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Kurzfassung

Fur die Analytik von Xylanen und Xylanderivaten sind Verfahren mit komplexen
Anforderungen erforderlich. Diese Polysaccharide weisen eine heterogene Zusammen-
setzung mit vielfaltigen Eigenschaften der einzelnen Komponenten auf. Daher missen
Verbindungen chromatographisch voneinander getrennt werden, die auf der einen Seite
groRe strukturelle Ahnlichkeiten, auf der anderen Seite signifikante Unterschiede
hinsichtlich ihrer Ladung und GréRe aufweisen. Zudem gibt es fiir viele Bestandteile, wie
beispielsweise  4-O-methyl-a-D-glucopyranosyl Uronsdure (meGIcA) in Methyl-
glucuronoxylanen oder die substituierten Monosaccharide der Xylanderivate, keine
reinen Standards, die fiir eine Quantifizierung geeignet sind.

Zum Aufbau einer neuen Methode fiir die Analytik von Methylglucuronoxylanen wurde
zunachst das Verhalten der Polymere wahrend der Hydrolyse mit Schwefelséure
untersucht. Es konnte verdeutlicht werden, dass die a-(1—2)-glycosidische Bindung von
meGIcA zur Xylosehauptkette deutlich starker ist als die f-(1—4)-glycosidische Bindung
zwischen den Xylosebausteinen. Mit Intensivierung der Hydrolysebedingungen
unterliegen die Bestandteile einem sekundaren Abbau, sodass maximal nur zwischen 55
und 64% der meGIcA, verglichen mit den Referenzwerten aus **C-NMR-Spektroskopie,
in der Polymerlosung bestimmt werden konnen. Die Minimierung des sekundéren
Abbaus durch mildere Hydrolysebedingungen bewirkt eine partielle Hydrolyse, die den
Verbleib von Oligosacchariden mit meGIcA als Bestandteil zur Folge hat. Auch fur diese
Verbindungen stehen keine reinen Standards zur Verfigung. Um dennoch alle
Komponenten quantifizieren zu konnen, wurden die Kohlenhydrate durch reduktive
Aminierung mit 2-Aminobenzoeséure (2-AA) und 2-Picolinboran mit einem UV-Label
versehen. Nach Chromatographie mittels HPAEC konnten die markierten Kohlenhydrate
durch UV-Detektion mit einem molaren Detektorrespons erfasst und mittels 2-AA-
Kalibrierung quantifiziert werden. Durch die zusatzliche Detektion der Oligomere
konnten bis zu 9% mehr Xylose und bis zu 85% mehr meGIcA bestimmt werden.

Das Verfahren, bestehend aus reduktiver Aminierung und HPAEC-UV, wurde auf
komplexe xylanhaltige Produkte Ubertragen. Dafiir erfolgte zunédchst der Vergleich der
enzymatischen und sauren Hydrolyse von Zellstoffen. So konnte festgestellt werden, dass
nach vollstandiger saurer Hydrolyse rund 44% weniger meGIcA enthalten ist als nach
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enzymatischer Hydrolyse. Letztere spaltet die Polysaccharide aber nicht vollstandig,
sodass Partikel mit Durchmessern zwischen 0,1 und 6 um in den Hydrolysaten
verbleiben. Folglich sind auch die Summen detektierter Kohlenhydrate fiir die jeweiligen
Zellstoffe deutlich geringer als nach saurer Hydrolyse. In einem weiteren Schritt wurden
verschiedene Holzer und Einjahrespflanzen mit dem entwickelten Verfahren analysiert.
Fur diese Proben ist die saure Hydrolyse unabdingbar. Grundsatzlich wurden héhere
meGIcA-Gehalte ermittelt als in Literaturdaten angegeben. Der Vergleich der ubrigen
Kohlenhydrate ergab eine gute Ubereinstimmung. Somit gelang es ein Verfahren zu
entwickeln, mit dem neutrale und saure Kohlenhydratbestandteile simultan erfasst
werden konnen.

Weiterhin wurden Derivate von Arabinoxylanen, die nach Umsetzung mit den cyclisch
organischen Carbonaten Propylencarbonat (PC — Xup) und Vinylethylencarbonat (VEC
— Xuve) erhalten wurden, charakterisiert. Dafur war ein hydrolytisches Verfahren
notwendig, das kompatibel mit nachfolgenden massenspektrometrischen Untersuchungen
ist. Dies konnte mit einer mikrowellenbasierten TFA-Hydrolyse erreicht werden. Nach
reduktiver Aminierung und Ermittlung der Retentionszeiten mit HPLC-MS wurden die
markierten Kohlenhydrate mittels HPLC-Fluoreszenz analysiert und quantifiziert. Die
berechneten hochsten molaren Substitutionen betrugen 1,8 (Xup) beziehungsweise 2,3
(Xnve). Demnach neigt Xnve eher zur Verlangerung der Substituenten als Xyp. Zudem
gelang erstmals die getrennte Erfassung von Xylose- und Arabinosederivaten. Die
Umsetzungsraten von Arabinose sind im Vergleich zu Xylose um bis zu 2,4-mal héher

fur monosubstituierte und 3,0-mal hoher fur disubstituierte Bausteine.

XV



Abstract

The analysis of xylans and xylan derivatives after hydroxyalkylation with cyclic organic
carbonates requires methods that are suitable for these complex samples. These
polysaccharides have a heterogeneous composition with diverse properties in terms of
their composition. It is therefore necessary to separate compounds by chromatographic
methods that have many structural similarities on the one hand, but significant
differences in their charge and size on the other hand. Furthermore, for many
constituents, such as 4-O-methyl-a-D-glucouronic acid (meGIcA) in methylglucurono-
xylans or the substituted monosaccharides in the xylan derivatives, there are no pure
standards available which are suitable for quantification.

In order to develop a new method for the analysis of methylglucuronoxylans, the
behavior of the polymers during hydrolysis with sulfuric acid was investigated. It was
shown that the o-(1 — 2)-glycosidic bond of meGIcA to the xylose backbone is
significantly stronger than the B-(1 — 4)-glycosidic bonds between the xylose units
within the backbone. With intensification of the hydrolysis conditions, the constituents
are subject to secondary degradation. Accordingly, only a maximum of between 55 and
64% of meGIcA can be determined, compared with the reference values from *C NMR
spectroscopy of the polymer solutions. The minimization of the secondary degradation by
milder hydrolysis conditions results in partial hydrolysis and causes the presence of
oligosaccharides with meGIcA as a constituent. For these compounds no pure standards
are available, as well. In order to quantify all components, the carbohydrates were labeled
with an UV-active tag by reductive amination with 2-aminobenzoic acid (2-AA) and 2-
picoline borane. After chromatography using HPAEC, the labeled carbohydrates could be
detected by UV detection with a molar detector response and quantified by 2-AA
calibration. Based on the additional detection of the oligomers up to 9% more xylose and
up to 85% more meGIcA were determined.

The method, consisting of reductive amination and HPAEC-UV, was transferred to
complex xylan-containing products. For this purpose, a comparison of the enzymatic and
acidic hydrolysis of pulp was carried out. After complete acid hydrolysis, the detectable
amount of meGIcA was reduced by about 44% compared to enzymatic hydrolysis.
However, the latter does not cleave the polysaccharides completely and particles with
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diameters between 0.1 and 6 um remain in the hydrolysates. Consequently, the sums of
detected carbohydrates for the respective pulps are also significantly lower compared to
acid hydrolysis. In addition, various woods and annual plants were analyzed using the
developed method. For these samples an acid hydrolysis in compulsory. In principle,
higher meGIcA contents were determined as stated in the literature data. The
comparisons of the remaining carbohydrates were in good agreement. Thus, a method has
been developed that allows the simultaneous determination of neutral and acidic
carbohydrate components.

Furthermore, arabinoxylans were characterized after derivatization with the cyclic
organic carbonates propylene carbonate (PC — Xyp) and vinyl ethylene carbonate (VEC
— Xpve). These samples require a hydrolysis that is compatible with subsequent mass
spectrometry studies. This was achieved with a microwave-assisted TFA hydrolysis,
since TFA can be removed completely afterwards. After reductive amination and
determination of the retention times with HPLC-MS, the labeled carbohydrates were
analyzed and quantified by HPLC fluorescence. The calculated highest molar
substitutions were 1.8 (Xup) and 2.3 (Xpve), respectively. Accordingly, Xpve has more
extended substituents compared to Xyp. In addition, the separate determination of xylose
and arabinose derivatives was achieved for the first time. The conversion rates of
arabinose were up to 2.4 times higher for monosubstituted and 3.0 times higher for
disubstituted units compared to xylose.
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1 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des FNR-geforderten Projektes ,,Aerowood* in
der Zeit von 08.2014 bis 10.2017 durchgefuhrt. Ziel des bearbeiteten Teilgebietes war es,
neue Verfahren fir die Analytik von Xylanen und hydroxyalkylierten Xylanderivaten zu

entwickeln.

Methylglucuronoxylane

Die Analytik der Monomerzusammensetzung von Polysacchariden erfolgt tblicherweise
durch saure Hydrolyse zu Monomeren und anschlielender chromatographischer
Messung. Da Xylane nicht nur aus einer sich wiederholenden Monomereinheit bestehen,
befinden sich im Polymer verschiedene glycosidische Bindungen mit unterschiedlichen
Bindungsstarken. Weiterhin unterliegen die aus der Hydrolyse hervorgehenden
Monosaccharide unter den sauren Bedingungen zum Teil Abbaureaktionen. Durch diese
Gegebenheiten kann es kein sdurehydrolytisches Verfahren geben, welches die
vollstdndige Spaltung der Polymere in Monosaccharide bewirkt und gleichzeitig den
sekundaren Abbau verhindert. Weiterhin stellt vor allem die Quantifizierung des
Xylanbestandteils 4-O-methyl-a-D-glucuronsédure (meGIcA) eine Herausforderung dar,
da reine Standards von meGIcA nicht erhéltlich sind und aufwendig isoliert werden
missen. Die alternative Verwendung von Glucuronsdure flr die Kalibrierung erzeugt
hingegen grofRe systematische Fehler.

Fur die Entwicklung eines neuen Verfahrens sollte zunédchst das Verhalten von
Methylglucuronoxylanen wahrend der Hydrolyse detailliert erforscht und darauf
aufbauend ein mildes Hydrolyseverfahren entwickelt werden. Da erwartet wurde, dass
dies eine partielle Hydrolyse zur Folge hat, musste ein geeignetes Verfahren fir die
Quantifizierung aller Bestandteile entwickelt werden, obwohl zum Teil keine reinen
Standards fur eine Kalibrierung zur Verfugung standen. Dies sollte durch die reduktive
Aminierung mit 2-Aminobenzoesdure (2-AA) und 2-Picolinboran realisiert werden, da so
mittels UV-Detektion ein molarer Detektorrespons erzeugt wurde. Die Quantifizierung
konnte folglich nur mit dem Derivatisierungsreagenz 2-AA als Standard ermdglicht
werden. Weiterhin sollte ein Verfahren fiir die chromatographische Trennung mittels
Anionenaustauschchromatographie  entwickelt werden. Nach Abschluss dieser



Untersuchungen sollte geprift werden, ob die entwickelte Methode auch auf komplexe

Proben wie Zellstoffe oder lignocellulose Biomasse (ibertragen werden kann.

Hydroxyalkylierte Arabinoxylane

Die Hydroxyalkylierung von Xylanen ist eine Form der chemischen Derivatisierung zur
Verdnderung der Polymereigenschaften. Dadurch soll hauptsachlich die Entwicklung
neuer Produkte aus nachwachsenden Rohstoffen ermdglicht werden. Bislang gab es
jedoch kein analytisches Verfahren, womit die einzelnen Monomerderivate betrachtet
werden konnten. Da eine Vielzahl unterschiedlicher Produkte entsteht, miissen diese
zunachst chromatographisch aufgetrennt werden. Weiterhin ist ein Verfahren
erforderlich, das zum einen die Ermittlung der Retentionszeiten und zum anderen die
Quantifizierung der einzelnen Verbindungen ermdglicht. Dabei ist neben der
Unterscheidung in Abhéangigkeit der Seitenkettenldnge auch die Differenzierung von
Xylose- und Arabinosesubstituenten von Bedeutung. Dies wird dadurch erschwert, dass
keine Standardsubstanzen fiir die Erstellung einer Kalibrierung zur Verfligung stehen.
Zum Aufbau eines analytischen Verfahrens fir diese Substanzklasse sollte zundchst eine
geeignete Methode fiir eine moglichst vollstdndige Hydrolyse in monomere Bestandteile
entwickelt werden. Nach reduktiver Aminierung der Derivate sollten diese
flissigchromatographisch getrennt, deren Retentionszeiten bestimmt und mithilfe eines
geeigneten Detektors quantifiziert werden. Neben der Darstellung der Substitutions-
verteilungen sollte auch die Unterscheidung von Xylose- und Arabinosesubstituenten
signifikant zum Verstandnis der Derivatisierungen beitragen und detaillierte Einblicke in

die Strukturen hydroxyalkylierter Verbindungen liefern.



2 Stand des Wissens

2.1 Hemicellulosen und Xylane

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts erfolgte die Darstellung des Holzzuckers Xylose aus
,,Holzgummi*, einem mit Natronlauge aus Holz extrahierten Material (Koch, 1886). Die
erste reine Herstellung und anschlieRende Charakterisierung als Pentose gelang schon
wenige Jahre spater (Wheeler et al., 1889). Zusammen mit den Arbeiten von E. Schulze
Uber ,,paragalactanartige Substanzen™ kann dies als Startpunkt der Forschungen Uber
Hemicellulosen betrachtet werden, die er in einer Mitteilung aus dem Jahr 1891 auch
erstmals als solche bezeichnete (Schulze et al., 1890; Schulze, 1891a, b). Als
,,Hemicellulose® fasste Schulze alle ,durch heile verdiinnte Mineralsduren unter
Glucose-Bildung leicht in Losung zu bringenden Zellwandbestandbestandteile® (Schulze,
1891a) zusammen, wobei er unter dem Ausdruck ,,Glucose* alle monomeren Zucker
verstand. In den folgenden Jahrzehnten wurde das Wissen (ber diese komplexe
Substanzklasse der Kohlenhydrate stets erweitert. Durch die folglich entstandene
Komplexitat ist bis heute jedoch keine einheitliche Definition der Hemicellulosen zu
finden. Weitestgehende Ubereinstimmung besteht fiir die Beschreibung als heterogene
Gruppe von Polysacchariden, die tUber ein p-(1—4)-glycosidisches Riickgrat aus Glucose,
Mannose oder Xylose verfiigen und nicht der Cellulose oder den Pektinen zugehorig sind
(Scheller et al., 2010). Zuséatzlich gibt es die Ansicht nur die Polysaccharide als
Hemicellulosen zu bezeichnen, deren glycosidische Bindung durch eine aquatoriale und
keine axiale Konfiguration charakterisiert ist. Durch diese Aussage wird die Klasse der
Galactane von den Hemicellulosen ausgeschlossen, wohingegen andere Autoren dieser
Systematik widersprechen (Ebringerova et al., 2005). Uber die vielfaltigen Mdglichkeiten
der Einteilung von Kohlenhydraten berichteten Scheller et al. (2010) ausfihrlich.
Weiterhin existieren in der Literatur die Begrifflichkeiten der Polyosen (Staudinger et al.,
1939) sowie der Pentaosen (Belitz et al., 2008), wobei sich die jeweiligen Definitionen
uber zugehorige Polysaccharide von denen der Hemicellulosen zum Teil unterscheiden.
Da die Bezeichnung Hemicellulosen die grofite Verbreitung hat, wurde diese auch in der

vorliegenden Arbeit verwendet.



2.1.1 Vorkommen der Hemicellulosen und Xylane

Mithilfe mikroskopischer Aufnahmen erfolgte schon nach den ersten Untersuchungen aus
dem Jahr 1890 die Lokalisierung der Hemicellulosen in den Wanden pflanzlicher Zellen
(Schulze et al., 1890). Sowohl Art als auch Gehalt der Hemicellulosen in den Zellwéanden
sind jedoch sehr variabel. Scheller et al. (2010) beschrieb die Polysaccharide in
Zellwéanden wichtiger Pflanzengruppen. Er wahlte dabei die Untergliederung in Gréser,
Dikotyledone und Koniferen um Ahnlichkeiten beziiglich Qualitdt und Quantitit der
entsprechenden Hemicellulosen zu verdeutlichen. Zusétzlich beschrieben die Autoren
Unterschiede in der Zusammensetzung zwischen primérer oder sekundarer Zellwand, die

in adaptierter Form in Tab. 1 wiedergegeben sind (Scheller et al., 2010).

Tab. 1: Gehalte von Hemicellulosen in den priméren und sekundéren Zellwanden von Pflanzen, adaptiert
von Scheller et al. (2010).

Gehalt der Polysaccharide in der Zellwand [wit%]

Polysaccharid Gras Dikotyledone Koniferen

priméar sekundar  primdar  sekundar  primar  sekundar

Glucuronoxylan - - - 20-30 - -
Arabino-
20-40 40-50 5 - 2 5-15
glucuronoxylan
Glucomannan 2 0-5 3-5 2-5 - -

Galactogluco-

- - - 0-3 10-30
mannan
Xyloglucan 2-5 Spuren 20-25 Spuren 10 Spuren
-(1-3,1—-4)-
a ) 2-15 Spuren - - - -
Glucan

Die aus mengenmaRiger Sicht bedeutendsten Hemicellulosen werden durch die Gruppe
der Xylane definiert. Nach dem allgemeinen Verstdndnis bestehen diese weiterhin aus
den Untergruppen der Glucuronoxylane und Arabinoglucuronoxylane und werden durch
eine xylosebasierte Hauptkette beschrieben (Ebringerova et al., 2005; Scheller et al.,

2010). Waéhrend erstere die hdufigsten Hemicellulosen in der sekundéaren Zellwand



dikotyledoner Pflanzen darstellen, sind letztere vor allem in primarer und sekundarer
Zellwand von Grésern zu finden. Der Anteil aller Xylane an trockener Biomasse wurde in
vielen Studien umfangreich untersucht und mit Werten zwischen 15 und 35% bestimmt.
Die Zellwdnde von Grasern kénnen dabei bis zu 50% Xylane aufweisen. Durch diesen
hohen Gehalt werden Xylane als das zweithdufigste Polysaccharid nach Cellulose
bezeichnet (Thomas et al., 1987; Ishii, 1997; Pauly et al., 2008; Vogel, 2008; Zabotina et
al., 2008; Deutschmann et al., 2012).

Die biologischen Funktionen der Xylane und im Allgemeinen auch der Hemicellulosen
beruhen weitestgehend auf deren strukturgebenden Eigenschaften in den pflanzlichen
Zellwéanden. Durch inter- und intramolekulare Wechselwirkungen wie Wasserstoff-
briickenbindungen und van-der-Waals-Kréfte, sowie zum Teil auch kovalenter
Quervernetzungen mit Lignin, werden Netzwerke gebildet, die einen wesentlichen
Beitrag fir die Struktur der Zellwénde haben (Ishii, 1991; Ralph et al., 1992; Ishii, 1997;
Mellerowicz et al., 2008; Scheller et al., 2010). Eine weitere grofle Bedeutung haben
Hemicellulosen als Reservekohlenhydrate in Pflanzensamen, was bereits in den ersten
Charakterisierungen von 1890 nachgewiesen wurde (Schulze et al., 1890). Neuere
Untersuchungen zeigten, dass diese Hemicellulosen eine ahnlich wichtige Position als
Speicherkohlenhydrate einnehmen wie Starke (Reid, 1985; Fischer et al., 2004; Naran et
al., 2008).

2.1.2 Chemische Struktur und Eigenschaften der Xylane

Xylane verfugen Uber einen durchschnittlichen Polymerisationsgrad (DP) von 100 bis
200 und haben eine molare Masse zwischen 10 000 und 40 000 g/mol (Deutschmann et
al.,, 2012). Im Vergleich zu den anderen pflanzlichen Polysacchariden Cellulose
(DP =5000 — 15 000) und Pektin (DP =160 — 2 800) z&hlen die Xylane somit zu den
kleineren Polymeren (Hénsel et al., 1999).

Wie alle Hemicellulosen werden auch die Xylane der terrestrischen Pflanzen den
Heteropolysacchariden zugeordnet — die Polymere sind demnach aus mindestens zwei
unterschiedlichen Monosacchariden zusammengesetzt. Da jedes Molekdl nicht aus nur
einer sich wiederholenden Struktureinheit besteht, existiert eine sehr hohe Vielzahl an

unterschiedlichen Verbindungen. Deren Zusammensetzung ist abhangig von Art und
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Gattung der Pflanze aber auch von den Organen, in denen sie zu finden sind. Alle Xylane
zeichnen sich dadurch aus, dass sie ein Rickgrat aus pB-(1—4)-glycosidisch verbundenen
Xylopyranosyluntereinheiten besitzen. Die grofRe Variabilitdt dieser Substanzklasse
entsteht demnach durch Art und Anzahl der vorhandenen Seitengruppen. Grundsétzlich
werden Xylane in zwei Fraktionen unterteilt: Glucuronoxylane und Arabinoglucurono-
xylane. Unter letzterem kénnen auch die in der Literatur als Glucuronoarabinoxylane und
Arabinoxylane bezeichneten Verbindungen zusammengefasst werden, da eine Unter-
scheidung dieser drei Untergruppen meist nicht eindeutig zu benennen ist. Die
entsprechende Nomenklatur der Xylane gibt dabei Aufschluss Uber die héaufigsten
Monosaccharideinheiten im Molekil (Ebringerova et al., 2000; Ebringerova et al., 2005;
Scheller et al., 2010).

Grundsétzlich wurde festgestellt, dass die Strukturen der Xylane abhangig von der
jeweiligen biologischen Funktion sind. Xylane mit der Funktion als Reservekohlenhydrat
sind vielfaltiger und stérker verzweigt als solche, die der Erh6hung der Festigkeit dienen
(Huisman et al., 2000; Fischer et al., 2004; Ceusters et al., 2008).

2.1.2.1 Glucuronoxylane

Glucuronoxylane sind die dominierenden Hemicellulosen in den Holzern der
Angiospermen (Laubbdume). Sie zeichnen sich dadurch aus, dass die Hauptkette in
unregelmaRigen Abstdnden, aber immer an Position 2 der Xyloseeinheiten, mit

Glucuronséure verzweigt ist (Schema 1).

HOOC
RO
HO
OH OH OHg
0 [e) o OH (@) o HO (o) o
OH on© OH
HO
RO
HOOC

R = CH; oder H

Schema 1: Primdre Struktur eines Glucuronoxylans.



Neben geringen Mengen der underivatisierten Glucuronséurereste sind die meisten dieser
Seitenketten an Position 4 mit einer Methylgruppe verethert und liegen somit als 4-O-
methyl-a-D-glucuronséure (meGIcA) vor. Daher ist flr diese Polymere auch der Begriff
der Methylglucuronoxylane (MGX) gebrduchlich. Der bestimmbare Anteil dieser
Verzweigungen ist neben den bereits erwahnten natlrlichen Faktoren auch von den
Bedingungen wahrend der Xylanextraktion abhéngig. Das Verhaltnis Xylose : meGIcA
wurde im Durchschnitt mit 10 : 1 ermittelt, kann aber auch Werte von bis zu 4:1
annehmen (Stephen, 1983). Ein bedeutender Anteil der Hydroxylgruppen im Polymer ist
zusétzlich mit Essigséure verestert (Acetylierungsgrad ~0,6). Auch wenn beide zur
Verfligung stehenden Hydroxylgruppen der Xylose acetyliert vorliegen kdénnen, so wird
die 3-O-Substitution gegeniber der 2-O-Substitution deutlich bevorzugt. Zusétzlich
wurde die Doppelsubstitution der Xylosemonomere sowie die Acetylierung der meGIcA-
Seitenketten an Position 3 beschrieben (Bouveng et al., 1960; Timell, 1967; Teleman et
al., 2000; Teleman et al., 2002; Evtuguin et al., 2003). Neben dieser grundlegenden
Zusammensetzung der Glucuronoxylane wurden in einigen Pflanzen auch spezielle
Strukturmerkmale identifiziert. So konnte gezeigt werden, dass in den Xylanen des
Eucalyptus globulus (1—2)-glycosidische Bindungen von o-D-Galactopyranose sowie D-
Glucopyranose zu den meGIcA-Seitengruppen bestehen. Daraus folgerten die Autoren,
dass es kovalente Quervernetzungen zu anderen Hemicellulosen mit meGIcA als
verbindendes Element gibt (Shatalov et al., 1999; Evtuguin et al., 2003). Zusétzlich
wurde der Einfluss der Uronsduren fir die Minimierung des oxidativen Stresses in
Pflanzen beschrieben (vgl. 2.3.1) (Pristov et al., 2011). In verschiedenen Laub- und
Nadelholzern wurde eine charakteristische Oligosaccharidstruktur entdeckt, die sich am
reduzierenden Ende der Xylane befindet. Diese besteht aus B-D-Xylp-(1—4)-p-D-Xylp-
(1—3)-a-L-Rhap-(1—2)-a-D-GalpA-(1—4)-D-Xylp (Shimizu et al., 1976; Johansson et
al., 1977; Andersson et al., 1983; Pena et al., 2007).

2.1.2.2 Arabinoglucuronoxylane
Arabinoglucuronoxylane kommen hauptséchlich in den Zellw&nden monokotyledoner
Pflanzen vor, wurden aber auch in Dikotyledonen gefunden (Smith et al., 2001; Scheller

et al., 2010). Neben den bereits in Glucuronoxylanen beschriebenen Seitengruppen
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meGIcA und Glucuronsdure an Position 2 der Xylosebausteine, verfugen diese
Hemicellulosen zusatzlich Uber Verzweigungen mit Arabinofuranosen. Diese konnen
sowohl a-(1—2)-glycosidisch als auch a-(1—3)-glycosidisch mit den Xylose-Einheiten
des Ruckgrates verbunden sein. Letzteres wird dabei bevorzugt gebildet (Schema 2).
Ferner wurden Doppelsubstitutionen beschrieben und auch die Ausbildung dimerer
Seitenketten nach dem Muster a-L-Araf-(1—2)-a-L-Araf-(1—3)-B-D-Xylp oder trimere
Verzweigungen wie a-L-Araf-(1—3)-B-D-Xylp-(1—3)-a-L-Araf-(1—3)-B-D-Xylp
konnten beobachtet werden (Carpita et al., 1986; Verbruggen et al., 1998; Fischer et al.,
2004).

HO
HO
OH
© OH OH OH
HO o Sﬁo 0 Hwo 0 HwO/
-0 (o] o HO o o O o o
OH oH® o 0_ 0
HO OH OH
RO o
HOOC HO o M9 ho
R = CH, oder H

Schema 2: Primare Struktur eines Arabinoglucuronoxylans.

Genau wie Glucuronoxylane liegen auch diese Polysaccharide acetyliert vor. Jedoch sind
die Substitutionsmuster acetylierter Arabinoglucuronoxylane bislang nur wenig
untersucht. Aktuelle Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass der Grad der
Acetylierung mit Werten zwischen 0,1 und 0,3 deutlich unter denen der Glucuronoxylane
liegt. Genau wie bei Glucuronoxylanen finden Veresterungen bevorzugt an Position 3 der
Xylose statt, wobei auch Doppelsubstitutionen vorliegen kdnnen (Alves et al., 2010;
Morais de Carvalho et al., 2017).

Eine Besonderheit in Arabinoglucuronoxylanen ist die Anwesenheit der Hydroxyzimt-
sdurederivate (HZS) Ferulasdure, p-Cumarsdure und Sinapinsaure, die Uber
Esterbindungen mit den Polymeren verknupft sind (Schema 3) (Geissmann et al., 1971;
Hartley et al.,, 1989; Ishii, 1997; Smith et al., 2001). Neben geringer Mengen

Galactopyranosyl- und Xylopyranosylester sind die HZS vor allem mit Arabinose-
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Substituenten an den Position 2 und 5 verbunden. Durch das Enzym Peroxidase erfolgt
die oxidative Kopplung zweier HZS. Die somit erzeugten Quervernetzungen zwischen
verschiedenen Polysacchariden, aber auch zwischen Polysacchariden und Lignin, fiihren
zu einer zusatzlichen Stabilisierung der Zellwénde und sind ein maRgeblicher Inhibitor
fir das Zellwachstum (Ishii, 1991; Ralph et al., 1992; Ishii, 1997; Schooneveld-
Bergmans et al., 1999).

a) b) c)
HO_ O
Ho__0 -~ HO__0
X X A
X | X
OCH;  Hsc0” N ocH,
OH OH OH

Schema 3: In Xylanen vorkommende Hydroxyzimtsduren: a) p-Cumarsdure, b) Ferulasdure,
¢) Sinapinséure.

2.1.3 Isolierung der Xylane

Die Freisetzung der Xylane aus Pflanzenmatrices ist durch das bereits beschriebene
Netzwerk mit anderen Zellwandbestandteilen nur unter Anwendung chemischer oder
physikochemischer Verfahren méglich. Daher wurden verschiedene Isolierungsmethoden
entwickelt, in deren Abhangigkeit Xylane unterschiedlicher Qualitat dargestellt werden
konnen. Die Ausbeuten variieren dabei deutlich je nach gewahltem Rohstoff und
Extraktionsverfahren.

2.1.3.1 Alkaliextraktion

Die Alkaliextraktion von Hemicellulosen ist das traditionelle Verfahren und wurde in
Ansatzen bereits flir die ersten Isolierungen angewandt (Koch, 1886; Schulze et al.,
1890). Eine vorangestellte Delignifizierung durch H,O, oder NaClO, sowie weitere
zahlreiche Optimierungen resultierten in Ausbeuten von bis zu 38% bezogen auf die

gesamte Biomasse von Weizenstroh und Maiskolben (Lawther et al., 1996; Hromadkova
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et al., 1999). Sun et al. (2002a, 2002b, 2003) untersuchten ein abgewandeltes Verfahren
der Alkaliextraktion mit verdunnter NaOH- bzw. KOH-L&sung, Ultraschallbehandlung
sowie Aufreinigung mit aktiviertem H,O, und konnten Ausbeuten zwischen etwa 20 und
25% Hemicellulosen feststellen. Die basischen Bedingungen hatten jedoch bei all diesen
Extraktionen den Verlust der Acetylgruppen unter Freisetzung von Essigsaure zur Folge.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Xylane wurden durch Alkaliextraktion gewonnen.

2.1.3.2 Weitere Aufschliisse

Ein oft angewandtes Verfahren zur Isolation von Xylanen ist der Dampfdruckaufschluss
von Holz und Biomasse (Mason, 1926). Dieser bewirkt die partielle Hydrolyse der
Hemicellulosen zu Oligomeren und ermdglicht somit deren Wasserldslichkeit und
Extraktion (Glasser et al., 1998; Shimizu et al., 1998). Die Xylanausbeuten nach dem
Dampfdruckaufschluss wurden mit Werten zwischen 20 und 30% bestimmt
(Schooneveld-Bergmans et al., 1998), konnten jedoch durch Recycling der erhaltenen
Losung deutlich erhoht werden (Surek et al., 2017). Weitere Verfahren basieren auf
einem mikrowellenbasierten Aufschluss und haben ebenfalls eine partielle Hydrolyse der
Polymere zur Folge (Teleman et al., 2000; Jacobs et al., 2002). Aullerdem gibt es
Maoglichkeiten des Heilwasser- (Kilpelainen et al., 2012; Blumentritt et al., 2016) und
Kaltwasseraufschlusses (Fincher et al., 1974; Schooneveld-Bergmans et al., 1998) oder

der Isolierung mittels RuCls-Katalyse (Sanchez-Bastardo et al., 2017).
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2.2 Hydroxyalkylierung von Xylanen

Durch die chemische Veranderung von Xylanen kann das Produkt- und
Anwendungsspektrum  dieser  Biopolymere vielfaltig erweitert werden. Die
Derivatisierungen erfolgen dabei meist durch Reaktionen der Hydroxylgruppen mit
entsprechenden Derivatisierungsreagenzien und haben die Bildung von Estern bzw.
Ethern zur Folge. Parameter zur Charakterisierung von modifizierten Polysacchariden
sind der Substitutionsgrad (DS) sowie die molare Substitution (MS). Der DS gibt dartiber
Auskunft, wie viele Hydroxylgruppen der Monomereinheiten im Durchschnitt
substituiert wurden. Mit Ausnahme des nichtreduzierenden Endes ergibt sich fir die
Xyloseuntereinheiten eines Xylans somit ein maximaler DS von 2,0. Der MS ist ein Mal3
fir das molare Verhéltnis der Substituenten zur Monomereinheit im Polysaccharid. Ist
der MS hoher als der DS, so haben die entstandenen Substituenten mit weiteren
Molekilen des Derivatisierungsreagenzes reagiert. Folglich findet eine Verlangerung
entlang der eingeflihrten Substituenten statt.

Von besonderer Bedeutung fir die Erzeugung derivatisierter Xylane sind Reaktionen, die
eine Hydroxyalkylierung der Polysaccharide zur Folge haben. Obwohl diese Art der
Derivatisierung fur Cellulose schon langer erforscht wird (Soignet et al., 1967), rlickten
Xylane als Edukt erst Mitte der 1990er Jahre in den Fokus der wissenschaftlichen

Untersuchungen (Glasser, 1995).

2.2.1 Hydroxyalkylierung mit Epoxiden

Traditionell wurden diese Verbindungen durch Umsetzung mit Epoxiden erzeugt.
Epoxide konnen im groBtechnischen Malistab durch Oxidation ungesattigter
Verbindungen mit Wasserstoffperoxid gewonnen werden (Meiers et al., 1998; Jenzer et
al., 2001). Es handelt sich um heterocyclische Verbindungen, die aufgrund groRer
Ringspannung sehr reaktiv sind. Mit Luft kénnen explosionsfahige Gemische entstehen
und durch Alkylierung der DNA geht von Vertretern dieser Klasse eine karzinogene
Wirkung aus (GESTIS-Stoffdatenbank, 2017).

Aufgrund der hohen Ringspannung des Epoxids kann die Ringstruktur durch nucleophile

Angriffe an einem der Kohlenstoffatome get6ffnet werden (Schema 4).
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Schema 4: Hydroxyalkylierung von Xylanen mit Epoxiden.

Der Sauerstoff des Epoxids fungiert als Abgangsgruppe, verbleibt aber durch die
zusatzliche Bindung zu einem weiteren Kohlenstoff im Molekil. Unter neutralen bzw.
basisch katalysierten Bedingungen findet der Angriff des Nucleophils bevorzugt an dem
C-Atom mit geringerer sterischer Hinderung (a) statt. Die Reaktion folgt dabei einem
Sn2-artigen Mechanismus. Grundsatzlich kann eine Ringdffnung des Epoxids auch durch
Sauren katalysiert werden. In diesem Fall bildet sich zunachst ein Alkoxoniumion als
Zwischenprodukt. Die ionische Ladung kann an dem hdher substituierten C-Atom besser
stabilisiert werden, wodurch der nucleophile Angriff bevorzugt an Position b, einem Sy1-
artigem Mechanismus folgend, stattfindet (Eliel, 1956). Den sauren Bedingungen steht
jedoch die induzierte Hydrolyse der Polysaccharide gegenlber, weswegen fiir die
Hydroxyalkylierung der Xylane grundsétzlich alkalische Medien gewahlt werden. Da
aullerdem fir die Isolierung der Xylane ebenfalls der Einsatz von basischen Substanzen
erforderlich ist, kann somit eine simultane Durchfiihrung der Derivatisierung ermoglicht
werden (Jain et al., 2000; Laine et al., 2013).

Die ersten Beschreibungen hydroxyalkylierter Xylane gehen auf W. Glasser (1995)
zuriick, der diese Produkte als vielversprechende Alternative zu cellulose- und
starkebasierten Derivaten beschrieb. Dabei hob er vor allem die Bedeutung fir die
Erzeugung biologisch abbaubarer Folien hervor (Glasser, 1995). Hydroxypropylierte
Xylane wurden durch die Reaktion mit Propylenoxid erzeugt, wobei die Synthese dieser
Derivate bei konstanten Bedingungen fiir Reaktionstemperatur (25°C) und Reaktionszeit
(24 h) erfolgte. Durch Variationen des pH-Wertes konnten unterschiedliche
Substitutionsgrade erreicht werden. Dabei ergaben basischere Bedingungen auch groRere
DS-Werte, die im Bereich von 0,2 (pH 10,5) bis 1,9 (pH 13,0) festgestellt wurden (Jain et
al., 2000). Der enzymatische Abbau dieser hydroxypropylierten Xylane sank drastisch
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mit steigendem DS. Wahrend von derivatisierten Xylanen mit einem DS von 0,25 noch
etwa 60% abgebaut wurden, sank diese Rate auf rund 18% bei einem DS von 1,0
(Glasser et al., 1995).Weiterhin stellten die Autoren fest, dass die Wasserloslichkeit der
Xylane bei niedrigem DS deutlich verbessert werden konnte und die Produkte harte
sowie transparente Folien bildeten. Die vollstdndig substituierten Xylane waren in
verschiedenen organischen Lésungsmitteln 1éslich und die daraus erzeugten Folien hatten
thermoplastische Eigenschaften (Jain et al., 2000). Um die Arbeitsschritte wahrend der
Aufarbeitung zu reduzieren, etablierten Laine et al. (2013) ein Verfahren zur
Hydroxyalkylierung von Xylanen in direkter Folge des Alkali-Extraktionsprozesses und
fihrten dieses im Pilotmal3stab durch. Neben der heterogenen Umsetzung mit
Propylenoxid erfolgte auch die Derivatisierung mit 1-Allyloxy-2,3-epoxypropan sowie
mit Butoxymethyloxiran (Laine et al., 2013). Weitere Mdoglichkeiten der Hydroxy-
alkylierung von Xylanen wurden durch die Reaktion mit 2,3-Epoxy-1-propanol (Hettrich
etal., 2017) und 1-Azido-2,3-epoxy-propan (Pahimanolis et al., 2014) realisiert. Letzteres
diente vor allem als Ausgangsprodukt fur die Quervernetzung der Xylane, die durch eine
kupferkatalysierte Reaktion der Azide mit den Endgruppen einer Polyethylenglycol-Kette
erreicht wurde. Grundséatzlich konnte festgestellt werden, dass die Hydroxyalkylierung
der Xylane die Konformation und Kompaktheit der Polymere beeinflusst. Mit steigendem
DS sank die Flexibilitat und die Polysaccharid-Ketten lagen geweiteter vor (Pitkénen et
al., 2017).

2.2.2 Hydroxyalkylierung mit cyclischen organischen Carbonaten

Im Gegensatz zu den Reaktionen mit Epoxiden ist die Hydroxyalkylierung mit cyclischen
organischen Carbonaten (COC) ein neuartiger Reaktionsweg. Die chemische Struktur der
COC kann auch als Kohlensdureester beschrieben werden, bei denen die Alkylreste zum
gleichen Molekul gehoren. Dadurch liegen diese Verbindungen ringférmig vor. Die
konventionelle Herstellung der COC erfolgt durch Cycloaddition von CO, an Epoxiden
und hat somit die Bildung von fiinfgliedrigen Ringen zur Folge. Uber die vielfaltigen
Maoglichkeiten zur Synthese von COC wurde detailliert berichtet (Sakakura et al., 2007;
Schaffner et al., 2010). Die umweltfreundliche Herstellung von COC wurde bislang nur

im Labormalstab durch eine chitosanbasierte Katalyse realisiert (Kumar et al., 2017). Die
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COC haben einige Vorteile gegentber den Epoxiden. Allen voran sind dabei die deutlich
geringere Toxizitat und Flichtigkeit zu nennen. AuRerdem wird durch die Anwendung
der COC das Explosionspotential wahrend der Synthese minimiert (Schaffner et al.,
2010).

Die Verwendung von COC fur die Hydroxyalkylierung von Kohlenhydraten wurde
erstmals in einem Patent von 1984 beschrieben (Pope, 1984). Es gibt zudem
Untersuchungen, die sich mit der Hydroxyalkylierung von Ligninen (Kihnel et al., 2015;
Duval et al., 2017; Kihnel et al., 2017) und Tanninen (Duval et al., 2016, 2017) unter
Verwendung der COC auseinandersetzten. Die Reaktion fir die beschriebenen

Derivatisierungen von Xylanen mit den Carbonaten ist in Schema 5 dargestellt.

&= et
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Schema 5: Hydroxyalkylierung von Xylanen mit cyclischen organischen Carbonaten (COC).

In ersten Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die Hydroxyalkylierung von
Xylanen wie beschrieben durchgefiihrt werden kann (Zhang et al., 2015; Akil et al.,
2016a; Akil et al., 2016b). Die eingesetzten COC waren dabei Propylencarbonat (PC,
R =-CHs) und Vinylethylencarbonat (VEC, R = -CH=CH,). Die Umsetzungen erfolgten
homogen in DMSO. Unter Einsatz des basischen Katalysators 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU) wurden Substitutionsgrade von bis zu 1,5 (PC)
und 1,2 (VEC) erreicht. Durch die Ermittlung der molaren Substitution konnte weiterhin
festgestellt werden, dass eine Verlangerung der Seitenketten an der neu entstandenen
Hydroxylgruppe erfolgte. Bei vergleichbaren DS-Werten war diese Verlangerung nach
Umsetzung mit VEC héher als mit PC. Genau wie bei den Produkten nach Umsetzung
mit Epoxiden verbesserte sich auch bei diesen Derivaten die Wasserloslichkeit in
Abhéngigkeit des DS (Akil et al., 2016a; Akil et al., 2016Db).
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2.3 Bedeutung der Xylane

2.3.1 Physiologische Bedeutung

Dass Hemicellulosen einen positiven Einfluss auf die Gesundheit haben, wurde indirekt
bereits Mitte des 19. Jahrhunderts postuliert (Burne, 1840) und sie wurden seit jeher auch
als Bestandteil einer ausgewogenen Erndahrung empfohlen (Cummings, 2001). So stehen
vor allem die Bedeutung als Ballaststoff und die probiotischen Eigenschaften im
Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen (Chen et al., 2005; Damaskos et al., 2008;
Ekhart et al., 2010). Einen noch groReren Einfluss auf die Darmflora haben
Oligosaccharide der Hemicellulosen und speziell auch der Xylane (Chen et al., 2005;
Gullon et al., 2008). Aufgrund ihrer guten Vertraglichkeit sind Oligomere ebenfalls fiir
die Entwicklung von Sduglingsnahrung von Bedeutung (Ackerman et al., 2017). So
wurden verschiedene Oligosaccharide auf Xylan-, Mannan- und Glucanbasis zu
entsprechenden Produktformulierungen gegeben und die daraus folgende unterstiitzende
Wirkung auf das Wachstum von Bifidobacterium breve beschrieben. Diese Kulturen
dienen dem Aufbau des Immunsystems und sollen Infektionen vorbeugen (Speelmans et
al., 2016). Neben diesen Einflissen auf das Verdauungssystem wurden auch weitere
physiologische Bedeutungen festgestellt. So wirken Xylane cholesterolsenkend
(Jonnalagadda et al., 1993) und blutdruckregulierend (Toshiaki et al., 1996). Mit
Hydroxyzimtsdure veresterte Xylane zeigen antioxidative Wirkung und fungieren als
Radikalfanger. Dabei wirken Sinapinséure-Verbindungen effektiver gegen oxidativen
Stress als Ester der Ferulasédure. Eine besondere physiologische Bedeutung haben
veresterte Glucuronoxylane, da durch die Uronséuren zusatzlich zweiwertige Metallionen
gebunden werden kénnen (Wrigstedt et al., 2010). Diese sind in biologischen Systemen
fur die Zersetzung von H,0O, sowie die Bildung von Hydoxyl-Radikalen (-OH)
verantwortlich, was mit der Fenton-Reaktion beschrieben werden kann.

Durch die Komplexierung des Eisens an den S&urefunktionen kann zum einen die
Fenton-Reaktion teilweise unterbunden, zum anderen die dennoch entstandenen Radikale
von naheliegenden Hydroxyzimtsauren stabilisiert werden (Wrigstedt et al., 2010; Pristov
et al., 2011). Als Folge dessen wirken saure Xylane der Bildung von Magengeschwiiren
entgegen und weisen eine wirksame Dosis (EDsp) von 20,4 mg/kg auf (Cipriani et al.,
2008).
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2.3.2 Technologische Bedeutung

Xylane und Hemicellulosen sind fiir zahlreiche technologische Prozesse von grofer
Bedeutung, da sie als Ausgangsprodukt fir die Herstellung neuer Materialien aus
nachwachsenden Rohstoffen dienen. Dafiir werden zum einen isolierte Xylane aus
Bagasse, Getreidespelzen und Riickstdnden der Zuckerriibenverarbeitung verwendet, zum
anderen xylanhaltige pflanzliche Materialien mit Anteilen an Cellulose und Lignin. Ziel
der meisten Anwendungen ist die vollstandige Verwertung von Biomasse. Weiterhin
beeinflussen Xylane biomasseverarbeitende Prozesse.

2.3.2.1 Bedeutung der Xylane bei der Herstellung von Zellstoff

Die Herstellung von Zellstoff erfolgt aus Lignocellulosen, wobei die im Endprodukt
enthaltenen Xylane dessen Qualitat beeinflussen. So hat der zusétzliche Einsatz von
Xylanen positive Auswirkungen auf die mechanische Stérke der produzierten Zellstoffe
und erhoht zudem die Ressourceneffizienz und Ausbeuten der Produkte (Ramirez et al.,
2008; Han et al., 2012). Weithin hat die in MGX vorkommende meGIcA eine besondere
Bedeutung fir die Bleiche alkalisch erzeugter Zellstoffe (Jiang et al., 2000). Unter diesen
Bedingungen wird meGIcA durch Abspaltung von Methanol zu 4-Desoxy-p-L-threo-hex-
4-enopyranosyluronsdure, mit dem Trivialnamen Hexenuronsdure (HexA), umgewandelt.
Zum einen stort HexA die Bestimmung des Ligningehaltes mittels der k-Zahl-Methode,
zum anderen werden wahrend oxidativer Bleichstufen sehr viel mehr der notwendigen
Chemikalien bendtigt. Um weniger Bleichreagenzien zu verbrauchen, konnen die
Zellstoffe zundchst mit verdunnter Sdure behandelt werden. Dadurch wird der Abbau von
HexA zu 2-Furséure und 5-Formyl-2-fursédure bewirkt, wobei diese Produkte durch
Extraktion mit Wasser grotenteils wieder entfernt werden kdnnen (Teleman et al., 1996;
Jiang et al., 2000). Kirzlich konnte erstmals beschrieben werden, dass auch die Produkte
des HexA-Abbaus weiterreagieren und komplexere chinoide Verbindungen ausbilden.
Diese haben somit einen Einfluss auf die Farbgebung der Zellstoffe (Rosenau et al.,
2017).
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2.3.2.2 Herstellung von Xylit

Von herausragender 6konomischer Bedeutung ist die Herstellung von Xylit aus Xylanen
und xylanhaltiger Biomasse. So wurden im Jahr 2013 rund 160 000 t des Zuckerersatz-
stoffes hergestellt, wobei ein steigender Bedarf fur die Zukunft prognostiziert wurde
(Venkateswar Rao et al.,, 2016). Die Herstellung wird meist durch katalytische
Umsetzung von Xylose unter erhéhtem Druck und Temperatur realisiert.
Biotechnologische Ansédtze wurden bislang nicht grof3technisch umgesetzt (Albuquerque
et al., 2014; Jain et al., 2014).

2.3.2.3 Medizinische Anwendungen

Die Verwendung von Xylanen fir medizinische Fragestellungen ist bislang nur von
untergeordneter Bedeutung. Hauptuntersuchungsgebiet ist die Entwicklung neuartiger
Drug-delivery Systeme, wobei die unverdaulichen Xylane eine gezielte Wirkstoff-
freisetzung ermdglichen sollen. So gelang bereits die Herstellung von Mikrokapseln
durch Quervernetzungen von Xylanen (Nagashima et al., 2008; Marcelino et al., 2015).
Daus et al. (2010) nutzten xylanbasierte Nanopartikel und veresterten diese mit
Paracetamol. In einer weiteren Arbeit wurden magnetische Mikropartikel mit einer
Xylan-Matrix umhallt und somit Marker fir Magnetresonanz-Untersuchungen des
Magen-Darm-Traktes erzeugt (Silva et al., 2007). Weiterhin konnte das Potential der
Xylane fir die Herstellung kiinstlicher Herzgewebe aufgezeigt werden. So verhalten sich
Gerlste aus Xylan und Polyvinylalkohol ahnlich wie naturliches Gewebe wodurch
zwischenzellulare Verbindungen aufgebaut werden kénnen (Silva et al., 2015). Darlber
hinaus haben sulfatierte Xylane antivirale und anticancerogen Wirkung und hemmen

zusétzlich die Blutgerinnung (Daus et al., 2011).

2.3.2.4 Herstellung von Verpackungsmaterialien

Eines der wesentlichen Forschungsgebiete fiir die Anwendung nativer und chemisch
modifizierter Xylane ist die Herstellung von Folien als Verpackungsmaterialien. Da
Xylane aufgrund ihrer relativ kurzen Kettenldange nicht fur die Erzeugung stabiler
Produkte geeignet sind, erfolgten Untersuchungen von Xylanen als Bestandteil in

Kompositen. Durch die Mischung von Xylanen mit Galactoglucomannanen (Mikkonen et
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al., 2008), sulfonierter Nanocellulose (Saxena et al., 2009a; Saxena et al., 2009b; Saxena
et al., 2011) und bakterieller Nanocellulose (Stevanic et al., 2011) sowie die Verwendung
von xylanhaltiger Biomasse (Goksu et al., 2007; Simkovic et al., 2017) gelang es, Folien
mit guten Barriereeigenschaften herzustellen.

Eine weitere Mdglichkeit zur Herstellung von Folien aus Xylanen ist die Verwendung der
Polysaccharide nach chemischer Modifikation. So wurden Produkte mit unterschied-
lichen Eigenschaften nach Carboxymethylierung (Simkovic et al., 2017), Veresterung mit
Carbonséureanhydriden (Fundador et al., 2012) sowie aus Mischungen derivatisierter
Xylane mit Cellulosederivaten (Buchanan et al., 2003) erzeugt.

Von grofRer Bedeutung ist weiterhin die Herstellung von Verpackungsmaterialien aus
hydroxyalkylierten Xylanen. Aufgrund der gednderten Eigenschaften werden die
Substituenten auch als interne Weichmacher bezeichnet. Durch den zusatzlichen Einsatz
der externen Weichmacher Glycerin und Sorbit konnten sowohl die mechanische
Stabilitdt als auch die Barriereeigenschaften gegenliber Wasserdampf noch weiter
verbessert werden (Mikkonen et al., 2009). Entscheidenden Einfluss auf die Effektivitat
des Gasriickhaltevermdgens hatte vor allem der Substitutionsgrad, wobei die
Transmissionen flir Sauerstoff und Wasserdampf mit steigendem DS zunahmen
(Mikkonen et al., 2015). Neben Sorbit untersuchten Bayati et al. (2014) den Zusatz von
Nanokristallen aus Cellulose (CFC) zu den Produktformulierungen. Durch einen
variablen Anteil von 40% Sorbit und CFC stieg die Glastibergangstemperatur der Folien
leicht an, wohingegen die Durchlassigkeit flr Wasser deutlich reduziert wurde (Bayati et
al., 2014). Zusatzlich hatten die so hergestellten Folien Einfluss auf die Durchléssigkeit
aromaaktiver Alkohole in Abhangigkeit ihrer MolekilgroRe. Es wurde festgestellt, dass
Sorbit die Permeabilitat erhohte, wéhrend sie durch CFC gesenkt wurde (Bayati et al.,
2015). Da die hergestellten Folien empfindlich gegeniiber Feuchtigkeit waren und
dadurch auch die Barriereeigenschaften negativ beeinflussten, empfahlen die Verfasser
dieser Studien die entsprechenden Produkte immer zusammen mit einer zusatzlichen
wasserabweisenden Folie zu verwenden (Bayati et al.,, 2016). Die hygroskopischen
Eigenschaften der Folien konnten durch die Verwendung von 3-butoxy-2-

hydroxypropylierten Xylanen verringert werden (Nypel0 et al., 2016).
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Ein weiteres Einsatzgebiet hydroxyalkylierter Xylane ist die Beschichtung von
papierbasierten Verpackungsmaterialien. Durch den Zusatz von Citronensdure, Sorbit
oder Glycerin gelang es, die Barriereeigenschaften der Materialien stark zu variieren. So
sank beispielsweise die Sauerstoffdurchlassigkeit, verglichen mit einer Beschichtung des
Kunststoffes PET, auf rund ein Drittel (Laine et al., 2013).

Die Eigenschaften der Filme und Beschichtungen sind weiterhin von der chemischen
Struktur der Xylane abh&ngig. So wird die Beschaffenheit von Folien aus Arabino-
xylanen vom DS der Arabinose-Substituenten beeinflusst. Je geringer der DS umso héher
ist die Kristallinitat, was gleichzeitig eine Verringerung der Sauerstoffpermeabilitat zur
Folge hat (Hoije et al., 2008).

2.3.2.5 Herstellung von Aerogelen aus Gelen

Ein aktuelles Forschungsgebiet fir den Einsatz von Polysacchariden ist die Herstellung
von Aerogelen. Als Basis dienen dafir stets Gele, die als ein dreidimensionales Netzwerk
beschrieben werden kénnen und deren Poren mit einer Flissigkeit geftllt sind. Wenn
diese flissige Phase durch Trocknung mit Uberkritschem CO, entfernt wird, bleibt die
Struktur des Gels weitgehend erhalten. Dadurch entstehen die fiir Aerogele typischen
Eigenschaften wie eine grofle Oberflache, geringe Dichte und hohe Kompressions-
stabilitat (Hising et al., 1998). Neben den anorganischen silikabasierten Aerogelen, die
bislang am detailliertesten erforscht wurden, konnte seit 1987 auch die Gruppe der
organischen Aerogele etabliert werden (Stergar et al., 2016). Potentielle Einsatzgebiete
kohlenhydratbasierter Aerogele sind vor allem biomedizinische Anwendungen (Stergar et
al.,, 2016) sowie die Herstellung funktionalisierter Verpackungsmaterialien fir die
Lebensmittelindustrie (Mikkonen et al., 2013).

Die Herstellung der Aerogele gelang bereits aus verschiedenen Polysacchariden wie
Cellulose (Jin et al., 2004) und Pektinen (Garcia-Gonzalez et al., 2015). Aufgrund ihrer
geringen Kettenlange bilden Xylane jedoch keine stabilen Gele aus. Fir diesen Zweck
mussen Modifikationen der Polymere vorgenommen werden (vgl. 2.2), die zumeist mit
einer kovalenten Quervernetzung einhergehen. So gelang die Erzeugung von Aerogel-
Schaumen mittels Xylan-Citrat-Chitosan Quervernetzungen mit einer Dichte von

0,00254 g/cm?3 und einer Absorption von bis zu 100 g Salzlésung je Gramm Material. Die
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Aerogel-Schdume wurden als elastisch, weich, langlebig und sehr porig beschrieben.
Daher empfahlen die Autoren der Studie eine Anwendung als Absorber im
Gesundheitsbereich und fur medizinische Textilien (Salam et al., 2011). Weiterhin gelang
die Hestellung von Gelen aus Xylanen, nach vorheriger Quervernetzung mit
Polypropylenglycol und Polyethylenglycol. Diese Produkte zeichneten sich durch ihre
reversible Quellbarkeit bei geringen Temperaturen (7°C) und Entquellung bei héheren
Temperaturen (70°C) aus. Die mechanische Stabilitdt und PorengroRe der Gele war
abhangig von Art und Kettenldnge des Vernetzers (Pahimanolis et al., 2014). Durch
Derivatisierung von Xylanen mit thiolhaltigen Seitenketten konnten Zwischenprodukte
geschaffen werden, die durch die oxidative Kopplung der Thiole stabile Gele bildeten
(Pahimanolis et al., 2015). In einer aktuellen Arbeit von Parikka et al. (2017) gelang es
erstmals, mechanisch starke Aerogele aus Arabinoxylanen herzustellen ohne den Einsatz
eines Vernetzers. Mit der selektiven TEMPO-Oxidation am C5 der Arabinoseeinheiten
konnten die Polysaccharide tber die Ausbildung von Halbacetalen quervernetzt werden.
Da reduziertes TEMPO durch das Enzym Laccase wieder oxidiert wurde, geniigte der
Einsatz geringer Mengen des Oxidationsmittels (Parikka et al., 2017). Die Herstellung

von Aerogelen aus hydroxyalkylierten Xylanen konnte bislang nicht beschrieben werden.
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2.4 Analytik von nativen und hydroxyalkylierten Xylanen

Fur die Analytik von nativen und hydroxyalkylierten Xylanen konnen verschiedene
Methoden herangezogen und somit eine grol3e Vielfalt unterschiedlicher Ergebnisse und
Struktur-Eigenschafts-Beziehungen generiert werden. Dabei wird zwischen Verfahren
zur Charakterisierung der gesamten Polymere sowie der monomeren Bausteine
unterschieden. Letztere erfordern zundchst die Hydrolyse der Polysaccharide in kleinere
Untereinheiten. In diesem Kapitel wurden alle Methoden erértert, die fiir die vorliegende

Arbeit von Bedeutung sind.

2.4.1 Analytik von Xylanen ohne Hydrolyse

2.4.1.1 GroRenausschlusschromatographie (SEC)

Die GroflRenausschlusschromatographie (SEC) ist ein chromatographisches Verfahren zur
Trennung von Molekulen in Abhéngigkeit ihrer Grofle. Im Gegensatz zu anderen
Methoden der Flussigchromatographie soll die SEC nur auf Transportvorgangen beruhen
und nicht auf den Unterschieden von Loslichkeit oder Affinitdt der Analyten zum
Saulenmaterial. So diffundieren kleine Molekiile in die Poren der stationdren Phase und
werden folglich starker retardiert als grofiere Molekule (Nuyken et al., 2017). Die
Polymere haben in der Regel kein definiertes Molekulargewicht und streuen um einen
Mittelwert. Dieser Umstand wird durch die Dispersitat (D) beschrieben (Striegel et al.,
2009). Die Untersuchung von Xylanen und anderen Holzbestandteilen mit SEC wurde
mehrfach in der Literatur beschrieben (Fishman et al., 2000; Lawoko et al., 2011). Von
groller Bedeutung fur die Darstellung richtiger Ergebnisse mittels SEC ist die
vollstdndige Loslichkeit der Polymere. Ein Losungsmittelsystem aus DMSO und Wasser
im Verhaltnis 9:1 und die Zugabe 0,05 M LiBr hat sich dabei als geeigneter Eluent
herausgestellt (Saake et al., 2001). Darlber hinaus ist es notwendig Multi-Detektoren-
Systeme unter Beriicksichtigung der intrinsischen Viskositat zu verwenden (Fishman et
al., 2000; Saake et al., 2001).

Die Analyse von modifizierten Polysacchariden stellt nach wie vor eine grole
Herausforderung dar. Untersuchungen hydroxyalkylierter Xylane mit SEC wurden
erstmals von Nypel6 et al. (2016) beschrieben. In einer aktuellen Studie von Pitkdnen et
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al. (2017) wurde der Einfluss des DS-Wertes derivatisierter Xylane mittels SEC
untersucht. Die Autoren der Studie beschrieben, dass sich die Konformation der Xylane
in Abhangigkeit des DS verandert. So lagen Derivate mit einem niedrigen DS als
kompaktes Knéuel vor, wohingegen solche mit hohem DS geweitete Strukturen hatten
(Pitkanen et al., 2017).

2.4.1.2 Magnetresonanzspektroskopie (NMR)

Das Prinzip der Kernresonanz-Experimente beruht darauf, dass die Kerne der Atome mit
elektromagnetischen Wellen einer bestimmten Wellenlédnge bestrahlt werden. Die somit
erzeugten Spektren sind essentieller Bestandteil fiir die Strukturaufklarung chemischer
Verbindungen. Durch die Integration der Signale koénnen NMR-spektroskopische
Methoden auch flr quantitative Untersuchungen herangezogen werden. Etabliert wurden
sowohl die Ermittlung von relativen Verhaltnissen sowie die Bestimmung der absoluten
Konzentrationen (Friebolin, 2013; Altaner et al., 2016).

In Bezug auf Xylane sind vor allem eindimensionale *C- und *H-NMR-Messungen von
Bedeutung und fanden ihre Anwendung in der Aufklarung struktureller Anderungen nach
chemischer Modifikation (Jain et al., 2000; Strnad et al., 2013). Weiterhin konnte die
Detektion und Quantifizierung von Abbauprodukten xylanhaltiger Biomasse nach
intensiver schwefelsaurer Hydrolyse mittels *H-NMR-Spektroskopie erfolgreich
durchgefuhrt werden (Altaner et al., 2016).

Fur die Untersuchungen hydroxyalkylierter Xylane stellt diese Art der Analytik ein weit
verbreitetes Instrument zur Bestimmung der charakteristischen KenngrofRen des
Substitutionsgrades (DS) sowie der molaren Substitution (MS) dar (Laine et al., 2013;
Mikkonen et al., 2015). Zur Berechnung des DS wurde das Integral in **C-Spektren der
mit Hydroxyalkylketten substituierten C-Atome (Position 2 und 3) durch das Integral des
unsubstituierten C1 der Xylose geteilt. Die Ermittlung des MS erfolgte mittels Division
des Integrals der Methylgruppe durch das des C1-Atoms. Unter Berticksichtigung dieser
beiden KenngroRen konnte ebenfalls die durchschnittliche Kettenlange der angefligten
Substituenten berechnet werden (Akil et al., 2016a; Akil et al., 2016Db).

Der Einsatz von NMR-Spektroskopie hat den grofRen Vorteil, dass die Polysaccharide

ohne vorangegangene Hydrolyse vermessen werden kénnen und somit keine zusétzlichen
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Nebenreaktionen zu bericksichtigen sind. Verglichen mit vielen chromatographischen
Verfahren ist die Empfindlichkeit dieser Methoden jedoch gering, wodurch Bestandteile
niedrigerer Konzentration nicht erfasst werden kénnen. Vor allem bei niedrigen DS- und
MS-Werten hydroxyalkylierter Xylane treten so grof3e Messungenauigkeiten auf.

2.4.2 Hydrolyse der Polymere

Die Spaltung chemischer Bindungen unter Wasseranlagerung wird als Hydrolyse
bezeichnet. Im speziellen Fall der Polysaccharide konnen die resultierenden Produkte
sowohl Oligosaccharide als auch Monomere sein. In Abh&ngigkeit des eingesetzten
Katalysators kann zwischen saurer und enzymatischer Hydrolyse unterschieden werden.
Die Autohydrolyse von Polysacchariden wird formal der sauren Hydrolyse zugeordnet.
Da sie jedoch fir die Isolierung von Xylanen und nicht fur analytische Fragestellungen
von Bedeutung ist, wurde die Autohydrolyse in Kapitel 2.1.3 thematisiert.

2.4.2.1 Saure Hydrolyse
Die saure Hydrolyse von Polysacchariden erfolgt durch den Einsatz eines sauren

Katalysators (Schema 6).

H
o o o I, o
o o o o
HO H,0
) NS
CH
OH H1

Schema 6: Vereinfachte Darstellung der sauren Hydrolyse einer glycosidischen Bindung.

Im ersten Schritt der Hydrolyse bildet sich die konjugierte Sdure des Kohlenhydrats,
indem sich ein Proton des Katalysators am glycosidischen Sauerstoff anlagert. Nach

Spaltung der glycosidischen Bindung Entsteht ein Carbenium-lon, an welches ein
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Wassermolekil nucleophil angreifen kann. Mit der gleichzeitigen Regeneration des
Katalysatorprotons ist die Hydrolyse abgeschlossen (Szejtli, 1976). Der Ablauf der
Hydrolyse ist in grolem Malie von der Konzentration der S&ure sowie dem pH Wert im
waéssrigen Medium abhéngig. Typische Sduren fiir die Katalyse der hydrolytischen
Spaltung sind Schwefelsdure (Saeman et al.,, 1954), Salzsdure im Rahmen einer
Methanolyse (Sundberg et al., 1996) und Trifluoressigséure (Zhao et al., 2008).

Die Hydrolyse mit Schwefelséure, basierend auf einem Verfahren von Saeman et al.
(1954), wird haufig fur Polysaccharide und komplexe pflanzliche Biomasse angewandt.
Es mussen jedoch unterschiedliche Konditionen in Abhangigkeit der Proben-
beschaffenheit gewahlt werden, wobei die Hydrolyse von Biomasse und Zellstoffen
intensivere Bedingungen erfordert als die Spaltung isolierter Polysaccharide (Willfor et
al., 2009).

Bei der Methanolyse erfolgt die Hydrolyse der Polysaccharide in wasserfreiem Methanol
mittels HCI. Dieses Verfahren ist fur die Spaltung der glycosidischen Bindungen von
Hemicellulosen geeignet. Insbesondere wurde die anndhernd vollstdndige Freisetzung
von meGIcA beschrieben (Sundberg et al., 1996). Da keine hinreichende Spaltung der B-
(1—4) glycosidischen Bindungen zwischen Glucosebausteinen erreicht werden kann, ist
diese Art der Hydrolyse ungeeignet fur Cellulose (Sundberg et al., 1996; Willfor et al.,
2009).

Die Hydrolyse von Polysacchariden mit Trifluoressigsdure erfolgt hdufig in einer
Labormikrowelle. Die grofRen Vorteile dieser Variation gegeniber dem Einsatz
konventioneller Erhitzung sind die deutliche Reduktion der Reaktionszeit von mehreren
Stunden auf wenige Minuten und die schonenden Reaktionsbedingungen. Dadurch sind
weniger Nebenprodukte zu erwarten (Zhao et al., 2008; Ducatti et al., 2011; Liu et al.,
2016). Dies kann zum einen durch die kurze Dauer erhdhter Temperatur aber auch durch
die Art der Erhitzung erklart werden. Durch die Anregung von Dipolen in den
ReaktionsgefaRen erfolgt eine direkte Temperierung der Proben. Bei konventionellen
Verfahren wird die Wéarme von aulRen in die Reaktionsgefalle eingetragen. Wie Kappe
(2004) beschrieb, fuhrt die Erhitzung mit Mikrowellen verglichen mit konventionellen

Verfahren zu einem umgekehrten Temperaturgradienten. Dadurch wird das Risiko der
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partiellen Uberhitzung durch ungleichméaRiges erwéarmen der Proben minimiert und das
Potential fiir unerwiinschte Nebenreaktionen reduziert (Kappe, 2004).

Weiterhin fanden auch andere S&uren wie Citronenséure und Milchsdure (Harder et al.,
2015) bereits Anwendung fur die Hydrolyse von Polysacchariden. Kirzlich wurde
aufllerdem ein neues Verfahren beschrieben, dass die Hydrolyse von Biomasse mit einem
chitosanbasierten Katalysator in einer ionischen Flissigkeit ermdéglicht. Entscheidend ist
dabei der Zusatz von Tensiden, wodurch die komplexe Struktur der Lignocellulosen
aufgebrochen und die Entfernung von Lignin gefordert wird (Si et al., 2017).

Die optimalen Bedingungen fir eine vollstandige Hydrolyse von Polysacchariden sind
von der Art der jeweiligen glycosidischen Bindung bzw. der direkten chemischen
Umgebung abhédngig. So ist die p-(1—4)-glycosidische Bindung der Cellulose
grundsatzlich starker ausgepragt als die der Xylane (Willfér et al.,, 2009). Bei
Heteropolysacchariden wie den Xylanen ist dieser Effekt ebenfalls zu beobachten, da die
B-(1—4)-glycosidische Bindung zwischen den Xylose-Einheiten der Hauptkette leichter
zu hydrolysieren ist als die p-(1—2)-glycosidische Bindung der Seitenketten zu den
Xylose-Einheiten (De Ruiter et al., 1992; Tenkanen et al., 1995). Weiterhin erfordern
isolierte Polysaccharide eine weniger intensive Art der Probenvorbereitung als
Kohlenhydrate, die Bestandteile komplexerer Gebilde wie etwa pflanzlicher Biomasse
sind (Willfor et al., 2009). Mit der Intensivierung der Hydrolysebedingungen steigt
jedoch auch das Potential fir unerwiinschte Nebenreaktionen. Aus Xylose wird
hauptséchlich das Abbauprodukt Furfural gebildet, das im weiteren Verlauf zu
Ameisensaure umgesetzt wird. Aus den Hexosen Glucose, Mannose und Galactose bildet
sich hingegen 5-Hydroxymethylfurfural. Dieses reagiert weiter zu Ameisensaure und
Lavulinsdure (Palmgvist et al., 2000; Altaner et al., 2016).

Fur die vollstandige Hydrolyse von Polysacchariden und insbesondere von komplexen
Biomasseproben sind intensive Bedingungen notwendig. Diese haben jedoch zum Teil
signifikante Abbaureaktionen der Analyten zur Folge, wodurch eine quantitative
Auswertung nicht mehr gewahrleistet werden kann. Fir konventionelle Methoden werden
die Bedingungen der Hydrolyse in der Regel so gewahlt, dass die hochste Konzentration

monomerer Zucker freigesetzt wird. Diese Herangehensweise bedeutet jedoch nicht, dass
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auch alle vorhandenen Kohlenhydrate tatsachlich vollstdndig analytisch erfasst werden

kdnnen.

2.4.2.2 Enzymatische Hydrolyse

Im Gegensatz zur sauren Behandlung der Polysaccharide stellt die enzymatische
Hydrolyse ein schonenderes Verfahren dar. Aufgrund der hohen Substratspezifitat der
Biokatalysatoren sind fir eine vollstandige Hydrolyse von einem oder mehreren
Polysacchariden jedoch komplexe Enzymmischungen notwendig. Weiterhin muss
gewahrleistet werden, dass die Polysaccharide gut zugénglich fur eine hydrolytische
Spaltung sind. Das Vorhandensein von Lignin ist dabei besonders hinderlich, weshalb die
Polysaccharide in nativen Holzproben nicht enzymatisch abgebaut werden koénnen
(Dahlman et al., 2000). AulRerdem haben die Struktur und Porositat einen Einfluss auf
den enzymatischen Abbau, wobei sich die mechanische Zerkleinerung sowie die
Dampfbehandlung als Mdglichkeiten der Probenvorbereitung bewahrt haben (Kerley et
al., 1988; Hendriks et al., 2009; Schiitt et al., 2013). Es wurde weiterhin berichtet, dass
die enzymatische Entfernung von Arabinosesubstituenten den darauffolgenden Abbau
durch Xylanasen mindern kann, da somit vor allem die Wasserloslichkeit der Polymere
beeinflusst wird (Li et al., 2017). Generell fuhren eine gute Quellbarkeit sowie ein
geringer Grad der Kristallinitat von Cellulose zu guten Hydrolyseausbeuten (Kerley et
al., 1988). Dahlman et al. (2000) entwickelten ein Verfahren, mit dem Zellstoffe und
delignifizierte Holzer ann&hernd vollstandig enzymatisch abgebaut werden konnen. Dies
beinhaltet auch die enzymatische Spaltung der glycosidischen Bindung des Substituenten
meGIcA zu Xylose (Dahlman et al., 2000). Demgegeniber stehen jedoch
Untersuchungen, wonach der Erfolg der enzymatischen Hydrolyse von Cellulose in
direktem Zusammenhang mit dem Gehalt an Xylanen korreliert. So wurden von
Dammstrom et al. (2009) starke Wechselwirkungen zwischen Cellulose und Glucurono-
xylanen festgestellt. Vergleichbare Erkenntnisse erlangten ebenfalls Varnai et al. (2010).
Auch Penttil4 et al. (2013) folgerten, dass Xylane und Cellulose Cluster ausbilden, die fir
die Enzyme nicht zugénglich sind. Ein simultaner Abbau der Xylane erhthte zwar die
Ausbeuten, es blieb jedoch stets ein Restanteil in den Proben enthalten (Varnai et al.,

2011; Penttila et al., 2013). Neben Xylanasen und Cellulasen sind fur einen mdoglichst
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vollstandigen enzymatischen Abbau von Zellstoffen und Polysacchariden auch weitere
Enzyme wie Mannanasen erforderlich (Varnai et al., 2011). AuRerdem werden spezielle
Enzyme zur Abspaltung der Seitenketten benétigt. So ist vor allem das Enzym
Glucuronidase fur die Freisetzung von meGIcA von grolier Bedeutung (Tenkanen et al.,
1995; Teleman et al., 1996).

2.4.3 Reduktive Aminierung

Die Analytik von Mono- und Oligosacchariden beinhaltet vielfaltige Herausforderungen.
So sind die Mdglichkeiten der Detektion stark eingeschrankt, da Kohlenhydrate keine
Chromo- oder Fluorophore besitzen und fur die Detektion mittels Massenspektrometrie
nur eine geringe Empfindlichkeit aufweisen (Harvey, 2011). Weiterhin stehen flr den
Xylanbestandteil meGIcA und fur die erzeugten substituierten Derivate keine reinen
Standards zur Verfugung, die jedoch fir die Quantifizierung mit einer externen
Kalibrierung notwendig sind. Aus diesen Griinden wurden verschiedene Verfahren der
Derivatisierung entwickelt, die in der Literatur umfangreich zusammengefasst wurden
(Lamari et al., 2003; Pabst et al., 2009; Harvey, 2011). Von herausragender Bedeutung
fur die verbesserte Detektion der Kohlenhydrate ist vor allem die Markierung der
reduzierenden Enden mit chromphoren beziehungsweise fluorophoren Labels. Der in der

Literatur dominierende Reaktionsweg ist dabei die reduktive Aminierung.

2.4.3.1 Reaktionsprinzip der reduktiven Aminierung

Die reduktive Aminierung von Kohlenhydraten erfolgt in zwei Schritten. Zuerst reagiert
das reduzierende Ende mit einem Amin unter Bildung der Schiff’schen Base (Imin).
Darauffolgend wird dieses Imin reduziert, wodurch ein stabiles Endprodukt entsteht
(Schema 7) (Herges et al., 2017).
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Schema 7: Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten am Beispiel der Xylose.

Die chemischen Strukturen von reduzierenden Kohlenhydraten und somit auch von
Xylose stellen ein Gleichgewicht zwischen dem ringformigen Halbacetal und dem
Aldehyd dar. Unter Séurekatalyse konnen Amine nucleophil an den Carbonyl-
Kohlenstoff des offenkettigen Isomers angreifen, wobei zunéchst ein protoniertes Aminol
gebildet wird. Durch Umprotonierung zur benachbarten Hydroxylfunktion entstehen ein
sekundares Amin und gleichzeitig ein Oxoniumion, wobei letzteres als gute
Abgangsgruppe fungiert. Unter Wasserabspaltung und Regeneration des Katalysator-
Protons wird ein Imin gebildet. Dieses kann im vorliegenden Fall auch als Aldimin
bezeichnet werden (IUPAC, 2014). All diese Reaktionen sind im wassrigen Medium
reversibel, wobei die Lage des Gleichgewichtes von den jeweiligen Substituenten
abhangig ist. Um ein stabiles Endprodukt mit hohen Ausbeuten zu erhalten, muss das

Imin zusatzlich einer Reduktion unterzogen werden, die bei den vorliegenden
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Reaktionsbedingungen irreversibel ist. Durch die Bildung von Aminodesoxyxylitol wird
die Schiff’sche Base aus dem Gleichgewicht entfernt. Dieses verschiebt sich somit auf
die Seite des Imins, wodurch die quantitative Umsetzung der Xylose erfolgt. Weiterhin
kann der Einsatz eines Reduktionsmittels in einer Nebenreaktion die Reduktion der
Xylose zum Zuckeralkohol Xylit hervorrufen (Schellenberg, 1963; Borch et al., 1971;
Herges et al., 2017).

2.4.3.2 Aminierung

Wie bereits beschrieben (vgl. 2.4.3.1), wird die Aminierung von Kohlenhydraten sauer
katalysiert. Dies hat jedoch direkten Einfluss auf die Wahl des Amins. In der Regel
reagieren Amine im wassrigen Milieu basisch, da Protonen unter Bildung von Hydroxid-
lonen an das freie Elektronenpaar des Stickstoffs angelagert werden kénnen (Beyer et al.,
2004). Folglich liegen diese Verbindungen im sauren Medium vollstandig protoniert vor
und stehen flr nucleophile Angriffe nicht zur Verfligung. Sie sind somit ungeeignet fur
die reduktive Aminierung von Kohlenhydraten (Sun et al., 2009). Bei aromatischen
Aminen ist die Basizitdt der Aminogruppe hingegen deutlich abgeschwécht, was auf dem
mesomeren Effekt dieser Verbindungen beruht (Beyer et al., 2004).

Fur die reduktive Aminierung von Kohlenhydraten wurden bereits verschiedene Amine
auf ihre Wirksamkeit getestet. Darunter sind viele aromatische Verbindungen wie
2-Aminobenzoeséure (Bigge et al., 1995), 2-Aminobenzamid (Bigge et al., 1995),
2-Aminopyridin (Hase et al., 1978), Procain (Takao et al., 1996), 1-Naphtylamin (Rakete
et al.,, 2013) oder Derivate dieser Verbindungen (Harvey, 2011). Weiterhin wurde die
Verwendung von Kronenetheraminen (Przybylski et al., 2002; Batista et al., 2008;
Unterieser et al., 2011) und Trimethylammoniumchlorid (Unterieser et al., 2011) fir den
Einsatz bei der reduktiven Aminierung untersucht. Quantitative Umsetzungen konnten
vor allem mit aromatischen Aminen erreicht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich der Einsatz von 2-Aminobenzoesaure
(2-AA) untersucht, da diese Verbindung kostengtinstig mit hoher Reinheit erworben
werden kann und von ihr nur ein geringes Gefahrdungspotential ausgeht. Weiterhin
verfugt 2-AA Uber UV- und fluoreszenz-aktive Eigenschaften (Anumula, 1994;
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Anumula, 2008; Zapata et al., 2009). 2-AA ist eine aromatische Carbonsdaure mit einem

Amin an Position 2 (Schema 8).

COOCOH

NH»

Schema 8: 2-Aminobenzoesdure (2-AA) als Reagenz fir die reduktive Aminierung von Kohlenhydraten.

Aufgrund der beiden funktionellen Gruppen ist 2-AA eine zwitterionische Verbindung,
die formal auch den Aminoséuren zugeordnet wird (Albert et al., 1984; Zapala et al.,
2009). In Abhéngigkeit des pH-Wertes ergeben sich somit vier Formen, die Uber ein
chemisches Gleichgewicht ineinander (berfiihrt werden konnen. Diese sind: Kation,
Zwitterion, Neutralform und Anion (Sun et al., 2009; Zapata et al., 2009). Fir die
reduktive Aminierung der Kohlenhydrate muss 2-AA die Neutralform aufweisen, da nur
so die Voraussetzungen des ungeladenen Amins unter sauren Reaktionsbedingungen
gegeben sind. Die hichste Konzentration der Neutralform liegt am isoelektrischen Punkt
von 2-AA bei einem pH-Wert von 3,51 vor. Bei diesen Bedingungen befinden sich etwa
10% in Neutralform, wohingegen das Zwitterionen einen Anteil von 82% aufweist
(Zapata et al., 2009). Weithin wurde gezeigt, dass die spezifische UV-Absorption von
2-AA abhéngig von der jeweiligen Form und somit auch vom pH-Wert ist. Ab einem pH
von rund 7,1 liegt 2-AA als Anion vor und verfugt Uber drei Absorptionsmaxima. Bei
hoheren pH-Werten ist die Struktur unverandert, weshalb keine weitere Variation der
UV-Absorption zu erwarten ist (Zapata et al., 2009). Die Analytik der mit 2-AA reduktiv
aminierten Kohlenhydrate ist somit grundsétzlich auch unter den basischen Bedingungen

einer Anionenaustauschchromatographie (HPAEC) moglich (vgl. 2.4.4.1).

2.4.3.3 Reduktion

Die Aminierung von Kohlenhydraten fuhrt zur Bildung von Schiff’schen Basen (vgl.
2.4.3.1). Da diese instabil sind, mussen sie vor der instrumentellen Analytik durch
Reduktion in die stabilen Aminodesoxyalditole Uberfuhrt werden. Das gewahlte
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Reduktionsmittel sollte spezifisch wirken, um vorhandene Aldehyde, Ketone oder
Carbonséuren nicht zusétzlich zu reduzieren. Dies hétte unter anderem die Bildung von
Zuckeralkoholen zur Folge, die nicht analytisch mittels UV- oder Fluoreszenz-Detektion
erfasst werden konnen. Als geeignete Reagenzien fir die Reduktion der Imine konnten
einige Borhydride etabliert werden. Neben Natriumborhydrid (Schellenberg, 1963) stellte
sich Natriumcyanoborhydrid (Borch et al., 1971) als selektives Reduktionsmittel heraus.
Vor allem letztere, auch als Borch-Reagenz bezeichnete Verbindung, wurde vielfach fur
die reduktive Aminierung von Kohlenhydraten eingesetzt. Es hat jedoch den Nachteil,
dass es bei Anwendung starker Sauren die fliichtige und sehr toxische Blausaure (HCN)
bildet und mit Wasser unter Freisetzung von Wasserstoff reagiert (Hutchins et al., 2001).
Als Alternative wurde daher auch der Einsatz anderer Borhydride wie zum Beispiel
Dimethylaminoboran (Kiguchi et al., 1999), Triacetoxyborhydrid (Dalpathado et al.,
2005), Pyridinboran (Bomann et al., 1995), Morpholinboran (Unterieser et al., 2011) und
4-Methylmorpholinboran (Unterieser et al., 2011) untersucht. In neueren Untersuchungen
konnte sich vor allem 2-Picolinboran (2-PB) als Alternative zu Natriumcyanoborhydrid
etablieren (Schema 9) (Sato et al., 2004; Ruhaak et al., 2010; Unterieser et al., 2011).

BH3

!

N CHg
X

=

Schema 9: 2-Picolinboran (2-PB) als Reagenz fiir die reduktive Aminierung von Kohlenhydraten.

Die Vorteile von 2-PB als Reduktionsmittel sind die geringe Toxizitdt, Temperatur-
bestandigkeit sowie die Stabilitat in den Losungsmitteln Wasser und Methanol. Diese
Faktoren ermdglichen die Umsetzungen unter moderaten Bedingungen (Sato et al.,
2004). Weiterhin ist die reduktive Aminierung mit 2-PB in wassriger Ldsung
vergleichbar effizient wie mit dem bis dato bevorzugten Reduktionsmittel Natrium-
cyanoborhydrid (Ruhaak et al., 2010). Dies konnte auch von Unterieser et al. (2011)

bestatigt werden. Die Autoren stellten auBerdem fest, dass nur ein geringer Anteil des
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Alditols in einer Nebenreaktion gebildet wird und die Reduktion somit sehr selektiv
erfolgt (Unterieser et al., 2011).

2.4.4 Chromatographische Analyse von Kohlenhydraten

Mono- und Oligosaccharide sowie ihre Derivate kénnen mit instrumentellen Verfahren
detektiert und quantifiziert werden. Sowohl bei nativen als auch bei chemisch
modifizierten Kohlenhydraten mussen dabei Verbindungen voneinander getrennt werden,
die auf der einen Seite eine groRe strukturelle Ahnlichkeit und auf der anderen Seite
signifikante Unterschiede bezuglich ihrer Ladung oder Molmasse aufweisen. Die
chromatographischen Analysen von Hydrolysaten sollen Aufschluss Uber die exakte
Zusammensetzung der zugrundeliegenden Polysaccharide geben. Neben der Gas-
chromatographie nach Methanolyse (Sundberg et al., 1996; Bertaud et al., 2002; Willfor
et al., 2009), Permethyliergung (Karlsson et al., 1988) oder Silylierung (DeJongh et al.,
1969; Adeuya et al., 2007) sind Methoden der Elektrophorese (Harvey, 2011) oder
Flussigchromatographie von groRer Bedeutung. Im Folgenden werden die fllssig-
chromatographischen Verfahren mit den jeweiligen Detektionsarten néher betrachtet, die

in dieser Arbeit angewandt wurden.

2.4.4.1 Anionenaustauschchromatographie (HPAEC)

Genau wie lonenpaarchromatographie und lonenausschlusschromatographie wird auch
die HPAEC den Verfahren der lonenchromatographie zugeordnet. Die stationdare Phase
besteht dabei in der Regel aus einem Harz, das mit quartiren Ammoniumionen
funktionalisiert ist und somit ber eine fixierte positive Ladung verfugt. Passende
Gegenionen stammen aus der mobilen Phase des chromatographischen Systems und
werden beispielsweise durch OH’, HCO3 oder CH3-COO" représentiert. Die stationare
Phase ist somit nach auflen hin neutral. Wird eine Probe auf die Trennsdule gegeben,
erfolgt die Retention der darin enthaltenen Verbindungen in Abhangigkeit ihrer Affinitét
zur stationdaren Phase. Dieser Vorgang entspricht einem reversiblen Gleichgewichts-
prozess. Durch die spezifische Retardation der Analytmolekile, kdnnen diese chromato-

graphisch voneinander getrennt und schlieBlich einzeln detektiert werden (Weil3, 2001).
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Die zu untersuchenden Xylane bestehen aus neutralen Monomereinheiten und
Uronsduren. Wahrend die Uronsduren im basischen Milieu des Eluenten Gber ein Anion
verfligen und den beschriebenen Voraussetzungen fir eine Trennung entsprechen, sind
die Ubrigen Kohlenhydrate elektrisch neutral. Aufgrund der Vielzahl an Hydroxyl-
funktionen zeigen sie dennoch eine spezifische Affinitat zu den aminierten S&ulen-
materialien und kdnnen somit auch chromatographisch voneinander getrennt werden
(WeiR3, 2001).

Fur die Detektion der Analyten nach erfolgter Chromatographie wurden verschiedene
Verfahren etabliert. Die Messung der Leitfahigkeit des Eluates war dabei von
aufllerordentlicher Bedeutung fur die gesamte Entwicklung der lonenchromatographie
(Small et al., 1975) und gilt bis heute als universelles Verfahren fir die Analytik von
ionisierbaren Verbindungen. Daher ist sie jedoch nicht fir Kohlenhydrate geeignet
(Weil3, 2001). Eine weitverbreitete Methode fiir die Detektion von Kohlenhydraten ist die
gepulste amperometrische Detektion (PAD) (Hughes et al., 1981; Johnson, 1986; Cataldi
et al., 2000). Fur die Messung mittels PAD werden an einer Arbeitselektrode drei sich
abwechselnde elektrische Potentiale angelegt. Durch die Oxidation beziehungsweise
Reduktion der Analyten wird ein Strom erzeugt, der vom Detektor erfasst werden kann.
Die zusatzlichen Potentiale bewirken die Entfernung der Produkte aus erster
Redoxreaktion, die sich an den Elektroden abgelagert haben. Somit kann eine konstantere
Basislinie erzeugt werden (Cataldi et al., 2000). Da die Basislinie jedoch abhangig von
der Eluentkonzentration ist, wird bei Gradientenelution hdufig eine Drift beobachtet.
Aulerdem sind die Detektorresponsen spezifisch flr jede Verbindung, was reine
Standards fir die Quantifizierung der Analyten erfordert (Wei3, 2001). Fur die in den
Xylanen enthaltene meGIcA sind die Standards nicht verfligbar oder mussen sehr
aufwendig isoliert werden. Deshalb wird haufig auf nicht-methylierte Glucuronséure fur
die Bestimmung der Konzentration zurtickgegriffen. Dieses VVorgehen verursacht jedoch
Messfehler von bis zu 30%, weshalb die Anwendung alternativer Detektions-
maoglichkeiten sehr attraktiv ist (Chong et al., 2013). Bislang ist in der Literatur kein
geeignetes Verfahren beschrieben, mit dem die Quantifizierung von meGIcA durch

Flissigchromatographie ohne Standards hoher Reinheit durchgefuhrt werden kann.
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Ein Ansatz flr diese Fragestellung ist die Analyse mittels UV-Detektion. Da
Kohlenhydrate jedoch keine ungeséttigten Bestandteile enthalten, weisen sie auch keine
UV-Aktivitat auf. Diese Art der Detektion erfordert eine Derivatisierung der
Verbindungen, was beispielsweise durch die reduktive Aminierung mit 2-Amino-
benzoesdure erreicht werden kann (vgl. 2.4.3). Somit wird ein molarer Detektorrespons
erzeugt, der proportional zur Konzentration aber unabhangig von der chemischen
Struktur ist. Neben den neutralen Kohlenhydraten kann so zusatzlich die Quantifizierung
von meGIcA ermoglicht werden, obwohl keine Standards mit hoher Reinheit zur

Verfligung stehen.

2.4.4.2 Borat-Komplex-Anionenaustauschchromatographie (Borat-HPAEC)

Bei der Borat-HPAEC handelt es sich um eine Sonderform der HPAEC, die aufgrund
ihres Trenn- und Detektionsprinzips hier gesondert beschrieben wird. Als mobile Phase
werden Boratpuffer (Kaliumtetraborat/Borsaure) mit unterschiedlichen pH-Werten
verwendet. Da als stationdre Phase ein starker Anionenaustauscher verwendet wird,
kénnen die sauren Hydrolysate ohne weitere Aufarbeitung analysiert werden. Die
Kohlenhydrate in den Proben werden zundchst mit der Borséure des Eluenten
komplexiert. Diese Komplexbildung ist aus Kinetischer Sicht relativ langsam, was hohere
Retentionszeiten als bei herkbmmlichen HPAEC-Verfahren zur Folge hat. Die Detektion
der Kohlenhydrate erfolgt indirekt, indem das Eluat zusammen mit einer Cu?*-
Bicinchoninat-Losung bei erhhter Temperatur (105°C) durch ein Teflon®-Coil geleitet
wird. Bei der Elution eines reduzierenden Kohlenhydrates wird Cu?* zu Cu* reduziert. Da
die Kupferkomplexe jeweils spezifische UV-Absorptionen aufweisen, kann die Anderung
mittels UV/VIS-Detektion gemessen werden. Durch die lange Strecke von der Injektion
bis zur Detektion findet jedoch eine Verbreiterung der Peaks statt. AuBerdem ist der
Anteil der reduzierten Kupfer-Verbindung spezifisch fir jedes Kohlenhydrat, weshalb
Standards jeder Verbindung notwendig sind. Die Vorteile dieses Verfahrens sind zum
einen die hohe Spezifitat durch die Ausbildung der Boratkomplexe. Zum anderen kann
durch den geringen Aufwand der Probenvorbereitung ein hoher Probendurchsatz erfolgen
(Sinner et al., 1975; WeiB, 2001; Willfor et al., 2009).
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2.4.4.3 Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC)

Im Gegensatz zur lonenchromatographie werden bei der klassischen HPLC organische
oder wassrige Eluenten ohne Salze verwendet (Meyer, 2009). Die chromatographische
Trennung von Mono- und Oligosacchariden wird auf verschiedenen stationéren Phasen
erreicht. So kamen bereits polare HILIC-Materialien (Alpert et al., 1994; Mathon et al.,
2017) oder Sdulen mit graphitiertem Kohlenstoff (Fan et al., 1994; Westereng et al.,
2016) zum Einsatz. Als besonders robust und kompatibel fur eine Vielzahl von Eluenten
und Analyten haben sich unpolare Umkehrphasen erwiesen (Verhaar et al., 1991; Plematl
et al., 2005). Diese Saulenmaterialien beruhen auf einem Geriist aus Kieselgel, an
welches unpolare Kohlenwasserstoffen mit 18 Kohlenstoff-Atomen kovalent gebunden
sind. Auch in dieser Arbeit wurden C18-Umkehrphasen fir die Trennung von
hydroxyalkylierten Kohlenhydraten nach Hydrolyse und reduktiver Aminierung
eingesetzt.

Methoden der HPLC sind mit massenspektrometrischen Detektoren kompatibel. Als
Kopplungs- und lonisationselement von der HPLC zum Massenspektrometer ist die
Elektrospray-lonisation (ESI) das am weitesten verbreitete Verfahren. Diese sanfte
Methode der lonisierung ist vor allem fir nichtfliichtige Molekile geeignet, die leicht
ionisiert werden kdnnen. Um eine akzeptable lonisation von Kohlenhydraten fir die
Detektion zu erreichen, hat sich die Derivatisierung der Kohlenhydrate als probates
Mittel herausgestellt. Durch die reduktive Aminierung mit 2-AA (vgl. 2.4.3) kann sowohl
die negative lonisation an der Carbonylfunktion als auch die positive lonisation am Amin
erfolgen (Zaia, 2004; Harvey, 2011). Die massenselektive Detektion der Analyten
ermoglicht die Bestimmung der Molmassen einzelner Peaks. Da ESI jedoch nicht fir eine
nennenswerte Fragmentierung der Verbindungen sorgt, sind dartber hinaus keine
Strukturinformationen abzuleiten.

Die Bildung von lonen ist von der Struktur der gesamten Verbindung abhangig. Als
Folge dessen kann die Quantifizierung der detektierten Komponenten nur durch den
Einsatz reiner Standards erfolgen. Wenn diese nicht zur Verfugung stehen, muss ein
weiterer Weg der Detektion gewahlt werden. So kann fur reduktiv aminierte

Kohlenhydrate beispielsweise mit Fluoreszenz-Detektion ein molarer Detektorrespons
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erzeugt werden. Mithilfe eines synthetisierten Standards aus reduktiv aminierter Xylose

wird die Quantifizierung aller Kohlenhydrate ermdglicht.
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3 Arbeitsschema

In der vorliegenden Arbeit sollten Methylglucuronoxylane, pflanzliche Biomasse,
Zellstoffe und hydroxyalkylierte Arabinoxylane mit neuen analytischen Verfahren
untersucht werden. Die daflr eingesetzten Methoden wurden in den dieser Arbeit
zugrundeliegenden Publikationen beschrieben (Lorenz et al., 2016; Lorenz et al., 2017a;
Lorenz et al., 2017b). Ausgehend von den jeweiligen Ausgangsstoffen sind die daftr
gewahlten Analysewege und Arbeitsschritte in Abb. 1 dargestellt. Weiterhin sind die

Arbeitsanweisungen der jeweiligen Verfahren im Anhang dieser Arbeit wiedergegeben.

Methylglucurono- Pflanzliche Hydroxyalkylierte
- Zellstoffe -
Xylane (MGX) Biomasse Arabinoxylane

A A h Y

1-stufige Hydrolyse 2-stufige Hydrolyse Enzymatische Mikrowellen Hydralyse
Schwefelsdure Schwefelsdure Hydrolyse Trifluoressigsdure

A h 4 h 4

Sulfat- Denaturierung der Entfernung der
fallung Enzyme Trifluoressigsaure

Reduktive Aminierung

A w
[ Borat-HPAEC ] [ HPAEC-UV ] [ HPLC-MS ] [ HPLC-Fluoreszenz ]

Abb. 1: Arbeitsschritte fur die Charakterisierung verschiedener polysaccharidbasierter Ausgangsproben.
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4 Ergebnisse

4.1 Analytik isolierter Methylglucuronoxylane

Fur die exakte Analytik von Polysacchariden missen diese zundchst in kleinere
wasserlosliche Bestandteile gespalten werden. Bei vielen Verfahren wird dies mit der
Hydrolyse zu Monomeren realisiert, da fir die meisten der so erzeugten Verbindungen
reine Substanzen zur externen Kalibrierung erhéltlich sind. Die vollstandige Hydrolyse
bewirkt jedoch hdufig einen sekundédren Abbau der einzelnen Bestandteile. Besonders
deutlich wird dies bei Heteropolysacchariden, wie Methylglucuronoxylanen (MGX), die
verschiedene Bindungen (a-(1—4)-glycosidisch, B-(1—2)-glycosidisch) mit individu-
ellen Bindungsstarken besitzen. Zuséatzlich weisen die jeweiligen Monomere unterschied-
liche Stabilitaten gegenuber S&uren und thermischen Einfliissen auf. Die exakte Analytik
aller Komponenten kann daher nur mit unterschiedlichen analytischen Verfahren erreicht
werden, die fir jeden Einzelbestandteil optimiert werden. Da dies aus praktischer Sicht
oft nicht realisierbar ist, wird meist ein Kompromiss gewéhlt, der zulasten der
vollstandigen Erfassung geht. Eine zuséatzliche Schwierigkeit fir die Analyse von MGX
stellt die exakte Bestimmung von meGIcA dar. Diese erfordert eine arbeits- und
zeitaufwendige Isolierung reiner meGIcA fir die externe Kalibrierung, da sie nicht
kommerziell erhéltlich ist. Die Darstellung von meGIcA bendtigt jedoch spezielle
instrumentelle und fachliche Voraussetzungen wie die préperative Grofienausschluss-
chromatographie (SEC) sowie die Charakterisierung der Eluate mittels NMR-
Spektroskopie (Puls et al., 1991). Da diese Techniken fir die schnelle Routineanalytik
nicht geeignet sind, wurde in der Literatur h&ufig die Quantifizierung mit nicht-
methylierter Glucuronsdaure beschrieben. Dadurch wird aber eine Unterschatzung der
realen Konzentration um bis zu 30% erzeugt (Chong et al., 2013). Basierend auf diesen
Grundlagen werden verschiedene Anforderungen an ein neues analytisches Verfahren

gestellt:
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« Hydrolyse von empfindlichen Verbindungen bei gleichzeitiger Vermeidung
sekundérer Abbaureaktionen

. exakte Quantifizierung aller Komponenten trotz fehlender authentischer und
reiner Standards fir meGIcA.

Fur die nachfolgenden Charakterisierungen wurden isolierte Xylane aus Buchen- und

Birkenholz analysiert. Die einzelnen Arbeitsschritte folgten dabei Schema 10.

Hydrolyse mit Entfernung des Reduktive
HPAEC-UV
Schwefelsdure Sulfats Aminierung

Schema 10: Arbeitsschritte fur die Analytik von MGX.

Das Augenmerk der Analysen lag auf den Bestimmungen der Konzentrationen beider
Hauptkomponenten in MGX: Xylose und meGIcA. Um einen mdglichst genauen
Referenzwert beider Verbindungen zu erhalten, wurden die isolierten Polymere mit **C-
NMR-Spektroskopie analysiert und das molare Verhaltnis beider Komponenten ermittelt
(Tab. 2).

Tab. 2: Referenzwerte fiir die molaren Verhaltnisse von Xylose und meGIcA, ermittelt mit *C-NMR-
Spektroskopie. Fur die Bestimmung wurden die Integrale der jeweiligen C1-Signale ausgewertet und die
ermittelten Anteile auf 100% Xylose bezogen.

Chemische Relativer Anteil Relativer Anteil
Signal Verschiebung Buchenholz MGX Birkenholz MGX
[Ppm] [%0] [%0]
Clxyi 101,5 100,0 100,0
Clmecica 97,5 7,5 5,9

4.1.1 Hydrolyse von MGX
Die Hydrolyse von Polysacchariden hat die Erzeugung kleinerer wasserléslicher

Bestandteile zum Ziel. Generell sollen Monomere freigesetzt werden, die nach
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Chromatographie durch eine externe Kalibrierung mit reinen Standards quantifiziert
werden kénnen. Da die Spaltung der Polymere hydrolytisch erfolgt, ist die molare Masse
der Monomere, verglichen mit den Anhydromonomeren im Polysaccharid, um die Masse
von Wasser (M =18,02 g/mol) erhoht. Daher wurden alle folgenden Konzentrationen
stets als Anhydrozucker berechnet. Durch diese Vorgehensweise wurde jedoch nicht
beruicksichtigt, dass eine Monomereinheit jeder Polymerkette nicht als Anhydro-
Verbindung vorlag. Bei einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad von 200 entstand
fur eine reine Xylosekette somit eine Abweichung von der tatsédchlichen molaren Masse
von 0,0007%. Da dieser Fehler gering ist, wurde er im Folgenden vernachlassigt.

Die Hydrolyse der MGX sollte mit Schwefelsdure im Autoklaven erfolgen. Grundsatzlich
kann dies auf zwei unterschiedlichen Wegen vollzogen werden, die sich nach der
Beschaffenheit der Probenmatrix richten. Das 1-stufige Verfahren erfolgt durch
Erhitzung der Probenmatrix im Autoklaven mit verdiinnter Schwefelséure (0,5 mol/L)
und wird bevorzugt fur isolierte Xylane eingesetzt. Bei der 2-stufigen Hydrolyse wird
zunéchst eine Vorhydrolyse mit 72%iger Schwefelsaure durchgefuhrt. Diese Methode ist
vor allem fiir komplexere Proben mit einem hohen Anteil kristalliner Cellulose geeignet.
Die relativen molaren Verhaltnisse von meGIcA zu Xylose wurden mit dem 1-stufigen
Verfahren (120°C, 40 min) und nachfolgender Analyse mittels Borat-HPAEC ermittelt
(Tab. 3). Dabei erfolgte die Wahl der Hydrolysebedingungen so, dass sie die Freisetzung
der hochsten Konzentrationen an Xylose zur Folge hatten.

Tab. 3: Relative Anteile von Xylose und meGIcA, ermittelt nach 1-stufiger H,SO4-Hydrolyse und Borat-
HPAEC. Die festgestellten Konzentrationen wurden auf 100% Xylose bezogen.

Xylose meGIcA
MGX
[%0] [%0]
Buchenholz 100,0 0,8
Birkenholz 100,0 1,0

Der Vergleich mit den Referenzwerten aus *C-NMR-Spektroskopie (Tab. 2) zeigt

jedoch, dass eine deutliche Diskriminierung von meGIcA stattfindet. Mit 1-stufiger

40



Hydrolyse und Borat-HPAEC koénnen nur 10,7 (Buche) bzw. 16,9% (Birke) der mit
NMR-Spektroskopie festgestellten meGIlcA-Konzentration bestimmt werden. Ahnliche
Beobachtungen sind bereits in der Literatur beschrieben worden (De Ruiter et al., 1992;
Tenkanen et al., 1995). Folglich sind die Konditionen der durchgefiihrten Hydrolyse nicht
intensiv genug, um alle a-(1—2)-glycosidischen Bindungen von meGIcA zu Xylose zu
spalten.

Die Ermittlung der Bedingungen, bei denen die héchsten Konzentrationen von meGIcA
freigesetzt wurden, erfolgte durch Untersuchungen mit 2-stufiger Hydrolyse. Dafur
wurden die vorhydrolysierten Xylane im Autoklaven bei 120°C behandelt und die Dauer
von 20 bis 90 min variiert. Die Bestimmung der Konzentrationen von Xylose und
meGIcA erfolgte mittels Borat-HPAEC und wurden auf die maximal ermittelbare
Xylosekonzentration nach 1-stufiger H,SO4-Hydrolyse bezogen. Somit erfolgte die

Berechnung der jeweiligen molaren Verhaltnisse (Abb. 2).

100 1

95 4 r 4,0
90 A
S S
S 85 L35 ©
E 80 £
3 3
2 5 L 3,0 %
70 1 // — - —  Xylose in Buchen MGX
—a—— Xylose in Birken MGX
65 - v/ — -+ — meGIcA in Buchen MGX
——— meGIcA in Birken MGX r25

60 +———r—————r———

Hydrolysezeit [min]

Abb. 2: Untersuchungen der Xylose- und meGlcA-Konzentrationen nach 2-stufiger Schwefelsaure-
hydrolyse. Die Ergebnisse wurden auf die maximale Konzentration der Xylose nach 1-stufiger Hydrolyse
(30 min) bezogen und das molare Verhaltnis dargestellt.

Nach 20 min im Autoklaven koénnen in beiden Xylanen rund 5 mol% weniger Xylose
ermittelt werden als nach 1-stufiger Hydrolyse. Mit zunehmender Dauer der
Nachhydrolyse sinkt der quantifizierbare Xylosegehalt kontinuierlich und erreicht nach

90 min Werte zwischen 85 und 90 mol%. Diese Verringerung der Konzentration
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verdeutlicht den sauer katalysierten Abbau der Xylose und gleichzeitig die
Notwendigkeit flir moderatere Bedingungen wahrend der Hydrolyse. Die
Konzentrationen von meGIcA zeigen einen abweichenden Verlauf. Nach kurzen Zeiten
im Autoklaven von 20 min kdnnen molare Verhéltnisse zwischen 2,5 und 3,0 mol%
ermittelt werden. Mit Verlangerung der Nachhydrolyse steigt der bestimmbare Gehalt
zunéchst an und erreicht sein Maximum nach 70 min fiir Buchenholz MGX und 80 min
fiir Birkenholz MGX. Dieser Anstieg bestéatigt die bereits getroffene Vermutung, dass fur
die Hydrolyse der a-(1—2)-glycosidischen Bindungen von meGIcA zu Xylose mehr
Energie notwendig ist als fur die Spaltung der B-(1—4)-glycosidischen Bindungen der
Xyloseeinheiten in der Hauptkette. Der maximale ermittelbare Anteil von meGIcA in
Buchenholz MGX ist 4,0 mol%, der in Birkenholz MGX 3,7 mol%. Verglichen mit den
Referenzwerten aus den *C-NMR-Messungen (Tab. 2), betragen die héchsten
Konzentrationen nur 54,6% (Buche) bzw. 63,7% (Birke). Folglich kann trotz optimierter
Bedingungen die Konzentration der Uronsdaure nach Hydrolyse und Borat-HPAEC nicht
quantitativ ermittelt werden. Die wahrscheinlichste Ursache fiir diese Beobachtung ist,
dass durch die intensiven Bedingungen der Hydrolyse bereits ein deutlicher Abbau
parallel zur Freisetzung von meGIcA stattfindet. Dieser kann ansatzweise auch in Abb. 2
nachvollzogen werden, da der Anteil von meGIcA in Buchenholz MGX bei langer
Reaktionszeit wieder deutlich abnimmt. Weiterhin werden die Maxima der meGIcA-
Konzentration in Buchen- und Birkenholz MGX nach unterschiedlichen Hydrolysedauern
ermittelt. Bei den jeweils optimalen Bedingungen fur meGIcA werden nur 88% (Buche)
bzw. 90% (Birke) der héchsten Xylosekonzentration nach 1-stufiger Hydrolyse erfasst.
Diese Untersuchungen weisen folglich darauf hin, dass es keine universelle Methode fir
eine schwefelsaure Hydrolyse von Xylanen gibt. Die quantitative Spaltung der Polymere
in Monosaccharide bei gleichzeitiger Vermeidung eines sekundaren Abbaus war nicht
maoglich. Fir die Minimierung der Zersetzung muss demzufolge die weniger intensive 1-
stufige Hydrolyse durchgefiihrt werden. Diese resultiert jedoch nicht in der vollstandigen
Spaltung zu Monomeren, wodurch zusétzlich Oligosaccharide in den Hydrolysaten
verbleiben. Aufgrund der bisherigen Beobachtungen missen diese Oligomere neben

Xylose auch meGIcA enthalten.
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4.1.2 Entfernung des Sulfats

Nach der séurekatalysierten Hydrolyse der MGX war die Schwefelsdure noch in den
erzeugten Hydrolysaten enthalten. Wie in Vorversuchen festgestellt, wirkt sich diese
jedoch negativ auf den nachfolgenden Schritt der reduktiven Aminierung aus. Durch
einen zu geringen pH-Wert liegt das Derivatisierungsreagenz 2-Aminobenzoesaure
vollstandig protoniert vor und steht so nicht mehr fiir die gewunschte Reaktion zur
Verfligung (Zapata et al., 2009). Weiterhin bewirken die Sulfationen eine kontinuierliche
Verénderung der Retentionszeiten wahrend der Chromatographie mittels HPAEC (Dauvis,
1998). Diese haben eine hohe Affinitit zu den Aminen des Saulenmaterials und stehen in
Konkurrenz zu den Analyten. Nach jedem Trennungsgang ware somit ein zeitintensives
Spulen notwendig, um eine gleichbleibende S&ulenqualitdt und konstante Retentions-
zeiten zu garantieren.

Um die Sulfationen aus den Hydrolysaten zu entfernen, wurde eine Fallungsreaktion mit

Bariumhydroxid durchgefihrt (Schema 11).

so,” + BaOH), —» BaSO,+ + 20OH’

Schema 11: Reaktionsgleichung der Fallung von Sulfat als Bariumsulfat.

Das gebildete Bariumsulfat ist unldslich in Wasser und konnte durch Zentrifugieren und
Dekantieren entfernt werden. Fir die vollstandige Uberfiihrung der Kohlenhydrate wurde
der Rickstand jeweils dreimal mit Wasser gewaschen und nach Zentrifugation erneut
dekantiert. Der Einfluss der Sulfatfallung auf die Wiederfindungsraten ist zusammen-
fassend in Abb. 7 dargestelit.

4.1.3 Reduktive Aminierung

Mit dem neuen analytischen Verfahren sollten Verbindungen quantifiziert werden, fir die
keine reinen Standards zur externen Kalibrierung vorlagen. Dies waren insbesondere
meGIcA und meGIcA-Oligomere. Durch Detektion nach einer Chromatographie kann das
nur ermoglicht werden, wenn die Signalintensitdten abhangig von der molaren

Konzentration aber unabhédngig von den chemischen Strukturen sind. Um solch einen
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molaren Detektorrespons zu erzeugen, mussen die Kohlenhydrate durch Derivatisierung
mit Eigenschaften versehen werden, die sie im nativen Zustand nicht aufweisen. Dazu
zéhlen eine spezifische UV-Absorption und die Fahigkeit der Fluoreszenz. Beides kann
durch die Markierung der Kohlenhydrate an den reduzierenden Enden durch reduktive
Aminierung erreicht werden. Neben dem weitverbreiteten Einsatz von 2-Amino-
benzoesdure (2-AA) als Derivatisierungsreagenz konnte von Unterieser et al. (2011)
ebenfalls die Verwendung des 2-Picolinboran-Komplexes (2-PB) als Reduktionsmittel
etabliert werden. Dieses ist, aufgrund seiner deutlich geringeren Toxizitat bei dhnlicher
Effizienz der Reduktion, gegeniiber konventionellen Substanzen wie Natriumcyano-
borhydrid zu bevorzugen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die reduktive Aminierung in Anlehnung an Mischnick
et al. (2013). Schema 12 verdeutlicht die einzelnen Arbeitsschritte.

e N\ [ N\ N\ [
Hydrolysat mit 30 min bei 40°C 45 min bei 40°C
L L »| Zugabe von 2-PB ||
2-AA versetzen rihren rihren
\. J \ J \U J \\ ¢
e N\ [ N\ N\ [
. Erneute Trocknung Waschen mit Trocknung mit
Messlosung < €— €
mit N, Methanol N,
L J L J L J \

Schema 12: Reduktive Aminierung von hydrolysierten MGX.

Durch dieses Verfahren sollte die Quantifizierung aller relevanten Komponenten
ermoglicht werden. Da Kohlenhydrate selbst keine spezifische UV-Absorption
aufweisen, wurde dies unter Verwendung des Derivatisierungsreagenzes 2-AA als
externen Standard erreicht.

4.1.3.1 Chromatographische Trennung

Die chromatographische Trennung der hydrolysierten und reduktiv aminierten MGX
erfolgte mittels Anionenaustauschchromatographie (HPAEC). Daflir wurde die
analytische Trennsdule CarboPack PAZ200 eingesetzt, die ein Harz mit quaternéren

Ammoniumionen enthalt. Sowohl neutrale als auch anionische Kohlenhydrate wiesen
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eine Affinitat zum gewdhlten S&ulenmaterial auf und koénnen folglich zurlickgehalten
werden.

Da zu erwarten ist, dass die Retention reduktiv aminierter Kohlenhydrate aufgrund ihrer
Carboxylfunktion stark ausgepragt ist, sind Eluenten mit entsprechend starken Anionen-
austauscheigenschaften notwendig. Grundsatzlich empfiehlt sich flr diese Zwecke eine
Natriumhydroxid-Losung. Da die Analyten zum Teil instabil unter basischen
Bedingungen sind, sollte deren Exposition gegentiber hohen NaOH-Konzentrationen
minimiert werden. Zusatzlich wird fur den Gradienten der Chromatographie auch Wasser
und Natriumacetat (NaOAc) eingesetzt. Um die Retentionszeiten der einzelnen
Substanzen in den jeweiligen Trennungsgangen konstant zu halten, hat es sich als
vorteilhaft erwiesen, das ganze System nach jeder Messung intensiv zu spilen und zu
konditionieren. Der Gradient fur die Chromatographie mittel HPAEC ist in Tab. 4
dargestellt.

Tab. 4: Gradient fur die chromatographische Trennung hydrolysierter und reduktiv aminierter MGX mit
den Eluenten Wasser (A) und 1 M NaOAc in 200 mM NaOH (B). Flussrate: 0,4 mL/min.

Retentionszeit [min] Anteil Eluent A [%] Anteil Eluent B [%0]
0 92,5 7,5
30 92,5 7,5
75 40,0 60,0
100 40,0 60,0
105 92,5 7,5
135 92,5 7,5

Die Detektion der eluierten Verbindungen erfolgte durch die Messung der spezifischen
UV-Absorption. Fir 2-AA wurden insgesamt drei Absorptionsmaxima mit den Wellen-
langen A; =210 nm, A, =247 nm und A3 =309 nm detektiert. Die hdchste Absorption
wurde bei A; gemessen. Da es bei dieser Wellenlédnge starke Interferenzen mit dem in
Eluent B enthaltenen NaOAc gab, konnte A, nicht fir die Quantifizierung verwendet
werden. Die UV-Absorption mit mittlerer Intensitit (A;) hatte stark ansteigende und

abfallende Flanken und konnte somit potentiell grolRere Messfehler hervorrufen. Daher
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wurde fir alle Messungen von 2-AA die Intensitat der Wellenldnge A3 detektiert. Durch
Detektion mit einem Dioden-Array-Detektor konnte festgestellt werden, dass die Maxima
der UV-Absorption von reduktiv aminierten Kohlenhydraten leicht verschoben waren.
Fur die Detektion der Analyten wurde daher die Intensitat der Wellenlange A = 328 nm
gemessen.

Das erzeugte Chromatogramm aus isolierten Standards zeigt eine gute Trennung der

meisten untersuchten Verbindungen (Abb. 3).
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Abb. 3: HPAEC-UV-Chromatogramm isolierter Standards nach reduktiver Aminierung, gemessen bei
A =328 nm. Zuordnung der Peaks: 1: Xylohexaose 2: Xylopentaose 3: Xylotetraose 4: Xylotriose 5: Xylose
6: Galactose 7: Glucose/Xylobiose 8: Arabinose 9;: meGIcA-X5-1 9,: meGIcA-X3-2 10: meGIcA-X
11: meGlcA-X, 12: meGIcA 13: Galacturonsaure 14: Glucuronsaure.

Bei relativ niedrigen Retentionszeiten werden neutrale Xylooligomere mit abnehmender
Kettenldnge detektiert, gefolgt von neutralen Monomeren. Uronséuren und Oligomere
mit Uronsduren als Substituent kdnnen erst nach deutlich langeren Retentionszeiten
erfasst werden. Fur die Affinitat der Analyten zum S&ulenmaterial und somit fir die
Elutionsreihenfolge stehen sich zwei Prinzipien gegenlber. Zum einen ist dies der
anionische Charakter der gesamten reduktiv aminierten Verbindung, der mit
zunehmender Kettenldnge geringer wird. Zum anderen steigt die Affinitdt mit hdherem

Polymerisationsgrad (DP), aufgrund der vielen zusétzlichen Hydroxylgruppen, an.
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Der Einfluss beider Prinzipien konnte mit der Darstellung der Retentionszeit (tg) als
Funktion des DP veranschaulicht werden (Abb. 4).

80 1

—e— neutrale KH
—O0— meGIcA KH

70 A

60 -

50 -

20
10 4

T T T T T T
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Retentionszeit [min]

Polymerisationsgrad (DP)

Abb. 4: Retentionszeiten neutraler und saurer (meGIlcA) Kohlenhydrate (KH) in Abh&ngigkeit des DP nach
reduktiver Aminierung.

Bei den neutralen Hydrolyseprodukten mit DP =1 und DP =2 bewirkt die grofere
Anzahl der Hydroxylgruppen einen leichten Anstieg der tg. Mit steigendem DP Uberwiegt
die Verringerung des anionischen Charakters und die tg sinken kontinuierlich ab.
Waéhrend der Zusammenhang zwischen tg und DP fir die neutralen Verbindungen somit
erklart werden kann, ist dies fir Komponenten mit meGIcA als Bestandteil nur bedingt
maoglich. Zwischen DP =1 und DP =2 sinkt zunédchst die tg deutlich und steigt fir
DP = 3 wieder an. Bei hoheren DP verringert sich die tg erneut, wobei dieser Abfall auch
fur hohere Polymerisierungsgrade zu erwarten ist. Grundsétzlich werden Verbindungen
mit meGIcA als Bestandteil starker retardiert, wodurch diese auch langere tg aufweisen.
Die Ursache fir diese Beobachtung liegt darin, dass die reduktiv aminierten
Kohlenhydrate jeweils zwei Carboxylgruppen enthalten und daraus eine deutlich héhere
Affinitat zur Trennsdule resultiert.

Die meGIcA enthaltenen Standards mit DP = 1 bis DP = 4 wurden nach saurer Hydrolyse
von MGX und anschlieRender praparativer Aufreinigung gewonnen (Puls et al., 1988).
Fur die Verbindung meGIcA-X;, (DP = 3) sind theoretisch Isomere moglich bei denen

meGIcA sowohl an der reduzierenden als auch der nicht-reduzierenden Xylose-Einheit
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gebunden sein kann. Durch Untersuchungen von Cavagna et al. (1984) konnte jedoch
gezeigt werden, dass durch saure Hydrolyse das Isomer mit meGIcA am C2 einer nicht-
reduzierenden Xylose-Einheit mit einem Anteil von 97% erzeugt wurde. Somit tragt
diese Konstitution zu einer Stabilisierung der glycosidischen Bindung bei. Eine
Bestatigung dieser Erkenntnisse erfolgte durch die in dieser Arbeit durchgefuhrten
Untersuchungen, da ebenfalls nur ein Isomer des Standards meGIcA-X, detektiert wurde.
Das Tetramer meGIcA-X; liefert hingegen Hinweise auf die Anwesenheit von zwei
unterschiedlichen Verbindungen (Abb. 3).

Fur eine Uberprifung der Signale wurde der entsprechende Standard zusatzlich mittels
HPLC-MS analysiert (Abb. 5).
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Intensitat
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Abb. 5: Chromatogramm des meGIcA-X; Standards, gemessen mittels HPLC-MS. Dargestellt ist die
monoisotopische Masse der reduktiv aminierten Verbindung: My, = 726,2462 g/mol.

Diese Untersuchung bestatigt das Vorhandensein von hauptsachlich zwei Isomeren flr
die Verbindung meGIcA-X;. Aufgrund der vorangegangenen Erlauterungen kann
geschlussfolgert werden, dass diese Isomere durch die Oligosaccharide mit meGIcA am
nicht-reduzierenden Ende sowie der intermedidren Xyloseeinheit dargestellt werden.
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4.1.3.2 Optimierung der reduktiven Aminierung

Nach Ermittlung der idealen Parameter fiir die chromatographische Trennung aller
relevanten Komponenten wurden die Bedingungen der reduktiven Aminierung optimiert.
Dafiir erfolgte die Zugabe von 2-AA und 2-PB in variablen Mengen, um die hochsten
Wiederfindungsraten (WFR) zu erhalten. Fir die Optimierungen wurde Xylose als
Modellsubstanz untersucht (Abb. 6).
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Abb. 6: Bestimmung der WFR fir die Optimierung der 2-AA- und 2-PB-Konzentrationen zur reduktiven
Aminierung und Messung mittels HPAEC-UV.

Mit einem molaren Verhaltnis von 1:1 von Xylose zu 2-AA werden WFR zwischen 64,2
und 72,9% erreicht. Eine quantitative Umsetzung mit WFR von rund 100% kann erst mit
einem molaren Verhaltnis von 1:3 ermdglicht werden. Bei noch hoheren Konzentrationen
von 2-AA sind keine relevanten Anderungen der WFR zu beobachten. Der zweite
entscheidende Parameter ist das Verhaltnis von Xylose zum Reduktionsmittel 2-PB. Fur
die molaren Verhaltnisse 1:3 und 1:5 sind signifikante Unterschiede feststellbar. Die
ermittelten WFR fur das Verhaltnis 1:7 liegen jedoch stets unterhalb der WFR nach
Umsetzung mit geringeren Anteilen an 2-PB. Eine mdgliche Ursache ist die verstarkte
Reduktion der Xylose zum Zuckeralkohol Xylit.

Mit den ermittelten Parametern fiir die quantitative Umsetzung der Xylose wurden im
Folgenden die WFR aller bislang untersuchten Kohlenhydrate bestimmt. Dabei sollte der
gesamte Prozess der Probenaufarbeitung mit eingeschlossen werden. Zu den Standards

wurde daher so viel Schwefelsdure gegeben wie nach einer 1-stufigen Hydrolyse in den
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Hydrolysaten enthalten ware. Im Anschluss erfolgte die Entfernung des Sulfats mit
Ba(OH), gefolgt von reduktiver Aminierung und Analyse der Proben mittels HPAEC-UV
(Tab. 5).

Tab. 5: Ermittelte WFR aller untersuchten Kohlenhydrate nach Entfernung des Sulfats, reduktiver
Aminierung und Messung mittels HPAEC-UV.

Verbindung WER [%0]
Xylohexaose 55,6 £ 14,0
Xylopentaose 82,2+0,2
Xylotetraose 832+1,6
Xylotriose 90,3+1,1
Xylobiose 934+13
Xylose 959+17
Galactose 100,7£2,6
Glucose 959+1,7
Arabinose 102,6 + 3,1
meGIcA 94,3+5,0
meGIcA-X 109,9 + 3,6
meGIcA-X; 104,0+ 3,0
meGIcA-X3 69,2 £ 3,6
Galacturonséaure 98,1+34
Glucuronséure 103,0 + 3,2

Bei neutralen Xylooligomeren bis hin zu monomerer Xylose ist ein stetiger Anstieg der
ermittelten WFR mit abnehmender Kettenldnge zu beobachten. Der héchste Wert dieser
Reihe ist dabei mit 95,9% fir Xylose ermittelt worden. Scheinbar sinkt mit steigendem
DP auch die Reaktivitat der Kohlenhydrate. Die WFR der neutralen Monomere befinden
sich alle in einem Bereich zwischen 95,9 und 102,6%. Mit Ausnahme von meGIcA-X;
haben die WFR fiur Kohlenhydrate mit meGIcA als Bestandteile Werte um 100%. Fur die
Verbindungen Galacturonsdure und Glucuronsdure sind die WFR ebenfalls um 100%.
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Somit konnen alle untersuchten Kohlenhydrate quantitativ. umgesetzt werden,
ausgenommen die Xylooligomere ab einem DP von 3.

Um maogliche Fehler wahrend der Probenaufarbeitung einschatzen zu kdnnen, wurden die
Konzentrationen von Xylose und meGIcA nach den einzelnen Arbeitsschritten ermittelt
(Abb. 7).

B nach Hydrolyse
105 - N nach Sulfatfallung
EE nach reduktiver Aminierung

100 A

95 A

90 A

WFR [%]

85 -

80 -

75 -
Xylose meGIcA

Abb. 7: WFR der Analyten Xylose und meGIcA nach Sulfatfallung und reduktiver Aminierung. Die
Konzentrationen nach Hydrolyse wurden auf 100% normiert. Konzentrationen nach reduktiver Aminierung
wurden mit HPAEC-UV ermittelt, die Gbrigen mit Borat-HPAEC.

Fur beide Verbindungen bewirkt die Féllung des Sulfats einen Verlust der Analyten von
rund 5%. Dieser kann durch die Inklusion in den Partikeln des ausgeféllten BaSO, erklart
werden. Trotz intensiven Waschens gelang es nicht, diese Einschlisse zuriickzu-
gewinnen. Es bestand die Vermutung, dass meGIcA aufgrund der Carboxylgruppe
bevorzugt eine Bindung mit Ba®* eingeht und somit im UbermaR aus den Hydrolysaten
entfernt wird. Durch die gezeigten Ergebnisse kann dies jedoch ausgeschlossen werden.
Im Gegensatz zur Fallung bewirkt die reduktive Aminierung keinen signifikanten

Analytverlust.

4.1.3.3 Statistische Parameter fir die Analytik von MGX
Fur die Bewertung der Ergebnisse realer Proben wurden statistische Kenngrofien

ermittelt. Diese waren die Detektionsgrenze (limit of detection, LOD), die
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Bestimmungsgrenze (limit of quantification, LOQ) und der Variationskoeffizient
(coefficient of variation, COV). Um die Parameter der neuen Methode (Tab. 7) einordnen

zu konnen, wurden diese mit dem Standardverfahren Borat-HPAEC verglichen (Tab. 6).

Tab. 6: Statistische Parameter LOD, LOQ und COV fir die Bestimmung verschiedener Kohlenhydrate
mittels Borat-HPAEC mit drei unabhéngigen Analysen.

Verbindung LOD [mg/L] LOQ [mg/L] COV [%0]
Arabinose 1,15 3,52 6,02
Xylose 0,22 0,73 1,12
Galactose 0,58 1,88 2,98
Glucose 0,42 1,39 2,01
meGIcA 0,73 2,34 3,75

Tab. 7: Statistische Parameter LOD, LOQ und COV fir die Bestimmung verschiedener Kohlenhydrate
mittels HPAEC-UV mit drei unabhangigen Analysen.

Verbindung LOD [mg/L] LOQ [mg/L] COV [%]
Arabinose 0,05 0,15 6,40
Xylose 0,05 0,16 5,60
Galactose 0,06 0,19 6,12
Glucose 0,11 0,33 10,11
meGIcA 0,19 0,58 6,02
meGIcA-X 0,18 0,58 3,47
meGIcA-X; 0,18 0,59 3,67
meGIcA-X3 0,15 0,47 9,45
GlcA 0,12 0,37 10,64
GalA 0,08 0,26 7,80

Die ermittelten Parameter LOD und LOQ sind deutlich niedriger bei Analyse mit
HPAEC-UV - fir Arabinose sogar um den Faktor 23. Demzufolge ist die neue Methode
empfindlicher als das konventionelle Verfahren mit Borat-HPAEC. Im Gegensatz dazu

sind die Variationskoeffizienten nach Hydrolyse, reduktiver Aminierung und Messung
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mit HPAEC-UV hoher als mit der Borat-HPAEC Methode. Diese gréRere Streuung der
ermittelten Konzentrationen ist auf die hohe Anzahl einzelner Arbeitsschritte zuriickzu-

fiihren, die zusatzliche Fehlerquellen beinhalten.

4.1.3.4 Quantitative Auswertung

Mit der in den vorangegangenen Kapiteln entwickelten Methode wurden reale Proben
untersucht. Als Probenmatrix dienten daftir isolierte MGX aus Buchen- und Birkenholz.
Exemplarisch sind die erhaltenen Chromatogramme von Buchenholz MGX dargestellt
(Abb. 8). Dafir erfolgten je eine 1-stufige Hydrolyse und eine 2-stufige Hydrolyse. Die
Bedingungen fur letztere wurden so gewdhlt, um die hochste Konzentration freier
meGIcA zu erhalten (vgl. Abb. 2).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Abb. 8: Chromatogramme eines partiell hydrolysierten und reduktiv aminierten Buchenholz MGX nach 1-
stufiger (a) und 2-stufiger Hydrolyse (b). Die Chromatogramme wurden nach reduktiver Aminierung und
Messung mit HPAEC-UV erstellt. Folgende Verbindungen wurden detektiert: 1: 4-Aminobenzoesaure
(Interner Standard), 2: Xylose, 3: Galactose, 4: Glucose, 5: Arabinose, 6: 2-AA (UV-Label), 7: meGIcA-X,
8: meGIcA-X,, 9: meGIcA.

Im Chromatogramm des einstufig hydrolysierten Buchenholz-MGX (Abb. 8 a) sind die
neutralen Monomere Xylose, Galactose, Glucose und Arabinose enthalten. Xylose ist
dabei die dominierende Komponente. Im weiteren Verlauf werden die Oligosaccharide
meGIcA-X sowie meGIcA-X; und schlieBlich monomere meGIcA detektiert, wobei das

Dimer die Verbindung mit der hochsten Konzentration darstellt. Nach 2-stufiger
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Hydrolyse (Abb. 8 b) ist der Peak freier meGIcA der intensivste der sauren Verbindungen
in diesem Chromatogramm. Es koénnen weiterhin kleine Mengen von meGIcA-X
detektiert werden. Dies bestatigt die Annahme, dass die 2-stufige Hydrolyse von MGX
selbst bei maximaler meGIcA-Ausbeute nicht quantitativ erfolgte.

Die Quantifizierung der Kohlenhydrate in den MGX erfolgte durch externe Kalibrierung
mit 2-AA als Standard sowie 4-Aminobenzoesdure als internen Standard (IST). Durch die
Division beider Peakflachen (PF) im Chromatogramm wurde fiir jede Konzentration der
Kalibrierung ein Peakflachenverhaltnis (PFV) berechnet. In den Chromatogrammen der
MGX erfolgte die Ermittlung der PF von Xylose und meGIcA sowie der beschriebenen
Oligosaccharide. Die Berechnung der PFV gelang durch Bericksichtigung des
zugegebenen IST. Mit diesen PFV und unter Zuhilfenahme der PFV aus der Kalibration
konnten nun die molaren Konzentrationen jeder Verbindung bestimmt werden. Aus den
Oligosacchariden wurde weiterhin die Stoffmenge der einzelnen Monomere Xylose und
meGIcA ermittelt. Die Summe aller Xylosebestandteile diente als Bezugsgréfie und die
ubrigen Komponenten konnten auf diesen Wert bezogen werden. Mit dieser
Vorgehensweise erfolgte die Ermittlung der molaren Verhéltnisse von Xylose und
meGIcA in Buchen- und Birken-MGX aus den Monomeren sowie den Oligosacchariden.
Weiterhin wurde der Referenzwert aus der ‘*C-NMR-Spektroskopie (Tab. 2) in
nachfolgender Grafik eingefligt, um die Richtigkeit der neuen Ergebnisse zu bewerten
(Abb. 9).

@ Gehalt Monosaccharid B Gehalt aus meGIcA-X B Gesamtgehalt via HPAEC-UV
mmm Gehalt aus meGIcA-Xo BZZ3 Gesamtgehalt via 13C-NMR
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meGIcA (Buche) Xyl (Buche) meGIcA (Birke) Xyl (Birke)

Abb. 9: Molare Anteile von meGIcA und Xylose aus den Mono- und Oligosacchariden in Buchen- (a) und
Birken-MGX (b). Die Gehalte wurden mittels HPAEC-UV bestimmt und auf die jeweilige maximale
Xylose Konzentration bezogen.
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Die untersuchten MGX aus Birken- und Buchenholz weisen &hnliche Verteilungen von
meGIcA und Xylose bezuglich ihrer einzelnen Bausteine auf. Die groRten Mengen von
Xylose liegen als Monomer vor und stellen zwischen 91,5 (Buche) und 93,9 mol%
(Birke) der absoluten Menge dar. Weiterhin enthalten auch die noch vorhandenen
Oligomere signifikante Anteile Xylose und tragen somit zu einer Erhéhung der
quantifizierten Gehalte nach 1-stufiger Hydrolyse bei. Fur monomere meGIcA kdnnen
nur geringe molare Anteile von 1,2 (Buche) und 1,5 mol% (Birke) nachgewiesen werden.
Der mit Abstand grofite Gehalt ist mit 5,3 (Buche) und 3,8 mol% (Birke) noch im Dimer
meGIcA-X gebunden. Weiterhin stellt auch meGIcA aus dem Trisaccharid meGIcA-X;
einen signifikanten Beitrag zu den gesamten Konzentrationen dar. Diese belaufen sich
auf 7,6 (Buche) und 6,7 mol% (Birke). Der Vergleich mit den Referenzwerten aus NMR-
spektroskopischen Untersuchungen zeigt eine hohe Ahnlichkeit beider Werte. Die
molaren Gehalte sind nach HPAEC-UV fir beide MGX jedoch etwas héher und weisen

ein geringeres Vertrauensintervall auf.

4.1.4 Zusammenfassung zur Analytik der MGX

MGX sind Heteropolysaccharide deren exakte und vollstandige Analytik eine
herausfordernde Aufgabe darstellt. Aufgrund fehlender Standards kann der Anteil von
meGIcA mit Ublichen flissigchromatographischen Methoden bislang nur indirekt erfasst
werden, wodurch ein signifikanter Messfehler entsteht. Ein weiterer kritischer Aspekt der
quantitativen Analytik ist es, eine vollstandige Hydrolyse ohne signifikante Zersetzung
der Analyten durchzufiihren. Daher wurde in dieser Arbeit das Verhalten der MGX aus
Buchen- und Birkenholz wahrend der Hydrolyse intensiv erforscht. So konnte festgestellt
werden, dass die a-(1—2)-glycosidischen Bindungen von meGIcA zu Xylose deutlich
starker sind als die B-(1—4)-glycosidischen Bindungen der Xylanhauptkette. Die
notwendigen intensiven Bedingungen flr eine komplette séurehydrolytische Spaltung
sorgen jedoch fir den teilweisen strukturellen Abbau von meGIcA und Xylose. Es ist
somit unmaglich, eine vollstandige Hydrolyse der MGX zu monomeren Bestandteilen zu
erreichen, ohne diese teilweise zu zersetzen. Als Konsequenz aus diesen Erkenntnissen

muss eine schwéchere partielle Hydrolyse durchgefuhrt werden, die neben Monomeren
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auch Oligosaccharide mit meGIcA als Bestandteil erzeugt. Die Quantifizierung aller so
freigesetzten Verbindungen wird durch die reduktive Aminierung mit 2-AA und 2-PB
ermoglicht, da somit durch UV-Detektion nach HPAEC ein molarer Detektorrespons
erzeugt werden kann. Mit dieser Vorgehensweise konnen die Konzentrationen aller
Verbindungen mit 2-AA als externen Standard bestimmt werden. Die erfassten
Oligosaccharide mit meGIcA-Bausteinen als Bestandteil tragen zu einer deutlichen
Erh6hung des bestimmbaren Anteils von Xylose und meGIcA bei. Weiterhin sind die so
ermittelten Konzentrationen des gesamten meGIcA-Gehaltes in guter Ubereinstimmung
mit den Referenzwerten, die zuvor mittels *C-NMR-Spektroskopie festgestellt wurden.
Die mit dem neuen Verfahren gewonnenen Ergebnisse weisen hingegen eine geringere

Fehlerstreuung auf.
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4.2  Analytik von Zellstoffen und Biomasse

Far die unter 3.1 entwickelte Methode zur Analytik von isolierten Xylanen sollte im
Folgenden gepruft werden, ob diese auch auf komplexere Rohstoffe anwendbar ist. Dafr
wurden Xxylanhaltige Zellstoffe und pflanzliche Biomasse untersucht. Fir diese
Materialien sind, aufgrund der vernetzten Strukturen, keine 1-stufigen Hydrolysen mit
verdunnter Schwefelsaure mdglich. Um eine verbesserte Zuganglichkeit der S&ure zu den
einzelnen Fasern und den kristallinen Bereichen der Cellulose zu erreichen missen diese
in einer Vorhydrolyse gequollen und zu Oligomeren hydrolysiert werden. Wahrend der
Nachhydrolyse im Autoklaven erfolgt dann die Spaltung zu den quantifizierbaren Mono-

und Oligosacchariden.

4.2.1 Bestimmung von Kohlenhydraten in Zellstoffen

Fur die Abschatzung des Einflusses der intensiveren Hydrolyse auf den Gehalt der
quantifizierbaren Kohlenhydrate wurden ausgewahlte Zellstoffe sowohl 2-stufig mit
Schwefelsdure als auch enzymatisch hydrolysiert. Letzteres ist ein besonders schonendes
Verfahren und kann ohne weitere Zersetzung der Kohlenhydrate durchgefihrt werden.
Fur den Vergleich beider Hydrolysetechniken wurden alle relevanten Kohlenhydrate mit
den beiden Methoden HPAEC-UV nach reduktiver Aminierung sowie Borat-HPAEC
analysiert. Zusatzlich erfolgte die Ermittlung der Hydrolyserlickstande und der Summen
aller Komponenten (Tab. 8). Die eingesetzten Enzymlosungen enthielten Fructose und
Glucose, sowie Spuren von Rhamnose, Mannose und Galactose. Die jeweiligen
Konzentrationen wurden mittels Borat-HPAEC ermittelt und mit den Kohlenhydrat-

gehalten in den Zellstoffen verrechnet.
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Tab. 8: Analyse von Zellstoff-Hydrolysaten nach enzymatischer (EH) und 2-stufiger Saurehydrolyse (SH)
sowie reduktiver Aminierung mittels HPAEC-UV. Es wurden nach dem Kraft-Verfahren (KP) sowie nach
dem Sulfit-Verfahren (SP) gewonnene Zellstoffe untersucht. AuBerdem wurde zwischen gebleichten (B)
und ungebleichten Zellstoffen unterschieden.

Zellstoff Hydro- Gehalt der Anhydromonomere [wt.%]

Methode lyse Glc Xyl Ara Man GalA meGIcA Rickst. Summe
Fichte KP EH 63,8 5,6 nd. 38 0,3 0,7 5,4 79,6
HPAEC-UV SH 74,5 6,7 0,3 5,6 0,3 0,3 6,4 94,1
Fichte KP EH 63,8 5,0 0,3 4,6 n.d. 0,4 54 79,5
Borat-HPAEC SH 77,3 6,3 n.d. 6,1 n.d. n.d. 6,4 96,1
Fichte BKP EH 73,6 6,0 nd. 45 n.d. 0,6 5,8 90,5
HPAEC-UV SH 78,0 8,0 0,1 5,0 0,2 n.d. 0,7 92,0
Fichte BKP EH 74,8 6,7 0,3 53 n.d. n.d. 5,8 92,9
Borat-HPAEC SH 80,7 7,2 0,5 57 n.d. n.d. 0,7 94,8
Buche KP EH 60,1 20,7 nd. 05 1,0 0,9 3,0 86,2
HPAEC-UV SH 65,6 20,2 n.d. 0,4 1,1 0,4 2,4 90,1
Buche KP EH 62,6 18,4 nd. 03 n.d. 0,8 3,0 85,1
Borat-HPAEC SH 65,8 20,8 0,1 0,4 n.d. n.d. 2,4 89,5
Buche BSP EH 73,8 8,7 n.d. 1,0 n.d. 0,6 7,2 91,3
HPAEC-UV SH 80,4 8,4 0,2 1,3 0,3 n.d. 0,7 91,3
Buche BSP EH 74,9 9,1 n.d. 1,4 n.d. 0,6 7,2 93,2
Borat-HPAEC SH 82,3 9,5 n.d. 1,6 n.d. n.d. 0,7 94,1

Alle Zellstoffe enthalten Glucose, Xylose und Mannose. Arabinose und meGIcA sind
teilweise in sehr geringen Konzentrationen vorhanden, die nicht in allen Proben oberhalb
der Bestimmungsgrenze liegen. Galacturonsdure (GalA) kann nicht mittels Borat-
HPAEC erfasst werden. In einigen Hydrolysaten ist aber der Nachweis mit HPAEC-UV

nach reduktiver Aminierung moglich.
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In allen Proben und mit beiden Analyseverfahren sind die ermittelten Konzentrationen
der Glucose nach enzymatischer Hydrolyse deutlich geringer, verglichen mit der
2-stufigen Saurehydrolyse. Die Fichtenzellstoffe haben nach saurer Hydrolyse ebenfalls
héhere Gehalte an Xylose als nach enzymatischer Behandlung. Deutlich ausgeglichener
zwischen beiden Hydrolysearten sind die Xylosegehalte hingegen in den untersuchten
Buchenzellstoffen. Gegenlaufig zum beobachteten Trend der neutralen Zucker beinhalten
die enzymatischen Hydrolysate hohere Gehalte an meGIcA. Nach saurer Hydrolyse liegt
meGIcA nur in zwei Zellstoffen (Fichte KP — HPAEC-UV, Buche KP — HPAEC-UV)
oberhalb der Bestimmungsgrenze (LOQ) vor. Unter Annahme der vollstandigen
Hydrolyse betrédgt die Zersetzung von meGIcA durch saure Hydrolyse somit 43
beziehungsweise 44%. Generell kdnnen mit Borat-HPAEC hohere Gehalte erfasst
werden als mit HPAEC-UV. Dies kann vor allem mit der aufwendigeren
Probenaufarbeitung begriindet werden, wodurch auch das Potential fir groRere
statistische Fehler hoher ist.

Die Ruckstdnde nach saurer Hydrolyse stellen hauptséchlich den Anteil des sdure-
unldslichen Lignins dar. In den gebleichten Zellstoffen (B) ist dieser Gehalt mit 0,7%
erwartungsgemall  niedrig. Ungebleichte  Zellstoffe bestehen jedoch zu 6,4
beziehungsweise 2,4% aus saureunltslichen Lignin. In allen Féllen enthalten die
enzymatischen Hydrolysate Rickstdnde im mittleren einstelligen Bereich. Da die
angegebenen Werte bereits um die Gehalte der zugegebenen Enzyme bereinigt wurden,
ist dies ein deutliches Indiz fur einen unvollstandigen Abbau der Polysaccharide.
Weiterhin ist festzustellen, dass die Zellstoffe mit hohem Ligningehalt die geringsten
Summen aller Bestandteile nach enzymatischer Hydrolyse aufweisen. Somit kénnen bis
zu 20% aller Komponenten nicht erfasst werden. Aus diesen Beobachtungen resultiert die
Annahme, dass komplexere Aggregate nach der Hydrolyse in den Ldsungen verbleiben.
Deren Partikelgrofite muss jedoch kleiner sein als die Porengrof3e der eingesetzten Fritten
zur Filtration der Hydrolysate (10 — 16 pum), diese Partikel nicht durch die Bestimmung
des Hydrolyseruckstandes erfasst werden. Das kann sowohl durch Xylan-Lignin-
Komplexe aber auch durch Xylan-Cellulose-Komplexe erkléart werden, die durch enge
Aggregation und zum Teil kovalente Quervernetzungen fiir Enzyme unzuganglich sind
(Dammstrom et al., 2009; Hendriks et al., 2009). Fiir die Uberpriifung dieser Thesen
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wurden alle filtrierten Hydrolysate mit dynamischer Lichtstreumessung untersucht (Abb.
10).
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Abb. 10: PartikelgroRenverteilung in filtrierten enzymatischen Hydrolysaten, ermittelt mit dynamischer
Lichtstreumessung.

In den Hydrolysaten nach sauer Kkatalysierter Spaltung konnten keine Partikel
nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine vollstandige Hydrolyse sowie die quantitative
Abtrennung aller ungel6sten Bestandteile hin. Als Folge dessen ist eine relativ
vollstandige Bestimmung aller Komponenten méglich, wie bereits mit den ermittelten
Gehalten gezeigt werden konnte (Tab. 8). Hingegen enthalten drei der enzymatischen
Hydrolysate Partikel mit einer mittleren GroRe von bis zu 6 um. Diese sind somit klein
genug, dass sie wahrend der Filtration nicht von den Fritten zurlickgehalten werden
kénnen. Die Hydrolysate der ungebleichten Kraft-Zellstoffe (KP) enthalten Partikel mit
einer zweistufigen Verteilung und Durchmessern zwischen 0,06 und 6 um. Die durch-
schnittliche GroRe der Partikel nach enzymatischer Hydrolyse des gebleichten Buchen
Sulfit Zellstoffs (Buche BSP) ist im Durchschnitt hoher als bei KP.

4.2.2 Bestimmung von Kohlenhydraten in lignocelluloser Biomasse
Far lignifizierte Biomasse ist eine enzymatische Spaltung nicht moglich. Daher kann hier

nur die 2-stufige H,SO4-Hydrolyse zum Einsatz kommen, obwohl diese generell den

60



sekundaren Abbau von Kohlenhydraten fordert. Die Hydrolysate wurden nach
Entfernung des Sulfats und reduktiver Aminierung mittels HPAEC-UV nach der unter
4.1.3.1 beschriebenen Methode vermessen. Da bei ldngeren Retentionszeiten jedoch
mehrere Coelutionen mit weiteren Inhaltsstoffen stattfinden, ist die eindeutige Zuordnung
der Komponenten mit Uronsaureanteil nicht gewahrleistet. Weiterhin Gberlagern sich im
bereits etablierten Verfahren die Verbindungen Mannose und 2-AA. Verglichen mit der
Analytik isolierter MGX musste daher der Gradient entsprechend angepasst werden (vgl.
A 2.5). Verschiedene Biomasseproben wurden mit dieser Methode untersucht und die
ermittelten Gehalte der einzelnen Analyten mit Referenzwerten aus Literaturdaten
verglichen (Tab. 9).

Neben den Materialien der Einjahrespflanzen Bagasse und Weizenstroh entstammten die
ubrigen untersuchten Holzer aus den Pflanzen der Arten Fichte (Picea abies), Eukalyptus
(Eucalyptus globulus), Buche (Fagus sylvatica), Eiche (Quercus alba), Erle (Alnus
glutinosa) und Pappel (Populus alba). In den untersuchten Hydrolysaten bilden Glucose
und Xylose die jeweiligen grofiten Anteile aller Kohlenhydrate. Einzige Ausnahme ist
Fichtenholz, worin der Anteil von Mannose mit 10,7% den der Xylose Uberwiegt. In den
ubrigen Proben sind die Mengen der Mannose mit Werten zwischen 1 und 3% vertreten.
Eine Ausnahme stellen Bagasse und Weizenstroh dar, da in diesen Materialien Mannose
nur in geringen Anteilen, teilweise unterhalb der Bestimmungsgrenze, vorhanden ist.
Neben monomerer meGIcA kann in den Proben auch das Dimer aus meGIcA und Xylose
detektiert werden. Dies ist ein Indiz dafir, dass trotz der hydrolytischen Bedingungen ein
signifikanter Anteil von meGIcA vor dem strukturellen Abbau bewahrt wird. Die
Verhéltnisse von meGIcA aus beiden Quellen sind etwa 1:1, mit Ausnahme des Holzes
der Pappeln.
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Tab. 9: Zusammensetzung der untersuchten Biomasseproben. Die angegebenen Konzentrationen der Monomere wurden jeweils als Anhydromonomere
berechnet und mit Literaturangaben verglichen.

Gehalt der Anhydromonomere [wt.%6]

Biomasse Glc Xyl* Ara Man Gal meGIcA meGIcA-X° GalA X Uronsauren Hydrolyse Rickst. Summe
Bagasse 40,3 288 3,9 0,4 n.d. 0.5 0.5 0,3 1,3 17,9 92,3
Bagasse1 43,1 238 15 0,3 0,4 0,8 1,2 2,0 23,2 94,3
Weizenstroh 356 251 4,6 n.d. 1,2 0,6 0,6 0,6 1,8 18,9 87,3
Weizenstroh? 6,2 244 3,4 0,3 11 0,9 0,6 15 n.d. 36,9*
Picea abies 413 94 2,3 10,7 1,2 0,7 0,9 0,8 2,4 25,2 92,2
Picea abies.® 398 49 1,1 10,1 2,8 n.d. 0,6 0,6 29,8 89,1
Eucalyptus globulus 426 194 1,6 0,8 1,3 1,1 1,2 0,5 2,8 18,0 87,6
Eucalyptus grandisl 46,7 11,5 0,5 1,0 1,2 1,6 1.2 2,8 29,2 92,9
Fagus sylvatica 388 201 1,8 0,9 1,6 1,0 0,9 0,6 2,5 19,1 86,4
Fagus sylvatica® 37,3 165 0,8 15 2,2 n.d. 1,1 1,1 24,2 83,6
Quercus alba 31,9 200 1,8 14 1,2 0,8 0,9 0,4 2,1 28,3 86,7
Quercus falcata 4 41,0 19,0 0,4 2,0 0,9 45 24,0 91,8
Alnus glutinosa5 36,9 19,7 1,8 1,3 0,5 0,7 0,9 0,4 2,0 27,1 89,3
Populus alba 46,2 194 3,2 2,8 0,6 0,6 1,0 0,4 2,0 19,3 934
Populus deltoides* 47,0 150 0,6 2,9 1,4 4,8 24,0 95,7

& gesamte Xylosekonzentration: € = Cmonomer + Cxylose in meGlcA-x

P Konzentration von meGIcA, berechnet aus dem Dimer meGIcA-X

* Glc reprasentiert nicht die gesamte Cellulose, da Methanolyse-GC keine kristalline Cellulose spaltet.

Kommentare zu Literaturdaten 1-5:
! Alves et al. (2010), HPLC-RID. Konzentrationen der Uronséuren wurden mittels Methanolyse-GC. Der angegebene Gehalt von GalA stellt die Summe von GalA und GIcA.
2 Willfér et al. (2009), bestimmt mittels Methanolyse-GC.
® Altaner et al. (2016), mittels "H-NMR Spektroskopie. Die Konzentrationen wurden als Monomere bestimmt. Daher wurden die Konzentrationen in dieser Tabelle angepasst und als Anhydromonomer

umgerechnet.

* Pettersen et al. (1984), Urons4uren wurden nicht genauer spezifiziert.
® Es standen keine Literaturangaben zur Verfiigung.



Der Vergleich der erfassten Gehalte mit Werten aus der Literatur beinhaltet einige
Unwagbarkeiten, da zum einen verschiedene Materialien untersucht und zum anderen
diverse analytische Verfahren angewandt wurden. Dennoch konnen wesentliche
Schlussfolgerungen aus den Vergleichen gezogen werden. So sind die ermittelten
Summen von meGIcA hoher als die in der Literatur beschriebenen Daten. Dies gilt
ebenfalls fir die Referenzwerte, die mittels Methanolyse-GC bestimmt wurden, einem
weitlaufig akzeptierten und verbreiteten Verfahren fiir die quantitative Ermittlung des
meGIcA-Gehaltes. Methanolyse-GC ist jedoch nicht flr die Ermittlung der Glucose-
Konzentration geeignet, da die kristallinen Bereiche der Cellulose nicht gespalten werden
koénnen. Das neue Verfahren ermdglicht hingegen die quantitative Erfassung aller
Komponenten in einem Analysegang. In den untersuchten Proben kann jedoch keine
nicht-methylierte Glucuronséure gefunden werden, obwohl dies in einigen Quellen
beschrieben wurde. Die Gehalte der neutralen Kohlenhydrate sind in akzeptabler
Ubereinstimmung mit den Referenzwerten und weisen keine systematischen

Abweichungen auf.

4.2.3 Zusammenfassung der Analyse lignocelluloser Biomasse

Die komplexen Strukturen sowie die Heterogenitat der untersuchten Materialien
erschweren die quantitative Erfassung aller Kohlenhydrate in Zellstoffen und pflanzlicher
Biomasse. Um die Analytik mit HPAEC-UV nach reduktiver Aminierung dennoch
durchfiihren zu konnen, wurde zundchst der Einfluss der 2-stufigen Saurehydrolyse auf
die besonders kritische Komponente meGIcA untersucht. Fir diesen Zweck wurden
Zellstoffe mit Schwefelsaure hydrolysiert und die Ergebnisse mit denen der
enzymatischen Hydrolyse verglichen. Bezlglich meGIcA kdnnen mit enzymatischer
Spaltung hohere Gehalte quantifiziert werden, wohingegen Schwefelsdure einen
sekundéaren Abbau bewirkt. Die ermittelbaren Gehalte der neutralen Kohlenhydrate sind
nach enzymatischer Hydrolyse jedoch geringer als nach sauer katalysierter Spaltung der
Polymere. Die Ursache dafir ist die unvollstdndige enzymatische Hydrolyse, wodurch
kleine Partikel mit Durchmessern von bis zu 6 um in den Hydrolysaten verbleiben. Der
Beweis dafur wurde mit dynamischer Lichtstreumessung erbracht. Trotz des teilweisen

sekundaren Abbaus der Kohlenhydrate, ist die 2-stufige Hydrolyse der enzymatischen
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Hydrolyse zur Probenaufarbeitung vorzuziehen. Durch Modifikation des Gradienten, der
unter 4.1 beschriebenen Methode, wurde ein neues Verfahren fir die quantitative
Untersuchung der Kohlenhydratbestandteile in pflanzlicher Biomasse entwickelt. Die
ermittelten Gehalte sind in guter Ubereinstimmung mit den Angaben in vergleichender
Literatur. Grundsatzlich kdnnen mit der hier entwickelten Methode héhere Gehalte von

meGIcA nachgewiesen werden.
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4.3 Analytik modifizierter Xylane

Um die Produkteigenschaften von Xylanen zu erweitern, werden diese haufig chemisch
modifiziert. Somit sollen neue Applikationen wie die Bildung von Hydro- und Aerogelen
ermoglicht werden, die aufgrund der geringen Kettenlangen mit den nativen Poly-
sacchariden nicht moglich sind. In der vorliegenden Arbeit wurden die chemischen
Verénderungen von Arabinoxylanen aus Haferspelzen nach Derivatisierung detailliert
untersucht. Die Kohlenhydratzusammensetzung des Ausgangsxylans ist in Tab. 10

zusammengefasst.

Tab. 10: Zusammensetzung der Arabinoxylane, die flr die Derivatisierungen genutzt wurden. Alle
Kohlenhydratgehalte wurden nach 1-stufiger H,SO,4-Hydrolyse mittels Borat-HPAEC ermittelt.

Kohlenhydrat relativer Gehalt [wt%o]
Xylose 83,0
Arabinose 11,8
Glucose 2,8
Galactose 2,3
Rhamnose 01

Erstmals erfolgte die Hydroxyalkylierung von Xylanen mit cyclischen organischen
Carbonaten (COC). Diese eingesetzten Derivatisierungsmittel haben vielféltige Vorteile,
verglichen mit den herkdmmlich eingesetzten Epoxiden (vgl. 2.2.2) (Akil et al., 2016a;
Akil et al., 2016b).

Um die erzeugten Produkte detailliert zu beschreiben und die Prozesse wahrend der
Modifizierung besser zu verstehen, war jedoch ein neues analytisches Verfahren mit
komplexen Anforderungen notwendig. Die groRte Herausforderung bestand in der
Unterscheidung und quantitativen Erfassung einer Vielzahl unterschiedlicher Produkte
und Isomere, da keine Standards fir die Ermittlung der Konzentrationen vorlagen. Ein
weiterer Schwerpunkt stellte die Differenzierung der Produkte dar, die aus den beiden
Pentosen Xylose und Arabinose entstanden.

Fur die Losung der beschriebenen Fragestellungen wurden zwei Probensétze mit jeweils

vier Proben unterschiedlicher DS-Werte hergestellt. Zum einen erfolgte die
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Derivatisierung mit Propylencarbonat fiir die Herstellung von hydroxypropylierten
Xylanen (HP-Xylan), zum anderen wurden die Polysaccharide mit Vinylethylencarbonat
(VEC) umgesetzt, wodurch hydroxyvinylethylierte Xylane (HVE-Xylan) erhalten wurden
(Tab. 11). Far die gewiinschten DS-Werte mussten die Xylane bei Temperaturen von 140
beziehungsweise 160°C fir bis zu 240 min unter basischen Bedingungen umgesetzt
werden (AKil et al., 2016a; Akil et al., 2016b).

Tab. 11: Untersuchte Proben und deren Bezeichnungen fur die Entwicklung eines analytischen Verfahrens.
Die DS-Werte wurden mittels *C-NMR-Spektroskopie analog zu Akil et al. (2016a, b) bestimmt.

Probe Substitutionsgrad (DS)
Xup-0,2 0,2
Xup-0,4 0,4
Xup-0,8 0,8
Xup-1,1 11
Xnve-0,2 0,2
Xuve-0,6 0,6
Xnve-1,0 1,0
Xnve-1,2 1,2

Die cyclischen organischen Carbonate werden unter Basenkatalyse durch Hydroxyl-
gruppen nucleophil angegriffen. Die Xyloseeinheiten der untersuchten Arabinoxylane
besitzen je eine Hydroxylgruppe an den Positionen 2 und 3 der Monomere. Zusétzlich
enthalt jedes nicht-reduzierende Ende der Polysaccharidketten eine freie Hydroxylgruppe
an Position 4 der Xylose. Die Arabinosebausteine besitzen auf’erdem drei
Hydroxylgruppen, die eine Reaktion mit den COC eingehen kdénnen. Neben diesen
Mdoglichkeiten der Derivatisierung verfigen die neu entstandenen Hydroxyalkyl-
substituenten ebenfalls tber eine Hydroxylgruppe, die als Reaktionspartner fiir die COC
fungieren kann. Aus all diesen beschriebenen Mdoglichkeiten ergibt sich eine grofe

Anzahl unterschiedlicher Produkte mit einer Vielzahl von Isomeren (Schema 13).
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Schema 13: Allgemeine Struktur hydroxyalkylierter Xylane.

Fur die detaillierte Charakterisierung dieser komplexen Proben musste ein neues
analytisches Verfahren entwickelt werden. Dieses beruht auf der Hydrolyse mit
Trifluoressigsdure (TFA) in einer Labormikrowelle. Durch die nachfolgende Trocknung
kann TFA vollstandig entfernt und die Ruckstande in einem definierten VVolumen Wasser
geloést werden. Im Anschluss erfolgt die reduktive Aminierung der hydrolysierten
Kohlenhydrate mit 2-AA, was die verbesserte Analyse mittels Massenspektrometrie
ermoglicht. AuBerdem besitzen die so markierten Analyten fluoreszierende
Eigenschaften und kénnen somit via HPLC-Fluoreszenz quantifiziert werden (Schema
14).

Mikrowellen- Trocknung der Reduktive HPLC-
Hydrolyse mit TFA Hydrolysate Aminierung MS / Fluoreszenz

Schema 14: Arbeitsschritte flr die Analytik von hydroxyalkylierten Arabinoxylanen.

4.3.1 Einfluss der Reaktionsbedingungen auf Arabinoxylane

Um eine eindeutige Aussage Uber den Anteil hydroxyalkylierter Xylose- und Arabinose-
bausteine treffen zu kénnen, mussten die ermittelten Konzentrationen auf den jeweiligen
Gehalt im Ausgangsxylan bezogen werden. Durch Untersuchungen des Einflusses der
Reaktionsbedingungen auf die Ausbeuten der Polysaccharide sollten somit mdgliche
Fehlerquellen abgeschatzt werden konnen. Dafir wurden die Xylane ohne Zugabe von
COC Konditionen ausgesetzt, die vergleichbar mit denen wéhrend der Derivatisierung

waren. Zur Bestimmung der Ausbeuten musste zunéchst ein Referenzwert ermittelt
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werden, indem das Arabinoxylan zunachst in DMSO geldst und analog zu Akil et al.
(2016 a, b) ausgefallt wurde. Fir die weiteren Proben erfolgte die Erhitzung auf 140 bzw.
160°C fir 80 min sowohl mit und ohne DBU als Katalysator (Abb. 11).

| [ Xylan - gelost + gefallt
110 4 @ Xylan - Temp. (80 min)
1 I Xylan - Temp. (80 min) + DBU

100 A

Ausbeute [%]

90 -

80 -

70

Xylan BW 140°C Xylan BW 160°C

Abb. 11: Gravimetrisch bestimmte Ausbeuten von Arabinoxylanen nach Behandlung mit und ohne
Katalysator (DBU) fiir jeweils 80 min. Zu den Xylanen wurde kein COC gegeben. Es wurden die
Ausbeuten fiir die Temperaturen 140°C und 160°C Uberprift.

Die erzielten Ergebnisse verdeutlichen den Einfluss der gewéhlten Temperatur auf die
Ausbeuten. So sinken diese bei 140°C auf 91,9% und bei 160°C auf 84,7%, verglichen
mit der zuvor eingesetzten Masse. Eine weitere Reduktion, wenn auch deutlich geringer,
bewirkt der Einsatz des basischen Katalysators auf 89,3 bzw. 81,2%.

Von diesen Proben wurden die Gehalte von Xylose und Arabinose mittels Borat-HPAEC
ermittelt und sowohl mit dem Referenzxylan (Abb. 12 a) als auch mit den Ausbeuten aus
Abb. 11 verrechnet (Abb. 12 b).

Bezogen auf das Referenzxylan (Abb. 12 a) steigen die Arabinosegehalte in den Proben
kontinuierlich auf 102,2% bei 160°C an. Hingegen erreicht der Xylosegehalt bei 140°C
sein Maximum von 103,5% und sinkt bei héherer Temperatur wieder ab. Dass die
ermittelten Werte generell hoher sind als im Referenzxylan, kann mit einer leichten
Aufreinigung der Xylane erklart werden. Die zusatzliche Berticksichtigung der
Ausbeuten (Abb. 12 b) verdeutlicht hingegen, dass insgesamt Verluste beider Monomere

zu verzeichnen sind. Da diese jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Reinheit der
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Xylane haben, ist die Ergrindung der Ursache flr diese Beobachtungen nicht Bestandteil

der vorliegenden Arbeit.

a) b)

B Arabinoxylan-Referenz
110 - 110 - B Arabinoxylan bei 140°C
[ Arabinoxylan bei 160°C
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70
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Abb. 12: Relative Gehalte von Arabinose und Xylose nach unterschiedlichen Reaktionsbedingungen
(Borat-HPAEC). Die Gehalte wurden auf die Einwaagen (a) und die Ausbeuten (b) bezogen.

4.3.2 Charakterisierung hydroxyalkylierter Proben mit HPAEC-UV

Die hydroxypropylierten Xylane wurden mit der unter 4.1 beschriebenen Methode
analysiert. Daflr erfolgte zunachst die 1-stufige Hydrolyse der Proben mit Schwefelsaure
und anschliefender reduktiver Aminierung. Die analytische Erfassung wurde mit
HPAEC-UV durchgefiihrt (Abb. 13).

Zwischen 23 und 28 min eluieren die neutralen Monosaccharide. Der Vergleich der
Chromatogramme von Arabinoxylanen mit und ohne Hydroxyalkylierung zeigt, dass die
Intensitaten von Xylose und Arabinose nach erfolgter Derivatisierung deutlich geringer
sind. Zusatzlich erscheinen neue Peaks bei niedrigeren Retentionszeiten zwischen 6 und
18 min. Diese stammen vermutlich von den derivatisierten Kohlenhydraten. Ohne die
Standards der Derivate ist eine genaue Zuordnung zu einzelnen Verbindungen jedoch
nicht moéglich. Die weiterflihrende Analytik dieser Proben erfordert folglich ein neues

Verfahren, welches die Zuordnung der Peaks mittels Massenspektrometrie ermdglicht.
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Abb. 13: HPAEC-UV-Chromatogramm von Arabinoxylan und der hydroxypropylierten Probe Xp-0,8
nach 1-stufiger Hydrolyse und reduktiver Aminierung. Die iber dem griinen Balken zusammengefassten
Peaks stellen vermutlich hydroxyalkylierte Kohlenhydratderivate dar. Die (Ubrigen Peaks sind: 1:
4-Aminobenzoeséure, 2: Xylose, 3: Galactose, 4: Glucose, 5: Arabinose, 6: 2-Aminobenzoeséure.

4.3.3 Mikrowellenbasierte TFA-Hydrolyse

Im Hinblick auf die notwendigen massenspektrometrischen Untersuchungen ist die
Hydrolyse mit Trifluoressigsaure (TFA) ein geeignetes Verfahren zur Spaltung von
Polysacchariden (Zhao et al., 2008; Ducatti et al., 2011, Liu et al., 2016). Im Gegensatz
zu Schwefelsdure hat TFA den Vorteil, dass sie nach erfolgter Hydrolyse riickstandslos
verdampft werden kann. Dies ist notwendig, da Schwefelséure nicht fir die Anwendung
der Massenspektrometrie geeignet ist. Zusatzlich muss der Arbeitsschritt der Sulfat-
fallung (4.1.3.2) nicht durchgefiihrt werden, wodurch geringere Probenverluste wéhrend
der Aufarbeitung zu erwarten sind.

Fur die vollstandige Spaltung von Polysaccharide sind Hydrolysedauern von bis zu 6 h
angegeben (Ducatti et al., 2011). Zur Minimierung der Hydrolysezeiten sowie der
Bildung unerwinschter Nebenprodukte wurde die Spaltung der Polymere mit TFA in
einer Labormikrowelle durchgefuhrt. Um die hdchsten Ausbeuten zu generieren,
erfolgten die Untersuchungen uber variable TFA-Konzentrationen sowie Quellzeiten vor
der Hydrolyse (Abb. 14).
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Abb. 14: Relative Xylosegehalte, bestimmt mittels Borat-HPAEC, flr die Optimierung der mikrowellen-
basierten TFA-Hydrolyse: a) Variation der TFA-Konzentration, b) Variation der Quellzeit. Die Gehalte
wurden jeweils auf die maximale Konzentration bezogen.

Fur die Untersuchungen zur Bestimmung der optimalen TFA-Konzentrationen wurde
zunéchst der Temperaturgradient des Mikrowellenofens festgelegt. Mit einer Leistung
von maximal 1200 W sollten die in Wasser geldsten beziehungsweise suspendierten
Proben innerhalb von 30 s auf 120°C erhitzt werden. Diese Temperatur wurde fir weitere
30 s konstant gehalten, bevor eine anschliefende Konditionierung fir 10 min stattfand.
Als Marker fir eine mdoglichst volistandige Spaltung der Polymere dient die
Konzentration der Xylose, welche mittels Borat-HPAEC bestimmt wurde. Die Xylane
Xpp-140-240 und  Xpyve-140-240 waren dabei  exemplarische Proben fur die
Optimierungen.

Die Variation der TFA-Konzentration zwischen 0,25 und 4 mol/L (Abb. 14 a) zeigt fur
beide Xylane zwischen 0,25 und 1,00 mol/L TFA einen Anstieg der Xyloseausbeute. Bei
hoheren Konzentrationen werden die Gehalte der Xylose jedoch wieder niedriger, was
mit einem séurekatalysierten Abbau der Kohlenhydrate begriindet werden kann. Um eine
maoglichst hohe Ausbeute zu erreichen, muss TFA folglich fir beide Xylanderivate mit
einer Konzentration von 1 mol/L vorliegen.

Fur die Untersuchungen der Quellung wurde die Hydrolyse der Polymere mit einer 1 M
TFA-L6sung durchgefuhrt (Abb. 14 b). Im Hydrolysat des HP-Xylans sind ohne
Quellung 76,7% des maximalen Xylosegehaltes enthalten. Nach 45 min Quellung wird
der hochste Gehalt an Xylose mit einem Konfidenzintervall von +2,3% freigesetzt.
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Demzufolge ist dies auch die Quellzeit, die flr eine moglichst vollstandige Erfassung
aller Bestandteile der HP-Xylane notwendig ist. Im Hydrolysat des HVE-Xylans sind
ohne Quellung nur 16,3% des maximalen Xylosegehaltes enthalten. Mit Erh6hung der
Quellzeit steigt auch der detektierbare Gehalt an und erreicht sein Maximum ebenfalls
nach 45 min. Verglichen mit HP-Xylan ist das Konfidenzintervall nach dieser Zeit jedoch
deutlich hoher (£ 24,3%). Das deutet auf ein inhomogenes Quellverhalten hin und ist auf
die hohere Hydrophobizitdt der Xylane und eine ungleichmaRige Verteilung der
Substituenten zuriickzufihren. Mit steigender Quellzeit sinken die Vertrauensintervalle
deutlich und haben ihren niedrigsten Wert nach 105 min mit £ 0,7%. Fir HVE-Xylane ist

somit eine Quellzeit von mindestens 105 min erforderlich.

4.3.4 Substitutionsmuster der Pentosen

Die mit TFA erzeugten Hydrolysate wurden getrocknet und mit einem definierten
Volumen Wasser aufgeflllt. Durch anschlieBendes Filtrieren der Losung erfolgte die
Vorbereitung der Kohlenhydrate auf die reduktive Aminierung (4.1.3.2). Neben der
bereits beschriebenen Fluoreszenz- und UV-Aktivitat sollte vor allem die Empfind-
lichkeit fur die massenspektrometrische Detektion erhoht werden. Diese war notwendig,
um die Peaks im Chromatogramm bestimmten Strukturen zuordnen zu kénnen.

Fur die chromatographische Trennung der Analyten wurde zunéchst ein HPLC-MS
Verfahren entwickelt. Mit einer RP-18 S&ule und einem Gradienten aus Wasser und
Acetonitril (jeweils mit 0,1% Ameisensdure) konnte so die Trennung verschiedener

Komponenten mit einer Vielzahl an Isomeren erreicht werden (Abb. 15).
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Abb. 15: Chromatogramme der derivatisierten Proben Xyp-0,8 (a) und Xuve-1,0 (b) nach TFA-Hydrolyse
und reduktiver Aminierung. Die Chromatogramme wurden durch Uberlagerung der jeweiligen
monoisotopischen Massenspuren aus den HPLC-MS Messungen erzeugt.

Durch Uberlagerung der jeweiligen monoisotopischen Massen konnen Pentosen mit
unterschiedlicher ~ Substituentenzahl dargestellt werden. Dabei ist eine gute
chromatographische Trennung der einzelnen Massenspuren des HP-Xylans und des
HVE-Xylans zu beobachten. Die Retentionszeiten der derivatisierten Pentosen aus HVE-
Xylanen sind generell hoher als die der HP-Xylane. Dies kann durch die geringere
Polaritat und der daraus resultierenden héheren Affinitat der Analyten zur Trennséaule
erklart werden. Jede dargestellte Massenspur beinhaltet mehrere Peaks. Wéhrend die
unsubstituierten Pentosen durch zwei Verbindungen reprasentiert werden (Arabinose und
Xylose), nimmt die Anzahl der Isomere mit steigendem Grad der Substitution zu.
Hydroxyalkylierte Arabinoxylane mit hohem DS enthalten Pentosen mit bis zu sechs
Substituenten in detektierbaren Mengen.

Die Quantifizierung der mittels HPLC-MS erfassten Verbindungen kann nicht mit hoher
Genauigkeit erfolgen, da der erzeugte Detektorrespons fiur jede Komponente einzigartig
ist. Die zusétzliche Durchfuhrung der chromatographischen Messungen mittels HPLC-
Fluoreszenz ermdglicht hingegen einen molaren Detektorrespons. Als Standard fir die
externe Kalibrierung kann vollstandig reduktiv aminierte Xylose verwendet werden. Dies
ist moglich, da fir die Umsetzung der Xylose eine WFR von fast 100% erreicht wird

(vgl. Tab. 5). Die Quantifizierung der einzelnen Pentosederivate mit den jeweiligen

73



molaren Massen zeigt eine deutliche Abhangigkeit der relativen Anteile der Derivate von
den DS-Werten auf (Abb. 16).

a) b)
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Abb. 16: Substitutionsverteilung hydroxyalkylierter Anhydropentosen der Hydrolysate von HP-Xylanen
(@) und HVE-Xylanen (b). Die Konzentrationen wurden mittels HPLC-Fluoreszenz ermittelt und auf die
jeweilige Summe aller quantifizierbaren Kohlenhydrate bezogen.

Mit steigendem DS werden in beiden Xylanen die Gehalte der unsubstituierten Pentosen
deutlich geringer. Im Gegenzug erhéhen sich die ermittelten Anteile der substituierten
Kohlenhydrate. Verglichen mit HP-Xylanen ist bei den HVE-Xylanen eine Verschiebung
der Substitutionskurven zu Pentosen mit groRerer Anzahl an Hydroxyalkylsubstituenten
zu beobachten. So sind zweifach substitutierte Pentosen die haufigsten Verbindungen in
HP-Xylanen mit einem DS von 1,1, wéhrend dies in HVE-Xylanen schon ab einem
DS von 0,6 der Fall ist.

Aus den erfassten Daten kdnnen die mittleren molaren Substitutionen (MS) berechnet
und mit den Referenzwerten aus der *C-NMR-Spektroskopie verglichen werden (Tab.
12). Der MS gibt das molare Verhaltnis der Substituenten zu den Monomeren an. Mit
steigendem DS erhoht sich folglich auch der MS der Kohlenhydrate. Fiir HVE-Xylane
ergeben sich dabei stets deutlich hohere MS-Werte als fir HP-Xylane. Fur letztere sind
die Ergebnisse aus HPLC-Fluoreszenz etwas geringer als die MS-Werte aus der *C-
NMR-Spektroskopie. Hingegen wurden fir HVE-Xylane mit groBem DS, verglichen mit
den Referenzwerten aus der NMR-Spektroskopie, héhere MS-Werte mittels HPLC-
Fluoreszenz ermittelt.

74



Tab. 12: Vergleich der berechneten MS-Werte mittels LC-Fluoreszenz und **C-NMR-Spektroskopie.

MS
MS
Probe (HPLC- 13
(*°C-NMR)
Fluoreszenz)

Xup-0,2 0,1 0,2
Xpp-0,4 0,5 0,6
Xup-0,8 1,0 13
Xup-1,1 1,8 19
Xnve-0,2 0,6 0,7
Xnve-0,6 1,0 1,0
Xnve-1,0 2,0 1,8
Xnve-1,2 2,3 2,1

NMR-spektroskopische Methoden haben generell den Vorteil, dass die Experimente ohne
vorherige saure Hydrolyse der Polysaccharide durchgefihrt werden kdnnen. Dadurch
sind keine Nebenreaktionen zu erwarten, welche die ermittelten Werte fur DS und MS
negativ beeinflussen. Jedoch handelt es sich um ein Verfahren mit relativ geringer
Empfindlichkeit. Dies hat zur Folge, dass Bestandteile mit niedrigen Konzentrationen
nicht erfasst werden. Hinzu kommt, dass aufgrund der langen Messzeiten Mehrfach-
bestimmungen oft nicht praktikabel sind, wodurch die ermittelten Ergebnisse grofere
statistische Fehler aufweisen. Weiterhin wird durch die begrenzte Auflésung der NMR-
Spektren nur die Ermittlung eines Mittelwertes fir die Parameter DS und MS ermdglicht.
Fir die Durchfiihrung der Messungen mit HPLC-Fluoreszenz ist eine surehydrolytische
Spaltung der Polysaccharide notwendig, die ein gewisses Potential fiir Nebenreaktionen
aufweist. Durch die chromatographische Auftrennung der einzelnen Bestandteile ist
jedoch eine viel detailliertere Betrachtung der erzeugten Derivate méglich. So kénnen die
Produkte nach der Anzahl ihrer Substituenten getrennt quantifiziert werden. Jedoch ist
die Bestimmung der derivatisierten Kohlenhydrate nur fur Pentosen mit maximal vier
Hydroxyalkylgruppen moglich, da bei hoherem MS die Konzentrationen der meisten

Isomere unterhalb der Bestimmungsgrenze liegen.
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Die einzelnen Proben der beiden Probensdtze HP- und HVE-Xylan besitzen keine
identischen DS-Werte. Fir die bessere Vergleichbarkeit der molaren Substitutionen ist
die Abhangigkeit der MS- (HPLC-Fluoreszenz) von den DS-Werten (**C-NMR-
Spektroskopie) graphisch dargestellt (Abb. 17).

2,51
— -0 —  HP-Xylan
—e—— HVE-Xylan

2,0 A

151

MS

1,0 A

0,5

0,0 T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14

DS

Abb. 17: Abhéngigkeit von MS (HPLC-Fluoreszenz) und DS (**C-NMR-Spektroskopie) fiir HP- und
HVE-Xylane.

Mit zunehmendem DS steigt auch der mittlere MS in beiden hydroxyalkylierten Xylanen.
Neben dieser logischen Tatsache wird weiterhin verdeutlicht, dass HVE-Xylane bei
gleichem DS einen hoheren durchschnittlichen MS als HP-Xylane aufweisen. Dies deutet
auf eine bevorzugte Verlangerung der Seitenketten bei der Derivatisierung mit VEC hin.
Ein weiteres Indiz fur diese These ist das Verhaltnis von di- zu monosubstituierten
Pentosen (Tab. 13).

Tab. 13: Prozentualer Anteil von di- (MS;) zu monosubstituierten (MS,) Pentosederivaten.

HP-Xylan MS, : MS; HVE-Xylan MS, : MS;
Xpp-0,2 5,0% Xhve-0,2 66,8%
Xpp-0,4 19,6% Xhve-0,6 115,9%
Xpp-0,8 48,9% Xhve-1,0 233,8%
Xup-1,1 123,5% Xhve-1,2 251,1%
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Mit steigendem DS nimmt in beiden Xylanen der Anteil disubstituierter Pentosen,
bezogen auf die monosubstituierten, stetig zu. Auf diese Weise wird verdeutlicht, dass
die berechneten Verhaltnisse fur HVE-Xylan erheblich hoher sind als fur HP-Xylan. Da
die Proben anndhernd gleiche DS-Werte besitzen, ist dieser grof3e Unterschied nicht auf
eine bevorzugte Substitution der Pentosen an den Positionen 2 und 3 zurlckzufihren.
Dies ist somit ein weiterer Beweis der praferierten Verldngerung der Alkylketten in
HVE-Xylanen. Das Kettenwachstum kann mit der chemischen Struktur der Substituenten
erklart werden. Die Vinylfunktion des HVE-Xylans hat einen geringeren elektronen-
schiebenden Effekt (+1) als die Methylgruppe des HP-Xylans. Dadurch lasst sich die
Hydroxylfunktion im alkalischen Reaktionsmedium leichter polarisieren beziehungs-
weise deprotonieren und ist folglich reaktiver als die HP-Seitenkette.

4.3.5 Differenzierung zwischen derivatisierter Xylose und Arabinose

Neben der Hauptkomponente Xylose wiesen die flr die Derivatisierung eingesetzten
Arabinoxylane auch einen Anteil von 11,8% Arabinose auf. Da beide Monosaccharide
die gleiche molare Masse haben und in der Massenspektrometrie keine spezifischen
Fragmentierungsmuster zeigten, konnte in den vorangegangenen Untersuchungen mit
HPLC-MS nicht zwischen ihnen oder den resultierenden Derivaten unterschieden
werden. Zur Differenzierung wurde daher ein Arabinogalactan sowohl mit PC als auch
mit VEC hydroxyalkyliert. Die Aufarbeitung der erzeugten Derivate wurde analog zu den
Arabinoxylanen durchgefiihrt — nach TFA-Hydrolyse erfolgte die reduktive Aminierung
mit 2-AA. Mittels HPLC-MS erfolgte die Analyse der derivatisierten und aufgearbeiteten
Arabinogalactane.

Durch Auftragung der monoisotopischen Massen fiir mono- und disubstituierte Pentosen
und Vergleich mit denen der Arabinoxylane kann eine Unterscheidung beider Pentosen
erreicht werden (Abb. 18). Wie in Voruntersuchungen festgestellt wurde, enthalt das
eingesetzte Arabinogalactan keine Xylose. Daher sind die Peaks im Chromatogramm mit

den molaren Massen der Pentose und deren Derivaten auf Arabinose zuriickzufiihren.
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Abb. 18: HPLC-MS Chromatogramme von hydrolysierten und reduktiv aminierten Arabinoxylanen (AX)
und Arabinogalactanen (AG), die zuvor mit PC (a; b) bzw. VEC (c; d) modifiziert wurden. Es sind jeweils
die monoisotopischen Massen fir einfach (a; ¢) und zweifach (b; d) substituierte Pentosen dargestellt. Die
Beschriftung A steht fiir Derivate der Arabinose, X fur die der Xylose.

Die Peaks, die sowohl im derivatisierten Arabinoxylan als auch im Arabinogalactan
detektiert werden konnen, sind den Derivaten der Arabinose zuzuordnen. Demzufolge
entsprechen die Peaks mit der gleichen monoisotopischen Masse, die nur im
Arabinoxylan sichtbar sind, den xylosebasierten Komponenten. Diese Unterscheidung ist
sowohl fur mono- als auch fir disubstituierte Pentosen moglich. Bei hoheren Graden der
Derivatisierung nimmt die Anzahl der Isomere und somit auch der Peaks signifikant zu.
Da dies gleichzeitig mit abnehmenden Konzentrationen und einer nicht mehr
zufriedenstellenden chromatographischen Trennung einhergeht, kann keine eindeutige
Differenzierung mehr gewadhrleistet werden. Durch die Untersuchungen der
Hydroxyalkylierung homopolymerer Xylane (Daten nicht angegeben) wurde festgestellt,

dass sich im Chromatogramm der monosubstituierten HP-Pentosen zwei Peaks
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uberlagern (Abb. 18 a). Fur die anschlieBenden Quantifizierungen wird dieses Signal der
Xylose zugeordnet, was mit der zu erwartenden hoheren Konzentration begriindet werden
kann. Im dargestellten Chromatogramm monosubstituierter HVE-Pentosen (Abb. 18 c)
befinden sich neben den Derivaten der Monomere auBerdem Fragmente von
unhydrolysierten Oligomeren (R). Aufgrund der geringen Konzentrationen werden diese
fiir die quantitative Auswertung jedoch vernachléssigt.

Die Untersuchungen mittels HPLC-MS dienen als Grundlage fiir die Quantifizierungen
der Derivate von Xylose und Arabinose. Dafir wurde die Messungen mi HPLC-
Fluoreszenz durchgefuhrt, gefolgt von der Zuordnung der Peaks mithilfe der zuvor
festgestellten Retentionszeiten. Die Berechnung mono- und disubstituierter Xylose- bzw.
Arabinosederivate ermdglicht neue detaillierte Einblicke in das Reaktionsverhalten dieser
Komponenten wéhrend der Hydroxyalkylierung (Abb. 19). Verglichen mit den HVE-
Xylanen ist mehr monosubstituierte Xylose in HP-Xylanen vorhanden. Es muss jedoch
berucksichtigt werden, dass eine monosubstituierten HP-Xylose mit einer HP-Arabinose
coeluiert (Abb. 18 a). Der reelle Anteil ist folglich etwas niedriger, wobei dieser Fehler
aufgrund der deutlich geringeren Konzentration von Arabinose als klein einzuschatzen
ist. Der relative Gehalt monosubstituierter HVE-Xylose erreicht Werte von maximal
11,4 mol% bei DS = 0,2. Mit steigendem DS nimmt der Anteil beider monosubstituierter
Derivate signifikant ab. Wéhrend dies fir HVE-Xylose ab einem DS von 0,6 der Fall ist,
sinkt der Gehalt von HP-Xylose erst ab DS =0,8 (Abb. 19 a). Diese Reduktion kann
beobachtet werden, da bei fortschreitender Derivatisierung die monosubstituierten
Bausteine mit einem weiteren COC reagieren. Dadurch entsteht disubstituierte Xylose,
deren Anteil mit zunehmendem DS deutlich héher wird. Verglichen mit dem Gehalt der
Xylose im Ausgangsxylan liegen im HP-Xylan bis zu 12,9% (DS =1,1) und im HVE-
Xylan 13,6% (DS = 1,0) der Xylose disubstituiert vor. In HVE-Xylanen sinkt der Gehalt
ab einem DS von 1,0 jedoch wieder ab. Erneut ist diese Verringerung auf einen
steigenden Anteil hohersubstituierter Xylosebausteine zurtickzufiihren. Der Anteil
disubstituierter HVE-Xylose ist stets hoher verglichen mit HP-Xylose. Dies wird mit der
bereits erorterten hoheren Reaktivitdat der HVE-Seitenketten und der damit einher-

gehender Verlédngerung begriindet (Abb. 19 b).
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Abb. 19: Relative Anteile mono- (a; ¢) und disubstituierter (b; d) Xylose- (a; b) und Arabinosederivate (c;
d) in Xyp und Xyve. Die ermittelten molaren Konzentrationen wurden mittels HPLC-Fluoreszenz ermittelt
und auf den jeweiligen Gehalt im Ausgangsxylan bezogen.

Die relativen Anteile monosubstituierter Arabinose sind weitestgehend ahnlich in HP-
und HVE-Xylanen. Auch hier muss jedoch beachtet werden, dass im Chromatogramm
(Abb. 18 a) zwei Verbindungen coeluieren und die reellen Gehalte monosubstituierter
HP-Arabinose folglich etwas hoher sind als angegeben. Aufgrund der geringeren
Konzentration von Arabinose ist der relative Fehler hier jedoch grofer einzuschatzen als
im zuvor diskutierten Fall der Xylose. Der Gehalt von monosubstituierter HVE-
Arabinose ist mit Werten von bis zu 26,4 mol% bei DS = 0,2 deutlich héher verglichen
mit den analogen Verbindungen der Xylose. Von den DS-Werten 0,2 bis 1,2 verringert
sich der relative Anteil signifikant um 72,3%, wobei diese Reduzierung groRer ist als bei
monosubstituierter HVE-Xylose (65,4%) (Abb. 19 c). Wie bereits bei den Xylose-

derivaten erldutert, ist diese Verringerung durch die Reaktion eines weiteren COC mit
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den Kohlenhydraten zu erklaren. Verglichen mit dem Arabinosegehalt im Ausgangsxylan
liegen im HP-Xylan bis zu 36,9% (DS=1,1) und im HVE-Xylan bis zu 30,0%
(DS =1,0) der Arabinose disubstituiert vor. Der Grad der Derivatisierung ist somit
deutlich groRer als bei den analogen Xylosebausteinen. Weiterhin ist der Anteil von
HVE-Arabinose generell hoher als der von HP-Arabinose. Ab DS = 1,0 verringert sich
der Gehalt im HVE-Xylan zugunsten der Dreifachsubstitution wieder deutlich.

Durch diese Untersuchungen konnen zwei grundlegende Tatsachen festgestellt werden.
Zum einen ist der Anteil zweifachsubstituierter Pentosen im HVE-Xylan hoher als im
HP-Xylan, wohingegen dies fir monosubstituierte Bausteine nicht der Fall ist. Dadurch
wird die These bestatigt, dass die HVE-Seitenketten reaktiver sind als die der HP-
Substituenten und somit bevorzugt durch weitere Substitution verlangert werden. Zum
anderen hat sich herausgestellt, dass die relative Umsetzung von Arabinose deutlich
groRer ist als die von Xylose. Diese hoheren Umsetzungsraten kénnten mit den nach
aullen gerichteten Positionen der Seitenketten und somit der besseren sterischen

Zuganglichkeit erklart werden.

4.3.6 Statistische Parameter fir die Analytik derivatisierter Xylane

Da fur die Quantifizierung aller Komponenten nur reduktiv aminierte Xylose als externer
Standard verwendet wurde, erfolgte auch die Ermittlung der Nachweis- (LOD) und
Bestimmungsgrenze (LOQ) mit dieser Verbindung. Der LOD wurde mit 1,59 umol/L
und der LOQ mit 7,77 umol/L bestimmt. Die daraus resultierenden Konzentrationen in

mg/L der jeweiligen Verbindungen sind in Tab. 14 zusammengefasst.
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Tab. 14: LOD und LOQ von Xylose und Derivaten [mg/L].

Verbindung LOD [mg/L] LOQ [mg/L]
Xylose 0,24 1,17
+1 HP 0,33 1,62
+2 HP 0,42 2,07
+3 HP 0,52 2,52
+4 HP 0,61 2,97
+1 HVE 0,35 1,71
+2 HVE 0,46 2,25
+3 HVE 0,57 2,80
+4 HVE 0,68 3,34

4.3.7 Zusammenfassung der Untersuchungen hydroxyalkylierter Arabinoxylane

In der vorliegenden Arbeit wurden die Reaktionsprodukte untersucht, die durch
Hydroxyalklyierung von Arabinoxylanen mit den cyclischen organischen Carbonaten PC
und VEC erzeugt werden. Bei den Derivatisierungen der Heteropolysaccharide entstehen
Monomereinheiten mit hoher Vielfalt und grofRer Anzahl an Isomeren. So tragen zum
einen die verschiedenen Hydroxylgruppen von Xylose und Arabinose, zum anderen die
Verlangerung der Seitenketten durch weitere Substitution mit COC, zur Erweiterung des
Produktspektrums bei.

Fur die detaillierte Analytik der hydroxyalkylierten Arabinoxylane wurde ein neues
Verfahren auf Grundlage der mikrowellenbasierten TFA-Hydrolyse entwickelt. Die
Variation der TFA-Konzentrationen sowie der Quellzeit vor der Hydrolyse ermdglichte
die Optimierung des Verfahrens, sodass die maximalen Mengen an Xylose freigesetzt
wurden. Durch die nachfolgende reduktive Aminierung mit 2-AA wurden die Analyten
mit einem fluoreszenz-aktiven Marker versehen, der zugleich auch die Empfindlichkeit
fur Detektion durch massenspektrometrische Verfahren erhoht.

Messungen mit HPLC auf einer RP-18-Saule ermdglichen eine gute chromatographische
Trennung der Bestandteile. Durch die Detektion mit ESI-MS kénnen die Peaks im
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Chromatogramm den unsubstituierten und den substituierten Pentosen hinsichtlich der
Anzahl ihrer Substituenten zugeordnet werden. Somit wird die Detektion von
Monomeren mit bis zu sechs Substituenten erreicht. Die Quantifizierung der
Verbindungen erfolgt durch zusétzliche Messungen mittels HPLC-Fluoreszenz und
ermoglicht die Darstellung von Substituentenverteilungen. Dies verdeutlicht, dass die
Pentosen in HVE-Xylanen bei ahnlichen DS-Werten haufiger hohersubstituiert vorliegen
als in HP-Xylanen. Aus diesen Resultaten kann weiterhin die mittlere molare Substitution
berechnet werden. Diese ist fur HVE-Xylane deutlich héher. Die Ursache fir diese
Beobachtung ist die hohere Reaktivitdt der HVE- verglichen mit den HP-Substituenten,
die mit einem geringeren +1-Effekt der in Nachbarschaft zur Hydroxylgruppe stehenden
Vinylfunktion erklart werden kann. Als Folge dessen ist eine bevorzugte Verldngerung
mit einem Seitenkettenwachstum zu beobachten.

Um eine Differenzierung zwischen xylose- und arabinosebasierten Derivaten durchfuihren
zu koénnen, wurden hydroxyalkylierte Arabinogalactane in die bestehende Methode
eingearbeitet. Somit kann eine Unterscheidung der Derivate mit bis zu zwei Substituenten
erreicht werden. Neben der Bestatigung der bevorzugten Seitenkettenverlangerung in
HVE-Xylanen kann die préferierte Derivatisierung der Arabinosesubstituenten in den
Arabinoxylanen gezeigt werden. Diese beruht auf der geringeren sterischen Hinderung

dieser Bausteine.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Xylane und Xylanderivate charakterisiert und dafiir
verschiedene analytische Verfahren entwickelt. Der Fokus lag auf isolierten
Methylglucuronoxylanen, Xylanen als Bestandteil von Zellstoffen und Biomasse sowie
durch Hydroxyalkylierung mit COC gewonnenen Derivaten von Arabinoxylanen.
Aufgrund der Komplexitat der Heteropolysaccharide und der jeweiligen Probenmatrix
waren fur jedes der genannten Ausgangsprodukte spezifische analytische Methoden
notwendig. Deren Entwicklung sowie die ermittelten Ergebnisse sind in den einzelnen
Kapiteln detailliert zusammengefasst (vgl. 4.1.4, 4.2.3, 4.3.7). Aufbauend auf diesen
gewonnenen Erkenntnissen ergeben sich neue Mdoglichkeiten, mit denen die

entsprechenden Polysaccharide weiterflihrend untersucht werden konnen.

Untersuchungen von MGX ergaben, dass die o-(1—2)-glycosidische Bindung von
meGIcA zu Xylose deutlich stérker ist als die p-(1—4)-glycosidische Bindung zwischen
den Xyloseeinheiten. Als Folge dessen ist es nicht mdglich ein séurehydrolytisches
Verfahren zu entwickeln, das eine vollstandige Spaltung in Monomere bei gleichzeitiger
Minimierung des sekunddren Abbaus bewirkt. Somit ist auch keine quantitative
Erfassung der beiden Hauptbestandteile moglich. Die Anwendung schonender
Hydrolysebedingungen hat die partielle Spaltung von Oligosacchariden zur Folge. Um
diese auch ohne reine Standards quantifizieren zu koénnen, muss die reduktive
Aminierung mit 2-AA und 2-PB angewandt werden, die eine Markierung der
Kohlenhydrate mit einem UV-Label zur Folge hat. Nach chromatographischer Trennung
mittels HPAEC konnen die Kohlenhydrate mit einem UV-Detektor erfasst werden. Durch
den erzeugten molaren Detektorrespons ist es moglich, alle Verbindungen nur mit 2-AA
als externen Standard zu quantifizieren. Die erfassten Oligosaccharide leisten einen
signifikanten Beitrag zur gesamten Xylose und meGlcA-Konzentration, wodurch deren
Bestimmung als anndhernd quantitativ bezeichnet werden kann.

Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens wére die Ausweitung auf Arabinoxylane. Fir
die Zuordnung der Retentionszeiten bei Messung mittels HPAEC ist jedoch zunéchst die
Isolierung der entsprechenden oligomeren Standards notwendig. Aufgrund der gleichen

molaren Masse von Xylo- und Arabinoxylooligomeren mit gleichem Polymerisationsgrad
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ist die Darstellung der Standards nicht analog zu den meGIcA-haltigen Verbindungen
mittels SEC mdglich. Es kdnnte hingegen eine praparative HPLC mit anschlieBender
Charakterisierung der Eluate mittels NMR und MALDI-MS durchgefiihrt werden.
Alternativ. zu HPAEC konnte auch die Analytik von partiell hydrolysierten
Arabinoxylanen mittels HPLC-MS/MS und UV-Detektion erfolgen.

Der Vergleich von Kohlenhydratgehalten in Zellstoffen nach enzymatischer Hydrolyse
und 2-stufiger Sé&urehydrolyse sowie reduktiver Aminierung ergab, dass nach
Behandlung mit Enzymen zwar mehr meGIcA detektiert werden kann, jedoch eine
Diskriminierung der neutralen Kohlenhydrate stattfindet. Wéhrend meGIcA einem
signifikanten sekundédren Abbau unter stark sauren Bedingungen unterliegt, ist die
Hydrolyse mit Enzymen generell nicht quantitativ erfolgt. Dies konnte durch die
Detektion von Partikeln in den Hydrolysaten mit einem Durchmesser von bis zu 6 pum
bestatigt werden. Schlielich wurden durch Anwendung der 2-stufigen Hydrolyse,
reduktiver Aminierung und Analyse mittels HPAEC-UV verschiedene HOlzer und
Einjahrespflanzen hinsichtlich ihrer Zusammensetzung untersucht.

In weiterfiihrenden Arbeiten kann die Integration von HexA, dem Abbauprodukt von
meGIcA in basisch hergestellten Zellstoffen, in die bestehende Methode erfolgen. Dafir
muss zun&chst geprift werden, ob HexA unter den sauren Bedingungen der reduktiven
Aminierung stabil ist. Dies kann jedoch als wenig wahrscheinlich eingeschatzt werden.
Weiterhin  kdnnen Untersuchungen bezlglich des enzymatischen Abbaus von
lignocelluloser Biomasse durchgefiihrt werden. Daflr missen die Enzyme aus den Pilzen
und Bakterien tiefgrindig erforscht werden, die einen Abbau der Biomasse zur Folge
haben. Fir die quantitative Analytik sind dann kombinierte Verfahren aus enzymatischer

und schwacher saurer Hydrolyse denkbar.

Die Charakterisierung hydroxyalkylierter Arabinoxylane erfolgte durch mikrowellen-
basierte Hydrolyse mit TFA, reduktive Aminierung sowie Analyse mittels HPLC-MS
und HPLC-Fluoreszenz. Durch diese Untersuchungen konnten die Substituenten-
verteilung von HP- und HVE-Xylanen dargestellt werden. Daraus wurde abgeleitet, dass

HVE-Xylane groRere molare Substitutionen aufweisen und folglich wéhrend der
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Derivatisierung eine héhere Verldngerung der Seitenketten stattfindet als bei HP-
Xylanen. Weiterhin konnte die bevorzugte Derivatisierung von Arabinose gegeniiber der
Xylose beschrieben werden.

Die Analytik von hydroxyalkylierten Arabinoxylanen mit HPLC-MS zeigte die
Anwesenheit verschiedener Isomere. Durch zusétzliche Messungen mit HPLC-MS/MS
konnen die im Chromatogramm detektierten Peaks spezifischen Verbindungen
zugeordnet werden. Neben der Detektion mit ESI-MS/MS stellt auch die Kopplung von
HPLC mit MALDI-MS eine vielversprechende Alternative dar. Die gewonnenen
Informationen wiirden weitere sehr interessante Einblicke in die Hydroxyalkylierung von
Xylanen geben. So kénnten die bevorzugten Positionen der Derivatisierung erfasst und
weitere charakteristische Unterschiede hinsichtlich der Substituenten und deren
Verlangerung ermittelt werden. In weiterfuhrenden Arbeiten kann das hier vorgestellte

Verfahren auf Produkte angewandt werden, die mit anderen COC derivatisiert wurden.
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Vorschrift - Analytik isolierter Methylglucuronoxylane (MGX)
Hydrolyse

Es werden 50 mg des Xylans exakt in einen 25 mL Erlenmeyerkolben
eingewogen und mit 4 mL Wasser (dest.) durch kurzes Aufkochen suspendiert.
Die Suspension wird mit 1,02 mL einer 0,5 molaren Schwefelséure versetzt und
der Erlenmeyerkolben mit einer ,,Nachtmiitze* lose verschlossen.

Der Temperaturfiihler des Autoklaven muss in einen 25 mL Erlenmeyerkolben
mit 5 mL Wasser gegeben werden. Die Probe wird im Autoklaven bei 120°C fur
40 min und einem Druck von 1,2 bar hydrolysiert.

Nach dem Abkuhlen wird die Probe quantitativ in einen 50 mL Messkolben
uberfuhrt und dieser bis zum Eichstrich aufgefullt.

Evtl. vorhandener Rickstand wird mit einer zuvor getrockneten und
ausgewogenen G4-Sinterglasfritte aus den Hydrolysaten abgetrennt und nach
Trocknung exakt ausgewogen.

Fallung des Sulfats

5mL des Hydrolysats werden in ein Kunststoff-Zentrifugenréhrchen gegeben
und mit 800 pL einer Lésung von Ba(OH), x 8H,0 in Wasser (dest.) mit dem
Gehalt B =20 g/L versetzt. Das Ba(OH), x 8H,O wird mdglicherweise nicht
komplett gelost.

Die Zentrifugenrohrchen werden mit der erhaltenen weien Suspension fur 30 s
auf einem Vortex-Schittler gemischt und anschlieBend fir 5 min bei
20 000 U/min zentrifugiert (Sorvall-RC5Cplus; Rotor: SS-34). Die Temperatur in
der Zentrifuge wird dabei auf 4°C eingestellt.

Das Zentrifugat wird durch einen Glastrichter langsam in einen 10 mL
MaRkolben dekantiert.

Der Riickstand wird 3x mit je 1 mL Wasser (dest.) versetzt, 30 s auf dem Vortex
geschiittelt und wie beschrieben zentrifugiert. Alle Zentrifugate werden im
gleichen 10 mL Mal3kolben gesammelt.

Die vereinigten Losungen werden im 10 mL MaRkolben bis zum Eichstrich mit

Wasser (dest.) aufgefllt.
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A 1.3 Reduktive Aminierung

Folgende Losungen werden vor der reduktiven Aminierung frisch hergestellt:

2-Aminobenzoesdure (2-AA, Anthranilsaure): in einem 25 mL MaRkolben
werden 100 mg 2-AA eingewogen und der MaRkolben mit Methanol bis zum
Eichstrich aufgefullt.

4-Aminobenzoesdure (4-AA): in einem 25 mL Mal3kolben werden 50 mg 4-AA
eingewogen und der Malkolben mit Methanol bis zum Eichstrich aufgefilit.
2-Picolinboran Komplex (2-PB): in einem Glasvial (1,5 mL) werden 42,8 mg

2-PB eingewogen und der Maltkolben mit 1 mL Methanol aufgefullt.

=>» Die so angesetzten Losungen reichen fur die reduktive Aminierung von etwa 18

Hydrolysaten.

Durchfiihrung

Je 500 pL der hydrolysierten und entsalzten Proben werden in Glasreaktoren
(Pierce; 2,0 mL) mit dreieckigen Magnetriihrern gegeben.

Die Proben werden auf 40°C vorgeheizt (entspricht dem oberen roten Bereich der
Temperaturregelung).

Zu den temperierten Proben werden je 200 puL Eisessig und 200 pL der 2-AA-
Ldsung gegeben.

Die fest verschlossenen Gefalie werden 30 min bei 40°C gerihrt (Stufe 5).

Im Anschluss werden je 50 puL der 2-PB-L6sung zugegeben und die
verschlossenen Gefale fur 45 min bei 40°C gertihrt.

Zu den so erzeugten Ldsungen werden je 50 pL der 4-AA-Losung als interner
Standard zugegeben.

Die Proben werden im Stickstoff-Strom getrocknet, mit je 1 mL Methanol
versetzt und erneut mit Stickstoff getrocknet.

Durch Zugabe von je 1 mL Wasser (dest.) erhdlt man die Messlésung fur die

chromatographische Messung.
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Zur Quantifizierung der Analyten werden zusatzlich Standards fir eine
Kalibriergerade mit 2-AA angefertigt, die den zu erwartenden Konzentrationen in
den Hydrolysaten entsprechen. Pro mL eines Standards mdissen vor dem
Auffullen bis zur Eichlinie je 50 pL der 4-AA L6sung zugegeben werden.

Chromatographie
Die chromatographische Trennung erfolgt mittels HPAEC auf einer ICS 3000
(Dionex) mit anschlieBender UV-Detektion.
Es werden die Vorsaule CarboPac™ PA200 3 x50 mm und die analytische
Trenns4ule CarboPac™ PA200 3 x 250 mm verwendet.
Vor der Chromatographie wird der Saulenofen auf 30°C temperiert.
Die bendétigten Eluenten fiir Pumpe 1 sind: A — Wasser (bidest.)

B — 1M Natriumacetat in

200 mM NaOH
Fur Eluent B werden 82 g Natriumacetat (NaOAc) in einen 1 L Malkolben
eingewogen und dieser bis etwa 2/3 mit Wasser (bidest.) aufgeftllt. NaOAc 16st
sich sehr gut im Ultraschallbad. Die Lésung wird mit Wasser (bidest.) bis zum
Eichstrich aufgefulit.
Die vorbereiteten Eluenten A und B werden in die daftir vorgesehenen
Vorratshehdalter aus Kunststoff mit einem Fassungsvermdgen von 2 L gegeben.
An Pumpe 2 werden weiterhin die Eluenten A sowie C (200 mM NaOH)
gegeben.
Fur C werden 1979 g Wasser (bidest.) in einen VVorratsbehélter abgewogen.
Um geltste Gase wie CO, zu entfernen, werden die Gefalle mit den Eluenten an
die entsprechende Position fiir die Chromatographie gebracht und sprudelnd fiir
15 min mit Helium durchstromt.
Im Anschluss werden zu B 10 ml und zu C 21 ml einer 50%igen NaOH-L&sung
gegeben und die GeféaRe fest verschlossen, sodass sich ein Druck durch das
Helium aufbauen kann.
Fur Pumpe 2 werden isokratische Bedingungen gewéhlt mit einem Fluss von
0,2 mL/min und 60% C.
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« Der Gradient fur Pumpe 1 ist in Tab. 15 dargestellt. Die Flussrate betragt
0,4 mL/min.

Tab. 15: Gradient flir die chromatographische Trennung hydrolysierter und reduktiv aminierter MGX.

) ) ] Anteil Eluent A Anteil Eluent B Anteil Eluent C
Retentionszeit [min]

[%0] [%0] [%0]
0 92,5 75 0
30 92,5 75 0
75 40,0 60,0 0
100 40,0 60,0 0

105 0 0 100

135 0 0 100
140 92,5 75 0
150 92,5 75 0

« Fur die Detektion der Standards 2-AA und 4-AA wird die Wellenlange
A=309nm und fur die Detektion der reduktiv aminierten Analyten die

Wellenlange A = 328 nm gewahlt.
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Tab. 16: Retentionszeiten relevanter Verbindungen fur die Analyse von MGX.

Verbindung Retentionszeit [min]
4-AA 13,3
Xylose 22,8
Galactose 24,1
Glucose 25,2
Arabinose 27,1
2-AA 30,9

meGIcA- Xs 49,8 + 52,8

meGIcA-X 53,9
meGIcA-X; 60,1
meGIcA 70,9
Galacturonséaure 75,7
Glucuronséure 83,6

« Aus den PFV von 2-AA zu 4-AA der Standardlésungen wird eine Kalibriergerade

in Abhangigkeit der Konzentration erstellt. Anhand der Geradengleichung kénnen

die Konzentrationen der einzelnen Verbindungen in den Proben ermittelt werden.

. Die quantitative Auswertung erfolgt Uber die Ermittlung der Peakflachen-

verhaltnisse (PFV) von den reduktiv aminierten Analyten zu 4-AA.
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Vorschrift - Analytik von Zellstoffen und Biomasse
Hydrolyse

Es werden 100 mg der Probe exakt in ein kurzes Reagenzglas (Reaktionsgefal)
eingewogen und mit 1 mL einer 72%igen Schwefelsdure versetzt.

Bei 30°C wird dieser Ansatz fir exakt 60 min hydrolysiert. Die Probe kann dabei
hin und wieder mit einem Glasstab vorsichtig gegen die Glaswand des
ReaktionsgefaRes gerieben werden, um eine gleichmaRige Benetzung mit der
Séure zu gewabhrleisten.

Diese Vorhydrolyse wird durch Zugabe von 3 mL Wasser (dest.) gestoppt.

Mit 25 mL Wasser (dest.) wird die Probe quantitativ in einen 50 mL Messkolben
Uberfihrt und mit einer ,,Nachtmiitze* lose verschlossen.

Der Temperaturfihler des Autoklaven muss in einen 50 mL Messkolben mit
29 mL Wasser gegeben werden. Die Probe wird im Autoklaven bei 120°C fiir
30 min und einem Druck von 1,2 bar hydrolysiert.

Nach dem Abkiihlen wird der Maltkolben bis zum Eichstrich aufgeftillt.
Vorhandener Rickstand wird mit einer zuvor getrockneten und ausgewogenen
G4-Sinterglasfritte aus den Hydrolysaten abgetrennt und nach Trocknung exakt

ausgewogen.

Fallung des Sulfats

5 mL des Hydrolysats werden in ein Kunststoff-Zentrifugenréhrchen gegeben
und mit 10 mL einer Lésung von Ba(OH), x 8H,0 in Wasser (dest.) mit dem
Gehalt B =40 g/L versetzt. Das Ba(OH), x 8H,O wird mdglicherweise nicht
komplett gelost.

Die Zentrifugenrohrchen werden mit der erhaltenen weien Suspension fur 30 s
auf einem Vortex-Schittler gemischt und anschlieBend fir 5 min bei
20 000 U/min zentrifugiert (Sorvall-RC5Cplus; Rotor: SS-34). Die Temperatur in
der Zentrifuge wird dabei auf 4°C eingestellt.

Das Zentrifugat wird durch einen Glastrichter langsam in einen 20 mL
Malkolben dekantiert.
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Der Rickstand wird 3x mit je 1 mL Wasser (dest.) versetzt, 30 s auf dem Vortex
geschuttelt und wie beschrieben zentrifugiert. Alle Zentrifugate werden im
gleichen 20 mL Mal3kolben gesammelt.

Die vereinigten Losungen werden im 20 mL MaRkolben bis zum Eichstrich mit

Wasser (dest.) aufgefilit.

A 2.3 Enzymatische Hydrolyse

Die enzymatische Hydrolyse kann alternativ zur sauren Hydrolyse fir Zellstoffe

angewandt werden. Dabei entfallt der Schritt A 2.2 der Sulfatfallung. Die enzymatische

Hydrolyse vor allem fur die Bestimmung von meGIcA in Zellstoffen geeignet.

100 mg der geflufften Zellstoffe werden in 250 mL Duranglas-GefaRen
eingewogen

Die Proben werden in 100 mL Ammoniumacetatpuffer (pH 4,8) suspendiert
Hinzu werden 300 pL Cellic-C Tec 2 (Cellulase-Komplex mit Filterpapier-
aktivitat von 101 FPU/mL; Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danemark) und 50 pL
Novozymes 188 (B-Glucusidase mit einer Aktivitit von 227 CBU/mL;
Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danemark)

Die Hydrolysen werden fir 72 h bei 45°C auf einem Rollmischer durchgefiihrt
Nach Abschluss werden die GeféaRRe fur 5 min in kochendes Wasser gegeben um
die Enzyme zu denaturieren

Vorhandener Rickstand wird mit einer zuvor getrockneten und ausgewogenen
G4-Sinterglasfritte aus den Hydrolysaten abgetrennt und nach Trocknung exakt

ausgewogen.

A 2.4 Reduktive Aminierung

Folgende Losungen werden vor der reduktiven Aminierung frisch hergestellt:

2-Aminobenzoesdure (2-AA, Anthranilsdure): in einem 25 mL MalRkolben
werden 100 mg 2-AA eingewogen und der MaRkolben mit Methanol bis zum

Eichstrich aufgefulit.
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4-Aminobenzoesdure (4-AA): in einem 25 mL Mal3kolben werden 50 mg 4-AA
eingewogen und der Malkolben mit Methanol bis zum Eichstrich aufgefilit.
2-Picolinboran Komplex (2-PB): in einem Glasvial (1,5 mL) werden 42,8 mg
2-PB eingewogen und der Maltkolben mit 1 mL Methanol aufgefullt.

=>» Die so angesetzten Losungen reichen fur die reduktive Aminierung von etwa 18

Hydrolysaten.

Durchfiihrung

Je 500 pL der hydrolysierten und entsalzten Proben werden in Glasreaktoren
(Pierce; 2,0 mL) mit dreieckigen Magnetriihrern gegeben.

Die Proben werden auf 40°C vorgeheizt (entspricht dem oberen roten Bereich der
Temperaturregelung).

Zu den temperierten Proben werden je 200 puL Eisessig und 200 pL der 2-AA-
Losung gegeben.

Die fest verschlossenen Gefalie werden 30 min bei 40°C geriihrt (Stufe 5).

Im Anschluss werden je 50 puL der 2-PB-Lésung zugegeben und die
verschlossenen Gefél3e flir 45 min bei 40°C gerlhrt.

Zu den so erzeugten Losungen werden je 50 pL der 4-AA-Losung als interner
Standard zugegeben.

Die Proben werden im Stickstoff-Strom getrocknet, mit je 1 mL Methanol
versetzt und erneut mit Stickstoff getrocknet.

Durch Zugabe von je 1 mL Wasser (dest.) erhdlt man die Messlosung fir die
chromatographische Messung.

Zur Quantifizierung der Analyten werden zusatzlich Standards fiir eine
Kalibriergerade mit 2-AA angefertigt, die den zu erwartenden Konzentrationen in
den Hydrolysaten entsprechen. Pro mL eines Standards missen vor dem
Auffullen bis zur Eichlinie je 50 pL der 4-AA Ldsung zugegeben werden.
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A 2.5 Chromatographie

Die chromatographische Trennung erfolgt mittels HPAEC auf einer ICS 3000
(Dionex) mit anschlieBender UV-Detektion.
Es werden die Vorsaule CarboPac™ PA200 3 x50 mm und die analytische
Trenns4ule CarboPac™ PA200 3 x 250 mm verwendet.
Vor der Chromatographie wird der Saulenofen auf 30°C temperiert.
Die bendtigten Eluenten fiir Pumpe 1 sind: A — Wasser (bidest.)

B — 1M Natriumacetat in

200 mM NaOH
Fir Eluent B werden 82 g Natriumacetat (NaOAc) in einen 1 L Malkolben
eingewogen und dieser bis etwa 2/3 mit Wasser (bidest.) aufgeftllt. NaOAc 16st
sich sehr gut im Ultraschallbad. Die Lésung wird mit Wasser (bidest.) bis zum
Eichstrich aufgefilit.
Die vorbereiteten Eluenten A und B werden in die daftr vorgesehenen
Vorratsbehalter aus Kunststoff mit einem Fassungsvermdgen von 2 L gegeben.
An Pumpe 2 werden weiterhin die Eluenten A sowie C (200 mM NaOH)
gegeben.
Fur C werden 1979 g Wasser (bidest.) in einen Vorratsbehélter abgewogen.
Um geltste Gase wie CO, zu entfernen, werden die Gefale mit den Eluenten an
die entsprechende Position fiir die Chromatographie gebracht und sprudelnd fiir
15 min mit Helium durchstromt.
Im Anschluss werden zu B 10 ml und zu C 21 ml einer 50%igen NaOH-L&sung
gegeben und die GeféaRe fest verschlossen, sodass sich ein Druck durch das
Helium aufbauen kann.
Fur Pumpe 2 werden isokratische Bedingungen gewahlt mit einem Fluss von
0,2 mL/min und 60% C.
Der Gradient fir Pumpe 1 ist in Tab. 17 dargestellt. Die Flussrate betragt
0,4 mL/min.
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Tab. 17: Gradient fir die chromatographische Messung hydrolysierter und reduktiv aminierter Zellstoffe
und Biomasse.

_ o Anteil Eluent A Anteil Eluent B Anteil Eluent C
Retentionszeit [min]

[%0] [%0] [%0]

0 92,5 75 0,0
35 92,5 75 0,0
95 40,0 60,0 0,0
120 40,0 60,0 0,0
125 0,0 0,0 100,0
155 0,0 0,0 100,0
160 92,5 75 0,0
170 92,5 75 0,0

« FiOr die Detektion der Standards 2-AA und 4-AA wird die Wellenlange
A=309nm und fur die Detektion der reduktiv aminierten Analyten die

Wellenlénge A = 328 nm gewahlt.
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Tab. 18: Retentionszeiten relevanter VVerbindungen fur die Analyse von Zellstoffen und Biomasse.

Verbindung Retentionszeit [min]
2-AA 12,8
Xylose 22,2
Galactose 23,5
Glucose 24.4
Arabinose 26,4
Mannose 28,9
4-AA 30,1
meGIcA-X 69,3
meGIcA 87,5
Galacturonséaure 92,2

« Aus den PFV von 2-AA zu 4-AA der Standardlésungen wird eine Kalibriergerade
in Abhangigkeit der Konzentration erstellt. Anhand der Geradengleichung kénnen
die Konzentrationen der einzelnen Verbindungen in den Proben ermittelt werden.

. Die quantitative Auswertung erfolgt Uber die Ermittlung der Peakflachen-

verhéltnisse (PFV) von den reduktiv aminierten Analyten zu 4-AA.
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Vorschrift - Untersuchung derivatisierter Xylane mittels LC-MS

Diese Vorschrift dient der Ermittlung von Retentionszeiten der derivatisierten

Monomereinheiten nach Hydrolyse. Es handelt sich nicht um ein quantitatives

Verfahren. Die Bedingungen der Probenvorbereitung missen fur jedes Polymer neu

entwickelt werden.

A 3.1 Hydrolyse der Proben

Die Hydrolyse findet in einer Labormikrowelle statt

In ein Teflon-Reaktionsgefa® wird 50 mg des trockenen Probenmaterials
eingewogen

Es werden 4,625 mL Wasser (bidest.) hinzugegeben und die Suspension fir
mindestens 15 min gequollen. Dabei kann das Reaktionsgefa regelmaRig
geschwenkt werden um eine gute Durchmischung zu erreichen.

Im Anschluss werden 0,375 mL Trifluoressigsaure (TFA) zugegeben. Somit
ergibt sich eine TFA-Konzentration von 1 mol/L.

Das Reaktionsgefal? wird zusammen mit dem Kunststoffmantel fest verschlossen
indem es auf dem Drehteller der Mikrowelle befestigt wird. Dieser Drehteller
wird in der Mikrowelle platziert und das Gefall mit der Nummer 1 mit einem
Temperaturfuhler versehen.

Fur die Hydrolyse wird ein Temperaturgradient eingestellt (Tab. 19).

Tab. 19: Temperaturgradient fir die TFA-Hydrolyse derivatisierter Xylane (qualitative Analytik).

Zeit [hh:mm:ss] Temperatur [°C] Leistung [W]
00:00:30 120 1200
00:01:00 120 1200
00:10:00 25 0

Die angegebenen Bedingungen mit dem gewahlten Temperaturgradienten gelten
fur die Bestiickung der Mikrowelle mit 6 Reaktionsgefdlien a 5 mL Volumen. Bei
geringerer Probenanzahl mussen die Gbrigen Reaktionsgefalie mit je 5 mL Wasser
(bidest.) gefullt werden.
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Nach der Hydrolyse wird die Probe in einen 100 mL Rundkolben Uberfiihrt und
das Reaktionsgefall dreimal mit je 5mL Wasser (bidest.) gespilt. Die
Spullésungen werden ebenfalls im gleichen Rundkolben vereinigt.

Die Hydrolysate werden im Rundkolben im Kaltebad bei -20°C eingefroren und
sofort an die Gefriertrocknung angeschlossen

Zwischen Gefriertrocknung und Vakuumpumpe muss unbedingt vorher eine
Séaurefalle mit Kaliumhydroxid eingebaut werden.

Bei einem Druck von rund 0,0010 atm werden die Proben tiber Nacht getrocknet
Die getrockneten Proben werden in 10 mL Wasser (bidest.) aufgenommen.

Nicht geloste Rickstande werden mit zuvor getrockneten und ausgewogenen G4

Sinterglasfritten entfernt und gravimetrisch bestimmt.

A 3.2 Reduktive Aminierung

Folgende Losungen werden vor der reduktiven Aminierung frisch hergestellt:

2-Aminobenzoesaure (2-AA, Anthranilsdure): in einem 25 mL MaRkolben
werden 100 mg 2-AA eingewogen und der MaRkolben mit Methanol bis zum
Eichstrich aufgefilit.

2-Picolinboran Komplex (2-PB): in einem Glasvial (1,5 mL) werden 42,8 mg
2-PB eingewogen und mit 1 mL Methanol aufgefullt.

=>» Die so angesetzten Losungen reichen fir die reduktive Aminierung von etwa 18

Hydrolysaten.

Durchfiihrung

Je 200 pL der hydrolysierten Proben werden in Glasreaktoren (Pierce; 2,0 mL)
mit dreieckigen Magnetrihrern gegeben.

Die Proben werden auf 40°C vorgeheizt (entspricht dem oberen roten Bereich der
Temperaturregelung).

Zu den temperierten Proben werden je 200 puL Eisessig und 500 puL der 2-AA-
LAsung gegeben.

Die fest verschlossenen Gefalie werden 30 min bei 40°C geriihrt (Stufe 5).
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Im Anschluss werden je 50 puL der 2-PB-L6ésung zugegeben und die
verschlossenen Gefél3e flir 45 min bei 40°C ger(hrt.

Die Proben werden im Stickstoff-Strom getrocknet, mit je 1 mL Methanol
versetzt und erneut mit Stickstoff getrocknet.

Durch Zugabe von je 1 mL Wasser (bidest.) erhédlt man die Messlosung flr die

chromatographische Messung.

Chromatographie

Die chromatographische Trennung erfolgt mittels HPLC auf einer Agilent HPLC

1200 mit anschlieBender MS-Detektion.

Es wird die analytische Trennsédule Phenomenex Luna C18 (3 um;

4,6 x 150 mm) verwendet.

Vor der Chromatographie wird der Saulenofen auf 30°C temperiert.

Die benétigten Eluenten sind: A — Wasser (bidest.) + 0,1% Ameisensaure
B — Acetonitril + 0,1% Ameisenséure

Der Gradient ist in Tab. 20 dargestellt. Die Flussrate betragt 0,3 mL/min.
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Tab. 20: Gradient fir die chromatographische Trennung hydrolysierter und reduktiv aminierter
Xylanderivate mittels HPLC-MS.

_ . Anteil Eluent A Anteil Eluent B
Retentionszeit [min]

[%0] [%6]
0 90 10
10 90 10
50 80 20
70 80 20
100 70 30
120 70 30
135 40 60
145 40 60
150 0 100
160 0 100
165 90 10
180 90 10

. Die Detektion nach Chromatographie erfolgt mit dem massenselektiven Detektor
Agilent 6224 ESI-TOF und folgenden Einstellungen: Gas Temperatur 325°C,
drying gas flow 10 L/min, nebulizer gas 15 psig, VCap 400 V, fragmentor voltage
200V, skimmer 65 V, Oct 1 RF Vpp 750 V, mass range 110-3200 m/z und
acquisition rate 1.03 spectra/s.

« FiOr die Darstellung der relevanten Peaks im Chromatogramm miuissen die
monoisotopischen Massen angegeben werden. Diese kénnen mithilfe eines
Online-Rechners ermittelt werden: http://www.Ifd.uci.edu/~gohlke/molmass/

. Es gilt zu beachten, dass die Detektion im positiven MS-Modus stattfindet. Die zu
berechnende Masse der Analyten ist somit um die Masse eines Wasserstoffs
erhoht.

. Die somit ermittelten Retentionszeiten kénnen auf quantitative Messungen mit

Fluoreszensdetektion Ubertragen werden.
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A4

Vorschrift — quantitative Analytik derivatisierter Xylane

Mit dieser Vorschrift kdnnen chemisch modifizierte Xylane quantitativ charakterisiert

werden. Die angegebenen Bedingungen fir die Hydrolyse missen fir neue Derivate der

Polysaccharide gegebenenfalls neu ermittelt werden. Dies beinhaltet die Konzentration

der TFA-LOsung sowie die Quellzeit vor der Hydrolyse. VVor der quantitativen Analytik

muss zundachst die Bestimmung der Retentionszeiten nach A 3 erfolgen.

A 4.1 Hydrolyse der Proben

Die Hydrolyse findet in einer Labormikrowelle statt

In ein Teflon-Reaktionsgefd? wird 50 mg des trockenen Probenmaterials
eingewogen

Es werden 4,625 mL Wasser (bidest.) zugegeben und die Suspension fir
mindestens 15 min (HP-Xylane) bzw. 105 min (HVE-Xylane) gequollen. Dabei
kann das ReaktionsgefaR regelmaRig geschwenkt werden um eine gute
Durchmischung zu erreichen.

Im Anschluss werden 0,375 mL Trifluoressigsaure (TFA) zugegeben. Somit
ergibt sich eine TFA-Konzentration von 1 mol/L.

Das Reaktionsgefal wird zusammen mit dem Kunststoffmantel fest verschlossen
indem es auf dem Drehteller der Mikrowelle befestigt wird. Dieser Drehteller
wird in der Mikrowelle platziert und das Gefall mit der Nummer 1 mit einem
Temperaturfuhler versehen.

Fur die Hydrolyse wird ein Temperaturgradient eingestellt (Tab. 21).

Tab. 21: Temperaturgradient fur die TFA-Hydrolyse derivatisierter Xylane (quantitative Analytik).

Zeit [hh:mm:ss] Temperatur [°C] Leistung [W]
00:01:00 120 1200
00:00:30 120 1200
00:10:00 25 0

Die angegebenen Bedingungen mit dem gewdahlten Temperaturgradienten gelten

fiir die Bestlickung der Mikrowelle mit 6 Reaktionsgefaen & 5 mL Volumen. Bei
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geringerer Probenanzahl mussen die Gbrigen Reaktionsgefalie mit je 5 mL Wasser
(bidest.) gefullt werden.

« Nach der Hydrolyse wird die Probe in einen 100 mL Rundkolben tberfuhrt und
das Reaktionsgefal dreimal mit je 5mL Wasser (bidest.) gespilt. Die
Spullésungen werden ebenfalls im gleichen Rundkolben vereinigt.

« Die Hydrolysate werden im Rundkolben im Kéltebad bei -20°C eingefroren und
sofort an die Gefriertrocknung angeschlossen

« Zwischen Gefriertrocknung und Vakuumpumpe muss unbedingt vorher eine
Séaurefalle mit Kaliumhydroxid eingebaut werden.

« Bei einem Druck von rund 0,0010 atm werden die Proben tiber Nacht getrocknet

« Die getrockneten Proben werden in 10 mL Wasser (bidest.) aufgenommen.

« Nicht geloste Rickstande werden mit zuvor getrockneten und ausgewogenen G4

Sinterglasfritten entfernt und gravimetrisch bestimmt.

A 4.2 Reduktive Aminierung
Folgende Losungen werden vor der reduktiven Aminierung frisch hergestellt:

« 2-Aminobenzoesdure (2-AA, Anthranilsdure): in einem 25 mL Malkolben
werden 100 mg 2-AA eingewogen und der MaRkolben mit Methanol bis zum
Eichstrich aufgefilit.

« 2-Picolinboran Komplex (2-PB): in einem Glasvial (1,5 mL) werden 42,8 mg

2-PB eingewogen und mit 1 mL Methanol aufgefullt.

=> Die so angesetzten Losungen reichen fir die reduktive Aminierung von etwa 18

Hydrolysaten.
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Durchfiihrung

A43

Je 200 pL der hydrolysierten Proben werden in Glasreaktoren (Pierce; 2,0 mL)
mit dreieckigen Magnetrihrern gegeben.

Die Proben werden auf 40°C vorgeheizt (entspricht dem oberen roten Bereich der
Temperaturregelung).

Zu den temperierten Proben werden je 200 puL Eisessig und 500 pL der 2-AA-
Losung gegeben.

Die fest verschlossenen GefaRe werden 30 min bei 40°C gerihrt (Stufe 5).

Im Anschluss werden je 50 puL der 2-PB-L6ésung zugegeben und die
verschlossenen Gefalie flir 45 min bei 40°C gerlhrt.

Die Proben werden im Stickstoff-Strom getrocknet, mit je 1 mL Methanol
versetzt und erneut mit Stickstoff getrocknet.

Durch Zugabe von je 1 mL Wasser (bidest.) erhédlt man die Messlosung flr die
chromatographische Messung.

Zur Quantifizierung der Analyten werden zusatzlich Standards fur eine
Kalibriergerade mit reduktiv aminierter Xylose angefertigt. Die Konzentrationen
der Standards sollen dabei in etwa den zu erwartenden Konzentrationen in den

Hydrolysaten entsprechen.

Chromatographie

Die chromatographische Trennung erfolgt mittels HPLC auf einer Jasco HPLC

mit anschlieBender Fluoreszenz-Detektion.

Es wird die analytische Trennsdule Phenomenex Luna C18 (3 um;

4,6 x 150 mm) verwendet.

Vor der Chromatographie wird der Saulenofen auf 30°C temperiert.

Die benétigten Eluenten sind: A — Wasser (bidest.) + 0,1% Ameisensaure
B — Acetonitril + 0,1% Ameisensaure

Der Gradient ist in Tab. 22 dargestellt. Die Flussrate betragt 0,3 mL/min.
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Tab. 22: Gradient fir die chromatographische Trennung hydrolysierter und reduktiv aminierter
Xylanderivate mittels HPLC-Fluoreszenz.

_ o Anteil Eluent A Anteil Eluent B
Retentionszeit [min]

[%0] [%6]
0 90 10
10 90 10
50 80 20
70 80 20
100 70 30
120 70 30
135 40 60
145 40 60
150 0 100
160 0 100
165 90 10
180 90 10

« Die Detektion erfolgte mit einem Jasco FP-2020 plus Fluoreszenz-Detektor mit
der Absorptionswellenlange Ae =360 nm und der Emissionswellenldnge
Aem =425 nm.

130



Publikationen I — 111

A new method for the quantification of monosaccharides, uronic acids and

oligosaccharides in partially hydrolyzed xylans by HPAEC-UV/VIS

Determination of uronic acids and neutral carbohydrates in pulp and

biomass by hydrolysis, reductive amination and HPAEC-UV

Quantitative investigations of xylose and arabinose substituents in

hydroxypropylated and hydroxyvinylethylated arabinoxylans

131



A new method for the quantification of monosaccharides,
uronic acids and oligosaccharides in partially hydrolyzed
xylans by HPAEC-UV/VIS

Dominic Lorenz, Nicole Erasmy, Youssef Akil, Bodo Saake

Carbohydrate Polymers, 2016, 140, 181-187



Carbohydrate Polymers 140 (2016) 181-187

journal homepage: www.elsevier.com/locate/carbpol

Contents lists available at ScienceDirect

Carbohydrate Polymers

A new method for the quantification of monosaccharides, uronic acids
and oligosaccharides in partially hydrolyzed xylans by HPAEC-UV/VIS

@ CrossMark

Dominic Lorenz?, Nicole ErasmyP®, Youssef Akil?, Bodo Saake®*

a Department of Wood Science, University of Hamburg, Leuschnerstr. 91 b, 21031, Hamburg, Germany
b Thiinen-Insitute of Wood Research, Leuschnerstr. 91 b, 21031, Hamburg, Germany

ARTICLE INFO

Article history:

Received 1 September 2015

Received in revised form 7 December 2015
Accepted 10 December 2015

Available online 17 December 2015

Chemical compounds studied in this article:
2-Aminobenzoic acid (PubChem CID: 227)
Borane-2-picoline (PubChem CID:
16217944)

4-0-Methyl-a-D-glucuronic acid (PubChem
CID: 446874)

ABSTRACT

A new method for the chemical characterization of xylans is presented, to overcome the difficulties in
quantification of 4-O-methyl-a-D-glucuronic acid (meGlcA). In this regard, the hydrolysis behavior of
xylans from beech and birch wood was investigated to obtain the optimum conditions for hydrolysis,
using sulfuric acid. Due to varying linkage strengths and degradation, no general method for complete
hydrolysis can be designed. Therefore, partial hydrolysis was applied, yielding monosaccharides and small
meGIcA containing oligosaccharides. For a new method by HPAEC-UV/VIS, these samples were reduc-
tively aminated by 2-aminobenzoic acid. By quantification of monosaccharides and oligosaccharides, as
well as comparison with borate-HPAEC and '3C NMR-spectroscopy, we revealed that the concentrations
meGIcA are significantly underestimated compared to conventional methods. The detected concentra-
tions are 85.4% (beech) and 76.3% (birch) higher with the new procedure. Furthermore, the quantified
concentrations of xylose were 9.3% (beech) and 6.5% (birch) higher by considering the unhydrolyzed

oligosaccharides as well.
Keywords:
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1. Introduction

One of the major components of plant biomass are hemicel-
luloses, which include xylans as an important constituent. Those
carbohydrates represent essential parts of plant cell walls, and are
therefore relevant for physical stability of plant tissues (Scheller &
Ulvskov, 2010). With regard to the species, tissue type, and plant
development stage xylans differ strongly in chemical composition
of the monosaccharide residues as well as structural properties
i.e. the degree of polymerization (DP) and the degree of substi-
tution (DS) (Ebringerova, 2006). Consequently, detailed chemical
characterization is required, to understand the biological func-
tions and the potential for advanced technical applications of this
biopolymer.

* Corresponding author.
E-mail addresses: dominic.lorenz@uni-hamburg.de (D. Lorenz),
nicole.erasmy@ti.bund.de (N. Erasmy), youssef.akil@uni-hamburg.de (Y. Akil),
bodo.saake@uni-hamburg.de (B. Saake).
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0144-8617/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The most abundant xylan in the secondary cell wall of
dicotyledons, including hardwood plants, is 4-O-methyl-a-
glucurono-D-xylan (MGX) with an average amount of 20-30%.
These heteropolimeric carbohydrates consist of a xylose (Xyl) based
B-(1—4)-glycosidic linked backbone. Some of the Xyl units are
branched with 4-0-methyl-a-D-glucuronic acids (meGIcA) at posi-
tion 2 (Ebringerova & Heinze, 2000). Teleman, Tenkanen, Jacobs,
and Dahlman (2002) investigated MGX from birch and beech
wood and found 4.0 mol% and 4.5 mol% meGIcA, respectively, after
enzymatic hydrolysis. Furthermore, up to 70% of the Xyl units
were found to be O-acetylated (Coughlan & Hazlewood, 1993).
In addition, the presence of several minor compounds such as
arabinose, glucose, galactose, rhamnose, galacturonic acid, glu-
curonic acid and ferulic acid, has been shown previously in xylans
(Garleb, Bourquin, & Fahey, 1989; Mueller-Harvey, Hartley, Harris,
& Curzon, 1986; Pena et al., 2007; Shatalov, Evtuguin, & Pascoal
Neto, 1999). However, it has to be pointed out that the detected
concentrations of specific compounds are intensely effected by the
conditions during MGX isolation, since modifications and partial
degradation are triggered by high temperatures as well as acidic
and alkaline milieu (Ebringerova, Hromadkova, & Heinze, 2005).
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For analytical identification and quantification of the monosac-
charide composition, the polymers need to be hydrolyzed. Due to
easy handling and cheap reagents, hydrolysis with sulfuric acid,
based on the procedure presented by Saeman, Moore, Mitchell, and
Millett (1954), is prevalent besides enzymatic methods and acid
methanolysis (Willfor et al., 2009). However, the intense condi-
tions during the treatment with sulfuric acid cause decarboxylation
of the uronic acids (Leschinsky, 2009). In contrast, there is evi-
dence that the linkage [4-O-me-a-D-GlcpA]-(1—2)-[B-D-Xylp] is
stronger compared to the bonds [3-D-Xylp]-(1—4)-[3-D-Xylp] of
the Xyl backbone and hydrolysis occurs incomplete (De Ruiter,
Schols, Voragen, & Rombouts, 1992; Tenkanen, Hausalo, Siika-aho,
Buchert, & Viikari, 1995). As a result, meGlcA and Xyl containing
oligosaccharides are supposed to remain unhydrolyzed and thus,
the determined concentrations of these components are underes-
timated.

The first quantitative method for the analysis of uronic acids,
via photometric measurement, was established by Dische (1947).
Though, several improvements have been made in the following
years, no specific compounds could be determined out of a mix-
ture of uronic acids by these colorimetric assays (Blumenkrantz
& Asboe-Hansen, 1973; Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991; van den
Hoogen et al., 1998). Nowadays, high performance anion exchange
chromatography coupled with pulsed amperometric detection
(HPAEC-PAD) is commonly used for the analysis of uronic acids
as well as neutral carbohydrates. The PAD shows high sensitiv-
ity for the detection of carbohydrates; however, it provides no
molar detector response, so standards of each analyzed structure
must be provided for quantitative determinations (Davis, 1998; Lee,
1996; Manns, Deutschle, Saake, & Meyer, 2014). Furthermore, the
presence of sulfate ions, which are introduced during hydrolysis,
influences the chromatographic separation. Though, the removal
of sulfate prior to chromatography can be realized by ion exchange
columns or precipitation by Ba(OH),, it is reported that both clean-
up steps are not suitable for uronic acids, since these structures
would be removed as well, due to the negative charge (Quigley &
Englyst, 1992). For carbohydrate analysis, borate complex anion
exchange chromatography (borate-HPAEC) can be used; however,
this method is only suitable for monosaccharides and meGIcA, not
for GlcA and GalA. The benefit of this analytical approach is the low
expenditure of time and work during sample preparation, since the
hydrolysates can be analyzed without the prior removal of sulfate
(Sinner & Puls, 1978; Sinner, Simatupang, & Dietrichs, 1975; Willfor
et al., 2009).

Due to the lack of pure commercially available standards, GIcA is
usually used for the quantification of meGlcA for all of the presented
methods. However, Chong et al. (2013) recently investigated the
effect of this quantification procedure by gas chromatography and
showed that this handling results in an underestimation of meGIcA
by 30%. Furthermore, they revealed that the peak area of meGIcA
is only 31% compared to that of GlcA by injecting the same amount
in a HPAEC-PAD instrument. They concluded that only authentic
standards of meGlcA should be used for exact quantification, but
these need to be prepared during a complex process.

For HPAEC a suitable alternative is UV-detection. Since carbohy-
drates have no chromophores and show no specific UV-absorption,
the analytes must be derivatized prior to determination (Harvey,
2011). The most commonly used technique for this purpose is
the reductive amination of the reducing terminal. Many tags such
as 1-naphthylamine (Rakete & Glomb, 2013), 2-aminobenzamide
(Bigge et al., 1995), and procaine (Takao et al., 1996) have already
been introduced for this reaction. However, 2-aminobenzoic acid
(2-AA), also named anthranilic acid, is the most frequently used
labeling reagent. The good recoveries of the reaction are caused
by the carboxyl group in the direct chemical environment, which
stabilizes the intermediate product (Anumula, 2014). In most

studies the reduction of this intermediate was carried out by
sodium cyanoborohydride, as first published by Borch, Bernstein,
and Durst (1971); however, the high toxicity causes difficulties
in reaction handling. The procedure presented by Unterieser and
Mischnick (2011), with 2-picoline-borane complex as reducing
reagent, is a nontoxic alternative to the conventional used methods.

This work deals with the detailed investigation of a new analyt-
ical strategy for the quantitative determination of meGIcA, meGIcA
containing oligosaccharides, as well as monosaccharides. There-
fore, the isolated MGX of beech and birch wood were partially
hydrolyzed by sulfuric acid, labeled by 2-AA and analyzed by a new
HPAEC-UV/VIS procedure. Furthermore, the properties of meGIlcA
and Xyl, during hydrolysis with sulfuric acid, are investigated.
Therefore, the concentrations of meGlcA and the monosaccha-
ride residues in beech and birch wood MGX were determined via
standard borate-HPAEC. These results were compared with the
molar ratios of Xyl:meGlcA, obtained by 13C NMR-spectroscopy.
The applied methods were statistically validated by determination
of characteristic parameters such as the limit of detection (LOD),
the limit of quantification (LOQ), and the coefficient of variation
(Cov).

2. Materials and methods
2.1. MGX preparation

3 kg of milled beech wood was delignified with a solution of
sodium chlorite (45¢g/L; Roth) and acetic acid (ChemSolute) to
adjust a pH of 4.0. After 400 h, the suspension has been filtrated
and the xylan was extracted by KOH (10%) for 1 h at 25 °C. The xylan
was precipitated by a mixture of MeOH/water (60/40 wt%/wt%) and
subsequently dried. The molar weights (M) and the dispersities
(D) were determined according to Janzon, Puls, Bohn, Potthast, and
Saake (2008): (My =19100g/mol, D=1.5).

Birch xylan was purchased by Karl Roth GmbH (charge no.
32360219) (My = 7900 g/mol, D=1.8).

2.2. meGlIcA containing standards

The standards for peak identification in the chromatograms
were obtained according to Cavagna, Deger, and Puls (1984) and
Puls, Borchmann, Gottschalk, and Wiegel (1988). These standards
are: 4-0O-methyl-a-D-glucuronic acid (meGlcA), 2-0-(4-O-methyl-
a-D-glucuronic acid)-xylose (meGlcA-X), 2-0-(4-0O-methyl-a-D-
glucuronic acid)-xylobiose (meGlcA-X;), and 2-0-(4-O-methyl-a-
D-glucuronic acid)-xylotriose (meGlcA-X3). In short: the standards
have been obtained after partial hydrolysis (90°C, 15h) of larch
wood xylan by sulfuric acid (0.125 M). The acidic sugars were sep-
arated from the neutral structures by a Dowex 1-X4 ion-exchange
resin and the uronic acid containing carbohydrates subsequently
separated by gel-permeation chromatography on Sephadex G-15.
Structural identification was performed by NMR-analysis.

2.3. Hydprolysis of polysaccharides

MGX from beech and birch wood were hydrolyzed by two dif-
ferent methods. For 1-stage acid hydrolysis 100 mg of the dried
material was suspended in 8 ml water. 2 ml sulfuric acid (0.5M;
Roth) was added and the samples were autoclaved (Systec VX-75)
for 40 min at 120°C and 0.12 MPa.

To investigate the hydrolysis behavior of meGlcA and Xyl, the
xylans were treated by a 2-stage acid hydrolysis. 2 ml sulfuric acid
(72%, Fisher Scientific) were added to 200 mg of the dried matter.
The xylans were suspended and pre-hydrolyzed at 30 °C. After 1h,
the hydrolysis was stopped by addition of 6 ml water. The suspen-
sions were transferred with 50 ml water into volumetric flasks and
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the samples have been post-hydrolyzed by autoclave at 120°C and
0.12 MPa for 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, and 90 min.

The hydrolysis products from both methods were filtered over
a G4 sinter glass frit, the residues washed with distilled water,
dried at 105 °C and determined gravimetrically. The filtrates of both
hydrolysis procedures have been used for further analytical inves-
tigations. All samples have been hydrolyzed for three times and the
respective averages are displayed in Section 3.

2.4. Reductive amination

Prior to reductive amination, sulfate was precipitated by addi-
tion of an equimolar amount of Ba(OH),. BaSO, was removed
by centrifugation for 5min at 20,000 rpm (Sorvall RC 5C plus).
The residues were washed with water and centrifugated - this
clean-up procedure was repeated for three times. For reductive
amination the samples were treated according to Mischnick et al.
(2013). Heating and continuous stirring was realized by Reacti-
Therm III (Pierce). The obtained solutions have been diluted by
200mM sodium hydroxide (Fluka Analytical). For instrumental
analysis 50wl of a solution with 4-aminobenzoic acid (4-AB)
(Sigma-Aldrich) in methanol (2 mg/ml) was added as internal
standard.

2.5. HPAEC-UV/VIS analysis

Chromatograms were obtained using the HPAEC-system
ICS 3000 from Dionex. For chromatography the guard col-
umn CarboPac™ PA200 3 x50mm and the analytical column
CarboPac™ PA200 3 x 250 mm, both from Dionex, were used. The
chromatographic separation was carried out at 30°C and with a
flow rate of 0.4 ml/min. Two eluents were used: one with deionized
water (A) and the other one with 1M sodium acetate in 200 mM
sodium hydroxide (B). Ion exchange columns were equilibrated
with 7.5% of eluent B for 15 min. After injection of the samples
(10 1) the separation was performed with a rate of 7.5% B for
30 min, which was subsequently increased to 60% within 45 min.
This rate was kept constant for further 25 min. Afterwards the
chromatographic columns were conditioned with 200 mM sodium
hydroxide for 30 min and equilibrated with 7.5% B for the next mea-
surement. The detection was performed by a diode array detector
of the ICS-series from Dionex and with the wavelengths A =309 nm
for 2-AA and the internal standard 4-AB as well as A =328 nm for
reductively aminated analytes.

2.6. Borate-HPAEC analysis

Dionex Ultimate 3000 and anion exchange resin MCL Gel
CAO8F (Mitsubishi Chemical), in a column with the dimensions
5 x 120 mm (Omnifit) (packed at 65°C), was used for chromato-
graphic separation. The mobile phase consisted of two potassium
tetraborate/boric acid-buffers in water: 0.3 M (C; pH 8.6) and 0.9 M
(D; pH 9.5). Separation was performed at 65°C with a flow rate
of 0.7 ml/min. The elution program started with 90% C and 10% D
and changed to 10% C and 90% D within 35 min. This rate was kept
constant for 8 min and changed back to 90% C and 10% D within
7 min. Prior to detection, a post-column derivatization by Cu-
bicinchoninate (0.35 ml/min) was applied at 105 °Cin a Teflon® coil
of 30 m length and 0.3 mm diameter. The analytes were detected
at 560 nm via UV/VIS-detection.

2.7. 13C NMR-spectroscopy
NMR-spectroscopy was performed on a Bruker Avance III

HD 400 MHz instrument. For quantitative 13C NMR-spectroscopy
80-100 mg of the samples were dissolved at 80 °C in 1 ml DMSO-dg

Table 1
13C NMR-spectra of birch-MGX and beech-MGX. The integrals of the Clxy, signals
were set at 100%.

Signal Chemical shift [ppm] | - beech [ - birch
Clyyi 101.5 100 100
c1 meGIcA 97.5 7.5 5.9

(99.8%, Deutero). As relaxation agent 6 mg chromium(IIIl) acetyl-
acetonate were added. Spectra were acquired with inverse-gated
decoupling Puls-sequence at 80 °C, with an acquisition time of 1.4 s
and a delay between scans of 2.5 s. For each spectrum 20,000 scans
were collected.

2.8. Statistical verification

The parameters limit of detection (LOD), limit of quantifica-
tion (LOQ) and the coefficient of variation (COV) were calculated
according to DIN 32645 (2008). In short: LOD=3.SD/s-Fp and
LOQ=10-SD/s - Fp with SD for the standard deviation of the overall
blank, s for the slope of the linear calibration curve (withn=10)and
Fp for the dilution factor. Furthermore, we calculated the coefficient
of variation by COV=SD/u - 100 and with u for the mean.

3. Results and discussion
3.1. 13C NMR-measurements

In order to investigate the molar ratios of the main components
Xyl:meGlcA, 13C NMR-spectra of beech and birch wood MGX were
applied (Table 1). The exact quantification of the monosaccharide
units by NMR-analysis is inappropriate, due to high standard devi-
ations. However, it is a suitable option to determine the ratios of
specific components within one measurement.

The signals were identified according to Daus et al. (2011) and
Simkovic, Gedeon, Uhliarikova, Mendichi, and Kirschnerova (2011).
Clyy caused a signal splitting that indicates Xyl units which are
branched by meGIcA. Evaluation of the integrated C1-signals of Xyl
and meGIcA showed ratios of 7.5 mol% and 5.9 mol% for beech and
birch MGX, respectively. The corresponding 13C NMR-spectra are
shown in the supplementary data (A).

3.2. Investigation of hydrolysis specificity

To preserve carbohydrates from degradation, gentle hydrolysis
conditions are indispensable. The highest amounts of Xyl, detected
by borate-HPAEC analysis, were found by 1-stage hydrolysis and
autoclaving the samples for 40 min - 67.3g/100¢g in beech wood
MGX and 76.6g/100 g in birch wood MGX. However, the concen-
trations of meGIcA were underestimated significantly compared
to 13C NMR-analysis, since only 0.8 mol% were detected in beech
wood MGX and 1.0 mol% in birch wood MGX. All further calcula-
tions of the molar ratios of meGlcA and Xyl were referred to these
maximum concentrations of Xyl which are set to 100 mol%.

To obtain complete cleavage of meGlcA from the Xyl back-
bone, hydrolysis conditions needed to be intensified and optimized.
Therefore, 2-stage hydrolysis was applied and durations of post-
hydrolysis varied from 20 to 90 min. The amounts of Xyl decreased
continuously, from 94.9 mol% (20 min) to 85.1 mol% (90 min) for
beech wood MGX and from 96.8 mol% (20min) to 87.5mol%
(90 min) for birch wood MGX. In contrast, the detected concentra-
tions of meGIcA increased within short hydrolysis times for both
investigated xylans. In beech wood MGX 2.6 mol% meGIcA were
detected after 20 min of 2-stage hydrolysis. This concentration rose
with elongating durations and reached its maximum after 70 min
(4.1 mol%). With hydrolysis times up to 90 min the detected content
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Fig. 1. Molar percentage of Xyl and meGlIcA in beech and birch wood MGX after 2-
stage hydrolysis and varying post-hydrolysis times. The maximum concentrations of
Xyl, detected after 1-stage hydrolysis for 40 min, were used as reference (100 mol%).

decreased to 3.9 mol%. In birch wood MGX the amount of meGIcA
increased from 2.9 mol% after 20 min, reached its maximum after
80 min (3.8 mol%) and stagnated until 90 min (Fig. 1). We com-
pared these results with the findings obtained via 13C NMR-analysis
and found that the maximum meGIcA concentrations, detected via
borate-HPAEC, were only 55% for beech and 64% for birch wood
MGX related to '3C NMR-measurements.

The increasing meGIcA concentration in both samples illustrates
the strong linkage of meGIcA to the Xyl backbone, since intense
conditions are required for complete cleavage. In addition, the
degradation of meGIcA is observable in beech wood MGX, due to
the decreasing concentration of meGIcA. Furthermore, the maxima
of meGIcA were reached after different hydrolysis times, according
to the source of MGX. That leads to the conclusion that specific
conditions for each xylan are required. With the comparison to
13C NMR-spectroscopy, it is noticeable that degradation of meGIcA
is relevant even at less drastic conditions. Furthermore, the con-
centrations of Xyl were strongly affected by intense hydrolysis.
Compared to the Xyl content, determined after 1-stage hydrolysis,
only 88% were found in beech wood MGX and 90% in birch wood
MGX at the particular maxima of meGIcA. Accordingly, the hydrol-
ysis conditions, required for optimal Xyl and meGlcA yields, cannot
be harmonized.

Thus, a new analytical method is introduced that combines gen-
tle acid hydrolysis with identification and quantification of the
remaining meGlcA-related oligosaccharides.

3.3. Detailed characterization by HPAEC-UV/VIS

The selected monosaccharides and oligosaccharides, relevant
for the investigation of hydrolyzed MGX, were reductively ami-
nated and analyzed by HPAEC-UV/VIS to determine the retention
time of each compound (Table 2). To prove that labeling of these
carbohydrates proceeded quantitatively, the recovery rates were
calculated. Therefore, standards of each investigated carbohydrate
have been reductively aminated by 2-AA and analyzed by the
presented HPAEC-UV/VIS method. The concentrations of all sub-
stances were determined by using 2-AA as an external standard.
For calculation of the recoveries, the analyzed concentrations were
referred to the actual amounts of the carbohydrate standards. A
chromatogram of these carbohydrate standards is attached to the
supporting information (B).

Table 2
Retention times and recovery rates of selected carbohydrates. Two isomers needed
to be considered for meGlcA-X3, thus there are two retention times mentioned.

Carbohydrate Retention time [min] Recovery rate [%]
Xylose 22.8 959 + 1.7
Galactose 24.1 100.7 + 2.6
Glucose 25.2 959 + 1.7
Arabinose 27.1 102.6 + 3.1
meGIcA-Xs3 49.8+52.8 69.2 £ 3.6
meGIcA-X 53.9 109.9 + 3.6
meGIcA-X; 60.1 104.0 + 3.0
meGIcA 70.9 943 +£5.0
Galacturonic acid 75.7 98.1 £34
Glucuronic acid 83.6 103.0 + 3.2

All relevant carbohydrates could be introduced into the new
chromatographic method. The monosaccharide mannose coeluted
with the labeling reagent 2-AA and could not be integrated in this
procedure. This could cause challenges when analyzing samples
that contain the hemicellulose glucomannan, which mainly affects
xylans from softwood plants. However, the analysis of xylans from
hardwood plants is not influenced. The recovery rates of all com-
pounds, except of meGlcA-Xs3, varied between 94.3 and 109.9%;
the confidences between 1.7 and 5.0%. Only the recovery rate of
meGIcA-X3 (69.2%) is reduced, compared to the other carbohy-
drates (Table 2). This observation can be explained due to less
intense reactivity during reductive amination, based on larger
molecule size.

Since the investigated meGIcA containing oligosaccharides are
obtained after sulfuric acid hydrolysis, several isomers might occur
for each structural compound. For the trisaccharide meGIcA-X,,
two isomers need to be considered. However, the isomer 2’-0-(4-0-
methyl-a-D-glucosyluronic acid)xylobiose, with meGIlcA attached
to the non-reducing xylose unit, is the dominating compound with
an occurrence of 97%, as published previously (Cavagna, Deger, &
Puls, 1984). Accordingly, this particular linkage between Xyl units
with an attached meGlcA shows an increased strength compared to
the linkages between two unsubstituted Xyl units. Thus, only this
structure was considered during the analysis. For the carbohydrate
meGIcA-X3, three possible isomers need to be investigated. How-
ever, only two relevant peaks were detected in the chromatogram.
Referring to the mentioned linkage strength effects observed for
meGIcA-X,, these structures might be the isomers with meGIcA
linked to the non-reducing terminal Xyl as well as to the interme-
diate Xyl unit.

Since there is no significant variation of the recoveries between
acidic and neutral structures, the postulated negative effect of
sulfate precipitation by Ba(OH), could not be confirmed in this
particular case. Thus, the chosen conditions for derivatization are
suitable for quantification of these relevant carbohydrates with the
exception of meGlcA-Xs3.

The MGX’s of beech and birch wood were treated by gen-
tle 1-stage hydrolysis and 2-stage hydrolysis with the respective
duration at which the maxima of meGlcA were detected by borate-
HPAEC. These samples were desulfated, reductively aminated and
analyzed by HPAEC-UV/VIS. The differences in presence as well as
concentration of the monosaccharides, oligosaccharides and uronic
acids are observable in both analytes (Fig. 2).

After 1-stage hydrolysis the monomers xylose, galactose, glu-
cose, arabinose, and meGIcA as well as the disaccharide meGlcA-X
and the trisaccharide meGlcA-X, were detected in both MGX’s.
Besides the mentioned strong linkage of meGIcA to Xyl, which
resulted in incomplete cleavage and the remainder meGIcA-X, sig-
nificant amounts of meGIlcA-X; were identified in the hydrolysates
after gentle hydrolysis conditions. The oligomer meGIcA-X3 was
not detected in either of the samples. After 70 min (beech) and
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Fig. 2. HPAEC-UV/VIS-chromatograms of hydrolyzed and reductively aminated beech and birch wood MGX, detected at A = 328 nm. 1-stage hydrolyzed samples are compared
with 2-stage hydrolyzed, with the post-hydrolysis conditions for which the highest amounts of meGlcA were detected. Following substances have been identified: 1 - 4-AB
(internal standard); 2 - xylose; 3 — galactose; 4 - glucose; 5 - arabinose; 6 - 2-AA (UV-label); 7 - meGIcA-X; 8 - meGIcA-X;; 9 - meGIcA.

80 min (birch) of 2-stage hydrolysis, the detected concentrations of
the monosaccharides decreased due to degradation. Furthermore,
the amount of meGIcA-X was reduced, whereas no meGIlcA-X,
could be detected anymore. In return, the yielded concentra-
tions of meGIcA increased due to further fragmentation of the
oligosaccharides. After 2-stage hydrolysis further unknown peaks
appeared, mainly at retention times between 50 and 57 min. This
is an additional indicator for uncontrolled degradation during
intense hydrolysis conditions. Though, the maximum of meGIcA
was detected at the chosen conditions, hydrolysis was still incom-
plete, since small amounts of the disaccharide remained.

For complete quantification of the monosaccharide compo-
sition, the 1-stage hydrolyzed MGX were analyzed. Since the
UV-label is the only structure component with a specific UV-
absorption at the investigated wavelength (A =328 nm), the applied
UV-detector provides a molar detector response. Thus, any labeled
carbohydrates with identical molar amounts, result in peaks with
the same peak areas. Furthermore, all carbohydrates can be quan-
tified by using only 2-AA as standard. In order to minimize errors,
caused by the HPAEC-UV/VIS instrument, 50 .l of the internal
standard 4-AB were added to the analyte solutions and to the 2-
AA-standards, prior to chromatography. The detected peak areas
of the carbohydrates and of 2-AA have been referred to those of

4-AB. With the mentioned external calibration by 2-AA, the molar
amounts of the carbohydrates were determined. This procedure
can also be used for the quantification of both monosaccharides
out of the unhydrolyzed oligosaccharides. Since the trisaccharide
meGIcA-X, contains two units of Xyl (n=2), the molar amount of
meGIcA-X; was considered twice for the determination of the Xyl
concentration. For the comparison of the quantified amounts of Xyl
and meGlcAto the data obtained by NMR-spectroscopy, all detected
concentrations were referred to the total amount of Xyl, which was
set to 100% (Fig. 3).

By taking the additional amounts of the remaining oligosac-
charides into account, the determined concentrations of Xyl were
9.3% higher for beech and 6.5% higher for birch MGX compared
to the quantified monomers. Based on these results, the molar
ratios of Xyl:meGIcA were calculated. The direct quantification of
meGIcA yielded an amount of 1.2 mol% and 1.5 mol% for beech and
birch, respectively. The largest fraction of meGlcA was quantified
out of meGlcA-X - 6.2 mol% in beech and 3.8 mol% in birch MGX,
respectively. Still, 1.1 mol% and 1.0 mol% of meGlcA were found due
to unhydrolyzed meGIcA-X,. The total molar ratio of meGIlcA:Xyl
added up to 7.6 mol% and 6.7 mol%. These results have been com-
pared to the molar ratios determined by '3C NMR-measurements.
With respect to measurement inaccuracy of NMR and HPAEC
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Fig. 3. Calculated amounts of meGlcA and Xyl after 1-stage hydrolysis and reductive
amination, analyzed via HPAEC-UV/VIS. These results are compared with the molar
ratios of meGlcA:Xyl obtained by 13C NMR-measurements.

Table 3

LOD, LOQ and COV of carbohydrates investigated by borate-HPAEC.
Compound LOD [mg/1] LOQ [mg/1] COV [%]
Arabinose 1.15 3.52 6.02
Xylose 0.22 0.73 1.12
Galactose 0.58 1.88 2.98
Glucose 0.42 1.39 2.01
meGIcA 0.73 234 3.75

Table 4

LOD, LOQ and COV of carbohydrates investigated by HPAEC-UV/VIS.
Compound LOD [mg/l] LOQ [mg/1] COV [%]
Arabinose 0.05 0.15 6.40
Xylose 0.05 0.16 5.60
Galactose 0.06 0.19 6.12
Glucose 0.11 0.33 10.11
meGIcA 0.19 0.58 6.02
meGIcA-X 0.18 0.58 3.47
meGIcA-X2 0.18 0.59 3.67
meGIcA-X3 0.15 047 9.45
GlcA 0.12 0.37 10.64
GalA 0.08 0.26 7.80

analysis, the molar ratios, determined by both methods, are com-
parative for the two xylans. Compared to standard borate-HPAEC
measurements, we detected concentration of meGlcA which are
85.4% higher in beech MGX and 76.3% in birch wood MGX.
Though, the quantification of all carbohydrates can be done
by using only 2-AA as standard, authentic carbohydrates are still
needed for peak identification. However, the requirements to these
substances are less intense in terms of purity and quantity.

3.4. Statistical verification

Both analytical methods, borate-HPAEC and HPAEC-UV/VIS,
were validated by determination of the limit of detection (LOD), the
limit of quantification (LOQ) and the process coefficient of variation
(COV) for the investigated analytes. The results are summarized in
Tables 3 and 4. Both, the LOD and the LOQ were significantly lower
by HPAEC-UV/VIS than by borate-HPAEC. Furthermore, the uronic
acids GlcA and GalA as well as the meGlIcA related oligosaccharides

could not be analyzed by borate-HPAEC. In contrast, the COV were
higher by analysis via HPAEC-UV/VIS, compared to borate-HPAEC,
due to more complex sample preparation prior to measurements.

4. Conclusions

The presented method for the analysis of uronic acids, monosac-
charides and oligosaccharides, by HPAEC-UV/VIS, is a new tool for
the exact quantification of the polysaccharide composition after
partial acid hydrolysis. Since linkage strengths between specific
components are strongly varying, no general method for complete
acid hydrolysis can be designed, while preventing the carbohy-
drates from secondary degradation. By using a gentle partial acid
hydrolysis, we yielded a mixture of monosaccharides, uronic acids
and short oligosaccharides up to a degree of polymerization of 3.
The new presented method was developed to detect and quan-
tify all of these carbohydrate structures by HPAEC-UV/VIS after
reductive amination by 2-AA within one chromatographic mea-
surement. Since the labeled carbohydrates have its UV-absorption
maxima at 328 nm and the investigated carbohydrates show no
UV-activity at this wavelength, all carbohydrates provided a molar
detector response. Thus, all structures could be quantified by using
only 2-AA as a standard. Accordingly, substances with no pure
commercially available standards, such as meGIcA and its oligosac-
charides, can easily be determined. By detection and quantification
of oligosaccharides, we detected significant higher amounts of
meGIcA as well as Xyl compared to direct quantification of these
monosaccharides. Furthermore, the new method is more sensitive
than standard borate-HPAEC, which is illustrated in the consid-
erably lower determined limits of detection and the limits of
quantification. The presented chromatographic method by HPAEC-
UV/VIS can also be applied for the detailed characterization of xylan
containing biomass, technical products as pulp and paper and vari-
ous polysaccharides. However, this requires further investigations
of the specific hydrolysis procedure and the resulted carbohydrate
residues.
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Abstract: The exact quantification of all carbohydrate con-
stituents in wood and pulp is a challenge because of the
various glycosidic linkages of the polysaccharides with dif-
ferent stabilities. The individual detector responses for the
compounds in the hydrolysates additionally complicate
the quantification as pure standards for 4-O-methyl-o-D-
glucuronic acid (meGlcA) and related oligosaccharides
are not commercially available for calibration. In the
present paper, a new analytical procedure is presented,
based on the reductive amination of the carbohydrates
obtained via acidic and enzymatic hydrolysis of the poly-
saccharides before quantification by means of high per-
formance anion exchange chromatography (HPAEC) and
UV-detection. This approach was suitable for the analy-
sis of neutral carbohydrates and uronic acids obtained
via enzymatic hydrolysis from bleached pulps. In the
case of unbleached pulps, the enzymatic hydrolysis was
not complete and unhydrolyzed nano-scaled and micro-
scaled particles remained in the hydrolysates as detected
by dynamic light scattering (DLS) measurements. The new
HPAEC-UV methodology was also applied to kraft pulps
and a sulfite pulp; six different kinds of wood as well as
wheat straw and bagasse. All relevant monosaccharides
and the dimer of meGlIcA and xylose could be detected in
the hydrolysates. Accordingly, significantly higher yields
of meGlcA were found compared to literature data.

Keywords: 2-aminobenzoic acid, anthranilic acid,
biomass, dynamic light scattering, enzymatic hydroly-
sis, HPAEC-UV/VIS, labeling, 4-O-methyl-o-D-glucuronic
acid, particle size, reductive amination, xylan
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Introduction

The traditional production of pulp and paper became a
new impetus by the new biorefinery technologies, with
many of them aiming at hemicelluloses prehydrolysis
and a value added hemicelluloses utilization (Fernando
et al. 2006; Park and Um Byung 2015; Reyes et al. 2015;
Kleen et al. 2016; Lloyd and Murton 2016; Nebreda et al.
2016; Rivas et al. 2016; Roselli et al. 2016; Zhou et al. 2016).
For an optimal process design in these new approaches,
a detailed knowledge about the chemical composition of
the feedstocks is necessary, which is also relevant for new
products such as films and aerogels (Liebner et al. 2012;
Alekhina et al. 2014; Zhao et al. 2016). Lignocellulosic
materials consist of polysaccharides and lignin, while cel-
lulose is the most abundant polymer followed by several
hemicelluloses (xylan, mannan, and galactan) and pectin
(Kacurakova et al. 2000; Ebringerova et al. 2005).

The analysis of the polysaccharide moiety of ligno-
cellulosics and pulps requires a hydrolysis step, which
is usually achieved via hydrolysis with sulfuric acid
(Saeman et al. 1954; Willf6r et al. 2009). It is well known
that a complete hydrolysis into monosaccharides is dif-
ficult to realize due to the side-reactions leading to fur-
fural, 5-hydroxymethyl furfural, formic acid and levulinic
acid (Dahlman et al. 2000; Palmqvist and Hahn-Hagerdal
2000; Pilath et al. 2010; Lorenz et al. 2016). On the other
hand, too gentle conditions result in a partial hydrolysis,
mainly with residual oligosaccharides of 4-O-methyl-o.-D-
glucuronic acid (meGlcA) and xylose. Moreover, xylose
and meGIcA related oligosaccharides in the hydrolysates
are difficult to identify and quantify as such compounds
are not commercially available (Lorenz et al. 2016).

Delignified or steam treated biomass as well as the
application of co-solvent systems enable the hydrolysis by
mild enzymatic procedures, which minimize the structural
modification (Dahlman et al. 2000; Schiitt et al. 2013; Han
et al. 2017). According to Dahlman et al. (2000), the total
determined carbohydrate amounts are between 4.4% and
12.1% higher in case of enzymatic hydrolysis (EH) com-
pared to acid hydrolysis (AH) of pulps. Though EH in com-
bination with fermentation processes for ethanol or biogas
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production is well developed in the meanwhile, there are
still limiting factors detracting from this approach for
quantitative analysis. For example, modification of the
biomass surface after drying (crustification) may prevent
close surface contact with the enzymes. Chemical inter-
actions between lignin, cellulose and xylan may form
complexes not accessible for the enzymes and an incom-
plete hydrolysis is the result (Hendriks and Zeeman 2009;
Penttild et al. 2013).

For the chromatographic separation and quantifica-
tion of the products in the hydrolysates, high performance
anion exchange chromatography (HPAEC), frequently
used in combination with pulsed amperometric detec-
tion (PAD), is an established method (Gullén et al. 2011;
Manns et al. 2014; Anders et al. 2015). PAD is known for
high sensitivity and selectivity for oxidizable molecules,
but its response to various compounds is very differ-
ent. Therefore, PAD detection must be calibrated by
pure standards. This procedure is suitable for most of
the monosaccharides, but its application for meGIcA (or
related oligosaccharides) quantification is aggravated,
because pure standards are not commercially available.
Therefore, these and similar compounds are significantly
underestimated in the course of polysaccharide analysis.

Another analytical method is the depolymerization of
polysaccharides combined with a simultaneous derivatiza-
tion of the produced monomers by acid methanolysis fol-
lowed by GC analysis (Bertaud et al. 2002). This approach
is suitable for pectins and hemicelluloses leading to the
exact quantification of uronic acids, including meGIcA.
However, the method is not appropriate for the hydrolysis
of cellulose in biomass and pulp feedstocks. According to
Willfor et al. (2009), the determined carbohydrate yields
are around 23% for birch kraft pulp and between 33%
and 49% for several other biomass samples, showing the
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incomplete quantification rate. Altaner and Saake (2016)
published data regarding the characterization of lignocel-
lulosics by 'H-NMR spectroscopy. Though less sensitive
than chromatographic procedures, this approach enables
the fast and simultaneous analysis of carbohydrates and
their degradation products such as furfural, 5-hydroxy-
methyl furfural and levulinic acid.

Lorenz et al. (2016) published a new approach for the
analysis of isolated 4-0-methyl-o-glucurono-D-xylans,
where the quantification of acidic oligosaccharides after
partial acid hydrolysis has been described. The essence of
the method is the reductive amination of all carbohydrates
in the hydrolysates, which allows the quantification of the
monomer meGlcA and oligosaccharides of meGlcA linked
to xylose as well as of the other relevant monosaccharides.
One of the appropriate derivatization agents for reductive
amination is 2-aminobenzoic acid (2-AA) (Anumula 2014).
The reduction of the unstable intermediate, which is pro-
duced during the reaction, is usually realized by sodium
cyanoborohydride, as introduced by Borch et al. (1971).
However, this compound is highly toxic. The substitu-
tion of this reducing agent with the non-toxic 2-picoline-
borane complex (Figure 1) is a good alternative (Unterieser
and Mischnick 2011).

The aim of the present study is the adaptation of the
HPAEC-UV analysis to more complex pulp and biomass
samples for a more precise determination of the total
carbohydrate composition via hydrolysis in combination
with the reductive amination. The recovery rates of car-
bohydrates by this approach were determined previously
and the results are summarized in Table 1. The hydrolysis
of pulps should be realized by means of AH and EH and
the cleavage efficiencies should be compared. For com-
parison, pulps will also be analyzed by the established
standard borate-HPAEC.

9!
[e]
NN
OH BH, N\__oH

CH,

Borane-2-picoline complex

N OHH OH oH — NH OHH OH OH
\

H" H OHH 4+ H OHH

2-[(2,3,4,5-tetrahydroxypentyl)Jamino]benzoate

Figure 1: Reductive amination of carbohydrates, using the example of xylose.
The amine compound is anthranilic acid (2-AA), the reducing agent is borane-2-picoline complex.
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Table 1: Recovery rates of carbohydrates after reductive amination
and analysis by HPAEC-UV/VIS, adapted from Lorenz et al. (2016).

Carbohydrate Recovery rate (%)
Xylose 95.9+1.7
Galactose 100.7+2.6
Glucose 95.9+1.7
Arabinose 102.6+3.1
meGlcA-Xyl 109.9£3.6
meGIcA 94.31+5.0
GalA 98.1+3.4
GlcA 103.0+3.2

Materials and methods

Preparation of pulps: The following kraft pulps (KPs) were ana-
lyzed: spruce unbleached KP (Zellstoff Rosenthal, Germany),
spruce bleached (BKP) (Zellstoff Rosenthal, Germany), and beech
unbleached KP (technical plant at Hamburg University, Germany;
T .. 165°C, t 90 min, L:W ratio 4:1, NaOH 20%, Na,S 30%). A bleached
sulfite pulp (BSP) from beech (SAPPI, Stockstadt am Main, Germany)
was also analyzed. The feedstocks were fluffed with a lab mill (A10,
Janke und Kunkel, Staufen im Breisgau, Germany) for 90 s. Remain-
ing alkali from the pulping or bleaching process was removed com-
pletely with a 0.1 M HCl solution and the purified pulps were dried
before further treatment.

Preparation of wood and annual plants: Wood from Picea abies
(L.) H. KARST, Eucalyptus globulus LABILL., Fagus sylvatica L.,
Quercus alba L., Alnus glutinosa (L.) GAERTN., and Populus alba L.
was chopped into chips. The feedstocks wheat straw and bagasse
were shred into 2-3 cm long pieces. The raw materials were dried for
72 h at 45°C. Afterwards, homogeneous matrices were produced by
milling with a swing mill HP-M 100P (Herzog, Osnabriick, Germany)
for 60 s.

Enzymatic hydrolysis (EH): The prepared pulps were submitted to
EH (72 h, 45°C) by addition of 300 ul Cellic-C Tec 2 (cellulase com-
plex with a filter paper activity of 101 FPU ml™; Novozymes A/S,
Bagsvaerd, Denmark) and 50 pl Novozymes 188 (B-glucosidase
with an activity of 227 CBU ml™; Novozymes A/S, Bagsvaerd, Den-
mark) per gram of sample material. The experiments were per-
formed in ammonium acetat (Merck, Darmstadt, Germany) buffer
(pH 4.8).

Two-stage acid hydrolysis (AH): The milled and dried biomass
was hydrolyzed according to Lorenz et al. (2016). In short, 100 mg
of each matter were treated with 1 ml of 72% H,SO, (Honeywell,
Seelze, Germany). The suspensions were conditioned to 30°C
and pre-hydrolyzed for exactly 60 min. This first hydrolysis was
stopped by adding 3 ml of water. After dilution with 25 ml water
(leading to H,SO, conc. of 2.5%), the samples were treated in an
autoclave (Systex VX-75 from Systec GmbH, Linden, Germany) for
30 min at 120°C. The hydrolysis residues were filtrated, washed,
dried and weighed (lignin content); the filtrated solutions were
filled up to 50 ml.

D. Lorenz et al.: Improved sugar analysis via reductive amination =—— 769

Analysis of carbohydrates by borate-HPAEC: Borate-HPAEC was
applied (Lorenz et al. 2016) as the standard procedure.

Analysis of reductively aminated carbohydrates by HPAEC-
UV: Sulfate ions are detrimental for HPAEC-UV analysis and the
sample preparation, thus, 5 ml of each hydrolyzed sample was
mixed with 10 ml Ba(OH), (40 gl”) (Merck Suchardt, Hohenb-
runn, Germany) for sulfate removal. The precipitated BaSO, was
removed after centrifugation and the residue was rinsed with 2 ml
of water three times. The solutions were pooled and water was
added up to a total volume of 25 ml. For UV-detection of carbohy-
drates, the analytes were reductively aminated according to Lor-
enz et al. (2016). Derivatization with 2-aminobenzoic acid (Merck
Suchardt, Hohenbrunn, Germany) was catalyzed with acetic acid
(Fisher Chemical, Loughborough, UK) and reduction was carried
out with 2-picoline borane complex (Aldrich Chemical, Steinheim,
Germany).

Subsequently, the solutions were dried with a N, stream to
remove all volatile compounds, 50 ul of the internal standard
4-aminobenzoic acid (2 gl™) (Aldrich Chemistry, Steinheim, Ger-
many) was added and the residue was dissolved in 1 ml of water.
For chromatographic analysis, 10 ul of each sample was injected
in a HPAEC-system ICS 3000 (Dionex). The system was operated
with a guard column CarboPac™ PA200 3 x50 mm (Dionex) and
an analytical column CarboPac™ PA200 3 x 250 mm (Dionex) and
two eluents, namely deionized water (A) and 1 M sodium acetate
(ChemSolute, Renningen, Germany) in 200 mM NaOH (B) (Fluka
Analytical, Steinheim, Germany). The gradient development was
as follows: 7.5% of B for 30 min—increasing B within 30 min to
60%—keeping constant for 25 min. To clean the system, it was
flushed with 200 mM NaOH for 20 min. The subsequent equili-
bration was done with 7.5% B for 10 min. The flow rate in the sys-
tem was 0.4 ml min™ at 30°C. UV detection occurred at 328 nm
and quantified by means of calibration with 2-AA as an internal
standard (IS), detected at 309 nm. All integrated peak areas are
referred to that of 2-AA as IS. For quantification, the molar masses
of the respective compounds were reduced by the mass of water
and used for the calculations. In this way, the condensed forms
of the saccharides in the polymer were taken into account. One
end-group of each polysaccharide is not included in these calcula-
tions. Referring to the total mass of the polysaccharides, the influ-
ence of one water molecule can be neglected. Based on the general
quantification limits determined previously (Lorenz et al. 2016),
the limits of quantification for the applied conditions were around
0.15% referred to sample dry weight. Coefficients of variation were
between 3% and 10%.

Kappa number (KN): The determination was done according to
TAPPI (1999). If the KN is multiplicated by a factor of 0.13, the Klason
lignin content can be approximated.

Particle size analysis: The distribution of the particle size in the
hydrolysates of EH and AH was determined with a dynamic light
scattering particle size analyzer Horiba LB-550 (Retsch Technology,
Haan, Germany). For this purpose, 1.5 ml of each hydrolysate was
placed in a disposable cuvette (Plastibrand, Brand GmbH, Wertheim,
Germany) and the light-scattering intensity was detected 3 times
for each sample. For graphical reports, the respective means were
calculated.
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Results and discussion

Determination of lignin

The data of acid hydrolysis (AH) with the weight of the
unhydrolysable residues (equivalent to Klason lignin)
are presented in the Tables 1-3. The kappa number (KN)
is a parameter for the oxidizable unsaturated bonds and
thus also for the remaining lignin content in a pulp by
multiplication with the factor 0.13 (TAPPI 1999). In all
the samples, the KN derived lignin contents were less
than those determined based on the hydrolysis residues.
This means that the residues might include further con-
stituents as acid insoluble inorganic matter and extrac-
tives. The KN and AH based lignin contents are listed in
Table 2.

Table 2: Kappa numbers (KN), calculated lignin amounts and
hydrolysis residues of kraft pulps (KP) and a sulfite pulp (SP)
obtained after two-stage sulfuric acid hydrolysis.

Pulp Kappa number Calculated lignin (%)* Hydr. res. (%)
Spruce KP 23.2 3.0 6.4
Spruce BKP 1.7 0.2 0.7
Beech KP 17.2 2.2 2.4
Beech BSP 5.1 0.7 0.7

2KN x 0.13; B refers to bleaching, i.e. to bleached pulps.

Table 3: Analysis of enzymatic and acidic pulp hydrolysates.

DE GRUYTER

Determination of carbohydrates in pulps

Bleached and unbleached pulps were also hydrolyzed by
EH and AH. The subsequent analysis with the conventional
borate-HPAEC and the new HPAEC-UV method resulted
in the data presented in Table 3. The commercial enzyme
mixtures contained significant amounts of fructose and
glucose as well as traces of rhamnose, mannose and
galactose. These carbohydrates were quantified by borate-
HPAEC (data not shown) and offset against the carbohy-
drate content analyzed in pulp samples. In all hydrolysates,
glucose, xylose and mannose were detected. Arabinose
was found in some samples as well as galacturonic acid
and meGIcA. Their yield depends on the natural source,
sample preparation and the kind of analytical measure-
ment. MeGlcA was detected in all EH samples analyzed by
the standard and novel HPAEC approaches. MeGlcA was
only absent in BKPSpruce (borate-HPAEC). As the dimer of
meGIcA and xylose was not detected in any EH samples, it
can be assumed that the applied enzyme mixtures also con-
tained glucuronidase. On the other hand, meGlcA could
be detected in two samples after AH in combination with
the HPAEC-UV approach, indicating a structural degrada-
tion of this compound. KPSpruce contained 0.3% and KP, __
contained 4% meGlcA. Compared to the results of EH, the
degradation rate of meGIcA during AH was between 43%
and 44%. The behavior of meGIcA is in contrast to that
of all neutral carbohydrates, as the amounts determined
in EH treated pulps are generally lower than those in AH

Yields of hydrolysis products (wt%)

Pulp

Method Hydrolysis® Glc Xyl Ara Man GalA meGlcA Resid. Sum
Spruce KP EH 63.8 5.6 n.d. 3.8 0.3 0.7 5.4 79.6
HPAEC-UV AH 74.5 6.7 0.3 5.6 0.3 0.3 6.4 94.1
Spruce KP EH 63.8 5.0 0.3 4.6 n.d. 0.4 5.4 79.5
Borate-HPAEC AH 77.3 6.3 n.d. 6.1 n.d. n.d. 6.4 96.1
Spruce BKP EH 73.6 6.0 n.d. 4.5 n.d. 0.6 5.8 90.5
HPAEC-UV AH 78.0 8.0 0.1 5.0 0.2 n.d. 0.7 92.0
Spruce BKP EH 74.8 6.7 0.3 5.3 n.d. n.d. 5.8 92.9
Borate-HPAEC AH 80.7 7.2 0.5 5.7 n.d. n.d. 0.7 94.8
Beech KP EH 60.1 20.7 n.d. 0.5 1.0 0.9 3.0 86.2
HPAEC-UV AH 65.6 20.2 n.d. 0.4 1.1 0.4 2.4 90.1
Beech KP EH 62.6 18.4 n.d. 0.3 n.d. 0.8 3.0 85.1
Borate-HPAEC AH 65.8 20.8 0.1 0.4 n.d. n.d. 2.4 89.5
Beech BSP EH 73.8 8.7 n.d. 1.0 n.d 0.6 7.2 91.3
HPAEC-UV AH 80.4 8.4 0.2 1.3 0.3 n.d. 0.7 91.3
Beech BSP EH 74.9 9.1 n.d. 1.4 n.d. 0.6 7.2 93.2
Borate-HPAEC AH 82.3 9.5 n.d. 1.6 n.d. n.d. 0.7 94.1

3EH, Enzymatic hydrolysis; AH, acid hydrolysis; KP, unbleached kraft pulp; BKP, bleached kraft pulp; BSP, bleached sulfite pulp; n.d., not
determined. Resid. is the hydrolysis residue. The yields are based on dry material.
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pulps. This observation is different from that of Dahlman
et al. (2000), probably because of differences between the
enzyme mixtures. Both bleached pulps show significantly
more AH residues after enzymatic pretreatment, but this
observation does not apply to unbleached pulps. This is
partly due to the fragmentary enzymatic breakdown of
the polysaccharides. The presence of xylan can addition-
ally hinder the enzymatic hydrolysis of pulps by forming
crystallite structures with cellulose (Dammstrom et al.
2009; Penttild et al. 2013), which is not only affected by the
amount of hemicelluloses but also by the steric orientation
of their polymer chains to each other.

The monosaccharide yields are in the same range,
but altogether the results obtained by borate-HPAEC are
slightly higher. The sum of all total carbohydrate contents
and the hydrolysis residues are in the range of 80%—-95%.
With the exception of I(Pspmce, the cumulative amounts
of AH yields are maximal about 5% higher than those of
EH. This observation is surprising, because in case of an
incomplete cleavage, the missing carbohydrates should
be among the hydrolysis residues. The interpretation is
that a large amount of carbohydrates within the dissolved
polymeric structures are small enough to pass the sinter
glass frits (pore size: 10-16 um) used for filtration of the
hydrolysis residue.

Therefore, dynamic light scattering (DLS) experiments
were performed for the characterization of oligomeric and
polymeric fragments in the hydrolysates (Figure 2). In the
AH hydrolysates, no particles could be observed in the

D. Lorenz et al.: Improved sugar analysis via reductive amination = 771

diameter range of 0.001 pm—-6.000 um. But in case of EH,
particles with varying sizes are seen in three of the enzy-
matically treated samples. These particles might be due
to unhydrolyzed xylan-lignin and xylan-cellulose com-
plexes (Dammstrom et al. 2009; Hendriks and Zeeman
2009). KP hydrolysates contained particles with average
sizes between 0.1 um and 3 um. These pulps also have
significantly lower overall recovery rates compared to the
BKP samples (Table 3). This might be explained by the cir-
cumstance that certain carbohydrate containing particles
could not be analyzed by the HPAEC techniques applied.
Particles with an average size >1 um were detected in
SP,.y While the hydrolysate BKP_ . does not contain
any particles. Accordingly, DLS revealed that EH of pulps
is not quantitative and unhydrolyzed particles may elude
HPAEC quantification.

It can be safely concluded that EH is not appropriate
for more complex matrices such as biomass, though it con-
serves the labile compound meGlcA in pulps. Thus, the
wood and other lignocellulosics in the following section
were analyzed only by AH with subsequent HPAEC-UV
detection.

Determination of carbohydrates in biomass

Figure 3 shows exemplarily the AH analysis by HPAEC-
UV. As visible, a big variety of monosaccharides and
one short oligosaccharide are present. With retention
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Figure 2: Normalized distribution of the particle size, as determined in the filtrates of enzymatic hydrolysis of pulps via dynamic light

scattering (DLS).

The suffix B indicates bleached pulps. If not labeled, the pulps are unbleached.
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Figure 3: Chromatographic separation of reductively aminated carbohydrates in hydrolyzed Picea abies (spruce).
The following peaks have been assigned: (1) 4-aminobenzoic acid (internal standard), (2) xylose, (3) galactose, (4) glucose, (5) arabinose, (6)
mannose, (7) 2-aminobenzoic acid (derivatization agent), (8) meGlcA-xylose, (9) meGlcA, (10) galacturonic acid.

times (RTs) between 20 min and 30 min, the neutral
monosaccharides xylose, galactose, glucose, arabinose
and mannose are detectable. Galactose and glucose are
not baseline separated, which could detract from the
accuracy of the galactose quantification. Acidic carbo-
hydrates eluted with significantly longer RTs (60 min
to 95 min). In this range, the dimer of meGIcA and one
xylose unit (meGlcA-X) and the uronic acids meGlcA and
galacturonic acid are detected. Neutral oligosaccharides
as well as acidic oligosaccharides with higher degrees
of polymerization (DPs) and non-methylated GIcA were
absent in all the samples. The acidic oligosaccharide was
detected at lower RTs than the acidic monosaccharides.
The affinity of anionic compounds for the resin in the
column could explain this finding. With increasing chain
lengths, the overall ionic character, introduced by the
2-AA tag, decreased and accordingly, the corresponding
compound eluted earlier in the chromatogram. Further-
more, several peaks were detected between 60 min and
70 min, which could not be assigned to particular struc-
tures. These signals may be observable due to further
acidic oligosaccharides from pectins or from uronic acid
containing polysaccharides. The HPAEC-UV detectable
polysaccharides are compiled together with literature
data in Table 4.

With the exception of poplar wood, the amounts of
monomeric and dimeric meGlcA are in a ratio around 1:1.
The monomeric glucose is the most abundant hydrolysis
product followed by xylose. Only spruce wood hydrolysate
contains more mannose than xylose. Mannose is origi-
nated from glucomannans, which is a typical marker for
softwoods. While bagasse contains only traces of mannose
(0.4%), this compound was not detected in wheat straw.

The determined amounts of mannose in the remaining
samples were between 1% and 3%. Bagasse and wheat
straw contain the highest amounts of arabinose due to
the high amounts of arabinoxylan in these feedstocks. In
all wood samples, the amounts of arabinose were around
2%; only Populus alba contained more of this pentose
sugar (3.2%). Low contents of galactose were quantified in
alder as well as in poplar wood; in bagasse, the galactose
content was below the detection limit. Relatively constant
amounts of galactose between 1.2% and 1.6% are seen
in the other lignocellulosic materials. The pectin typical
galacturonic acid is detectable in all samples with yields
below 1%. In spruce, this compound amounted to 0.8%.
The cumulative analysis resulted to total yields around
90%, accordingly, a representative moiety the biomass
could be characterized by.

The comparison with literature data, as presented in
Table 3, is difficult because of the differences in raw mate-
rials and the analytical methods. The habitat of the origi-
nal plant and its development stage and tissue type also
influence the results (Ebringerova 2006). The comparison
in Table 3 shows that the sum of meGlcA is higher com-
pared to all reference values. The monomeric yields from
oak and poplar are lower than those from the literature,
probably because of the quantification of the uronic acids
meGlcA, GalA and GIcA and due to different species com-
pared. The galacturonic acid data are not in a systematic
relation to each other. The wheat straw and spruce data
are in good accordance with the literature, but bagasse,
eucalyptus and beech have lower yields than those of
the literature. The literature also reported on the pres-
ence of non-methylated glucuronic acid, which was not
detectable in any of the analyzed materials.
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Table 4: Monosaccharide compositions as detected by HPAEC-UV in comparison with literature data designated in the upper case indices d—h.

Quantitative yields of the products in the hydrolysates (wt%)

meGlcA meGlcA-X X Uronic Sum
Biomass Glc Xyl Ara Man Gal monom. dimer® GalA acids Residue total
Bagasse 40.3 28.8 3.9 0.4 n.d. 0.5 0.5 0.3 1.3 17.9 92.3
Bagasse? 43.1 23.8 1.5 0.3 0.4 0.8 1.2 2.0 23.2 94.3
Wheat straw 35.6 25.1 4.6 n.d. 1.2 0.6 0.6 0.6 1.8 18.9 87.3
Wheat straw® 6.2¢ 24.4 3.4 0.3 1.1 0.9 0.6 1.5 n.d. 36.9¢
Picea abies 41.3 9.4 2.3 10.7 1.2 0.7 0.9 0.8 2.4 25.2 92.2
Picea abies' 39.8 4.9 1.1 10.1 2.8 n.d. 0.6 0.6 29.8 89.1
Eucalyptus globulus 42.6 19.4 1.6 0.8 1.3 1.1 1.2 0.5 2.8 18.0 87.6
Eucalyptus grandis® 46.7 11.5 0.5 1.0 1.2 1.6 1.2 2.8 29.2 92.9
Fagus sylvatica 38.8 20.1 1.8 0.9 1.6 1.0 0.9 0.6 2.5 19.1 86.4
Fagus sylvatica® 37.3 16.5 0.8 1.5 2.2 n.d. 1.1 1.1 24.2 83.6
Quercus alba 31.9 20.0 1.8 1.4 1.2 0.8 0.9 0.4 2.1 28.3 86.7
Quercus falcata® 41.0 19.0 0.4 2.0 0.9 4.5 24.0 91.8
Alnus glutinosa® 36.9 19.7 1.8 1.3 0.5 0.7 0.9 0.4 2.0 271 89.3
Populus alba 46.2 19.4 3.2 2.8 0.6 0.6 1.0 0.4 2.0 19.3 93.4
Populus deltoides® 47.0 15.0 0.6 2.9 1.4 4.8 24.0 95.7

aTotal xylose concentration, c=c

monomer nylase in meGlcA-X?

bconcentration of meGlcA linked in the meGlcA-X dimer; Glc concentration does not

represent the total amount of cellulose; n.d., not determined. Comments to literature data d to h:
dAlves et al. (2010), HPLC-RID. Concentrations of uronic acids were quantified with methanolysis and GC. The amount of GalA represents the

total concentration of GalA and GlcA.
Willfér et al. (2009), by methanolysis and GC.

fAltaner and Saake (2016), by 'H-NMR spectroscopy. Concentrations were quantified as monomers, thus the results indicated in this table

are adapted and calculated as homopolymers.
sPettersen (1984), uronic acids were not specified in detail.
"No data available in the literature.

The determined glucose yields are very similar to liter-
ature values. The only significant discrepancy was seen in
case of wheat straw with 35.6 mg Glc compared to 6.2 mg
per 100 mg reported in the literature. Literature data
are frequently determined via methanolysis and GC, a
method, better suited for hemicelluloses analysis and less
appropriate for cellulose characterization. The amounts
of xylose in the present work are higher than those from
the literature. All concentrations of arabinose were higher
compared to literature data and no systematic differences
concerning mannose and galactose yields are visible.

Conclusions

Reductive amination after two-stage acid hydrolysis and
analysis by HPAEC-UV allows the detection of monomeric
and dimeric meGlIcA. To test the analytical power of this
new approach, softwood and hardwood kraft pulps,
which were also bleached and a sulphite pulp were ana-
lyzed via enzymatic and acid hydrolysis, while the tradi-
tional borate-HPAEC technique served for comparison.

After acid hydrolysis, lower amounts of monomeric
meGlcA were monitored compared to enzymatic cleav-
age, due to secondary degradation reactions in the acidic
medium. But the yields of the other carbohydrates are
higher after acid hydrolysis because of the incomplete
enzymatic hydrolysis. As proved by dynamic-light scatter-
ing measurements, enzymatic hydrolysis releases small
particles into the hydrolysate with sizes between 0.2 um
and 3 pum. Enzymatic hydrolysis is well suited for the
determination of uronic acids. However, further improve-
ments of the enzymatic cleavage protocols are needed for
pulp analysis. Definitively, the performance of enzymatic
hydrolysis in case of more complex biomasses than pulps
is not satisfactory. This is the reason why six softwoods
and hardwoods and wheat straw and bagasse were ana-
lyzed by acid hydrolysis followed by reductive amination
of the hydrolysis products with subsequent HPAEC-UV
analysis. The determined amounts of all neutral carbo-
hydrates are in good accordance with literature data. In
contrast to pulps, a disaccharide of meGlcA and xylose
was detected in hydrolyzed biomass. This resulted in sig-
nificantly higher amounts of meGIcA, referred to the lit-
erature data.
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ABSTRACT

The chemical structures obtained by the modification of arabinoxylans with the cyclic carbonates
propylene carbonate (PC) and 4-vinyl-1,3-dioxolan-2-one (VEC) with varying degrees of substitution
were investigated. Therefore, a new analytical method was developed that is based on a microwave-
assisted hydrolysis of the polysaccharides with trifluoroacetic acid and the reductive amination with
2-aminobenzoic acid. The peak assignment was achieved by HPLC-MS and the carbohydrate derivatives
were quantified by HPLC-fluorescence. The obtained maximum molar substitution of PC-derivatized
xylan (Xpp) was 1.8; the molar substitution of VEC-derivatized xylan (Xuve) was 2.3. Investigations of
xylose and arabinose based mono- and disubstituted derivatives revealed a preferred reaction of the
cyclic carbonates with arabinose. Conversion rates were up to 2.4 times higher for monosubstitution and
up to 3.0 times for disubstitution compared to xylose. Furthermore, the reaction with VEC was preferred
due to higher reactivity of the newly introduced side chains.

4-Vinyl-1,3-dioxolan-2-one (PubChem CID:
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1. Introduction

Polysaccharides are of interest for new technologies based on
renewable materials. Since many of these applications are focused
on the production of cellulose and starch based products, these
technologies often provide a great potential for the isolation of
hemicelluloses as byproducts (Alvira, Tomas-Pejo, Ballesteros, &
Negro, 2010; Abdul Khalil, Bhat, & Ireana Yusra, 2012; Klimek,
Wimmer, Kumar Mishra, & Kadela, 2017; Raghavan & Emekalam,
2001; Weber, Haugaard, Festersen, & Bertelsen, 2002). In grains
like oat and wheat, the predominant fractions of hemicelluloses are
arabionxylans. These biopolymers are characterized by a B-(1 — 4)

Abbreviations: 2-AA, 2-aminobenzoic acid; PC, propylen carbonate; VEC, vinyl
ethylene carbonate, 4-vinyl-1,3-dioxolan-2-one; DS, degree of substitution; Xyup,
hydroxypropylated xylan; Xpve, hydroxyvinylethylated xylan; TFA, trifluoroacetic
acid.
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linked xylopyranosyl backbone which is partly branched with ara-
binofuranosyl units via a-(1 — 3) and a-(1 — 2) glycosidic linkages
(Izydorczyk & Biliaderis, 1995). To gain new chemical properties
of these feedstocks, functionalization of the arabinoxylans is an
appropriate method and therefore the fundament for a big vari-
ety of possible applications such as films and aerogels (Mikkonen
& Tenkanen, 2012; Mikkonen, Parikka, Ghafar, & Tenkanen, 2013;
Parikka et al., 2017). A frequently used type of modification is
the hydroxyalkylation with epoxides (Laine et al., 2013; Mikkonen
et al., 2015) or as recently published with cyclic carbonates as
propylene carbonate (PC) and 4-vinyl-1,3-dioxolan-2-one (VEC)
(AKkil, Lehnen, & Saake, 2016; Akil, Lorenz, Lehnen, & Saake, 2016).
These cyclic carbonates are of increasing interest since they can
be synthesized out of renewable resources. The simplified reaction
pathways of hydroxyalkylation with cyclic carbonates are summa-
rized in Fig. 1.

Since the arabinose substituents are in an exposed position
in the arabinoxylans, these monomer units are highly accessible
for chemical reactions. Accordingly, its analytical consideration is
desirable for the characterization of the end products. The hydroxyl
group derivatization of xylose (2 available OH-groups) and ara-
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Fig. 1. General reaction schemes for the hydroxyalkylation of xylans with propylene carbonate (PC) and vinyl ethylene carbonate (VEC).

binose (3 available OH-groups) yields a high amount of different
carbohydrate structures with plenty of isomers. In addition, the
derivatization with the cyclic carbonates PC and VEC results the
formation of products with a new hydroxyl group, accessible for a
further carbonate. Accordingly, an elongation along the introduced
side chain increases the number of possible pentose structures
(Akil, Lehnen et al., 2016; Akil, Lorenz et al., 2016). An adequate
option for the investigation of hydroxyalkylated xylans is the appli-
cation of NMR-based methods. NMR spectroscopy is appropriate for
the determination of characteristic values as the degree of substi-
tution and the molar substitution (Akil, Lehnen et al., 2016; Akil,
Lorenz et al., 2016; Laine et al., 2013). However, based on the lower
sensitivity compared to chromatographic procedures, compounds
withrelatively small concentrations cannot be displayed in a proper
way and thus the view on these complex polysaccharides can be
limited.

A new analytical approach for the characterization of hydrox-
yalkylated xylans is the hydrolysis of the polysaccharides followed
by reductive amination and chromatographic separation. The
hydrolysis of the derivatized xylans can be achieved with triflu-
oroacetic acid (TFA). Depending on the hydrolysis conditions, the
total cleavage lasts between 1 h and 6 h (Ducatti, Colodi, Gongalves,
Duarte, & Noseda, 2011; Liu, Kisonen, Willfér, Xu, & Vilaplana,
2016; Zhao & Monteiro, 2008). An improvement of this procedure
is the microwave assisted hydrolysis with clearly reduced reac-
tion times. Furthermore, chemical conversions in microwaves are
known for less side reactions, caused by the short exposure to heat
and the direct heating (Kappe, 2004; Zhao & Monteiro, 2008). Due
to the weak acidic character of carbohydrates, an efficient ion-
ization in mass spectrometric methods is hard to realize (Harvey,
2011; Reinhold, Reinhold, & Costello, 1995). Thus, the selective and
sensitive detection of the chemically modified carbohydrates by
MS is hindered. Furthermore, the quantification of the obtained
compounds is difficult, since responses by many usual detection
methods are unique for each compound and no pure standards are
available for calibration. In order to overcome these challenges, the
labeling of carbohydrates by reductive amination is an appropri-
ate method for sample preparation (Harvey, 2011). Thereby, the
derivatization of the carbohydrate residues with 2-aminobenzoic
acid (2-AA) and reduction with the non-toxic 2-picoline borane
complex is a suitable reaction (Mischnick et al., 2013; Unterieser
& Mischnick, 2011) and was currently applied for the analysis and
characterization of isolated xylans as well as more complex pulp

and biomass samples (Lorenz, Erasmy, Akil, & Saake, 2016; Lorenz,
Janzon, & Saake, 2017). This introduced tag significantly improves
the ionization behavior of carbohydrates which enables the peak
identification after chromatography by mass spectrometry. Fur-
thermore, the 2-AA label provides fluorescence activity and can
thus be analyzed by selective and sensitive fluorescence detec-
tion (Anumula, 2006). The quantification of all compounds can be
achieved with a synthesized standard, obtained by the reductive
amination of xylose. This is possible due to the xylose conversion
rate with 2-AA of 96 + 2% (Lorenz et al., 2016).

In this work, the structure of chemically derivatized xylans,
modified with PC and VEC was investigated. Therefore, the tools
of microwave assisted TFA hydrolysis, labeling of carbohydrate
residues by reductive amination, chromatographic separation on
reversed-phase columns as well as fluorescence and mass spectro-
metric detection were applied. Special attention was payed to the
method development, the quantitative analysis of pentose deriva-
tives, and the differentiation of modified xylose and arabinose units.
The obtained results will give novel insights into the reaction of
hydroxyalkylation and hydroxyvinylethylation with cyclic carbon-
ates and the chemical structures of the obtained products.

2. Material and methods
2.1. Sample material

Arabinoxylan was extracted from sheared oat spelt with 5%
NaOH at 90°C for 90min. The obtained suspension was fil-
trated and the xylan precipitated by a mixture of MeOH/water
(60/40 wt%/wt%). The dried material was used as feedstock for
the subsequent hydroxyalkylation. The carbohydrate composition,
determined by borate-HPAEC after 1-stage acid hydrolysis (Lorenz
et al., 2016), resulted in the relative amounts: xylose - 83.0%, ara-
binose - 11.8%, glucose — 2.8%, galactose - 2.4%, mannose - 0.0%.
The differentiation of xylose and arabinose related derivatives was
realized with an arabinogalactan (abcr GmbH, Karlsruhe, Germany)
with the determined relative carbohydrate amounts: xylose — 0.0%,
arabinose - 13.1%, glucose - 0.8%, galactose - 85.8%, mannose —
0.3%.

Xylans, modified with two different organic carbonates were
used as analytical feedstocks. Hydroxypropylated xylans (Xyp)
were obtained according to Akil, Lorenz et al. (2016). Therefore,
oat spelt xylan was derivatized with propylene carbonate (PC)
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Table 1

Investigated samples with the respective DS as well as the reaction temperatures
and times. DS’s were determined by '3C NMR according to Akil, Lehnen et al. (2016),
AKkil, Lorenz et al. (2016).

Sample-DS Reaction temperature [°C] Reaction time [min]
Xpp-0.2 140 80

Xup-0.4 140 240

Xpp-0.8 160 80

Xpp-1.1 160 160

Xnuve-0.2 140 80

Xpve-0.6 140 240

Xyve-1.0 160 80

Xpve-1.2 160 160

under different reaction conditions (Table 1). The second set of
samples was derivatized with 4-vinyl-1,3-dioxolan-2-one (VEC) in
order to introduce the functionalization of a double bond (Xyyg)
(Akil, Lehnen et al., 2016) (Table 1). Furthermore, an arabino-
galactan, that was required for the differentiation of xylose and
arabinose related monomers, was derivatized under heteroge-
neous conditions. Thereby, the polysaccharides were suspended
directly in the respective carbonate. This was carried out by mixing
600 mg of arabinogalactan with 6 g of the respective carbonate. 1,8-
diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene (DBU) was used as alkaline catalyst
(33 ). After a reaction time of 160 min at 140 °C, the suspensions
were filtered subsequently and the residue washed with acetone
(PC) or ethyl acetate (VEC), respectively. The derivatized arabino-
galactans were finally washed with diethyl ether and the obtained
products were dried in vacuum. The degree of substitution (DS)
was determined by 3C NMR spectroscopy according to Akil, Lorenz
etal. (2016).

2.2. Microwave-assisted TFA hydrolysis

The chemically modified xylans were hydrolyzed into
monomers by a solution of trifluoroacetic acid (TFA) using a
microwave oven (MLS T640) with a maximum power of 1200 W.
Hydrolysis was carried out in Teflon reaction vials with 50 mg
dried sample material that was suspended in 5 ml of TFA solution.
All hydrolysates were obtained by heating the samples to 120°C
within 60s and keeping this temperature for 30 s. Subsequently,
the hydrolysates were cooled down to 25 °C. The maximum power
of the microwave oven was set to 1200 W. However, it was auto-
matically adjusted according to the temperature gradient. In order
to determine the optimum concentration of TFA, solutions with
the concentrations 0.25mol/l, 0.50 mol/l, 1.00 mol/l, 2.00 mol/l,
and 4.00 mol/l were prepared for the hydrolysis. Investigations of
sample swelling were realized by swelling the modified xylans in
4.625 ml water for 0 min, 15 min, 45 min, 75 min, and 105 min and
subsequent addition of 0.375 ml TFA before microwave treatment.
The optimum conditions for hydrolysis were achieved with six
filled reaction vessels. In case a lower amount of sample material
was treated, the remaining reactors were filled with 5ml water
in order to produce constant hydrolysis results. The samples
were dried after hydrolysis by a rotation evaporator. For the
total removal of TFA, 5ml toluene was added for 2 times and the
hydrolysates were dried again. The residues were solved in 10 ml
water for further treatment.

2.3. Borate-HPAEC

The investigations of the optimal hydrolysis conditions were
realized by determination of the xylose amounts. Therefore, the
analysis was realized with the established method of borate-HPAEC
(Lorenz et al., 2016). Furthermore, the relative concentrations of

different xylose and arabinose derivatives were related to the initial
concentration determined by borate-HPAEC.

2.4. Reductive amination

The hydrolyzed sample materials were reductively aminated
according to Lorenz et al. (2016). Therefore, 0.200ml of the
hydrolysates were pipetted to reaction vials and added with
0.200ml acetic acid as well as 0.500ml of a methanolic 2-
aminobenzoic acid solution (c=4g/l). After 30min at 40°C,
0.050 ml of a 2-picoline-borane complex containing methanol solu-
tion (c =40 mg/ml) was added. The reaction time for the reduction
step was 45 min at 40°C. The samples were dried with nitrogen,
solved in methanol and dried again. The residues were dissolved
in 1ml water for further analysis. For the quantification of all
compounds, a standard with a defined xylose concentration was
synthesized with the same conditions as described.

2.5. Chromatographic separation

The chromatographic separation of monosaccharides after total
hydrolysis and reductive amination was performed on an Agilent
HPLC 1200 Series for mass spectrometric detection and on a Jasco
HPLC system for fluorescence detection, both with a phenomenex
Luna C18 column (particle size 3 wm, 4.6 x 150 mm). A gradient
with two eluents was used for separation: Eluent A: H,O Millipore,
Eluent B: Acetonitrile; both with 0.1% formic acid. The chromatog-
raphy started with 10% eluent B for 10 min. Within 40 min, the rate
of B was raised to 20% and stagnated for further 20 min. Subse-
quently, B was increased to 30% within 30 min. After further 20 min
the rate was increased to 60% within 15 min. These conditions were
constant for 10 min. In order to flush the column, the amount of
B was adjusted to 100% in 5min, was kept constant for 10 min
and decreased to the starting conditions of 10% B within further
5min. To prepare the system for the next run, it was conditioned
for 15 min with the final eluent composition. The flow rate was set
to 0.3 ml/min

2.6. Mass spectrometric detection

Mass spectrograms were recorded with a Agilent 6224 ESI-TOF
and the following adjustments: Gas temperature 325 °C, drying gas
flow 101/min, nebulizer gas 15 psig, VCap 400V, fragmentor voltage
200V, skimmer 65V, Oct 1 RF Vpp 750V, mass range 110-3200 m/z
and acquisition rate 1.03 spectra/s.

2.7. Fluorescence detection

The detection of the reductively aminated carbohydrate deriva-
tives after chromatographic separation was performed on a Jasco
FP-2020 plus fluorescence detector with the excitation wave length
Aex=360nm and the emission wave length Aep, =425 nm. The
quantification of all compounds was realized with a standard solu-
tion of reductively aminated xylose. Therefore, various dilutions
were prepared, in order to generate a calibration curve. Consid-
ering the water addition during hydrolysis, the molar masses of
the respective monomers were reduced by the mass of one water
molecule (18.02 g/mol) for all quantifications.

2.8. Statistical verification

The limit of detection (LOD) and the limit of quantification
(LOQ) were determined in order to validate the developed analyt-
ical method of LC-fluorescence. Therefore, a procedure according
to DIN 32645 (2008) was applied. Solutions of reductively ami-
nated xylose were prepared with the concentrations 0.04, 0.08,
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Fig. 2. LC-MS chromatograms of the samples a) Xyp-0.8 and b) Xuye-1.0 with isolated mass traces for reductively aminated pentoses and the respective derivatives with 1,

2, 3, and 4 alkyl units per pentose.

0.12,0.16, 0.20,0.24, 0.28,0.32, 0.36, and 0.40 mg/l and analyzed by
LC-fluorescence. The used equations for the respective calculations
were: LOD=3-SD/s - Fp and LOQ=10 - SD/s - Fp with SD = standard
deviation, s =slope of the linear calibration and Fp =dilution factor.

3. Results and discussions
3.1. Optimization of TFA hydrolysis

The method of choice for the cleavage of derivatized xylans was
the hydrolysis with TFA. In order to minimize the duration of the
acidic treatment, the hydrolysis was carried out in a microwave
oven at the temperature of 120°C for 30s. The determination of
the optimal conditions was achieved by exemplary investigations
of the samples Xyp-0.4 as well as Xyyg-0.6. In a first step, the optimal
concentration of TFA was determined by treatment of the mod-
ified xylans with solutions of five different concentrations. The
amounts of xylose were quantified by borate-HPAEC and referred
to the respective maximum concentration (Appendix A in Sup-
plementary material). Both investigated samples had the highest
concentration of xylose after treatment with a 1M TFA solution.
Caused by a structural degradation, a decrease of the determined
xylose amount was observed, when the hydrolysis was applied
with more concentrated TFA solutions. Accordingly, for all further
investigations, HP-xylans and HVE-xylans were hydrolyzed with a
1M TFA solution. In addition to the optimum TFA-concentration,
the effect of swelling prior to hydrolysis was investigated. There-
fore, the samples were swollen in water with durations between
0 and 105 min and TFA was added subsequently in order to gain
a 1M solution (Appendix B in Supplementary material). Already
76.7% of the maximum xylose concentration was detected in HP-
xylan without swelling. This value increased slightly until 45 min of

Table 2

swelling to 100.0 & 2.3% of xylose. A similar trend was observed for
the HVE-xylan, although on a lower level. Without swelling, 16.3%
of the total xylose concentration was quantified. The maximum of
100.0 +£24.3% was found after 45 min. However, with increasing
swelling times, the confidence intervals decreased significantly and
were lowest after 105 min of swelling (97.8 + 0.7%).

3.2. Chromatographic separation

In order to determine the retention times of the reductively ami-
nated carbohydrate derivatives, samples were analyzed by LC-MS.
The isolation of the respective mass traces enabled the presentation
of several peak groups, displaying pentose with up to 4 substitu-
tions per carbohydrate unit (Fig. 2).

Both investigated xylans showed a high amount of separated
peaks.The determined retention times of the respective mass traces
are listed in Table 2. The retention times were strongly affected
by the number of substitutions per pentose and therefore also by
a decreased polarity. Accordingly, the non-substituted pentoses
eluted first, followed by the mono-, di-, tri and tetrasubstituted
monomers. In addition, a baseline separation between the differ-
ent mass traces was observed for both samples. Hydroxyalkylated
xylans with elevated DS contained pentose units with up to 6 alkyl
chains in detectable amounts. The high amount of alkyl chains
was caused by the elongation of the introduced side chains. Fur-
thermore, the chromatograms of the derivatized pentoses show
a big variety of isomers that could be separated on the RP-18
column. An acceptable separation was achieved for the isomers
of mono- and disubstituted units. Both chromatograms contain a
high amount of peaks. This observation can be caused by differ-
ent reaction pathways during the hydroxyalkylation, resulting in
diverse end products. Though, the preferred position of the cyclic

Retention times and monoisotopic masses of derivatized, hydrolyzed and reductively aminated xylans. The index n indicates the type of hydoxyalkyl chain. The monoisotopic

masses were calculated as protonated in positive ion mode for MS detection.

Monoisotopic mass [g/mol]

Retention time [min]

n HP HVE HP HVE
Pentose 2721 272.1 385 385
Pentose+1n 330.2 342.2 50.0-65.0 54.0-81.0
Pentose+2 n 388.2 412.2 65.0-90.0 86.0-111.0
Pentose+3 n 446.2 482.2 91.0-103.0 112.0-135.2
Pentose +4 n 504.3 552.3 107.0-112.0 135.2-141.0
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Fig.3. Pentose substitution patterns of hydrolyzed and reductively aminated a) HP-xylan and b) HVE-xylan. The results are illustrated as molar ratios referred to the respective

sums of all quantifiable pentose monomers.

carbonates for the nucleophilic attack is the carbon without the
alkyl side chain (a in Fig. 1), a substitution on the neighboring car-
bon (b in Fig. 1) is also possible (Akil, Lehnen et al., 2016; Akil,
Lorenz et al., 2016). The retention times of HVE-xylan hydrolysates
are in general higher compared to those of HP-xylan. This can be
explained by a decreased polarity and thus higher affinity to the
utilized chromatographic column. Investigations by HPLC-MS and
HPLC-MS/MS showed no characteristic fragments. The only visible
fragment ions were those of the compounds with the reduced mass
of OH. Accordingly, a distinct assignment of the peaks to particular
compounds was not possible.

3.3. Quantitative pentose investigations

These chromatographic separations were transferred to a LC-
system with fluorescence detection in order to quantify peaks with
the same molar mass. While this worked out for most derivatized
pentoses, difficulties occurred for the quantification of units with
5 or more alkyl chains. The total amounts of these monomers were
relatively small and the yields were furthermore divided on a high
number of isomers. Therefore, the concentration of each particular
compound was below the limit of quantification (LOQ) or even the
limit of detection (LOD). Accordingly, the determined values for the
LOD (1.59 pmol/l)and LOQ(7.77 p.mol/l) are not meaningful for the
quantification of all isomers with the same molar mass. HP-xylans
and HVE-xylans, produced with different reaction conditions, were
analyzed as described and all pentoses with up to 4 introduced
hydroxyalkyl chains were quantified by LC-fluorescence (Fig. 3).

The results show a clear correlation of the DS to the pentose
substitution patterns. In HP-xylan, the relative amount of non-
substituted pentoses decreased with increasing DS from 92.5 mol%
to 29.9 mol%. Contrarily to this observation, the amounts of mono-
substituted pentoses increased with increasing DS. Only the sample
Xyp-1.1 had alower ratio of monosubstitution compared to Xyp-0.8.
In return, significantly higher concentrations were determined for
the disubstituted pentoses. The samples with a small DS below 0.4
had only small degrees of disubstitution. In general for all sam-
ples the relative amounts of pentoses with 3 and 4 HP-groups
were small. However, the respective concentrations were ele-
vated for samples with higher DS. In HVE-xylans the amounts
of non-substituted pentoses also decreased with increasing DS.
Concentrations of monosubstituted pentoses were quite similar

Table 3

Molar substitutions of hydroxyalkylated xylans determined by LC-fluorescence and
13C NMR spectroscopy. DS’s were determined by '3C NMR according to Akil, Lehnen
et al. (2016), Akil, Lorenz et al. (2016).

Sample-DS Molar substitutions by Molar substitutions by
LC-fluorescence 13C NMR
Xup-0.2 0.1 0.2¢
Xpp-0.4 0.5 0.6%
Xup-0.8 1.0 1.3¢
Xup-1.1 1.8 1.9¢
Xpve-0.2 0.6 0.7"
Xnve-0.6 1.0 1.0°
Xuve-1.0 2.0 1.8"
Xpve-1.2 2.3 2.1b

a Determined according to Akil, Lorenz et al. (2016).
b Determined according to Akil, Lehnen et al. (2016).

(16.2-20.7 mol%) and lead to the conclusion that these compounds
act as reactive intermediates. This assumption is supported by
increased concentrations of pentoses with higher MS values com-
pared to HP-xylan. In addition, the xylans with a DS of 1.0 or bigger
had its respective highest relative amounts of pentoses with 2 and
3 HVE side chains.

Based on these results, the molar substitutions of all samples
were calculated (Table 3). While the DS gives information about
the converted hydroxyl groups of the carbohydrates, the molar sub-
stitution is the molar ratio of the average number of substitutions
per monomer. Thus, this value includes also these alkyl groups that
caused an elongation of the side chains.

In general, the molar substitutions, quantified by LC-
fluorescence, are in good accordance to those calculated by
NMR spectroscopy. However, it has to be pointed out that the
pentose units with an isolated molar substitution higher than 4
could not be included into the LC-fluorescence determinations.
This results into an underestimation of these parameters. The cal-
culated molar substitutions implicate a dependence on the degree
of substitution. In general, the molar substitutions of HVE-xylans
are higher compared to HP-xylans. In combination with the obser-
vations of the pentose substitution patterns, conclusions regarding
the reaction behavior can be drawn. Compared to HP-xylan, the
higher amounts of monomers with molar substitutions of 3 and
4 in hydrolyzed HVE-xylans lead to the conclusion that these
polymers are subject of a preferred side chain elongation. This
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Fig.4. Chromatograms of monosubstituted xylose (X) and arabinose (A) units obtained by LC-MS of hydroxypropylated (a) and hydroxyvinylethylated (b) arabinoxylans and
arabingalactans. The peaks at 67.0 and 75.3 min (R) in the HVE-arabinoxylan were assigned to unhydrolyzed oligosaccharides that were fragmented during mass spectrometry.

observation can be explained by an enhanced reactivity of the HVE
side chain, promoted by an intense electron donating effect (+I) of
the vinyl group. Thus, the nucleophilic character of the hydroxyl
group is higher compared to the HP side chain and the tendency
for nucleophilic reactions with VEC is increased.

3.4. Differentiation between xylose and arabinose monomers

The differentiation between monomer derivatives based on
xylose and arabinose is essential for the comprehension of the end
product structure and thus also for the product properties (Fig. 4).

For this purpose, an arabinogalactan without xylose was deriva-
tized with PC as well as VEC and the samples were hydrolyzed
and reductively aminated analogously to the modified arabinoxy-
lans. All samples were analyzed by LC-MS and the respective
pentose based mass traces were compared to each other. Since
the investigated arabinogalactans contained no xylose, the peaks
visible in both chromatograms were assigned to arabinose struc-
tures. Accordingly, all remaining peaks in the arabinoxylan
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chromatograms were caused by monosubstituted xylose. The car-
bohydrate residues of HP-xylan were separated acceptably with
exception of the peak at 54.0 min. By analysis of a HP-xylan without
arabinose (data not shown) the coelution of a HP-xylose and a HP-
arabinose was revealed. For quantification, this peak was assigned
to a xylose related structure, due to an expectable higher concen-
tration. However, this affects the quantification and causes a slight
underestimation of monosubstituted arabinose units. No coelution
was observed in hydrolyzed and reductively aminated HVE-xylans.
However, the chromatograms revealed the presence of oligosac-
charides due to incomplete cleavage of the polymers. Since the
intensities in the respective LC-fluorescence chromatograms were
low, these compounds can be neglected for the quantitative analy-
sis. The differentiation between xylose and arabinose can be applied
for mono- and disubstituted pentoses. However, the isomers of
the monosaccharide residues with higher isolated values for molar
substitution than 2 cannot be separated by the applied chromatog-
raphy in a proper way. This is caused by a significant increase of the
compound number, the low concentration as well as the coelution
of many isomers. Nevertheless, the mono- and disubstituted ara-
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Fig. 5. Comparison of the relative conversions between xylose and arabinose. The determined concentrations were referred to the initial amount of the respective pentose

in the native xylan.
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binose and xylose compounds were quantified by LC-fluorescence
(Fig. 5).

The amount of monosubstituted xylose in HP-xylan rose
from 7.1 mol% (DS=0.2) to 22.8 mol% (DS=0.4) and decreased
subsequently to 15.3 mol% (DS =1.1). This reduction in the high DS-
samples was observed for the benefit of disubstitution. The amount
of xylose units with 2 HP-chains increased significantly from
0.4mol% (DS=0.2) to 14.6 mol% (DS =1.1). The relative amounts of
monosubstituted arabinose were in the same range as the deter-
mined ratios for xylose. Due to coelution, the exact values for
arabinose should be slightly higher compared to xylose related
derivatives. The amounts of disubstituted arabinose units increased
from 3.1 mol% (DS=0.2) to 43.2mol% (DS=1.1). Hence, disubsti-
tution of arabinose was clearly preferred compared to xylose.
The HVE-xylans showed essential differences compared to the
HP-xylans. The amount of monosubstituted xylose rose slightly
from 11.4mol% (DS=0.2) to 13.1mol% (DS=0.6) and decreased
subsequently to 6.4 mol% (DS =1.2). The concentrations of mono-
substituted xylose were lower compared to HP-xylan. In contrast,
the amount of disubstituted xylose was significantly higher with
the maximum molar ratio of 19.8 mol% (DS=1.0). The amount
decreased for the sample Xyye-1.1, due to tri- and tetrasubstitu-
tions. Arabinose was more often monosubstituted than xylose but
the determined values decreased over the whole DS range from
27.0mol% (DS=0.2) to 12.1 mol% (DS =1.2). In contrast, a preferred
disubstituion was observed with increasing DS and a maximum
molar ratio of 39.2 mol% (DS=1.0).

The results of both sample sets illustrated that arabinose is the
preferred reaction partner for hydroxyalkylation. This higher reac-
tivity compared to xylose can be explained by less steric hindrance
as well as differences in the chemistry of pyranoid and furanoid
structures. This causes in a higher isolated molar substitutions of
arabinose compared to xylose. Furthermore, the pentose units in
HVE-xylan have a tendency for higher molar substitutions and thus
also for a preferred chain elongation. This observation is in good
accordance to the obtained pentose substitution patterns (Fig. 3)
and show a higher reactivity of the HVE-side chain compared to
the HP-groups.

4. Conclusions

The hydroxyalkylation of xylans with cyclic carbonates offers
the opportunity to expand the xylan properties for novel applica-
tions. Due to the chemical modification of xylose and arabinose
constituents, new analytical methods are required for the quanti-
tative analysis of the new compounds. Conventional NMR methods
enable the determination of important values as the degree of
substitution and the molar substitution but provide only lim-
ited information on the detailed structure of the compounds.
This applies especially to components present in small concen-
trations. In this study, xylans were hydroxyalkylated with the
cyclic carbonates PC and VEC under different conditions and the
products were analyzed with LC-MS and LC-fluorescence after
microwave-assisted TFA hydrolysis and reductive amination. The
LC-MS chromatograms revealed the synthesis of a high variety of
different isomers, caused by the various hydroxyl groups per pen-
tose, the elongation of the introduced side chain and the different
possible reaction pathways. Quantitative LC-fluorescence analysis
showed that higher molar substitution was obtained with more
intense derivatization conditions. The xylan modification with VEC
resulted in a higher average molar substitution compared to PC,
which can be explained by an increased reactivity of the generated
HVE-side chain compared to the HP-side chain. The differentiation
of mono- and disubstituted xylose and arabinose units revealed
that arabinose is by far the preferred reaction partner for the

cyclic carbonates. Accordingly, an isolated analysis of both initial
compounds is indispensable in order to describe the structure of
chemically modified xylans. With the utilization of further cyclic
organic carbonates, a wide spectrum of functionalization will be
accessible for xylan and other polysaccharides. The developed ana-
lytical pathway will be an adequate tool for the characterization of
these polysaccharide derivatives.
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