Oxidation von Vanillin zu 5-5"-gebundenem Dehydrova-
nillin (BAUMGARTNER & NEUKOM, 1972) wurde dieses in einer KNOEVENAGEL-Reaktion

mit Malonsaure zu 5-5"-DFS umgesetzt. Die Reinigung des Reaktionsgemisches erfolgte mittel
praparativer Dinnschichtchromatographie (DC).

Die genaue Synthesevorschrift ist Anhang 5.3.1.5 zu entnehmen.
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Synthese der 8-5"- Dehydrodiferulasauren

Die Synthese der 8-5"-Dehydrodiferulasduren wurde gemeinsam mit unseren Kooperationspartne
vom U.S. DFRC durchgefihrt. Die Synthese wurde von unseren Kooperationspartnern entwickel
und publiziert (RALPH et al., 1994, RALPH et al., 1998).

FS wurde mit ethanolischer HCI (Erzeugung von HCI aus Acetylchlorid und absoluten Ethanol) zu
Ferulasaureethylester umgesetzt. Die Umsetzung des Ferulasaureethylesters zu dem 2,
Dehydrobenzofuran-Dimer erfolgte in einem gepufferten System pak Hnd Peroxidase (Abb.

10). Das Rohprodukt fiel aus der Losung aus und wurde abgesaugt. Die Reinigung des Rohproduk
wurde mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel durchgefihrt.

EtO.
OMe OMe
EtOH/HC| PerOX|dase NaOH RT O
H202 pH4 O
OMe

8-5"-DFSc 8,5"-DFSnc 8,5"-DFSdc
Abbildung 10: Syntheseschema der 8-5"-gekoppelten Dehydrodiferulasauren

Das 2,3-Dehydrobenzofuran-Dimer wurde verseift, und mit Ethylacetat wurden die benzofurane
Form der 8-5"-Dehydrodiferulasduren (8-5"-DF&ans5-[(E)-2-Carboxyvinyl]-2-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran-3-carbonsaure)), die offene Form der 8-5'-
Dehydrodiferulasauren (8-5"-DFSnd;,E)-4,4"-Dihydroxy-3,5 -dimethoxy3,3"-dizimtsaure) und

die decarboxylierte Form der 8-5"-Dehydrodiferulasauren (8-5"-DF&jial-Hydroxy-3-{2-[(E)-
4-hydroxy-3-methoxystyryl]}-5-methoxyzimtsaure) (Abb. 10 und Abb. 17) aus der angesauerten
Hydrolyseldsung extrahiert. Die Isolierung erfolgte mittels praparativer DC.

Die Synthesevorschrift gemal RALPH et al. (1994) und RALPH et al. (1998) ist in Anhang 5.3.1.6
beschrieben.

Synthesen der 8-0-4’-, 4-O-5"- und 8-8"-gekoppelten Diferulaséduren

Diese Synthesen wurden von unseren Kooperationspartnern vom U.S. DFRC durchgefihr
(RALPH et al, 1994). Die ®&-4"-Dehydrodiferulasaure (@-4"-DFS, @)-B-{4-[(E)-2-
Carboxyvinyl]-2-methoxyphenoxy}-4-hydroxy-3-methoxyzimtsdure) (Abb. 17), dieD-5l-
Dehydrodiferulasaure (©-5-DFS, €)-3-{4-[(E)-2-Carboxyvinyl]-2-methoxyphenoxy}-4-
hydroxy-5-methoxyzimtsaure) (Abb. 17), die offene Form der 8-8"-Dehydrodiferulasauren (8-8"-
DFSnc, 4,4 -Dihydroxy-3,3"-dimethox§5 -dizimtsaure) (Abb. 17) und die aryltetraline Form der
8-8"-Dehydrodiferulasauren  (8-8"-DFSc,trans-7-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-
methoxy-1,2-dihydronaphtalin-2,3-dicarbonsaure) (Abb. 17) wurden uns freundlicherweise zur Ver-
flgung gestellt.
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2.2.4.3 Isomerisierung radikalisch gekoppelter Dehydrodiferulasauren

Zur Herstellung vortis-iIsomeren einiger DFS wurden 8-8"-DFSnaQ&F-DFS, 5-5-DFS sowie
eine Mischung der 8-5"-gekoppelten DFS jeweils in Methanol geldst und 10 h auf einer UV-Lampe
mit der Wellenlange 254 nm bestrahlt.

2.2.4.4 Synthese radikalisch gekoppelter Dehydrodisinapinsauren

Nach vorlaufiger massenspektrometrischer ldentifizierung zweier Dehydrodisinapinsauren wurder
vom U.S. DFRC Synthesen fir die vorgeschlagenen Substanzen entwickelt. Die Synthesen wurde
bislang nicht publiziert, so daf’ die Synthesewege hier kurz skizziert sind.

Synthese der cyclischen Form 8-8"-gekoppelter Dehydrodisinapinsaure

Zur Herstellung von Sinapinsduremethylester wurde SA in MeOH geldst, langsam mit Acetylchlo-
rid versetzt und die Mischung 16 h gerthrt. Die radikalische Kopplung wurde durch Zugabe von
Wasser und Fe@bH,O erreicht. Die Umsatzkontrolle erfolgte mittels DC. Nach 48 h wurde
MeOH teilweise entfernt und der Reaktionsansatz in Ethylacetat gegeben. Die organische Pha:
wurde mit 3 % HCI und NECI-L6sung gewaschen und das erhaltene Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (CHE&tOAc, 5:1 als Eluent) gereinigt. Der Methylester der cy-
clischen Form der 8-8"-gekoppelten Dehydrodisinapinsdure wurde in 54 % Ausbeute gewonner
Nach Durchfuhrung der in Kapitel 5.3.1.6 beschriebenen Verseifung wurde die freie Saure erhalten
(8-8-DSSc, trans7-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-6,8-dimethoxy-1,2-dihydro-
naphtalin-2,3-dicarbonsaure) (Abb. 29H-NMR des Methylestersd 3,60 (3H, s, RCOOCH),

3,62 (3H, s, B3-OC#J, 3,68 (6H, s, A3/5-OC}}, 3,68 (3H, s, RCOOCH, 3,88 (3H, s, B5-OC}),

4,02 (1H, s, A-H8), 5,00 (1H, s, A-H7), 6,36 (2H, s, A-H2/6), 6,96 (1H, s, B-H2), 7,66 (1H, s, B-
H7); **C-NMR des MethylestersS 40,25 (B-C7), 47,46 (A-C8), 56,58 (B5-0)H56,64 (A3/5-
OCHg), 60,43 (B3-OCH), 106,10 (A-C2/6), 108,95 (B-C2), 123,30 (B-C6), 123,92 (B-C1), 124,59
(B-C8), 134,20 (A-C1), 135,79 (A-C4), 138,43 (B-C7), 142,83 (B-C4), 146,36 (B-C3), 148,49 (A-
C3/5), 148,59 (B-C5), 167,46 (B-C9), 172,79 (A-C9).

Synthese der offenen Form 8-8"-gekoppelter Dehydrodisinapinsaure

Sinapinsaureethylester (Herstellung analog zum Ferulasaureethylester in Kapitel 2.2.4.2) wurde i
Pyridin geldst, und Mn(OAg)2H,0O wurde langsam hinzugefiigt. Nach 20 min wurde der gréf3te
Teil des Losungsmittels durch Co-Evaporation mit Toluol entfernt. Das Produkt wurde mittels
Ethylacetat extrahiert, und zur Entfernung der Mangansalze wurde die organische Phase m
NaCl/NaSQO; gewaschen. Durch Verseifung des Ethylesters der offenen Form der 8-8"-gekoppelter
Dehydrodisinapinséure entsprechend Kapitel 5.3.1.6 wurde die Saure freigesetzt (8-8"-DSSnc, 4,4
Dihydroxy-3,3,5,5 -tetramethoxg;3 -dizimtsaure) (Abb. 29)H-NMR des Ethylestersd 1,11

(6H, t, Hs-CH,-), 3,75 (12H, s, -OC#j, 4,12 (4H, q, CHCH2-), 6,95 (4H, s, H2/6), 7,81 (2H, s,

H7); *C-NMR des Ethylestersi 14,5 CHs-CH,-), 56,5 (-OCH), 61,3 (CH-CH,-), 108,7 (C2,6),

126,1 (C8), 126,6 (C1), 138,9 (C4), 142,6 (C7), 148,6 (C3,5), 167,6 (C9).

2.2.4.5 Synthese ©-f und 8-B-gekoppelter Kreuzprodukte

Das U.S. DFRC hat mehrere mogliche Kreuzprodukte zwischen FS, pCS und SA als Phenolcarbol
saurekomponente und Coniferylalkohol und Sinapylalkohol als Monolignolkomponente syntheti-
siert und spektroskopisch charakterisiert (HELM & RALPH, 1992, RALPH et al., 1992b). Des

weiteren konnten sie einige Kreuzprodukte praparativ aus Pflanzenmaterial isolieren und identifi-
zieren. Nach vorlaufiger massenspektrometrischer Identifizierung von Kreuzprodukten im Untersu-
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chungsmaterial wurden uns freundlicherweise folgende Substanzen zur Absicherung der Identifizie
rung zur Verfligung gestellt: a) eine Mischung theeo- und erythro-Stereocisomeren von einem 4-
O-B-gekoppelten-Coniferylalkohol-Ferulasaureethdwrdderythro-4-O-3-CFE, (E)-4-[2-Hydroxy-
2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-(hydroxymethyl)ethyl]ferulasaure) (Abb. 30), Synthese gemal
HELM & RALPH (1992); b) eine Mischung zweier stereoisomergk@koppelter Coniferylalko-
hol-Ferulasaure-Kreuzprodukte mit Pinoresinolstruktur (MEL (von Monoepoxylignanolide), 4,8-
exoBis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-dioxabicyclo[3.3.0]octan-2-on wswelMEL, 4-endo8-
exoBis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7-dioxabicyclo[3.3.0]octan-2-on) (Abb. 30), Synthese
gemall RALPH et al. (1992b); c) eine Mischung zweier stereoisomgbeyeReppelter Conife-
rylalkohol-Ferulaséaure-Kreuzprodukte mit Tetrahydrofuranstruktys-{84F-CF) (Abb. 30). Bei

den beiden Stereocisomeren dep-8HF-CF handelt es sich wahrscheinlich um theeo- und
erythro-Formen. Die 8-THF-CF Kreuzprodukte wurden nicht synthetisiert, sondern préparativ
isoliert. Da die Isolierung und ldentifizierung nicht publiziert sind, sollen sie hier kurz skizziert
werden:

Pflanzenzellwande zur Isolierung der Kreuzprodukte wurden aus Maiszellkulturen gewonnen. Die
Zellkulturen wurden mit'fCg]-markiertem Phenylalanin ernéhrt. Dadurch sind ca. 40 % der Feru-
lasauremolekiile in den ZellwandEe-markiert. Die Zellwande wurden durch Zugabe von Conife-
rylalkohol lignifiziert. H,O, wurde aus Glucose und Glucoseoxidase generiert, als Peroxidase wur-
de nur die zellwandgebundene Peroxidase genutzt. Die gemahlenen Zellwdnde wurden bei Raur
temperatur mit 2 M NaOH verseift. Aus dem Hydrolysat konnten mittels préaparativer DC auf Kie-
selgel unter Verwendung des Laufmittels Ethylacetat:Chloroform:Essigsaure 6:3:1 verschiedent
Kreuzprodukte von anderen phenolischen Substanzen getrennt werden. Durch ein weiteres prapat
tives DC-System (Kieselgel, Laufmittel Ethylacetat:Chloroform:Essigsaure 6:5:1) konnten zwei
Stereoisomere von B-THF-CF isoliert werden. Die ldentifizierung erfolgte mittels ein- und zwei-
dimensionaler'f, **C, total correlated spectroscopy (TOCSY), heteronuclear multiple bond corre-
lation (HMBC)) NMR-Methoden.

Des weiteren wurden die unter a) beschriebdrarsthrederythro-4-O-3CFE durch Belichtung

mit UV-Licht in Methanol teilweise in die entsprechenaenlsomeren umgesetzt.

2.2.4.6 Synthese des internen Standards (monomethoxylierte 5-5"-Dehydrodiferulasaure)
Monomethoxylierte  5-5"-Dehydrodiferulaséure  (5-5-Me-DFS, E,E)-4-Hydroxy-4",5,5"-
trimethoxy-3,3"-dizimtsaure) (Abb. 19) wurde von unseren Kooperationspartnern zur Verfligung
gestellt. 5-5"-Me-DFS wurde durch Methylierung von 5-5"-Dehydrodiferulasédurediethylester mit
Dimethylsulfat, anschlieRender Reinigung des Reaktionsansatzes mittels Flash-Chromatographie
Kieselgel und Verseifung mit 2 M NaOH bei Raumtemperatur hergestellt. Die 5-5"-Me-DFS wurde
durch Extraktion mit Diethylether aus dem angesauerten Hydrolyseansatz gewonnen.

2.2.5 Identifizierung estergebundener monomerer und dimerer Phenolcarbonsauren sowie
estergebundener Kreuzprodukte

2.2.5.1 Hydrolyse und Extraktion

Hydrolyse
Die Esterbindung ist die einzige bisher beschriebene Bindung zwischen PCS und Zellwandpolysac
chariden. Die theoretisch mdgliche Etherbindung konnte bisher noch nicht nachgewiesen werder
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Zur Spaltung von Esterbindungen kénnen sowohl alkalische als auch saure Hydrolysen eingeset
werden. Die quantitative Erfassung der esterartig gebundenen PCS nach enzymatischer Hydroly
mit Esterasen ist aufgrund der Enzymspezifitaten kritisch zu beurteilen. In der Praxis hat sich die
alkalische Hydrolyse durchgesetzt. Variabel ist vor allem die Konzentration der Lauge und die Hy-
drolysezeit. So fuhrten z.B. WALDRON et al. (1996) eine sequentielle Hydrolyse von Zellwand-
material durch: 0,1 M NaOH fur 1 h, 0,1 M NaOH fir 24 h, 1 M NaOH fur 24 h und 2 M fur 24 h.
PACKERT (1993) und RENGER & STEINHART (2000) hydrolysierten mit 1 M NaOH fir 24 h
und RALPH et al. (1994), SAULNIER et al. (1999) und ANDREASEN et al. (2000) mit 2 M
NaOH fur Zeitrdume zwischen 1 h und 24 h. Da aus den Synthesen der DFS bekannt war, daf3 ei
ge Dehydrodiferulasaureethylester sehr resistent gegenuber der alkalischen Hydrolyse sind, wurc
bei diesen Untersuchungen eine Hydrolyse mit 2 M NaOH fur 18 h bei Raumtemperatur angewen
det. Um Oxidationsprozesse zu vermeiden, fand die Hydrolyse unter Stickstoffatmosphére statt. Ul
lichtbedingte Isomerisierungen maoglichst gering zu halten, wurde unter Lichtausschluf® hydroly-
siert.

Extraktion

Die einfachste Extraktionsmethode ist die flissig-flissig-Extraktion der PCS aus dem angesauerte
Hydrolyseansatz mit einem unpolaren, organischen Losungsmittel. Als organisches Losungsmitte
bieten sich z.B. Ethylacetat oder Diethylether an. Es sind einige clean-up-Verfahren zur Reinigun
des Extraktes wie Festphasen-Extraktion (RENGER & STEINHART, 2000) oder flissig-flissig-

Extraktion mit Natriumhydrogencarbonatldsung (PACKERT, 1993) beschrieben worden. Bei Ver-
wendung der hier geschilderten gaschromatographischen Bedingungen ist ein weiteres clean-t
jedoch nicht erforderlich. So wurde die Extraktion, wie von RALPH et al. (1994) beschrieben, mit

Diethylether ohne weitere Reinigungsschritte durchgeftihrt.

Die genauen Durchfihrungsbedingungen fur die Hydrolyse und die Extraktion sind in Kapitel
5.3.1.7 aufgefihrt.

2.2.5.2 Gaschromatographische Trennung und massenspektrometrische Identifizierung der
Phenolcarbonséuren und der Kreuzprodukte

Zur gaschromatographischen Trennung der PCS und der Kreuzprodukte missen diese zur Erhdhu
der Fluchtigkeit derivatisiert werden. Die einfachste und gebrauchlichste Art der Derivatisierung
von PCS ist die Trimethylsilylierung (LETHONEN & KETOLA, 1986, RALPH et al., 1994, PAK-
KERT & STEINHART, 1995, RENGER & STEINHART, 2000). Als Silylierungsreagenz findet
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) breite Verwendung. Zur Silylierung wird BSTFA
allein oder zur Steigerung der Silylierungskraft in Kombination mit Trimethylchlorsilan oder Pyri-
din eingesetzt. In dieser Arbeit wird die Silylierung geman der Arbeitsvorschrift von RALPH et al.
(1994) mit BSTFA und Pyridin bei 60 °C durchgefiuhrt (s. Kapitel 5.3.1.7).

Die Trennung der trimethylsilylierten (TMS) PCS und Kreuzprodukte erfolgte an einer unpolaren
DB-1 Kapillarsaule mit einem gegentber dem in RALPH et al. (1994) beschriebenen leicht veran-
derten Temperaturprogramm.

Zur ldentifizierung der TMS-Derivate wurde die massenspektrometrische Detektion mit Elektro-
nenstol3ionisation eingesetzt. Im Laufe der Arbeit wurden zwei GC-MS-Systeme genutzt, die sicl
v.a. in der Art der lonentrennung unterschieden. Das erste GC-MS-System arbeitete mit einer
Quadrupol-Massenspektrometer als Detektor, wohingegen im zweiten System ein lon-Trap:
Massenspektrometer integriert war. Da das erste System nach Defekt ausfiel, muf3te auf dem lo
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Trap-System weitergearbeitet werden. Die aus den beiden Systemen gelieferten Massenspektr
unterschieden sich v.a. in der Intensitat der gebildeten lonen. Demzufolge ist bei Abbildungen im:
mer der Hinweis enthalten, mit welchem Massenspektrometer die Detektion erfolgte.

Die Identifizierung der TMS-Derivate erfolgte aufgrund ihrer Massenspektren bzw. lonenspuren im
Vergleich mit den unter Kapitel 2.2.4 beschriebenen Standardsubstanzen und den relativen Rete
tionszeiten bezogen auf die internen Standardsubstanzeo-Q@&narséaure (oCS) (fir monomere
PCS) und 5-5"-Me-DFS (fur dimere PCS und Kreuzprodukte).

Die Identifizierung der TMS-Derivate aus den UBS erfolgte anhand der gesamten Massenspektre
(m/z 45 - 800 bzw. 50 - 1000). Die Konzentrationen der aus den LBS hervorgehenden TMS-
Derivate waren hingegen so gering, dal3 trotz reduziertem Split beim Aufgabesystem die Detektio
mit dem Quadrupolgerat nur im Selected-lon-Monitoring (SIM)-Modus durchgefiihrt werden
konnte. Die Identifizierung konnte daher nur an ausgewahlten lonen erfolgen. Bei Verwendung
eines lon-Trap-Massenspektrometers kann durch den SIM-Modus keine Verbesserung der Emy
findlichkeit erzielt werden. Das eingesetzte Gerat war jedoch in seiner Empfindlichkeit deutlich
besser als das verwendete Quadrupolgerat, so dal’ die TMS-Derivate aus den LBS auch hier anhe
der gesamten Spektren identifiziert werden konnten.

Die Gerateparameter sowie das Temperaturprogramm sind Kapitel 5.1.1.2, die relativen Retention:s
zeiten Kapitel 5.4.2 und die Massenspektren der DFS- und FS-Monolignol-Standardsubstanzen Kae
pitel 5.5.2, Abbildungen 59 und 60 zu entnehmen.

2.2.6 Quantifizierung estergebundener monomerer und dimerer Phenolcarbonsauren

Zur Quantifizierung der PCS wurden die Hydrolyse, die Extraktion und die Silylierung wie unter
Kapitel 2.2.5 beschrieben durchgefuhrt. Die internen Standardsubstanzen oCS und 5-5-Me-DF
wurden den Proben vor der Hydrolyse zugefugt.

Die gaschromatographischen Bedingungen (Séaule, Temperaturprogramm, Injektor) entsprachen d
unter Kapitel 2.2.5 dargestelliten Bedingungen. Die Detektion hingegen erfolgte mit Hilfe eines
Flammenionisationsdetektors. Zur Auswertung wurde die Methode des internen Standards ange
wendet. Die das Responseverhaltnis reprasentierenden Korrekturfaktoren wurden fir die monome
ren PCS auf den internen Standard oCS bezogen, die fur die dimeren PCS auf den internen Stand
5-5"-Me-DFS. Da nur sehr geringe Mengen der Standardsubstanz @dsi-BFS zur Verfligung
standen, konnte kein Korrekturfaktor bestimmt werden. Fur quantitative Bestimmungen wurde die-
ser gleich 1,0 gesetzt.

Die Gerateparameter sowie das Temperaturprogramm sind in Kapitel 5.1.1.3, die Korrekturfaktorel
in Kapitel 5.4.2 dargestellt.

Abbildung 11 zeigt schematisch das analytische Vorgehen zur Identifizierung und Quantifizierung
von PCS, zur ldentifizierung von Kreuzprodukten sowie zur Bestimmung von Polysaccharidver-
knUpfungsgraden.
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|6sliche/unldsliche Ballaststoffe
(+ interne Standards oCS und 5-5-Me-DFS)

™,

alkalische Hydrolyse (2 M NaOH, 18 h, RT) SAEMAN-Hydrolyse: - 12 M H2SO4, 5/30 min, 35 °C
Diethyletherextraktion - 2 M H2S04, 60 min, 100 °C
A 4 i
Silylierung (BSTFA, Pyridin, 60 °C) Reduktion (NaBH4 in DMSQO, 60 min, 60 °C)

+ 80 % Essigsaure, +IS myo-Inosit und Erythrit
Acetylierung (Acetanhydrid, 1-Methylimidazol, 10 min, RT)
Chloroformextraktion

v l

Identifizierung der TMS-Derivate der Quantifizierung der monomeren/ Identifizierung und Quantifizierung der
monomeren/dimeren PCS, dimeren PCS mittels GC-FID Alditolacetate mittels GC-FID
Kreuzprodukte mittels GC-MS l l
Bestimmung der Verhaltnisse Bestimmung der Polysaccharidver-
monomere PCS/dimere PCS knlUpfungsgrade

Abbildung 11: Schematische Darstellung des analytischen Vorgehens zur Bestimmung phenolischer Verbindungen
und von Kohlenhydratkomponenten in Ballaststoffen

2.3 Methoden zur Isolierung und Identifizierung von Phenolcarbonséaure-
Oligosaccharid-Verbindungen aus unléslichen Ballaststoffen

2.3.1 Isolierung von unléslichen Ballaststoffen

Die Isolierung von UBS wurde wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben durchgefiihrt. Dabei wurden pro
Ansatz die UBS aus 15 g Roggen- bzw. Wildreismehl gewonnen.

2.3.2 Hydrolyse der Ballaststoffe

Die Bindung zwischen PCS und Zellwandpolysacchariden kann durch die Analyse von lgslichen,
niedermolekularen PCS-Kohlenhydrat-Verbindungen bestimmt werden (ISHII, 1997). Dafir sind
Methoden zur Hydrolyse der BS notwendig, die die glykosidischen Bindungen spalten, jedoch die
Bindungen zwischen den PCS und den Polysacchariden, insbesondere die empfindlichen Esterbi
dungen, erhalten. Zur Spaltung der glykosidischen Bindungen kénnen saure oder enzymatische H
drolysemethoden angewendet werden. Besonders bei der sauren Hydrolyse missen die Bedingt
gen so gewahlt werden, dal3 keine Esterspaltungen auftreten, aber auch bei der enzymatischen t
drolyse mul3 darauf geachtet werden, dal3 die verwendeten Enzyme keine Esteraseaktivitdten au
weisen. Da diese Hydrolysen zu unterschiedlichen Spaltprodukten fihren (ISHII, 1997), wurden
beide Hydrolysemethoden angewendet.
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2.3.2.1 Enzymatische Hydrolyse von Ballaststoffen

Die verwendeten Enzyme sollten unterschiedliche Arten von glykosidischen Bindungen spalten, un
die Bindung von PCS an mdglichst viele verschiedene Zellwandpolysaccharide untersuchen zi
konnen. In der Literatur werden unterschiedliche Enzympréparate eingesetzt. Oft werden au
Trichoderma viridegewonnene, als ,Cellulase” bezeichnete Mischungen unterschiedlicher Poly-
saccharidhydrolasen angewendet (TANNER & MORRISON, 1983, KATO et al., 1987, AZUMA et
al., 1990). Haufiger findet jedoch noch das aus Basidiomyceten isolierte Enzymgemisch Driselas:
Verwendung (u.a. HARTLEY et al., 1990, BORNEMANN et al., 1990, ISHII, 1991a/b, ISHII,
1994, HIMMELSBACH et al., 1994, RALET et al., 1994). Driselase enthélt verschiedene Endo-
und Exocarbohydrasen inklusive Arabinanase, Cellulase, Xylanase, Galaktanase und Polygalakti
ronase (RALET et al., 1994). Des weiteren erfillt Driselase die oben genannten Voraussetzungel
indem sie keine Esterase-Aktivitat aufweist (BORNEMANN et al., 1990, RALET et al., 1994). Aus
diesen Grunden wurde in der vorliegenden Arbeit die kommerziell erhéltliche Driselase zur enzy-
matischen Hydrolyse eingesetzt. In den beschriebenen Arbeiten wird Driselase unter verschiedene
Bedingungen eingesetzt. Variabel sind die Parameter Enzym/Substrat-Verhaltnis, Reaktionsdaue
Reaktionstemperatur sowie Art des Losungsmittels und Substrat/Losungsmittel-Verhaltnis. Die
enzymatische Hydrolyse der UBS fand 48 h bei 37 °C in demineralisiertem Wasser bei einem En
zym/Substrat-Verhéltnis von 1:10 (w/w) und einem Substrat/Lésungsmittel-Verhaltnis von 1/90
(w/v) statt.

Den genauen Arbeitsablauf gibt Anhang 5.3.2.1 wieder.

2.3.2.2 Saure Hydrolyse von Ballaststoffen

Bei der sauren Hydrolyse missen die Hydrolysebedingungen sorgféltig eingehalten werden, ur
eine Spaltung der glykosidischen Bindungen unter Erhalt der Esterbindungen zu erreichen. Zur sau
ren Hydrolyse wird vor allem der Einsatz von Trifluoressigsaure (TFA) (u.a. COLQUHOUN et al.,
1994, SAULNIER et al., 1995, WENDE & FRY, 1997a/b, SAULNIER et al., 1999) und von Oxal-
saure beschrieben (KATO & NEVINS, 1985, OHTA et al., 1994, WALLACE et al., 1995, SAUL-
NIER et al., 1995). SAULNIER et al. (1995) optimierten die Einsatzbedingungen von TFA und
Oxalsaure fur die Hydrolyse von Maiskleie. Optimale Ergebnisse (maximale Spaltung von glykosi-
dischen Bindungen bei minimaler Esterspaltung) erhielten sie bei Verwendung von 50 mM TFA
und einer Reaktionsdauer von 2 oder 3 h bei 100 °C oder bei Verwendung von 32 mM Oxalsaur
bei einer Reaktionstemperatur von 100 °C fur 3 oder 4 h. In Anlehnung an diese Optimierung wur-
de die saure Hydrolyse der BS mit 50 mM TFA bei 100 °C fiir 3 h durchgefihrt.

Die genaue Beschreibung der sauren Hydrolyse ist dem Anhang 5.3.2.2 zu entnehmen.

2.3.2.3 Bestimmung der Anteile freigesetzter monomerer Phenolcarbonséuren

Zur Beurteilung der Hydrolysemethoden und um eventuelle Riickschlisse auf die Bindungsarten z
ziehen, wurden die monomeren PCS in den zu hydrolysierenden BS und in den Hydrolyseruckstar
den bestimmt. Die Bestimmungen erfolgten gemaR Kapitel 2.2.5. Zusatzlich wurde das enzymati
sche Hydrolysat aus unldslichen Wildreisballaststoffen auf monomere PCS gemald Kapitel 2.3.°
untersucht.
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2.3.3 Reinigung der Hydrolysate

Die Hydrolysate missen vor der gelchromatographischen Trennung von stérenden Begleitsubsta
zen befreit werden. Dazu gehdren z.B. bei der Hydrolyse freigesetzte Mono- und Oligosaccharide
Je nach verwendeter stationarer Phase in der GPC (z.B. bei nur nach Molekiilgréf3e trennenden s
tionaren Phasen) kdnnen diese zusammen mit den PCS-Oligosacchariden eluieren. In jedem F
erhohen Mono- und Oligosaccharide die Viskositat der zu injizierenden LOsung, was zu uner-
wunschten Druckanstiegen auf der GPC-Séaule nach der Injektion fihren wirde. Da man fiir schwie
rige Trennungen mittels GPC ein Verhaltnis von Gel- zu Aufgabevolumen von 25 — 100 einhalten
sollte, sind die Probelésungen auch nicht beliebig zu verdiinnen, um eine geringere Viskositat eir
zustellen. Des weiteren entstehen bei der sauren Hydrolyse Karamelisierungsprodukte, die auf de
GPC-Saulen verbleiben, erst wahrend mehrerer Laufe unreproduzierbar eluieren und die getrennt
Fraktionen verunreinigen. Dasselbe Problem stellt sich bei Verwendung von Saulenmaterialien, di
nicht nur nach Molekulgré3e trennen, sondern die Stoffe auch aufgrund reversibler Adsorption re
tardieren. Bei der Elution mit Wasser verbleiben hydrophobere Stoffe auf der Saule und eluierel
uber mehrere Laufe.

Die Reinigung des Hydrolysats wurde an einer mit Amberlite XAD-2 geflllten Saule durchgefihrt.
Amberlite XAD-2 ist ein polymeres Adsorbens, das v.a. aromatische Verbindungen bindet. Mit
Wasser sollten Mono- und Oligosaccharide, mit Wasser:Methanol 50:50 PCS-Oligosaccharide un:
mit Methanol freie PCS sowie sonstige unpolarere, phenolische Verbindungen eluiert werden.

Die genaue Durchfuihrung der Reinigung an Amberlite XAD-2 ist Anhang 5.3.2.3 zu entnehmen.
Zur Uberprifung des Reinigungsschrittes wurden die Eluate auf monomere PCS untersucht. Daz
wurden die in Kapitel 2.3.7 beschriebene Probenvorbereitung und HPLC-Bestimmung genutzt.

2.3.4 Gelchromatographische Fraktionierung der Hydrolysate

Die GPC ist eine leistungsfahige, sehr schonende Trenntechnik, die Uberwiegend zur Trennun
hochmolekularer Stoffe nach MolekiilgroRe eingesetzt wird. Saulenpackungen fur die GPC beste
hen typischerweise aus Polymeren, die ein Netzwerk aus gleichméaRigen Poren enthalten, in die g
l6ste Moleklle sowie Molekile des Lésungsmittels hineindiffundieren kénnen. Die durchschnittli-
che Aufenthaltszeit in den Poren hangt von der effektiven Grof3e der Analytmolekile ab. Molekiile,
die grof3er sind als die durchschnittliche Porengréf3e der Packung, werden ausgeschlossen und ni
retardiert. Sehr kleine Molekile kénnen in das ganze Porenlabyrinth eindringen und werden ar
langsten zuruckgehalten. Zwischen diesen beiden Extremen liegen Molekile mittlerer Gro3e, dere
Retention in den Poren von ihrem Durchmesser abhangt. Innerhalb dieser Gruppe erfolgt ein
Fraktionierung, die in direkter Beziehung zur MolekilgroRe und zur Molekilform steht. Bei den
meisten Trennproblemen werden grol3e Anstrengungen unternommen, chemische oder physika
sche Wechselwirkungen zwischen Analytmolekilen und Gelfullung zu vermeiden, um eine Tren-
nung rein nach MolektlgroRe zu erhalten. In Spezialfallen kdnnen solche Affinitaten jedoch fur
bessere Trennungen ausgenutzt werden.

Zur Trennung von PCS-Oligosacchariden werden in der Literatur Uberwiegend zwei Saulenmate
rialien beschrieben: Biogele unterschiedlicher Porengréf3e (u.a. SHIBUYA, 1984, FORD, 1989,
RALET et al.,, 1994, KROON et al., 1997a) und Sephadex LH-20 (u.a. AZUMA et al., 1990,
BORNEMANN et al., 1990, ISHII, 1991b, SAULNIER et al., 1995, KROON et al., 1997a, SAUL-
NIER et al., 1999). Bei den Biogelen handelt es sich um Polyacrylamidgele, bei Sephadex LH-2(
um ein modifiziertes Dextrangel (Umsetzung mit aliphatischen Epoxiden zu Hydroxyalkylethern).



2 Material und Methoden -29-

Biogel P-2 mit einem Trennbereich von 100 — 1800 Dalton wurde in Kombination mit Wasser als
Eluent fur die Fraktionierung der Hydrolysate getestet. Biogel P-2 sollte theoretisch strikt nach
Molekulgré3e trennen. In eigenen Untersuchungen wurden jedoch geringfligige Wechselwirkunge
mit phenolischen Substanzen beobachtet. Die mit Biogel P-2 erzielten Trennungen waren nicht au:
reichend. Es mul3ten Nachfraktionierungen an Sephadex LH-20 (Trennbereich 100 — 5000 Daltor
durchgefuhrt werden. Diese Kombination lieferte keine besseren Ergebnisse als die alleinige An
wendung von Sephadex LH-20 als Gelmatrix. Aus diesem Grunde wurde die Gelfiltration an Se-
phadex LH-20 als Routinefraktionierung angewendet und soll im folgenden genauer beschriebe
werden.

Wie bereits angedeutet, kdnnen auch Affinitaten der gelosten Stoffe zu bestimmten Gelphasen zt
Trennung genutzt werden. Durch Adsorption und van der Waals sche Kraftwirkungen zwischen del
gelésten Molektilen und der Gelphase kann sich eine geltste Substanz langer im Gelkorn aufhalte
als es ihr im Diffusionsgleichgewicht mit dem stromenden Lésungsmittel zukommt. In diesem Fall
kann man durch entsprechende Wahl des Eluenten die Trennung nach Molekiilgrof3e vollstandi
unterdriicken (Trennung ohne GroRRenunterschiede) oder als Trennergebnis eine Kombination al
den Regeln der Gelchromatographie und der Affinitat zur Gelphase erhalten. Sephadex LH-20 he
eine besonders starke Affinitdt zu Phenolgruppierungen. Durch Anwendung organischer Losungs
mittel ist eine rein gelchromatographische Trennung zu erreichen, aber mit der hier angewendete
Elution mit Wasser erhélt man eine Trennung nach den kombinierten Mechanismen. Diese fiihrt
bei der Anwendung auf die Hydrolysate zu sehr guten Trennungen, die allerdings sehr viel Zeit (bi:
zu 60 h) benétigen.

Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektors bei 325 und/oder 280 nm. Zur Kalibrierung mittels
Dextrinen wurde ein Brechungsindex (RI)-Detektor integriert.

Mit Hilfe eines Fraktionensammlers wurden 12-Minuten-Fraktionen gesammelt und gemaR der
Chromatogrammen vereinigt.

Die Gerateparameter sind in Kapitel 5.1.2, die Kalibrationsdaten in Kapitel 5.4.3 und die genaue
Versuchsdurchfihrung in Kapitel 5.3.2.4 dargestelit.

2.3.5 Screening-Methoden zur Prufung der gelchromatographischen Fraktionen auf Phe-
nolcarbonsaure-Oligosaccharid-Verbindungen

Die erhaltenen GPC-Fraktionen sollten auf PCS-Oligosaccharid-Verbindungen Uberprift werden
um erfolgversprechende Fraktionen gegebenenfalls mittels HPLC weiter zu fraktionieren bzw. zu
reinigen.

2.3.5.1 Phenolcarbonsaure-Oligosaccharid-Screening mittels Dinnschichtchromatographie

Dunnschichtchromatogramme der GPC-Fraktionen wurden auf Kieselgel-Dunnschichtplatten mit
einem Acetonitril (MeCN)/Wasser-FlieRmittelgemisch angefertigt. Zunachst wurden UV-aktive
Verbindungen durch Loschung des Fluoreszenzindikators bei 254 nm detektiert, kohlenhydrathalti
ge Substanzen wurden anschlieBend mit Hilfe ejpémisidin/Diphenylamin/Phosphorsaure-
Reagenz nachgewiesen (Durchfiihrung s. Kapitel 5.3.2.5).

2.3.5.2 Phenolcarbonsaure-Oligosaccharid-Screening mittels Hochleistungsflissigchromato-
graphie und UV-Detektion unter Verwendung eines Dioden-Array-Detektors

Das PCS-Oligosaccharid-Screening mittels HPLC und UV-Detektion wurde an C18-Reversed-
Phase (RP)-Material als stationarer Phase und mit einem Acetonitri/Wasser-Gemisch als Eluente
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durchgefuhrt. Durch die Verwendung eines Dioden-Array-Detektors (DAD) kann nicht nur die
Messung der Absorption bei bis zu vier MeRwellenldngen gleichzeitig erfolgen, sondern es wird
auch die Moglichkeit geboten, eine Substanz anhand ihres UV-Spektrums zu charakterisieren. Di
UV-Spektren der PCS (s. Kapitel 5.5.2, Abb. 58) unterscheiden sich nur geringfligig von denen de
entsprechenden Phenolcarbonsaureester. Die Registrierung der UV-Spektren gibt somit erste Hi
weise auf die in den GPC-Fraktionen enthaltenen PCS bzw. deren Ester.

Die Gerate- und MeRparameter sind in Kapitel 5.1.3.1 dargestellt.

2.3.5.3 Phenolcarbonséaure-Oligosaccharid-Screening mittels Hochleistungsflissigchromato-
graphie und massenspektrometrischer Detektion

Weitere Informationen Uber die in den GPC-Fraktionen enthaltenen Substanzen kénnen durch E
mittlung ihrer Molekulgewichte erhalten werden. Nach grober Trennung der Substanzen unter Ver
wendung einer RP18-Phase und eines Standardeluenten (s. Kapitel 2.3.5.2) erfolgte die masse
spektrometrische Detektion mit Hilfe eines gekoppelten Quadrupol-Massenspektrometers. Als loni
sationsverfahren wurde die Elektrospray-lonisation (ESI) eingesetzt. Bei diesem lonisationsverfah
ren wird die Substanzlésung durch eine Kapillare verspriht. Dem Sprihnebel ist ein Trocken:
gasstrom entgegengerichtet. Durch das Anlegen eines Potentials von einigen Kilovolt entstehe
geladenen Tropfchen, die unter Verdampfung des Lésungsmittels kleiner werden. Durch das elek
trische Feld getrieben, bewegen sich die geladenen Troépfchen durch eine Glaskapillare in de
Analysatorvorraum und werden nach Fokussierung in den Quadrupol-Massen-Analysator gelenki
wo sie entsprechend ihres Masse-zu-Ladung-Verhaltnisses (m/z) aufgetrennt werden.

Durch Ermittlung der Molekilmasse kdnnen neben Vermutungen Uber die phenolischen Bestanc
teile einiger Substanzen auch MutmalRungen Uber eventuelle Kohlenhydratkomponenten angeste
werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde entschieden, welche GPC-Fraktionen weit
gereinigt bzw. fraktioniert werden sollten.

Die Gerate- und Mel3parameter sind Kapitel 5.1.3.2 zu entnehmen.

2.3.6 Fraktionierung bzw. Reinigung der GPC-Fraktionen mittels (semi)praparativer
Hochleistungsfliissigchromatographie

Zur Identifizierung der PCS-Oligosaccharide sollten moglichst reine Substanzen vorliegen. Dahel
wurden die GPC-Fraktionen mittels HPLC weiter fraktioniert bzw. gereinigt. Die Reinigung von
PCS-Oligosacchariden mittels HPLC ist auch in der Literatur dargestellt. So sind Trennungen au
RP-Materialien mit einem Acetonitril/Wasser-Eluenten (SHIBUYA, 1984, ISHII & HIROI, 1990b,
WENDE & FRY, 1997b) oder einem Methanol/Wasser-Eluenten (SMITH & HARTLEY, 1983,
MULLER-HARVEY et al., 1986, ISHII & HIROI, 1990a, HARRISON et al., 1995) ebenso wie
Trennungen auf Normalphasen (ISHII & HIROI, 1990b, ISHII, 1991b) beschrieben.

In dieser Arbeit wurden fir alle ausgesuchten GPC-Fraktionen die HPLC-Bedingungen von der
Bedingungen der Screening-Methode ausgehend im analytischen Mal3stab optimiert. Dementspr
chend wurde eine RP-18-Phase in Kombination mit einem Acetonitril/Wasser-Eluenten verwendet
Da die analytische HPLC-Methode auf praparative Verhaltnisse angepaldt werden sollte und Gre
dienten—Elutionen meistens nur schwer zu Ubertragen sind, wurde auf eine isokratische Elution ge
achtet.

Aus organisatorischen Grinden muf3te auf zwei HPLC-Systeme zur (semi)praparativen Trennun
zuruckgegriffen werden:
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1) Trennung auf einer praparativen RP-18 Séaule, Eluentenférderung mit einer analytischer
HPLC-Pumpe. Zunéchst stand nur diese Kombination zur Verfugung. Problematisch an diese
Kombination war, daR mit Hilfe der analytischen HPLC-Pumpe nicht die fiir die 1:1 Ubertra-
gung nétige FluRrate erzielt werden konnte. Trotzdem konnten die Trennungen ausreichend gt
Ubertragen werden, es verlangerten sich lediglich die Elutionszeiten.

2) Trennung auf einer semipraparativen RP-18 Saule, Eluentenférderung mit einer analytischel
HPLC-Pumpe. Mit dieser Kombination konnten die analytischen Trennbedingungen gut auf die
semipraparative Trennung Ubertragen werden.

In beiden Systemen erfolgte die Detektion mit Hilfe eines DAD bei MelRwellenlangen von 280 und

325 nm. Die Fraktionierung der Substanzen erfolgte per Hand gemaf? den Chromatogrammen. D

so erhaltenen Fraktionen wurden zur Trockne gebracht, auf dem analytischen HPLC-System au

ihre Reinheit Uberprift und fur die Identifizierungsreaktionen eingesetzt.

Die Optimierung der Trennbedingungen im analytischen Mal3stab erfolgte mit den in Kapitel

2.3.5.2 beschriebenen Gerateparametern. Die Gerateparameter fiir die Systeme 1 und 2 sind Kap

5.1.3.3 und die Versuchsdurchfihrung Kapitel 5.3.2.6 zu entnehmen.

2.3.7 ldentifizierung (und Quantifizierung) monomerer phenolischer Séauren aus léslichen
Phenolcarbonséaure-Oligosacchariden mittels Hochleistungsfliissigchromatographie

Zur schnellen Bestimmung monomerer phenolischer Sauren in den nach Kapitel 2.3.6 zur Identifi
zierung bereitgestellten Fraktionen sollte eine HPLC-Methode entwickelt werden, die alle in BS
identifizierten monomeren phenolischen Sauren integriert und eine mdglichst geringe Probenvorbe
reitung benotigt. Diese Methode sollte auch zur Uberpriifung der Gehalte an monomeren PCS i
den Reinigungsschritten (Kapitel 2.3.3) eingesetzt werden. Eine HPLC-Methode ist in diesem Fal
der GC-Bestimmung vorzuziehen, da weder Extraktion noch Derivatisierung notwendig sind.
PACKERT (1993) untersuchte losliche und unlésliche Getreideballaststoffe auf monomere phenoli
sche Sauren mittels GC. Er konntansFS, cis-FS, transpCS, cispCS, 4-Hydroxybenzoeséaure
(4-HBS), 4-Hydroxyphenylessigsaure (4-HPES), Vanillinsaure (VS), Syringasaure (SyS) und 4-
Hydroxyphenylpropionsaure (4-HPPS) (Abb. 12) nachweisen. SA, die in dieser Arbeit in allen Ge-
treideballaststoffen eindeutig identifiziert wurde, konnte nicht nachgewiesen werden. Aus dieser
Grinden wurden die von PACKERT (1993) identifizierten monomeren PCSram&SA in die
Entwicklung der HPLC-Methode einbezogen. Die Trennung sollte an einer RP-18-Phase erfolgen
Als Eluent wurde ein ternéres Gradientengemisch, bestehend aus wassriger TFA (1 mM), Aceton
tril und Methanol, gewahlt. Der zunachst verwendete binare Gradient aus 1 mM TFA und Acetoni-
tril eignete sich gut zur Trennung der frih eluierenden 4-HBS, 4-HPES, VS und SyS, wohingeger
die Trennung der anderen monomeren phenolischen Sauren nur bei sehr langen Analysenzeit
erreicht wurde. Durch Einfuhrung von Methanol in den Eluenten konnte die Trennung der spétel
eluierenden Sauren bei kirzeren Retentionszeiten verbessert werden. Das Temperieren der Sa
auf 45 °C konnte die Trennung nochmals verbessern und die Elutionszeiten (max. 20 min) verkur
zen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines DAD. Drei Mel3wellenlangen (260, 280 und 325 nm)
wurden ausgewahlt. Entsprechend den Maxima ihrer UV-Absorption wurdesFS, cis-FS,
transpCS und SA bei 325 nmijs-pCS, 4-HPES, SyS und 4-HPPS bei 280 nm und 4-HBS und VS
bei 260 nm bestimmt. Bei 280 nm werden alle monomeren phenolischen Sauren erfalt. Fur Ube
sichtschromatogramme bietet sich daher diese Wellenlange an. Standardchromatogramme bei all
MelRwellenlangen sind in Kapitel 5.5.1, Abbildung 57 dargestellt. Die Identifizierung der Substan-
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Abbildung 12: Zusammensetzung des Phenolsaurestandardgemisches zur HPLC Trennung

zen erfolgte anhand ihrer Retentionszeiten und ihrer UV-Spektren. Die Retentionszeiten und dit
relativen Retentionszeiten bezogen ahsFS sind in Kapitel 5.4.4, die UV-Spektren der unter-
suchten Substanzen in Kapitel 5.5.2, Abbildung 58 dargestellt. Aufgrund der einfachen Probenauf
arbeitung (s.u.) ohne Extraktionsschritte etc. konnten Quantifizierungen mit Hilfe der Methode des
externen Standards durchgefuhrt werden. Die linearen Bereiche und Nachweisgrenzen wurden b
stimmt und sind in Kapitel 5.4.4 tabellarisch aufgefiihrt. Die Geréateparameter sind in Kapitel
5.1.3.4. dargestellt.

Zur Probenvorbereitung wurde ein Aliquot der zur bestimmenden PCS-Oligosaccharid Lésung un:
ter einem Stickstoffstrom zur Trockne gebracht. Die Hydrolyse erfolgte mit 1 M NaOH fur 2 h.
Eine Verlangerung der Hydrolysezeit auf 4 h setzt keine weiteren phenolischen Sauren frei, kirzer
Hydrolysezeiten resultieren jedoch in geringeren Gehalten an freigesetzten phenolischen S&ure
(Optimierung anhand eines isolierten FS-Oligosaccharids). Unter den genannten Hydrolysebedir
gungen werden bereits freigesetzte phenolische Sauren nur geringfligig abgebaut. Werden die frei
Sauren des Standardgemisches den Hydrolysebedingungen unterworfen, so erhalt man mit Au
nahme der Ferulasauren Wiederfindungsraten von 92 — 96 %. Die Wiederfindungsnatesfas

liegt bei 89 %, die flcisFS nur bei 76 %. Hierbei handelt es sich jedoch primér nicht um einen
Abbau der Ferulasduren, sondern um die bereits erwéisfitans-Isomerie, die die Differenzen zu

den Wiederfindungsraten der anderen phenolischen Sauren ausmacht. Bei der Bestimmung d
Wiederfindungsrate voais-FS wurde aufgrund der IsomerisierurgnsFS nachgewiesen.

Die Hydrolyseldsung wurde mit dem 1,5fachen Volumen 2 M Phosphorsaure versetzt. Der resultie
rende pH-Wert von 2,2 entspricht ungefahr dem des Eluenten. Die Losung wurde direkt oder nac
Membranfiltration zur HPLC-Bestimmung eingesetzt. Die genaue Arbeitsvorschrift ist Kapitel
5.3.2.7 zu entnehmen.
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2.3.8 Identifizierung (und Quantifizierung) von Monosacchariden aus Phenolcarbonsaure-
Oligosacchariden mittels Gaschromatographie

Die Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung in den PCS-Oligosacchariden entspricl
prinzipiell der in Kapitel 2.2.3 dargestelliten Bestimmung der Kohlenhydratzusammensetzung del
BS. Sowohl Reduktion und Acetylierung der freigesetzten Monosaccharide als auch die gaschrao
matographische Trennung und Bestimmung der Alditolacetate sind mit den in Kapitel 2.2.3.1 bzw.
2.2.3.2 vorgestellten Arbeitsweisen identisch. Unterschiede mussen lediglich bei der Hydrolyse
gemacht werden. Eine Vorquellung mit 12 M Schwefelsaure ist nicht notwendig. Fir den eigentli-
chen Hydrolyseschritt der PCS-Oligosaccharide sind unterschiedliche Hydrolysebedingungen be
schrieben. Haufig eingesetzte Séuren sind 2 M TFA (u.a. ISHII, 1991b, RALET et al., 1994,
WENDE & FRY, 1997a/b), 1 M Schwefelsaure (KROON et al., 1997a, SAULNIER et al., 1999)
und 1 M Salzsaure (KATO & NEVINS, 1985) bei einer Hydrolysetemperatur von 100 — 121 °C und
unterschiedlichen Hydrolysezeiten (20 min — 3 h). Fir die weitere Aufarbeitung hat TFA den Vor-
teil, dal3 sie leicht aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kann. Aus diesem Grund wurde d
Hydrolyse mit 2 M TFA optimiert. Die Wiederfindungsraten der Monosaccharide Glucose, Arabi-
nose und Xylose wurden nach Behandlung mit 2 M TFA bei 120 °C und Hydrolysezeiten von 30,
60 und 120 min bestimmt. Des weiteren wurde nach der Hydrolyse von Maltose fur 30, 60 und 12(
min die freigesetzte Glucose bestimmt. Es zeigte sich, dal3 nach 30 min ca. 90 % der Maltose h
drolysiert vorlag. Die Xylose- und Glucoseverluste lagen bei ca. 15 %, Arabinose wurde nur zu 7 %
abgebaut. Nach 60 min und 90 min traten weitaus grol3ere Verluste auf (60 % Xylose, 45 % Arabi
nose, 32 % Glucose). Die genaue Arbeitsvorschrift fir die Hydrolyse der PCS-Oligosaccharide mi
2 M TFA fur 30 min bei 120 °C ist in Kapitel 5.3.2.8 beschrieben. Die Arbeitsvorschriften fir die
Reduktion und Acetylierung und die Gerateparameter fur die gaschromatographische Bestimmun
entsprechen den in Kapitel 2.2.3 dargestellten.

2.3.9 Bestimmung der relativen Molekilmasse mittels Massenspektrometrie

Die Bestimmung der relativen Molekilmassen der isolierten PCS-Oligosaccharide erfolgte mittels
Massenspektrometrie. Das bereits in Kapitel 2.3.5.3 vorgestellte LC-MS-System mit Elektrospray-
lonenquelle und Quadrupol-Massenanalysator wurde auch hier verwendet. Da Reinsubstanzen b
stimmt wurden, konnte die HPLC-Trennséaule durch eine kurze Kapillare ersetzt werden (Flief3in-
jektionsanalyse, FIA). Somit gelangte die vom Autosampler injizierte Probe ohne chromatographi-
sche Trennung zur lonisierung und massenpektrometrischen Analyse.

Nach der lonisierung kénnen die Molekilionen, bevor sie den Massenanalysator erreichen, i
Bruchstiicke zerfallen. Wenn die durch Kollisionen mit Stickstoffatomen aufgenommene Energie
die zur Fragmentierung noétige Dissoziationsenergie Uberschreitet, entstehen geladene Fragmel
ionen, die wichtige Hinweise zur Identifizierung der Substanz liefern kbnnen. Der Zerfall der Mo-
lektle kann durch Anlegen einer Spannung, der Fragmentorspannung, beeinflu3t werden. Um de
Zerfall bei verschiedenen Spannungen zu Uberprifen, wurden alle Substanzen mittels FIA be
Fragmentorspannungen von 20 bis 20@Q\\#(20 V) untersucht.

Die Gerate- und Mel3parameter fur die massenspektrometrischen Untersuchungen sind Kapitel 5.1
zu entnehmen.
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2.3.10 Strukturuntersuchungen mittels Kernresonanz-Spektroskopie

Die Kernresonanz-Spektroskopie stellt die wichtigste spektroskopische Methode zur Strukturauf
klarung von Molekilen dar. Werden viele NMR-Experimente im Bereich der organischen Chemie
bereits routinemaf3ig durchgefihrt, so ist die NMR-Spektroskopie fur analytische Zwecke auf den
Gebiet der Lebensmittelchemie noch wenig verbreitet. Von daher sind im folgenden die Prinzipier
der einzelnen NMR-Experimente kurz erlautert.

Zur Aufnahme von NMR-Spektren wird heutzutage die Puls-Fourier-Transform-Technik oder kurz
das Impuls-Verfahren eingesetzt. Beim Impuls-Verfahren werden in der MelRprobe durch einer
Hochfrequenzimpuls bestimmter Frequenzund bestimmter Einstrahlrichtung gleichzeitig alle
Kerne einer Sorte angeregt (durch kurzen Impuls wird ein kontinuierliches Frequenzband symme
trisch zu der Frequenz erzeugt). Die Dauer der Hochfrequenz-Impulse liegt im ps-Bereich. Nach
Abschalten des Hochfrequenz-Generators kehren alle Kerne in den Gleichgewichtszustand zuric
Die durch den Impuls erzeugte Quermagnetisierung wird abgebaut. Der Abfall der Quermagnetisie
rung wird gemessen (Free Induction Decay, D)) und stellt sich durch ein komplexes Inter-
ferogramm aus Uberlagerten, gedampften Schwingungen dar. Durch Anwendung der Fourier
Transformation wird das Spektrum in der Zeitdoméane (mit einer Zeitachse als Abszisse) in eir
normal auswertbares Spektrum in der Frequenzdomane (mit einer Frequenzachse als Absziss
uberfuhrt.

Ausgehend vom Impuls-Verfahren wurden viele Experimente mit komplexen Impulsfolgen entwik-
kelt, durch deren Anwendung man unterschiedlichste Informationen tber die Strukturen der unter
suchten Substanzen erhalten kann. In dieser Arbeit wurden neb#-N&tR-Spektroskopie und

der *C-NMR-Spektroskopie mitH-Breitband-Entkopplung{C-BB), das DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer)-, das (H,H)-COSY (zweidimensional homonuklear (H,H)-
korrelierte NMR-Spektroskopie)-, das TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)-, das HMQC (He-
teronuclear Multiple Quantum Coherence)- und das HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connec-
tivity)-Experiment angewendet (fur die Gerate- und MelRparameter s. Kapitel 5.1.5).

Das gebrauchlichste Doppelresonanz-Experiment stellttti®reitband-Entkopplung in defcC-
NMR-Spektroskopie dar. Durch die Entkopplung werden alle Multipletts, die *3@ifH-
Kopplungen zuriickgehen, auf Singulettsignale reduziert. Die Intensitaté?Cdsignale der Mul-
tipletts werden somit auf ein Signal fokussiert, was zur Vereinfachung der Spektren aber auch z
einer Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit fihrt. Des weiteren erzielt man zusatzlich einer
Gewinn an Signalintensitat durch den Kern-Overhauser-Effekt.

Nachteilig am'*C-BB-Experiment ist dementsprechend der Verlust an Information tiber die Bin-
dungsverhaltnisse d&iC-Kerne. Die Unterscheidung zwischen primaren, sekundéren, tertiaren und
guartaren Kohlenstoffatomen gelingt aber z.B. mit Hilfe des DEPT-Experiments. Bei dem DEPT-
Experiment hat man zusatzlich einen Intensitatsgewinn durch den Polarisationstransfer. Die Impuls
folge fir dieses Experiment ist:

'H-Kanal: 90% - 7- 180% - 1 - G - T - BB-Entkopplung

¥c-Kanal: 90¢ - T - 180°-7 - FIDNMRI (1))

mit T = Zeit zwischen zwei Impulsen ur@ = Impulswinkel. Mit Hilfe von drei Experimenten mit

den Winkeln®, = 45°, @, = 90° und®; = 135° erhalt man durch Kombination dieser drei Spektren
drei Subspektren, die jeweils nur primare, sekundare oder tertidre Kohlenstoffatome anzeiger
Quartéare Kohlenstoffe zeigen kein Signal. Fihrt man das Experiment, wie in der Arbeit gescheher
nur bei® = 135° durch, erhalt man ein Spektrum, bei dem die quartdren Kohlenstoffe kein Signal
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zeigen, die sekundaren zeigen negative Signale und die priméren und tertidren positive. Die Unte
scheidung der primaren und tertidren Kohlenstoffe gelingt jedoch mit nur einem Experiment nicht.
Zweidimensionale Experimente kdnnen seit Anfang der neunziger Jahre routinemaf3ig durchgefihi
werden. Zweidimensionale NMR-Spektren haben zwei Frequenzachsen, die Intensitaten entspri
chen der dritten Dimension. Die hier aufgefiihrten Experimente fihren zu zweidimensionalen (ver-
schiebungs)korrelierten NMR-Spektren, bei denen auf beiden Frequenzachsen chemische Verschi
bungen aufgetragen sind. Experimentell unterscheiden sich die zweidimensionalen Experiment
von den eindimensionalen v.a. durch Einbindung einer Evolutions- und Mischphase zwischen dic
Praparationsphase (Einwirkung (komplexer) Impulsfolgen) und die Detektionsphase (Aufnahme
des Interferogramms).

Das H,H-COSY-Experiment beruht auf der Impulsfolge,90t; — 905 - FID™MRI. Der Impuls-

winkel des zweiten Impulses kann auch 45° oder 60° oder allgggnhdietragent; Steht fur die
variable Zeit bei 2D-Experimenten (Evolutionszeit). Das Empfangersignal ist eine Funktidn von
und von der Detektionszett. Fourier-Transformationen bezlglich der Zeitemndt, fihren zu

einem zweidimensionalen Spektrum. Das Spektrum zeigt ,Diagonalpeaks” mit gleichen chemi-
schen Verschiebungen auf der Ordinate wie auf der Abszisse. Diese liefern im Gegensatz zu de
.Kreuz- oder Korrelationspeaks"” keine zusatzlichen Erkenntnisse. Die Korrelationspeaks lassen dit
indirekten (skalaren) Spin-Spin-Kopplungen zwischen den Protonen erkennen. Ausgehend von e
nem sicher zugeordneten Protonensignal kann man i.a. Giber 3 Binddfglesppelnde Protonen
erkennen und somit Nachbarschaftsbeziehungen im Molekil aufdecken.

Die Impulsfolge fiir das TOCSY-Experiment ist 905 — spin-lock —FIB'™R!. Wie auch im H,H-
COSY istt; variabel, d.h. es werden mehrere Messungen mit ansteigenden Wetteduiithge-

fuhrt. Das TOCSY-Experiment stellt die zweidimensionale Variante des ,Homonuclear Hartmann-
Hahn“-Experiments dar, bei dem man durch Einstrahlung eines selektiven Impulses mit der Resc
nanzfrequenz eines Protons alle Resonanzen von den Protonen bestimmen kann, die zu einem Sy
system (= miteinander koppelnde Kerne) gehdren (BAX & DAVIS, 1985). Das TOCSY-
Experiment hat sich als sehr wertvoll fir die Strukturbestimmung von Oligosacchariden herausge
stellt, da die Korrelationspeaks es ermdglichen, die Protonen zu identifizieren, die zu einer Mono-
saccharideinheit gehdren. Das Ausmal innerhalb des Molekils, in dem man Korrelationen erker
nen kann, kann durch Variation in den MelRbedingungen verandert werden.

Das HMQC-Experiment (BAX & SUBRAMANIAN, 1986) gehért zu den inversen, zweidimensio-
nalen, heteronuklear (C,H)-korrelierten Experimenten. Mit Hilfe des HMQC-Experiments kdnnen
Kopplungen zwischen direkt gebundené# Protonen und Kohlenstoffatomel@) erkannt wer-

den. Nach sicherer Zuordnung eines Protonen- B@eBignals kann/kénnen das Signal/die Signale
des gebundenen Kohlenstoffs oder des/der gebundenen Protons/Protonen identifiziert werden. A
inverses Verfahren (Erzeugung von Koharenzen im Kanal der unempfindfidGeterne und
Ubertragung auf die empfindlichen Protonen, Detektion von Protonensignalen) hat das HMQC-
Experiment den Vorteil einer deutlich gesteigerten Nachweisempfindlichkeit (z.B. gegentber den
normalen (C,H)-COSY-Experiment), wodurch dieses Experiment auch schon mit geringen Sub-
stanzmengen (1 — 2 mg) durchgefuhrt werden kann.

Im Gegensatz zum HMQC-Experiment kann man mit dem HMBC-Experiment (BAX & SUM-
MERS, 1986) auch Nachbarschaftsbeziehungen zwischen ProtonéfCedrnen aufstellen, die

tiber zwei oder drei BindungeA>)) miteinander koppeln. Auf diese Weise erhalt man Korrela-
tionspeaks auch zu quartaren Kohlenstoffen, deren Positionen so in dem zu untersuchenden Mol
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kil festgelegt werden kénnen. Bedeutend ist das HMBC-Experiment v.a., da man auch Kopplunge
Uber Sauerstoffatome mit kleinen Kopplungskonstanten erkennen kann. Somit bietet sich diese
Experiment an, die Ringform von Monosaccharideinheiten und insbesondere die Bindungsverhalt
nisse in Oligosacchariden zu untersuchen.

Abbildung 13 gibt den Ablauf der Isolierung und Identifizierung von PCS-Oligosaccharid-
Verbindungen schematisch wieder.

Roggen-/ Wildreiskaryopsen (gemahlen < 0,5 mm)

v

Isolierung von unldslichen Ballaststoffen (enzymatisch)

enzymatische Hydrolyse (Driselase, 37 °C, 48 h) saure Hydrolyse (50 mM TFA, 100 °C, 3 h)

Bestimmung des Anteils solubili-
sierter PCS (HPLC-DAD)

Uberpriifung der
Reinigung durch

Reinigung der I6slichen Fraktionen an Amberlite XAD-2

(Elution: H,0 / H,0:MeOH 50:50 / MeOH) PCS-Bestimmung
in den Fraktionen
¢ (HPLC-DAD)

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

v

Screening der gelchromatographischen Fraktionen auf Phenolcarbonséaure-Oligosaccharide

DC (Kieselgel, FlieBmittel HPLC-DAD (RP18-Saule, | HPLC-MS (RP18-Saule,
MeCN/H,0, UV-Detektion, Elution: H,O/MeCN) Elution: H,O/MeCN)
Detektion mit Zuckerdetek-
tionsreagenz)

(semi)praparative HPLC-Fraktionierung/Reinigung der GPC-Fraktionen (RP-18-Saule, Elution: H,O/MeCN)

v

Identifizierung der gereinigten Fraktionen

Kohlenhydrate Phenolcarbonsauren Massenspektrometrie NMR

- saure Hydrolyse - alkalische Hydrolyse - FIA-MS -H

- Derivatisierung zu - HPLC-DAD (RP-18-Séule, Elution: - BcBB

élgltltz)llgcetaten 1 mMTFA/MeCN/MeOH) - BC-DEPT

. ) - (H,H)-COSsY
- TOCSY
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Abbildung 13: Schema zur Isolierung und Identifizierung von PCS-Oligosaccharid-Verbindungen



3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Identifizierung und Quantifizierung monomerer und dimerer Phenolcarbon-
sauren sowie von Ferulasédure-Monolignol-Kreuzprodukten in léslichen und
unldslichen Ballaststoffen

3.1.1 Ballaststoffgehalte

Mit der auf praparative Verhaltnisse angepaldten enzymatisch-gravimetrischen Methode wurden di
in der Tabelle in Kapitel 5.4.5 aufgefiihrten Ballaststoffgehalte ermittelt. Neben den korrigierten
Ballaststoffgehalten sind auch die nicht-korrigierten Ballaststoffgehalte sowie die Asche- und Pro-
teingehalte angegeben. Erwartungsgemal sind die Ballaststoffgehalte stark von dem untersucht
Getreide abhangig. Roggen und Mais (12,11 bzw. 11,73 g UBS™ 1®&Ql) sind die Getreidear-

ten mit den héchsten Gehalten an UBS, wohingegen Hirse, Reis und Wildreis nur geringe Menge
an UBS enthalten (2,93 — 3,34 g 10bIdehl). Getreidekaryopsen enthalten deutlich weniger LBS
als UBS, wie die ermittelten Gehalte von 0,78 (Hirse) bis 3,92 (Roggen) g My zeigen.

3.1.2 Kohlenhydratzusammensetzung der Ballaststoffe

Die Kohlenhydrat-Monomerenzusammensetzung der UBS und LBS ist in Kapitel 5.4.6 aufgefihrt.
Zu beachten ist, daf’ nur die neutralen Monomeren untersucht wurden, nicht jedoch die Uronsaure
wie z.B. Galakturonsaure als Hauptmonomer der Pektine.

Fucose und Rhamnose kdnnen in Getreideballaststoffen als Bestandteile der Pektine vorkomme
Sie konnten allerdings, wenn tberhaupt nur in Spuren nachgewiesen werden. Unter den UBS wu
den Spuren von Rhamnose und Fucose nur in Wildreis identifiziert. Die LBS von Hafer, Mais, Hir-
se, Reis und Wildreis enthalten Spuren von Fucose, die LBS von Gerste Rhamnose und Fucose
Spuren. Die meisten Pektine sind mit heilBem Wasser extrahierbar, weshalb viele LBS Spuren v
Fucose und Rhamnose enthalten. Pektine, die Uber ionische Bindungen mit Calcium stabilisiert sin
und normalerweise mit chelatbildenden Reagenzien wie Oxalat extrahiert werden, kdnnen aber auc
Bestandteile der UBS bilden, wie z.B. bei den UBS aus Wildreis.

Abbildung 14 zeigt die relative Verteilung der mengenmafig bedeutenden Monomere Arabinose
Xylose, Glucose, Mannose und Galaktose. In den UBS dominieren Arabinose, Xylose und Glucose
Arabinose und Xylose stammen hauptsachlich aus den neutralen Arabinoxylanen und den saure
Glucuronoarabinoxylanen, Glucose aus Cellulose und mixed-ligk&tlicanen. Galaktose stellt

nur bis zu 6,5 %, Mannose bis zu 5,9 % der Monomeren. Galaktose kann z.B. vereinzelt an saul
Glucuronoarabinoxylane gebunden sein (IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1995, SAULNIER et
al., 1995), Mannose bildet das Grundgerust der Mannane. Die Arabinose/Xylose-Verhéltnisse vari
ieren von 0,40 (Dinkel) bis 1,10 (Hirse) (Kapitel 5.4.6). Neben Hirse weisen Reis und Wildreis
(0,80 bzw. 1,00) hohe Arabinose/Xylose-Verhéltnisse auf. In der Literatur werden fir alkaliextra-
hierbare Arabinoxylane aus Reisendospermgewebe bzw. Reiskleie ebenfalls hohe Arabino
se/Xylose-Verhaltnisse von 0,80 bzw. 0,93 beschrieben (IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1995).
Ein wie bei Hirse beobachtetes Verhéaltnis von >1 weist auf einen hohen Prozentsatz in 2- und 3
Stellung mit Arabinose substituierter Xyloseeinheiten oder auf das Vorhandensein kurzer Arabino-
seseitenketten hin. WOOLARD et al. (1976) ermittelten fir Sorghum-Hirse ein Verhaltnis von 0,83
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Abbildung 14: Relatives Monosaccharidverhéaltnis der unléslichen (links) und l8slichen (rechts) Ballaststoffe

und konnten derartige Arabinoseseitenketten nachweisen. Die fiir die anderen Getreidearten erm
telten Verhaltnisse von 0,40 bis 0,60 bewegen sich in dem fur Getreidearabinoxylane ublicher
Rahmen (IZYDORCYK & BILIADERIS, 1995). Des weiteren weisen Hirse, Reis und Wildreis im
Gegensatz zu den anderen Getreiden einen erhdhten Anteil an Glucanen (Cellulose, mixed-linke
B-Glucane) von ca. 50 % auf.

Die LBS lassen sich nach ihren Monosaccharidverhaltnissen in drei Gruppen aufteilen. Die LBS
von Weizen, Dinkel und Roggen werden von loslichen Arabinoxylanen dominiert. Das Arabino-
se/Xylose-Verhaltnis betragt zwischen 0,47 und 0,74. In den LBS aus Gerste und Hafer Uberwiec
Glucose mit 84,5 % bzw. 85,1 % bei weitem. Wie bereits in Kapitel 1.3.1.1 erwéahnt, sind Hafer und
Gerste typische Getreide, bei denen die mixed-linB&lucane die Hemicellulosefraktion domi-
nieren. Durch die Anwesenheit von«3)-Bindungen bekommen die Molekulketten eine unregel-
mafige Form und sind im Gegensatz zu Cellulose in betrachtlichem Ausmald wasserloslich (CAR
PITA, 1990, THEANDER et al., 1993). Das Arabinose/Xylose-Verhdltnis ist bei Hafer mit einem
Wert von 1,57 extrem hoch. Neben den bereits erwahnten Méglichkeiten der Mehrfacharabinose
substitution muf3 man bei den LBS noch die Moglichkeit bertcksichtigen, daf3 lésliche Arabino-
galaktane vorliegen (THEANDER et al., 1993). Die LBS von Hirse, Reis und Wildreis zeichnen
sich durch hohe Mannoseanteile aus. Mannane sind eigentlich keine typischen Hemicellulosen fi
Gramineae. Wie in Kapitel 1.3.1.1 beschrieben, unterscheidet sich jedoch Reis stark von den and
ren Getreiden und seine Endospermwénde zeigen deutliche Parallelen zu den Zellwénden pare
chymatischer Gewebe von Dikotylen. Wildreis gehért wie Reis zur Unterfamilie Oryzoidae, was
einen ahnlichen Zellwandaufbau begriinden mag. Das Arabinose/Xylose-Verhaltnis ist bei Reis un
Wildreis vergleichbar hoch wie bei Hafer (1,57 bzw. 1,36). Die LBS aus Mais lassen sich aufgrund
der relativ gleichmafiigen Monomerenverteilung keiner der drei Gruppen zuordnen.

3.1.3 Identifizierung und Quantifizierung monomerer Phenolcarbonséuren

In dieser Arbeit waren v.a. die monomeren PCS von Interesse, die in der Lage sind, durch Dimer
sierung Crosslinks auszubilden. Neben der Bestimmungraas/cisFS undtrans/cispCS, deren
Crosslink-Eigenschaften bekannt sind, solite monomere SA (vgl. Kapitel 3.1.10) identifiziert und
guantifiziert werden. Abbildung 15 zeigt den Bereich eines GC-MS-Chromatogramms von UBS
aus Roggen, in dem die monomeren PCS eluieren.
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Abbildung 15: GC-MS-Chromatogramm (TIC) von unldslichen Roggenballaststoffen (Bereich der monomeren PCS)

Die Identifizierung der monomeren PCS erfolgte anhand der relativen Retentionszeiten und ihre
Massenspektren. Wie erwartet und in der Literatur fir einige Getreide vielfach beschrieben (u.a
SHIBUYA, 1984, RYBKA et al., 1993, PACKERT, 1993, ZUPFER et al., 1998, NISHIZAWA,
1998, ANDREASEN et al., 1999) wurden in allen UBS und LBS FS und pCS nachgewiesen. Die
mittels GC-FID ermittelten Gehalte fur alkaliextrahierbeigtransFS in UBS liegen zwischen 4,4
(Hafer) und 8,3 (Hirse) mg'gUBS, Mais mit einem Gehalt von 24,8 mg gBS bildet eine Aus-
nahme. Fir is/transpCS wurden Werte zwischen 0,2 (Dinkel) und 0,5 (Gerste) MgRBS be-
stimmt, wobei jedoch Mais und Reis mit 2,2 mguUBS deutlich héhere Gehalte aufweisen.

In den LBS, deren Polysaccharide durch Arabinoxylane dominiert werden (Dinkel, Weizen, Rog-
gen), wurden die héchsten GehaltecaitransFS bestimmt (0,7 — 1,8 mg*d.BS). Da in den bis-

her untersuchten Getreidekaryopsen von Mais und Weizen (SMITH & HARTLEY, 1983,
McCALLUM et al., 1991, SAULNIER et al., 1995) ebenso wie in den in dieser Arbeit untersuchten
Getreidearten Roggen und Wildreis (Kapitel 3.2) die Bindung monomerer FS nur an Arabinoxylane
nachgewiesen werden konnte, erscheint dies verstandlich (s. auch Kapitel 3.1.6). Die LBS der and
ren Getreide enthaltedis/transFS in Gehalten von 0,1 — 0,4 mg §BS. Die cis/transpCS-
Gehalte in den LBS sind mit 7 bis 25 ugLBS unabhéngig von der Getreideart sehr niedrig.
TransSA konnte sowohl in allen UBS als auch in allen untersuchten LBS eindeutig nachgewieser
werden. Der Nachweis alkaliextrahierbarer SA ist in der Literatur jedoch weitaus seltener als der fi
FS und pCS beschrieben. OHASHI et al. (1987) konnten in Mais- und Gerstenkeimlingen geringe
Mengen alkalilabiler SA identifizieren. HE & TERASHIMA (1989), die signifikante Mengen SA in
Zellwanden von Reis bestimmten, spekulieren, daf3 es sich um Abbauprodukte des Lignins hande
die wahrend der Extraktion entstanden sind. In Getreidekaryopsen wurde bisher noch keine alkal
extrahierbare SA identifiziert. PACKERT (1993) untersuchte eine Reihe von unléslichen und 16sli-
chen Gertreideballaststoffen u.a. auf SA, konnte jedoch keine nachweisen.

Die Gehalte fiir SA betragen zwischen 53 und 185 hgRBS und 4 bis 22 ug™gLBS. GroRere
Mengen SA enthalten nur die UBS aus Wildreis mit 445 igBS. Die genauen Gehalte fiir alle
monomeren PCS sind in Kapitel 5.4.7 tabellarisch dargestellt.
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3.1.4 Identifizierung und Quantifizierung von 8-5-, 8-8-, 5-5-, &-4"- und 4-0-5-
gekoppeltentrans-Dehydrodiferulasauren

Die radikalische Kopplung von Ferulasaureestern in der Pflanzenzellwand verlauft unter Nutzunc
zellwandgebundener Peroxidase ungDF Im ersten Schritt werden die Ferulasaureester in das
entsprechende elektronendelokalisierte Phenoxyradikal tberfuhrt. Die wichtigsten mesomerel
Grenzformeln zeigt Abbildung 16.

Ara—O O Ara—O. Ara—O O Ara—O. o) 8_5 -Kopplung
9 8-8"-Kopplung
7 7 8 Peroxidase . .
] . 8-0-4"-Kopplung
o] .
6 , 0 5-5"-Kopplung
3 -
5 4-0O-5"-Kopplun
4 OMe OMe OMe pp g
OH o |

Abbildung 16: Peroxidase-vermittelte Dehydrogenierung von Ferulasaureestern. Dimerisierung Uber verschiedene
mesomere Grenzformeln des Phenoxyradikals.

Die formale Dimerisierung der Phenoxyradikale Uber die verschiedenen mesomeren Grenzformel
fuhrt zur Bildung 8-5"-, 8-8"-, &-4-, 5-5"- und 40-5"-gekoppelter Zwischenprodukte, die in der

Zellwand zu Dehydrodiferulasaureestern reagieren. Die alkalische Hydrolyse fiihrt zu den in Abbil-
dung 17 dargestellten DFS. Bei 8-5-DFSdc handelt es sich um keine DFS mehr, da sie das Dt

OCH;
8-0-4"-DFS
HO._ O
7
o) OCH;
OCHjs OH
5-5"-DFS 8-8-DFSc 8-8-DFSnc 4-0O-5"-DFS

Abbildung 17: Strukturen von Dehydrodiferulasiuren
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carboxylierungsprodukt von 8-5"-DFSnc darstellt. Da sie jedoch aus einer Diferulasdureesterstruk
tur stammt, ist sie als solche bezeichnet.

In den UBS von Mais, Weizen, Dinkel, Roggen, Reis, Wildreis und Gerste konnte das gesamte
Spektrum der DFS nach alkalischer Hydrolyse durch Vergleich der relativen Retentionszeiten (GC
MS und GC-FID) sowie der Massenspektren mit denen der synthetisierten Standardsubstanze
identifiziert werden. Mit Ausnahme der hier erstmalig nachgewiesern@fb4bFS konnte der
Vergleich der Massenspektren immer am gesamten Spektrum erfolgen. Bei der Identifizierung de
4-0-5"-DFS gelang die Identifizierung anhand des gesamten Spektrums nur bei den UBS aus Mait
die Identifizierung in den anderen UBS erfolgte Uber die relativen Retentionszeiten und Detektior
des Molekil-lonenpeaks m/z 602. Abbildung 18 zeigt den Dimerenbereich des GC-FID-
Chromatogramms des alkalischen Hydrolysats von UBS aus Mais.

8-8-DFSc
250000 =

200000 =

8-5"-DFSnc
- 5-5-DFS

150000 =
8-0-4'-DFS
- 8-5"-DFSdc

100000 —f 8-8'-7-0-7'- s
DFS

8-8’-DFSnc

50000 —f 8-5"-DFSc
IS*
1 _AJ 4-0-5"-DFS
7 .

I ' I
20 25

35

Time

Abbildung 18: GC-FID-Chromatogramm von unldslichen Maisballaststoffen (Bereich der dimeren PCS); zur Identi-
fizierung von 8-8"-70-7"-DFS s. Kapitel 3.1.9

In den alkalischen Hydrolysaten der UBS von Hirse und Hafer konnten mit Ausnahm®d€r 4-
DFS alle genannten DFS nachgewiesen werden.

Wie in Kapitel 2.2.5.2 beschrieben, erfolgte die Identifizierung der DFS aus den alkalischen Hy-
drolysaten der LBS anhand der relativen Retentionszeiten und anhand charakteristischer lonen i
SIM-Modus bei Verwendung des Quadrupol-Massenspektrometers oder anhand der gesamte
Spektren bei Verwendung des lon-Trap-Massenspektrometers. In Kapitel 5.5.1, Abbildung 53 is
das GC-MS-Chromatogramm im SIM-Modus von LBS aus Weizen abgebildet. In den LBS aus
allen untersuchten Getreiden konnten mit Ausnahme @b4DFS alle DFS identifiziert werden.

Die Quantifizierung der DFS erfolgte unter Verwendung eines neuen IS. Zur Bestimmung der di-
meren PCS hatte der bisher verwendete Standard oCS weder ideale Elutionseigenschaften nc
waren die Responsefaktoren (0,10 — 0,37 (RALPH et al., 1994)) befriedigend. Die Verwendung
eines monomeren IS zur Bestimmung dimerer PCS kann des weiteren Fehler bei der Quantifizie
rung aufgrund unterschiedlicher Verteilungseigenschaften bei der Aufarbeitung ergeben. Ein bess:
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geeigneter IS war kommerziell nicht erhéltlich. Monomethylierte 5-5-DFS (Abb. 19) sollte auf-
grund ihrer Struktur einen geeigneten Standard darstellen. Diese Substanz wurde von unseren K
operationspartnern synthetisiert und zur Bestimmung eingesetzt. Spater wurde im Verlauf de
Analysen bemerkt, dal’ der im NMR-Spektrum zunéachst rein
erscheinende IS durch geringe Mengen des dimethylierten
Produkts (IS*) verunreinigt war. Da die Responsefaktoren
mit derselben Charge des IS bestimmt wurden, mit der dig,o
Analysen durchgefihrt wurden, sind die quantitativen Er-
gebnisse zweifellos richtig. Um in Zukunft jedoch ,allge-
mein gultige* Responsefaktoren zu bestimmen, sollte der IS
eine Reinheit von >99 % aufweisen. Die Reinigung des I~
nomethylierten Produkts von dem dimethylierten ProduktAbbildung 19: Struktur von 5-5°-Me-DFS
schwierig, so dal3 die Synthese und Verwendung des dimethylierten Produkts eine Alternative dal
stellen kann.

Wie man Abbildung 18 entnehmen kann, wurden trotz der einfachen Aufarbeitung durch Extraktion
mit Diethylether ohne weiteres Clean-up alle Komponenten gut getrennt und konnten ohne Schwie
rigkeiten integriert werden. Auch wenn sich die Chromatogramme einiger BS komplexer darstellter
(z.B. alkalisches Hydrolysat von UBS aus Dinkel, Kapitel 5.5.1, Abb. 54), traten bei der Auswer-
tung keine Schwierigkeiten auf. Unter den dargestellten chromatographischen Bedingungen cc
eluierten keine Verunreinigungen mit den DFS, wie mittels GC-MS Uberpruft wurde. Obwohl eini-
ge weitergehende Clean-up-Methoden wie Festphasen-Extraktion (RENGER & STEINHART,
2000) oder flussig-fliissig-Extraktion mit Natriumhydrogencarbonatlésung (PACKERT, 1993) be-
schrieben wurden, ist ihre Anwendung nicht notwendig, wenn die beschriebenen GC-Bedingunge
eingehalten werden.

Die bestimmten Gehalte fur die Summe der DFS in den Hydrolysaten der UBS variieren betracht
lich zwischen den untersuchten Getreidearten (Abb. 20). Die Gehalte betragen zwischen 12,6 mg ¢
UBS in Mais bis zu 2,4 mg'gUBS in Weizen. Auch wenn der hohe Wert fiir die UBS von Mais
aul3er acht gelassen wird, schwan-

ken die Gehalte erheblich. So ent- 13000 <2
halten z.B. die UBS von Hirse 120007

. . 11000 -
doppelt so viele DFS wie die von 10000 -

OCHjs

Weizen, Dinkel und Wildreis. A 2888 ]
In den meisten Fallen war eine:g' 7000 |
Quantifizierung der DFS in den i 2888:
alkalischen Hydrolysaten der LBS 2 40 -
moglich. In den LBS von Reis und 3000 -
Wildreis konnten DFS eindeutig  -go0 |

nachgewiesen werden, die Gehalte 0 -
lagen jedoch unter der Bestim-
mungsgrenze von ca. 3 pg/g

LBS/UBS. Die Gehalte_ fur die Abbildung 20: Gehalte fiir die Summe der DFS in unléslichen BS
Summe der DFS fir die anderen
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Getreide variieren zwi-

schen ca. 230 pg'gLBS

in Dinkel und 40 pg gin 240 -
Hafer (Abb. 21). Es be-
steht kein Zusammenhangm
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stimmung der monomeren
PCS erwahnt, werden die
relativen Gehalte bezogen auf die Arabinoxylane in Kapitel 3.1.6 bestimmt und diskutiert. Unab-
hangig von den relativen Gehalten sind die absoluten Gehalte an DFS in den LBS von Dinkel un
den Faktor 50 kleiner als in den UBS von Mais und immerhin noch um den Faktor 10 kleiner als ir
den UBS von Weizen. Die Gesamt-DFS-Gehalte mit Standardabweichungen und der Verteilung at
die einzelnen Sauren sind in Kapitel 5.4.8 tabellarisch aufgefihrt.

Detaillierte Untersuchungen tber die DFS-Gehalte in I6slichen und unléslichen Getreideballaststof
fen sind selten. RENGER & STEINHART (2000) untersuchten die UBS von Ma rfhayd..),
Weizen {riticum aestivuni.), Reis Qryza satival..), Gerste Hordeum vulgard..), Roggen $e-

cale cerealeL.), Hafer Avena satival..) und Hirse Panicum miliaceuni.) auf DFS und be-
stimmten die Gehalte der estergebundenen DFS halbquantitativ. Da keine Standardsubstanzen :
Verfligung standen, wurde die halbguantitative Bestimmung durchgefiihrt, indem die Response
faktoren der DFS gegenlber oCS als internen Standard gleich 1,0 gesetzt wurden. Sehr niedri
absolute Gehalte fiir die Summe der DFS von 150 (Hafer) bis 950 (Hirsé) {B$ wurden er-
mittelt. Wie bereits erwahnt, bestimmten RALPH et al. (1994) fur die Responsefaktoren der DFS
gegenuber oCS Werte von 0,10 bis 0,37. Die Berechnung der Gehalte mit einem Responsefakic
von 1,0 fuhrt somit zu erheblichen Ungenauigkeiten. Verluste an DFS kdnnen durch das weitert
Clean-up mittels Festphasen-Extraktion entstehen, wenn dieses Clean-up nicht anhand von Ste
dardsubstanzen optimiert wird. Des weiteren konnten in dieser Studie weder 8-5"-DFSc noch 8-5
DFSdc nachgewiesen werden. Die Griinde hierfur sind nicht bekannt, konnen aber eventuell ebel
falls auf Verluste bei dem weiteren Reinigungsschritt zurtickgefiihrt werden. Die UBS von Dinkel
und Wildreis wurden ebenso wie l6sliche Getreideballaststoffe nicht in die Untersuchungen einbe
zogen.

Entsprechende Studien mit BS als Ausgangsmaterial sind rar. In den folgenden diskutierten Studie
ist das Untersuchungsmaterial nur begrenzt vergleichbar.

SAULNIER et al. (1999) untersuchten mit Amylase und Protease behandelte Maiskleie. Sie be
stimmten einen DFS-Gehalt von 13,3 my Bieser Gehalt ist durchaus vergleichbar mit dem hier
bestimmten. Es ist jedoch zu beachten, dal3 Maiskleie und nicht das gesamte Korn untersucht wur
und dal3 der Asche- und Restproteingehalt bei der Berechnung nicht berilicksichtigt wurden. De

Abbildung 21: Gehalte fiir die Summe der DFS in I6slichen BS
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weiteren konnten keine 8-8"-gekoppelten Diferulasauren bestimmt werden und die Mdglichkeit des
Vorliegens der decarboxylierten Form von 8-5"-DFS wurde nicht in Betracht gezogen. Der negative
Nachweis 8-8"-gekoppelter Diferulasauren ist ein generelles Problem in Studien, die zur Bestim
mung der DFS HPLC-Methoden anwenden, da die HPLC nicht die Trennleistung erbringen kann
die durch gaschromatographische Methoden mdglich ist. Die meisten angewendeten HPLC
Methoden basieren auf der von WALDRON et al. (1996) publizierten Methode. Die Trennung der
DFS erfolgt anhand einer RP18-Phase mit einem ternaren Eluenten, bestehend aus walriger TF
Methanol und Acetonitril, zur Detektion wird ein Dioden-Array-Detektor eingesetzt. Problematisch
ist immer die Trennung von monomerer FS von den 8-8"-gekoppelten DFS. Grol3e Substanzmenge
von monomerer FS kénnen die 8-8"-gekoppelten DFS iberlagern und ihre ldentifizierung verhin-
dern. Die gaschromatographische Analytik der DFS ist daher trotz des Nachteils der notwendige
Derivatisierung der fliissigchromatographischen Bestimmung vorzuziehen. Allerdings konnte die
flussigchromatographische Trennung mit massenspektrometrischer Detektion v.a. im SIM-Modus
neue Mdglichkeiten eréffnen.

BARTOLOME et al. (1997) identifizierten und quantifizierten DFS aus mit Amylase behandeltem
Weizenmehl Triticum aestivumL.) (volles Korn) und aus Treber des Brauprozesses (Gerste
(Hordeum vulgard..)). Sie bestimmten mittels HPLC 1,4 mg Gesamt-DFS im Treber und 1,6

mg g* Gesamt-DFS im behandelten Weizenmehl. Aufgrund der zuvor diskutierten Griinde sind die
Ergebnisse nur sehr begrenzt vergleichbar. GARCIA-CONESA et al. (1998) ermittelten den Ge-
samt-DFS-Gehalt in amylasebehandelter WeizenkiEigiqum aestivuni.) zu 1,3 mg ¢. Unter

den von ihnen gewdahlten analytischen Bedingungen (HPLC-Bestimmung) konnten sie jedoch we
der 8-8"-gekoppelte DFS noch 8-5-DFSnc und 8-5"-DFSdc nachweisen. Kirzlich untersuchter
ANDREASEN et al. (2000) RoggenkleiSdcale cereald.) mit einer HPLC-Methode auf DFS.

Sie wiesen 8-5"-DFSc, 8-5-DFSnc(84°-DFS und 5-5-DFS nach und bestimmten den Gesamt-
DFS-Gehalt zu 307 ug'gbezogen auf Trockengewicht, nicht amylasebehandelt, nicht proteasebe-
handelt). LEMPEREUR et al. (1998) identifizierten die gleichen DFS wie ANDREASEN et al.
(2000) im vollen Korn sowie in Mahlfraktionen von Hartweiz&niticum durumDesf.), einer hier

nicht untersuchten Getreideart.

FIGUEROA-ESPINOZA & ROUAU (1998) und DERVILLY et al. (2000) konnten kleine Mengen
DFS (bis zu 350 pg¥ in wasserldslichen Arabinoxylanen aus Weiz€riticum aestivuni.) be-
stimmen.

Bei all diesen Studien ist zu bertcksichtigen, dal3 nicht nur das Ausgangsmaterial meist wenig vel
gleichbar ist. Wie bereits erwahnt, kann die Anwendung der HPLC-Methode zu falsch negativer
Befunden fir einige DFS fuhren. AulRerdem sind in allen Untersuchungen voneinander abweicher
de Hydrolysebedingungen angewendet worden (vgl. auch Kapitel 2.2.5.1). Um Vergleiche zwi-
schen den Getreidearten ziehen zu kénnen, muf3 man, wie hier geschehen, von einheitlich gewonr
nen Untersuchungsmaterialien ausgehen und alle Proben der gleichen Aufarbeitung unterziehen.
In fast allen Studien wurde auch nicht zwischen wasserlgslichen und -unldslichen Anteilen des Ge
treidekorns differenziert, so dal3 aus diesen Arbeiten der eventuelle Einflu3 von DFS auf die L6s
lichkeit von Polysacchariden nicht herausgearbeitet werden kann (s. Kapitel 3.1.5 und 3.1.6). Le
diglich die Arbeiten von FIGUEROA-ESPINOZA & ROUAU (1998) und DERVILLY et al. (2000)
konnten zeigen, daf} auch wasserlosliche Arabinoxylane DFS (wenn auch nur in geringen Mengel
enthalten.
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3.1.5 Verhéltnisse monomerer Ferulasaure zu Dehydrodiferulasauren

Ein strukturelles Merkmal fir LBS und UBS ist neben dem Substitutionsgrad der Arabinoxylane
mit FS und DFS (folgendes Kapitel) der Dimerisierungsgrad der gebundenen FS. Zur Abschatzunc
welcher Anteil der ,Gesamtferulasaureverbindungen® (= FS+DFS) in dimerisierter Form vorliegt,
kann man unterschiedliche Faktoren bilden. Ein einfacher Faktdri8tS§ [mg g']/(cis/transFS

[mg g']+SDFS [mg ¢']))x100. Dieser entspricht ungefahr dem prozentualen Anteil der dimeren
FS an den Gesamtferulasaureverbindungen und ist ein Mal fiir den Dimerisierungsgrad. Werte fi
die genaue molare Berechnung sind in Kapitel 5.4.9 angegeben. Diese unterscheiden sich von de
hier diskutierten Faktor jedoch kaum. Allerdings ist auf die begrenzte Aussagekraft dieses Faktor
hinzuweisen. Durch die Reaktion der monomeren und dimeren FS in der Pflanzenzellwand mi
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einbezogenen Anteil erfal3t man nicht. Abbildung 22 stellt die Faktoren fir die LBS und UBS ge-
genuber. Die Werte fur den Faktor und damit die ungefahren prozentuale Anteile der DFS an de
Gesamtferulasaureverbindungen betragen in den UBS zwischen 26 in Dinkel und 45 in Hafer un
in den LBS zwischen 5 in Roggen und 24 in Dinkel. Man erkennt deutlich, dal3 in den UBS der
Anteil der DFS an den Gesamtferulasdureverbindungen hdéher ist als in den LBS. Mit der Ausnahm
von Dinkel und Roggen ist der Dimerisierungsgrad in den UBS zwei bis dreimal héher als in den
LBS. Der Dimerisierungsgrad fur UBS aus Dinkel ist nur um den Faktor 1,1 hdher als in den LBS,
der Dimerisierungsgrad in UBS aus Roggen hingegen ist um den Faktor 6,6 grof3er als in den LBS
Der Dimerisierungsgrad zeigt somit strukturelle Unterschiede zwischen UBS und LBS auf.

Aus einigen der in Kapitel 3.1.4 diskutierten Untersuchungen laf3t sich der hier vorgestellte Faktol
vergleichsweise berechnen:

SAULNIER et al., 1999: Maiskleie: 33,8

ANDREASEN et. al., 2000: Roggenmehl (volles Korn): 23,1; Roggenkleie:20,9

BARTOLOME et al., 1997: Weizenmehl: 18,5; Treber: 31,1

GARCIA-CONESA et al., 1998: Weizenkleie: 22,5

FIGUEROA-ESPINOZA & ROUAU, 1998: wasserlosliche Arabinoxylane aus Weizen: 11,1
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Der direkte Vergleich ist nur mit den wasserldslichen Arabinoxylanen aus Weizen méglich, da die-
se vollstandig in den LBS vorliegen wirden, wobei die anderen untersuchten Materialien Ara-
binoxylane enthalten, die sich auf die UBS und LBS verteilen wirden. Der Faktor fur die wasser-
l6slichen Arabinoxylane aus Weizenmehl (11,1) stimmt recht gut mit dem fir LBS aus Weizen be-
stimmten (9,2) Uberein.

3.1.6 Gehalte an monomerer und dimerer Ferulaséure in bezug auf den Arabinoxylangehalt
der Ballaststoffe

In den bisher auf die Bindungsverhaltnisse untersuchten Getreidekaryopsen von Mais und Weize
(SMITH & HARTLEY, 1983, McCALLUM et al., 1991, SAULNIER et al., 1995) konnte die Bin-
dung monomerer FS nur an Arabinoxylane nachgewiesen werden. Die in Kapitel 3.2 vorgestelltel
Ergebnisse zeigen, dalR auch in den untersuchten Getreiden Roggen und Wildreis die Bindung d
FS an Arabinoxylane erfolgt. Sowohl in Mais und Weizen als auch in Roggen und Wildreis ist FS
Uber die Arabinosesubstituenten an die Arabinoxylane gebunden. Die absoluten Gehalte an mon
merer und dimerer FS sagen weder etwas Uber den Substitutionsgrad der Arabinoxylane mit F
noch Uber den Verknipfungsgrad der Arabinoxylane Uber DFS aus, da die Arabinoxylangehalte i
den verschiedenen BS unterschiedlich sind. Aus diesem Grund missen die ermittelten FS- ur
DFS-Gehalte auf den Arabinoxylangehalt bezogen werden. Eine Mdglichkeit besteht darin, einel
Faktor zu bilden, der den FS/DFS-Gehalt auf den ermittelten Gehalt an Arabinose bezieht (REN
GER, 1999). Die Bildung dieses Faktors erscheint zunéchst einleuchtend, da FS wie erwéhnt an d
Arabinosesubstituenten gebunden ist und tUber diese die Xylanketten verknipft. Jedoch kann dies
Faktor ungenau werden, wenn man Arabinoxylane mit stark differierendem Arabinose/Xylose-
Verhaltnis betrachtet. Das makromolekulare Verhalten der Arabinoxylane beruht hauptsachlich au
der linearen Hauptkette, bestehend aus Xylose-Einheiten. Arabinose bildet lediglich monomere ode
oligomere Seitenketten. Das Crosslinking von Arabinoxylanen besteht aus der Verkntpfung vor
Xylanketten durch Arabinose-DFS-Arabinose Einheiten unabhdngig davon, wie viele Arabinose-
Seitenketten die Xylankette tragt. Man kann sich z.B. ein lineares Xylan mit wenigen Seitenketter
vorstellen, das jedoch dieselbe Anzahl an DFS enthalt wie ein stark mit Arabinose substituierte:
Xylan. In diesem Fall ware das DFS/Arabinose-Verhaltnis zwischen zwei Getreidearten unter-
schiedlich, obwohl das Ausmalfd des Crosslinkings dasselbe ware. Wie in Kapitel 3.1.2 beschriebe!
variieren die Arabinose/Xylose-Verhaltnisse betréachtlich, so da? der DFS/Arabinose-Faktor unge
eignet erscheint. Der DFS/Arabinose-Faktor weist eine weitere Schwierigkeit auf. So kénnen Ara.
binogalaktane Bestandteile von l6slichen Getreideballaststoffen sein, so dafl das Ausmald d
Crosslinkings unterschéatzt wirde. Aus den genannten Grinden bietet sich die Bestimmung de
Verhaltnisses von FS bzw. DFS zu Xylose als bessere Alternative an. Jedoch muf3 man auch hi
mit (vergleichsweise geringen) Ungenauigkeiten bei den BS aus Reis rechnen, da sich, wie in Ke
pitel 1.3.1.1 erwahnt, Reis von den anderen Getreiden unterscheidet, indem die Zellwandpolysa
charide auch Xyloglucane beinhalten. In Tabelle 3 sind die molaren Quotienten FS/Xyl,
(FS+2xDFS)/Xyl und DFS/Xyl aufgefuhrt. Auch hier ist zu berticksichtigen, daf3 diese Faktoren nur
Aussagen Uber die Anteile der FS bzw. DFS machen, die nicht in den Lignifizierungsprozel3 einbe
zogen sind. Der Faktor (FS+2xDFS)/Xyl stellt das Verhaltnis der (hypothetischen) ,Gesamtferu-
laséureverbindungen* vor der Dimerisierung zum Arabinoxylangehalt dar.
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Tabelle 3: Molare Verhéltnisse von FS und DFS zu Arabinoxylangehalten

UBS FS/Xyl* | (FS+2xDFS)/Xyl** | DFS/Xyl*** LBS FS/IXyl* (FS+2XDFS)/Xyl** DFS/Xyl***

Weizen 23,8 32,9 4,6 Weizen 7,0 8,1 0,4
Dinkel 28,6 38,7 5,0 Dinkel 3,7 51 0,6
Roggen 22,5 34,9 6,2 Roggen 5,6 6,0 0,2
Gerste 20,5 35,8 7,7 Gerstg 7,9 9,8 0,9
Hafer 22,8 41,9 9,5 Hafer 6,2 7,0 0,8
Mais 94,5 143,6 24,5 Mais 16,8 19,8 1,3
Hirse 88,3 151,2 31,4 Hirse 29,8 37,0 3,6
Reis 72,5 110,0 18,8 Reis 15,1 - -

Wildreis | 45,1 74,3 14,6 Wildreis 11,6 - -

* . (cis/transFS [mol g']/Xyl [mol g™*])x1000
** _ ((cis/transFS [mol g']+2x3 DFS [mol g')/Xyl [mol g™])x1000
*% _ (' $DFS [mol gY/ Xyl [mol g*])x1000

Die Werte fur den Faktor (FS+2xDFS)/Xyl unterscheiden sich erheblich fir LBS und UBS. Jedoch
auch innerhalb der UBS bzw. LBS gibt es in Abhangigkeit von der Getreideart grof3e Schwankun:
gen. So sind die Arabinoxylane der UBS aus Hirse am meisten mit FS verestert (vor Dimerisie-
rung), obwohl Mais mit Abstand die héchsten absoluten Gehalte sowohl fur FS als auch fir DFS
aufweist. Das gleiche gilt fur die LBS. Aufgrund des niedrigen Arabinoxylangehalts in den LBS
von Hirse berechnet sich fir die Hirsearabinoxylane ein ungefahr finfmal hoherer Ferulasduresuk
stitutionsgrad als fur die der LBS von Weizen. Die LBS von Weizen weisen jedoch einen neunma
héheren absoluten Gehalt an FS und auch einen viermal hoheren absoluten Gehalt an DFS auf,
lerdings dominieren die Arabinoxylane die Polysaccharide, was in den relativen Werten zum Aus-
druck kommt.

Die weitaus geringere Veresterung der Arabinoxylane der LBS mit FS, verbunden mit einem eben
falls niedrigeren Dimerisierungsgrad (s. vorheriges Kapitel) fuhrt zu viel niedrigeren Verknip-
fungsgraden der Arabinoxylane Uber DFS, ausgedriickt durch den Faktor DFS/Xyl. Die Ara-
binoxylane der UBS aus Hirse und Mais sind mit Abstand am starksten Uber Diferulasédurebriicke
verbunden. Innerhalb der UBS sind die Arabinoxylane aus Dinkel und Weizen am wenigsten ver-
knupft. In der Gruppe der LBS weisen ebenfalls Hirse- und Mais-Arabinoxylane den grof3ten Ver-
knupfungsgrad auf, wohingegen die Arabinoxylane von Roggen nur sehr wenig verknipft sind. Die
Arabinoxylane der UBS sind zwischen 8 (Dinkel) und 39 (Roggen) mal starker tber Diferulaséure-
briicken miteinander verbunden als die in den entsprechenden LBS. Dies kann einen wesentliche
Faktor fur die Unloslichkeit der Arabinoxylane als Bestandteile der UBS darstellen.

Die Kopplung von FS-Arabinoxylan-Verbindungen tber DFS fiihrt zur Gelierung der Arabinoxyla-
ne (GEISSMANN & NEUKOM, 1973, IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1995, NG et al., 1997).

NG et al. (1997) versetzten eine Losung eines Glucuronoarabinoxylans mit Peroxidase und Wasse
stoffperoxid bis zur Gelierung. Sie konnten die Gelbildung in direkten Zusammenhang mit einer
Abnahme des Gehaltes an FS und einer Zunahme an DFS setzen. Sie berechneten, dal3 die A
binoxylane in Gelform um den Faktor zehn stérker Uber Diferulasdurebriicken verknipft waren al
die in Loésung. Auf die gleiche Weise kdnnen DFS teilweise fur die Unldslichkeit der Arabinoxyla-
ne als Bestandteile der UBS verantwortlich sein (SAULNIER et al., 1995). Auch wenn bisher all-
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gemein angenommen wurde, dafd die Loslichkeit der Arabinoxylane hauptséchlich von ihrem Ara-
binosesubstitutionsgrad beeinflul3t wird, zeigen die hier erzielten Ergebnisse, dal3 die Ldslichkei
der Arabinoxylane stark von dem Verknupfungsgrad tGber DFS abhangt. Dies erscheint logisch, d
durch Verknipfung von Arabinoxylanen durch nur wenige DFS-Briicken das Molekulargewicht der
Arabinoxylane immens steigt.

Das Ergebnis, dal3 der FS-Dimerisierungsgrad (s. vorheriges Kapitel) der Arabinoxylane der LBS
geringer ist als der der Arabinoxylane der UBS, steht in Gegensatz zu den Ergebnissen vo
GRABBER et al. (1995). Diese Arbeitsgruppe zeigte anhand von Zellsuspensionen von Mais, dal
die Zellwand auf eine Drosselung der Ferulasauregehalte der Arabinoxylane mit einer erhéhten Di
merisierung der wenigen Ferulasduregruppen reagiert. Durch Manipulationen mittels Enzyminhi-
bitoren wurde der Ferulasauregehalt in der Zellwand auf ein Viertel des urspringlichen Gehalte
verringert. Der Dimerisierungsgrad stieg parallel von 15 auf 27 % an. Die Arabinoxylane der hier
untersuchten LBS, die einen deutlich geringeren FS-Gehalt besitzen, weisen jedoch auch geringe
Dimerisierungsgrade als die Arabinoxylane der UBS auf. Ein Grund daftir kann sein, dal3 die Ver-
teilung der FS Uber das Arabinoxylan in den manipulierten Zellwadnden als Reaktion auf das ver:
minderte Ferulasaure-CoA-Angebot regelmaldiger angelegt wird, um die Mdglichkeit des Crosslin-
king Uber DFS zu maximieren (GRABBER et al., 1995). Die LBS stammen jedoch aus nicht mani-
pulierten Zellwanden, die sowohl Arabinoxylane mit hohem Ferulasauregehalt als auch solche mi
niedrigem Substitutionsgrad besitzen. Der direkte Vergleich mit dem Modell aus manipulierten
Maiszellsuspensionen erscheint daher schwierig.

3.1.7 Vergleich der Diferulasauremuster von léslichen und unléslichen Ballaststoffen

Die prozentuale Verteilung der Gesamtdiferulasauren auf 8-5"-, 8-8-4'8- 5-5"- und 40-5'-
gekoppelte Diferulasauren ist in Kapitel 5.4.10 tabellarisch dargestellt. RALPH et al. (1994) weisen
deutlich darauf hin, daf3 8-5"-DFSc, 8-5"-DFSnc und 8-5-DFSdc in der Pflanzenzellwand den Di-
ester von 8-5"-DFSc als gemeinsamen Vorlaufer haben. Wahrend der alkalischen Hydrolyse kénne
aus dem cyclischen Diester sowohl 8-5"-DFSc als auch 8-5"-DFSnc entstehen. Durch Decarboxylie
rung von 8-5-DFSnc kann im weiteren Verlauf der Hydrolyse 8-5"-DFSdc gebildet werden. Bei der
Bestimmung sollten diese drei Sauren immer addiert werden. Ein Vergleich der Einzelsduren mact
keinen Sinn, da die Sauren fur die Kopplung der Arabinoxylane nicht relevant sind, sondern nur de
eine cyclische Diester, aus dem sie hervorgehen. Des weiteren hangen die Anteile der drei Saur
von den angewendeten Hydrolysebedingungen ab, so dal’ Vergleiche der Einzelsauren wenn b
haupt nur bei Einhaltung exakt gleicher Hydrolysebedingungen gestattet waren. Bei Analysenme
thoden, die die Derivatisierung der DFS mit einer Mischung aus BSTFA und Pyridin vorsehen, be-
steht auch bei diesem Schritt die Méglichkeit der Umwandlung von 8-5-DFSc zu 8-5-DFSnc
(RALPH et al., 1994). Ebenso sollten die Werte der beiden 8-8"-gekoppelten DFS addiert und ge
meinsam behandelt werden, da die Vorlaufer dieser Verbindung in der Pflanze nicht bekannt sin
(s. unten).

Die Diferulasauremuster fur die UBS aus den verschiedenen Getreidearten sind sehr &hnlich. At
bildung 23 zeigt die prozentuale Verteilung der DFS fur UBS und LBS aus Roggen. Das DFS-
Muster fur die UBS aus Roggen ist typisch fur die UBS. In allen UBS dominieren die 8-5"-
gebundenen DFS mit bis zu 54 % der DFS in Roggen. Danach folgenQd&-BFS mit bis zu

21 % in Hafer oder die 8-8"-DFS mit bis zu 26 % in Wildreis. Die lange Zeit allein bekannte DFS,
die 5-5"-DFS, tragt nur bis zu 16 % der DFS (Weizen) bei. Der Anteil @Bb4DFS ist mit bis zu
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Anteile der 8-5"-DFS betragen bis zu 45 % in Hafer, wohingegen 5-5"-DFS Ondl -®FS nur

mit bis zu 17 % (Gerste) bzw. 12 % (Mais) zu den DFS beitragen.

Die erhohten Gehalte an 8-8"-DFS in den LBS sind sehr interessant in Hinblick auf die Struktur de
8-8"-DFS-Ester in der Pflanze. Der radikalische Kopplungsmechanismus fiihrt bei der 8-8-
Kopplung der Phenoxyradikale zunachst zu einer Bis-Chinonmethidstru{Msb. 24). Hiervon
ausgehend kénnen theoretisch drei mogliche Wege eingeschlagen werden, die zu den Verbindung
2-4 fuhren (RALPH et al., 1994). Die beobachteten 8-8"-DFS kénnen bei der alkalischen Hydrolyse
entweder nur aus der Strukt8y einer Mischung der Strukturéhund 4 oder natirlich aus einer
Mischung aller drei Strukturen hervorgehen.

Abbildung 23: Diferulasduremuster der UBS und LBS aus Roggen
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Abbildung 24: Bildungsweg 8-8"-gekoppelter Diferulaséureester und Bildung der freien Sauren (alkalische Hydrolyse)

Welche der drei 8-8"-DFS-Ester-Strukturen in der Pflanze (und damit in den BS) vorliegen, ist bis-
lang nicht bekannt. Die Bedeutung der Klarung dieser Frage liegt darin, dal3 die Verbindungen
und4 Crosslink Strukturen darstellen. Bei der Bildung von StruBtfindet jedoch eine intramole-
kulare Umesterung mit Bildung dgd.actons statt. Bei der Umesterung wird eine Polysaccharid-
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kette abgespalten, so dal3 man StruBtuicht mehr als eine Crosslink Struktur betrachten kann.
Das heil3t, wenn nur Strukt@rallein in der Pflanze vorliegt, wirden Uber 8-8"-Strukturen keine
Polysaccharide miteinander verkntpft. Dies kénnte eine Erklarung fur die erhéhten Gehalte an 8-8
DFS in den LBS, in denen man nur einen niedrigen Verknipfungsgrad erwartet, darstellen.

3.1.8 Identifizierung von , cis*-Dehydrodiferulaséduren

Durch Belichtung der monomeren PCS wird edistranslisomerisierung erreicht. Unter Einwir-
kung von Licht sollten daher auch die DFS teilweise incti¢-ormen Uberfiihrt werden. Die einzi-

ge DFS, die keiner Isomerisierung unterliegen kann, ist 8-8"-DFSc. Fur die anderen DFS ergebe
sich unterschiedliche Mdglichkeiten der Isomerisierung. Vor allem ist zu unterscheiden, ob die
Isomerisierung die disubstituierte Alkenylgruppe betrifft, die nicht in den radikalischen Kopplungs-
prozeld einbezogen ist, oder die durch Kopplung trisubstituierte Alkenylgruppe. Wie Abbildung 25
zeigt, bestehen bei der Belichtung von 8-5"-DFSnc beide Mdglichkeiten.

OH trans,cis-8-5"-DFSnc cis,trans-8-5"-DFSnc

OH

Abbildung 25: Lichtbedingte Isomerisierung vamans,trans-8-5"-DFSnc

Natdrlich besteht auch die Méglichkeit der Isomerisierung beider Doppelbindungenizgia
Produkt. PACKERT (1993) stellte fest, dal3 monomere Zimtsaureis-Konfiguration in der GC

bei Trennung auf einer DB-5-Saule vor den entsprechetrdes-Sauren eluieren. Das gleiche
Elutionsverhalten konnte hier fir pCS und FS auch auf einer DB-1-Saule beobachtet werden. Den
entsprechend wurden auch in einer bestrahlten Probe von 5-5"-DFS zwei weitere Peaks beobacht
die vor demtrans,transProdukt eluierten, namlicbis,trans5-5"-DFS undcis,cis5-5"-DFS. Hier-

bei sollte diecis,cisSaure vor dercis,transSaure eluieren. Aus dem Bestrahlungsansatz von
trans,trans8-8"-DFSnc erhalt man jedoch zwei weitere Produkte, die nachrates,trans8-8"-
DFSnc eluieren. Fur die Isomerisierung der dreifach substituierten, in die radikalische Kopplung
einbezogene Alkenylgruppe ist das beschriebene Elutionsverhalten nicht gultig. Aufgrund diese
Elutionsverhalten kann man tber die Lage der isomerisierten Doppelbindung im Molekil spekulie-
ren, ein Strukturbeweis ist so jedoch nicht mdglich.

In allen untersuchten LBS und UBS konnten geringe MengertighQFS durch Vergleich der
relativen Retentionszeiten mit denen bestrahlter Proben und durch Vergleich der Massenspektre
nachgewiesen werden. Insgesamt wurden digl-DFS identifiziert: ,cis-5-5"-DFS (RRE.5 ue-

ors 0,722), £is*-8-5"-DFSnc (RRT.5"-ve-prs 0,888)und cis-8-5"-DFSc. Fir die Isomerisierung der
8-5"-DFSc gibt es nur eine Moglichkeit. Bei deis;-5-5"-DFS scheint es sich nach dem Elutions-
verhalten untis,trans5-5"-DFS zu handeln, bei decig-8-5"-DFSnc um dieis,trans8-5"-DFSnc

(Abb. 25) (Elution nach der entsprechendems,transSaure). Die Gehalte decis’-DFS wurden
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aus zwei Grinden nicht in die Quantifizierung der DFS und damit in die Betrachtungen der vorher-

gehenden Kapitel einbezogen:

1. Unter den angegebenen gaschromatographischen Bedingungen, die zur Bestimmung ds
.trans’-DFS optimiert wurden, kdnnen bei einigen Untersuchungsmaterialien Verunreinigun-
gen mit den gis-DFS co-eluieren.

2. Es sollten nur sicher identifizierte Verbindungen in die quantitativen Betrachtungen einbezoger
werden. Diese Voraussetzung ist fur dies;;DFS nicht gegeben (s.0.).

Der Fehler, der durch Nichtbeachtung des’;;DFS bei den quantitativen Bestimmungen entsteht,

sollte aber vergleichsweise gering sein. Eine Abschatzung der Peakflachen ergibt, dal3 der Ante

der ,cis*-DFS in den UBS maximal 3 %, in den meisten Féllen sogar weniger als 1 % ausmacht. In
den LBS ist der Anteil dercjs*-DFS teilweise etwas grof3er (z.B. LBS aus Gerste), aber auch hier
betragt der abgeschatzte Anteil maximal 5 %, in den meisten Fallen unter 3 %.

3.1.9 Vorlaufige Identifizierung und semiquantitative Bestimmung von 8-8-70-7-
gekoppelter Dehydrodiferulaséaure

In allen UBS und LBS konnte eine Substanz mit einem Molekil-lonenpeak von m/z 692 nachge-
wiesen werden (Abb. 26). Im Gegensatz zu den nicht Uber die phenolische Hydroxylgruppe gekop
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Abbildung 26: Massenspektrum (lon-Trap-Massenspektometer) von 8-8-7-DFS

pelten DFS weist diese Substanz ein um 18 erhthtes Molekulargewicht auf, was auf die Additior
von Wasser hindeutet. Bei der radikalischen Kopplung von Monolignolen mit Ligninoligomeren ist
die Addition von Wasser an dig-Position der intermediar entstehenden Chinonmethide haufig
beschrieben und steht in Konkurrenz zur Anlagerung anderer Nucleophile wie freier Sauren un
Alkohole (vgl. Kapitel 1.3.1.5). Die Anlagerung von Wasser sollte daher ebenfalls an die 7-Position
der wahrend der Kopplung der Ferulasaureradikale gebildeten Chinonmethide méglich sein. Es sin
mehrere Wege denkbar, Uber die Wasser an Chinonmethide angelagert werden kann und Uber
letztendlich ein Molekil mit dem Molekulargewicht von 692 entsteht. Die Addition von Wasser
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kann an Chinonmethide, die Uber die phenolische Hydroxylgruppe gekoppelt sind, in 7-Positior
erfolgen. Die Addition von Wasser an da®©8} -gekoppelte Chinonmethid wirde zu einem Pro-
dukt fuhren, dessen TMS-Derivat das geforderte Molekulargewicht besitzt (602 + HOTMS) (Abb.
27).

o oA O—Ara oTMS
O—Ara s o TMSO_ _O
Ara—0 TMSO
H20 o 1. Hydrolyse O
- OMe
OMe 5 Derivatisierung

OMe
OMe OTMS

Abbildung 27: Hypothetischer Mechanismus zur Bildung eine$84" -gekoppelten DFS-TMS-Derivats mit der Mo-
lekilmasse 692

Der Vergleich der Massenspektren von Verbindungen, die dem hypothetiseben-Brodukt
strukturell ahnlich sind, mit dem in Abbildung 26 dargestellten 143t diese Variante jedoch unwahr-
scheinlich erscheinen. Bei der Addition von Wasser an Chinonmethide, die nicht tber die phenoli
sche Hydroxylgruppe gekoppelt sind, mufte das addierte Wasser cyclisch in das Molekul z.B. al
Ether integriert werden, da ein Produkt mit einer neuen Hydroxylgruppe aufgrund der Derivatisie-
rung zum TMS-Derivat das Molekulargewicht von 692 lbertreffen wirde. Die Addition von Was-
ser an das 8-8"-gekoppelte Chinonmethidintermediat mit der anschlielBenden Cyclisierung zu einel
Tetrahydrofuranderivat (Abb. 28) stellt einen geeigneten Mechanismus dar.

Die bei der Massenspektrometrie gebildeten Fragmente sind ebenfalls mit dem Strukturvorschla
vereinbar. Ein drittes mogliches
Produkt, das durch die Anlage-

rung von Wasser an das 8-8-
gekoppelte Chinonmethid, der  Ara—o0
Bildung eines Lactons unter
Abspaltung eines Polysaccha-
ridrests und der darauffolgenden
Anlagerung eines zweiten Was-
sermolekils entsteht, ist mit o
dem Massenspektrum der beob-
achteten Verbindung nicht ver-

einbar. Nach den vorgestellten
Uberlegungen handelt es sich A0
bei der erstmalig beobachteter**® O O Oome M
DFS somit um 8-8-1-7'- OH

DFS. Gemald dem Bildungsme-

chanismus wirde diese Saure in
. . Abbildung 28: Mechanismus der Bildung des 8-8'&-7"-DFS-Diesters
der Pflanze als Diester vorliegen
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und somit eine weitere Crosslink Struktur darstellen. Eine eindeutige Identifizierung dieser Sub-
stanz durch unabhangige Synthese und NMR-Identifizierung bzw. die praparative Isolierung vor
Mengen, die eine eindeutige Strukturaufklarung gewahrleisten, ist bislang jedoch nicht gelungen.
Die semiquantitative Bestimmung von 8-8077"-DFS erfolgte, indem der Korrekturfaktor bezo-
gen auf den IS 5-5"-Me-DFS gleich 1,0 gesetzt wurde. Die Gehalte in den UBS variieren zwischet
113 ug ¢ in Weizen und 927 ug'gn Mais. Die Getreidearten, die einen niedrigen absoluten Ge-
samt-DFS-Gehalt besitzen, weisen auch niedrige Gehalte an 88 -DFS auf, die mit einem
hohen absoluten Gesamt-DFS-Gehalt zeigen hohe 8B7-7DFS-Gehalte. So weist Hirse, die
nach Mais den zweithochsten Gehalt an Gesamt-DFS besitzt, mit 324 WBSyauch den zweit-
héchsten Gehalt an 8-8"J-7"-DFS auf. Die Gehalte fur 8-8"-@-7"-DFS sind ca. zwei bis drei-

mal niedriger als die Gehalte fir 5-5"-DFS, die (bei Vernachlassigung @€s’4OFS) den gering-

sten Beitrag zu den Gesamt-DFS leistet. Die genauen Gehalte aller anderen Getreidearten sind
Kapitel 5.4.11 tabellarisch aufgefiihrt.

In den LBS konnte 8-8"-0-7"-DFS zwar in allen Getreidearten nachgewiesen werden, die Gehalte
lagen jedoch bei fast allen Getreidearten unterhalb der Bestimmungsgrenze mittels GC-FID von c:
3 ug ¢' LBS. Eine Ausnahme bildeten die LBS aus Weizen, in denen der Gehalt von@-B8~-7-

DFS zu 10 pg g LBS bestimmt wurde.

Die semiquantitativ bestimmten Gehalte der 8-&-7--DFS wurden ebenso wie dieig-DFS

nicht in die quantitativen Betrachtungen der vorherigen Kapitel einbezogen, da hierfir, wie bereits
erwéhnt, nur sicher identifizierte DFS verwendet werden sollten.

3.1.10 Identifizierung und semiquantitative Bestimmung 8-8"-gekoppelter Dehydrodisina-
pinsauren

Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, konnten in den LBS und UBS neben FS alkaliextrahierbare pCS
und SA nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dal3 pCS Uber die Bildung von Cyclobutandimere
dimerisiert und dadurch in geringem Maf3e zum Crosslinking beitragen kann (FORD & HARTLEY,
1990, PACKERT, 1993). Radikalische Dimerisierungsprodukte von pCS konnten jedoch nicht
nachgewiesen werden (QUIDEAU, 1994). Ein Grund daflr kann darin bestehen, dal3 pCS im Ge
gensatz zu FS hauptséchlich an Lignin gebunden vorliegt und auch erst spat im Lignifizierungspro
zel3 eingelagert wird. Untersuchungen auf Dimerisierungsprodukte der SA wurden bisher noclt
nicht durchgefiihrt. Die radikalische Dimerisierung von Sinapinsaureestern sollte nur zu zwei Zwi-
schenprodukten fuhren, denC4’- und den 8-8"-gekoppelten Chinonmethiden. Im Gegensatz zu
den DFS ist eine Kopplung in 5-Stellung aufgrund der zusatzlichen Methoxygruppe nicht moglich.
Uber das 89-4-gekoppelte Chinonmethid entsteht nach mechanistischen Uberlegungen durch
Eliminierung des Protons in 8-Stellung der zu den DFS analddd 8gebundene Diester, aus dem
man nach Verseifung die zu@4’-DFS analoge Séaure erhalten sollte. Wie bei den Ferulasauredi-
meren ist der Reaktionsweg nach Bildung des 8-8"-gekoppelten Chinonmethids weniger klar. Die
Bildungswege des in Kapitel 3.1.7, Abbildung 24 dargestellten Schemas sind in Analogie auch fu
die 8-8"-DSS bzw. deren Ester denkbar. Im alkalischen Hydrolysat sollten dann die cyclische Forn
der 8-8"-gekoppelten DSS (8-8"-DSSc, Abb. 29), die offene Form der 8-8"-gekoppelten DSS (8-8"
DSSnc, Abb. 29) oder beide Formen nachweisbar sein.
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Abbildung 29: Strukturen und Massenspektren der TMS-Derivate von 8-8"-DSSc (oben) und 8-8"-DSSnc (unten)

Beim Screening auf die vorgestellten Verbindungen fielen vor allem im Dimerenbereich des GC-
MS-Chromatogramms der UBS aus Wildreis zwei Peaks auf (Kapitel 5.5.1, Abb. 55). Die Massen-
spektren (Abb. 29) zeigten Molekil-lonenpeaks von m/z 734, was den Massen analoger DFS zL
zuglich zweier Methoxygruppen entspricht. Im Vergleich mit den Massenspektren der DFS wieser
die Spektren groRRe Ahnlichkeiten zu den Spektren der 8-8"-DFSc und 8-8"-DFSnc auf, mit den
Unterschied, dal sich viele Fragmente um m/z 30 oder 60 (entsprechend einer oder zweier zusat:
cher Methoxygruppen) unterschieden. Ein Peak mit einem @A 8DFS analogen Massenspek-
trum wurde nicht beobachtet.

Durch radikalische Kopplung von Sinapinséureethylester mittels Mn{Qua)de eine Reihe von
Kopplungsprodukten erzeugt. Nach alkalischer Hydrolyse, Extraktion und Derivatisierung der aus
ihren Estern freigesetzten Kopplungsprodukte wurden in den GC-MS-Chromatogrammen unte
anderen die entsprechenden Peaks mit den in Abbildung 29 gezeigten Massenspektren beobach
Dies deutete darauf hin, dal3 es sich bei den zu identifizierenden Substanzen tats&chlich um radika
sche Kopplungsprodukte der SA handelte.
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Zur sicheren Identifizierung der vermuteten DSS wurden Synthesen fur 8-8"-DSSc und 8-8"-DSSn
entwickelt. Durch radikalische Kopplung von Sinapinsauremethylester unter Verwendung von Ei-
sen(lll)-chlorid konnte das cyclische 8-8"-gekoppelte Dimer hergestellt werden. Nach Reinigung
des Rohprodukts und Verseifung wurde 8-8-DSSc erhalten. Die Struktur der synthetisierten Sub
stanz wurde durch NMR-Untersuchungen abgesichert. Die Synthese von 8-8"-DSSnc erfolgte durc
radikalische Kopplung von Sinapinsdureethylester mittels Mangaa(i#jat und anschlie3ender
Verseifung des Esters. Auch hier wurde die Absicherung der Struktur der synthetisierten Substan
mittels NMR durchgefuhrt (s. Kapitel 2.2.4.4).

Durch Vergleich der relativen Retentionszeiten und der Massenspektren mit denen der synthet
sierten Standardsubstanzen konnten die beiden in den UBS aus Wildreis erstmalig nachgewiesen
Substanzen als 8-8"-DSSc und 8-8-DSSnc identifiziert werden.

In der Folge wurden alle anderen UBS und LBS auf DSS untersucht. Des weiteren wurden ihre Ge
halte halbquantitativ bestimmt, indem die Responsefaktoren von 8-8-DSSc und 8-8-DSSnc ge
genlber 5-5-Me-DFS gleich 1,0 gesetzt wurden.

8-8"-DSSc wurde in den UBS von Weizen, Dinkel, Roggen, Gerste, Mais, Reis und Wildreis nach-
gewiesen, 8-8-DSSnc in den UBS von Weizen, Dinkel und Wildreis. Die quantitative Bestimmung
der 8-8-DSS konnte nur in Weizen, Dinkel, Reis und Wildreis erfolgen. Die Gesamtgehalte liegen
zwischen 32 pg 4 UBS in Dinkel und 692 ugyUBS in Wildreis. Dabei stellt nur der Wert fiir
Wildreis wirklich die Summe dar. In Reis konnte nur die cyclische Form identifiziert werden und in
Weizen und Dinkel konnten die Peaks fur 8-8"-DSSnc wegen Peakiiberlagerungen nicht ausgewe
tet werden. Da die Uberlagerten Peaks jedoch vergleichsweise klein sind, kdénnen die Gehalte an
8°-DSSnc nicht viel zu dem Gesamtgehalt beitragen. In den UBS von Roggen, Gerste und Mai
lagen die Gehalte an 8-8’-DSSc unterhalb der Bestimmungsgrenze von ca' BRS.g

In den LBS von Weizen, Dinkel, Roggen, Gerste, Reis und Wildreis wurde 8-8"-DSSc nachgewie-
sen, in den LBS von Weizen, Dinkel, Roggen und Wildreis 8-8"-DSSnc. In Gerste und Reis konn-
ten nur Spuren bestimmt werden, die Gesamtgehalte fur 8-8"-DSS in den LBS der anderen Getreic
liegen zwischen 5 und 31 pd §BS. Eine tabellarische Ubersicht der Gehalte ist in Kapitel 5.4.12
gegeben.

Ob SA tatsachlich an Polysaccharide oder an andere Biopolymere in der pflanzlichen Zellwanc
gebunden ist, bleibt zunachst ungeklart. Wie in Kapitel 3.2 beschrieben, existieren zwar Hinweise
darauf, dal SA zumindest teilweise an Polysaccharide gebunden ist, der Beweis hierfur steht jedot
noch aus. Sollte SA an Polysaccharide gebunden sein, so kénnen die DSS unter den bereits fir
8-8"-gekoppelten DFS beschriebenen Vorbehalten als Crosslinks fungieren. Die Natur des/der 8-8
gekoppelten DSS-(Di)ester(s) in der Pflanzenzellwand ist genauso ungeklart wie fur die/den 8-8"
DFS-(Di)ester. Sollten den 8-8"-Estern Crosslink-Funktionen zukommen, so ist der Einflu3 der
DSS (mit Ausnahme der UBS aus Wildreis) gegeniiber den DFS vergleichsweise gering. Die Sun
me der DSS betragt in den UBS nur zwischen 1 und 3 % der Summe der DFS. Die Ausnahme bi
den die UBS aus Wildreis. Hier betragt die Summe der DSS 24 % der Summe der DFS. Warum nt
in Wildreis grofRere Gehalte an monomerer und dimerer SA vorhanden sind, ist unbekannt. In de
LBS ist der Anteil der DSS (in denen sie identifiziert und quantifiziert werden konnten) mit 6 —
14 % der DFS etwas hdher als in den UBS.

In Kapitel 5.4.12 sind tabellarisch Faktoren zur Abschéatzung des Dimerisierungsgrades der SA au
gefuhrt. Im Gegensatz zur FS kdnnen hier keine generellen Unterschiede zwischen LBS und UB.
festgestellt werden. Auch innerhalb der UBS bzw. der LBS sind grofRe Schwankungen fir den Di-
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merisierungsgrad festzustellen. Der hochste Dimerisierungsgrad wurde fir die SA in den UBS au
Wildreis mit einem ungefahren prozentualen Anteil der DSS von 61 % der Gesamtsinapinsaurever
bindungen bestimmt. Ausgehend vom Konzept der freien radikalischen Kopplung, d.h. radikalische
Kopplung ohne die Steuerung durch Enzyme oder ,dirigierende Proteine* (DAVIN et al., 1997),
konnen derartig hohe Dimerisierungsgrade nur durch eine sehr regelméaf3ige Anordnung der SA e
reicht werden.

3.1.11 Gemischte Ferulasaure-Sinapinsaure- und Ferulasaurpara-Cumarsaure-Dimere

In den vorherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dal3 sowohl Ferulasaureester als auch Sinapi
saureester radikalisch dimerisieren kénnen. Daraus leitet sich die Fragestellung ab, ob die Mdglict
keit besteht, durch radikalische Kopplung auch Dimere, bestehend aus einem Ferulasaureester u
einem Sinapinsaureester, zu bilden. Da estergebundene FS in einem groRen UberschuR in der Pl
zenzellwand vorliegt, erscheint es wahrscheinlicher, dal3 die wenigen Sinapinsdureester mit eine
Ferulasaureester koppeln, als daf? sie eine Homokopplung eingehen. Die gleiche Uberlegung gilt fi
die an Polysaccharide gebundenen pCS. Im Gegensatz zu der SA konnte man bislang jedoch at
keine radikalisch gekoppelten Homodimere der pCS nachweisen.

Fur die Kreuzkopplung zwischen Ferulaséure- und Sinapinsaureestern kommen mit Ausnahme d
5-5"-Kopplung die gleichen Kopplungsmaoglichkeiten wie fir die Homokopplung der Ferula-
saureester in Frage, wobei natirlich bei der Kreuzkopplung nur die Ferulasaureester eine Kopplur
in 5-Stellung eingehen kénnen. Die nach Hydrolyse und Derivatisierung erhaltenen Ferulaséure
Sinapinsaure-Dimere (FS-SA) soliten im Massenspektrum einen Molekul-lonenpeak mit m/z 632
oder 704 zeigen.

Die GC-MS-Chromatogramme der untersuchten UBS und LBS wurden auf Peaks, deren Masser
spektren als Molekil-lonenpeak m/z 632 oder 704 enthalten, untersucht. Zwei Peaks (FS-SA | un
FS-SA II) mit einem Molekll-lonenpeak von m/z 704 konnten nachgewiesen werdeg{RRT

ors (FS-SA 1) 0,595; RRJs .me-prs (FS-SA 1) 0,767 (s. Kapitel 5.5.1, Abb. 56)). Sowohl FS-SA |

als auch FS-SA Il wurden in Spuren in den UBS aus Dinkel, Roggen, Weizen und Wildreis und in
den LBS von Reis, Dinkel und Weizen detektiert. Die Detektion der vermutlichen FS-SA erfolgte
somit nur in Materialien, in denen auch DSS identifiziert wurden. Das Massenspektrum von FS-SA
| (s. Kapitel 5.5.2, Abb. 61) zeigt Ahnlichkeiten zu dem von 8-8-DFSc. Der Molekul-lonenpeak
und die Hauptfragmente sind jedoch um m/z 30 (entsprechend einer Methoxygruppe) verschobel
Das Massenspektrum von FS-SA |l weist neben dem Molekul-lonenpeak und dem Fragment m/
689 (M-CH) keine charakteristischen Fragmente auf. Von den analogen DFS zeigt nur 8-5"-DFSnc
ein ahnlich linienarmes Massenspektrum. Eine auch nur vorlaufige ldentifizierung von FS-SA I
aufgrund eines uncharakteristischen Massenspektrums ware jedoch spekulativ. Da beide Subste
zen allerdings nur im Spurenbereich detektiert wurden und ihre Bedeutung als Crosslink Substar
als gering eingeschatzt wird, wurden keine weiteren Anstrengungen unternommen, die exakt:
Struktur der moglichen FS-SA zu klaren.

Fur die Kreuzkopplung zwischen FS und pCS zu Ferulaggaree€umarsaure-Dimeren (FS-pCS)
bestehen die gleichen Kopplungsméglichkeiten wie fur die FS-Homokopplung. Die nach Hydrolyse
und Derivatisierung erhaltenen FS-pCS sollten im Massenspektrum einen Molekul-lonenpeak mi
m/z 644 oder 572 zeigen. Beim Screening der GC-MS-Chromatogramme der untersuchten UB:
und LBS auf entsprechende Peaks konnten nur in den UBS von Mais und Reis Spuren einer Su
stanz nachgewiesen werden, dessen Massenspektrum (s. Kapitel 5.5.2, Abb. 62) den Moleki
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lonenpeak m/z 644 aufweist (RRF.me-ors 0,800). Ferner zeigt das Massenspektrum die zwei
Hauptfragmente der analogen 5-5°-DFS, jedoch um m/z 30 zum niedrigeren Masse-Ladungs
Verhaltnis verschoben. Da die UBS von Mais und Reis die hochsten Gehalte an pCS aufweise
sollte ein Nachweis mdglicher FS-pCS in diesen Materialien auch am wahrscheinlichsten sein. Die
se Substanz wurde jedoch wie die FS-SA nur im Spurenbereich detektiert, so dafd auch hier dara
verzichtet wurde, die Identifizierung durch Synthese einer Standardsubstanz abzusichern.

Da nur Spuren der gemischten Sauren detektiert wurden, scheint die Homokopplung der FS- ur
SA-Ester im Gegensatz zu der gemischten Kopplung bevorzugt. Dieses Phanomen ist ebenfalls a
der Ligninchemie bekannt. So zieht z.B. Coniferylalkohol ebenfalls die Homokopplung der ge-
mischten Kopplung mit den anderen Monolignolen vor. SYRJANEN & BRUNOW (1998) unter-
suchten die Neigung der Monolignole zur radikalischen Kopplung mit verschiedenen Dimeren aus
Zimtalkoholen, um Hinweise darauf zu bekommen, warum einige phenolische Substanzen bevor
zugt miteinander koppeln. Sie konnten zeigen, dal’ die Bereitschaft der verschiedenen phenolisch
Substanzen zur radikalischen Kopplung von ihrem Oxidationspotential und der Reaktivitat der ent:
sprechenden Radikale abhangt. Vor allem das Oxidationspotential hat einen groRen Einflul3. Kopy
lungsreaktionen finden bevorzugt zwischen phenolischen Substanzen mit dhnlichem oder gleiche
Oxidationspotential statt. Die radikalische Kopplung entspricht also nicht einem vollstandig zufalli-
gen Prozel3. Ausgehend von dieser Theorie Uberrascht es nicht, daf3 nur geringe Mengen an FS-
(und FS-pCS) nachgewiesen werden konnten.

3.1.12 Identifizierung von Ferulasaure-Monolignol-Kreuzprodukten aus unléslichen Ballast-
stoffen

Wie in Kapitel 1.3.1.5 bereits erwahnt, kann monomere FS als Crosslink zwischen Polysaccharide
und Lignin fungieren. Mittels NMR-Studien konnte gezeigt werden, dal3 der aktive Mechanismus
(Einbeziehung der FS-Polysaccharide in den radikalischen Prozel3) zur Kopplung von Lignin unc
Polysacchariden zumindest neben dem passiven Mechanismus (Addition der FS-Polysaccharide
intermediar entstehende Chinonmethide) ablauft, jedoch wahrscheinlich den Hauptmechanismt
darstellt (RALPH et al., 1992a, RALPH et al., 1992 b, RALPH et al., 1995, GRABBER et al., 1995,
QUIDEAU & RALPH, 1997). Unabhéangig von der Arbeitsgruppe von RALPH konnten JACQUET
et al. (1995) den Beweis fur den aktiven Mechanismus erbringen, indem sie nach alkalischer Hy
drolyse von Weizen- und Haferstroh erstmalig ein Kreuzprodukt aus FS und Coniferylalkohol mit-
tels GC-MS nachweisen konnten. Bei dem Kreuzprodukt handelte es sich ur@gagekoppelte
Produkt (Abb. 30), das nach dem in Kapitel 1.3.1.5, Abbildung 8 dargestellten Mechanismus gebil-
det wird. RENGER (1999) konnte dieses Kreuzprodukt ebenfalls in verschiedenen Getreidekaryop
sen mittels GC-MS identifizieren. Der Nachweis dieser Ferulasdaure-Monolignol-Kreuzprodukte
stellt eine elegante Methode dar, um die Bindungsverhaltnisse zwischen Polysacchariden un
Lignin zu Kklaren, da die Kreuzprodukte die ,Lignifizierung” im Dimerenstadium reprasentieren.
Aus diesem Grund wurden die GC-MS-Chromatogramme der alkalischen Hydrolysate der unldsli-
chen Getreideballaststoffe auf weitere Kreuzprodukte untersucht. Hierzu wurden die Massenspel
tren der Peaks im Dimerenbereich der Chromatogramme analysiert und in Verbindung zu mdagli-
chen Kreuzprodukten gebracht. Die sichere Identifizierung der Kreuzprodukte erfolgte dann durck
Vergleich der relativen Retentionszeiten und der Massenspektren (gesamte Spektren oder charak
ristische Fragmente) mit denen der synthetisierten bzw. isolierten Standardsubstanzen, dere
Strukturen mittels NMR abgesichert wurden.
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So konnten in den UBS folgende Kreuzprodukte (fur die Strukturformeln s. Abb. 30) identifiziert

werden:

UBS aus Dinkel:  (trans)4-O-3-CFE (threo underythro), 8-3-THF-CF (11), MEL

UBS aus Hafer: (trans}4-O-B-CFE threounderythro), 8-3-THF-CF (I1)

UBS aus Hirse: (trans}4-O-B-CFE threounderythro)

UBS aus Gerste: (trans)4-O-B-CFE threounderythro)

UBS aus Mais: nicht nachweisbar

UBS aus Reis: (trans}4-O-B-CFE threounderythro)

UBS aus Roggen: (trans)4-O-B-CFE threo und erythrg), (cis)4-O-3-CFE threo), 8-3-THF-
CF (I und II), MEL,iso-MEL

UBS aus Weizen: (trans)4-O-3-CFE threounderythro), 8-3-THF-CF (1), MEL

UBS aus Wildreis: (trans)4-O-3-CFE threounderythro

Maiskleie ist fast frei von Lignin (SAULNIER et al., 1995). Dies erklart, warum in den UBS aus
Mais im Gegensatz zu den anderen Getreiden keine Kreuzprodukte identifiziert wurden. Auch dit
Kdrner von nicht poliertem Reis sollten arm an Lignin sein, was hier wie auch beim Wildreis in nur
aulRlerst geringen nachgewiesenen Mengeftrams)4-O-3-CFE zum Ausdruck kommt. Dahinge-

gen werden die unldslichen Weizen- und Roggenballaststoffe als ,stark” lignifiziert beschrieben
(RYDEN & ROBERTSON, 1995b, BACH KNUDSEN et al., 1997). Entsprechend konnten in die-
sen UBS problemlos mehrere Kreuzprodukte nachgewiesen werden.

Die Identifizierung der isomeren KreuzproduKteans)4-O-3-CFE ¢threo und erythro) bestatigt

die Ergebnisse von JACQUET et al. (1995) und RENGER (1999). In Roggen wurde zusatzlich die
unter Lichteinwirkung entstehendes-Form desthreodsomeren identifiziert. Diese Verbindungen
zeigen, dal3 Lignin Uber eineGH3-Etherbindung an FS-Polysaccharide gebunden sein kann. Dieser
Nachweis konnte mit den oben erwahnten NMR-Studien in der Arbeitsgruppe von RALPH nicht
erbracht werden. Sie konnten zwar anhand einBgg&oppelten Produktes den aktiven Mecha-
nismus sicher nachweisen, di€4B-Bindung konnten sie jedoch nicht von de©4a-Bindung aus

dem passiven Mechanismus unterscheiden.

8-B-gekoppelte dimere Kreuzprodukte wurden bislang nicht nachgewiesen. Mittels NMR-Studien
(v.a. mit Hilfe des HMBC-Experiments) konnte die Arbeitsgruppe von RALPH jedoch eindeutig
nachweisen, dal3 die FS im ,oligomeren” und ,polymeren* Lignin Uber e@@®dung an Lignin
assoziiert ist, indem sie im Lignin eingebaute MEL-Strukturen identifizieren konnten. Hier wurde
die dimere Struktur von MEL undo-MEL nachgewiesen. Dies ist Uberraschend, da wahrend des
Bildungsmechanismus der MEL-Isomeren durch die intramolekulare Umesterung (s. Abb. 30) da:
Dimer von dem Polysaccharid abgeldst wird. Im Verlauf der Ballaststoffisolierung sollte diese Ver-
bindung spéatestens bei den Waschschritten mit Ethanol und Aceton extrahiert werden. Um zu Ube
prufen, ob es sich tatsachlich nur um Extraktionsriickstdnde handelt, wurden die aus Roggenkle
isolierten BS nach der enzymatischen Behandlung unterschiedlichen Methoden der Extraktion ur
terzogen. Die BS wurden 1. nur einmal mit Wasser gewaschen, 2. je einmal mit Wasser, Ethanc
und Aceton gewaschen und 3. zweimal mit Wasser gewaschen und im Anschlu3 je 5 h mit Ethanc
und Aceton in einer Soxhlet-Apparatur extrahiert. In den alkalischen Hydrolysaten aus allen del
unterschiedlich behandelten BS konnten MEL wstedMEL in vergleichbaren Mengen nachgewie-

sen werden. Von daher erscheint es unwahrscheinlich, daf3 es sich um Extraktionsrickstande he
delt. Eine andere Mdoglichkeit ist, daf? MEL usd-MEL (zumindest teilweise) erst unter den Be-
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dingungen der Analyse der phenolischen Substanzen (Verseifung, Ansauern, Extraktion, Derivati
sierung) aus einem Vorlaufer gebildet werden. Nach mechanistischen Uberlegungen sollte die Vel
bindungl in Abbildung 30 den Vorlaufer von MEL unso-MEL darstellen. Diese Verbindung ist
noch mit dem Polysaccharid assoziiert und stellt somit eine Crosslink-Verbindung zwischen Poly-
sacchariden und Lignin dar. Nach der Verseifung mit der einhergehenden Abspaltung von dem Pc
lysaccharid wirden z.B. in der sauren Losung vor/wahrend der Extraktion geeignete Bedingunge
fur die Lactonbildung vorliegen. Ein solcher Mechanismus stande mit den oben dargestellten Er
gebnissen der Extraktionsversuche im Einklang. Untermauert wird diese Theorie dadurch, daf i
allen BS, in denen MEL (unto-MEL) nachweisbar waren, ebenfallsB8FHF-CF identifiziert
wurde. Bei 88-THF-CF | und Il handelt es sich um zwei Isomere, wahrscheinlich, wie in Abbil-
dung 30 angedeutet, um dieeo- underythro-lsomere. 88-THF-CF entsteht durch Verseifung aus

1 und beweist die Existenz eines Lignin-Polysaccharid-Crosslinks Uber g#Ringlung. Des
weiteren kann, wie bereits erwahnt, MEL (usd-MEL) aus 88-THF-CF durch Bildung des Lac-

tons hervorgehen.

RALPH et al. (1995) vermuteten, dal’ die FS-Polysaccharide als Initiierungsstellen fur die Lignifi-
zierung dienen. Sie begriindeten ihre Vermutung damit, daf3 sie in ihren NMR Studien keine Struk
turen finden konnten, die nur durch Kopplung von einem Ferulasdureester an ein bereits gebildete
Lignin-,Dimer* oder -,Oligomer” entstehen kbnnen. Dienen Ferulasdureester tatsachlich als Initiie-
rungsstellen fir die Lignifizierung, so reagieren sie nur mit Coniferylalkoholmonomeren (oder ent-
sprechend mit Sinapylalkoholmonomeren). Bei Kreuzkopplungen mit monomeren Coniferylalkohol
koppelt dieser bevorzugt if-Stellung und dirigiert seinen Kopplungspartner (aul3er beB- 8-
Kopplungen) in die weniger bevorzugten 4- oder 5- Stellungen (QUIDEAU & RALPH, 1994). Da-
nach ist auf3er den hier identifiziertenO48- und 84-
Kopplungen nur noch eine SKopplung moéglich (Abb.

31). Dimere Kreuzprodukte, die Uber eing3-Bindung
gekoppelt sind, konnten jedoch in keinem Fall nachgewie-
sen werden. Ebenso konnten keine dimeren Kreuzprodukte,
bestehend aus Ferulasaure und Sinapylalkohol, identifiziert
werden.

Die Kopplung von Polysacchariden an Lignin hat einen
erheblichen Einflud auf die physikochemischen Eigen-
schaften der Polysaccharide. Diese Einflisse und die mog-
lichen Bedeutungen fiir die physiologischen Eigenschaften

Ara—O

HO

OH
werden in Kapitel 3.3 naher diskutiert. Abbildung 31: Hypothetisches B-Ferulasaure-

Coniferylalkohol-Kreuzprodukt
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3.2 Isolierung und ldentifizierung von Phenolcarbonsaure-Oligosaccharid-
Verbindungen aus unléslichen Ballaststoffen

3.2.1 Isolierung und Identifizierung von Phenolcarbonséaure-Oligosaccharid-
Verbindungen aus unléslichen Ballaststoffen aus Roggenkaryopsen

3.2.1.1Hydrolyse der unl6slichen Roggenballaststoffe und Reinigung des Hydrolysats

Durch die enzymatische Hydrolyse der UBS aus Roggen mit Driselase bei 37 °C fur 48 h werdel
durchschnittlich 49 % des Ausgangsmaterials hydrolysiert. 44 % der pCS, 64tfanddfS und

76 % dercis+S (bezogen auf die Gehalte in den UBS aus Roggen) gehen wahrend der enzymat
schen Hydrolyse in Lésung. pCS ist teilweise Uber Esterbindungen an Lignin assoziiert. Von dahe
ist es verstandlich, daR durch Anwendung von Carbohydrasen prozentual weniger pCS hydrolysie
wird als FS, die vorwiegend an Polysaccharide gebunden ist. Des weiteren besteht die Mdglichkei
daR die Bindung von pCS an Polysaccharide den Abbau der Polysaccharide durch die Carbohydr
sen starker hemmt als die Bindung von FS.

Die Reinigung des Hydrolysats wurde an einer Amberlite XAD-2 Saule durchgefuhrt. Die Elution
der aufgegebenen Substanzen erfolgte mitte@, MeOH/HO 50/50 und MeOH. Mit der }D-
Fraktion eluieren 3 %ranspCS, 9 %trans+S und 3 %cis-FS (bezogen auf die jeweilige PCS im
Hydrolysat). Die PCS in dieser Fraktion sollten an héhermolekulare Oligosaccharide gebunder
sein, die das Verhalten der PCS-Oligosaccharide auf der Saule diktieren. Solche PCS
Oligosaccharide werden nicht retardiert und eluieren zusammen mit den Mono- und Oligosacchari
den. Die MeOH/HO-Fraktion enthélt 90 % déranspCsS, 89 % detransFS und 93 % deris-FS.

In dieser Fraktion eluieren die PCS-Oligosaccharide, deren Eigenschaften bei der Reinigung vo
der jeweiligen PCS bestimmt werden. Entsprechend handelt es sich bei dem Oligosaccharidante
um niedermolekulare Oligosaccharide. Mit MeOH werden die freien PCS sowie andere hydropho-
bere Substanzen eluiert. Diese Fraktion enthalt fra¥spCS, 3 %transFS und 4 %cis-FS. Da
Driselase keine Esteraseaktivitat aufweist (BORNEMANN et al., 1990, RALET et al., 1994), han-
delt es sich bei der eluierten FS wahrscheinlich nicht um freie FS. Ebenfalls erscheint die Bindun
der FS an andere hydrophobe Substanzen unwahrscheinlich, da diese unter den Bedingungen
enzymatischen Hydrolyse nicht in Losung gehen sollten. So ist es mdglich, dal3 es sich hier um Re
ste von PCS-Oligosacchariden handelt, die von dem vorherigen Elutionsschritt auf der Saule ver
blieben sind.

Durch die Behandlung der UBS aus Roggen mit 50 mM TFA bei 100 °C fur 3 h werden durch-
schnittlich 56 % des Ausgangsmaterials hydrolysiert. SAULNIER et al. (1995) konnten bei An-
wendung der genannten Bedingungen auf Maiskleie feststellen, daf’ sich der Rickstand hauptsac
lich aus Cellulose zusammensetzt, wohingegen die Heteroxylane zu 80 — 90 % in Losung gehel
Ahnliche Verhaltnisse kdnnen auch hier angenommen werden. Die Bestimmung der PCS ergal
dal3 bei der Hydrolyse 60 #@anspCS, 75 %ransFS und 90 %is-pCS in Lésung gehen.

Bei der Reinigung an Amberlite XAD-2 eluieren 11 % tlanspCS, 4 % detransFS und 9 %

der cis-FS in der HO-Fraktion und sind folglich an héhermolekulare Oligosaccharide gebunden.
82 % dertranspCS, 89 % detransFS und 86 % decis-FS sind in der MeOH/pD-Fraktion vor-
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handen, und 7 % déranspCS, 7 % detransFS und 5 % decis-FS werden mit MeOH eluiert.

Der prozentuale Anteil der PCS in der MeOH-Fraktion nach saurer Hydrolyse ist nur geringfligig
héher als der nach enzymatischer Hydrolyse. Dies zeigt, dal’ unter den angewendeten Bedingung
die glykosidischen Bindungen gespalten werden, die Esterbindungen der PCS zu den Biopolymere
jedoch nur geringfigig hydrolysiert werden.

Fur die gelpermeationschromatographischen Fraktionierungen wurden die M&OF#Aktionen
weiter verwendet.

3.2.1.2 Gelpermeationschromatographische Fraktionierung der gereinigten Hydrolysate

Die GPC-Fraktionierung der gereinigten Hydrolysate wurde an Sephadex LH-20 als stationéare
Phase und mit Wasser als Eluenten durchgefiihrt. Abbildung 32 zeigt die GPC-Chromatogramm
fur die Fraktionierung der enzymatischen und der sauren Hydrolysate.

Zur weiteren Untersuchung wurden aus dem enzymatischen Hydrolysat elf Fraktionen (E1 — E11
und aus dem sauren Hydrolysat vier Fraktionen (S1 — S4) gesammelt (Abb. 32). Um fur die Identi
fizierung ausreichende Substanzmengen zu erhalten, muf3ten sechs enzymatische und vier sa
Hydrolysate chromatographiert werden. Die GPC-Trennungen waren ausreichend reproduzierba

1000 —

1 Enzymatisches Hydrolysat
S
E
c
9
‘é 500 —
(=]
1]
Q
<
0 : . . . . . . . . .
0 500 1000 1500 2000 2500
Zeit [min]
Saures Hydrolysat
4
800 —
S
E
c
ke
g
S 400
Q
<
1 2
3
[0} T T T
0 1000 2000 3000
Zeit [min]

Abbildung 32: GPC-Chromatogramme der enzymatischen (oben) und sauren (unten) Hydrolysate (MeOH/H
Fraktion) der UBS aus Roggen
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um die Fraktionen aus den unterschiedlichen Laufen zu vereinigen.

Unter den Bedingungen der Fraktionierung des enzymatischen Hydrolysats wirde Xylose als Mo
lekdl, das in das gesamte Porenlabyrinth eindringt, nach ca. 540 min eluieren, unter den Bedingul
gen der Fraktionierung des sauren Hydrolysats nach ca. 390 min. Die stark verlangerten Elutions
zeiten (bis zu 42 h bei der Fraktionierung des enzymatischen Hydrolysats bzw. 58 h bei der Frak
tionierung des sauren Hydrolysats) zeigen deutlich das Auftreten der in Kapitel 2.3.4 beschriebene
sekundaren Wechselwirkungen zwischen phenolischen Substanzen und Sephadex LH-20 als stat
narer Phase.

Im folgenden werden die Ergebnisse der Screening-Methoden und die weitergehende Fraktionie
rung bzw. Reinigung nur fur die Fraktionen vorgestellt, aus denen identifizierbare Verbindungen
gewonnen wurden.

3.2.1.3Isolierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Tetrasaccharids aus der Frak-
tion E9

Die dunnschichtchromatographische Untersuchung der Fraktion £% (K40) ergab erste Hin-

weise auf das Vorliegen einer PCS-Oligosaccharid-Verbindung. Eine Substanz mit dem Rf-Wer:
von 0,34 konnte sowohl durch Loschen dapsorption [AU] teiea o 00 00 ]
Fluoreszenzindikators als auch durch Dec- - ' il
tektion mittels Zuckerdetektionsreagenz - ooooooen T T T L
nachgewiesen werden. - - F
Beim PCS-Oligosaccharid-Screening mittels - AV
HPLC-DAD konnten zwei Hauptpeakd ( — / -
und 2 in Abb. 33) mittransFS &hnlichem -
Spektrum beobachtet werden. Des weiteren— - - ] T
wiesen einige der kleineren Peaks ebenfalls-
Spektren auf, die ddarans+S oder decis- ]
FS ahnlich waren. Die Peaktsund 2 konn- .
ten nicht durch Variation der chromatogra- -
phischen Bedingungen getrennt werden. Es] -
wurde lediglich eine Plateaubildung zwi-
schen den beiden Peaks erreicht, was darat
hinweist, dal3 es sich bei den beiden Peak:]
um eine Substanz im Gleichgewicht handelt. ]
Sowohl PeaKl als auch PeaR zeigten bei 7 ||
den massenspektrometrischen Untersuchun ]
gen Quasi-Molekll-lonen mit m/z 745 ]
(M+Na)" und m/z 761 (M+K). Daraus laRt
sich das Molekulargewicht der den Peaks ]
entsprechenden Substanzen zu 722 bestim™]
men. Dies entspricht einer Verbindung, be- __\»J/
stehend aus FS und vier Pentosen. Um zt ]
Uberprifen, ob die beiden Peaksund 2
tatsachlich einer Substanz im Gleichgewicht =~ 10 o '2(') o ;]30' Zei; [min]

entsprechen, wurden die den Peaks zugeAbbildung 33: HPLC-Chromatogramm der Fraktion E9 (UV-
Detektion bei 280 nm)
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ordneten Fraktionen gesammelt und erneut injiziert. Aus beiden den Paall® entsprechenden
Substanzen wurden wiederum Chromatogramme erhalten, die beide Peaks im gleichen Verhaltn
zueinander aufwiesen. Diese Ergebnisse bestatigten die Theorie, dal’ es sich um eine Substanz
Gleichgewicht handelt, wahrscheinlich um die und -Anomeren einer reduzierenden Zucker-
komponente.

Nach Optimierung der chromatographischen Bedingungen fir die praparative HPLC-Trennung
wurden die den Pealsund2 entsprechenden Substanzen auf dem praparativen HPLC-System 1 (s.
Kapitel 2.3.6) isoliert, vereinigt und fur die ldentifizierungsreaktionen bereitgestellt.

Die phenolische Komponente der isolierten Verbindung wurde nach alkalischer Hydrolyse mittels
HPLC-DAD bestimmt. Im alkalischen Hydrolysat wurden tmansFS undcis-FS nachgewiesen.

Das Verhéltnis zwischetmans- und cis-FS betragt 39:1. Dieis-FS kann wahrend der Analyse aus
transFS entstanden sein, obwohl versucht wurde, den Lichteinflu3 soweit wie mdglich zu reduzie-
ren. Die Hydrolyse unter milden alkalischen Bedingungen weist aul3erdem auf eine Esterbindun
zwischen der FS und der Kohlenhydratkomponente hin.

Die Zuckerkomponenten wurden nach saurer Hydrolyse und Derivatisierung als Alditolacetate
mittels GC-FID bestimmt. Uber den Vergleich der relativen Retentionszeiten, bezogen auf die in-
ternen Standardsubstanzen Erythrit mmgbInosit, konnten Arabinose und Xylose im ungefahren
Verhaltnis 1:3 identifiziert werden.

Aus der massenspektrometrischen Analyse der Substanz mittels FIA-MS wurden nur wenige neu
Erkenntnisse abgeleitet, da trotz Variation der Fragmentorspannung kaum Fragmente beobacht
werden konnten. Bei einer Fragmentorspannung von 80 V bildet m/z 745 (Mebla)Basispeak.

Das Quasi-Molekiil-lon (M+K)mit m/z 761 zeigt eine Intensitat von ca. 10 %. Mit einer Intensitat
von ca. 5 % wird m/z 132 beobachtet, was einer abgespaltenen Pentoseeinheit entspricht. Signz
mit Intensitaten kleiner 5 % wie m/z 613 oder m/z 349 kdnnen ausgehend von (Mhixeh) den
Verlust einer oder drei Pentoseeinheiten erklart werden.

Zur Bestatigung der bisherigen Ergebnisse, vor allem aber zu Klarung der Bindungsverhaltniss:
wurde die NMR-Spektroskopie eingesetzt. Folgende Experimente wurden mit der zu identifizieren-
den Substanz durchgefiihtti, **C-BB, DEPT, (H,H)-COSY, HMQC und HMBC.

Abbildung 34 zeigt dasH-NMR-Spektrum der zu identifizierenden Verbindung, die vorgegriffen
auf die Resultate bereits mit FAXXX (Abb. 35) bezeichnet sei. Man kann das Spektrum in die Phe-
nolcarbonsaureregion (ca. 6,3 — 7,7 ppm) und die Kohlenhydratregion (ca. 3,2 — 5,4 ppm) unterte
len. Wie man Tabelle 4 entnehmen kann, wurden folgenden Signalen Ferulasaureprotonen zugeor
net: 47,66 ppm (d,J; s 15,9 Hz, H7), 7,23 ppm (s, H2), 7,15 ppm (d, H6), 6,90 ppris@3,0 Hz,

H5), 6,40 ppm (d, H8). Diese Zuordnung erfolgte im Vergleich mit publizierten Daten (KATO et
al., 1987), kann aber auch einfach mit Hilfe von Inkrementsystemen und den Informationen aus de
2D-Experimenten vorgenommen bzw. bestatigt werden.

Die Kopplungskonstantd g kann zur Unterscheidung vorans- undcis-FS herangezogen werden.

In Ethylenderivaten ist die Kopplung zwischeig-standigen Protonefis = 6 — 14 Hz, meist 10)
kleiner als die zwischemans-standigen {yans= 14 — 20 Hz, meist 16). Die hier bestimmte Kopp-
lungskonstante vor; g = 15,9 Hz bestétigt das HPLC-Ergebnis, daRtdassIsomer der FS vor-

liegt. Des weiteren kann eine Kopplung zwischen H5 und H6 beobachtet werden. Die Kopplungs:
konstantels s = 8,0 Hz bestatigt ihrertho-Stellung im Aromaten (ZANGER, 1972).

Die Zuordnung der Signale der Kohlenhydratprotonen ist ungleich aufwendiger, da sich der Koh-
lenhydratbereich sehr viel komplexer gestaltet. Bei der Zuordnung der Protonensignale von
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Abbildung 34: *H-NMR-Spektrum von FAXXX unterteilt in die Phenolcarbonsaureregion (oben) und die
Kohlenhydratregion (unten)
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Abbildung 35: Strukturformel von O-B-D-Xylopyranosyl-(1-4)-O-[5-O-(trans-feruloyl)-a-L—arabinofuranosyl-
(1 - 3)]-O-B-bD—xylopyranosyl-(1- 4)-b—xylopyranose (FAXXX)
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Oligosacchariden geht man typischerweise von den anomeren Protonen aus. Diese sind normale
weise leicht aufzufinden, da sie durch die zeratandigen Sauerstoffatome am schwachsten abge-
schirmt und somit tieffeldverschoben sind. Darliber hinaus koppeln die anomeren Protonen nur m
einem weiteren Proton und ergeben daher als einzige Protonen im Kohlenhydratbereich Dubletts. |
dem erwarteten Molekul sollten finf Dubletts zu erkennen sein (Aab{1H1, SX-H1, X"-H1 und
X"-H1). Tatsachlich sind nur vier Dubletts sowie ein verbreitertes Singulett zu erkennen. Die Zu-
ordnung der Dubletts bzw. des Singuletts erfolgte anhand von Literaturdaten (KATO et al., 1987
ISHII & HIROI, 1990a, HOFFMANN et al., 1991, HOFFMANN et al., 1992a, HOFFMANN et al.,
1992b, GRUPPEN et al., 1992), sie kann aber auch nach Klarung der Bindungsverhéaltnisse mit Hi
fe des HMBC-Experiments erfolgen. Anhand der Korrelationspeaks im (H,H)-COSY-Spektrum
kénnen die Kopplungen der Protonen durch die gesamte Monomereneinheit verfolgt werden. Die
Zuordnung der Signale, die chemischen Verschiebungen sowie die Kopplungskonstanten (nur fC
die anomeren Protonen bestimmt) kénnen Tabelle 4 entnommen werden. Das (H,H)-COSY
Spektrum von FAXXX ist beispielhaft fir die Kohlenhydratregion (ohne Arabinose H1-Singulett)
in Abbildung 36 dargestellt. Die den Protonen zugeordneten Signale sind markiert.

Ausgehend von den sicher zugeordneten Protonensignalen konn&EiC-@ignale den entspre-
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Abbildung 36: (H,H)-COSY-Spektrum von FAXXX (Kohlenhydratregion)
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chenden Kohlenstoffatomen mit Hilfe des HMQC-Spektrums zugeordnet werden. Im HMQC-
Spektrum zeigen Korrelationspeaks die Kopplung von Protonen an Kohlenstoffatome tber ein
Bindung an. Abbildung 37 zeigt das HMQC-Spektrum von FAXXX.

Hilfreich fUr die Zuordnung ist, daf3 die dunkelblauen/schwarzen Korrelationspeaks die Kopplung
von sekundaren Kohlenstoffatomen, die roten die Kopplung von primaren oder tertiaren Kohlen-
stoffatomen anzeigen. Die Zuordnung sekundérer Kohlenstoffatome kann alternativ auch mit Hilfe
des DEPT-Spektrums erfolgen, in dem die sekundaren Kohlenstoffatome ebenfalls negative Signa
zeigen. In Abbildung 37 sind die Zuordnungen fur die Kohlenstoffatome der FS sowie fur die ano-
meren Kohlenstoffatome markiert. Die Zuordnung der Korrelationspeaks fir die Gbrigen Kohlen-
stoffatome erfolgt in einem vergroRerten Ausschnitt. Quartare Kohlenstoffatome sind aufgrund
mangelndefJ(C,H) nicht zu erkennen, kénnen aber im HMBC-Spektrum zugeordnet werden.

Die Zuordnung aller Protonen- und Kohlenstoffsignale ist in Tabelle 4 dargestellt.

Phenolcarbonséureregion l Kohlenhydratregion
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Abbildung 37: HMQC-Spektrum von FAXXX (ohne F-H7/F-C7)



3 Ergebnisse und Diskussion - 68 -
Tabelle 4:'H- und **C-NMR-Daten fiir FAXXX
oH1 (%J.o) dH2 dH3 dH4 & H5¢, & H5ax
B-D-Xyl p 4,58 (7,9) 3,24 3,54 3,76 4,05 3,36
a-D-Xyl p 5,18 (3,6) 3,54 na na na na
B-D-Xyl" p 4,49 (7,7) 3,44 3,72 3,82 4,12 3,38
BD-Xyl”" p 4,42 (7,8) 3,27 3,41 3,60 3,91 3,26
a-L-Ara f 5,40 (-) 4,22 4,00 4,54 4,50 4,32
dH2 O H5 (3Jse) dH6 6H7 (3Jrg) dH8 dOMe
FS 7,23 6,90 (8,0) 7,15 7,66 (15,9) 6,40 3,87
46C1 5C2 5C3 6C4 5C5
B-D-Xyl p 96,97 74,38! 74,45! 76,92 63,45
a-D-Xyl p 92,48 71,411 71,85! 77,10 59,31
B-D-Xyl" p 102,07 73,71 78,35 74,23 63,32
BD-Xyl” p 102,15 73,50 76,07 69,68 65,57
a-L-Ara f 108,38 81,24 78,19 82,47 64,69
FS 127,15 111,85 148,3* 148,8* 116,40
5C6 6C7 5C8 5C9 dOMe
FS 124,02 147,16 114,41 169,59 56,36

| - Zuordnung kann vertauscht sein na - Signale nicht auszuwerten bzw. nicht zu beobachten * - Wert aus HMBC entnommen

Zur Diskussion der chemischen Verschiebungen werden die aus dem HMBC-Experiment (s.u.) er
haltenen Informationen Uber die Ringform (Xylopyranose und Arabinofuranose) und daraus resul
tierend Uber die anomere KonfiguratiamArabinose,a/3-Xylose, 3-Xylose”, 3-Xylose ) voraus-
gesetzt.

Der Vergleich der chemischen Verschiebungen der anomeren Kohlenstoffatome mit Literaturdatel
fir a-L-Arabinofuranose undy/(3-b-Xylopyranose (BOCK & PEDERSEN, 1983) zeigt, welche
Monomeren in 1-Stellung verknipft sind. In der Literatur sind&@1 a-Araf, 6 C1 a-Xylp und

0 C1B-Xylp Werte von 101,9, 93,1 und 97,5 ppm angegeben. Die C1-Signate_flra sowie-

D-Xyl” und B-b-Xyl”" sind deutlich (5 — 6 ppm) tieffeldverschoben, was auf eine Bindung tber die
1-Position hinweist. Die C4-Signale der reduzierenden KohlenhydratkompomghbeXyl sind
gegenuber den Literaturwerten fi3-Xylopyranose um ca. 7 ppm tieffeldverschoben. Dies deutet
auf eine Verknupfung tGber die 4-Position hin.

Der Vergleich der weiteren chemischen Verschiebungen der 1-gebundenen Kohlenhydratkompa
nenten erfolgt anhand der Literaturwerte fiir die entsprechenden 1-Methylpyranoside bzw. —furano
side (BOCK & PEDERSEN, 1983). Daraus laf3t sich@ir-Xyl" ebenfalls eine weitere Bindung in
4-Stellung ableiten. Des weiteren ist die chemische Verschiebung von C3 um ca. 1,5 ppm tieffeld
verschoben. Hieraus kann jedoch nicht sicher eine Bindung tber die 3-Stellung nachgewiesen we
den. FuUrB-p-Xyl” wird keine weitere Bindung mehr angenommen. Die chemische Verschiebung
von C5 vona-L-Ara ist im Gegensatz zum Literaturwert um 2,3 ppm zu héheren Werten verscho-
ben, was eine Verkniupfung der Arabinose tUber C5 andeutet.
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Abbildung 38: HMBC-Spektrum von FAXXX (Kohlenhydratregion)
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Zur Bestéatigung der aus défC-NMR-Daten abgeleiteten Bindungsverhaltnisse kann das HMBC-
Spektrum herangezogen werden. Mit Hilfe des HMBC-Experiments kdnnen C-H-Kopplungen tber
zwei oder drei Bindungen erkannt werden. Damit eignet sich dieses Experiment nicht nur zur Auf-
klarung der Bindungen zwischen den Kohlenhydrateinheiten untereinander und zur FS (Beispiel it
Abb. 39), sondern auch zur Klarung der Ringformen der Kohlenhydrate (Abb. 39).

Abbildung 38 zeigt die Kohlenhydratregion des HMBC-Spektrums von FAXXX. Die Korrelations-
peaks, die Aufschluf3 tber die Bindungen der Kohlenhydratkomponenten untereinander oder an d
FS geben, sind rot beschriftet, diejenigen, die zur Bestimmung der Ringform geeignet sind.
schwarz.

OH OH HO

OCHs

Abbildung 39: Im HMBC-Spektrum erkennbare Kopplungen Uber drei Bindungen am Beispiel der Pyranoseform
(links) und der Furanoseform (Mitte) von Arabinose sowie der Esterbindung zwischen FS und
Arabinose (rechts)

In allen Xyloseeinheiten (Xyl, Xyl", Xyl”") sind Kopplungen zwischen C1 und H5eq und H5ax zu
erkennen. Nach Abbildung 39 kdnnen solche Korrelationspeaks nur bei Xylosen in der Pyranose
form auftreten. Fur die Arabinoseeinheit ist eine Kopplung zwischen C4 und H1 zu erkennen, wa:s
gemal Abbildung 39 die Ringform der Arabinose als furanosidisch ausweist. Nach Feststellung de
Ringform kann auch die anomere Konfiguration bestimmt werden.

Fur Pyranosen kann zur Bestimmung der anomeren Konfiguration die KARPLUS-Beziehung an-
gewendet werden (KARPLUS, 1959, KARPLUS, 1963). Aufgrund von theoretischen Berechnun-
gen gab KARPLUS die Abhéngigkeit der vicinalen Kopplungskonstanten vom Torsionswinkel an
(Abb. 40).

Auf Sechsringe angewendet heil3t das, dald zwischen der aquatorialen

bzw. axialen Stellung der Protonen anhand ihrer Kopplungskonstan-

ten unterschieden werden kann. Koppeln zwei in axialer Stellung ste- §0/H
hende Protonen miteinandell), so liegt die Kopplungskonstante

zwischen 7 und 9 Hz. Koppeln zwei Protonen, die beide in aquato-

rialer Stellung stehen, oder befindet sich eins in axialer und das athédung 40: Torsionswinkelp

re in aquatorialer StellungXes 3J.d, so betréagt die Kopplungskon-

stante zwischen 2 und 5 Hz. baXylose ist das Proton in 2-Stellung axial angeordnet. Die Kopp-
lungskonstanteRJ; , betragen fiir Xyl 7,9 Hz bzw. 3,6 Hz, fir Xyl" 7,7 Hz und fiirr Xyl 7,8 Hz.
Entsprechend ergibt sich fur Xyl und Xyl deKonfiguration. Das Signal be 4,58 ppm kann
manB-Xyl H1 zuordnen und das Signal h¥b,18 ppma-Xyl H1. Die Integration der Peaks liefert

ein Anomerenverhéltnig-Xyl zu 3-Xyl von ca. 40 zu 60. Fir die Arabinoseeinheit kann die KAR-
PLUS-Beziehung aufgrund ihrer Furanoseform nicht angewendet werden-Arabinofuranose

ist in der Literatur eine Kopplungskonstante von 1,8 Hz beschrieben, oder es ist nur ein verbreiter
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tes Singulett zu erkennen (ANGYAL, 1979). Hier ist das H1 Signal der Arabinose lediglich als ver-
breitertes Singulett zu erkennen, was aufatiéorm hinweist. Bestatigen laft sich die Zuordnung
durch Vergleich der chemischen Verschieb&r@l im**C-NMR-Spektrum mit Literaturdaten. Die
beobachtete chemische Verschiebung von 108,38 ppm stimmt gut mit dem LiteraturwestSiir (1
verknipftea-Arabinofuranose von 108,4 ppm (COLQUHOUN et al., 1994) tberein.

Wie bereits erwahnt, konnen mit Hilfe des HMBC-Experiments die Bindungen der Kohlenhydrat-
komponenten untereinander und zur FS identifiziert werden. Die Bindung der FS erfolgt esterartic
an das C5 der Arabinoseeinheit. Dies kann durch Korrelationspeaks zwischen F-C9 ugdiAdH5
A-H5¢, nachgewiesen werden (nicht auf dem Ausschnitt von Abb. 38 dargestellt). Die entsprechen
den Kopplungen Uber drei Bindungen sind in Abbildung 39 angedeutet. Die Arabinoseeinheit ist
aulRerdem Uber eine {(B)-Bindung an Xylose” gebunden. Dies beweisen die Korrelationspeaks A-
C1/X"-H3 und X"-C3/A-H1 (Abb. 39). Die Xylose -Einheit ist ihrerseits Uber eine4iBindung

an die reduzierende Xylose-Einheit gebunden, was die Korrelationspeaks zwischeBXHa1/

und BX-C4/X"-H1 verdeutlichen. AuRerdem ist die Xylose -Einheit tber ihre 4-Stellung an die
Xylose™ -Einheit gebunden (Korrelationspeaks X -C4/X""-H1 und X""-C1/X"-H4).

Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse a3t sich die Verbindung eindeutigOdls-
Xylopyranosyl-(1- 4)-O-[5-O-(trans-feruloyl)-a-L—arabinofuranosyl-(2 3)]-O-f-b—xylopyrano-

syl-(1- 4)-b—xylopyranose (FAXXX) (Abb. 35) identifizieren. Diese Substanz konnte zuvor bereits
aus Bambussprof3lingen (ISHII & HIROI, 1990a) und Zuckerrohrbagasse (KATO et al., 1987) iso-
liert werden. In zur menschlichen Erndhrung geeignetem Material konnte diese Verbindung bishe
lediglich in Weizenkleie von RALET et al. (1994) nachgewiesen werden. Ein vollstandiger NMR-
Datensatz fir diese Verbindung existierte bislang nicht.
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3.2.1.4 Isolierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Trisaccharids aus der Fraktion E11

Die dunnschichtchromatographische Trennung der Fraktion ELl K4,71) zeigte einen
Hauptspot mit dem RWert 0,49, der sowohl durch Léschung des Fluoreszenzindikators als auch
durch Detektion mittels Zuckerdetektionsreagenz nachgewiesen wurde. Beim Screening auf PCS
Oligosaccharide mittels HPLC-DAD wurden zwei Hauptpeaks in einem Verhaltnis von ca. 2:1 be-
obachtet, die beide ein de#ansFS ahnliches Spektrum aufwiesen. Wie bereits in Kapitel 3.2.1.3
beschrieben, wurde auch hier durch Variation der chromatographischen Bedingungen lediglich ein
Plateaubildung zwischen den beiden Peaks aber keine Trennung erreicht. Durch Fraktionierung d
Peaks und erneute Injektion konnte gezeigt werden, dafl} es sich auch hier um eine Substanz
Gleichgewicht handelt. Des weiteren wurden kleine PeakdramtspCS undcis-FS ahnlichem
Spektrum beobachtet, bei denen die gleiche Plateaubildung beobachtet wurde. Die Hauptpeaks n
transFS ahnlichem Spektrum zeigten bei den massenspektrometrischen Untersuchungen Quas
Molekil-lonen mit m/z 613 (M+N&)und m/z 629 (M+K). Das Molekulargewicht der entspre-
chenden Substanz betrégt folglich 590. Das Molekulargewicht und das UV-Spektrum laf3t eine Ver
bindung, bestehend atransFS und drei Pentosen, vermuten. Die Peakdramis-pCS &hnlichem
Spektrum zeigten ein Quasi-Molekiil-lonen mit m/z 583 (M+NBJe Molekulargewichte von 560

und die UV-Spektren der Verbindungen deuten auf Substanzen (wahrscheinlich auf eine Verbin
dung im Gleichgewicht), bestehend aaspCS und drei Pentosen, hin. Aufgrund der sehr gerin-
gen Mengen dieser Verbindung und vor dem Hintergrund, dal3 pCS wahrscheinlich nur eine ver
nachlassigbare Bedeutung beim Polysaccharid-Crosslinking spielt, wurde die eindeutige ldentifizie
rung dieser Verbindung nicht weiterverfolgt.

Zur ldentifizierung des vermutlichen FS-Trisaccharids wurde die Substanz nach Optimierung des
Gradienten mittels préaparativer HPLC (System 1) isoliert.

Durch Bestimmung der phenolischen Komponenten mittels HPLC-DAD nach alkalischer Hydroly-
se wurden nutransFS undcis-FS im Verhaltnis 29:1 nachgewiesen. Als Kohlenhydratkompo-
nenten wurden Arabinose und Xylose im ungefahren Verhéltnis von 1:2 identifiziert. Ebenso wie
FAXXX wurde die untersuchte Substanz wahrend der FIA-MS nur geringfligig fragmentiert. Héhe-
re Intensitaten (bis ca. 25 % bei m/z 613 als Basispeak) erreichte lediglich m/z 132, was einer abg
spaltenen Pentoseeinheit entspricht.

Zur endgultigen Identifizierung der Substanz wurden folgende NMR-Experimente durchgefihrt:
'H, ¥*c-BB, DEPT, (H,H)-COSY, HMQC und HMBC.

Die Auswertung der NMR-Daten erfolgt prinzipiell wie in Kapitel 3.2.1.3 fir FAXXX ausflhrlich
dargestellt. Aus diesem Grund wird hier und bei den folgenden zu identifizierenden Substanzel
lediglich auf Besonderheiten eingegangen.

Die Phenolcarbonséureregion ti-NMR-Spektrum ahnelt sehr stark der von FAXXX (Abb. 34).

Die Kohlenhydratregionen désl-NMR-Spektrums sowie déSC-NMR-Spektrums sind in Kapitel
5.5.2, Abbildungen 63 und 64 abgebildet. Die Zuordnung der Signafélimnd im**C-NMR-
Spektrum, sowie die Kopplungskonstanten sind Tabelle 5 zu entnehmen. Aus den NMR-Daten in
klusive den Ergebnissen der Integration der Signale (nicht gezeigt) lalt sich die Vermutung bestat
gen, dal3 die Verbindung atnansFS, einer Arabinose- und zwei Xylose-Einheiten besteht.

Das HMBC-Experiment ergab, daf’ die Arabinose als Furanose und die Xylosen als Pyranosen vo
liegen. In Verbindung mit den anderen NMR-Daten wurde fiir Arabinose-KH@nfiguration und
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Tabelle 5: 'H- und *C-NMR-Daten fiir FAXX (O-[5-O-(trans-Feruloyl)-a-L-arabinofuranosyl]-(1-3)-O-B-D-
xylopyranosyl-(1-4)-D-xylopyranose)

oH1 (%J.o) dH2 dH3 dH4 & H5¢, & H5ax
B-D-Xyl p 4,60 (7,9) 3,26 3,55 3,78 4,05 3,33
a-D-Xyl p 5,13 (3,6) na na na na na
BD-Xyl" p 4,46 (8,0) 3,42 3,58 3,70 4,01 3,33
a-L-Ara f 5,37 (-) 4,24 4,07 4,42 4,49 4,31
dH2 O H5 (3Jse) dH6 OH7 (Jrg) dH8 dOMe
FS 7,12 6,86 (8,4) 7,06 7,56 (15,9) 6,30 3,83
éC1 C2 4C3 dC4 dC5
B-D-Xyl p 96,97 74,45! 74,38! 76,96 63,46
a-D-Xyl p 92,48 71,84 71,42! 77,13 59,30
B-D-Xyl" p 102,20 73,22 82,28 68,20 65,48
a-L-Ara f 108,66 81,59 77,30 81,87 64,34
FS 127,13 111,67 148,09 148,80 116,03
5C6 6C7 5Cs8 dC9 dOMe
FS 123,91 146,99 114,26 169,53 56,25

| - Zuordnung kann vertauscht sein na - Signale nicht auszuwerten bzw. nicht zu beobachten

fur Xylose” die-Konfiguration ermittelt. Das Anomerenverhéltnis waXylose zug-Xylose laft
sich durch Integration zu ca. 40:60 bestimmen.
Aufgrund der Korrelationspeaks im HMBC-Spektrum (nicht abgebildet) werden folgende Bindun-
gen zwischen den Kohlenhydratkomponenten untereinander und zur FS bestimmt:
FS (-5) Ara (Esterbindung), Ara (13) Xyl", Xyl (1 -4) Xyl.
Somit lal3t sich die isolierte Verbindung &45-0-(trans-Feruloyl)-a-L-arabinofuranosyl]-(1. 3)-
O-B-p-xylopyranosyl-(1- 4)-b-xylopyranose identifizieren (Abb. 41).
HO™ % Y3

&Q

Abbildung 41: Strukturformel von FAXX

2

In der Gruppe der zur menschlichen Ernahrung geeigneten Getreide wurde FAXX bisher auch i
Zellwandmaterial aus Weizenkleie (RALET et al., 1994), Maiskleie (McCALLUM et al., 1991,
OHTA et al., 1994) und aus Gerstenaleuron (GUBLER et al., 1985) nachgewiesen.
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3.2.1.5 Isolierung und Identifizierung eines Ferulasdure-Disaccharids aus der Fraktion S2

Die dunnschichtchromatographische Untersuchung der Fraktion $2 &82) lieferte erste Hin-
weise auf PCS-Kohlenhydrat-Verbindungen. Das spater isolierte und identifizierte FS-Disaccharic
besitzt einen RWert von 0,55. Das HPLC-
DAD-Screening zeigte einen Peak rtrians
FS ahnlichem UV-Spektrum (Peak Abb.
42). Auffallig ist, da die Substanz bei de 4 IR R AR iy
chromatographischen Trennung nicht die b ] ~
FAXX und FAXXX beobachtete Plateaubil- ; d >
dung zeigte, die durch die Gleichgewichtseir ] [ | 1] \ ]
stellung der reduzierenden Xyloseeinheit ve g ]
ursacht wurde. Mittels HPLC-MS-Screenini
wurde das Molekulargewicht der Peakent-
sprechenden Substanz zu 458 bestimmt (Qi
si-Molekil-lonen bei m/z 481 (M+N&und
m/z 497 (M+K)). Das Molekulargewicht
kann mit einer Verbindung, bestehend aus | y
und zwei Pentosen, in Einklang gebracht we
den. il
Zur lIsolierung der Peakl entsprechenden
Substanz wurden die optimierten analytischi
HPLC-Bedingungen auf ein semipréparative
System (HPLC-System 2) Ubertragen. D 3
Untersuchung der isolierten Substanz auf pt
nolische Bestandteile und Kohlenhydratkon o/
ponenten ergab, dal die Substanz taass TR T T T T T

FS, Arabinose und Xylose besteht. Die Durch-

fuhrung der FIA-MS brachte keine Weitere‘?‘Pb”dung 42: HPLC-.Chromatogramm der Fraktion S2 (UV-
Erk i Detektion bei 280 nm)
rkenntnisse.

Zur Bestatigung der Ergebnisse und zur Kla-

rung der Bindungsverhaltnisse wurden folgende NMR-Experimente durchgetithrt(H,H)-
COSY, TOCSY, HMQC und HMBC. Auf das direktéC-BB-Experiment wurde aufgrund der ge-
ringen Menge an isolierter Substanz (ca. 2 mg) verzichtet**DidlMR-Daten wurden aus dem
HMQC (Kapitel 5.5.2, Abb. 65) bzw. HMBC-Experiment entnommen.

Bereits im Phenolcarbonsaurebereich esNMR-Spektrums waren Abweichungen zu denen von
FAXX und FAXXX zu erkennen (Abb. 43). So sind die Dubletts der olefinischen Protonen F-H7
und F-H8 weiter aufgespalten. Diese Tatsache wurde bereits von COLQUHOUN et al. (1994) be
schrieben. Sie beobachteten die Aufspaltung der olefinischen Protonen nur dann, wenn die FS ¢
reduzierende Arabinose gebunden war und fiihrten die Aufspaltung auf den Einflul3 der beidel
Anomeren zurick. Die Vermutung, dal3 eine reduzierende Arabinose-Einheit vorliegt, lag somit
nahe und wurde durch die beiden derbzw. 3-Arabinose zugeordneten Dubletts Beb,40 ppm

undd 5,36 ppm bestatigt (Abb. 43, Kohlenhydratregion). Zusétzlich wurden zwei weitere Dubletts
in der Kohlenhydratregion béi 4,58 ppm und 4,54 ppm beobachtet. Die Mdéglichkeit, dal3 auch
Xylose in reduzierender Form vorliegt, konnte jedoch bereits anhand der Kopplungskonstanter

W

Jui
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(ppm)

Abbildung 43: 'H-NMR-Spektrum von FAX Q-B-D-Xylopyranosyl-(1-2)-O-[5-O-(trans-feruloyl)-L-arabino-
furanose]) unterteilt in die Phenolcarbonsaureregion (oben) und die Kohlenhydratregion (unten)

ausgeschlossen werden, die fur beide Dubletts zu 7,9 Hz bestimmt wurden. Da Xylose als Pyrano:
vorliegt (aus HMBC-Spektrum ersichtlich) entsprechen beide Dulfiettdose. Dementsprechend

ist das Signal des anomeren Protons der Xylose unter dem Einflul3 der anomeren Protonen der Ar
binose aufgespalten. Die Tatsache, dal? Arabinose und nicht Xylose als reduzierende Kohlenhydre
komponente vorliegt, mag das von FAXX und FAXXX abweichende chromatographische Verhal-
ten bei der HPLC-Trennung erklaren.

Die Zuordnung der weiteren Protonensignale (Tab. 6) erfolgte mit Hilfe des (H,H)-COSY-
Experiments. Die Zuordnung der Protore\ra H3 und H4 war schwierig. Unter Zuhilfenahme

der anderen 2D-Experimente und unter Beriicksichtigund*@eNMR-Daten muf3te man schlie-

Ben, dal’ die Signale farAra H3 undB-Ara H2 sowie fura-Ara H4 undB-Ara H3 fast tbereinan-
derliegen, was die Auswertung des COSY-Spektrums erschwerte. So konnte die Zuordnung de
Protonena-Ara H3 und H4 nicht mit letzter Sicherheit geklart werden. Die darauf basierende Zu-
ordnung der*C-Signale fiira-Ara C3 und C4 mit Hilfe des HMQC-Experiments (Tab. 6) steht
jedoch im Einklang mit der Literatur (SAULNIER et al., 1995, WENDE & FRY, 1997b).

Aufgrund der**C-NMR-Daten laRt sich vermuten, daR die Arabinose-Einheit in 2- und 5-Stellung
substituiert ist. Im Vergleich zu Literaturwerten fur nichtsubstituierte Arabinofuranose (BOCK &
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Tabelle 6:*H- und *C-NMR-Daten fiir FAX

oH1 (%JLo) dH2 dH3 dH4 & H5¢, & H5ax
a-L-Ara f 5,40 (2,1) 4,16 4,21* 4,32* 4,44 4,32!
BL-Ara f 5,36 (4,7) 4,20 4,34 4,08 4,46! 4,27
B-D-Xyl p 4,58° (7,9) 3,34° 3,43 3,62 3,94 3,29
4,54% (7,9) 3,24°
dH2 O H5 (3Jse) dH6 OH7 (3Jrg) dH8 dOMe
FS 7,24 6,88 (7,8) 7,16 7,67% (16,0) 6,40" 3,84
éC1 C2 4C3 dC4 dC5
a-L-Ara f 100,6** 89,7** 75,9%* 81,0%* 64,3**
BL-Ara f 95,5** 84,1** 73,7** 79,0%* 65,3**
B-D-Xyl p 103,8% 73,7%* 76,2%* 69,7** 65,9**
103,3%**
FS 126,8*** 111,8** 148,8*+* 150, 1*+* 116,4**
5C6 6C7 4Cs8 dC9 dOMe
FS 124,3** 147,2%* 114,1* 169,9%+* 56,4**
| - Zuordnung kann vertauscht sein * - siehe Text ** - Daten aus HMQC-Spektrum entnommen ** . Daten aus HMBC-

Spektrum entnommen 4_ peaks ,doppeln* unter EinfluR der reduzierenden Kohlenhydratkomponente

PEDERSEN, 1983) sind die Signale fivAra C2 undB-Ara C2 um ca. 7 ppm tieffeldverschoben.
die Bindung der FS Uber eine Esterbindung an die

HO HO
feruloyl)-L-arabinofuranose] (FAX) identifiziert

Die Signale fur C5 sind um ca. 2-3 ppm tieffeldverschoben.
Die Bindungsverhéltnisse lieen sich durch das o
HMBC-Experiment bestatigen. Die Korrelations- 0 OH OH
peaks F-C9/A-H5eqund a/B-A-C2/X-H1 zeigen H‘\O A
. . . HsC o ?
5-Position der Arabinose sowie die Bindung der
Xylose an die 2-Position der Arabinose. X OH
Das isolierte FS-Disaccharid wurde somit eindeu- °
tig als O-B-b-Xylopyranosyl-(1- 2)-[5-O-(trans
(Abb. 44). Diese Verbindung konnte bereits voAPPIdung 44: Strukturformel von FAX
WENDE & FRY (1997b) in Blattern verschiede-
ner Graser identifiziert werden. Die Isolierung und Identifizierung von FAX aus zur menschlichen
Ernahrung geeignetem Material erfolgte bislang nur aus Maiskleie (SAULNIER et al., 1995).

3.2.1.6 Isolierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Monosaccharids aus der Fraktion S4

Die dunnschichtchromatographische Untersuchung der Fraktion $4=(R,41) zeigte einen
Hauptspot mit dem RWert 0,63, der sowohl durch Léschung des Fluoreszenzindikators als auch
durch Detektion mittels Zuckerdetektionsreagenz nachweisbar war. Beim PCS-Oligosaccharid
Screening mittels HPLC-DAD wurde ein Hauptpeak trainsFS &hnlichem Spektrum (Pedk

nicht abgebildet) beobachtet. Des weiteren fiel ein kleinerer Peakkam&pCS ahnlichem Spek-

trum auf, der jedoch nicht weiter untersucht wurde. Rezadigte nicht die bei der chromatographi-
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schen Trennung von FAXX und FAXXX beobachtete Plateaubildung. Das Molekulargewicht der
Peakl entsprechenden Substanz wurde mittels LC-MS (Natriumaddukt mit m/z 349 bzw. Kalium-
addukt mit m/z 365) zu 326 ermittelt. Die Isolierung von Pdalerfolgte auf dem (se-
mi)préaparativen HPLC-System JransFS wurde neben vernachlassigbaren MengermisthS
(Verhéltnistrans FScis-FS = 25:1) als phenolische Komponente der Verbindung identifiziert. Ara-
binose wurde als einzige Kohlenhydratkomponente bestimmt. Mittels FIA-MS wurden Fragmente
mit m/z 132 und m/z 177 erzeugt (ca. 10 % Intensitat bei 80 V Fragmentorspannung). Diese Frag
mente kdnnen der abgespaltenen Pentoseeinheit bzw. der abgespaltenen Ferulasaureeinheit zL
ordnet werden.

Die abschlieRende Identifizierung der Substanz erfolgte anhand folgender NMR-Expertidente:
13%c-BB, DEPT, (H,H)-COSY, HMQC und HMBC.

Die Phenolcarbonséureregion desNMR-Spektrums ist der von FAX sehr &hnlich. Die Dubletts
der Signale fur die olefinischen Protonen werden weiter aufgespalten. Stellt sich das Signal fur F
H2 im *H-NMR-Spektrum von FAX jedoch nur als verbreitertes Singulett dar, so kann im Spek-
trum der zu identifizierenden Substanz eine Aufspaltung des Signals unter dem Einflul3 der reduzie
renden Arabinoseeinheit erkannt werden. Im Kohlenhydratbereich des Protonenspektrums (Kapite
5.5.2, Abb. 66) werden die beiden Dubletts deb,31 undd 5,28 als Signale fuf- bzw. a-
Arabinose identifiziert. Im Vergleich zu FAX ist deren Reihenfolge vertauscht. Die restlichen Pro-
tonensignale werden entsprechend Tabelle 7 zugeordnet. Die Zuordnung der Sigr@i&lMR-
Spektrum, dessen Kohlenhydratregion in Kapitel 5.5.2, Abbildung 67 dargestellt ist, erfolgte an-
hand der HMQC- bzw. HMBC-Spektren (Tab. 7).

Tabelle 7:*H- und *C-NMR-Daten fiir FA (5O-(trans-Feruloyl)-L-Arabinofuranose)

oH1 (%JLo) dH2 dH3 dH4 & H5¢, & H5ax
a-L-Ara f 5,28 (2,5) 4,06 4,04 4,31 4,38 4,22
BL-Ara f 5,31 (4,0) 4,11 4,13 4,00 4,39 4,19
dH2 O H5 (3Jse) dH6 OH7 (3Jrg) dH8 dOMe
FS 6,93 6,76 (8,0) 6,91 7,39" (16,0) 6,14 3,82
5C1 5C2 5C3 5cC4 5C5
a-L-Ara f 101,94 81,95 76,63 81,35 64,70
BL-Ara f 96,03 76,77 75,11 79,32 65,93
FS 127,28° 111,70 148,07 148,56 116,04
127,25°
5C6 5C7 5C8 5C9 5OMe
FS 124,00 147,07° 114,30° 169,72° 56,31
147,01° 113,37° 169,67°

4 _ peaks ,doppeln® unter Einflu der reduzierenden Kohlenhydratkomponente

Mit Hilfe des HMBC-Experiments konnte die Ringform der Arabinose als furanosidisch bestimmt
werden. Die Korrelationspeaks F-C9/A-R2ind F-C9/A-H%, zeigen die Esterbindung der FS an
die 5-Position der Arabinose.
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Bei der isolierten Substanz handelt es sich

somit um 50-(trans-Feruloyl)+- o
arabinofuranose (FA) (Abb. 45). Dieses rela- A

tiv uncharakteristische Fragment wurde be- ‘)‘\ O

reits haufig isoliert und identifiziert. So wurdeH;CO OH
FA in der Gruppe der Getreide in Maiskleie

(OHTA et al., 1994, SAULNIER et al., 1995) Ho

und Weizenkleie (McCALLUM et al., 1991,

RALET et al., 1994) nachgewiesen. Abbildung 45: Strukturformel von FA

3.2.1.7 Ruckschlusse aus den identifizierten Verbindungen auf die Arabinoxylanstruktur von
Roggen

Arabinoxylane aus Roggen bestehen aus linearem)b-Xylanketten, die inO-3 oder inO-2-
Stellung mit Arabinose monosubstituiert oderGr2- und O-3-Stellung disubstituiert sind. Dabei
sind in O-2-Stellung monosubstituierte Xyloseeinheiten selten, wohing@g@monosubstituierte
Xyloseeineiten dominieren. Disubstituierte Xyloseeinheiten liegen weitaus haufiger voQas in
Stellung monosubstituierte Xyloseeinheiten, erreichen aber nicht die Bedeutun@d#iStellung
monosubstituierten Xyloseeinheiten (VINKX & DELCOUR, 1996).

Die isolierte Verbindung FAXXX stammt eindeutig aus einer solchen Arabinoxylanstruktur (Abb.
46). Die drei (1.4)-B-pD-gebundenen Xylopyranosen reprasentieren die Xylankette, die Arabinofu-

//0 //0\ 0
N N om
OH OH O

0
0

Abbildung 46: Schematische Darstellung von Arabinoxylanen aus UBS aus Roggen

ranose ist typischerweise an d@e3-Position der Xylose gebunden. FS ist an@ib-Position der
Arabinose gekoppelt. Da FAXX und FAXXX dieselben Strukturen reprasentieren und keine ande-
ren Strukturen nachgewiesen wurden, scheint die FS in Roggenarabinoxylanen nur an solche Ar:
binoseeinheiten gebunden zu sein, die Uber eind)-Bindung an Xylose gebunden sind. Erstaun-
licherweise konnten auch keine FS-Oligosaccharide, die eine mit Arabinose disubstituierte Xylose
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einheit enthalten, nachgewiesen werden. Entweder wird FS tatsachlich spezifisch an die vorgeste
ten Strukturen gekoppelt, oder ein Nachweis anderer Strukturen ist mit den angewendeten Methc
den nicht mdglich. So besteht die Mdglichkeit, daf3 die Carbohydrasen aus dem Enzymgemisc
Driselase nicht in der Lage sind, FS-Oligosaccharide, die eine mit Arabinose disubstituierte Xylo-
seeinheit enthalten, derart freizusetzen, dal3 sie als niedermolekulare FS-Oligosaccharide nachwe
bar sind. Auch nach saurer Hydrolyse wirden solche Strukturen nicht zu isolieren sein, da glykosi
dische Bindungen zu Furanosen saurelabiler sind und Arabinose entsprechend zuerst abgespal
wird. Demzufolge konnte nach saurer Hydrolyse auch hauptsachlich FA nachgewiesen werden, eir
relativ uncharakteristische Verbindung, die keine neuen Strukturinformationen enthalt. Interessan
hingegen ist die aus dem sauren Hydrolysat isolierte Verbindung FAX. Bei der Arabinose handel
es sich wahrscheinlich auch um eine an die Xylankette gebundene Seitenkette, die jedoch neben |
ebenfalls mit einer Xyloseeinheit verkntpft ist. Ob die Xylose immer nur als einzelner Substituent
vorliegt oder ob die Mdglichkeit gegeben ist, daf3 tber die Arabinose eine weitere Xylankette an die
Hauptkette gebunden ist, ist fraglich. Zweifelsohne wird jedoch durch die Bindung der Xylose an
die Arabinose, die molekulare Umgebung der FS geandert, was EinfluR auf die enzymatische Ab
baubarkeit der Arabinoxylane, aber auch auf die FS-Dimerisierung haben kann. So konnten WEN
DE & FRY (1997b) bereits zeigen, dal’ die zuséatzliche Xyloseeinheit z.B. die alkalische Hydrolyse
des FS-Esters beeinfluf3t.

Wie in Abbildung 46 dargestellt, kbnnen die Xylanketten Uber die in Kapitel 3.1 identifizierten DFS
miteinander verbunden werden. Aul3erdem besteht die Mdglichkeit der Kopplung der Xylanketter
an Lignin z.B. Uber das identifizierte KreuzprodukD43-CFE.

3.2.2 Isolierung und Identifizierung von Phenolcarbonsaure-Oligosaccharid-Verbindungen
aus unléslichen Ballaststoffen aus Wildreiskaryopsen

3.2.2.1Hydrolyse der unléslichen Wildreisballaststoffe und Reinigung des Hydrolysats

Mittels enzymatischer Hydrolyse der UBS aus Wildreis werden durchschnittlich 46 % des Aus-
gangsmaterials hydrolysiert. Dabei gehen 7&&6s+S und 61 %is-FS, jedoch nur jeweils ca. 15

% pCA und SA in Losung. Die niedrigen prozentualen Gehalte an hydrolysierter pCS und SA deu-
ten darauf hin, daf3 die beiden Sauren hauptsachlich nicht an Polysaccharide, sondern an andt
Biopolymere gebunden sind oder dal? die Carbohydrasen durch die Bindung der Sauren an die P
lysaccharide gehemmt werden.

Bei der Reinigung des Hydrolysats an der Amberlite XAD-2 Saule eluieren mit,@eFidktion

75 %transFS, 57 %cis-FS und 57 % SA. Dieses Ergebnis ist Uberraschend und steht im Gegen-
satz zu den aus der Roggenhydrolyse erhaltenen Resultaten. Die Tatsache, dalR FarisFger

mit der HO-Fraktion eluieren, bedeutet, dal3 bei der enzymatischen Hydrolyse tUberwiegend FS.
Ester hohermolekularer Oligosaccharide gebildet werden. Dementsprechend scheinen die Wildrei
arabinoxylane Strukturen zu enthalten, die die Enzyme unter den gewahlten Versuchsbedingunge
weitestgehend hindern, die Arabinoxylane zu niedermolekularen FS-Oligosacchariden abzubauel
Dieselben SchluR3folgerungen sind flr SA zu ziehen, die ebenfalls Gberwiegend an h6hermolekular
Oligosaccharide gebunden vorzuliegen scheint.

Mit der MeOH/HO-Fraktion eluieren nur 21 % daansFS, 33 % decis-FS und 24 % der SA.

Die MeOH-Fraktion enthalt 5 % der hydrolysierteansFS, 15 % der SA und 20 % das-FS.
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Durch die saure Hydrolyse werden 41 % SA und 43 % pCS hydrolysiert, deutlich mehr als mit del
enzymatischen Hydrolyse. Des weiteren werden ca. Taf6FS und 61 %cis-FS in Loésung ge-
bracht. Bei der Reinigung an Amberlite XAD-2 eluieren 7 %tders+S , 8 % decisFS, 5 % der

pCS und 26 % der SA mit der,8-Fraktion. 89 % detransFS, 81 % decis-FS, 66 % der pCS

und 62 % der SA sind in der MeOH#®B-Fraktion vorhanden und folglich an niedermolekulare
Oligosaccharide oder Monosaccharide gebunden. Mit der MeOH-Fraktion eluieren nur noch 12 %
der hydrolysiertettrans-FS, 27 % decis-FS, 6% der pCS und 13 % der SA.

Fur die gelchromatographischen Fraktionierungen werden gil#M&€OH-Fraktionen weiter ver-
wendet.

3.2.2.2Gelpermeationschromatographische Fraktionierung der gereinigten Hydrolysate

Abbildung 47 zeigt die bei der GPC-Fraktionierung an Sephadex LH-20 erhaltenen Chromato-
gramme fur die enzymatischen und sauren Hydrolysate. Das enzymatische Hydrolysat wurde ge
maf Abbildung 47 in sieben Fraktionen (E1 — E7) unterteilt, vom sauren Hydrolysat wurden die
neun markierten Fraktionen (S1 — S9) gesammelt und weiter untersucht. Die Wiederholungen de
GPC-Trennungen waren ausreichend reproduzierbar. So wurden sieben enzymatische und drei s:
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Abbildung 47: GPC-Chromatogramme der enzymatischen (oben) und sauren (unten) Hydrolysate (MeOH/H
Fraktion) der UBS aus Wildreis
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re Hydrolysate gelchromatographisch fraktioniert, um ausreichende Substanzmengen fir die weitel
Reinigung und die anschlieRenden Identifizierungsreaktionen bereitstellen zu kénnen.

Das Chromatogramm des enzymatischen Hydrolysats weist erhebliche Unterschiede zu dem d
enzymatischen Hydrolysats der UBS aus Roggen auf. So eluieren weitaus gréf3ere Mengen U\
aktiven Materials, vermutlich FS gebunden an héhermolekulare Oligosaccharide, die dennoch Be
standteile der MeOH/#D-Fraktion bei der Reinigung sind, direkt nach dem Totvolumen. Den nie-
dermolekularen UV-aktiven Substanzen mit hohergperten entsprechen vergleichsweise klei-

ne Peaks. Das GPC-Chromatogramm des enzymatischen Hydrolysats der UBS aus Roggen ze
umgekehrte Verhaltnisse. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen aus dem Reinigung
schritt an Amberlite XAD-2 Uberein. Sie verdeutlicht, dal3 die Arabinoxylane aus Wildreis durch
das Enzymgemisch Driselase nur unzureichend abgebaut werden.

Im folgenden werden nur die Fraktionen weiter besprochen, aus denen identifizierbare Strukture
isoliert werden konnten.

3.2.2.3Isolierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Tetrasaccharids aus der Fraktion E5

Die Fraktion E5 weist einent<Wert von 2,53 auf. Fraktion E9 aus dem enzymatischen Roggen-
hydrolysat, aus der FAXXX isoliert wurde, hat einefg-Wert von 2,40. Fraktion E5 zeigte bei der
dunnschichtchromatographischen Untersuchung einen Hauptspot mit einem Rf-Wert von 0,34, de
durch Fluoreszenzléschung und Zuckerdetektionsreagenz nachgewiesen wurde. Dieser Rf-We
stimmt mit dem von FAXXX uberein. Beim Screening mittels HPLC-DAD wurden zwei Haupt-
peaks im ungefahren Verhaltnis 2:1 beobachtet, die beideaemFS ahnliches Spektrum aufwei-

sen (Peall und2, nicht abgebildet). Durch Variation der Chromatographiebedingungen konnte die
fur FAXXX und FAXX typische Plateaubildung zwischen den Peaks erreicht werden. Die massen-
spektrometrische Untersuchung ergab fur beide den Heakd 2 entsprechenden Substanzen ein
Molekulargewicht von 722 (Quasi-Molekiil-lonen bei m/z 745 (M+Napyd m/z 761 (M+K)).

Die Peaksl und 2 wurden auf dem (semi)praparativen HPLC-System 2 isoliert und die entspre-
chenden Fraktionen vereinigt.

TransFS wurde neben geringen MengasFS (Verhdltnis ca. 15:1) als phenolische Komponente
der Verbindung nachgewiesen. Als Kohlenhydratkomponenten wurden Arabinose und Xylose
identifiziert.

Folgende NMR-Experimente wurden zur Strukturaufklarung durchgefdhit: (H,H)-COSY,
TOCSY, HMQC und HMBC. Aufgrund der geringen Probenmenge (ca. 4 mg) wurde auf ein di-
rektes™*C-NMR-Spektrum verzichtet.

Das Protonenspektrum entspricht dem von FAXXX. Es sind nur geringe Verunreinigungen zu er-
kennen. Die Zuordnung der Protonensignale ist in Kapitel 5.4.13 aufgefihrt. Die ebenfalls in Kapi-
tel 5.4.13 aufgefiihrtelfC-NMR-Daten wurden dem HMQC-Spektrum und fiir quartire Kohlen-
stoffatome dem HMBC-Spektrum entnommen. Die NMR-Daten stimmen komplett mit den fir
FAXXX in Kapitel 3.2.1.3 ermittelten Daten tberein.

Die Bindung der FS an di@-5-Position der Arabinose sowie die{2)-Bindung der Arabinose an

die Xylose” konnte eindeutig im HMBC-Spektrum nachgewiesen werden. Ebenso konnten die
Ringformen bestimmt werden. Die Korrelationspeaks flr die Bindungen der Xylosen untereinandel
wurden jedoch nicht beobachtet. Dies kann trotz relativ langer Mel3zeit (ca. 8 h) mit der fir diese:
Experiment geringen Probenmenge erklart werden und stellt die Identifizierung der Verbindung als
FAXXX (Abb. 35) nicht in Frage.
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3.2.2.41solierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Tetrasaccharids aus der Fraktion E6

Der Ky-Wert der Fraktion E6 betragt 3,11. Hierzu gibt es kein Pendant bei der GPC-Trennung de:
enzymatischen Roggenhydrolysats. Der Rf-Wert von 0,35 des bei der Diinnschichtchromatographi
erhaltenen Hauptspots weicht nur geringfiigig von dem von FAXXX (0,34) ab. Beim PCS-
Oligosaccharid-Screening mittels HPLC-DAD wurden zwei HauptpeakdramsFS ahnlichem
Spektrum beobachtet, die die fiir FAXXX typische Plateaubildung zeigen. Die Uberpriifung gemaR
Kapitel 3.2.1.3 zeigte, daf beide Peaks eine Substanz reprasentieren. Das mit Hilfe der HPLC-M
ermittelte Molekulargewicht von 722 (Natriumaddukt mit m/z 745 und Kaliumaddukt mit m/z 761)
steht im Einklang mit einer Verbindung, bestehend aus FS und vier Pentosen. Die Isolierung de
den Peaks entsprechenden Substanz erfolgte mittels semipréaparativer HPLC (System 2).

Im alkalischen Hydrolysat der Verbindung wurdeans-FS undcis-FS im Verhaltnis von 18:1 als
phenolische Komponenten nachgewiesen. Als Kohlenhydratkomponenten wurden nur Arabinos
und Xylose ermittelt. Die FIA-MS lieferte nur wenige Fragmente, die keine weiteren Rickschliisse
auf die Substanz erlaubten.

Die zu identifizierende Substanz besteht somit aus den gleichen Bestandteilen wie FAXXX, wird
jedoch wahrend der GPC von FAXXX getrennt. Dies deutet darauf hin, dal3 sich dieizumiasst

de Verbindung in der rAumlichen Anordnung der Komponenten unterscheidet.

Zur eindeutigen Identifizierung der Substanz wurden folgende NMR-Experimente durchdéfiihrt:
(H,H)-COSY, TOCSY, HMQC und HMBC. Auch hier wurde aufgrund der geringen Probenmenge
(ca. 4 mg) kein direkteSC-NMR-Spektrum erhalten.

Im Phenolcarbonsaurebereich des Protonenspektrums sind die Dubletts fur F-H7 und F-H8 velr
breitert, zeigen aber nicht die in FAX oder FA festgestellte Aufspaltung.

Den Kohlenhydratbereich d&d-NMR-Spektrums zeigt Abbildung 48.

. BX-H5ax
X':H3 X -H5ax
X"-H4 X'-H5ax

X -H2
axH2 . BX-H2
px-Ha X:H2

“-H4

“H3

Abbildung 48: 'H-NMR-Spektrum (Kohlenhydratregion) von XFAXX ({[39-(trans-Feruloyl)][ O-B-D-xylopyra-
nosyl-(1- 2)]-O-a-L—arabinofuranosyl-(1- 3)}-O-p-D—xylopyranosyl-(1- 4)- D-xylopyranose)

Die vier erkennbaren Dubletts und das verbreiterte Singule& B&4 ppm wurden den anomeren

Protonen, wie in Abbildung 48 markiert, zugeordnet. Daraus erkennt man, dal3 Xylose als reduzie

rende Kohlenhydratkomponente vorliegt, wodurch das chromatographische Verhalten beim HPLC

Screening erklart wird. Probleme ergaben sich bei der weiteren Zuordnung der Protonensignale r
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Hilfe des (H,H)-COSY-Experiments. Die Kopplungen der Protonen der Kohlenhydratkomponenten
B-Xyl und Xyl kbnnen ab dem jeweiligen Proton H2 nicht mehr zweifelsfrei weiter verfolgt wer-
den. Die Zuordnung der Signale zu den Protonen gelingt jedoch, wenn man das TOCSY-Spektrut
(Abb. 49) in Verbindung mit dem HMQC-Spektrum zur Ildentifizierung heranzieht. In Abbildung
49 sind die vertikalen Protonenspuren ausgehend von den anomeren Ptd#grund X"-H1

(X-H1 zur Vervollstandi-

gung) markiert. Sie zeigen Protonenspur X1

die Protonen an, die inner- [ P[o@oneﬁns’purﬂ}(l’ 777777777777777777 |@pm)
halb eines Spinsystems (hier | - P O : Pro@(u;;l
innerhalb der Monosaccha- | . Bxsax O X o xz
rideinheit) miteinander kop- ‘ ‘ I
pein. So erkennt man, welche - ———————— ———————— AT . Oxs . |
Protonensignale zu welcher j j j ©0)xa

‘ ‘ a0 @) ‘

Monosaccharideinheit geho-
ren. Die H5-Protonen kdnnen
im HMQC-Spektrum identi-
fiziert werden, so dal3 die
Zuordnung der Protonen in-
nerhalb einer Monosaccha-
rideinheit erleichtert wird.

Die so erhaltenedH-NMR- ) ‘ | I
Daten kdnnen Tabelle 8 ent- = I I I i
nommen werden. @ ,,,,,,,, o o s
Die ebenfalls in Tabelle 8 R A" o p

dargesteliten **C-NMR-Da-
ten wurden nach der Zuord-
nung den HMQC- und
HMBC-Spektren entnommen. Der Kohlenhydratbereich des HMQC-Spektrums ist in Kapitel 5.5.2,
Abbildung 68 dargestellt

Der Vergleich def*C-NMR-Daten mit den Daten von FAXXX zeigt zwei erhebliche Unterschiede.
Die chemische Verschiebung von Xyl'-C4 ist im Vergleich zu FAXXX um ca. 6 ppm zum hohen
Feld verschoben, die chemische Verschiebung von Ara-C2 hingegen ist um ca. 8 ppm tieffeldver
schoben. Das deutet darauf hin, daR Xyl nicht in 4-Position gebunden ist, dafir aber Ara in 2.
Stellung einen Substituenten, wahrscheinlich Xyl™", tragt.

Diese Vermutung lie3 sich mit Hilfe des HMBC-Experiments bestatigen. Folgende Korrelations-
peaks wurden beobachtg#X-C4/X"-H1, X-C1/8X-H4, A-C1/X’-H3, A-C2/X""-H1, X'-C1/A-

H2, F-C9/A-Hg, F-C9/A-HY

Die Ringformen der Kohlenhydratkomponenten konnten ebenfalls anhand des HMBC-Spektrum:
bestimmt werden.

Aufgrund dieser Daten laRt sich die Verbindung als §5trans-Feruloyl)][O-3-pD-xylopyranosyl-

(1- 2)]-O-a-L—arabinofuranosyl-(1 3)}-0O-3-b—xylopyranosyl-(1 4)-dD-xylopyranose (XFAXX)

(Abb. 50) identifizieren.

Abbildung 49: Ausschnitt aus dem TOCSY-Spektrum von XFAXX
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Dieses Strukturelement wurde zum ersten Mal aus zur menschlichen Ernéhrung geeignetem Mate
al isoliert. Insgesamt konnte XFAXX bislang nur einmal in Bermudagras nachgewiesen werden

(HIMMELSBACH et al., 1994).

Tabelle 8:*H- und *C-NMR-Daten von XFAXX

oH1 (%JLo) dH2 dH3 dH4 & H5¢, & H5ax
B-D-Xyl p 4,58 (7,9) 3,25 3,54 3,76 4,04 3,37
a-D-Xyl p 5,18 (3,7) 3,54 3,76 na na na
B-D-Xyl" p 4,47 (7,9) 3,40 3,57 3,70 4,00 3,33
BD-Xyl” p 4,57 (7,9) 3,26 3,44 3,56 3,96 3,32
a-L-Ara f 5,54 (-) 4,30 4,20 4,40 4,50 4,36
dH2 O H5 (3Jse) dH6 OH7 (Jrg) dH8 dOMe
FS 7,25 6,90 (7,9) 7,17 7,67 (16,4) 6,40 3,89
oC1 6C2 6C3 oC4 6C5
B-D-Xyl p 96,5* 73,9* 74,3* 76,9* 63,3*
a-D-Xyl p 92,1* 72,0* 71,5* na na
B-D-Xyl" p 101,8* 73,2* 81,9* 68,1* 65,5*
BD-Xyl”" p 103,1* 73,2* 76,0* 69,4* 65,5*
a-L-Ara f 106,9* 89,4* 76,3* 81,5* 63,9*
FS 126,1** 111,5* 148,3** 150,1** 116,1*
oC6 oC7 oC8 6C9 & OMe
FS 123,8** 147,0* 113, 7% 169,8** 56,5*
na - Signale nicht auszuwerten bzw. nicht zu beobachten
* - Wert aus HMQC-Spektrum entnommen ** - Wert aus HMBC-Spektrum entnommen
0] 0]
1o O\ X OHo\ X
@) OH OH OH
0 OHA
o o
HsCO X" /[ oH o
HO

HO
Abbildung 50: Strukturformel von XFAXX

3.2.2.5Isolierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Trisaccharids aus der Fraktion E7

Der Ka-Wert der Fraktion E7 entspricht mit 4,95 ungefahr dem der Fraktion E11 aus dem enzyma-
tischen Roggenhydrolysat. Der Rf-Wert des Hauptspots bei der dinnschichtchromatographische
Untersuchung ist mit 0,50 fast identisch mit dem von FAXX. Auch das Screening mittels HPLC-
DAD und HPLC-MS deutet darauf hin, dal FAXX die Hauptkomponente der Fraktion E11 dar-
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stellt. So wurden zwei Hauptpeaks im ungefahren Verhaltnis 2:ttangFS ahnlichem Spektrum
beobachtet, die bei der massenspektrometrischen Untersuchung Quasi-Molekil-lonen mit m/z 61
(M+Na)" und m/z 629 (M+K) zeigten.

Die weiteren Untersuchungen der mittels semipréparativer HPLC (HPLC-System 2) isolierten Ver-
bindung ergaben, dal} sie awnsFS (neben vernachlassigbaren MengexrFS, Verhdltnis ca.
23:1), Arabinose und Xylose aufgebaut ist.

Zur Verifizierung der Annahme, dafl3 es sich bei der isolierten Verbindung um FAXX handelt, wur-
den folgende NMR-Experimente durchgefiihiid, *C-BB, DEPT, (H,H)-COSY, HMQC und
HMBC. Die NMR-Spektren zeigten, dal3 die Substanz mit hohem Reinheitsgrad (> 95%) isoliert
wurde. Die Zuordnung der Signale im Protonenspektrum undGANMR-Spektrum erfolgte wie
beschrieben. Di¢*C-NMR-Daten wurden teilweise aus den zweidimensionalen Experimenten
HMQC und HMBC entnommen. Die so erhaltenen Daten sind in Kapitel 5.4.13 aufgelistet und ent-
sprechen denen von FAXX. Die Ringformen und Bindungsverhdltnisse konnten des weiteren mi
Hilfe des HMBC-Experiments bestatigt werden.

Bei der aus der Fraktion E7 isolierten Verbindung handelt es sich somit um FAXX (Abb. 41).

3.2.2.6Isolierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Disaccharids aus der Fraktion S8

Die Fraktion S8 eluiert bei der gelchromatographischen Trennung des sauren Hydrolysats der UB
aus Wildreis bei einem J<Wert von 6,86. Die bei der GPC-Trennung des sauren Hydrolysats der
UBS aus Roggen erhaltene Fraktion S2, aus der FAX isoliert wurde, weist mit 6,82 einen ahnliche
KarWert auf. Auch der Rf-Wert des Hauptspots der dinnschichtchromatographischen Untersu
chung von 0,54 (FAX aus Roggen 0,55) deutete darauf hin, dal3 FAX in der Fraktion S8 enthaltel
ist. Dementsprechend wurde auch beim HPLC-DAD-Screening auf PCS-Oligosaccharide nur ei
Hauptpeak mittransFS ahnlichem Spektrum beobachtet. Weitere jedoch vergleichsweise kleine
Peaks mittrans+S, cis-FS oder uncharakteristischen Spektren wurden detektiert. Das Molekular-
gewicht der dem Hauptpeak entsprechenden Substanz wurde zu 458 bestimmt (beobachtetes Na
umaddukt mit m/z 481 und Kaliumaddukt mit m/z 497).

Die semipréparative Isolierung der Verbindung erfolgte auf dem HPLC-System 2. Wie erwartet
wurdentransFS (neben sehr geringen MengaaFS), Arabinose und Xylose als Komponenten
der zu identifizierenden Substanz identifiziert. Die FIA-MS ergab keine Hinweise auf grol3ere Ver-
unreinigungen in der isolierten Substanz, die aus anderen Bausteinen als FS und zwei Pentosen &
gebaut sind.

Die ldentifizierung der Verbindung sollte mit Hilfe folgender NMR-Experimente gewahrleistet
werden:'H, (H,H)-COSY, HMQC und HMBC. Der Phenolcarbonséurebereich des Protonenspek-
trums zeigte die auch bei FAX beobachtete Aufspaltung der Dubletts fur F-H7 und F-H8. Der
Kohlenhydratbereich des Protonenspektrums stellt sich untbersichtlich dar und zeigt, dal’ die Vel
bindung unerwarteterweise nicht rein vorliegt, sondern zu ca. 30 % verunreinigt ist. Nach der ir
Kapitel 3.2.1.5 getroffenen Zuordnung der anomeren Protonen fir FAX konnten auch hier die Sig-
nale fur die reduzierende Arabinoseeinheit®Bj43 ppm ¢A-H1) undd 5,38 ppm BA-H1) sowie

das Signal fur die nichtreduzierende Xylog&{H1), das unter Einflul3 der reduzierenden Arabino-

se aufgespalten wird, b&#4,60 ppm und 4,56 ppm beobachtet werden. Die Zuordnung wurde mit
Hilfe der *C-Signale tiberpriift. Neben den zugeordneten Signalen befinden sich in der Region de
Protonenspektrums, in der Signale fur die anomeren Protonen der Arabinose und Xylose zu erwa
ten sind, noch weitere Dubletts. Diese Protonenspuren konnen jedoch nicht weiter verfolgt werder
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so dal3 keine Aussagen Uber die Herkunft dieser Signale getroffen werden kénnen. Auch die Zuore
nung weiterer Protonensignale, die aus FAX stammen kénnen, ist aufgrund der Verunreinigunge
schwierig. So kann Kapitel 5.4.13 entnommen werden, dal} ngrAtabinose alle Protonen zuge-
ordnet werden konnten, wohingegen diesdirabinose und die Xylose ab dem jeweiligen Proton

H2 nicht mehr gelang. Dementsprechend konnten auch nur die Signale fir die Kohlenstoffatom
zugeordnet werden, an die sicher bestimmte Protonen gebunden sind (Kapitel 5.4.13). Die so e
haltenen, unvollstandigen NMR-Daten stimmen jedoch mit denen fir FAX Uberein. Weitere Hin-
weise, dald es sich bei der Hauptsubstanz um FAX handelt, ergeben sich aus dem HMBC-Spektrul
Auf Grundlage der identifizierten Signale lassen sich folgende Korrelationspeaks bestg#mnen:
C4/BA-H1, aA-C2/X-H1(,a"), BA-C2/X-H1(,B"), F-COPBA-H5, F-CIBA-H5., Diese Kopplun-

gen geben Auskunft dartber, daf} Arabinose in der Furanoseform vorliegt, da3 Xylose Uber ein
(1-2)-Bindung an Arabinose gebunden ist und daf3 FS Uber eine Esterbindung an die 5-Position d
Arabinose gebunden ist. Auf Basis der aufgefihrten Ergebnisse ist es wahrscheinlich, dal’ es si
bei der Hauptsubstanz um FAX handelt. Eine eindeutige Identifizierung ist jedoch aus dem Ge
misch heraus nicht moglich.

Bei den Verunreinigungen muf3 es sich ebenfalls um Substanzen handeln, die aus FS und aus z\
Pentosen aufgebaut sind. Dies geht aus den Ergebnissen der FIA-MS hervor. Des weiteren sind
Kohlenhydratkomponenten nur Arabinose und Xylose denkbar, da keine anderen Kohlenhydrat
komponenten identifiziert wurden. Weitergehende Aussagen Uber die Verunreinigungen konnel
jedoch nicht gemacht werden.

3.2.2.7Isolierung und Identifizierung eines Ferulasaure-Monosaccharids aus der Fraktion S9

Mit einem Ky ~Wert von 9,52 stellt Fraktion S9 das Pendant zu Fraktion S4 aus der sauren Hydrolse
der UBS aus Roggen dar. Mittels DC wurde ein Hauptspot mit einem Rf-Wert von 0,61 nachgewie-
sen. Beim HPLC-Screening wurde ein HauptpeaktraitsFS ahnlichem Spektrum erhalten. Des
weiteren konnte u.a. ein kleiner Peak trainspCS ahnlichem Spektrum beobachtet werden, des-
sen ldentifizierung jedoch nicht weiter verfolgt wurde. Das Molekulargewicht der dem Hauptpeak
entsprechenden Substanz wurde zu 326 bestimmt (Quasi-Molekil-lonen mit m/z 349 und m/z 365
Die ldentifizierungsreaktionen nach semipraparativer Reinigung des Hauptpeaks (HPLC-System 2
ergaben, dal die Substanz &assFS, vernachlassigbaren Mengeis-FS (Verhaltnis ca. 15:1)

und Arabinose besteht.

Die eindeutige Identifizierung der Substanz als FA liel3 sich mittels NMR erreichen. Hierzu wurden
folgende Experimente durchgefiihftd, **C-BB, DEPT, (H,H)-COSY, HMQC und HMBC. Die
Zuordnung der Signale und die so erhalteh¢nund **C-NMR-Daten sind Kapitel 5.4.13 zu ent-
nehmen. Die NMR-Daten stimmen mit denen von FA Ulberein. Erganzend konnten im HMBC-
Spektrum die Korrelationspeaks, die die Esterbindung der FS an die 5-Position der Arabinose ze
gen, nachgewiesen werden.

Dementsprechend lieferte Fraktion S9 als Hauptkomponente erwartungsgemalf3 die relativ unch:
rakteristische Verbindung FA.

3.2.2.8Rickschlisse aus den identifizierten Verbindungen auf die Arabinoxylanstruktur von
Wildreis

Die Struktur von Wildreisarabinoxylanen wurde bisher nicht beschrieben. Die UBS aus Wildreis
besitzen ein sehr hohes Arabinose/Xylose-Verhéltnis von 1,00 (Kapitel 3.1.2). Inwieweit andere
mogliche Polysaccharide, wie z.B. Pektine oder Xyloglucane, dieses Verhéltnis beeinflussen is
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unbekannt, da wenig Uber die Polysaccharidzusammensetzung der Zellwande von Wildreis bekan
ist. Durch diesen hohen Wert fur das Arabinose/Xylose-Verhaltnis unterscheiden sich die UBS au
Wildreis bereits erheblich von denen aus Roggen mit einem Verhaltnis von 0,43.

Die Isolierung und Identifizierung von FAXXX laR3t vermuten, dal3 die Arabinoxylane von Wildreis
ebenfalls aus einer Kette {#)-gebundener Xylopyranoseeinheiten bestehen, an die Arabinofura-
nosesubstituenten Uber {B)-Bindungen assoziiert sind. Die Isolierung der Verbindungen FAX
und XFAXX zeigt eindeutig, dal3 die Arabinoseeinheit teilweise zuséatzlich Ube©i#r@osition

mit einer weiteren Xyloseeinheit (oder einer Xylankette) verbunden ist. Auch wenn quantitative
Aspekte nur schwer abzuschatzen sind, scheint dieses Strukturmerkmal deutlich haufiger aufzutr
ten als z.B. in den UBS aus Roggen. Hinweise auf eine Substitution der Xylanhauptk&&e in
Position oder eine Disubstitution @-2- undO-3-Position durch Arabinose haben sich nicht erge-
ben. Wie bei den anderen Getreiden auch, scheint die FS ausschliel3lich Uber eine Esterbindung
die O-5-Stellung der Arabinose gebunden zu sein.

Grol3e Unterschiede haben sich bei der enzymatischen Hydrolyse der UBS aus Roggen und a
Wildreis gezeigt. So lassen sich die Arabinoxylane des Wildreis nur unvollstandig hydrolysieren.
FS-Oligosaccharide mit geringem Polymerisationsgrad sind nur in geringer Ausbeute zu erhalter
Dies bedeutet, dal3 die Arabinoxylane aus Wildreis Struktureinheiten besitzen, die die in dem En
zymgemisch Driselase enthaltenen Carbohydrasen hemmen. Ein gravierender Unterschied beste
in dem Arabinose/Xylose-Verhaltnis. Eine erhdhte Substitution der Xylankette kann den enzymati-
schen Abbau verhindern oder zumindest verzdgern. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, dafl3 d
haufig auftretende Struktureinheit XFAXX die Carbohydrasen hemmt. Wie bereits erwahnt, konn-
ten WENDE & FRY (1997b) feststellen, dal3 die zusatzliche Xyloseeinheit die alkalische Hydrolyse
der Substanz negativ beeinflu3t und sie vermuteten, dal3 dies auch einen Einflul3 auf die enzyma
sche Hydrolysierbarkeit der Arabinoxylane haben kénnte. Ein Indiz in diese Richtung mag die Be-
obachtung sein, dal3 Maiskleie, in der die Struktureinheit FAX in vergleichsweise bedeutenden
Mafl3stab nachgewiesen wurde (SAULNIER et al., 1995), durch Carbohydrasen nur schwer abge
baut wird (SAULNIER & THIBAULT, 1999). Jedoch weisen auch die Heteroxylane aus Maiskleie
einen hohen Substitutionsgrad der Xylankette auf. Die Uberpriifung des Einflusses der Strukturein
heit FAX bzw. XFAXX auf die enzymatische Abbaubarkeit der Arabinoxylane bleibt somit Gegen-
stand zukinftiger Forschungsarbeiten.

Eindeutige Aussagen uber die Bindung von SA an die Biopolymere des Wildreis sind nach der
durchgefuhrten Untersuchungen nicht moéglich. Geringe Mengen SA waren in dem enzymatischel
Hydrolysat nachweisbar, was bedeutet, dal3 durch Spaltung von Polysacchariden SA solubilisie
wird. Dies ist ein erster Hinweis darauf, da? SA an Polysaccharide gebunden vorliegt und die Di
meren der SA auch als Crosslinks zwischen Polysacchariden fungieren kénnen. Ein eindeutige
Beweis hierfir in Form der Isolierung eines SA-Mono/Oligosaccharids konnte jedoch nicht erbracht
werden. Die Tatsache, daf3 durch das Enzymgemisch Driselase auch nur ca. 15 % des SA in Lésu
gebracht wurden, wirft die Frage auf, ob SA hauptsachlich an Polysaccharide oder in der Mehrhe
doch an andere Biopolymere gebunden ist. Allerdings muf3 auch hier wieder bertcksichtigt werden
dalR unbekannt ist, welchen EinfluR gebundene SA auf die Aktivitat der Carbohydrasen hat. Die
zukunftige Untersuchung auf SA-Oligosaccharide sollte zunachst an Materialien durchgefuhrt wer-
den, die eventuell einen htheren Gehalt an estergebundener SA besitzt. Auf alle Félle sollten au
diesen Materialien grof3e Mengen BS bzw. Zellwande einfach gewonnen werden kénnen. Durch di
muhsame Isolierung der BS aus den Wildreiskaryopsen in geringen Ausbeuten sind die Aussichte
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auf die Isolierung fur die Identifizierung ausreichender Mengen an SA-Oligosacchariden gering.
Als mogliche Ausgangsmaterialien sollten somit z.B. Blatter, Stengel oder SpréR3linge von Wildreis
geprift werden. Des weiteren erscheint zunachst nur die Anwendung der sauren Hydrolyse sinr
voll, da man hierdurch die Probleme der Enzymspezifitaten umgeht. Erst wenn eine Méglichkeit
zur Isolierung von SA-Oligosacchariden anhand dieser Materialien entwickelt wurde, sollten wieder
die weitaus mihsamer zu analysierenden Karyopsen in die Untersuchungen einbezogen werden.
Abbildung 51 zeigt einen méglichen Ausschnitt aus einer Arabinoxylankette, der noch viele Frager
beinhaltet.

0
OH . OH of
\/\ / / 0

0 0
Abbildung 51: Schematische Darstellung von Arabinoxylanen aus UBS aus Wildreis

3.3 Mogliche Einfliisse von Phenolcarbonséauren auf die ernahrungsphysiologischen
Eigenschaften von Ballaststoffen

Wie bereits in Kapitel 1.2 erwahnt, ist das Ausmald der Fermentation der BS durch die im Dickdarn
ansassigen Mikroorganismen von der chemischen Struktur, der Loslichkeit und dem Grad de
Lignifizierung abhangig. Die Effekte der wahrend der Fermentation gebildeten kurzkettigen Fett-
sauren sind vielfaltig und sie scheinen eine Schlisselrolle bei der Erhaltung der Gesundheit de
Dickdarmmucosa zu besitzen (PLAAMI, 1997). Andererseits ist das Bulkvermdgen der BS umge-
kehrt proportional zu ihrer Fermentierbarkeit.

Zum vollstandigen Abbau der FS-Arabinoxylane missen diese zunachst mittels Endoxylanasen z
kurzkettigen FS-Oligosacchariden hydrolysiert und anschlieBend die FS mittels Esterasen abge
spalten werden. Ein weiterer Abbau der FS-Oligosaccharide durch Carbohydrasen ohne vorheric
Abspaltung der FS ist nicht méglich, da die FS-Oligosaccharide aufgrund des phenolischen Anteils
resistent gegentber Carbohydrasen sind (HESPELL & O'BRYAN, 1992, KROON et al., 1997b).
Denkbar ist allerdings auch die Hydrolyse der FS bevor die Xylankette abgebaut wird. Bis vor kur-
zem wurde in der Literatur nur von FS-Esterasen berichtet, die nur dann in der Lage sind, FS abzt
spalten, wenn die Zellwande bzw. Polysaccharide zuvor so behandelt wurden, daf’ die Polysacch
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ride zumindest teilweise gespalten wurden (FAULDS et al.,, 1995, FAULDS & WILLIAMSON,
1995, KROON, 2000). Die Freisetzung der FS aus solchen FS-Oligosacchariden ist abhéngig vo
der Art der Bindung der FS und der sie umgebenden Kohlenhydrate. So konnten z.B. FAULDS e
al. (1995) zeigen, dal3 FS mittels einer FS-Esteras@spergillus nigeraus FAX deutlich langsa-

mer freigesetzt wird als z.B. aus FAXX. So kann die chemische Umgebung der FS deren Freise
zung (vorausgesetzt die Strukturen der Xylane lassen einen Abbau der Polysaccharide mittels X
lanasen zu, s.u.) und die Fermentation und Verwertbarkeit der Oligosaccharide durch Mikroorga:
nismen beeinflussen. Inwieweit monomere FS den Abbau der Xylane durch Endoxylanasen zu FS
Oligosacchariden hemmt, ist strittig. So sehen SAULNIER und THIBAULT (1999) es noch als
wahrscheinlich an, daf3 bereits ein hoher Substitutionsgrad der Arabinoxylane mit monomerer F
deren enzymatische Abbaubarkeit negativ beeinflu3t. KROON (2000) schlief3t jedoch aus den bis
herigen Studien, dal3 monomere FS keinen Einflu3 auf die Abbaubarkeit der Xylane hat.

KROON et al. (1997b) untersuchten die Freisetzung von FS und léslicher FS-Verbindungen au
Weizenkleie in einem Modell-Magen-Darm-Trakt. Anhand di@sefitro Untersuchungen konnten

sie zeigen, dal3 wahrend der Passage der Weizenkleie durch den Magen und den Dinndarm
2,6 % der alkalilabilen FS in Form von freier FS oder von l6slichen FS-Oligosacchariden solubili-
siert werden. Im Dickdarm wurde die Weizenkleie zu ca. 60 % fermentiert. Aus dem Ferulasaure-
gehalt des Rickstands wurde geschlossen, dal3 wéahrend der Fermentation auch betrachtliche Ante
an FS solubilisiert wurden. Die freigesetzte FS konnte jedoch nur zu geringen Anteilen nachgewie
sen werden, woraus die Autoren schlossen, dal3 die FS von den Mikroorganismen weiter metabol
siert wird. Aus den vorgestellten Ergebnissen leiteten die Autoren weiter ab, dald3 im menschliche
Dickdarm sowohl mikrobielle Xylanase- als auch FS-Esterase-Aktivitat vorhanden ist. Jedoch muf?
auch erwahnt werden, daf3 ca. 40 % der alkalilabilen FS nach Passage des gesamten Magen-Dat
Traktes nicht freigesetzt wurden, d.h. mit dem unléslichen Riickstand assoziiert waren. Des weite
ren wurden diese Untersuchungen an Weizenkleie durchgefuhrt, in dessen Arabinoxylanen man i
Gegensatz zu Maiskleie oder Wildreis die Strukturelemente FAX oder XFAXX nicht nachweisen
konnte.

Ein moglicher toxischer Effekt der freigesetzten phenolischen Sauren und FS-Oligosaccharide at
Mikroorganismen wurde bisher nur anhand der Mikroorganismenflora der Wiederkauer untersucht
CHESSON et al. (1982) stellten fest, dal3 FS die cellulolytische AktivitaENmobacter succino-
genesund Ruminococcus flavefaciemsiterdriickt. Jedoch muf3 dieservitro Test mit der nodtigen
Vorsicht betrachtet werden. JUNG et al. (1983) stellten fest, da3 wahremdviley Zellwandver-
dauung durch Wiederkauer nur geringe Konzentrationen an freien PCS vorhanden sind (entspre
chend KROON et al., 1997b fur menschliciewitro System, s.0.). Die in der von CHESSON et

al. (1982) durchgefuhrten Studie eingesetzten Ferulasaurekonzentrationen lagen um den Faktor .
héher als dien vivo bestimmten. DEETZ et al. (1993) zeigten anhand imovitro Versuchen mit

der synthetisierten Modellsubstanz Methy®Seruloyl-a-L-arabinofuranosid, daf3 l6sliche PCS-
Mono/Oligosaccharide keinen nennenswerten Einfluld auf die Zellwandpolysaccharidverdauunc
haben.

Auch wenn wie erwéahnt die Bedeutung der Substitution der Arabinoxylane mit monomerer FS fur
deren Abbaubarkeit noch umstritten ist, so werden andere limitierende Strukturmerkmale diskutiert
tber deren Einflu3 mehr Einigkeit herrscht. Hierbei ist jedoch anzumerken, dafl3 die meisten de
Untersuchungen auf Wiederk&uer bezogen oder mittels gereinigter Enzymmischungen verschiede
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ster mikrobieller Herkunft durchgefiihrt wurden, so dal? man bei der Ubertragung auf den menschli
chen Magen-Darm-Trakt vorsichtig sein muf3.

GRABBER et al. (1998a) untersuchten den EinfluR des Crosslinkings von Arabinoxylanen Uber
DFS auf die Abbaubarkeit von Primarzellwanden aus Maiszellsuspensionen durch Enzymmischun
gen aus Pilzkulturen. Sie konnten zeigen, dal3 durch Erh6hung des Dimerisierungsgrades und d
damit verbundenen Erhdhung des Vernetzungsgrades sowohl Ausmald als auch Geschwindigke
des Polysaccharidabbaus herabgesetzt werden. Durch erhéhte Vernetzung der Polysaccharide w
moglicherweise die Anlagerung der Endoxylanasen an ihr Substrat erschwert, was die Arabinoxy
lanabbaubarkeit begrenzt. Des weiteren kann die Vernetzung verhindern, daf3 begrenzte Abschnit
der Polysaccharide quellen und so Schlisselenzyme fiir den Abbau der BS ausgeschlossen werd:
Berucksichtigt werden muf3 auch, daf3 nach erfolgter Freisetzung von DFS-Oligosacchariden wie
derum die DFS durch geeignete Esterasen hydrolysiert werden missen, um den vollstédndigen Al
bau der solubilisierten Oligosaccharide zu erreichen. FS-Esterasen sind jedoch teilweise nicht in de
Lage, DFS zu hydrolysieren. So zeigten KROON et al. (1999), dal3 von vier untersuchten FS
Esterasen, die aus unterschiedlichen Mikroorganismen gewonnen wurden, nur zwei in der Lag
sind, DFS zu hydrolysieren. Jedoch muf3 auch bei diesen Esterasen die Einschrankung gemac
werden, daf3 eine nur 5-5-DFS und die andere nur 5-5-DFS Ordl &FS freisetzen kann. We-

der die Freisetzung von 8-5"-DFS, die hier als dominierende DFS in den UBS aus Getreiden er
kannt wurden, noch die von 8-8"-DFS konnte beobachtet werden.

Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, daf3 die Arabinoxylane der UBS signifikant hoher Gber DF¢
verknipft sind als die von LBS. Unter anderem kann dies ein Grund daftir sein, dal3 Ballaststoff:
guellen, die reich an UBS sind, sich als besonders effektiv in der Erh6hung des Stuhlgewichtes au
grund ihres Bulkvermbgens erwiesen, wohingegen in Wasser l6sliche BS extensiv durch die Mi-
kroorganismenflora fermentiert werden (SCHNEEMAN, 1998). Neben dem Einflu3 der DFS-
Crosslinks auf die Fermentation kénnen sie z.B. noch die Gelbildungseigenschaften der Ara
binoxylane beeinflussen. NG et al. (1997) zeigten, dal3 bei der Behandlung einer Arabinoxylanlé:
sung mit Peroxidase und,®, eine Gelbildung eintritt, die auf die Bildung von DFS-Crosslinks
zuruckzufuhren ist. Die Viskositat der BS wird vor allem mit den physiologischen Effekten der
Blutzuckerregulierung und der Senkung des Blutcholesterins in Verbindung gebracht (s. Kapite
1.2).

Die durchgefuhrten Untersuchungen haben Méglichkeiten aufgezeigt, tber welche Bindungen Po
lysaccharide an Lignin gebunden sein kénnen. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften vor
Lignin sollten Arabinoxylane, die an Lignin gebunden sind, stets Bestandteile der UBS sein. Bereit:
1938 beobachteten WAKSMAN und CORDON einen inhibitorischen Effekt von Lignin auf die
Celluloseabbaubarkeit durch Bodenmikroorganismen. Bis heute haben viele Forschungsarbeiten d
negative Korrelation zwischen Ligningehalt in Futtermitteln undideritro Zellwandverdaulich-

keit bestéatigt. GRABBER et al. (1998b) konnten zeigen, daf3 der Einbau von Lignin in die Zell-
wandmatrix die Zellwandabbaubarkeit mittels unterschiedlicher hydrolytischer Enzyme (s.0) noch
starker herabsetzt als die selektive Verknipfung der Polysaccharide Giber DFS ohne Lignifizierung.
GLITSd et al. (2000) fuhrten Versuche mit Schweinen durch, denen unterhalb des Illeums Kantile
gelegt wurden. Die Schweine wurden mit Roggenbrot gefluttert, das entweder mit Pericarp/Testa-
Aleuron- oder Endosperm-Mahlfraktionen angereichert war. Nach Passage des Dinndarms wurc
mit dem entsprechenden Material einevitro Fermentation durchgefuhrt. Hierzu wurde das Mate-
rial mit fakalem Inokulum von Schweinen versetzt. Ein Teil des Materials wurde vor der Fermenta-
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tion entweder ,delignifiziert* (bzw. in seinem Ligningehalt reduziert) oder einer alkalischen Hy-
drolyse unterworfen. Die Autoren konnten feststellen, dafld die Arabinoxylane des Endosperms bi
zu 77 % abgebaut wurden, wohingegen die der Pericarp/Testa-Mahlfraktion tGberhaupt nicht fer
mentiert wurden. Die Fermentation der Pericarp/Testa-Arabinoxylane wurde durch die alkalische
Vorbehandlung signifikant gesteigert, so dal3 bis zu 49 % der Arabinoxylane abgebaut wurden, wo
hingegen die Delignifizierung nur zu einer 4 %igen Fermentation der Arabinoxylane fihrte. Die
Alkalibehandlung fuihrt zu einer Abspaltung der estergebundenen phenolischen Sauren. Somit wir
die Vernetzung der Arabinoxylane Uber DFS aufgehoben und die Bindung der Arabinoxylane ar
Lignin gelost. Die Alkalibehandlung zeigte sich auch deutlich effektiver als die ,Delignifizierung®,
bei der zwar der Ligningehalt reduziert wird, die Bindung des Restlignins an die Arabinoxylane
jedoch im Gegensatz zur Alkalivorbehandlung beibehalten wird. Diese Ergebnisse bestatigen de
groBen EinfluR von DFS-Crosslinks und Ligninbindung auf die Fermentation der Arabinoxylane
aus Getreideballaststoffen.

PCS als Bestandteile der Getreideballaststoffe haben somit vielfaltige Mdglichkeiten, die Strukturer
der BS zu beeinflussen. Es wurde versucht zu verdeutlichen, dal3 die Strukturen der BS einen gr:
Ben Einflul3 auf ihre physiologischen Wirkungen haben kdnnen. Bedeutende Unterschiede besteh
so zwischen den LBS und den UBS. Anhand von UBS aus Roggen- und Wildreisballaststoffer
wurde jedoch auch gezeigt, daf3 die Strukturen der Arabinoxylane der UBS unterschiedlich sei
konnen und dal? man nicht ohne weiteres von der Arabinoxylanstruktur des einen Getreides auf d
eines anderen schlieRen kann. Dies wird auch beim Vergleich der bisher untersuchten Strukture
aus Weizen- und Maiskleie deutlich. Hieraus ergibt sich die Aufgabe kinftiger Forschungsarbeiten
in Fortfihrung dieser Arbeit die Strukturen der unterschiedlichen Getreideballaststoffe genau zt
charakterisieren. Des weiteren ist es notwendig, den EinfluR definierter Strukturmerkmale innerhalk
der BS auf die physiologischen Wirkungen beim Menschen zu untersuchen. So kann z.B. die Fel
mentierbarkeit von Arabinoxylanstrukturen, die mit FS bzw. DFS substituiert sind, und von kon-
trolliert lignifizierten Pflanzenzellwanden durch unterschiedliche Einzelbakterienstdmme des
menschlichen Darms bzw. einer der Darmflora entsprechenden Kultur untersucht werden.



4 Zusammenfassung

Die physiologischen Eigenschaften von Ballaststoffen (BS) stehen im engen Zusammenhang m
ihrer chemischen Struktur. Phenolcarbonsauren stellen innerhalb der BS nur Minorkomponente
dar, kénnen jedoch aufgrund ihrer Eigenschaft, Crosslinks auszubilden, gro3en Einflu auf die phy
sikochemischen Eigenschaften der Ballaststoffkomponenten haben.

In dieser Arbeit wurden I6sliche und unldsliche Getreideballaststoffe aus Weizen, Dinkel, Roggen,
Hafer, Gerste, Mais, Hirse, Reis und Wildreis auf monomere und dimere Phenolcarbonsauren ur
tersucht. Des weiteren sollten neue Erkenntnisse tber die Bindung von Polysacchariden an Ligni
durch die Identifizierung von Kreuzprodukten, bestehend aus Ferulasaure (FS) und Monolignolein
heiten, gewonnen werden. Durch die Isolierung und ldentifizierung von Phenolcarbonséaure-
Oligosacchariden aus Getreideballaststoffen sollte die Bindung der monomeren Phenolcarbonsa
ren an Biopolymere charakterisiert werden.

Die Identifizierung der monomeren und dimeren Phenolcarbonsauren erfolgte nach alkalischer Hy
drolyse, Extraktion und Derivatisierung mittels GC-MS, die Quantifizierung wurde mittels GC-FID
durchgefuhrt. FSp-Cumarsaure (pCS) und Sinapinsaure (SA) wurden in allen I6slichen und unlés-
lichen Getreideballaststoffen identifiziert, wobei FS mit bis zu 24,8 thgrddsliche BS (UBS)

bzw. 1,8 mg § I6sliche BS (LBS) dominiert. GréRRere Mengen SA enthalten nur die UBS aus Wild-

reis (445 pg g UBS).

In den alkalischen Hydrolysaten der meisten UBS konnte das gesamte Spektrum der Dehydrodife

rulasduren (DFS), das nach radikalischer Kopplung erwartet wurde, nachgewiesen werden. So wu

den neben der cyclischen, der offenen und der decarboxylierten Form der 8-5"-gekoppelten DFS

die cyclische und offene Form der 8-8"-gekoppelten DFS, die 5-5"-gekoppelte DFSQOdie 8-

gekoppelte DFS und erstmalig die)45 -gekoppelte DFS identifiziert. Die absoluten Gehalte der

Summe der DFS betragen zwischen 2,4 und 12,6 dRS. In allen LBS wurde mit Ausnahme

der 40-5-DFS das gesamte Spektrum der erwarteten DFS nachgewiesen. Die Gehalte fur di

Summe der DFS wurden zu 40 bis 230 {td-BS bestimmt.

Zur Abschatzung der Kopplung von Arabinoxylanen tber DFS wurde die Kohlenhydratzusammen-

setzung der unterschiedlichen LBS und UBS analysiert.

Zwischen LBS und UBS ergeben sich aus zuvor genannten Untersuchungen folgende Unterschied

* FSliegtin den UBS zu einem deutlich hoheren Anteil in dimerisierter Form vor als in den LBS.
Der Dimerisierungsgrad ist in den UBS typischerweise zwei- bis dreimal héher als in den ent-
sprechenden LBS.

» Die Arabinoxylane der UBS sind um den Faktor 4-8 haufiger mit FS substituiert als die der ent-
sprechenden LBS.

» Die Arabinoxylane der UBS sind zwischen 8 und 39 mal starker Uber Diferulasaurebriicken
miteinander verbunden als die der entsprechenden LBS.

* UBS und LBS unterscheiden sich in der Verteilung der Gesamtdiferulasduren. Wahrend in det
UBS die 8-5"-gebundenen DFS dominieren, stellen die 8-8"-gebundenen DFS die Hauptfraktior
innerhalb der LBS dar.

Ferner wurden in den Getreideballaststoffen eine 8®-77-gebundene DFS sowie dreig-DFS

vorlaufig identifiziert. In einigen UBS und LBS, v.a. aber in den UBS aus Wildreis, wurden zwei
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Disinapinsauren (DSS) (cyclische und offene Form der 8-8"-gekoppelten Dehydrodisinapinsaure
identifiziert und semiquantitativ bestimmt. Die Gehalte der Summe der DSS betragen in den LBS ¢
— 14 % der Summe der DFS und in den UBS 1 — 3 %. Die UBS aus Wildreis stellen eine Ausnahm
dar. Hier betragt die Summe der DSS 24 % der Summe der DFS.
Durch die Identifizierung von FS-Coniferylalkohol-Kreuzprodukten konnte gezeigt werden, daf3 die
Kopplung der Polysaccharide an Lignin in den UBS einiger Getreide tUber FS erfolgt. Hierbei wer-
den zwischen der FS und den Monolignole®-% und 8-Bindungen ausgebildet. Die Bindung
der Polysaccharide an Lignin beeinflu3t deren physikochemische Eigenschaften erheblich.
Durch enzymatische bzw. saure Hydrolyse der UBS aus Roggen und Wildreis wurden Phenolcat
bonséaure-Oligosaccharide freigesetzt. Definierte Verbindungen wurden mittels GPC und (se
mi)préaparativer HPLC isoliert. Die Identifizierung der Phenolcarbonséure-Oligosaccharide erfolgte
durch Bestimmung des phenolischen Anteils (HPLC-DAD), des Kohlenhydratanteils (GC-FID nach
Derivatisierung) sowie durch massenspektrometrische und NMR-Untersuchungen.
Aus den UBS aus Roggen wurden folgende FS-Oligo/Monosaccharide identifiziert:
* FA: 5-O-(transFeruloyl)1-Araf
*  FAX: O-B-D-Xyl p-(1-2)-[5-O-(trans-Feruloyl)+1-Ara f]
*  FAXX: O-[5-O-(trans-Feruloyl)-a-L-Ara f]-(1 - 3)-O-£-b- Xyl p-(1-4)-D-Xyl p
*  FAXXX: O-B-D-Xyl p-(1-4)-O-[5-O-(trans Feruloyl)-a-L-Ara f-(1 -3)]-O-B-b-Xyl p-(1-4)-D-

Xyl p
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 FS in den UBS aus Roggen nur an Arabinoxylane gebu
den vorliegt. Hinweise auf die Assoziation zu anderen Polysacchariden wurden nicht beobachte
FS scheint in Roggenarabinoxylanen ausschliel3lich an die C5-Position solcher Arabinoseeinheite
gebunden zu sein, die Uber eine-@)-Bindung an die Xylan-Hauptkette gebunden sind. Die
Struktureinheit FAX weist darauf hin, dal’3 die FS-Arabinose-Einheit einen Verknipfungspunkt in
den Arabinoxylanen darstellen kann.
Aus den UBS aus Wildreis wurden wie aus den UBS aus Roggen FA, FAX, FAXX und FAXXX
isoliert und identifiziert. Des weiteren wurde das FS-Tetrasaccharid XFAXX {{Bans
Feruloyl][O-B-D-Xyl p-(1-2)]-O-a-L-Ara f-(1-3)}- O-B-D-Xyl p-(1-4)-D-Xyl p) nachgewiesen.
Auch in Wildreis konnte somit nur die Bindung von FS an Arabinoxylane bestimmt werden. Die
Isolierung von FAX und XFAXX zeigt, dal3 die FS-Arabinose-Einheit neben der Assoziation an die
Xylan-Hauptkette eine weitere Bindung zu Xylose (oder einer weiteren Xylankette) aufweist. Die-
ses Strukturmerkmal tritt in Wildreis weitaus haufiger auf als in Roggen. Grol3e Unterschiede wur-
den bei der enzymatischen Hydrolyse der UBS aus Roggen und Wildreis beobachtet, die in de
unterschiedlichen Strukturen begrindet sind.
Bei der Untersuchung der Wildreisballaststoffe haben sich Hinweise darauf ergeben, dal3 SA wi
FS an Polysaccharide gebunden vorliegt. Ein Beweis in Form von Isolierung und Identifizierung
von SA-Oligosacchariden konnte jedoch nicht erbracht werden.

Phenolcarbonséauren als Bestandteile der Getreideballaststoffe haben somit vielfaltige Moglichkei
ten, die Strukturen der Ballaststoffkomponenten und damit ihre physiologischen Wirkungen, z.B.
die Wirkungen, die auf der mikrobiellen Fermentation der BS im Dickdarm beruhen, zu beeinflus-
sen.



4 Summary

Physiological effects of dietary fiber (DF) are thought to be based on their chemical structure. Phe
nolic acids are minor components of cereal DF. Due to their ability for cross-linking polymers,

phenolic acids may have a substantial effect on the physicochemical properties of DF compounds.

The aim of this study was to investigate soluble and insoluble cereal dietary fiber from wheat, spelt
rye, oat, barley, corn, millet, rice and wild rice for monomeric and dimeric phenolic acids. Further-
more, the identification of cross-products consisting of ferulic acid (FA) and monolignols should

improve the knowledge about coupling polysaccharides to lignin. The isolation and identification of
phenolic acid-oligosaccharides should characterize possible linkages of monomeric phenolic acid
to DF polymers.

Monomeric and dimeric acids were identified by GC-MS after alkaline hydrolysis, extraction and

derivatisation. Quantitative determinations were carried out by GC-FID.pFedumaric acid

(pCA) and sinapic acid (SA) were identified in all soluble and insoluble cereal DF investigated.

Among the monomeric acids ferulic acid dominates with up to 24.8higsgluble DF (IDF) and

1.8 mg ¢ soluble DF (SDF), respectively. Solely wild rice dietary fiber contains considerable

amounts of SA (445 pg'gDF).

In most cereal IDF the whole range of expected dehydrodiferulic acids (DFA), stemmed from a

radical coupling mechanism of the corresponding esters, was detected after alkaline hydrolysis. |

this way the cyclic, open, and decarboxylated form of 8-5"-coupled DFA, the cyclic and open form

of 8-8-coupled DFA, 5-5"-coupled DFA, @4 -coupled DFA and for the first time @-5"-

coupled DFA were identified. The absolute contents of total DFA from cereal IDF range between

2.4 and 12.6 mgyIDF. With the exception of ©-5-coupled DFA the whole range of DFA was

also detected from cereal SDF but only in amounts of 40 — 230" |&D§. To estimate the extent

of cross-linking of arabinoxylans by DFA, the carbohydrate composition of SDF and IDF was de-

termined for SDF and IDF.

Under consideration of the above-mentioned investigations the following differences between ce

real IDF and SDF were determined:

* FAin IDF is substantially more dimerised than FA in SDF. Typically, the degree of dimerisa-
tion in IDF is two to threefold higher than in the corresponding SDF.

* Arabinoxylans as part of IDF are four to eightfold more substituted with FA than arabinoxylans
as part of SDF.

» Arabinoxylans of IDF are 8 to 39 times more cross-linked by DFA than arabinoxylans of SDF.

» The diferulate distribution patterns vary between IDF and SDF. In all cereal IDF 8-5"-coupled
DFA dominate, whereas in cereal SDF 8-8"-DFA become the major dimers.

Furthermore, an 8-8-0-7"-coupled DFA as well as three “cis”-DFA were identified tentatively in

cereal DF. In some IDF and SDF, predominantly in wild rice IDF, two dehydrodisinapic acids

(DSA) (cyclic and open form of the 8-8"-coupled DSA) were identified and their contents were

determined semiquantitatively. Levels of total DSA in SDF are 6 to 14 % of total DFA and 1 to

3 % in IDF with the exception of wild rice IDF. In wild rice IDF the level of total DSA is 24 % of

total DFA.
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The identification of ferulic acid-coniferyl alcohol cross-products shows the FA mediated coupling
of polysaccharides to lignin in IDF of some cereals. This process involgead 40--linkages
between FA and monolignols. Physicochemical properties of polysaccharides are changed consi
erably by cross-linking polysaccharides to lignin.
Phenolic acid-oligosaccharides were liberated from rye IDF and wild rice IDF by enzymatic and
acidic hydrolysis. Defined compounds were isolated using GPC and (semi)preparative HPLC. The
structures were determined by identifying the phenolic compound (HPLC-DAD) and the carbohy-
drate compounds (GC-FID after derivatisation) as well as using mass-spectrometric and NMR-
methods.
The following FA-oligosaccharides were identified from rye IDF:
* FA: 5-O-(transferuloyl)-L-Ara f
* FAX: O-B-p-Xyl p-(1-2)-[5-O-(trans-feruloyl)-L-Ara f]
* FAXX: O-[5-O-(transferuloyl)-a-L-Ara f]-(1 - 3)-O-B-b- Xyl p-(1-4)-D-Xyl p
* FAXXX: O-B-D-Xyl p-(1-4)-O-[5-O-(trans-feruloyl)-a-L-Ara f-(1-3)]-O--b-Xyl p-(1-4)-D-

Xyl p
In rye IDF ferulic acid seems to be attached exclusively to arabinoxylans. Attachments of FA to
other polysaccharides were not detected. Probably, in rye arabinoxylans FA is linked exclusively tc
the C5-position of those arabinose residues, which are glycosidically linked to the C3-positions o
a xylan backbone. The structural element FAX points out that the FA-arabinose residue may be
branching point within the arabinoxylan.
FA, FAX, FAXX and FAXXX were also isolated and identified from wild rice IDF. Furthermore,
the ferulic acid-tetrasaccharide XFAXX ({[6-(transferuloyl][O-B-b-Xyl p-(1-2)]-O-a-L-Ara f-
(1-3)}-O-B-p-Xyl p-(1-4)-D-Xyl p) was released and detected.
Consequently, in wild rice IDF FA is attached as an ester to arabinoxylans. The isolation of FAX
and XFAXX shows that the FA-arabinose residue may be not only linked to the xylan backbone
but may be further linked to another xylose (or even to another xylan chain). This structural ele-
ment seems to be much more important in wild rice IDF than in rye IDF. Differences observed in
the enzymatic hydrolysis of wild rice IDF and rye IDF are due to their different structures.
Indications to the attachment of SA to polysaccharides were observed during analysis of wild rice
IDF but the isolation of SA-oligosaccharides which would be proof for the attachment of SA to
polysaccharides did not succeed.

Phenolic acids as components of cereal DF play an important role by influencing the structures c
DF compounds in different ways. Consequently, they can change the physiological properties o
DF components, e.g. their properties depending on the fermentation in the large bowel by a mixe
flora of anaerobic bacteria.



5 Anhang

5.1  Gerate und MelRparameter

5.1.1 Gaschromatographie

5.1.1.1 Bestimmung der Alditolacetate

zur Bestimmung der Kohlenhydratzusammensetzung der BS sowie der Monosaccharide aus Ph
nolcarbonsaure-Oligosacchariden

Gaschromatograph: HP 5890 Series Il (Hewlett Packard, Waldbronn)

Saule: HP-5MS-Fused-Silica-Kapillarsaule (Methylpolysiloxan mit 5 % Phenyl-
gruppen), 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke (Hewlett Packard, Wald-
bronn)

Vorsaule: Fused-Silica-Kapillarsaule, Methyl-Silyl-desaktiviert, 1 m, 0,32 mm ID
(Macherey-Nagel, Duren)

Injektion: on-column

Injektionsvolumen: 1l

Detektor: FID, 300 °C

Tragergas: Helium, 1,5 ml/min

Make-up-Gas: Helium

Brenngase: Sauerstoff, Wasserstoff

Auswerteeinheit: PC mit HP 3365 Series Il Chem Station-Software, Version A.03 (Hewlett

Packard, Waldbronn)

Temperaturprogramm:
Anfangstemperatur: 65 °C, Anfangszeit: 1 min
Aufheizrate [°C/min] Endtemperatur Haltezeit
Level 1 30 165 12
Level 2 10 220 3
Level 3 20 240 3

5.1.1.2 Identifizierung monomerer und dimerer Phenolcarbonsduren sowie von Ferulasaure-
Monolignol-Kreuzprodukten

System 1:

Gaschromatograph: HP 5980, Hewlett Packard (Palo Alto, CA, USA)

Saule: DB-1-Fused-Silica-Kapillarsaule (100 % Dimethylpolysiloxan), 25 m, 0,2
mm ID, 0,33 um Filmdicke (J&W Scientific, Folsom, TX, USA)

Vorsaule: -

Injektor: split 1:15, 1:50, 300 °C

Identifizierung monomere/dimere PCS, Kreuzprodukte aus UBS: 1:50
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Identifizierung monomere/dimere PCS aus LBS: 1:15
Injektionsvolumen: 1-2ul
Tragergas: Helium, 0,54 ml/min
Massenspektrometer: HP 5970 Mass Selective Detector (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA)
lonisationsenergie: 70 eV
Scanbereich (ldentifizierung PCS / Kreuzprodukte aus UBS): m/z 45 — 800
Selected lon Monitoring (ldentifizierung dimerer PCS aus LBS):
3 Zeitfenster:
1) 15-17,5 min: m/z 674, 602, 556, 512, 467, 389
2) 17,5 - 26 min: m/z 674, 602, 512
3) 26 — 30 min: m/z 674, 616, 602, 558

Auswerteeinheit: PC mit HP Chem Station-Software, Version B 00.01 (Hewlett Packard,
Waldbronn)

System 2:

Gaschromatograph: Trace 2000 (Thermoquest, Austin, TX, USA)

Saule: DB-1-Fused-Silica-Kapillarsaule (100 % Dimethylpolysiloxan), 25 m, 0,2
mm ID, 0,33 um Filmdicke (J&W Scientific, Folsom, TX, USA)

Vorsaule: -

Injektor: split 1:12, 1:50, 300 °C

Identifizierung monomerer/dimerer PCS, Kreuzprodukte aus UBS: 1:50
Identifizierung monomerer/dimerer PCS aus LBS: 1:12
Injektionsvolumen: 1-25ul
Tragergas: Helium, 0,54 ml/min
Massenspektrometer: QSC lon Trap (Thermoquest, Austin, TX, USA)
lonisationsenergie: 70 eV
Scanbereich: m/z 50 — 1000
Auswerteeinheit: PC mit Xcalibur-Software, Version 1.1 (Finnigan, Austin, TX, USA)

Temperaturprogrammfiir System 1 und System 2

Anfangstemperatur: 220 °C, Anfangszeit: 1 min

Aufheizrate [°C/min] Endtemperatur Haltezeit
Level 1 4 248 0
Level 2 30 300 40

5.1.1.3 Quantifizierung monomerer und dimerer Phenolcarbonsauren

Gaschromatograph: HP 5980 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA)

Saule: DB-1-Fused-Silica-Kapillarsaule (100 % Dimethylpolysiloxan), 25 m, 0,2
mm ID, 0,33 um Filmdicke (J&W Scientific, Folsom, TX, USA)

Vorsaule: -

Injektor: split 1:15, 1:50, 300 °C
Quantifizierung monomerer/dimerer PCS aus UBS: 1:50
Quantifizierung monomerer/dimerer PCS aus LBS: 1:15
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Injektionsvolumen: 1-2ul

Detektor: FID, 300 °C

Tragergas: Helium, 0,4 ml/min

Make-up-Gas: Helium

Brenngase: Sauerstoff, Wasserstoff

Auswerteeinheit: Apple Computer mit GC Work Mate-Software
Temperaturprogramm:

Anfangstemperatur: 220 °C, Anfangszeit: 1 min

Aufheizrate [°C/min] Endtemperatur Haltezeit
Level 1 4 248 0
Level 2 30 300 40

5.1.2 Gelpermeationschromatographie

Saule: GPC-Glassaule (100 cm x 2,5 cm ID) (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Saulenfillung: Sephadex LH-20 (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Gelbett: 2,5 cm ID, 70 cm H6he
Pumpe: L-6000 Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt)
Eluent: bidest. Wasser, Raumtemperatur
Fluf3: Fraktionierung enzymatischer Hydrolysate: 0,5 ml/min
Fraktionierung saurer Hydrolysate: 0,7 ml/min
Probenaufgabe: 6-Wege-Ventil, 5 ml Probenschleife
Detektor: UV-Detektor: Variable Wavelength Monitor 2141 (LKB/Amersham

Pharmacia, Freiburg) MeRwellenldnge 325 nm/280 nm

RI-Detektor: Differential-Refraktometer (Knauer, Berlin)
Auswerteeinheit: UV-Signal: PC mit Chromstar-Software, Version 4.05 (SCPA, Stuhr)

RI-Signal: D-2000 Chromato-Integrator (Merck/Hitachi, Darmstadt)
Fraktionensammler:  Fraktionensammler RE Il (Roth, Nienwohld)

5.1.3 Hochleistungsfliissigchromatographie

5.1.3.1 Phenolcarbonsaure-Oligosaccharid-Screening (HPLC-UVD)

Saule: LiChrospher 100 RP-18 (5 pum), Lange 250 mm, 4 mm ID (Merck, Darm-
stadt)

Pumpe: L-6200 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt)

Injektion: Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA), 20 ul Probenschleife

Detektor: Waters 994 Programmable Photodiode Array Detector (Waters, Eschborn),
MelRwellenlangen: 260, 280 und 325 nm

Auswerteeinheit: PC mit Chromstar-Software, Version 4.05 (SCPA, Stuhr), Waters 5200
Printer Plotter (Waters, Eschborn)

Eluent: MeCN:bidest. HO 13:87 (45 min) + Spulprogramm

Flul3: 1 ml/min

Temperatur: Raumtemperatur
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5.1.3.2 Phenolcarbonsaure-Oligosaccharid-Screening (HPLC-MSD)

Saule: LiChrospher 100 RP-18 (5 pum), Lange 250 mm, 4 mm ID (Merck, Darm-
stadt)

Pumpe: HP Series 1100, G 1312A BinPump mit Degasser G 1322A (Hewlett
Packard, Waldbronn)

Autosampler: HP Series 1100, G 1313 (Hewlett Packard, Waldbronn), Injektionsvolu-
men: 20 ul

UV-Detektor: HP Series 1100, G 1314A (Hewlett Packard, Waldbronn), Mel3wellenlan-

ge: 280 oder 325 nm
Massenspektrome-
trischer Detektor: HP Series 1100, G 1946A (Hewlett Packard, Waldbronn)
lonenquelle: AP-ESI
Polaritat: positiv
Dry gas flow: 10 I/min
Nebulizer pressure: 50 psig
Dry gas temperature: 350 °C
Capillary Voltage: 4000 V
Fragmentorspannung: 80 V
Scanbereich: m/z 80 — 1000

Auswerteeinheit: PC mit LC/MSD Chem Station Software, Version A06.01 (Hewlett
Packard, Waldbronn)

Eluent: MeCN:bidest. HO 13:87 (45 min) + Spulprogramm

Flul3: 1 ml/min

Temperatur: Raumtemperatur

5.1.3.3 Fraktionierung bzw. Reinigung der GPC-Fraktionen ((semi)praparative HPLC)

System 1:

Saule: LiChrospher RP-18 (7 um), Lange 250 mm, 25 mm ID (Merck, Darm-
stadt)

Pumpe: L-6250 (Merck/Hitachi, Darmstadt)

Injektion: Rheodyne (Rheodyne, Cotati, CA, USA), 1 ml Probenschleife

Detektor: L-3000 Dioden-Array-Detektor (Merck/Hitachi, Darmstadt), Mel3wellen-
langen 280 und 325 nm

Auswerteeinheit: PC mit D6 DAD Manager-Software (Merck/Hitachi, Darmstadt)

Flul3: 10 ml/min

Temperatur: Raumtemperatur

Eluenten:

Fraktionen aus enzymatischer Hydrolyse Roggenballaststoffe:
E9: MeCN:bidest. KO 9:91 (30 min) + Spullprogramm
E11l: MeCN:bidest. KD 11:89 (30 min) + Spulprogramm

System 2:
Saule: Nucleosil 100-5 C18 (5 pm), Ladnge 250 mm, 8 mm ID (CS-Chromato-
graphieservice, Langerwehe)
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Pumpe: L-6200 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt)

Injektion: Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA), 100 ul Probenschleife

Detektor: Waters 994 Programmable Photodiode Array Detector (Waters, Eschborn),
MelRwellenlangen: 280 und 325 nm

Auswerteeinheit: PC mit Chromstar-Software, Version 4.05 (SCPA, Stuhr), Waters 5200
Printer Plotter (Waters, Eschborn)

Flul3: 4 ml/min

Temperatur: Raumtemperatur

Eluenten:

Fraktionen aus saurer Hydrolyse Roggenballaststoffe:

S2: MeCN:bidest. kD 11:89 (45 min) + Spulprogramm

S4:  MeCN:bidest. kD 13:87 (30 min) + Spulprogramm
Fraktionen aus enzymatischer Hydrolyse Wildreisballaststoffe:
E5: MeCN:bidest. KO 11:89 (30 min) + Spulprogramm

E6: MeCN:bidest. KO 12:88 (45 min) + Spulprogramm

E7: MeCN:bidest. KO 14:86 (45 min) + Spulprogramm
Fraktionen aus saurer Hydrolyse Wildreisballaststoffe:

S11: MeCN:bidest. FO 12:88 (30 min) + Spulprogramm

S12: MeCN:bidest. D 11:89 (45 min) + Spulprogramm

5.1.3.4 Identifizierung und Quantifizierung monomerer phenolischer Sauren

Saule: Nucleosil 100-5 C18 HD (5 um), Lange 250 mm, 4 mm ID (Macherey-
Nagel, Duren)

Saulenofen: T-6300 Column Thermostat (Merck/Hitachi, Darmstadt)

Pumpe: L-6200 Intelligent Pump (Merck/Hitachi, Darmstadt)

Injektion: Rheodyne 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA), 20 ul Probenschleife

Detektor: Waters 994 Programmable Photodiode Array Detector (Waters, Eschborn),
MelRwellenlangen: 260, 280 und 325 nm

Auswerteeinheit: PC mit Chromstar-Software, Version 4.05 (SCPA, Stuhr), Waters 5200
Printer Plotter (Waters, Eschborn)

Flul3: 1 ml/min

Temperatur: 45 °C

Gradientenprogramm:

Zeit [min] MeCN MeOH 1 mM TFA
0 11 0 89
5 11 8 81
20 11 8 81
25 40 35 25
30 40 35 25
35 11 0 89

45 11 0 89
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5.1.4 Massenspektrometrie (FlieRBinjektionsanalyse)

Pumpe: HP Series 1100, G 1312A BinPump mit Degasser G 1322A (Hewlett
Packard, Waldbronn)
Autosampler: HP Series 1100, G 1313 (Hewlett Packard, Waldbronn), Injektionsvolu-

men: 10 ul (L6sung: ca. 0,1 mg/ml)
Massenspektrome-
trischer Detektor: HP Series 1100, G 1946A (Hewlett Packard, Waldbronn)
lonenquelle: AP-ESI
Polaritat: positiv
Dry gas flow: 10 I/min
Nebulizer pressure: 50 psig
Dry gas temperature: 350 °C
Capillary Voltage: 4000 V
Fragmentorspannung: 20-200 V (Schritte in 20 V)
Scanbereich: m/z 80 — 1000

Auswerteeinheit: PC mit LC/MSD Chem Station Software, Version A06.01 (Hewlett Pack-
ard, Waldbronn)
FlieRmittel: MeOH:bidest. HO 50:50

5.1.5 Kernresonanzspektroskopie

NMR-Gerét: Bruker DRX 500
MeRfrequenzen: 'H: 500,13 MHz*C: 125,75 MHz
Kalibrierung: relativ zu Aceton als internen Standard & = 2,20 ppm un@d C (-CHg)

= 30,89 ppm bezogen auf Trimethylsilan
Probenvorbereitung: zweifacher Protonenaustausch mjt) Messung in BD

5.1.6 Sonstige Gerate

Ethanolbad: FOC-1 K40 (Christ, Osterode)

Gefriertrocknung: LOC-2 Betal-16 (Christ, Osterode) und LOC-1 Alphal-4 (Christ, Ostero-
de)

Kjeldahl-

Aufschluf3block: 1007 Digestor (Tecator, Schweden)

Kjeldahl-Destillations-

apparatur: Vapodest 12 (Gerhardt, Bonn)

Muffelofen: (Heraeus, Hanau)

VakuumtrockenschranlRVT 6030 (Heraeus, Hanau)

Trockenschrank: (Heraeus, Hanau)

Rotationsverdampfer: VV 2000 (Heidolph, Schwabach)
Vakuumcontroller: CVC 24 (Vacuubrand, Wertheim)

Waage: P1210 (Mettler, Giel3en)

Analysenwaage: Typ 2842 (Sartorius, Gottingen)
Schlagmessermihle: Typ A10S (Janke & Kunkel/IKA, Staufen i. Br.)
pH-Meter: pH-Digi 520 (WTW, Weilheim)

Wasserbad/Thermostafyp 1012 (GFL, Hannover)
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Magnetruhrer: Ikamag RCT (IKA-Labortechnik, Staufen i. Br.)

UV-Strahler: Ultravitalux-Sonnenstrahler, 300 W (Osram, Minchen)
Zentrifuge: UJ lll (Heraeus, Hanau)

Ultraschallbad:

Bransonic 12 (Elma, Singen)

5.2  Verwendete Chemikalien
Stoff Gefahren- R-Satze S-Satze Firma
symbol
Aceton F+ R:11 S:9-16-23-33 Merck
Acetonitril F,T R:11-23/24/25 S:16-27-45 Baker
Acetylchlorid C,F R:11-14-34 S:9-16-26 Aldrich
Albumin - - - Pierce
Alcalase (Protease) - - - Novo
2,4 AUlg Nordisk
Amberlite XAD-2 - - - Serva
Ammoniaklésung 25 % C R:34-37 S:7-26-36/37/39-45  Merck
AMG (Amyloglucosidase) - - - Novo
300 AGU/g Nordisk
p-Anisidin T+ R:45-26/27/28-33-S:53-28.1-36/37-45- Merck
50 61
L-Arabinose - - - Sigma
Borsaure - - - Merck
BSTFA C R:10-34 S:26-36/37/39-45 Pierce
Chloroform Xn R:22-38-40- S:36/37 Merck
48/20/22
Citronensaure-Monohydrat ~ Xi R:36 S:24/25 Merck
Coomassie-Protein-Reagenz  Xi R:36/37/38 S:26-36 Pierce
trans-pCumarsaure Xi R:36/37/38 S:26-36 Sigma
o-Cumarsaure Xi R:36/37/38 S:26-36 Sigma
Deuteriumoxid - - - Deuterio
Dichlormethan Xn R:20-40 S:24 Merck
Diethylether F+ R:12-19 S:9-16-29-33 Merck
Dimethylsulfoxid Xi R:36/37/38 S:26-36 Fluka
1,4-Dioxan Xn,F R:11-19-20-40 S:9-16-33 Aldrich
Diphenylamin T R: 23/24/25-33 S:28.1-36/37-44 Merck
Driselase - - - Sigma
meseErythrit - - - Merck
Essigsaure 100% C R:10-35 S:23-26-45 Merck
Essigsaureanhydrid C R:10-34 S:26 Merck
Ethanol F R:11 S:7-16 Merck
Ethylacetat F R:11 S:16-23.2-29-33 Aldrich
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Stoff Gefahren- R-Sétze S-Satze Firma

symbol
trans-Ferulasaure - - - Sigma
L-Fucose - - - Sigma
D-Galaktose - - - Merck
D-Glucose-Monohydrat - - - Merck
n-Hexan F, Xn R:11-20-48 S:9-16-24/25-29-51  Merck
4-Hydroxybenzoeséaure Xi R:36 S:26-36 Fluka
4-Hydroxyphenyl- Xi R:36/37/38 S:26-36 Fluka
essigsaure
4-Hydroxyphenylpropion-  Xi R:36/37/38 S:26-36 Fluka
saure
myoInosit - - Merck
Malonsaure Xn R:22-36 S:22-24 Merck
D-Mannose - - - Merck
Methanol T,F R:11-23/25 S:16-24-45-7 Baker
1-Methylimidazol C R:21/22-34 S:26-36 Merck
Natriumazid T+ R:28-32 S:28 Merck
Natriumborhydrid T,F+ R:15.1-25-34 S:26-36/37/39-43.1Fuka

45

Natriumdihydrogenphosphat- - Merck
Dihydrat
di-Natriumhydrogenphos- - - Merck
phat-Dihydrat
Natriumhydroxid C R:35 S:26-37/39-45 Merck
Natriumsulfat - - - Merck
Peroxidase (from horsera- - - Sigma
dish)
Petrolether 35-60 °C F R:11 S:9-16-29-33 Aldrich
Phoshorséaure 85 % C R:34 S:26 Merck
Piperidin F,T R:11-23/24-34 S:16-26-27-45 Fluka
Pyridin F,Xn R:11-20/21/22 S:26-28 Merck
L-Rhamnose - - - Merck
Salzséaure rauchend F,Xn R:11-20/21/22 S:26-28 Merck
Salzsaure 0,1 M - - - Merck
Schwefelsaure 95-97 % C R:35 S:2-26-30 Merck
Selenreaktionsgemisch T R:23/25-33 S:20/21-28.1-44 Merck
Sinapinsaure Xi R:36/37/38 S:26-36 Fluka
Syringasaure - - - Fluka
Tashiro-Indikator F+ R:11 S:7-16 Riedel
Termamyl @-Amylase) - - Novo
120 KNU/g Nordisk
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Stoff Gefahren- R-Satze S-Satze Firma
symbol

Trifluoressigsaure C R:20-36-52/53 S:9-26-27-28-45-61  Merck

Vanillin Xn R:22-36 S:26-36 Merck

Vanillinsaure Xi R:36/37/38 S:26-36 Sigma

Wasserstoffperoxid 30 % C R:34 S:28-39 Merck

D-Xylose - - - Merck

5.3 Arbeitsvorschriften

Sind keine anderen Angaben gemacht, handelt es sich bei Wasser immer um demineralisiertes We
ser.

5.3.1 Arbeitsvorschriften zur Identifizierung und Quantifizierung monomerer und dimerer
Phenolcarbonséuren sowie von Ferulasaure-Monolignol-Kreuzprodukten in l6slichen
und unldslichen Ballaststoffen

5.3.1.1 Isolierung unléslicher und léslicher Getreideballaststoffe

Die Aktivitaten der fur die Isolierung der UBS und LBS eingesetzten Enzyme wurden gemal der
amtlichen Methode nach 835 LMBG L 00.00-18 (BgVV, 1997) uberpruft.
Mengen- bzw. Zeitangaben in Klammern beziehen sich auf die Aufarbeitung von 15 g Mehl.

Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

- Getreidekaryopsen mit Labormihle < 0,5 mm vermahlen

- Hafer- und Maismehl aufgrund von Fettgehalten > 5 % zweimah4iHiéxan extrahieren, L6-
sungsmittelriickstande im Vakuumtrockenschrank (40 °C) entfernen

Enzymatischer Abbau

- 10 g (15 g) des Untersuchungsmaterials in einen 500 ml Jodzahlkolben einwiegen

- Untersuchungsmaterial in 300 ml 0,08 M Phosphatpuffer (pH 6,0) suspendieren

- 750 ul (1225 pl) Termamyl (hitzestabdeAmylase) hinzufiigen

- 20 min (25 min) bei 100 °C im Wasserbad erhitzen, alle 5 min leicht umschwenken

- abkuhlen auf Raumtemperatur, pH-Wert mit ca. 60 ml 0,275 M NaOH atif(@,,beinstellen

- 300 pl (450 pl) Alcalase (Protease) hinzufiigen

- 30 min bei 60 °C unter standiger Bewegung (z.B. rotieren am Rotationsverdampfer) inkubieren

- abkuhlen auf Raumtemperatur, pH-Wert mit ca. 60 ml 0,325 M HCI auf @,5 einstellen

- 350 ul (525 pl) Amyloglucosidase hinzufligen

- 30 min bei 60 °C unter standiger Bewegung inkubieren

- Suspension 10 min zentrifugieren

- Zentrifugationsrickstand zweimal mit 70 °C heiRem Wasser waschen, jeweils 10 min zentrifu-
gieren

- Zentrifugationsuberstand sowie Waschwasser vereinigen und zur Gewinnung der LBS aufbe
wahren
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Isolierung der unléslichen Ballaststoffe

Zentrifugationsrickstand aus enzymatischem Abbau mit 95 % Ethanol waschen, 10 min zentri
fugieren

Zentrifugationsrickstand mit Aceton waschen, 10 min zentrifugieren

Ruckstand fur 16 h bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank (25 mbar) trocknen und auswiegen
UBS zur Untersuchung auf Ferulasaure-Monolignol-Kreuzprodukte in Soxhletapparatur 5 h mit
Ethanol und 5 h mit Aceton extrahieren

Isolierung der l6slichen Ballaststoffe

vereinigten Zentrifugationsuberstand und Waschwasser filtrieren und Volumen bestimmen

in 3000 ml Becherglas mit dem vierfachen Volumen 95 % Ethanol (auf 60 °C erwarmt) verset-
zen, Uber Nacht stehen lassen

Uberstehende Lésung abdekantieren, Ruckstand 10 min zentrifugieren

Ruckstand zweimal mit 78 % Ethanol waschen, jeweils 10 min zentrifugieren

Ruckstand mit 95 % Ethanol waschen, 10 min zentrifugieren

Ruckstand mit Aceton waschen, 10 min zentrifugieren

Ruckstand fur 16 h bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank (25 mbar) trocknen und auswiegen

5.3.1.2 Bestimmung der Restprotein- und Aschegehalte von unléslichen und léslichen Ballast-

stoffen

Bestimmung des Restproteingehalts in unldslichen Ballaststoffen

150 — 350 mg UBS in einen Kjeldahl-Aufschluf3kolben einwiegen

2 g Selenreaktionsgemisch nach Wieninger und 20 ml konz. Schwefelsdure hinzufligen

im AufschluR3block erhitzen bis eine klare Lésung vorliegt

in Kjeldahldestillationsapparatur ca. 20 ml Wasser und ca. 80 ml Natronlauge (¢ = 330 g/l) hin-
zufligen

9 min in 50 ml Borsaurevorlage (c = 40 g/l), die Tashiro-Indikator enthalt, destillieren

mit 0,1 M Salzsaure auf pH 7,0 titrieren (unter Verwendung eines Titrinos)

Bestimmung des Restproteingehalts in I6slichen Ballaststoffen

5 - 10 mg LBS genau einwiegen und in 2 ml 0,1 M NaOH Iésen (Ultraschallbehandlung), von
dieser Losung 50 pl zur Bestimmung einsetzen

zu der Probel6sung 1,25 ml Coomassie Protein-Reagenz geben

nach 10 min Bestimmung der Absorption bei 595 nm gegen eine Reagenzienblindlésung

die Kalibration erfolgt mit einem Albuminstandard, hierzu werden Albuminldsungen mit Kon-
zentrationen von 500, 250, 125, 62,5 und 31,25 pg/ml wie die Probe behandelt

Bestimmung des Aschegehaltes unléslicher und l6slicher Ballaststoffe

150 — 300 mg LBS bzw. UBS in eine Porzellanglihschale einwiegen
Uber der Bunsenbrennerflamme vorveraschen

18 h bei 525 °C im Muffeloffen veraschen

Ruckstand abkihlen, auswiegen
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5.3.1.3 Bestimmung der Kohlenhydratzusammensetzung der Ballaststoffe — Hydrolyse, Re-

duktion und Acetylierung

Hydrolyse

25 — 50 mg UBS bzw. LBS in ein Pyrexglas einwiegen

500 ul 12 M Schwefelsaure zufligen, auf vollstandige Benetzung achten

5 min (LBS) bzw. 30 min (UBS) bei 35 °C inkubieren

Suspension mit 2,5 ml Wasser verdiinnen

60 min bei 100 °C im Trockenschrank erhitzen, gelegentlich umschwenken

nach dem Abkuhlen mit 1,2 ml 25 % Ammoniak versetzen, die resultierende Suspension sollte
leicht alkalisch sein

in 10 ml Mel3kolben Uberfihren und mit Wasser auffillen

Reduktion

100 pl des membranfiltrierten Hydrolysats in ein Pyrexglas pipettieren

mit 1 ml 2 % Natriumborhydridlésung in Dimethylsulfoxid (frisch angesetzt) versetzen
verschlossene Pyrexglaser 60 min bei 60 °C im Wasserbad rihren (Verwendung von Miniatur:
rahrstabchen)

nach dem Abkuhlen 100 ul 80 % Essigsaure, die die internen Standardsubstanzen Erythrit un
myaInosit (ca. 0,8 mg/ml) enthalt, hinzufiigen

Acetylierung und Extraktion der Alditolacetate

Reduktionsansatz mit 2 ml Acetanhydrid und 200 pl 1-Methylimidazol versetzen

10 min bei RT reagieren lassen

im Eisbad 5 ml Wasser hinzufligen

nach dem Abkuhlen Alditolacetate mit 2 ml Chloroform extrahieren, wafdrige Phase verwerfen
organische Phase zweimal mit Wasser waschen

Wasserreste bei —18 °C ausfrieren

100 pl der Chloroformphase mit 200 pl Chloroform verdiinnen

gaschromatographische Analyse

Behandlung der Standardsubstanzen (Bestimmung von Korrekturfaktoren)

100 ul einer Standardlésung, die Xylose, Arabinose, Glucose, Rhamnose, Mannose, Galaktos
und Fucose in einer Konzentration von je ca. 0,5 mg/ml enthalt, in ein Pyrexglas pipettieren
Entfernung des Wassers im Stickstoffstrom

Monosaccharide in 100 pl 0,1 M Ammoniakldsung aufnehmen

1 ml 2 % Natriumborhydridlésung in Dimethylsulfoxid hinzufliigen und Reduktion, Acetylie-
rung und Extraktion der Alditolacetate wie beschrieben durchfiihren

5.3.1.4 Isomerisierung vontrans-Ferulasaure und trans-p-Cumarsaure zu den entsprechen-

dencis-Isomeren

500 mgtransFS bzw.transpCS in einen 250 ml Rundkolben einwiegen

100 ml 0,5 M AmmoniaklosungranspCS) bzw. MethanokfansFS) hinzufiigen

14 h mit einem UV-Strahler bestrahlen, Abstand Strahler — Bestrahlungsgut: 30 cm
Losungsmittel am Rotationsverdampfer und Lésungsmittelreste im Vakuumtrockenschrank
tber Nacht (40 °C) entfernen
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Isomerenverhéaltnis mittels HPLC bestimmen

5.3.1.5 Synthese von 5-5"-Dehydrodiferulasaure

3 g Vanillin in 300 ml 0,5 M Citratpuffer (pH 4,25) I6sen (Ultraschallbehandlung)

15,25 ml 3,3 % Wasserstoffperoxidlosung zufligen

10,8 mg Peroxidase zusetzen

18 h bei 37 °C inkubieren

ausgefallenes Dehydrodivanillin abfiltrieren, mit Wasser waschen und 8 h bei 40 °C im Vaku-
umtrockenschrank trocknen

1 g Dehydrodivanillin-Rohprodukt mit 0,82 g Malonsaure in 12 ml Pyridin l6sen

200 pl Piperidin als Katalysator hinzuftigen

bei 70 °C unter Ruckflul3 6 h rihren

nach dem Abkuhlen in 300 ml halbkonz. Salzséure giel3en

ausgefallenes 5-5-DFS-Rohprodukt abfiltrieren, mit Wasser waschen, 24 h bei 40 °C im Va-
kuumtrockenschrank trocknen

5.3.1.6 Synthese von 8-5"-Dehydrodiferulasauren

Synthese Ferulasaureethylester

400 ml Ethanol und 20 ml Acetylchlorid in einen 1000 ml Rundkolben geben und zwei Minu-
ten rihren

53 gtransFS hinzufligen, Uber Nacht riihren

Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernen

Rohprodukt mittels'H-NMR auf vollstandigen Umsatz uberpriifen, bei nicht vollstandigem
Umsatz Arbeitsvorgang mit dem Rohprodukt wiederholen

Dimerisierung und Reinigung

2 g Ferulasaureethylester in 2000 ml Acetatpuffer (pH 4,0) bei max. 60 °C l6sen

nach dem Abkuhlen der Losung 0,76 ml 30 % Wasserstoffperoxidldsung und 10 mg Peroxidas
hinzufligen

nach 10 min ausgefallenen 8-5"-Dehydrodiferulaséurediester abfiltrieren

Produkt in wenig Ethylacetat aufnehmen

Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel, Eluent Ethylacetat:Petrolether 30:70
Hauptfraktion, die den 8-5"-Dehydrodiferulasaurediester enthélt (mittlere von drei Fraktionen),
am Rotationsverdampfer zur Trockne bringen

Verseifung und Isolierung der 8-5"-Dehydrodiferulaséduren

8-5"-Dehydrodiferulaséaureester in 2 ml 1,4-Dioxan aufnehmen

mit 5 ml mit Stickstoff entgaster 2 M NaOH versetzen und tber Nacht rihren (Stickstoffatmo-
sphare)

Hydrolyseansatz mit Salzsaure ansauern und DFS mit Ethylacetat extrahieren

organische Phase Uber Natriumsulfat trocknen und am Rotationsverdampfer zur Trockne brin
gen

Isolierung der 8-5-DFS mittels praparativer DC an Kieselgel, Flie@mittel Chloro-
form:Ethylacetat:Essigsaure 10:1:0,1
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5.3.1.7 Alkalische Hydrolyse, Extraktion und Derivatisierung estergebundener Substanzen in
I6slichen und unl@slichen Ballaststoffen

Hydrolyse

- 40 -90 mg UBS bzw. 60 — 120 mg LBS in ein Pyrexglas einwiegen

- 50 pg 5-5"-Me-DFS und 200 pg oCS (fur UBS) bzw. 15 pg 5-5"-Me-DFS und 30 pg oCS (fur
LBS) als interne Standardsubstanzen gel6st in 1,4-Dioxan hinzufligen

- 5 ml mit Stickstoff entgaste 2 M NaOH zugeben

- Kopfraum mit Stickstoff begasen und Pyrexglaser verschlie3en

- schutteln bis vollstandige Benetzung der BS gewahrleistet ist

- bei Raumtemperatur, lichtgeschitzt 18 h hydrolysieren

Extraktion

- Hydrolyseansatz mit 0,95 ml konz. Salzsaure ansauern, pH-Wert muf3 kleiner 2 sein

- dreimal mit 4 ml Diethylether extrahieren, zur besseren Phasentrennung bei niedriger Drehzat
zentrifugieren, bei einigen Getreiden, z.B. Wildreis, sollte die erste Extraktion mit 8 ml Di-
ethylether durchgefuhrt werden, da sich zwischen den Phasen eine breite Schicht von Hydroly
seriickstanden sammelt

- vereinigte organische Phasen in einem Reaktionsvial unter einem Stickstoffstrom zur Trockne
bringen, Lésungsmittelreste Gber Nacht im Vakuum tber Natriumsulfat entfernen

Derivatisierung

- zu dem Trocknungsrtickstand 10 pul Pyridin und 40 pl BSTFA hinzufliigen

- verschlossene Reaktionsvials 30 min bei 60 °C im Heizblock erhitzen

- Lésungen zur Bestimmung der monomeren PCS aus UBS 1:6 mit Dichlormethan verdinnen
fur alle anderen Bestimmungen unverdinnte Lésungen einsetzen

- gaschromatographische Analyse (silylierte Substanzen bei RT nur einige Stunden stabil, Auf:
bewahrung im Kuhlschrank fir 24 h méglich)

5.3.2 Arbeitsvorschriften zur Isolierung und Identifizierung von Phenolcarbonsaure-
Oligosaccharid-Verbindungen aus unléslichen Ballaststoffen

5.3.2.1 Enzymatische Hydrolyse der unldslichen Ballaststoffe

- 4 - 10 g UBS aus Roggen bzw. Wildreis einwiegen und in einem 1000 ml Jodzahlkolben in
bidest. Wasser (90 ml bidest. Wasser je 1 g UBS) suspendieren

- 0,4 -1 g Driselase zugeben (100 mg Driselase je 1 g UBS)

- 48 h bei 37 °C unter Ruhren lichtgeschitzt inkubieren

- durch 10 minutiges Erhitzen auf 100 °C Enzyme inaktivieren

- Suspension 20 min zentrifugieren und Uberstand durch Faltenfilter filtrieren

- Filtrat am Vakuumrotationsverdampfer bei vermindertem Druck und 40 °C auf ein Volumen
kleiner 50 ml einengen, im Mel3kolben mit Wasser auf 50 ml aufftllen

- bei Uberprufung der PCS-Zusammensetzung des Hydrolysats 1 ml zur PCS-Analyse nach Ka
pitel 5.3.2.7 abpipettieren

- Zentrifugationsriickstand 16 h bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank trocknen und auswiegen,
PCS-Analyse nach Kapitel 5.3.1.7
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5.3.2.2 Saure Hydrolyse der unléslichen Ballaststoffe

10 — 15 g UBS aus Roggen bzw. Wildreis einwiegen und in einem 1000 ml Jodzahlkolben mit
50 mM TFA versetzen (30 ml TFA je 1 g UBS)

Suspension 3 h bei 100 °C im Wasserbad unter Rickfluf3 erhitzen

nach dem Abkiihlen Suspension 20 min zentrifugieren und Uberstand durch Faltenfilter filtrie-
ren

Filtrat am Vakuumrotationsverdampfer bei vermindertem Druck und 40 °C auf ca. 150 ml ein-
engen

mit 0,25 M NaOH pH-Wert von 5,0 einstellen

ausgefallenen Niederschlag durch 15 miniitiges Zentrifugieren entfernen, Uberstand durcl
Faltenfilter filtrieren

Filtrat am Vakuumrotationsverdampfer bei vermindertem Druck und 40 °C auf ein Volumen

kleiner 100 ml einengen, im Mel3kolben mit Wasser auf 100 ml aufftillen

bei Uberpriifung der PCS-Zusammensetzung des Hydrolysats 1 ml zur PCS-Analyse nach Ka
pitel 5.3.2.7 abpipettieren

Zentrifugationsrickstand 16 h bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank trocknen und auswiegen,
PCS-Analyse nach Kapitel 5.3.1.7.

5.3.2.3 Reinigung der Hydrolysate an Amberlite XAD-2

Chromatographie-Sauld](2 cm) 42 cm hoch mit in Wasser aufgeschlammtem Amberlite
XAD-2 Material fullen

die Hydrolysate nach Kapitel 5.3.2.1 bzw. 5.3.2.2 mit einer Tropfgeschwindigkeit von ca. 1
Tropfen pro Sekunde auf die Saule aufbringen

Saule mit 350 ml Wasser waschen (Tropfgeschwindigkeit ca. 2 Tropfen/sec), Aufgabefraktion
und Waschwasser sammeln und vereinigeHAO-Fraktion)

PCS-Oligosaccharid-Verbindungen mit 500 ml Methanol:Wasser 50:50 eluieren (Tropfge-
schwindigkeit ca. 1 Tropfen/sec).MeOH/HO-Fraktion)

Saule mit 350 ml Methanol waschen (Tropfgeschwindigkeit ca. 2 Tropfen/sec), sammeln
(-»MeOH-Fraktion)

alle drei Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei vermindertem Druck und 40 °C auf
wenige ml einengen, Fraktionen im 10 ml MelRkolben auffillen und 100 pl zur PCS-Analyse
nach Kapitel 5.3.2.7 einsetzen

restliche MeOH/HO-Fraktion am Vakuumrotationsverdampfer bei vermindertem Druck und
40 °C auf 3 — 5 ml einengen und auf 5,5 ml auffiillen

5.3.2.4 Fraktionierung der Hydrolysate mittels Gelpermeationschromatograhie

Saule mit mind. 1 | bidest. Wasser konditionieren, Fluf3 2 —3 ml/ min, oberen Stempel nachre-
gulieren, Saule mit Aluminiumfolie umwickeln

MeOH/H,O-Fraktion aus Kapitel 5.3.2.3 injizieren

nach der dem Totvolumen entsprechenden Vorlaufzeit (ca. 2 - 4 Stunden) 12-Minuten-
Fraktionen (entsprechen 6 bzw. 8,4 ml) sammeln

Fraktionen gemaly den Chromatogrammen den Peaks zuordnen und vereinigen

vereinte Fraktionen am Vakuumrotationsverdampfer bei vermindertem Druck und 40 °C auf
Volumen <10 ml einengen, in gewogenes Gefriertrocknungsglaschen (Braunglas) Uberfiihrer
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und gefriertrocknengder: direkt gefriertrocknen bis nur noch wenig Eis vorhanden ist, nach
dem Auftauen in gewogenes Gefriertrocknungsglaschen tberfuhren und gefriertrocknen, aus
wiegen (das Gefriertrocknen im Rundkolben bis zur Trockne sollte aufgrund méglicher Sub-
stanzverluste beim Bellften der Gefriertrocknung vermieden werden)

wird die GPC-Saule langer als 24 h nicht benutzt, mit mind. 250 ml 0,02 % Natriumazid-
Losung spulen

5.3.2.5 Phenolcarbonsaure-Oligosaccharid-Screening mittels Dinnschichtchromatographie

Fur alle Screening-Methoden (Kapitel 2.3.5.1 — 2.3.5.3) wird 1 mg der GPC-Fraktionen (bei gerin-
geren Mengen die gesamte Fraktion) in 1 ml Wasser oder Methanol:Wasser 50:50 geldst und mer
branfiltriert. Diese Losungen werden flr alle Screening-Methoden direkt eingesetzt.

DC-Platte: Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator (254 nm)

Flielmittel: Acetonitril:Wasser 85:15

Detektion: 1) UV-Betrachtung bei 254 nm
2) Detektion mit Zuckerdetektionsreagenz: Losung 1: f-Anisidin in 24 ml
Aceton und 6 ml konz. Phosphorséaure l6sen; Losung 2: 1 g Diphenylamin in 24 ml
Aceton losen; Losung 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 mischen und DC besprihen, DC
ca. 10 min bei 120 °C erwarmen

VergleichssubstanzetransFS, Arabinose

5.3.2.6 Fraktionierung bzw. Reinigung der GPC-Fraktionen mittels semi(praparativer)

Hochleistungsfliissigchromatographie

Trennungen an der praparativen HPLC-Saule:

- um Substanzverluste mdglichst gering zu halten, nicht mehr als 500 pl in die 1 ml Proben-
schleife injizieren

- pro Lauf nicht mehr als 8 mg der GPC-Fraktionen aufgeben

- Fraktionen in entsprechendem Volumen bidest. Wasser aufnehmen und injizieren

Trennungen an der semipraparativen HPLC-Saule:

- nicht mehr als 50 plin die 100 pl Probenschleife injizieren

- pro Lauf maximal 2 mg der GPC-Fraktionen aufgeben

- Fraktionen in entsprechendem Volumen bidest. Wasser aufnehmen und injizieren

per Hand fraktionieren und die gemafd den Chromatogrammen vereinigten Fraktionen sammelr

Fraktionen bei vermindertem Druck und 40 °C am Vakuumrotationsverdampfer einengen bis

kein Acetonitril mehr vorhanden ist

Fraktionen in gewogene Gefriertrocknungsglaschen (aus Braunglas) Uberfihren und gefrier

trocknen

Fraktionen auswiegen, Reinheit der Fraktionen auf dem analytischen System (Kapitel 5.1.3.:

bzw. 5.1.3.2) tberprifen

5.3.2.7 Identifizierung (und Quantifizierung) monomerer phenolischer Sauren aus loslichen

Phenolcarbonséaure-Oligosacchariden mittels Hochleistungsfliissigchromatographie

0,6 — 0,8 mg der nach Kapitel 5.3.2.6 gereinigten Fraktionen in 1 ml bidest. Wasser l6sen (be
geringen Substanzmengen zerstorungsfreie NMR-Spektroskopie (Kapitel 5.1.5) zuerst durch
fuhren!)
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100 ulin 1,7 ml-Braunglasgefal3e pipettieren (ebenso mit den Amberlite-Fraktionen und Hy-
drolysaten aus den Kapiteln 5.3.2.3 bzw. 5.3.2.1 und 5.3.2.2 verfahren)

100 pl einer mit Stickstoff entgasten 2 M Natronlauge und ein Miniaturrihrstdbchen hinzufu-
gen

nach dem Begasen des Kopfraums mit Stickstoff Glaschen schlieRen und 2 h rihren
Hydrolyse durch Zugabe von 150 pl 2 M Phosphorsaure stoppen

Losungen direkt zur HPLC-Bestimmung einsetzen (Losungen, die aus Amberlite-Fraktionen
oder Hydrolysaten hervorgehen, evtl. membranfiltrieren)

Kalibrierung

Funfpunktkalibrierung: Konzentrationen der Standardlésungen: StandardlésurangFs,
transpCS, SA, 4-HPES, SyS, 4-HPPS, 4-HBS, VS in MeQ#&125:75, je 125, 50, 25, 2,5

und 0,5 pg/ml; Standardlésung @s/transFS-Gemisch undis/transpCS-Gemisch mit defi-
niertem Isomeren-Verhdltnis (s. Kapitel 5.3.1.4) so einwiegen, dal} Standardlésung (in Me-
OH:H,O 25:75) folgende Konzentrationen ais-FS undcis-pCA enthalt: 100, 50, 20, 2 und

0,5 ug/mi

Kalibrationsgeraden fitrans-FS, cis-FS,transpCS und SA bei 325 nm, figis-pCS, 4-HPES,

SyS und 4-HPPS bei 280 nm und fir 4-HBS und VS bei 260 nm bestimmen

5.3.2.8 Identifizierung (und Quantifizierung) von Monosacchariden aus Phenolcarbonséaure-

Oligosacchariden mittels Gaschromatographie

Hydrolyse

100 pl der in Kapitel 5.3.2.7 vorbereiteten PCS-Oligosaccharid-Losungen in ein Pyrexglas pi-
pettieren

Wasser in einem Stickstoffstrom bei max. 50 °C (Heizblock) entfernen

500 ul 2 M Trifluoressigsaure hinzufiigen und Pyrexglas verschlie3en

30 min bei 120 °C im Trockenschrank erhitzen, alle 10 min leicht schitteln

Losung in einem Stickstoffstrom bei max. 50 °C zur Trockne bringen

zum Ruckstand 100 pl 1 M Ammoniaklésung hinzufiigen

Reduktion, Acetylierung und Extraktion der Alditolacetate

Durchfiihrung gemalf3 Vorschriften in Kapitel 5.3.1.3

Behandlung von Standardsubstanzen (Ermittlung von Korrekturfaktoren)

Durchfihrung gemalf3 Vorschriften in Kapitel 5.3.1.3
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5.4 Tabellen

5.4.1 Faktoren und Verfahrenskenndaten fiir die gaschromatographische Kohlenhydratbe-
stimmung

Relative Retentionszeiten und Korrekturfaktoren (Responsefaktoren):

Substanz I:\)F\)-I_Erythrit RRTInosit KF Erythrit KF Inosit
Rhamnose 1,837 0,799 1,08 1,16
Fucose 1,860 0,809 1,02 1,09
Arabinose 1,873 0,814 0,96 1,02
Xylose 1,916 0,833 0,97 1,04
Mannose 2,325 1,011 1,04 1,12
Glucose 2,345 1,020 1,10 1,18
Galaktose 2,362 1,027 0,96 1,03

RRTenthrivinosit- relative Retentionszeit bezogen auf Erythrit bawo Inosit
KFerthrivinosit— Korrekturfaktor bezogen auf Erythrit bzmyo Inosit

Verfahrenskenndaten

Substanz linearer Bereich*[ug/ml] Nachweisgrenzgug/ml]
Rhamnose 0,5-50 2,5x 18
Fucose 0,5-50 1,4 x 18
Arabinose 0,5-50 2,5x 18
Xylose 0,5-50 2,5 x 18
Mannose 0,5-50 2,5x 18
Glucose 0,5-50 2,5x 18
Galaktose 0,5-50 2,5x 18

* r>0,999

5.4.2 Faktoren fur die gaschromatographische ldentifizierung und Quantifizierung von
monomeren und dimeren Phenolcarbonsauren sowie von Kreuzprodukten

Relative Retentionszeiten monomere PCS (Standardsubstanzen):

Substanz GC-MS (Hewlett Packard) GC-MS (Thermoquest) GC-FID

RRTocs RRTocs RRTocs
cispCS 0,950 0,958 0,948
CisFS 1,202 1,182 1,176
transpCS 1,265 1,211 1,230
transFS 1,684 1,558 1,559
SA 2,175 1,881 1,815

RRTycs— relative Retentionszeit bezogen auf oCS
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Relative Retentionszeiten dimere PCS und Kreuzprodukte (Standardsubstanzen):

Substanz GC-MS (Hewlett Packard) GC-MS (Thermoquest) GC-FID
RRTs.5me-DFs RRTs.5me-DFs RRTs.5me-DFs
8-8"-DFSc 0,586 0,583 0,558
8-8-DFSnc 0,607 0,595 0,571
8-5"-DFSnc 0,698 0,683 0,674
8-0-4"-DFS 0,847 0,851 0,834
8-5-DFSc 0,858 0,862 0,847
5-5"-DFS 0,947 0,923 0,944
8-5-DFSdc 0,967 0,959 0,972
4-0-5"-DFS 1,046 1,051 1,032
8-8-DSSc 0,622 0,624 0,604
8-8-DSSnc 0,711 0,707 0,692
8-3THF-CF (1) 0,602 0,580 0,575
8-BTHF-CF (2) 0,616 0,597 0,591
4-O-3-CFE (threo) 0,700 0,669 0,672
4-O-3-CFE (erythro) 0,729 0,686 0,694
MEL 0,870 0,908 0,874
iso-MEL 0,910 0,962 0,920

RRTs5.me-pFs— relative Retentionszeit bezogen auf 5-5-Me-DFS

Korrekturfaktoren (Responsefaktoren) monomere und dimere PCS:

Substanz KFs.5-Me-DFs Substanz KFocs
8-8"-DFSc 0,914 trang=S 1,155
8-8"-DFSnc 0,958 cisFS 1,155
8-5-DFSc 2,481 trangCS 0,993
8-5-DFSnc 0,896 cispCS 0,993
8-5"-DFSdc 1,000 SA 1,267
8-0-4'-DFS 1,183

5-5-DFS 0,952

KFs.s-me-pFsiocs Korrekturfaktor bezogen auf 5-5"-Me-DFS/0CS
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5.4.3 Kalibrationsdaten der Sephadex LH-20 Gelpermeationschromatographie-Saule

Totvolumen = aul3eres Volumeng)y121 mi

Gesamtvolumen (¥ = 344 ml

LAURENT und KILLANDER-Konstante: ki, = (VeVo)! (V-Vo) mit Ve = Elutionsvolumen zu
bestimmende Substanz

Substanz Molekularmasse \' VeV Kav

Dextrin 10 ca. 1620 130 1,07 0,04
Dextrin 15 ca. 1400 135 1,12 0,06
Dextrin 20 ca. 900 140 1,16 0,09
Raffinose 504 220 1,82 0,44
Saccharose 342 248 2,05 0,57
Xylose 150 270 2,23 0,67

5.4.4 Faktoren und Verfahrenskenndaten fur die flissigchromatographische Bestimmung
monomerer Phenolcarbonsauren

(Relative) Retentionszeiten:

Substanz RT [min] RRTansFs Substanz RT [min] RRTansFs
4-HBS 7,44 0,444 tranpCS 13,54 0,808
4-HPES 7,99 0,477 CipCS 14,95 0,893
VS 8,95 0,534 trangS 16,75 1,000
SyS 9,62 0,574 SA 17,69 1,056
4-HPPS 11,78 0,703 Ci$=S 18,56 1,108

RRTyans-rs— relative Retentionszeit bezogen &ainsFS; RT - Retentionszeit

Verfahrenskenndaten:

Substanz linearer Bereich*[ug/ml] Nachweisgrenzdug/ml] Wellenlange[nm]
4-HBS 0,250-125 0,013 260
4-HPES 0,250-500 0,250 280
VS 0,125-125 0,025 260
SyS 0,125-250 0,025 280
4-HPPS 1,250-500 0,250 280
transpCS 0,250-250 0,025 325
cispCS 0,250-250 0,124 280
transFS 0,250-250 0,013 325
Cis-FS 1,250-500 0,124 325
SA 0,125-500 0,050 325

*r>0,999
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5.4.5 Ballaststoffgehalte der untersuchten Getreide
Gehalte an unloslichen Ballaststoffen

nk* UBS Protein Asche Korrektur- UBS SD (n=3)

[0/100 g [0/100 g nk  [g/100 g nk faktor [0/100 g [0/100 g

Mehl] UBS] UBS] Mehl] Mehl]

Weizen 9,88 10,1 1,2 0,887 8,76 0,55
Dinkel 9,00 9,5 1,3 0,891 8,02 0,28
Roggen 13,50 9,2 1,1 0,897 12,11 0,88
Gerste 8,71 13,1 2,1 0,847 7,38 0,13
Hafer 9,22 39,5 2,3 0,581 5,36 0,19
Mais 13,35 11,1 1,0 0,879 11,73 0,15
Hirse 5,19 42,2 1,5 0,563 2,93 0,39
Reis 5,49 39,4 2,1 0,585 3,21 0,22
Wildreis 5,03 32,1 1,6 0,663 3,34 0,10
*nk — nicht korrigiert
Gehalte an I6slichen Ballaststoffen

nk* LBS Protein Asche Korrektur- LBS SD (n=3)

[0/100 g [0/100 g nk [g/100 g nk faktor [0/100 g [0/100 g

Mehl] LBS] LBS] Mehl] Mehl]

Weizen 3,32 2,4 31,4 0,662 2,20 0,22
Dinkel 3,09 2,2 33,2 0,646 1,99 0,32
Roggen 5,33 2,1 24,2 0,736 3,92 0,32
Gerste 4,47 1,9 21,8 0,764 3,41 1,10
Hafer 3,95 1,5 24,7 0,738 2,92 0,12
Mais 1,81 8,5 42,6 0,489 0,88 0,16
Hirse 1,55 5,3 44,1 0,506 0,78 0,08
Reis 1,90 7,8 43,2 0,490 0,93 0,04
Wildreis 1,43 6,0 38,4 0,555 0,79 0,04

*nk — nicht korrigiert
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5.4.6 Kohlenhydratzusammensetzung der Ballaststoffe

Monomerenzusammensetzung der unléslichen Ballaststoffe in MdJ§S

[Imgg'UBS] Rha Fuc Ara SD* Xyl SD* Man SD* Glc SD* Gal SD*

Weizen nn nn 1025 10,9 207,12 1/0 17,1 76 2049 235 134 1,3
Dinkel nn nn 81,3 48 2045 35 250 40 2259 125 13,7 1,2
Roggen nn nn 101,6 22,6 2388 432 21,1 28 2262 0,1 180 25
Gerste nn nn 1128 95 1909 50 290 34 187,7 153 135 1,2
Hafer nn nn 868 44 1505 36 233 13 2034 86 13,8 115
Mais nn nn 1144 32,0 203,2 26,5 155 53 2061 65 319 54
Hirse nn nn 799 21 725 172 tr - 160,1 1,74 17,48 0,86
Reis nn nn 68,2 18,2 84,9 155 24,7 24 216,2 19,0 248 49
Wildreis tr tr 774 84 776 62 2383 1,74 230,8 26,7 285 2,0

nn — nicht nachweisbar; tr — Spuren; *-n =2

Monomerenzusammensetzung der léslichen Ballaststoffe in Md.BS

[mgg'LBS] Rha Fuc Ara SD* Xyl SD* Man SD* Glc SD* Gal SD*

Weizen nn nn 938 13 1995 74 375 34 451 01 512 1,3
Dinkel nn nn 1129 10,3 153,2 130 42,1 24 1006 2,2 68,2 4,2
Roggen nn nn 116,5 33,5 2076 180 326 1,1 588 41,1 18,1 8,8
Gerste tr tr 229 56 31,3 28 239 65 5057 21,9 149 1,7
Hafer nn tr 261 50 166 36 290 5,2 6092 1250 350 7,8
Mais nn tr 259 29 188 11 489 38 303 14 196 3,8
Hirse nn tr 4,/ 03 52 06 718 83 400 41 245 35
Reis nn tr 96 14 61 09 648 53 355 11 233 0,7
Wildreis nn tr 11,7 04 86 03 582 51 319 0,7 254 05

nn — nicht nachweisbar; tr — Spuren; *-n =2

Molare Verhaltnisse Arabinose/Xylose

UBS Ara/Xyl LBS Ara/Xyl
Weizen 0,49 Weizen 0,47
Dinkel 0,40 Dinkel 0,74
Roggen 0,43 Roggen 0,56
Gerste 0,59 Gerste 0,73
Hafer 0,58 Hafer 1,57
Mais 0,56 Mais 1,38
Hirse 1,10 Hirse 0,90
Reis 0,80 Reis 1,57

Wildreis 1,00 Wildreis 1,36
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5.4.7 Gehalte an monomeren Phenolcarbonsauren

Gehalte an monomeren PCS in unléslichen Ballaststoffen in |i§gBS

[ug g* UBS] trans+S CiS-FS FSesam: SD* transpCS cispCS pCSjesamt SD* trans-SA SD*

Weizen 5952 423 6376 104 166 29 195 22 79 4
Dinkel 7281 231 7573 276 165 20 185 8 53 8

Roggen 6338 611 6949 506 353 13 366 174 89 22
Gerste 4675 378 5053 148 481 30 511 15 95 3
Hafer 4249 197 4445 349 309 nn 309 17 160 21
Mais 24622 213 24835 1027 2157 tr 2157 70 89 4
Hirse 7619 656 8276 1370 298 84 382 36 tr -

Reis 7512 444 7956 58 2169 20 2189 53 185 5
Wildreis 4358 167 4526 75 175 16 191 11 445 9

nn — nicht nachweisbar; tr — Spuren; *-n =3

Gehalte an monomeren PCS in l8slichen Ballaststoffen in iglBS

[ugg*LBS] trans-FS CiSFS FSesamt SD* transpCS cispCS pCSesamt SD* trans-SA SD*

Weizen 1427 387 1814 119 17 nn 17 3 17 2
Dinkel 504 231 735 27 25 tr 25 16 22 2
Roggen 1178 326 1504 177 17 tr 17 2 16 4
Gerste 238 81 319 126 11 tr 11 1 4 1
Hafer 106 28 133 17 8 nn 8 3 7 5
Mais 329 80 409 169 21 tr 21 3 8 3
Hirse 146 52 197 79 11 nn 11 4 tr -
Reis 82 37 119 24 13 nn 13 5 6 2
Wildreis 101 28 129 24 7 nn 7 1 12 1

nn — nicht nachweisbar; tr — Spuren; *-n =3
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5.4.8 Dehydrodiferulasauregehalte in unléslichen und Iéslichen Getreideballaststoffen

Dehydrodiferulasauregehalte in pg gUBS in unloslichen Getreideballaststoffen

[Hg ' UBS] 8-5'-DFSnc 8-5'-DFSc 8-5-DFSA§8-5 DFS SD{y8-5'DFS)8-8 -DFSc 8-8'-DFSNncy8-8' DFS SDY58-8'DFS)

Weizen 323 377 393 1084 24 277 130 407 22
Dinkel 410 400 384 1194 41 309 135 444 15
Roggen 277 380 1271 1928 30 591 196 787 108
Gerste 390 584 826 1800 164 448 157 605 23
Hafer 607 305 734 1645 36 469 226 695 29
Mais 1473 1315 1818 4606 147 1726 389 2115 69
Hirse 610 592 1373 2575 218 1110 357 1467 36
Reis 396 937 474 1807 15 692 218 910 21
Wildreis 367 390 539 1296 112 539 216 755 55
*-n=3

[Mg g* UBS] 8-0-4-DFS SD* 5-5"-DFS SD* 40-5'-DFS SD* YDFS SD*
Weizen 479 10 391 11 12 1 2372 36
Dinkel 530 39 420 9 14 1 2601 59
Roggen 430 53 503 46 tr - 3647 132
Gerste 691 36 562 20 tr - 3658 170
Hafer 785 44 475 27 nn - 3599 69
Mais 2639 64 3198 59 38 4 12596 184
Hirse 890 47 760 48 nn - 5693 231
Reis 764 48 547 23 14 4 4042 59
Wildreis 396 28 393 25 tr - 2840 130

nn — nicht nachweisbar; tr — Spuren; *-n =3

Dehydrodiferulasauregehalte in pggLBS in 16slichen Getreideballaststoffen

[Hg ' LBS] 8-5'-DFSnc 8-5'-DFSc 8-5-DFSd§8-5 DFS SD{y8-5'DFS)8-8 -DFSc 8-8'-DFSncy8-8' DFS SDY58-8'DFS)

Weizen 22 22 23 67 5 45 23 68 13
Dinkel 23 43 27 92 24 60 49 109 36
Roggen 10 7 9 27 2 22 15 37 7
Gerste 6 11 9 26 8 16 8 24 4
Hafer 4 8 6 17 5 7 6 16 1
Mais 5 8 8 21 3 11 13 24 1
Hirse 3 9 8 20 6 9 11 20 5
Reis tr tr tr tr - tr tr tr -
Wildreis tr 8 5 - - 5 11 16 2

*-n=3
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Mg g* LBS] 8-0-4-DFS Sb* 5-5-DFS SD* 40-5'-DFS SD* YDFS Sb*
Weizen 19 2 30 1 nn - 184 14
Dinkel 15 2 17 2 nn - 233 43
Roggen 7 1 13 1 nn - 83 8
Gerste 7 3 12 3 nn - 69 10
Hafer 5 1 4 1 nn - 38 5
Mais 7 1 7 2 nn - 59 3
Hirse 3 1 4 2 nn - 46 9
Reis tr - tr - nn - tr -
Wildreis tr - tr - nn - tr -

nn — nicht nachweisbar; tr — Spuren; *-n =3

5.4.9 Faktoren zur Abschatzung des Dimerisierungsgrades von Ferulaséure

UBS ,Gehalt-Faktor* ,molarer Faktor** LBS ,Gehalt-Faktor** ,molarer Faktor‘**
Weizen 27,1 27,6 Weizen 9,2 9,4
Dinkel 25,6 26,0 Dinkel 24,1 24,4
Roggen 34,4 35,5 Roggen 5,2 5,3
Gerste 42,0 42,8 Gerste 17,8 18,1
Hafer 447 45,5 Hafer 22,2 22,6
Mais 33,7 34,2 Mais 12,6 12,8
Hirse 40,8 41,6 Hirse 18,9 19,4
Reis 33,7 34,1 Reis - -
Wildreis 38,6 39,2 Wildreis - -

*.  (3DFS [mg ¢/(cis/transFS [mg g']+3DFS [mg ¢'))x100
** _ 2xYDFS[mol g'/(2x3 DFS[mol g']+(cis/transFS [mol ¢'])x100

5.4.10 Diferulasauremuster in loslichen und unléslichen Getreideballaststoffen

Diferulasduremuster unloslicher Getreideballaststoffe

UBS 8-5"-DFS 8-8-DFS 5-5"-DFS &-4"-DFS 40-5"-DFS
Weizen 46,8 16,8 16,1 19,8 0,5
Dinkel 46,9 16,7 15,8 20,0 0,5
Roggen 54,0 18,4 13,4 14,2 nb
Gerste 50,7 16,1 14,9 18,4 nb
Hafer 47,1 18,8 12,9 21,2 nb
Mais 37,7 16,5 24,9 20,6 0,3
Hirse 46,9 25,0 12,9 15,2 nn
Reis 45,5 22,2 13,3 18,6 0,4
Wildreis 46,9 26,0 13,5 13,6 nb

nn — nicht nachweisbar; nb — nicht bestimmbar
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Diferulasduremuster I6slicher Getreideballaststoffe

LBS 8-5"-DFS 8-8"-DFS 5-5-DFS &-4"-DFS 40-5"-DFS
Weizen 37,4 36,4 16,0 10,2 nn
Dinkel 40,4 46,0 7,1 6,5 nn
Roggen 33,1 43,5 15,5 7,9 nn
Gerste 38,8 34,7 16,7 9,8 nn
Hafer 447 32,8 11,2 11,4 nn
Mais 36,5 39,8 11,9 11,8 nn
Hirse 44,0 41,9 8,5 5,7 nn
Reis nb nb nb nb nn
Wildreis nb nb nb nb nn

nn — nicht nachweisbar, nb — nicht bestimmbar

5.4.11 Relative Retentionszeiten und Gehalte von 8-8"-@-7"-Dehydrodiferulasaure in un-
I6slichen und l6slichen Getreideballaststoffen

Relative Retentionszeiten
GC-MS (Hewlett Packard): RRE me-ors0,704

GC-MS (Thermoquest): RRE me-prs0,691
GC-FID: RRTs.5".me-prs0,683

8-8-70-7"-DFS-Gehalte in unldslichen und l6slichen Getreideballaststoffen

UBS 8-8-70-7-DFS*  SD*(n=3) LBS 8-8-70-7"-DFS*  SD*(n=3)
Weizen 113 9 Weizen 10 1
Dinkel 146 11 Dinkel tr -
Roggen 197 11 Roggen tr -
Gerste 153 25 Gerste tr -
Hafer 200 45 Hafer tr -
Mais 927 52 Mais tr -
Hirse 324 17 Hirse tr -
Reis 146 14 Reis tr -
Wildreis 153 11 Wildreis tr -

* . [ug g* UBS/LBS]J; tr - Spuren
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5.4.12 Dehydrodisinapinsauregehalte sowie Abschatzung der Dimerisierung von Sinapinsau-
re in unléslichen und I6slichen Getreideballaststoffen

Dehydrodisinapinsauregehalte in pg'gUBS in unléslichen Getreideballaststoffen

[wug g*UBS] 8-8-DSSc SD 8-8"-DSSnc SD >8-8-DSS SD
Weizen 67 9 + - - -
Dinkel 32 3 + - - -
Roggen tr - nn - - -
Gerste tr - nn - - -
Hafer nn - nn - - -
Mais tr - nn - - -
Hirse nn - nn - - -
Reis 90 22 nn - - -
Wildreis 262 34 430 60 692 93

+ - mittels GC-MS identifiziert, jedoch aufgrund Peakuberlagerungen mittels GC-FID nicht be-
stimmbar

nn — nicht nachweisbar; tr — Spuren

Dehydrodisinapinsauregehalte in pg'oLBS in 16slichen Getreideballaststoffen

[wmg g*LBS] 8-8-DSSc SD 8-8"-DSSnc SD >8-8-DSS SD
Weizen 16 3 8 1 25 3
Dinkel 31 13 tr - - -
Roggen 5 1 tr - - -
Gerste tr - nn - - -
Hafer nn - nn - - -
Mais nn - nn - - -
Hirse nn - nn - - -
Reis tr - nn - - -
Wildreis 5 1 3 1 8 1

tr — Spuren, nn — nicht nachweisbar
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Faktoren (,Gehalt-Faktoren®) zur Abschatzung des Dimerisierungsgrades von Sinapinsaure

UBS 8-8'-DSSc* 8-8-DSSnc** 3y8-8-DSS*** LBS 8-8'-DSSc* 8-8'-DSSnc** 38-8 -DSS**+
Weizen 45,8 - - Weizen 38,1 19,0 57,1
Dinkel 37,6 - - Dinkel 58,5 - -
Roggen - - Roggen 23,9 - -
Reis 32,7 - Reis - - -
Wildreis 23,0 37,8 60,9 Wildreis 25,0 15,0 40,0
*.  (8-8-DSSc [mg d]/(SA [mg g*]+3 8-8"-DSS [mg d]))x100
** . (8-8’-DSSnc [mg d]/(SA [mg ¢*]+38-8"-DSS [mg d]))x100
#% . (38-8-DSS [mg d]/(SA [mg ¢g]+38-8"-DSS [mg gd]))x100
5.4.13 'H- und *C-NMR-Daten fiir aus Wildreis isolierte FS-Oligosaccharide
'H- und *C-NMR-Daten fiir aus Wildreis isoliertes FAXXX
dH1 (3J1o) o H2 O H3 o H4 0 H5e0 O H5ax
B-o-Xylp 4,57 (7,9) 3,24 3,54 3,76 4,04 3,36
a-b-Xylp 5,18 (3,8) 3,54 na na na na
B-o-Xyl' p 4,49 (7,6) 3,44 3,72 3,81 4,11 3,38
Bo-Xyl" p 4,42 (7,9) 3,26 3,40 3,58 3,89 3,26
a-L-Ara f 5,39 () 4,20 3,98 4,54 4,51 4,33
3 H2 3 H5 (s 3 H6 3 H7 Clre) 3 H8 3 OMe
FS 7,27 6,92 (8,5) 7,19 7,71 (15,4) 6,44 3,88
0Cl1 0C2 0 C3 0 C4 0C5
B-b-Xyl p 96,7* 74,7* 74,1* 76,9* 63,6*
a-b-Xyl p 92,3* 71,5* 71,5* na 59,4*
B-b-Xyl' p 101,9* 73,7* 78,3* 74,1* 63,1*
B-b-Xyl” p 101,9* 73,7* 76,0* 69,5* 65,4*
a-L-Ara f 107,5* 80,8* 78,2* 82,4* 64,4*
FS 126,6** 111,7* 147,7** 148,3** 116,1*
0 C6 0 C7 0 C8 0 C9 0 OMe
FS 123,8* 147,0* 113,7* 169,8** 56,3*
na - Signale nicht auszuwerten bzw. nicht zu beobachten

* - Wert aus HMQC-Experiment entnommen
** - Wert aus HMBC-Experiment entnommen
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'H- und ¥*C-NMR-Daten fiir aus Wildreis isoliertes FAXX

dH1 (3l o H2 O H3 o H4 0 H50 O H5ax
B-bo-Xylp 4,57 (8,2) 3,24 3,53 3,76 4,03 3,35
a-D-Xylp 5,18 (3,8) 3,55 3,78 na na na
B-o-Xyl'p 4,46 (7,9) 3,42 3,57 3,70 4,00 3,32
a-L-Ara f 5,35 (-) 4,23 4,06 4,42 4,51 4,33
3 H2 3 H5 (s 3 H6 3 H7 (Clre) 3 H8 3 OMe
FS 7,21 6,90 (8,5) 7,14 7,64 (15,8) 6,38 3,89
0Cl1 0C2 0C3 0 C4 0C5
B-D-Xyl p 97,11 74,52! 74,59! 77,09 63,5*
a-b-Xyl p 92,3* 71,9* 71,5* 77,2* 59,5*
B-b-Xyl' p 102,34 73,39 82,40 68,33 65,63
a-L-Ara f 108,80 81,73 77,44 82,04 64,45
FS 127,23 111,83 148,1** 149,1** 116,0*
0 C6 0 C7 0 C8 0 C9 0 OMe
FS 123,7* 147,17 114,42 169,78 56,41
na - Signale nicht auszuwerten bzw. nicht zu beobachten

- Zuordnung kann vertauscht sein
* - Wert aus HMQC-Experiment entnommen
** - Wert aus HMBC-Experiment entnommen

'H- und **C-NMR-Daten fiir ein aus Wildreis isoliertes Ferulasauredisaccharid (FAX)

SH1 (1) 3 H2 5 H3 3 H4 3H5e0 & Hbax
a-L-Ara f 5,43 (1,9) 4,17 na na na na
B-L-Ara f 5,38 (4,7) 4,23 4,38 4,10 4,50 4,31
Bo-Xylp 4,60 (7,9 3,37 na na na na

4,56 (7,99 3,29

3 H2 3 H5 (s 3 H6 3 H7 (Clre) 3 H8 3 OMe
FS 7,26 6,90 (7,9) 7,17 7,6916,0) 6,41 3,88
6C1 6C2 6C3 0C4 6 C5
a-L-Ara f 100,4* 89,4* na na na
B-L-Ara f 95,3* 83,7* 73,5* 78,8* 65,4*
B-0-Xyl p 104,0' 73,4% na na na
103,1'*
FS 126,5** 111,7* 148,3** 149,7** 116,4*
0 C6 0 C7 6C8 6 C9 6 OMe
FS 123,9* 147, 1* 114,0* 169, 7** 56,4*

na - Signale nicht auszuwerten bzw. nicht zu beobacHtenPeaks ,doppeln®
* - Wert aus HMQC-Experiment entnommen ** - Wert aus HMBC-Experiment entnommen
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'H- und ¥*C-NMR-Daten fiir aus Wildreis isoliertes FA

dH1 (J1) dH2 dH3 d H4 3 H5e0 3 H5ax
a-L-Ara f 5,29 (-) 4,07 na na 4,45! 4,31!
B-L-Ara f 5,32 (4,4) 4,12 na na 4,46! 4,27!
3 H2 3 H5 (s 3 H6 3 H7 (Clre) 3 H8 3 OMe
FS 7,20 6,88 (8,2) 7,13 7,6416,0) 6,37 3,74
53C1 5C2 5C3 5 C4 5C5
a-L-Ara f 101,91 81,93 76,69! 81,36 64,13
B-L-Ara f 95,99 76,59! 75,00 79,30 65,74
FS 127,23 111,86 148,31 149, 2%+ 116,24
5C6 dC7 5C8 3C9 3 OMe
FS 124,11 147,15 114,50 169,86 56,44
114,37 169,80

na- Signale nicht auszuwerten bzw. nicht zu beobachten
- Zuordnung kann vertauscht sein

d_  Peaks ,doppeln®

** - Wert aus HMBC-Experiment entnommen

5.5  Chromatogramme und Spektren

5.5.1 Chromatogramme

GC-Chromatogramme:

Abb. 52: GC-FID-Chromatogramm der Alditolacetate eines Standardmonosaccharidgemisches
Abb. 53: GC-MS-Chromatogramm (HP System im SIM Modus) des alkalischen Hydrolysats von
I6slichen Weizenballaststoffen (Bereich der dimeren PCS)

Abb. 54: GC-FID-Chromatogramm des alkalischen Hydrolysats von unldslichen Dinkelballaststof-
fen (Bereich der dimeren PCS)

Abb. 55: GC-MS-Chromatogramm (Thermoquest System) des alkalischen Hydrolysats von unlds-
lichen Wildreisballaststoffen (Bereich der dimeren PCS, TIC)

Abb. 56: GC-MS-Chromatogramm (Thermoquest System) des alkalischen Hydrolysats von 16sli-
chen Dinkelballaststoffen (oben TIC, unten Selected-lon-Chromatogramm m/z 704)

HPLC-Chromatogramme:
Abb. 57: HPLC-Chromatogramme eines Standardgemisches monomerer Phenolcarbonsauren, U\
Detektion bei 260, 280 und 325 nm



5 Anhang - 125 -

de Erythrit
Inosit

.3e Man

Glc
.2e Ara
Fuc Xyl Gal

.le

PR R R

Rha
1.0e

9000
8000
7000

6000

5000 U

4000 \ A~ »
10 12 14 16 18
Time (Mmin.)

—
%

N
0
N
N
N
Iy

Abbildung 52: GC-FID-Chromatogramm der Alditolacetate eines Standardmonosaccharidgemisches
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Abbildung 53: GC-MS-Chromatogramm (HP-System im SIM-Modus) des alkalischen Hydrolysats von [6sli-
chen Weizenballaststoffen (Bereich der dimeren PCS)
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Abbildung 54: GC-FID-Chromatogramm des alkalischen Hydrolysats von unléslichen Dinkelballaststoffen
(Bereich der dimeren PCS)
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Abbildung 55: GC-MS-Chromatogramm (Thermoquest-System) des alkalischen Hydrolysats von unléslichen
Wildreisballaststoffen (Bereich der dimeren PCS, TIC)
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Abbildung 56: GC-MS-Chromatogramm (Thermoquest-System) des alkalischen Hydrolysats von ldslichen
Dinkelballaststoffen (oben TIC, unten Selected-lon-Chromatogramm m/z 704)
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Abbildung 57: HPLC-Chromatogramme eines Standardgemisches monomerer Phenolcarbonsauren, UV-Detektion
bei 260, 280 und 325 nm (von oben nach unten, Ordinate bei 325 nm nicht vergleichbar)

5.5.2 Spektren

UV-Spektren:
Abb. 58: UV-Spektren monomerer phenolischer Sauren

MS-Spektren:

Abb. 59: lon-Trap-Massenspektren der Dehydrodiferulaséduren

Abb. 60: Massenspektren der Ferulasdaure-Monolignol-Kreuzprodukte (Quadrupolspektren oder
lon-Trap-Spektren)

Abb. 61: lon-Trap-Massenspektrum von FS-SA | (?)

Abb. 62: lon-Trap-Massenspektrum von FS-pCS (?)

NMR-Spektren:

Abb. 63: *H-NMR-Spektrum von FAXX (Kohlenhydratregion)
Abb. 64: *C-BB-NMR-Spektrum von FAXX (Kohlenhydratregion)
Abb. 65: HMQC-Spektrum von FAX (Kohlenhydratregion)

Abb. 66: *H-NMR-Spektrum von FA (Kohlenhydratregion)

Abb. 67: *C-BB-NMR-Spektrum von FA (Kohlenhydratregion)
Abb. 68: HMQC-Spektrum von XFAXX (Kohlenhydratregion)
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Abbildung 58: UV-Spektren monomerer phenolischer Sauren
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Abbildung 58 (Fortsetzung): UV-Spektren monomerer phenolischer Sauren
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Abbildung 59: lon-Trap-Massenspektren der Dehydrodiferulasduren, Anordnung gemaf Elutionsfolge
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Abbildung 59 (Fortsetzung): lon-Trap-Massenspektren der Dehydrodiferulasauren, Anordnung gemanR Elutionsfolge
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Abbildung 65: HMQC-Spektrum von FAX (Kohlenhydratregion), nur Signale fir anomere Kohlenstoffatome
sind markiert
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Abbildung 66:*H-NMR-Spektrum von FA (Kohlenhydratregion)
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Abbildung 67:*C-BB-NMR-Spektrum von FA (Kohlenhydratregion)
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sind markiert
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