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1T EINLEITUNG

Amphiphile Molekule weisen sowohl hydrophile als auch lipophile Abschnitte auf und spielen
eine wichtige Rolle in vielen Bereichen des menschlichen Lebens, sei es in Form von
Phospholipiden und Glykolipiden als essentielle Bestandteile von Zellmembranen oder in Form
von Gallensauren bei der Verdauung und duodenalen Resorption. Aufgrund ihrer
phasenverbindenden Eigenschaften wirken amphiphile Molekile zudem als Emulgatoren.
Verschiedene Vertreter werden daher in der pharmazeutischen, kosmetischen und
lebensmittelverarbeitenden Industrie zur Herstellung von Emulsionen eingesetzt.

Viele der bisher in Lebensmitteln eingesetzten Emulgatoren sind synthetischer Natur
(z.B. Polysorbate), tierischen Ursprungs (z.B. Molkenproteine) oder werden aus Pflanzen
gewonnen, die unter den hiesigen klimatischen Bedingungen nicht kultiviert werden kénnen und
daher Uber weite Transportwege importiert werden mussen (z.B. Gummi arabicum). Angesichts
einer steigenden Nachfrage nach pflanzlichen, regionalen und nachhaltigen Produkten sind
Alternativen zu den etablierten Emulgatoren gefragt. Pektine kénnten diesen Anforderungen
gerecht werden, da sie als essentieller Bestandteil pflanzlicher Zellwande aus einer Vielzahl an
pflanzlichen Rohstoffen bzw. Industrienebenprodukten gewonnen werden kdénnen und in
Abhangigkeit vom Rohstoff eine entsprechende Funktionalitét aufweisen. Die Nutzung regionaler
Industrienebenstrome hat aus 6konomischen und 6kologischen Gesichtspunkten verschiedene
Vorteile; einerseits werden kurze Transportwege ermdglicht, andererseits werden ohnehin
anfallende Materialien verwendet, sodass keine zusatzlichen landwirtschaftlichen Flachen fir den
Anbau entsprechender Pflanzen verwendet werden mussen.

Trotz der Vielzahl an mdoglichen Ausgangsmaterialien erfolgt die kommerzielle
Pektinextraktion bisweilen fast ausschlieBlich aus Apfel- und Citrustrester. Diese Pektine werden
in Lebensmitteln allerdings nicht als Emulgatoren, sondern aufgrund ihrer Verdickungs- und
Gelbildungseigenschaften eingesetzt. Ein Grund hierflr ist, dass ihre emulsionsstabilisierenden
Eigenschaften weit hinter denen etablierter Emulgatoren zurlckbleiben. Jedoch kdnnen die
funktionellen Eigenschaften von Pektinen in Abhangigkeit von ihrem botanischen Ursprung stark
variieren. So ist bereits bekannt, dass Zuckerribenpektine (sugar beet pectins, SBP) durch gute
Emulgiereigenschaften gekennzeichnet sind, die denen von Gummi arabicum zum Teil Gberlegen
sind (Nakauma et al. 2008; Niu et al. 2022). SBP kénnen aus Zuckerriibenschnitzeln extrahiert
werden, die als Nebenprodukt der industriellen Zuckergewinnung anfallen und bislang
groBtenteils als Futtermittel Verwendung finden. Die Anbaumenge von Zuckerriiben ist in
Deutschland im Jahr 2021 mit etwa 32 Mt bedeutend hoher als beispielsweise von Weizen
(ca. 22 Mt), Kartoffeln (ca. 11 Mt), Mais (ca. 4 Mt) oder Apfeln (ca. 1 Mt), sodass regional groBe
Mengen an Zuckerribenschnitzeln anfallen (FAO 2021). Zusammen mit den guten
Emulgiereigenschaften von SBP ergibt sich ein entsprechend hohes Potential von
Zuckerrdbenschnitzeln als Rohstoff zur Pektinextraktion.



1 Einleitung

Die Anwendung von SBP als Emulgator in Lebensmitteln wird allerdings dadurch limitiert, dass
die Zusammenhange zwischen der komplexen Pektinstruktur und den Emulgiereigenschaften nur
unzureichend aufgeklart sind. Zudem wurden Extraktionsverfahren noch nicht systematisch
hinsichtlich der Verbesserung der Emulgiereigenschaften der extrahierten Pektine optimiert. Die
Kenntnis Uber den Einfluss der Pektinextraktion auf die resultierende Struktur und die damit
einhergehenden funktionellen Eigenschaften ist allerdings unerldsslich, um eine gezielte
Extraktion von SBP mit hervorragenden emulsionsstabilisierenden Eigenschaften zu erméglichen.

1.1 PFLANZLICHE ZELLWANDE

Pflanzliche Zellwande sind die primare Ballaststoffquelle in der Humanerndhrung und haben
dementsprechend eine ausgesprochen hohe erndhrungsphysiologische Relevanz. Aus
pflanzenphysiologischer Sicht ist die Ausbildung einer stabilen Struktur um die Membran des
Protoplasten unerlasslich. Die pflanzliche Zellwand sorgt jedoch nicht nur fir die mechanische
Stabilitat, sondern schitzt die Zelle auch vor unterschiedlich gearteten biotischen und abiotischen
Einflissen. Darlber hinaus erfullt die Zellwand essentielle Funktionen in Bezug auf den Wasser-
und Stofftransport, die intrazellulare Kommunikation und die Regulation des Zellwachstums
(Carpita und Gibeaut 1993; McDougall et al. 1996). Der Vielzahl an Funktionen entsprechend sind
pflanzliche Zellwdnde komplexe Systeme aus unterschiedlichen, miteinander interagierenden
Molekilen wie Polysacchariden, Proteinen und Polyphenolen. Auch wenn die strukturelle
Zusammensetzung je nach Pflanzengattung, Zelltyp und Entwicklungsstadium variieren kann,
lassen sich pflanzliche Zellwande prinzipiell in die drei Untereinheiten Mittellamelle,
Primarzellwand und Sekundarzellwand einteilen (McDougall et al 1996). Jede dieser
Zellwandkomponenten  weist  spezifische  Funktionen und dementsprechend auch
unterschiedliche strukturelle Zusammensetzungen auf (McDougall et al. 1996; Caffall und Mohnen
2009).

Die in den Zellzwischenrdumen lokalisierte und Uberwiegend aus Pektinen
zusammengesetzte Mittellamelle ist unter anderem entscheidend an der Regulation der Zell-Zell-
Adhasion beteiligt (Daher und Braybrook 2015). Auf die Mittellamelle ist die Primarzellwand
aufgelagert, die aus einem komplexen Netzwerk aus Cellulosemikrofibrillen, Hemicellulosen,
Pektinen und Proteinen aufgebaut ist. Die strukturelle Zusammensetzung der Priméarzellwand
kann betrachtlich variieren. Nichtsdestotrotz kénnen die Primarzellwénde von Landpflanzen grob
in zwei Typen eingeteilt werden. Typ | Priméarzellwénde sind neben Cellulose durch hohe Anteile
an Pektinen und Xyloglucanen gekennzeichnet, wahrend Typ Il Primarzellwande Gberwiegend aus
Cellulose und (Arabino-) Xylanen aufgebaut sind. Die Primarzellwdande commelinider,
monokotyler Pflanzen weisen Ublicherweise Strukturcharakteristika des letztgenannten
Primarzellwand Typs auf. Bei den in dieser Arbeit untersuchten Rohstoffen handelt es sich jedoch
ausnahmslos um dikotyles Pflanzenmaterial. Die Primarzellwande von dikotylen Pflanzen sind,
ebenso wie bei nicht-commeliniden monokotylen Pflanzen, den Typ | Priméarzellwanden
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zuzuordnen (Harris und Smith 2006; Vogel 2008). Dementsprechend liegt der Fokus der
folgenden Abschnitte auf der Beschreibung der Zellwandstruktur der Typ | Primarzellwéande.

Im Zuge des Zellwachstums unterliegen die Primarzellwandpolysaccharide vielféltigen
Aufbau-, Abbau- und Modifikationsreaktionen, um so unter anderem die Ausdehnung der Zelle
zu ermdglichen (Carpita und Gibeaut 1993). Mit Abschluss des Wachstums wird die Zellwand in
Abhangigkeit vom Gewebetyp durch Auflagerung der Sekundér- auf die Primarzellwand
verfestigt. Die Ublicherweise erheblich breitere Sekundarzellwand ist bei dikotylen Pflanzen
Uberwiegend aus Cellulose, Xylanen und Lignin zusammengesetzt (Zhong und Ye 2015). Zudem
wird diskutiert, ob auch Pektine in geringem Ausmal3 in die Sekundarzellwandstruktur involviert
sind (Mohnen 2008).

Fur die Zellwandstruktur sind auch verschiedene Nicht-Polysaccharidkomponenten von
groBBer Bedeutung. Proteine wie Extensine, AGP und andere prolin- und glycinreiche Proteine
erfillen unter anderem wichtige strukturgebende Funktionen in der pflanzlichen Zellwand
(Showalter 1993; Sommer-Knudsen et al 1998). Das Verhéaltnis von Primar- zu
Sekundarzellwanden variiert insbesondere in Abh&ngigkeit vom vorliegenden Gewebetyp. Bei
parenchymatischen Zellen, die die quantitativ dominante Gewebeart von in der Humanernahrung
eingesetzten pflanzlichen Lebensmitteln darstellt, ist der Anteil an Sekundarzellwanden
vergleichsweise gering (McDougall et al. 1996).

1.2 STRUKTURELLER AUFBAU VON ZELLWANDPOLYSACCHARIDEN

Die in pflanzlichen Zellwanden vorzufindenden Polysaccharide sind gréftenteils aus den in
Abbildung 1 dargestellten Monosacchariden aufgebaut und kdnnen Uber verschiedene
Ringpositionen glykosidisch miteinander verknipft sein. Auch wenn vereinzelt abweichende
Strukturen vorzufinden sind, liegen die Monosaccharide innerhalb eines Polysaccharids
groBtenteils in einer Enantiomerenform (b/L), einer Konfiguration (a/f) und einer Ringform
(Pyranose/Furanose) vor. Nachfolgend werden verschiedene Zellwandpolysaccharide vorgestellt.
Aufgrund des Fokus auf Pektine werden diese ausfuhrlich in Abschnitt 1.3 behandelt.

OH
COOH oH OH
HO OH HO OH HO HO OH
OH OH oH OH

D-Glucopyranose D-Glucopyranuronsaure D-Mannopyranose D-Xylopyranose
OH
OH Moo H OH 0
HO
HO HO OH
on VM O oH Ho L HO OH

D-Galactopyranose  D-Galactopyranuronsaure L-Rhamnopyranose  L-Arabinofuranose

Abbildung 1: Strukturen von Monosaccharideinheiten, die in Bezug auf die Polysaccharide der
pflanzlichen Zellwand von hoher Relevanz sind
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1.2.1 CELLULOSE

Cellulose ist das quantitativ bedeutendste organische Polymer der Welt. Diese Tatsache ist
darauf zurlckzufuhren, dass Cellulose einen elementaren Bestandteil pflanzlicher Zellwande
darstellt und dementsprechend ubiquitar vorzufinden ist (Klemm et al. 2005). Cellulosemolekdle
sind lineare Ketten aus [-1,4-verknUpften D-Glucopyranoseeinheiten, die alternierend um 180°
gedreht sind. Dementsprechend kann Cellobiose als repetitives Grundelement angesehen
werden. Aufgrund der hochlinearen Struktur kénnen sich die bis zu 15000 Einheiten langen
Celluloseketten Uber die Ausbildung einer Vielzahl an Wasserstoffbrickenbindungen zu stabilen
Mikrofibrillen zusammenlagern (McDougall et al. 1996). Die wasserunldslichen Mikrofibrillen
bilden das Grundgerdst aller pflanzlichen Zellwande. Wahrend Cellulose in Sekundarzellwanden
vor allem in hoch-geordneter (,kristalliner”) Form vorzufinden ist, liegt sie in Primarzellwanden in
hoéheren Anteilen in eher ungeordneter (,amorpher) Form vor (O'Sullivan 1997). Hierdurch ist die
enzymatische Zuganglichkeit in den Primarzellwanden gewahrleistet, die fir die Modifikation im
Zuge des Zellwachstums benétigt wird (Carpita und Gibeaut 1993; Klemm et al. 2005).

1.2.2 XYLOGLUCANE

In den meisten dikotylen Pflanzen stellen Xyloglucane die quantitativ bedeutendste
Hemicellulosefraktion dar (McNeil et al 1984). Das Ruckgrat von Xyloglucanen ist, wie bei
Cellulose, aus B-1,4-verknUpften D-Glucopyranoseeinheiten zusammengesetzt. Bei Xyloglucanen
sind die Glucoseeinheiten jedoch teilweise Uber Position O6 mit a-D-Xylopyranosylresten
substituiert. Der Substitutionsgrad liegt bei dikotylen Pflanzen Ublicherweise im Bereich von
50-75% (Fry 1989). Die Xyloseseeinheiten kdnnen wiederum mit verschiedenen kurzen
Seitenketten aus Galactose, Fucose, Arabinose oder Xylose substituiert sein (Tuomivaara et al.
2015). Das Substitutionsmuster hat Auswirkungen auf die Eigenschaften der Xyloglucane wie die
Loslichkeit und ist in der Regel charakteristisch fur bestimmte Pflanzenfamilien (Scheller und
Ulvskov 2010; Schultink et al. 2014; Steck et al. 2021).

1.2.3 XYLANE

Xylane, deren Ruckgrat aus [-1,4-verknUpften D-Xylopyranoseeinheiten aufgebaut ist,
machen bei dikotylen Pflanzen haufig nur einen geringen Teil der Zellwandpolysaccharide aus.
Sie sind Uberwiegend in der Sekundarzellwand in Form von Glucuronoxylanen vorzufinden, bei
denen das Xylanrickgrat teilweise Uber Position O2 mit Glucuronsaure substituiert ist
(Ebringerova und Heinze 2000). Bei commeliniden Monokotyledonen sind Xylane die quantitativ
bedeutendste Hemicellulosefraktion (Harris und Smith 2006; Scheller und Ulvskov 2010). Bei
Vertretern der Familie der StBgraser (Poaceae) liegen sie haufig in Form von Arabinoxylanen vor,
bei denen das Rickgrat Gber Position O2 und/oder O3 mit teilweise Ferulasdure-substituierten
Arabinofuranosylresten verknipft ist (Lin et al. 2021).
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1.2.4 MANNANE

Mannane stellen haufig eine Minorfraktion der Zellwandpolysaccharide dar. Sie kdnnen
jedoch auch als Speicherpolysaccharide dienen und in dieser Funktion beispielsweise in den
Samen der Schwarzen Johannisbeere (Ribes nigrum) und Roten Johannisbeere (Ribes rubrum) die
quantitativ dominante Ballaststofffraktion darstellen (Hilz et al. 2005; Gidley und Grant Reid 2006;
Steck 2020). Das Mannanrickgrat besteht aus 3-1,4-verknUpften D-Mannopyranoseeinheiten, die
bei Galactomannanen teilweise mit a-1,6-verknlpften D-Galactopyranoseseitenketten substituiert
sind. Als Zellwandbestandteil kommen Mannane haufig in Form von (Galacto-) Glucomannanen
vor, bei denen in unregelmaBigen Abstanden B-1,4-verknipfte D-Glucopyranoseeinheiten in das
Mannanrickgrat eingebaut sind (Ebringerova 2005). Die physikochemischen Eigenschaften wie
die Loslichkeit werden durch den Verzweigungsgrad der Mannanketten sowie durch mogliche
Acetylierungen der Mannoseeinheiten an Position O2, O3 oder O6 beeinflusst. Unsubstituierte
Mannane koénnen sich, ahnlich wie Cellulose, zu hochgeordneten Strukturen mit geringer
Loslichkeit zusammenlagern (Kapoor et al. 1998; Moreira und Filho 2008).

1.3 STRUKTURELLER AUFBAU VON PEKTINEN

Pektine sind hochkomplexe Heteropolymere, die aus unterschiedlich zusammengesetzten
Domaénen aufgebaut sind. Die quantitativ bedeutendsten Pektinstrukturen sind Ublicherweise
Homogalacturonane (HG), Typ | Rhamnogalacturonane (RG-l) und die damit verknUpften
neutralen Seitenketten (Arabinane und (Arabino-) Galactane). Die genaue Zusammensetzung der
Pektinfraktion ist jedoch vom Ursprungsmaterial (Pflanzenart, Gewebetyp, Reifegrad etc.)
abhéngig und kann stark variieren.

1.3.1 HOMOGALACTURONANE

HG sind lineare Ketten aus o-14-glykosidisch verknipften D-Galactopyranuronsaure-
einheiten, deren Carbonsauregruppen teilweise methylverestert vorliegen. Das Verhéltnis aus
methylveresterten Galacturonsdaureeinheiten zur Gesamtheit an Galacturonsaureeinheiten wird
als Methylierungsgrad bezeichnet. Dieser stellt im industriellen Kontext einen wichtigen
Strukturparameter dar und wird teilweise auch mit dem Veresterungsgrad gleichgesetzt. Aus
wissenschaftlicher Sicht ist diese Gleichsetzung nicht korrekt, da die Galacturonsaureeinheiten von
Pektinen teilweise auch Uber Position O2 und/oder O3 mit Essigsaure verestert vorliegen kénnen.
Dementsprechend wird der Veresterungsgrad in dieser Arbeit als Uberbegriff und der
Methylierungs- bzw. Acetylierungsgrad als eben jene Begrifflichkeiten verwendet. Die haufige
Vernachlassigung der Substitution mit Essigsaure kann darauf zurtckgefuhrt werden, dass der
Acetylierungsgrad vieler Pektine vergleichsweise gering ist. Wahrend der Methylierungsgrad von
Pektinen haufig im Bereich von 40 - 80 % liegt, ist der Acetylierungsgrad meist im niedrigen
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einstelligen Prozentbereich. Einige Pektine, wie SBP, kdnnen jedoch auch einen deutlich héheren
Acetylierungsgrad aufweisen (Schmidt et al 2015b). Neben dem Pflanzenmaterial ist der
Methylierungsgrad sowie der Acetylierungsgrad auch stark von den Extraktionsbedingungen
abhangig (Levigne et al. 2002a). Unterschiede im Methylierungsgrad kénnen unter anderem die
Maglichkeit  beeinflussen, Uber die Komplexierung divalenter Kationen wie Ca®*
VerknlUpfungspunkte zwischen verschiedenen HG-Abschnitten herzustellen (siehe Abschnitt 1.5.1)
und wirken sich dementsprechend auch auf die pflanzenphysiologischen Eigenschaften und
Funktionen von Pektinen aus. Beispielsweise werden die im Zuge der Fruchtreifung auftretenden
Texturveranderungen zum Teil auf die Verringerung des Methylierungsgrads sowie die
Depolymerisierung von HG zurlckgefuhrt (Brummell 2006).

1.3.2 SUBSTITUIERTE GALACTURONANE

Neben HG gibt es auch Galacturonane, bei denen das Rickgrat mit unterschiedlichen
Monosacchariden substituiert ist. Bei den APIOGALACTURONANEN ist das a-1,4-glykosidisch
verknupfte Galacturonanriickgrat Uber Position O2 und/oder O3 mit D-Apiose oder Apibiose
verknupft (Hart und Kindel 1970; Longland et al. 1989). Das Vorkommen relevanter Mengen an
Apiogalacturonanen ist jedoch auf monokotyle Wasserpflanzen beschrankt (Caffall und Mohnen
2009). In Landpflanzen ist hingegen eine Substitution des Galacturonanrickgrats mit D-Xylose
haufiger zu beobachten. Bei XYLOGALACTURONANEN sind die Xyloseeinheiten Uber Position O3
glykosidisch mit dem Galacturonanrickgrat verknlpft. Neben monomeren Xyloseeinheiten
wurden auch dimere und seltener oligomere D-Xyloseseitenketten mit unterschiedlichen
Verknipfungen (B-1,2-; B-1,3; B-1,4) beschrieben (Le Goff et al 2001, Nakamura et al. 2002;
Zandleven et al. 2006). Die Carbonsaurefunktionen der Galacturonsadureeinheiten kdnnen, analog
zum HG, methyliert vorliegen. Schols et al (1995) zeigten fur Apfelpektine, dass
Methylveresterungen unabhangig von der Substitution durch Xyloseeinheiten Uber das
Xylogalacturonanruckgrat verteilt vorliegen. Xylogalacturonane kommen lediglich in bestimmten
Pflanzen vor und machen meist nur einen geringen Anteil der Pektinfraktion aus. Beispiele fur
pflanzliche Materialien, welche einen quantitativ bedeutenden Anteil an Xylogalacturonanen in
der Pektinfraktion aufweisen, sind Apfel, Sojabohnen, Wassermelonen, Erbsen oder Gummi
Traganth (Schols et al. 1995; Le Goff et al. 2001; Nakamura et al. 2002; Zandleven et al. 2005;
Zandleven et al. 2006; Mort et al. 2008).

Ein weiteres substituiertes Galacturonan ist das TYP Il RHAMNOGALACTURONAN (RG-II). Im
Gegensatz zu Apiogalacturonanen und Xylogalacturanen ist RG-II eine ubiquitdr vorkommende
Pektinfraktion mit hochkonservierter Struktur. Das Ruckgrat aus a-1,4-glykosidisch verknUpften
Galacturonsaureeinheiten ist Uber Position O2 und O3 mit vier Seitenketten substituiert, die aus
zwolf teils selten vorkommenden Monosacchariden mit insgesamt 20 unterschiedlichen
glykosidischen Bindungstypen aufgebaut sind (Ridley et al. 2001; O'Neill et al. 2004). Das RG-II-
Ruckgrat kann ebenso wie bei HG an Position O6 methylverestert vorliegen (Ishii und Matsunaga
2007; Ridley et al. 2001). An SBP konnten Ishii und Matsunaga (1996) erstmals nachweisen, dass
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RG-lI-Einheiten Uber Boratdiolester dimerisieren kdnnen. Die reversiblen RG-II-Verknipfungen
haben vermutlich einen entscheidenden Einfluss auf die Zellwandfestigkeit und die
Expansionsfahigkeit pflanzlicher Zellen und letztendlich auf das Pflanzenwachstum (Ishii et al.
1999; O'Neill et al. 2001; O'Neill et al. 2004).

1.3.3 RHAMNOGALACTURONAN TYP |

Das Ruckgrat des RG-I ist aus alternierenden a-1,4-verknUpften D-Galactopyranuronsaure-
und o-1,2-verknUpften L-Rhamnopyranoseeinheiten aufgebaut. Die Galacturonsdureeinheiten
kdnnen, analog zum HG, an Position O2 und/oder O3 acetyliert vorliegen (Komalavilas und Mort
1989; Schols et al. 1990; Lerouge et al. 1993). DarUber hinaus konnte fur Pektine aus Okraschoten
gezeigt werden, dass auch die Rhamnoseeinheiten an Position O3 acetyliert sein kdnnen
(Sengkhamparn et al. 2009). Methylester der Galacturonsdureeinheiten des RG-I-Rickgrats sind
hingegen seltener, konnten jedoch unter anderem fiir Pektine aus Tabak und Flachs gezeigt
werden (Sun et al. 1987; Rihouey et al. 1995). Darlber hinaus konnte unter anderem fir SBP
gezeigt werden, dass die D-Galacturonsaureeinheiten vereinzelt auch Uber Position O3 mit
D-Glucopyranuronséure substituiert vorliegen konnen (Renard et al. 1999). Uber Position O4 der
Rhamnoseeinheiten kann das RG-I-Rickgrat mit Seitenketten aus neutralen Monosacchariden
substituiert sein, die im Folgenden als ,neutrale Seitenketten” bezeichnet werden. Ublicherweise
sind die neutralen Seitenketten aus Arabinanen und (Arabino-) Galactanen zusammengesetzt. Die
Zusammensetzung dieser Fraktion kann, ebenso wie der Substitutionsgrad der
Rhamnoseeinheiten, je nach Herkunft des Pektins stark variieren. Beispielsweise sind SBP durch
hohe Anteile an Arabinanen gekennzeichnet, wahrend Kartoffelpektine meist sehr galactanreich
sind (Oosterveld et al. 1996; @bro et al. 2004).

ARABINANE sind aus einer a-1,5-glykosidisch verknipften L-Arabinofuranosekette aufgebaut,
die vereinzelt mit 3-Arabinofuranosylresten oder 3-D-Xylopyranosylresten terminiert sein kann
(Cardoso et al. 2002; Wefers et al. 2015b). Die Arabinanhauptkette kann zudem tber Position O2
und/oder O3 mit einzelnen Arabinofuranoseeinheiten oder kurzen, meist o-1,3-verknipften
Arabinofuranoseketten substituiert sein (Yapo 2011b). Wefers et al (2014) konnten zudem
nachweisen, dass in den Seitenketten auch B-1,3-VerknUpfungen vorliegen koénnen. Bei
Arabinanen aus Zuckerriben wund vielen weiteren Pflanzen stellt Position O3 den
Hauptverzweigungspunkt dar (Oosterveld et al. 2000a; Voragen et al. 2009; Westphal et al. 2010a).
Einige Arabinane, wie beispielsweise aus Raps, sind hingegen hauptsachlich Gber Position O2
verzweigt (Eriksson et al. 1996). Doppelt substituierte Arabinoseeinheiten machen meist nur einen
geringen Teil der Verzweigungen aus. Bei stark verzweigten Arabinanen wie in SBP kénnen auch
benachbarte Arabinoseeinheiten mit Seitenketten substituiert sein (Westphal et al. 2010b; Wefers
et al. 2015Db).

GALACTANE haben ein Ruckgrat aus 3-1,4-verknlpften D-Galactopyranoseeinheiten, das Gber
Position O6 mit D-Galactopyranoseeinheiten verzweigt sein kann. Innerhalb des Rickgrats
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kdnnen zudem vereinzelte B-1,3-Verknipfungen vorliegen (Hinz et al. 2005). Galactane werden
haufig terminologisch mit Typ | Arabinogalactanen gleichgesetzt, was darauf zurlckzufihren ist,
dass in der Galactanhauptkette sowohl terminale als auch interne, o-14-verknipfte
Arabinopyranosylreste identifiziert werden konnten (Huisman et al. 2001, Wefers und Bunzel
2016b). Teilweise werden auch lediglich Galactane, die Uber Position O3 mit ao-L-
Arabinofuranosylresten substituiert sind, als Typ | Arabinogalactane bezeichnet. Fur die
vorliegende Arbeit werden Galactane und Typ | Arabinogalactane unter dem Term TypP I
(ARABINO-) GALACTANE (AG-I) zusammengefasst.

Neben AG-I gibt es auch Galactane, die ein [-1,3-verknUpftes Rickgrat aufweisen, das an
Position O6 mit kurzen, B-1,6-verknipften D-Galactopyranoseketten verzweigt sein kann. Die
Seitenketten kdnnen wiederum, unter anderem, mit a-1,3-verknlpften L-Arabinofuranosylresten
substituiert und/oder mit kurzen, a-1,5-verknlpften L-Arabinofuranoseketten terminiert sein
(Gaspar et al. 2001; Redgwell et al. 2002). Diese Galactane werden als TYP Il ARABINOGALACTANE
(AG-II) bezeichnet und liegen in Arabinogalactanproteinen (AGP) an Proteine gebunden vor. Es
ist jedoch nicht abschlieBend geklart, ob AG-Il immer an Proteine gebunden sind oder auch als
Seitenketten kovalent mit dem Rickgrat des RG-I verknUpft vorliegen kodnnen. Daflr, dass
mindestens ein Teil der AGP pektingebunden vorliegt, spricht jedoch nicht nur, dass AGP
chromatographisch nur bedingt von Pektinen zu separieren sind (Voragen et al. 2009). Mithilfe
bildgebender und anderer analytischer Verfahren konnten unter anderem fiir SBP, Karotten- und
Hopfenpektine Hinweise fur kovalente Verkntpfungen der AGP- und Pektindomanen erhalten
werden (Oosterveld et al. 2002; Immerzeel et al. 2006; Kirby et al. 2006, 2008).

Sowohl Arabinane als auch (Arabino-) Galactane kdnnen mit Hydroxyzimtsauren verestert
vorliegen, wobei das Vorkommen bei dikotylen Pflanzen hauptsachlich auf die Ordnung
Caryophyllales beschrankt ist (Hartley und Harris 1981). Zumeist stellt TRANS-FERULASAURE die
quantitativ bedeutendste Hydroxyzimtsauresubstitution dar. Durch die Isolierung und
Charakterisierung  einer ~ Vielzahl ~ an  substituierten  Arabinan- und  (Arabino-)
Galactanoligosacchariden konnte gezeigt werden, dass trans-Ferulasdure an Position O2 und O5
der Arabinose- bzw. O6 der Galactoseeinheiten gebunden vorliegen kann (Colquhoun et al. 1994;
Ralet et al 1994b; Levigne et al. 2004a; Bunzel et al 2005b). Uber radikalische, oxidative
Kopplungsreaktionen  kdnnen die estergebundenen Ferulasauren dimerisieren  bzw.
oligomerisieren und so kovalente, inter- und intramolekulare Quervernetzungen zwischen
Pektinen und anderen ferulasduresubstituierten Zellwandkomponenten ausbilden (Levigne et al.
2004b; Ralet et al. 2005; Jilek und Bunzel 2013; Wefers et al. 2015a; Waterstraat und Bunzel 2019).

1.3.4 MAKROMOLEKULARE PEKTINSTRUKTUR

Der makromolekulare Aufbau von Pektinen ist noch nicht abschlieBend geklart. Dies ist neben
der Vielzahl an unterschiedlichen Strukturdoménen mit variierender Feinstruktur auch den
diskutierten, vielfdltigen inter- und intramolekularen Verknipfungsméglichkeiten (z.B. Ca**-
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Bricken, RG-II-Boratbriicken, Quervernetzungen tber AGP oder Oligoferulasauren) geschuldet.
Neben den Pektin-Pektin-Interaktionen wird die Aufklarung der makromolekularen Struktur von
Pektinen auch durch die Einbettung in den Zellwandkomplex erschwert. So werden verschiedene
nicht-kovalente Wechselwirkungen, aber auch kovalente Verknipfungen mit anderen
Zellwandbestandteilen wie Cellulose oder Xyloglucanen diskutiert (Fry 1986; Carpita und Gibeaut
1993; Zykwinska et al. 2005; Zykwinska et al. 2007; Zykwinska et al. 2008).

Im Laufe der letzten Dekaden wurden verschiedene Modelle postuliert, die die
makromolekulare Pektinstruktur abbilden sollen. Das von De Vries et al. (1982) entwickelte Modell
der ,smooth regions” (HG) und ,hairy regions” (RG-I mit neutralen Seitenketten) geht von einem
Pektinrickgrat aus aufeinander abfolgenden Abschnitten aus HG und RG-I aus. Das ,smooth and
hairy regions”"-Modell ist das meist verwendete Pektinmodell, da es mit vielen neueren
Studienergebnissen in Einklang gebracht werden kann. So schlussfolgerten Coenen et al. (2007)
aufgrund  der  Isolierung  entsprechender  Oligosaccharide, dass HG-  und
Xylogalacturonanstrukturen kovalent mit dem RG-I-Ruckgrat verknipft vorliegen kénnen. Ishii
und Matsunaga (2001) stellten die Hypothese auf, dass auch RG-II kovalent mit HG verknipft ist,
da RG-II durch Inkubation mit endo-a-1,4-D-Polygalacturonase (PGA) aus SBP freigesetzt werden
konnte. Daraus wurde die Vorstellung entwickelt, dass die verschiedenen Strukturblécke im
Pektinmolekul aneinandergereiht vorliegen (Abbildung 2).

Q/O L-Arabinofuranose/-pyranose D-Galactopyranuronsaure O Acetylierung
O D-Galactopyranose . L-Rhamnopyranose B Methylierung
% trans-Ferulasaure

Abbildung 2: Schematischer struktureller Aufbau der Homogalacturonan- und Typ I-
Rhamnogalacturonanfraktion eines Zuckerriibenpektins nach dem ,smooth and hairy regions”-
Modell (De Vries et al. 1982)
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Allerdings gibt es auch Strukturerkenntnisse, die nicht mit dem klassischen ,smooth and hairy
regions”-Modell vereinbar sind, weshalb alternative Modelle entwickelt wurden. Insbesondere die
Lange und unregelmaBige Verteilung verschiedener HG-Abschnitte fuhrte zur Entwicklung von
Modellen, bei denen RG-I das Riickgrat bildet und HG-Abschnitte teilweise oder vollstandig als
Seitenketten vorliegen (Round et al. 2001; Oechslin et al. 2003; Vincken et al. 2003; Round et al.
2010; Yapo 2011a). Doch auch diese Modelle kénnen nicht alle Strukturinformationen in Einklang
bringen. Dementsprechend liegt die Vermutung nahe, dass die tatsachliche makromolekulare
Pektinstruktur komplexer ist und nicht durch ein einfaches Modell wiedergegeben werden kann.
So kénnte es sein, dass in Abhangigkeit vom untersuchten Pektin (Pflanzenart, Reifestadium,
Gewebetyp, Lokalisation in der Zellwand) unterschiedliche Strukturen bzw. Elemente aller Modelle
in Pektinen vorzufinden sind.

1.4 ERNAHRUNGSPHYSIOLOGISCHE EIGENSCHAFTEN VON PEKTINEN

Pektine erfillen als Zellwandkomponente nicht nur essentielle Funktionen fir die Physiologie
der Pflanze, sondern wirken auch als Ballaststoffe und weisen im Rahmen dessen vielféltige
ernahrungsphysiologische Eigenschaften auf (Howlett et al. 2010). Obwohl eine ausreichende
Ballaststoffzufuhr ein wichtiger Bestandteil der humanen Erndhrung ist, wird die von der
Deutschen Gesellschaft fur Erndhrung (DGE 2021) empfohlene tégliche Ballaststoffaufnahme fur
Erwachsene von 30 g/Tag nach den Ergebnissen der vom Max Rubner-Institut durchgefihrten
,Nationalen Verzehrsstudie II"” in weiten Teilen der Bevolkerung unterschritten (Max Rubner-
Institut 2008). Der vermehrte Einsatz von funktionellen Ballaststoffen wie Pektinen in
Lebensmitteln kdnnte dazu beitragen, dieses Defizit auszugleichen.

Nach der Definition der Lebensmittelinformationsverordnung (VO (EU) 1169/2011), die sich an
der Definition des Codex Alimentarius orientiert, sind Ballaststoffe naturliche oder synthetische
Kohlenhydrate, die aus mindestens drei Monomereinheiten aufgebaut sind, im menschlichen
Dunndarm weder verdaut noch resorbiert werden und physiologisch positive Eigenschaften
aufweisen. Viele der fur Ballaststoffe beschriebenen positiven Effekte gehen vermutlich auf die
physikochemischen Eigenschaften zurtick. Durch die hohe Wasserbindekapazitdt wird das
Volumen und die Viskositat des Speisebreis im Magen erhoht, was ein Sattigungsgefihl
hervorrufen und in einer verlangsamten Magenentleerung resultieren kann. So konnen
Ballaststoffe zu einer verminderten Kalorienaufnahme beitragen. Darlber hinaus kann eine
vermehrte Ballaststoffaufnahme auch zu einem geringeren Anstieg des postprandialen
Blutglucosespiegels fiihren, da die Freisetzung und Resorption von Glucose im Dinndarm durch
die hohe Viskositat des Speisebreis verzogert wird (Burkitt et al. 1972; Holt et al. 1979; Kristensen
und Jensen 2011). Da Ballaststoffe eine strukturell duBerst heterogene Gruppe an Verbindungen
darstellen, kdnnen auch die physikochemischen Eigenschaften und die darauf zurlickzufiihrenden
erndhrungsphysiologischen Effekte unterschiedlich ausfallen. So kénnen Pektine aufgrund ihres
teilweise ionischen Charakters Mineralstoffe und Spurenelemente binden, sodass diese nicht im
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Dinndarm resorbiert werden koénnen. Die Bewertung dieser Eigenschaft ist jedoch davon
abhangig, welche lonen gebunden werden und wie die individuelle Versorgungslage mit den
entsprechenden Mineralstoffen und Spurenelementen ist (Baye et al 2017). Zudem werden
vermehrt Gallensduren gebunden, was in deren Nachbildung aus Cholesterin und
dementsprechend einer Absenkung des Cholesterinspiegels resultieren kann (Jenkins et al. 1975;
Kendall et al. 2010).

Entsprechend der strukturellen Diversitdt von Ballaststoffen variieren auch die
gesundheitsbezogenen Angaben, die nach der ,Health Claims”-Verordnung (VO (EU) 432/2012)
bei Lebensmitteln mit einem entsprechenden Gehalt der jeweiligen Ballaststoffkomponente
getroffen werden durfen. Fir Pektine kann die Aussage getdtigt werden, dass sie zur
Aufrechterhaltung eines normalen Cholesterinspiegels beitragen und dass der Blutzuckerspiegel
nach einer pektinhaltigen Mahlzeit weniger stark ansteigt. Einige der dartber hinaus diskutierten
ernahrungsphysiologischen Effekte gehen darauf zurlick, dass Pektine und andere Ballaststoffe
im Dunndarm nicht durch Verdauungsenzyme verstoffwechselt werden und groBtenteils intakt in
den Dickdarm gelangen. Das in Abhangigkeit von den physikochemischen Eigenschaften der
vorliegenden Ballaststoffe entsprechend hohere Volumen und die hohere Viskositat des
Speisebreis kénnen zu einer erhdhten Darmperistaltik und so zu einer verklrzten Transitzeit
fuhren (Champ et al. 2003; Kendall et al. 2010). Andererseits konnen die Ballaststoffkomponenten
teilweise durch das Dickdarmmikrobiom verstoffwechselt werden. Dabei stellen Ballaststoffe eine
wichtige Energiequelle fir bestimmte Mikroorganismen im Dickdarm dar und kdnnen
entsprechend deren Wachstum stimulieren. So kann der Verzehr von Ballaststoffen die Quantitat
und Zusammensetzung des Darmmikrobioms positiv beeinflussen.

Sowohl die Ballaststoffart als auch die Feinstruktur der Polysaccharide beeinflussen, welche
Mikroorganismen gefdrdert werden (Olano-Martin et al. 2002). Fur Pektine wird von einer
positiven Beeinflussung der Darmmikrobiota ausgegangen. Allerdings spiegelt sich die
strukturelle Vielfalt von Pektinen auch in einer unterschiedlichen Fermentationsgeschwindigkeit
verschiedener Struktureinheiten sowie einer damit einhergehenden variierenden Beeinflussung
des Mikrobioms wider (Onumpai et al. 2011; Ferreira-Lazarte et al. 2018; Larsen et al. 2019; Bender
et al. 2023). Darlber hinaus wirkt sich auch die Feinstruktur (z.B. Kettenldnge, Substituenten,
Verzweigungen) auf die Fermentation und die Beeinflussung der Mikrobiotazusammensetzung
aus (Holck et al. 2011; Thomassen et al. 2011; Al-Tamimi et al. 2006; Olano-Martin et al. 2002).

Einige der relevantesten Stoffwechselprodukte der Darmmikrobiota sind kurzkettige
Fettsauren wie Acetat, Propionat und Butyrat. Diese sind nicht nur die Hauptenergiequelle der
Darmepithelzellen, sondern kénnen auch Uber die Blutbahn in der Leber metabolisiert werden
oder nach Passage der Blut-Hirn-Achse einen Einfluss auf das Sattigungsgefihl austben
(Cummings et al. 1987; Frost et al. 2014). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass Butyrat Uber
verschiedene Mechanismen der Bildung von Dickdarmkrebs entgegenwirken kann (Scharlau et al
2009).
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1.5 PEKTINE ALS FUNKTIONELLE LEBENSMITTELZUSATZSTOFFE

Pektine finden aufgrund ihrer Verdickungs-, Stabilisierungs- und Gelbildungseigenschaften
Anwendung in einer Vielzahl an Lebensmitteln. Nach VO (EG) Nr. 1333/2008 sind sie als
Lebensmittelzusatzstoff E 440 fur eine Vielzahl an Anwendungszwecken nach dem quantum satis-
Prinzip zugelassen. Dabei gibt es verschiedene rechtliche Angaben, die sich auf die Struktur der
Pektine beziehen. So sollen sich die eingesetzten Pektine nach VO (EU) Nr. 231/2012
,hauptsachlich aus partiellen Methylestern der Polygalacturonsaure” zusammensetzen, die aus
,geeignetem genusstauglichen pflanzlichen Material, gewdhnlich Zitrusfriichten und Apfeln,
gewonnen” werden. Ferner sind verschiedene Spezifikationen zur Zusammensetzung definiert,
wie ein Mindestgehalt an Galacturonsaure von 65 % und ein Hochstgehalt an Stickstoff von 1%
(jeweils bezogen auf die aschefreie Trockenmasse).

Diese Spezifikationen basieren auf Pektinen, die aufgrund ihrer gelbildenden oder
stabilisierenden Eigenschaften Lebensmitteln zugesetzt werden. Fur diesen Zweck werden Pektine
bendtigt, die einen hohen Galacturonsaure- bzw. HG-Gehalt aufweisen (siehe Abschnitt 1.5.1)
(Thakur et al 1997). Derartige HG-reiche Pektine werden Ublicherweise mittels harscher
Extraktionsverfahren aus Apfel- oder Citrustrester gewonnen. Genauere Informationen zur
Pektinextraktion und deren Auswirkung auf die Pektinstruktur sind in Abschnitt 3.1 zu finden.
Durch die bei der kommerziellen Pektingewinnung vorherrschenden Bedingungen wird unter
anderem der Anteil an neutralen Seitenketten deutlich reduziert. Dadurch stehen die rechtlichen
Spezifikationen insbesondere bei Pektinen, die strukturell komplexer aufgebaut sind als unter
industriellen Bedingungen extrahierte Apfel- und Citruspektine, im Widerspruch zur nativ in der
Pflanze vorliegenden Pektinstruktur. Zum Beispiel weisen SBP unter anderem einen hohen Gehalt
an Arabinan- und (Arabino-) Galactan-Seitenketten sowie an Proteinen auf, sodass diese nur bei
starker Modifikation den genannten Anforderungen fir Pektin als Lebensmittelzusatzstoff
gentgen. Derim Vergleich zu Apfel- und Citruspektinen deutlich héhere Acetylierungsgrad sowie
die Substitution der neutralen Seitenketten mit trans-Ferulasdure sprechen hingegen nicht gegen
einen Einsatz als Lebensmittelzusatzstoff ,Pektin, da diese Strukturparameter in den
entsprechenden Verordnungen nicht spezifiziert sind.

Ein Anwendungsbeispiel fir Pektin als Lebensmittelzusatzstoff ist die Stabilisierung von
angesauerten Milchgetranken, um eine Proteinagglomeration und Phasentrennung im Zuge der
Lagerung zu verhindern (Willats et al 2006). Besonders relevant sind jedoch die
Gelbildungseigenschaften von Pektinen, die in Konfitiren, Marmeladen und verwandten
Erzeugnissen genutzt werden und fir die Textur des Lebensmittels unerlasslich sind.

1.5.1 PEKTINE ALS GELBILDNER

Die Fahigkeit von Pektinen, Gele auszubilden, wurde bereits 1825 von Henri Braconnot
beschrieben, der auch die Bezeichnung Pektin gepragt hat (Willats et al. 2006). Fur die Pektin-
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vermittelte Gelbildung sind verschiedene Mechanismen bekannt. Die beiden meistgenutzten
Mechanismen beruhen auf Pektinen, die einen hohen Anteil an HG-Abschnitten aufweisen, und
unterscheiden sich darin, ob die Galacturonsaureeinheiten einen niedrigen oder hohen Grad an
Methylveresterungen aufweisen (Thakur et al 1997). Bei Pektinen mit einem niedrigen
Methylierungsgrad (etwa 25 - 50 %) kann die Gelbildung durch Zugabe von Calciumsalzen
erfolgen. Dissoziierte Carboxygruppen von nicht-methylveresterten Galacturonsaureeinheiten
kénnen dabei durch Komplexbildung mit Ca?*-lonen miteinander verkniipft werden, sodass ein
mehrdimensionales Netzwerk ausgebildet wird, das haufig mit dem egg-box-Modell beschrieben
wird (Grant et al 1973; Morris et al 1982). In den nicht-komplexierten Bereichen des
Pektinnetzwerks kann Wasser angelagert werden. Pektine mit einem hohen Grad an
Methylveresterungen (etwa 50 - 75%) kdénnen Gele Uber nicht-ionische Wechselwirkungen
ausbilden, sofern ein niedriger pH-Wert sowie eine hohe Konzentration an gelésten Mono- oder
Disacchariden vorliegen. Der ionische Charakter der HG-Ketten ist durch den hohen Grad an
Methylveresterungen sowie den niedrigen pH-Wert verringert, was eine Zusammenlagerung der
eher unpolaren, methylveresterten Bereiche erméglicht. Die hohe Konzentration an geldsten
Mono- oder Disacchariden verbessert die Gelbildung, da weniger Wasser fir Wechselwirkungen
mit den Pektinmolekulen zur Verfigung steht (Thakur et al. 1997).

SBP weisen bei den genannten Mechanismen schlechtere Geliereigenschaften auf als
beispielsweise Apfel- und Citruspektine, was unter anderem auf geringere HG-Anteile sowie
sterische Effekte, die durch hohere Anteile an RG-I und neutralen Seitenketten bedingt sind,
zurlickzufthren ist. SBP kdnnen dennoch stabile Gele ausbilden, indem die Substitution der
neutralen Seitenketten mit Ferulasdure ausgenutzt wird. Ferulasaureester kdnnen mithilfe von
Enzymen unter oxidativen Bedingungen radikalisch gekoppelt werden, z.B. mittels Peroxidase und
Wasserstoffperoxid oder mittels Laccase und Sauerstoff. Dadurch kénnen mehrdimensionale
Netzwerke mit guten Gelbildungseigenschaften ausgebildet werden, die im Gegensatz zu nicht-
kovalenten Gelen eine hohe Toleranz gegentber pH-Schwankungen oder Elektrolyten aufweisen
(Oosterveld et al. 2000c; Junker et al. 2021).

1.5.2 PEKTINE ALS EMULGATOREN

1.5.2.1 EMULSIONEN

Emulsionen sind Systeme, die aus mindestens zwei nicht mischbaren Flissigkeiten bestehen
und von denen eine Flussigkeit (disperse Phase) in der anderen Flussigkeit (kontinuierliche Phase)
dispergiert ist. Bei Lebensmitteln sind Ol-in-Wasser (o/w)-Emulsionen weit verbreitet. Beispiele
fur (o/w)-Emulsionen sind Milch, Sahne, Mayonnaise oder Aromadlemulsionen in
Erfrischungsgetranken. Beim Erzeugen einer Emulsion wird die disperse Phase bei hohen
Energieeintragen zerkleinert, sodass Tropfen der dispersen Phase in der kontinuierlichen Phase
verteilt vorliegen. Hierzu kdnnen verschiedene Emulgiermaschinen verwendet werden, wobei im
industriellen Kontext haufig Kolloidmuhlen und Hochdruckhomogenisatoren Anwendung finden
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(Karbstein und Schubert 1995). Die Wahl der Emulgiermethodik wirkt sich auf die TropfengroéBen
der dispersen Phase und damit darauf aus, wie stark die Ol-Wasser-Grenzflache vergréBert wird.
Je nach TropfengréBe werden Emulsionen haufig in Makroemulsionen (> 1um), Mikroemulsionen
(0,7 - Tum) und Nanoemulsionen (< 0,1 um) unterschieden. Die vorliegenden TropfengréBen bzw.
deren Verteilung ist ein maBgeblicher Parameter fiir die Bewertung einer Emulsion, da sich dieser
auf die Emulsionsstabilitdt und das optische Erscheinungsbild eines Lebensmittels (z.B. Tribung)
auswirken kénnen. In Lebensmittelanwendungen sind vor allem Makro- und Mikroemulsionen
von Bedeutung (Bibette et al. 1999; Ozturk und McClements 2016; McClements 2016).

Die TropfengroBenverteilung einer Emulsion ist jedoch, neben der zur Herstellung
verwendeten Emulgiermethodik, auch entscheidend vom Vorhandensein sowie der Art und
Konzentration grenzflachenaktiver Verbindungen, den Emulgatoren, abhangig. Ohne
Emulgatoren wirde es nach der Tropfenzerkleinerung aufgrund der thermodynamischen
Instabilitdt und dem Bestreben des Systems, die Grenzflache zu minimieren, schnell wieder zu
einer vollstandigen Phasentrennung kommen. Emulgatoren kénnen diesen Prozess verhindern
oder zumindest verlangsamen, indem sie an die Ol-Wasser-Grenzflache adsorbieren und die
Oberflachenspannung herabsetzen. Die Verhéltnisse und Verteilung der hydrophilen und
hydrophoben Strukturkomponenten innerhalb des Molekdls entscheiden dartber, wie effektiv der
Emulgator an die Grenzflache adsorbieren kann. Um die gerade aufgebrochenen Tropfen effektiv
zu stabilisieren und vor Aggregation zu schitzen, missen Emulgatoren jedoch auch schnell und
in ausreichender Zahl an die Grenzflache adsorbieren. Aufgrund der hoheren
Diffusionsgeschwindigkeit kdnnen niedermolekulare Emulgatoren (z.B. Tenside) tendenziell
schneller an die Grenzflache gelangen als hochmolekulare Emulgatoren (z.B. Proteine oder
Pektine). Hochmolekulare Emulgatoren haben jedoch den Vorteil, dass die Grenzflache unter
anderem aufgrund sterischer Effekte besser stabilisiert wird. Neben Aspekten wie der adsorbierten
Schichtdicke spielen auch elektrostatische Wechselwirkungen eine wichtige Rolle bei der
Tropfenstabilisierung. Wahrend niedermolekulare Emulgatoren einlagige Schichten an der
Grenzflache ausbilden, kénnen Makromolekile wie SBP auch mehrlagige Schichten um die
Tropfen ausbilden, was das Auftreten von Koaleszenz unwahrscheinlicher macht und in einer
erhdhten Emulsionsstabilitat resultiert (Siew et al. 2008; Tadros 2013). Fir die Herstellung stabiler
Emulsionen ist neben den genannten Aspekten auch deren Formulierung von entscheidender
Bedeutung. Die Emulgatorkonzentration, das Verhaltnis von kontinuierlicher zu disperser Phase,
der pH-Wert, die Viskositat, Salze und Hitzebehandlungen (z.B. Pasteurisation) wirken sich
teilweise deutlich auf die TropfengréBBen sowie die Emulsionsstabilitat aus (Bindereif et al. 2022).
Fur die Emulgiereigenschaften von Makromolekilen wie SBP ist jedoch auch die molekulare
Struktur ein entscheidender Faktor.
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1.5.2.2 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN PEKTINSTRUKTUR UND EMULGIEREIGENSCHAFTEN

Wie bereits erwahnt, kénnen Pektine in Abhangigkeit des zur Extraktion verwendeten
pflanzlichen Rohstoffs gute Emulgiereigenschaften aufweisen. Insbesondere SBP weist im
Vergleich zu Citrus- oder Apfelpektin sehr gute emulsionsstabilisierende Eigenschaften auf. Daher
werden die bisherigen Untersuchungen zu den Zusammenhangen zwischen der Struktur und den
Emulgiereigenschaften hauptsachlich anhand von SBP erldutert. Die Struktur von SBP zeichnet
sich neben einem hohen Anteil an AGP und neutralen Seitenketten (insbesondere Arabinane), die
zudem teilweise mit trans-Ferulasdure verestert vorliegen, auch durch einen hohen
Acetylierungsgrad aus. Der Einfluss dieser und weiterer Strukturelemente auf die
Emulgiereigenschaften von SBP wurde bereits in verschiedenen Studien untersucht.

Oftmals wurde der hohe AGP- bzw. Proteingehalt von SBP als wichtiger Faktor fur die
Emulgiereigenschaften hervorgehoben (Leroux et al. 2003; Williams et al. 2005; Siew und Williams
2008; Chen et al. 2016b; Liu et al 2019). Die Erklarung hierfir ist der teilweise hydrophobe
Charakter der Proteinfraktion, der eine Anlagerung des Pektinkomplexes an die Oltropfen einer
Emulsion ermdglicht (Funami et al. 2007; Funami et al. 2011). So konnte flr SBP bereits gezeigt
werden, dass die Fraktionen, die an die Olphase angelagert sind, unter anderem durch erhéhte
Proteinkonzentrationen gekennzeichnet sind (Williams et al. 2005). Der positive Einfluss erhdhter
Proteingehalte wurde dadurch bekraftigt, dass die Emulgiereigenschaften von SBP durch die
kovalente Quervernetzung mit exogenen Proteinen verbessert werden konnten (Qi et al. 2017;
Wefers et al. 2018; Guo et al. 2018; Lin et al. 2020a). Jedoch konnte unter anderem anhand der
Analyse unterschiedlicher SBP-Fraktionen gezeigt werden, dass der Zusammenhang zwischen
Proteingehalt und Emulgiereigenschaften nicht eindeutig ist (Williams et al 2005). Vermutlich
spielt neben dem Proteingehalt auch die Art der VerknUpfung der Protein- mit den
Polysaccharidkomponenten eine wichtige Rolle fiir die Emulgiereigenschaften (Chen et al. 2016b).

Neben der Proteinfraktion wird haufig die Substitution der neutralen Seitenketten mit trans-
Ferulasaure als ein relevanter Faktor fur die im Vergleich zu Citrus- und Apfelpektinen besseren
Emulgiereigenschaften von SBP genannt (Siew und Williams 2008; Chen et al 2016a). Die
Substitution mit trans-Ferulasdure erhoht die Hydrophobizitat der entsprechenden
Strukturelemente und erméglicht so wiederum eine Interaktion mit der Ol-Wasser-Grenzflache
(Siew und Williams 2008). Funami et al. (2011) schlussfolgerten jedoch, dass die assoziierten
Proteine eine deutlich wichtigere Rolle als hydrophober Anker darstellen. Williams et al. (2005)
hoben insbesondere die strukturelle Anordnung von proteinhaltigen und mit trans-Ferulasaure
veresterten Strukturen als entscheidenden Faktor fur die Emulgiereigenschaften hervor.

Eine weitere hydrophobe Modifikation stellt die Methylierung und Acetylierung der
(Rhamno-) Galacturonfraktionen dar. Erhdhte Acetylgehalte der an die Olphase adsorbierten
Pektinfraktion konnten bereits nachgewiesen werden, weshalb von einem Einfluss des
Acetylierungsgrads auf die Emulgiereigenschaften von SBP ausgegangen wird (Leroux et al. 2003).
Jedoch  konnte durch  Deacetylierungsstudien ein  im  Vergleich zu anderen
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hydrophobizitatsbeeinflussenden Strukturkomponenten wie Proteinen oder trans-Ferulasdure
lediglich moderater Effekt auf die stabilisierte TropfengroBe festgestellt werden (Leroux et al.
2003; Chen et al. 2016a). Ai et al. (2022) konnten jedoch zeigen, dass eine Acetylierung zuvor
durch alkalische Behandlung fast vollstandig deacetylierter SBP mit einer deutlichen Verbesserung
der Emulgiereigenschaften einhergeht. Zudem konnte bei Emulsionen, die durch acetylreiche
Pektine stabilisiert wurden, eine verbesserte Langzeitstabilitat beobachtet werden. Neben der
Hydrophobizitatsénderung ist dies vermutlich auch auf eine verringerte Empfindlichkeit
gegeniber Ca®*-vermittelten Flockungsreaktionen zuriickzufiihren, was ebenfalls fir Pektine mit
einem hohen Methylierungsgrad gezeigt wurde (Leroux et al. 2003; Chen et al. 2016a). Weitere
Studien zum Einfluss erhdhter Methylierungsgrade auf die Emulgiereigenschaften von Pektinen
wurden unter anderem fur Citruspektine (Schmidt et al. 2015a; Schmidt et al. 2015b) und SBP
(Chen et al. 2016b; Chen et al. 2016a) durchgefuhrt. Als zugrundeliegender Mechanismus wird
diskutiert, dass durch einen erhdhten Methylierungsgrad der ionische Charakter des
Pektinrtckgrats abgeschwacht wird, da nicht-methylveresterte Carbonsduregruppen bei den
gewahlten Emulgierbedingungen (pH 5) weitgehend dissoziiert vorliegen. Dies wirkt sich nicht
nur auf die bereits hervorgehobene Empfindlichkeit gegeniber Ca®*-vermittelten
Flockungsreaktionen, sondern auch auf die intra- und intermolekularen Wechselwirkungen sowie
die raumliche Anordnung der Molekdle aus (Axelos und Thibault 1991; Leroux et al. 2003).

Neben den hydrophoben Strukturelementen haben verschiedene Autoren den neutralen
Pektinseitenketten einen positiven Einfluss auf die Emulgiereigenschaften zugeschrieben, wobei
die Stabilisierung der Oltropfen durch die Ausbildung einer ausgepragten Hydrathille als
zugrundeliegender Mechanismus angenommen wird (Siew und Williams 2008; Funami et al. 2011).
Wahrend Uber den positiven Effekt hoherer Anteile an neutralen Seitenketten auf die
Langzeitstabilitdt von Emulsionen weitgehend Einigkeit vorherrscht, gibt es Gber die spontane
Emulgieraktivitat unterschiedliche Berichte. Fir SBP wird meist von einem maBigen Einfluss des
Anteils neutraler Seitenketten ausgegangen (Funami et al. 2011; Chen et al. 2016a; Zhou et al
2021). Fur Okrapektine machten Kpodo et al (2018) allerdings einen negativen Einfluss hoher
Neutralzuckeranteile aus. Der individuelle Einfluss galactosehaltiger bzw. arabinosehaltiger
Pektinseitenketten wurde in der Literatur noch nicht tiefergehend untersucht. Lediglich Chen et
al. (2016a) sowie Funami et al. (2011) untersuchten kommerzielle SBP vor und nach enzymatischer
Arabinan- bzw. Galactanabspaltung. Dabei konnte jedoch weder ein stark ausgepragter noch ein
unterschiedlich gearteter Einfluss der Arabinan- bzw. Galactanfraktion ausgemacht werden.

Zusatzlich  zu  den genannten  Strukturparametern wird auch haufig die
Molekulargewichtsverteilung bzw. das mittlere Molekulargewicht als wichtiger Einflussfaktor fur
die Emulgiereigenschaften von Pektinen diskutiert (Williams et al. 2005; Yapo et al. 2007b). Dem
zugrunde liegt, dass sich das Molekulargewicht nicht nur auf die Diffusionsgeschwindigkeit im
Zuge der Anlagerung an die Oltropfen auswirkt, sondern auch die sterische Stabilisierung der Ol-
Wasser-Grenzflache beeinflusst. Wahrend der positive Einfluss hdherer Molekulargewichte auf die
Emulsionsstabilitat vielfach belegt werden konnte, sind die Auswirkungen auf die initial erzeugte
EmulsionstropfengroBe nicht eindeutig geklart. So konnten nach Einsatz von SBP, deren mittleres
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Molekulargewicht durch unterschiedlich geartete Quervernetzungsreaktionen erhéht wurde, im
Vergleich zu den jeweiligen unmodifizierten SBP sowohl niedrigere als auch hohere
Tropfendurchmesser festgestellt werden (Jung und Wicker 2012; Zhang et al. 2015; Lin et al. 2020b;
Wang et al. 2021).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die aktuelle Studienlage keine eindeutigen
Ruckschltsse auf die Zusammenhange zwischen Struktur und Emulgiereigenschaften von SBP
oder anderen Pektinen zuldsst. Darlber hinaus muss berlcksichtigt werden, dass in den
aufgefuhrten Studien fast ausschlieBlich kommerzielle Pektine untersucht wurden. Da diese
Pektine durch die harschen Extraktionsbedingungen stark modifiziert werden (siehe Abschnitt 3.1),
sind bei diesem Studiendesign keine Rickschlisse Uber den Einfluss der bereits im Zuge der
Extraktion modifizierten bzw. abgespaltenen Strukturelemente moglich. Beispielsweise ist wenig
Uber die Emulgiereigenschaften seitenkettenreicher Pektine oder die Auswirkungen
unterschiedlicher Verhéltnisse von neutralen Seitenketten zu Galacturonanstruktureinheiten
bekannt. So kdnnten verschiedene Zusammensetzungen der Polysaccharidfraktion Unterschiede
in der rdumlichen Flexibilitdt des Polymers bewirken und dementsprechend Einfluss auf die
Grenzflachenaktivitat haben (Axelos und Thibault 1991). Demnach gibt es bisher kein umfassendes
Bild Uber die Struktur-Eigenschaftszusammenhange von SBP.
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Die Herstellung emulsionsbasierter Lebensmittel erfordert den Einsatz von Emulgatoren.
Aufgrund der steigenden Nachfrage nach nachhaltigen und regionalen Produkten ist die
Lebensmittelindustrie auf der Suche nach Alternativen zu bewahrten Emulgatoren wie z.B. Gummi
arabicum. Pektine, die in Deutschland bereits seit den 1930er Jahren kommerziell aus
Nebenprodukten der Lebensmittelindustrie extrahiert werden, kénnen diese Anforderungen
potentiell erflllen. Allerdings weisen Apfel- und Citruspektine, die den Uberwiegenden Teil der
kommerziell extrahierten Pektine ausmachen, nur maBige Emulgiereigenschaften auf. Dagegen
besitzen Pektine aus anderen pflanzlichen Rohstoffen deutlich bessere emulsionsstabilisierende
Eigenschaften, was fur Zuckerribenpektine (sugar beet pectins, SBP) bereits in den 1980er Jahren
gezeigt werden konnte (Dea und Madden 1986). Die Kommerzialisierung von
emulsionsstabilisierenden SBP wird jedoch unter anderem dadurch gehemmt, dass die
Zusammenhange zwischen der chemischen Struktur und den Emulgiereigenschaften nur
unzureichend aufgeklart sind. Neben der ausgesprochen hohen strukturellen Komplexitat von
SBP ist dieser Umstand auch darauf zurlickzufiihren, dass bisherige Studien zu Struktur-
Eigenschaftsbeziehungen meist auf einer geringen Anzahl an untersuchten Pektinen basierten
oder lediglich die Auswirkungen einzelner Strukturveranderungen analysiert wurden. Zudem
wurden fast ausschlieBlich unter harschen Bedingungen extrahierte Pektine betrachtet, sodass
keine Kenntnisse Uber die Struktur-Eigenschaftsbeziehungen wenig modifizierter SBP vorliegen.
Fur ein umfassendes Bild Uber die Zusammenhange zwischen den Extraktionsbedingungen, den
Emulgiereigenschaften und der Polymerstruktur ist es dementsprechend unerlasslich, dass eine
hohe Anzahl an SBP mit einer mdglichst hohen strukturellen Variabilitat untersucht wird.

Ziel dieser Arbeit ist daher die systematische und umfangliche Erfassung des Einflusses der
verschiedenen Pektinstrukturelemente auf die Emulgiereigenschaften von SBP. In Kombination
mit  detaillierten  Erkenntnissen zur Beeinflussung der Molekillstruktur  durch  den
Extraktionsprozess kdnnen auf diese Weise vielversprechende Extraktionsmethoden identifiziert
werden, die in SBP mit verbesserten Emulgiereigenschaften resultieren und so die potentielle
Wertschopfung des Rohstoffs Zuckerribenschnitzel vorantreiben. Zudem sollen weitere, bisher
wenig wertgeschopfte pflanzliche Industrienebenstréme auf ihr Potential zur Gewinnung von
emulsionsstabilisierenden Pektinen Uberpruft werden.

In einem ersten Schritt sollen unterschiedliche Methoden zur Pektinextraktion etabliert und
insbesondere die Probenaufarbeitung insofern optimiert werden, dass fir die Analyse der
Molekulstruktur und der Emulgiereigenschaften hinreichende Ausbeuten erzielt werden.
Daraufhin kénnen durch die Variation der Extraktionsparameter Zeit und pH-Wert eine Vielzahl
strukturell diverser SBP extrahiert werden, die die Basis zur Ergrindung der funktionellen
Zusammenhange zwischen der Extraktion, der Struktur und den Eigenschaften darstellen. Da
bisherige Studien nicht auf die Extraktion seitenkettenreicher SBP abgezielt haben, liegt ein
besonderes Augenmerk auf den Parameterkombinationen, die hohe Pektinausbeuten bei
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gleichzeitig nur geringfligiger Modifikation der Pektinstruktur ermoglichen. In diesem Zuge sollen
auch alternative Extraktionsverfahren zur traditionellen Saureextraktion auf ihr Potential zur
Extraktion von SBP mit guten Emulgiereigenschaften untersucht werden. AnschlieBend soll eine
detaillierte Strukturcharakterisierung der extrahierten Pektine erfolgen, um die Auswirkungen
unterschiedlicher Prozessbedingungen auf die Polymerstruktur aufzuzeigen und so die gezielte
Extraktion von SBP mit bestimmten strukturellen Zusammensetzungen zu ermdéglichen. Uber die
Herstellung und Analyse von Modellemulsionen werden die Emulgiereigenschaften der
extrahierten SBP ermittelt und in Relation zur jeweiligen Molekulstruktur gesetzt. Die auf diese
Weise gewonnenen Struktur-Eigenschaftserkenntnisse sollen durch die gezielte Modifikation
einzelner Strukturelemente eines seitenkettenreichen SBP Uberprift und konkretisiert werden. Die
Kombination dieser unterschiedlichen methodischen Ansatze sollte demnach ein umfassendes
Bild Uber die ursachlichen Struktur-Eigenschaftszusammenhange von SBP ermdglichen.

Durch die Extraktion und Analyse von Pektinen aus weiteren regional anfallenden,
pflanzlichen Industrienebenprodukten wie Weintraubentrester soll zum einen deren Potential als
Ausgangsmaterial zur Extraktion von Pektinen mit guten Emulgiereigenschaften eruiert werden.
Zum anderen soll Uberprift werden, ob die fur SBP ermittelten Struktur-Eigenschafts-
zusammenhange auch auf andere Pektine Ubertragen werden kénnen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PEKTINEXTRAKTION

3.1.1 VERWENDETE ROHSTOFFE

Die Extraktion von Pektinen erfolgte in dieser Arbeit aus Zuckerribenschnitzeln,
Weintraubentrester,  Kartoffelptlpe, Karotten-, Apfel- und  Citrustrester.  Gekalkte
Zuckerribenschnitzel, die im Zuge der industriellen Zuckergewinnung als Nebenprodukt
anfallenden Extraktionsrickstande, wurden im Rahmen des AiF Projekts 20218 N von der
Sudzucker AG (Mannheim, Deutschland) zur Verfigung gestellt. Weintraubentrester der
Rebsorten Riesling und Muiller-Thurgau wurde von der Baden-Badener-Winzergenossenschaft
(Baden-Baden, Deutschland), Trester der Rebsorten Silvaner und Muskateller vom Weingut
Jirgen Bernhard (Undenheim, Deutschland) bereitgestellt. Apfel- und Citrustrester wurden von
der Herbstreith & Fox GmbH & Co. KG (Neuenbiirg, Deutschland), Kartoffelpllpe von der
Emsland-Stéarke GmbH (Emlichheim, Deutschland) und Karottentrester von der GNT Europe
GmbH (Aachen, Deutschland) zur Verfligung gestellt. Diese Rohstoffe wurden ausgewahlt, da es
sich um regional in gro3en Mengen anfallende, pflanzliche Industrienebenprodukte handelt.

Zuckerribenschnitzel, Kartoffelpilpe, Karotten-, Apfel- und Citrustrester wurden in
getrockneter Form angeliefert. Um einen enzymatischen Pektinabbau wahrend der Lagerung zu
vermeiden, wurden die Weintraubentrester der unterschiedlichen Rebsorten umgehend nach
Ernte und Pressung der Weintrauben (Oktober 2018 (Riesling und Muller-Thurgau) bzw. Oktober
2019 (Silvaner und Muskateller)) tiefgefroren und am Institut fur Bio- und Lebensmitteltechnik des
Karlsruher Instituts fur Technologie gefriergetrocknet. Zur Erhéhung der Extraktionseffizienz
wurden die Rohstoffe vor der Pektinextraktion standardmafig mit einer Rotorschnellmuhle
zerkleinert. Zur Vermeidung UbermaBiger Erwdrmung erfolgte dabei zunéchst eine Zerkleinerung
der Ausgangsmaterialien auf Partikeldurchmesser < 2 mm, bevor in einem zweiten Mahlgang auf
die ZielgréBe von < 0,5 mm gemahlen wurde. Davon ausgenommen ist der Karottentrester, der
bereits in gemahlener Form vorlag (PartikelgréBenbereich: 0,14 - 0,20 mm). Die getrockneten und
gemahlenen Rohstoffe wurden bei Raumtemperatur in luftdichten Behaltern unter Ausschluss von
Sonnenlicht gelagert.

3.1.2 EXTRAKTIONSMETHODEN

Die Extraktion von Pektinen aus pflanzlichen Rohstoffen setzt voraus, dass die Pektine aus
dem Zellwandkomplex herausgeldst werden. Hierzu ist aufgrund der Vielzahl an teils starken
Interaktionen mit anderen Zellwandbestandteilen ein hoher Energieeintrag und/oder der Einsatz
von Chemikalien bzw. Enzymen vonndten. Dementsprechend beruhen die Extraktionsverfahren

21



3 Material und Methoden

haufig auf der Erwarmung der wassrigen Extraktionssuspension auf Temperaturen von 75 - 95 °C.
Bei Saureextraktionen wird zusatzlich der pH-Wert durch Zugabe starker Mineralsduren
(z.B. Salzsaure, Salpetersaure) auf Werte von etwa 1 bis 2 abgesenkt, was das Auflésen der
Wechselwirkungen  zwischen  Pektinen  sowie  zwischen  Pektinen und  anderen
Zellwandkomponenten zur Folge hat (Levigne et al. 2002a; Ma et al. 2013). Die dadurch verstarkte
Pektinfreisetzung ist jedoch auch auf die Spaltung glykosidischer Bindungen innerhalb der
Pektinfraktion zurlickzufihren, wobei insbesondere die neutralen Seitenketten anféllig fir
saurehydrolytische Modifikationen sind (BeMiller 1967; Levigne et al. 2002a; Ralet und Thibault
1994). Bisher wurde die partielle Hydrolyse der Arabinan- und Galactanfraktion aus industrieller
Sicht positiv bewertet, da Pektine hauptsachlich aufgrund ihrer gelbildenden Eigenschaften in
Lebensmitteln eingesetzt werden und sich erhdhte Anteile neutraler Seitenketten negativ auf
diese funktionelle Eigenschaft auswirken (Ralet et al. 1994a; Thakur et al. 1997). Dementsprechend
stellen harsche Saureextraktionsverfahren die kommerziell meistgenutzte Variante dar. Neben
den guten Gelbildungs- und Verdickungseigenschaften der extrahierten Pektine haben
Saureextraktionsverfahren weitere Vorteile, wie einen niedrigen instrumentellen Aufwand, die
Maoglichkeit eines kontinuierlichen Betriebes und die hohen erzielbaren Pektinausbeuten. Dabei
ist insbesondere die Pektinausbeute ein entscheidender Parameter, da hinreichende Ausbeuten
sowohl fur die labortechnische als auch die wirtschaftliche Nutzung eine Grundvoraussetzung
darstellen. Die Pektinausbeute variiert in  Abhangigkeit vom Ausgangsmaterial, der
Extraktionsmethode sowie den Extraktionsbedingungen. Hohe Ausbeuten werden Ublicherweise
durch harschere Bedingungen (hohe Temperatur, niedriger pH-Wert, lange Extraktionszeit)
erzielt, die jedoch wie bereits beschrieben auch mit einer verstarkten Pektinmodifikation
einhergehen (Levigne et al. 2002a; Colodel et al. 2018).

Alternativ zum Sdureextraktionsverfahren kdnnen Pektine bzw. bestimmte Pektinfraktionen
auch durch alkalische Extraktion gewonnen werden. Dies erm&glicht die Extraktion von Pektinen
mit geringer modifizierten Arabinanen und Galactanen, bedingt jedoch auch eine Abnahme des
Veresterungsgrads (Methyl-, Acetyl-, Ferulasdureveresterungen) sowie eine Spaltung des
Galacturonanruckgrats tber eine B-Eliminierungsreaktion (Rombouts und Thibault 1986). Auch
die Pektinextraktion mittels Autoklavenbehandlung bei 121 °C im leicht sauren Milieu (~pH 5)
kann zu Spaltungen innerhalb des Galacturonanrickgrats Uber einen
B-Eliminierungsmechanismus fuhren. Im Gegensatz zu alkalischen Verfahren wird jedoch der
Veresterungsgrad nicht wesentlich modifiziert (Oosterveld et al. 1996). In Kombination mit den
hohen Ausbeuten bei kurzen Extraktionszeiten stellen Autoklavenbehandlungen demnach eine
vielversprechende Methode dar, um Pektine mit einem hohen Gehalt an neutralen Seitenketten
zu  extrahieren.  Andere  Verfahren  wie  chelatbildnerunterstiitzte  Extraktionen,
Ultraschallbehandlungen oder Extraktionen mit pektinolytischen Enzymen konnen ebenfalls
Auswirkungen auf die Pektinstruktur haben, die sich auf die funktionellen Eigenschaften auswirken
kdnnen und dementsprechend beachtet werden mussen (Oosterveld et al. 1996; Chen et al. 2015;
Abou-Elseoud et al. 2021). Eine theoretische Mdglichkeit zur Extraktion von mdglichst nativen
Pektinen ware die Behandlung mit spezifischen Enzymen, die ausschlieBlich andere
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Zellwandbestandteile wie Cellulose spalten und so eine Freisetzung der Pektine aus dem
Zellwandkomplex ermdglichen.

Aufgrund der hohen Relevanz liegt auch der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Extraktion
von Pektinen mittels Saurebehandlung bei 80 °C. Allerdings sollen durch variierende
Extraktionsbedingungen neben stark modifizierten Pektinen auch gering modifizierte und damit
moglichst native Pektine erhalten werden. Da geringe Pektinmodifikationen Ublicherweise mit
geringen Ausbeuten einhergehen, werden in dieser Arbeit auch kombinierte Verfahren
eingesetzt, die in einer verstarkten Pektinfreisetzung resultieren sollen: zum einen durch die
Komplexierung von Ca®*-lonen durch Citronensiurezugabe, zum anderen durch die
enzymatische Spaltung von anderen Zellwandpolysacchariden wie Cellulose. Ein Vorteil einer
maoglichst vollstdndigen Pektinextraktion bei gleichzeitig nur geringfliigiger Modifikation der
Struktur ist zudem, dass Ruckschlisse Uber die nativ vorliegende Pektinstruktur ermoglicht
werden, da die Diskriminierung bestimmter Pektinfraktionen vermieden wird. Als alternative
Extraktionsmethodik wird zudem die Autoklavenbehandlung eingesetzt, bei der die
Pektinfreisetzung bei erhdhtem Druck (2 bar) durch erhéhte Temperaturen (121 °C) erreicht wird.
Im Vergleich zur Saureextraktion konnten so bereits bei kirzeren Extraktionszeiten hohe
Pektinausbeuten erzielt werden (Oosterveld et al. 1996; Oosterveld et al. 2000a). Zudem kann auf
die Saurezugabe verzichtet werden, sodass der Chemikalieneinsatz reduziert und die
Probenaufarbeitung vereinfacht wird.

Die Entwicklung der zur Extraktion genutzten Methoden inklusive der Probenvorbereitung,
der anschlieBenden Prazipitation und der weiteren Probenaufarbeitung werden in Abschnitt 4.1
beschrieben. Die allgemeinen Arbeitsvorschriften zur Pektinextraktion sind in Abschnitt 8.1 zu
finden.

3.2 STRUKTURCHARAKTERISIERUNG DER EXTRAHIERTEN PEKTINE

Eine detaillierte und moglichst umfassende Analyse der strukturellen Zusammensetzung der
extrahierten Pektine ist Grundvoraussetzung zur Aufklarung der Struktur-Eigenschafts-
zusammenhange. Neben der Polysaccharidfraktion  (Monosaccharidzusammensetzung,
glykosidische Bindungsverhaltnisse, Fingerprinting nach enzymatischer Teilhydrolyse) und der
Proteinfraktion (Gehalt, Aminosdurezusammensetzung) wurden die Anteile hydrophober
Substituenten (trans-Ferulasduregehalt, Methylierungs- und Acetylierungsgrad) sowie die
Molekulargewichtsverteilung der Pektine analysiert.

3.2.1 MOLEKULARGEWICHTSBESTIMMUNG

Die Molekulargewichtsverteilung stellt einen wesentlichen Parameter zur Charakterisierung
pflanzlicher Polymere dar. Insbesondere natirliche, komplexe Polymere wie Pektine weisen
Ublicherweise keine monomodale Verteilung auf, sondern liegen als Mischung unterschiedlicher
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GroBenfraktionen vor. Um die Verteilungen der Molekulargewichte verschiedener Polymere
einfacher zu vergleichen, koénnen Molekulargewichtsmittelwerte gebildet werden. Die
verschiedenen Mittelwerte haben ihren Ursprung in den unterschiedlichen analytischen
Verfahren, die zur Bestimmung eingesetzt werden. Das Gewichtsmittel (Mw) kann durch
massensensitive Analyseverfahren wie Lichtstreumessungen ermittelt werden und ist die
meistverwendete Molekulargewichtsangabe. Das traditionell durch Osmometrie oder
Endgruppenanalyse bestimmte Zahlenmittel (My) und das durch Diffusions- oder
Sedimentationsanalysen bestimmbare z-statische Mittel (auch ,Zentrifugenmittel”, Mz) werden
seltener fur den direkten Molekulargewichtsvergleich polydisperser Proben herangezogen, da bei
diesen Mittelwerten definitionsgemaB hochmolekulare Fraktionen unterreprasentiert (bei My)
bzw. Uberreprasentiert (bei Mz) werden (Lansing und Kraemer 1935; Shit und Maiti 1986;
Pfefferkorn 2004; Izunobi und Higginbotham 2011). My, Mw und Mz ergeben sich aus der
Haufigkeit n; der Molmassen M; nach (Gleichung 1:

ZiniMiB+1 . My B=0
Mg =——7— mit My: B=1 (Gleichung 1)
B B 9
XinM; M, B=2

Die verschiedenen Molmassenmittelwerte weichen bei allen nicht-monomodalen
Polymerldsungen insofern voneinander ab, dass stets gilt: My < Mw < Mz. Die Differenz ist dabei
von der Uneinheitlichkeit der in einer Ldsung vorliegenden Molmassen (,Polydispersitat”)
abhangig. Als MaB fir die Uneinheitlichkeit der Molmassen bzw. die Breite der Verteilung kann
der Polydispersitatsindex B herangezogen werden, der sich aus dem Verhaltnis von Mw zu My
ergibt. Da in der vorliegenden Arbeit fur die Bestimmung des mittleren Molekulargewichts ein
Mehrwinkellichtstreu (MALS)-Detektor und somit ein massensensitives Verfahren zur Verfligung
stand, lag der Fokus auf der Bestimmung von M.

Die Ublicherweise hohe Heterogenitdt der in einem extrahierten Pektin vorliegenden
Molmassen empfiehlt deren Fraktionierung vor der Lichtstreumessung. Gangigerweise erfolgt
hierzu eine Trennung mittels GroBenausschlusschromatographie (SEC). Alternativ kann die
Auftrennung auch durch unterschiedliche Varianten der Feld-Fluss-Fraktionierung (FFF) erfolgen.
Im Vergleich zur SEC bietet die FFF bei hochmolekularen Polymeren leichte Vorteile in Bezug auf
die Trennleistung und den Arbeitsbereich (Laudan 2004; Williams und Lee 2006; Ventouri et al.
2022). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Pektinldsungen mittels SEC aufgetrennt, da kein FFF-
System zur Verfligung stand und die Trennkapazitaten der SEC fur die Ermittlung und den
Vergleich der Molekulargewichtsverteilung ausreichend sind. Die Trennung erfolgt bei der SEC
meist auf Saulen mit polymerbasierter stationdrer Phase, die durch hochporése Oberflachen
gekennzeichnet sind. Der Trennmechanismus basiert auf dem zur Verfligung stehenden
Diffusionsvolumen, das vom hydrodynamischen Volumen der Polymere abhdngig ist.
Idealerweise wird die Trennung nicht durch die chemische Zusammensetzung des Analyten
beeinflusst. Aufgrund des geringeren zur Verfligung stehenden Diffusionsvolumens eluieren
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Molekile mit einem hohen hydrodynamischen Volumen vor Analyten mit einem niedrigen
hydrodynamischen Volumen.

Zur Probenvorbereitung wurden die zu analysierenden Pektine in 50 mM Natriumnitratlésung
geldst. Die Salzzugabe ist notwendig, um den ionischen Charakter der Pektine abzuschwachen
und so eine Aggregation und damit eine Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden. Um
maogliche unlésliche Bestandteile abzutrennen, wurden die Pektinsuspensionen zentrifugiert und
der Uberstand zur Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung eingesetzt. Nach Zentrifugation
konnte bei den meisten Proben ein unloslicher Ruckstand festgestellt werden. Dies kann
vermutlich auf die zur Extraktion abweichenden Bedingungen (pH-Wert, Temperatur, Salzzugabe)
sowie die Ausbildung schwer l&slicher Aggregate im Zuge des sich an die Extraktion
anschlieBenden Trocknungsprozesses zurlickgefuhrt werden (Wang et al. 2021). Aufgrund des
mengenmalig geringen Anteils ist jedoch davon auszugehen, dass die nicht miterfassten
unléslichen Fraktionen keinen bedeutenden Einfluss  auf  die  ermittelten
Molekulargewichtsverteilungen haben. Vermutlich kédnnte diese Fehlerquelle durch optimierte

Trocknungsverfahren mit geringerer Temperatureinwirkung weiter verringert werden.

Die SEC-Analyse erfolgte mit isokratischer Elution und 50 mM Natriumnitratldsung als
Elutionsmittel (Flussrate: 0,5 mL/min, Sadulentemperatur: 50 °C). Zur chromatographischen
Trennung der in dieser Arbeit untersuchten Pektine wurden unterschiedliche Saulen des Typs
TSKgel PWyx. (G4000, G5000, G6000) der Firma Tosoh Bioscience (Tokio, Japan) eingesetzt. Die
Saulen basieren auf hydroxylierten Polymethacrylaten und unterscheiden sich lediglich in der
PorengrofRenverteilung der Partikel. Neben dem Trennverhalten der einzelnen Saulen wurde auch
die Trennleistung unterschiedlicher Sdulenkombinationen getestet. Die zusatzlichen Trennsaulen
bewirkten zwar eine leicht verbesserte Auftrennung der Pektinfraktionen; durch die stark
verlangerten Mess- und Aquilibrierzeiten erwies sich diese Methode jedoch nicht als praktikabel
zur Charakterisierung einer Vielzahl an Proben, insbesondere, da auch beim alleinigen Einsatz der
Saulen G5000 bzw. G6000 eine zufriedenstellende Trennleistung erzielt werden konnte. Die Saule
des Typs G4000 eignete sich nicht zur chromatographischen Trennung der labortechnisch
extrahierten SBP, da aufgrund der zu geringen Porengréfen keine Auftrennung der Fraktionen
mit hohem hydrodynamischem Volumen stattfand. Sofern nicht anderweitig beschrieben, wurden
die Mw-Werte aller in dieser Arbeit diskutierten Pektine nach chromatographischer Trennung auf
einer G6000-S&ule (13 um, 300 x 7,8 mm) ermittelt.

Generell kann die Detektion der mittels SEC getrennten Polymere mithilfe unterschiedlicher
Detektionsmethoden erfolgen, wobei Ublicherweise Kombinationen aus Brechungsindex- (Rl),
UV- bzw. Diodenarray- (DAD), Viskositats- und MALS-Detektoren eingesetzt werden. In dieser
Arbeit wurden MALS-, RI- und DAD-Detektoren in Reihe geschaltet. Bei instrumentellen
Aufbauten ohne MALS-Detektor wird My gangigerweise anhand einer externen Kalibrierung mit
Polymeren definierter Molekulargewichte, wie Dextrane oder Pullulane, bestimmt. Aufgrund des
zu Pektinen grundverschiedenen strukturellen Aufbaus ergibt sich ein unterschiedliches Verhaltnis
des hydrodynamischen Volumens zu Mw, sodass keine verldsslichen Mw fur Pektine ermittelt
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werden koénnen. Diese Fehlerquelle kann durch den Einsatz eines MALS-Detektors vermieden
werden, da Mw mittels MALS-Detektion absolut bestimmt werden kénnen. Nichtsdestotrotz ist
die RI-Detektion unerlasslich, da zur Berechnung der polymerspezifischen Parameter mittels
MALS ein massenunspezifischer Konzentrationsdetektor erforderlich ist. Als universelle
Detektionsmethode eignet sich RI-Detektion hierflir besser als beispielsweise UV bzw. DAD-
Detektion, bei der die Kohlenhydratkomponenten der Pektine tblicherweise nicht erfasst werden
kdnnen. In dieser Arbeit hatte die Analyse mittels DAD daher ausschlieBlich die Ermittlung der
Verteilung von Ferulasaure (Detektion bei 323 nm) innerhalb der polydispersen Pektinproben
zum Ziel (siehe Abschnitt 4.2.2.6).

Die Massenspezifitat der MALS-Detektion kann anhand von Abbildung 3 veranschaulicht
werden, worin die RI- und MALS-Chromatogramme einer SBP-Losung dargestellt sind. Das
MALS-Signal zeigt im vorderen Elutionsbereich (14 - 15 min) die starkste Intensitat, obwohl das
RI-Signal nur maBig intensiv ist. Dementsprechend sind in dieser Fraktion vergleichsweise wenige
Molekile, die jedoch neben einem hohen hydrodynamischen Volumen auch durch ein hohes
Molekulargewicht gekennzeichnet sind. Wahrend hochmolekulare Verbindungen mittels MALS-
Detektion sensitiv erfasst werden, wird mit fortschreitendem Elutionsvolumen (17 - 22 min)
veranschaulicht, dass Molekdle mit niedrigerer Molmasse nur bedingt erfasst werden. Trotz hoher
RI-Signale und dementsprechend einer vergleichsweise hohen Zahl an Molekulen ist die Intensitat
des MALS-Signals gering. Aufgrund der Unsicherheit in der Erfassung niedermolekularer Fraktion
kdnnen die mittels MALS-Detektion berechneten My-Werte in  Abhangigkeit von der
untersuchten Polymerldsung fehlerbehaftet sein, weshalb in dieser Arbeit lediglich die Mw-Werte
angegeben werden.

1,0 4 MALS
—RI

0,8

0,6

Signalintensitdten (normiert)

12 14 16 18 20 22
Elutionsvolumen / mL

Abbildung 3: Chromatogramm einer Zuckerriibenpektinlosung nach Trennung mittels
GroBenausschlusschromatographie und Detektion mittels Mehrwinkellichtstreu- (MALS, griin) und
Brechungsindexdetektion (RI, schwarz)). Die MALS- und RI-Signalintensitdten wurden normiert und
geglattet
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Die Bestimmung von Mw mittels MALS-Detektion erfolgt durch Messung der Intensitat des
gestreuten Lichts aus unterschiedlichen Winkeln und Extrapolation der Intensitat le bei einem
Detektionswinkel © von 0°. Der Zusammenhang zwischen lg und Mw kann mithilfe der erweiterten
Lichtstreugleichung aufgezeigt werden (Debye 1947; Zimm 1948; Wyatt 1993):

K = 42 (dn/dc)?*nyy,?

Kc 1 Nafs
—= + 24,c mit (Gleichung 2)
Ry  MyPy R (Ig — 15")r
6 =" 11
LoV

Die optische Konstante K setzt sich dabei aus dem Brechungsindexinkrement dn/dc, dem
Brechungsindex des Losungsmittels nuv, der Avogadrozahl Na und der Wellenldnge des
verwendeten Lasers Ao zusammen. Wahrend niv, Na und Ag bekannt bzw. leicht ermittelbar und
fir Messreihen an einem Gerat Ublicherweise konstant sind, ist dn/dc ein probenspezifischer
Parameter. Fir viele synthetische Polymere kann der Wert von dn/dc fur verschiedene
Losungsmittel der Literatur entnommen werden. Bei komplexen Makromolekulen wie Pektinen
sind hingegen nur begrenzt Literaturdaten vorhanden. Zudem muss beachtet werden, dass der
dny/dc in Abhangigkeit von der strukturellen Zusammensetzung deutlich variieren kann. Fir SBP
werden in der Literatur beispielsweise dn/dc von 0,131 - 0,146 mL/g angegeben (Levigne et al
2002a; Funami et al. 2007; Siew und Williams 2008; Fishman et al. 2013). Da dn/dc quadratisch in
die Gleichung eingeht, wirken sich Abweichungen stark auf das ermittelte Mw aus.
Dementsprechend empfiehlt es sich, dn/dc fir unbekannte und strukturell diverse Proben vor der
Bestimmung von Mw zu ermitteln.

In das Rayleigh-Verhaltnis Re gehen neben der gemessenen Streulichtintensitat l¢ und der
Streuintensitit des Losungsmittels 1e™ auch die Intensitat des Primérlichts 1o, das Streuvolumen
Vs und der Abstand zwischen Photodiode und Streuvolumen rsp ein, sodass die ermittelten Werte
gerateunabhéangig verglichen werden kénnen. Die Partikelstreufunktion Peg ist bei allen Polymeren
mit einem Teilchendurchmesser von mindestens A/20 zu bertcksichtigen, da bei diesen
Dimensionen von mehreren Streuzentren im Molekdl und damit einer Winkelabhangigkeit von le
ausgegangen werden kann (Pfefferkorn 2004). Bei kleineren Polymeren kann Pg hingegen
vernachlassigt werden, da das Licht hier praktisch richtungsunabhéngig gestreut wird. Der zweite
Virialkoeffizient A, geht ebenfalls in die Gleichung ein und beschreibt die Wechselwirkungen
zwischen den Polymeren im jeweiligen Losungsmittel. Dementsprechend ist A, ein
probenspezifischer Parameter, der ebenso wie dn/dc aus Literaturquellen oder Datenbanken
entnommen oder vor der Messung bestimmt werden kann. Im Gegensatz zu dn/dc wirkt sich Az
in der Praxis jedoch nur bedingt auf die berechneten Mw-Werte aus, da der Term 2-A>:c meist
vernachlassigbar gering ist (Wyatt 1993).

Da die in dieser Arbeit untersuchten Polymere Molekuldurchmesser von > A/20 (635 nm/20
entspricht etwa 32 nm) aufweisen kénnten, muss auch die angesprochene Partikelstreufunktion
Pe bertcksichtigt werden. Durch deren Einbringung in die allgemeine Lichtstreugleichung
(Gleichung 2) ergibt sich ndherungsweise Gleichung 3:
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2
Kc 1 1 [4nng , [0 .
e T i —|R%2 +24 Gleichung 3
Py MW+3MW< % > sin <2> &+ 24,c ( 93)

Zur Auswertung dieser Gleichung wurde fur die vorliegende Arbeit ein Zimm-Plot gewahlt,
bei dem K-c/Re gegen sin®(6/2) aufgetragen wird. Durch die Messung der Streulichtintensitét aus
mehreren Winkeln kann die Streulichtintensitat bei einem Winkel von 6 = 0° extrapoliert werden.
Der Ordinatenschnittpunkt der extrapolierten Geraden stellt den gesuchten Wert von 1/Mw dar.
Aus der Steigung der extrapolierten Geraden kann zusatzlich der 2. Virialkoeffizient A ermittelt
werden. Der quadrierte Gyrationsradius Rs® kann wiederum aus der Steigung der
Extrapolationsgeraden der Streulichtintensitat bei ¢ = 0 bestimmt werden (Pfefferkorn 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswertung mithilfe der Software WinGPC (PSS polymer
solutions, Deutschland) durchgefuhrt. Dabei wurde die Methode der ,injizierten Masse” genutzt,
bei der die Konzentrationsberechnung der einzelnen Elutionsvolumina tber die eingesetzte
Probenkonzentration sowie das Injektionsvolumen erfolgt. Hierbei ist zu beachten, dass durch die
bereits diskutierten unléslichen Bestandteile, eventuell unterschiedliche Salzkonzentrationen
sowie gegebenenfalls vorliegende Begleitstoffe (z.B. Nicht-Pektinpolysaccharide) eine leichte
Ungenauigkeit in den berechneten Konzentrationen vorliegt. Dies wirkt sich wiederum auf die
berechneten Mw-Werte aus. Fur alle untersuchten Proben wurde zudem von einem dn/dc von
0,135 dL/g ausgegangen. Wie bereits diskutiert, stellt die Verwendung eines konstanten dn/dc
eine starke Vereinfachung dar, da der dn/dc ein molekdlspezifischer Parameter ist und demnach
fur exakte Mw-Bestimmungen fir jede zu untersuchende Probe separat bestimmt werden musste.
Auf diese zeitintensive Prozedur wurde verzichtet, da bereits verschiedene, teils schwierig zu
vermeidende Fehlerquellen und damit Unsicherheiten vorlagen. Zudem ist die Korrektheit des
absoluten Mw fur die Untersuchungen zu den Struktur-Eigenschaftszusammenhangen
nachrangig, da ausschlieBlich ein Vergleich von Proben erfolgte, die unter identischen
Bedingungen analysiert wurden. Die Arbeitsvorschrift zur Mw-Bestimmung mittels SEC-RI/MALS
inklusive der chromatographischen Bedingungen ist in Abschnitt 8.2.1 zu finden.

3.2.2 CHARAKTERISIERUNG DER PROTEINFRAKTION

Ein erhdhter Proteingehalt wird haufig als einer der Grinde angefuhrt, der den guten
Emulgiereigenschaften von SBP zugrunde liegt (Leroux et al. 2003; Williams et al. 2005; Siew und
Williams 2008; Chen et al. 2016b; Liu et al. 2019; Schmidt et al. 2015b). Dementsprechend wichtig
ist die Quantifizierung des Anteils an pektinassoziiertem Protein. Neben dem Proteingehalt
konnte jedoch auch der strukturelle Aufbau der Proteinfraktion Bedeutung fir die funktionellen
Eigenschaften haben, weshalb auch die Aminosaurezusammensetzung ausgewahlter Pektine
untersucht wurde.
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3.2.2.1 BESTIMMUNG DES PROTEINGEHALTS

Zur Bestimmung des Proteingehalts pflanzlicher Ballaststoffpraparate werden die
Verbrennungsmethode nach Dumas (1831) und die Aufschlussmethode nach Kjeldahl (1883)
empfohlen (McCleary 2018; McCleary und Mcloughlin 2022). Bei der Bestimmung des
Proteingehalts von Pektinen wird neben den genannten Methoden teilweise auch die
Farbemethode nach Bradford (1976) verwendet, obwohl die Quantifizierung pflanzlicher
Zellwandproteine aufgrund der Kalibrierung mit einem standardisierten Protein wie bovinem
Serumalbumin (BSA) stets fehlerbehaftet ist (Kpodo et al. 2017; Chen et al. 2016a; Abou-Elseoud
et al. 2021). Allerdings haben auch der Kjeldahl-Aufschluss und die Methode nach Dumas neben
verschiedenen Vorteilen auch Einschrankungen, die in den folgenden Abschnitten diskutiert
werden. Ein Vorteil beider Methoden ist, dass niedermolekulare stickstoffhaltige Begleitstoffe im
Zuge der Aufreinigung abgetrennt werden. Anorganische Stickstoffquellen wie Nitrate oder
Nitrite wirden bei der Verbrennungsmethode nach Dumas allerdings ebenso wie Proteinstickstoff
in Stickoxide Uberfihrt werden und dementsprechend zu einer Uberbestimmung des
Proteingehalts fihren (Simonne et al. 1997; Simonne et al. 1998; Watson und Galliher 2001). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Proteingehalt der Pektine nach Kjeldahlaufschluss bestimmt, da
die Methode im Arbeitskreis etabliert ist und eine Erfassung des Proteingehalts mit hoher
Prazision ermdglicht (Urbat et al 2019). Der Aufschluss erfolgt dabei durch konzentrierte
Schwefelsdure unter Zugabe eines Katalysatorgemisches. Bei dem verwendeten Wieninger-
Katalysator wird durch Selen und Kupfersulfat der oxidative Aufschluss und die Umsetzung von
organischem Stickstoff in Ammoniumsulfat katalysiert. Natriumsulfat bewirkt zudem eine
Siedepunktserhéhung, sodass der Aufschluss bei hdheren Temperaturen durchgefiihrt und damit
die Analysendauer erheblich reduziert werden kann (McKenzie und Wallace 1954).

Zur Bestimmung des Stickstoffgehalts wird das gebildete Ammoniumsulfat durch
Laugenbehandlung (Ublicherweise Natronlauge) zu Ammoniak umgesetzt. Die Erfassung des
freigesetzten Ammoniakstickstoffs erfolgt traditionell nach Wasserdampfdestillation in eine
Borsaureldsung und einer anschlieBenden Titration der gebildeten Boratanionen gegen eine
Salzsaureldsung (Jung et al 2003). Alternativ kann der Ammoniak auch kolorimetrisch oder Gber
eine Ammoniak-sensitive Elektrode bestimmt werden (McKenzie und Young 1975; Willis et al.
1996). Die verschiedenen Detektionsverfahren ermdglichen allesamt eine prazise Bestimmung des
Stickstoffgehalts. Die Detektion Uber eine Ammoniak-sensitive Elektrode stellt jedoch eine
weniger aufwandige und zeiteffizientere Analyse dar, weshalb dieser Ansatz zur Bestimmung des
Stickstoffgehalts gewahlt wurde (Urbat et al. 2019).

Aus dem ermittelten Stickstoffgehalt wird standardmaBig mit einem Umrechnungsfaktor von
6,25 auf den entsprechenden Proteingehalt der Probe umgerechnet. Die Anwendung dieses
Faktors kann allerdings in einer Unter- bzw. Uberbestimmung des Proteingehalts resultieren, da
dieser Umrechnungsfaktor von einem Stickstoffgehalt der Proteinfraktion von 16 % ausgeht. Der
Stickstoffgehalt  von  Proteinen  kann  jedoch in  Abhdngigkeit von  dessen

Aminosaurezusammensetzung variieren. Dementsprechend musste fur einen korrekten
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Umrechnungsfaktor jede zu untersuchende Probe hinsichtlich der Aminosaurezusammensetzung
der Proteinfraktion analysiert werden (Mariotti et al. 2008; Sriperm et al. 2011). Aufgrund des
groBen experimentellen Aufwands wird darauf in der Praxis jedoch meist verzichtet und der Fehler
bei der Anwendung des universellen Umrechnungsfaktors von 6,25 in Kauf genommen. Fir die
vorliegende Arbeit wurde lediglich die Aminosaurezusammensetzung ausgewahlter Pektine
analysiert, weshalb der Umrechnungsfaktor von 6,25 fur alle untersuchten Pektine herangezogen
wurde. Die Arbeitsvorschrift zur Proteinbestimmung ist in Abschnitt 8.2.2.1 zu finden.

3.2.2.2 AMINOSAUREZUSAMMENSETZUNG

Die Vielzahl und strukturelle Diversitat der in pflanzlichen Proteinen vorkommenden
Aminosauren stellt eine analytische Herausforderung dar. Neben der komplexen
chromatographischen Auftrennung ist auch eine vollstandige Freisetzung der Aminosauren
schwer zu realisieren. Aufgrund der unterschiedlichen Stabilitdt und Reaktivitat der verschiedenen
Aminosauren kann die Wahl ungeeigneter Hydrolysebedingungen zudem in einer teilweisen
Diskriminierung bestimmter Aminosauren wie Histidin, Serin oder Threonin resultieren, womit die
Aussagekraft der ermittelten Aminosdurezusammensetzung geschmalert werden wirde (Weiss et
al. 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden die Proben zur Hydrolyse der pektinassoziierten
Proteine mit 6 M Salzsaure versetzt und unter Sauerstoffausschluss fir 20 h bei 120 °C inkubiert.
Diese Hydrolysebedingungen werden oft verwendet und stellen einen Kompromiss zwischen
maoglichst vollstandiger Freisetzung der Monomere aus dem Polymer bei gleichzeitig moglichst
geringem Abbau der freigesetzten Monomere dar. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die
Carbonsaureamide Asparagin und Glutamin im Zuge der sauren Hydrolyse zum Grofteil in
Asparaginsaure und Glutaminsdure Uberfihrt werden und dementsprechend nicht separat
quantifiziert werden kénnen. Des Weiteren kommt es zur partiellen Zerstérung verschiedener
Aminosauren wie Tryptophan, Cystein und Methionin (Cuq und Cheftel 1983; Fountoulakis und
Lahm 1998; Simat et al. 2003).

Die chromatographische Auftrennung der freigesetzten Aminosauren kann mithilfe
unterschiedlicher Systeme erfolgen. Wahrend die Chromatographie Mitte des 20. Jahrhunderts
meist auf Kationenaustauschmechanismen beruhte, etablierte sich mit der Zeit die Umkehrphasen
(RP)-Hochleistungsflissigkeitchromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC)
als Methode der Wahl (Moore und Stein 1948; Moore et al 1958; Hamilton 1963; Fekkes 1996).
Diese Entwicklung ist insbesondere darauf zurlickzufhren, dass verschiedene Verfahren
entwickelt wurden, bei denen die Aminosauren prachromatographisch derivatisiert werden und
die so eine Auftrennung auf RP-Sdulen ermdglichen. Derivatisierungsmethoden wie die
Fluorescamin-, Phenylthiocarbamyl- oder Ninhydrinderivatisierung, die teilweise auch zur
Nachsaulenderivatisierung eingesetzt werden, haben jedoch unterschiedliche Limitierungen wie
beispielsweise eine ungenlgende Derivatstabilitdt, die Bildung mehrerer Derivate pro
Aminosaure oder lediglich eine Umsetzung von primaren Aminen (Samejima et al. 1971;
Udenfriend et al. 1972; Bidlingmeyer et al. 1984). Die Umsetzung sekundérer Amine ist jedoch fur
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die Analyse von pektinassoziierten Proteinen unverzichtbar, da Prolin und Hydroxyprolin
bedeutende Aminosauren von AGP und verwandten Proteinen darstellen (Sommer-Knudsen et
al. 1998). Cohen und Michaud (1993) entwickelten eine Methode, die auf der Umsetzung mit
6-Aminochinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat ~ (AQC) beruht und die genannten
Limitierungen anderer Derivatisierungsreagenzien nicht aufweist. Dementsprechend findet die
AQC-Derivatisierung weitverbreitet Anwendung und wurde auch in der vorliegenden Arbeit zur
Bestimmung der Aminosdaurezusammensetzung eingesetzt (Cohen und Deantonis 1994;
Gwatidzo et al. 2013; Kambhampati et al. 2019). Als Nachteil der AQC-Derivatisierung ist jedoch
zu nennen, dass unter den gegebenen Bedingungen kein stabiles Derivat von Tryptophan
gebildet wird. Dementsprechend kann Tryptophan nicht verlasslich quantifiziert werden und wird
nicht in die ermittelten Aminosdaurezusammensetzungen mitaufgenommen. Da Tryptophan
jedoch bereits im Zuge der sauren Hydrolyse teilweise degradiert wird, ist auch unabhangig von
der gewahlten Derivatisierungsmethode unter den gewdhlten Hydrolysebedingungen keine
korrekte Quantifizierung moglich (Fountoulakis und Lahm 1998).

Die AQC-Derivate der Aminosauren werden in der vorliegenden Arbeit nach Urbat et al. (2019)
auf einer C18-Saule getrennt. Da sich Schwankungen im pH-Wert auf die Chromatographie
auswirken konnen, werden zur Elution gepufferte FlieBmittelsysteme verwendet. Die AQC-
Derivatisierung ermoglicht, dass die derivatisierten Aminosauren mittels Fluoreszenzdetektion
(FLD) und damit hochempfindlich und selektiv detektiert werden kdnnen. Die Quantifizierung
erfolgt Uber einen internen Standard (Norleucin). Die Arbeitsvorschrift zur Bestimmung der
Aminosaurezusammensetzung mittels AQC-Derivatisierung ist in Abschnitt 8.2.2.2 zu finden.

3.2.3 CHARAKTERISIERUNG DER POLYSACCHARIDFRAKTION

Pektinpolysaccharide kénnen aufgrund ihrer strukturellen Vielfalt aus einer Vielzahl an
Monosacchariden zusammengesetzt sein, die zudem durch unterschiedliche glykosidische
Bindungen miteinander verknUpft sein kénnen. Dementsprechend wichtig ist eine detaillierte
strukturelle Charakterisierung dieser Fraktion.

3.2.3.1 MONOSACCHARIDZUSAMMENSETZUNG

Die Monosaccharidzusammensetzung ermaoglicht erste Rickschlisse auf vorliegende
Polysaccharidstrukturen. Neben der Pektinzusammensetzung kann auch abgeschéatzt werden,
inwiefern durch das Extraktionsverfahren Nicht-Pektinpolysaccharide koextrahiert wurden. Die
Ermittlung der Monosaccharidzusammensetzung eines Polysaccharids setzt die Spaltung der
glykosidischen Bindungen zwischen den Monomeren voraus. Ublicherweise erfolgt eine saure
Hydrolyse, wobei die Hydrolysebedingungen auf das zu untersuchende Material angepasst
werden mussen. Fur Proben mit einem hohen Gehalt unléslicher Ballaststoffe wird meist eine
Schwefelsaurehydrolyse durchgefuhrt, die auch die Erfassung kristalliner Cellulose erméglicht
(Saeman 1945). Allerdings werden mit dieser Methode Polyuronsauren aufgrund der stabilen
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glykosidischen Bindungen nicht vollstandig aufgeschlossen, was in einer Unterbestimmung des
Galacturonsaureanteils resultiert. Zudem wird auch der Anteil an Desoxyzuckern wie Rhamnose
tendenziell unterbestimmt, weshalb die Schwefelsdurehydrolyse fiir Pektine ungeeignet ist (De
Ruiter et al. 1992; Willfor et al. 2009). Fur |6sliche Ballaststoffproben bzw. fiir Proben mit einem
hohen Pektingehalt ist eine Methanolyse besser geeignet, bei der die Behandlung mit
methanolischer Salzsaure und anschlieBender Spaltung der gebildeten Methylglykoside mittels
Trifluoressigsaure (TFA) eine zuverlassige Erfassung polyuronsaurehaltiger Materialien ermdéglicht
(De Ruiter et al. 1992; Willfor et al. 2009). Beachtet werden muss jedoch, dass schwer- bzw.
unlésliche Polysaccharide mittels Methanolyse nur unzureichend erfasst werden. Diese
Einschrankung ist fur die vorliegende Arbeit jedoch unerheblich, da ausschlielich durch wéssrige
Extraktion gewonnene Proben untersucht wurden. Dementsprechend erfolgte die Hydrolyse der
glykosidischen Bindungen zur Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung fir alle Proben
mittels Methanolyse und anschlieBender TFA-Hydrolyse.

Die Analyse der freigesetzten Monosaccharide erfolgte mittels
Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion
(HPAEC-PAD). Vorteile dieser Methode im Vergleich zur gaschromatographischen (GC) Analyse
sind, dass auf einen zeitaufwandigen Derivatisierungsschritt sowie eine vorherige Reduktion der
Uronsauren verzichtet werden kann (De Ruiter et al. 1992; Pettolino et al. 2012). Zudem kénnen
Neutralzucker und Uronsduren in einem Lauf aufgetrennt und sowohl sensitiv als auch selektiv
detektiert werden. Die Arbeitsvorschrift zur Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung
inklusive der chromatographischen Bedingungen ist in Abschnitt 8.2.3.1 zu finden.

3.2.3.2 ANALYSE DER GLYKOSIDISCHEN BINDUNGEN

Die Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung liefert zwar Hinweise auf die
vorliegenden Polysaccharide, nicht jedoch auf die Anteile der unterschiedlichen glykosidischen
Bindungstypen. Diese Informationen sind jedoch essentiell, um die Feinstruktur von
Polysacchariden detailliert zu beschreiben. Die glykosidischen Bindungsverhaltnisse werden
standardmaBig durch eine Methylierungsanalyse bestimmt, deren Prinzip in Abbildung 4
dargestellt ist.

In dieser Arbeit wurde die Methylierungsanalyse nach Wefers und Bunzel (2015) durchgefihrt,
die eine leicht modifizierte Version der Methode von Gniechwitz et al. (2007) darstellt und die
wiederum auf der Methode von Nunes und Coimbra (2001) beruht. Im ersten Schritt erfolgt die
Methylierung der freien Hydroxygruppen. Dazu werden die in Dimethylsulfoxid gequollen bzw.
geloésten Proben nach Ciucanu und Kerek (1984) unter Zugabe von frisch gemdrsertem
Natriumhydroxid mit Methyliodid behandelt. Gegentber der Methylsulfinyl-Carbanion Methode
(Hakomori 1964) bietet die Natriumhydroxid Methode unter anderem die Vorteile einer
einfacheren und sicheren Handhabung, einer verringerten Anzahl an unerwlnschten
Nebenprodukten sowie einer erhdhten Ausbeute an permethylierten Verbindungen (Pettolino et
al. 2012). Um das Risiko einer unvollstandigen Methylierung und damit von Fehlinterpretationen
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zu verringern, wurde der Methylierungsschritt bei den in dieser Arbeit analysierten Proben

zweifach durchgefihrt.
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Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Methylierungsanalyse am Beispiel eines Teilstlicks einer
Arabinanseitenkette. Die Methylierung erfolgt mit Methyliodid (Mel), die Hydrolyse mit Trifluoressigsdure
(TFA), die Reduktion mit Natriumbordeuterid (NaBD.) und die Acetylierung mit Acetanhydrid (AczO).
t: terminal, Ara: Arabinose, f: Furanose

Die permethylierten Polysaccharide werden mit 2 M TFA behandelt, um eine Hydrolyse der
glykosidischen Bindungen zu erzielen. TFA wird verwendet, da sie mittels Evaporation einfach zu
entfernen ist. AnschlieBend werden die freigesetzten permethylierten Monosaccharide mittels
Natriumbordeuterid reduziert, was sowohl in einer Ringdffnung als auch einer
Deuteriummarkierung des anomeren Kohlenstoffs resultiert. Im Zuge der Hydrolyse der
glykosidischen Bindungen gehen zwar die Informationen Uber die anomere Konfiguration
verloren, allerdings ermdglicht die Deuteriummarkierung die massenspektrometrische (MS)
Unterscheidung von Monosaccharidderivaten, die chromatographisch nicht aufgetrennt werden.
So kénnen beispielsweise trotz Koelution die Anteile an 1,2- und 1,4-substituierten Xylopyranosen
durch die Verhéltnisse der jeweiligen charakteristischen Massefragmente (m/z 117 zu m/z 118,
siehe Abbildung 5) ndherungsweise bestimmt werden (Bjérndal et al. 1970; Nguema-Ona et al.
2012).

CHDOAc CHDOAc
HC—OAC 18 HC—OMe
RN F 789}
17 HC—OMe H?—OAC
CH,OACc CH,OACc
1,2-Xylp 1,4-Xylp

Abbildung 5: Primarfragmente der permethylierten Alditolacetate (PMAA) von 1,2-Xylp und
1,4-Xylp. Durch die Deuteriummarkierung ergeben sich um 1 m/z verschobene Fragmente, die eine
massenspektrometrische Unterscheidung der koeluierenden PMAA ermdglichen. Ac: Acetylrest,
Me: Methylrest, p: Pyranose, Xyl: Xylose
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AbschlieBend werden die zuvor an den glykosidischen Bindungen beteiligten
Hydroxygruppen, katalysiert durch 1-Methylimidazol, mit Acetanhydrid acetyliert (Blakeney et al.
1983). Die Acetylierung der freien Hydroxygruppen stellt durch die Erhéhung der Flichtigkeit die
Grundlage fUr eine Analyse mittels GC dar. Zudem ermdglicht das in Abhangigkeit von den im
Polysaccharid vorliegenden  Verknidpfungstypen unterschiedliche Methylierungs-  und
Acetylierungsmuster eine Unterscheidung verschiedener permethylierter Alditolacetate (PMAA)
mithilfe von MS. Dies ist moglich, da PMAA bevorzugt zwischen methoxylierten bzw. zwischen
methoxylierten und acetoxylierten Kohlenstoffen gespalten werden und sich so charakteristische
Fragmentierungsmuster ergeben (Bjérndal et al. 1967). Uber den Vergleich mit Literaturdaten und
offentlich zuganglichen Datenbanken wie der des Complex Carbohydrate Research Center (CCRC)
kdnnen die PMAA zugeordnet werden, da die entsprechenden Spektren standardmaBig nach
ElektronenstoBionisation bei einem lonisationspotential von 70 eV aufgenommen wurden
(Sassaki et al. 2005; Sims et al. 2018).

Die Bestimmung der molaren Anteile der PMAA erfolgt durch eine GC-Analyse mit
Flammenionisationsdetektion (GC-FID) unter identischen chromatographischen Bedingungen wie
bei der GC-MS Analyse. Die Detektion mittels FID hat den Vorteil, dass das Signal Uber einen
weiten Bereich linear proportional zum Kohlenstoffgehalt des Analyten ist und so, unter
Einbeziehung der von Sweet et al (1975) ermittelten Korrekturfaktoren, die Verhaltnisse der
mittels GC-MS zugeordneten PMAA bestimmt werden koénnen. Die im Zuge der
Methylierungsanalyse genutzten GC-Bedingungen sind zusammen mit der allgemeinen
Arbeitsvorschrift in Abschnitt 8.2.3.2 zu finden.

3.2.3.3 ENZYMATISCHES ARABINANPROFILING

Uber eine Analyse der glykosidischen Bindungsverhéltnisse mittels Methylierungsanalyse
kdnnen bereits viele Informationen Uber die strukturelle Zusammensetzung des Polymers
gewonnen werden. Im Zuge der Derivatisierung zu PMAA gehen jedoch auch einige
Strukturinformationen verloren. Neben der Konfiguration des anomeren Kohlenstoffs kénnen
beispielsweise auch keine Aussagen Uber die Verteilung unterschiedlich substituierter
Monomereinheiten im Polysaccharid getroffen werden. Dementsprechend ist die Anwendung
weiterer analytischer Methoden notwendig, um die Struktur komplexer Polysaccharide umfassend
beschreiben zu kénnen.

Bei SBP ist insbesondere eine nahere Charakterisierung der Arabinanfraktion relevant, da SBP
in  Abhangigkeit von der Extraktionsmethode durch hohe Anteile an komplexen
Arabinanseitenketten gekennzeichnet sind (Guillon und Thibault 1989; Oosterveld et al. 2000a).
Daher wurde das von Wefers und Bunzel (2016a) entwickelte Arabinanprofiling durchgefuhrt, bei
dem durch den Einsatz von endo-a-1,5-L-Arabinanase charakteristische Oligosaccharide aus dem
Arabinanrickgrat freigesetzt werden. Die freigesetzten Arabinanoligosaccharide kénnen mittels
HPAEC-PAD(/MS) anhand charakteristischer Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert
werden. Uber relative Responsefaktoren gegenlber dem internen Standard (Raffinose) kénnen
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die Anteile der Oligosaccharide semiquantitativ erfasst werden. Die mittels Methylierungsanalyse
gewonnenen Strukturinformationen kénnen durch die Analyse der Zusammensetzung der
enzymatisch freigesetzten Seitenkettenfragmente erganzt werden, da unter anderem
unmittelbare Rickschlisse Uber die Verteilung der Substitutionen des Arabinanrickgrats
(regelmaBig bzw. blockweise) gewonnen werden. Bei der Interpretation muss jedoch bedacht
werden, dass die Arabinanoligosaccharide vermutlich nicht quantitativ freigesetzt werden, da die
enzymatische Zuganglichkeit bei komplexen Strukturabschnitten begrenzt sein kénnte. Dartber
hinaus ist zu beachten, dass die Methode aufgrund chromatographischer Limitierungen lediglich
Oligosaccharide bis zu einem Polymerisationsgrad (degree of polymerization, DP) von 7
miteinschlieBt. Dementsprechend kann insbesondere bei hochverzweigten Arabinanfraktionen
die strukturelle Komplexitat der Arabinane unterschatzt werden, falls hdhermolekulare
Oligosaccharide diskriminiert werden. Die chromatographischen Bedingungen sowie die
allgemeine Arbeitsvorschrift sind in Abschnitt 8.2.3.3 zu finden.

3.2.4 ANALYSE HYDROPHOBER SUBSTITUENTEN

Die Hydrophobizitdt der Pektinstruktur wird nicht nur durch den Anteil und die
Zusammensetzung der Proteinfraktion, sondern auch durch verschiedene Substituenten
beeinflusst. Die quantitative Erfassung dieser Komponenten ist insbesondere im Kontext der
Untersuchung von Zusammenhangen zwischen der Struktur und den Emulgiereigenschaften
wichtig, da die Hydrophobizitdt groBen Einfluss auf die Oberflachenaktivitat und damit die
Emulgiereigenschaften von SBP haben kann (Bindereif et al. 2022). Die quantitativ bedeutendsten
Modifikationen sind die Ferulasduresubstitution der Arabinane und Galactane sowie die
Methylierung und Acetylierung des Galacturonanrtickgrats.

3.2.4.1 BESTIMMUNG DES TRANS-FERULASAUREGEHALTS

Die Bestimmung des Gehalts an pektinassoziierten phenolischen Sauren wie Ferulasdure setzt
deren Freisetzung voraus. Da Ferulasaure estergebunden an Arabinanen und Galactanen vorliegt,
kann hierzu eine Behandlung mit Alkalilauge durchgefiihrt werden (Parker et al. 2005). Die
Analyse der freigesetzten Ferulasdure kann sowohl mittels GC als auch Uber HPLC-basierte
Verfahren erfolgen (Sen et al. 19971; Packert und Steinhart 1995; Renger und Steinhart 2000; Bunzel
et al 2001). Allerdings setzt die GC-Analyse eine Derivatisierung voraus, was bei der hohen Anzahl
an zu untersuchenden Proben einen erheblichen Mehraufwand darstellen wirde. Dieser Schritt
entfallt bei der Analyse mittels HPLC, weshalb die Methode von Dobberstein und Bunzel (2010)
zur Bestimmung des Ferulasauregehalts der Pektine eingesetzt wurde. Diese Methode ermdglicht
die Bestimmung monomerer und oligomerer Hydroxyzimtsauren. Fir die vorliegende Arbeit
wurde jedoch ausschlieBlich der Gehalt an monomerer trans-Ferulasaure bestimmt, da die Anteile
anderer Hydroxyzimtsauren sowie oligomerer Ferulasduren erheblich niedriger sind.
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Die Verseifung erfolgt hierbei durch 18-stiindige Behandlung mit 2 M Natronlauge unter
Licht- und Sauerstoffausschluss, da so das Risiko einer photoinduzierten trans-cis-lsomerisierung
sowie eines oxidativen Abbaus der Propenylseitenkette von Ferulasaure verringert werden kann
(Kahnt 1967; Bunzel et al. 2005a). Um die freigesetzten Verbindungen vom restlichen Material
abzutrennen, erfolgt eine Flussig-Flissig-Extraktion mit Diethylether. Diese setzt eine Ansduerung
des Extraktionsansatzes voraus, da die phenolischen Sauren nur in protonierter Form in die
Etherphase Uberfihrt werden kénnen. Vor der Extraktion wird ortho-Cumarsaure als interner
Standard zugesetzt, um Verfdlschungen der ermittelten Gehalte durch das Extraktionsverfahren
auszugleichen. Nach Evaporation des Diethylethers kdnnen die Analyten in einem Methanol-
Wassergemisch (50/50, v/v) aufgenommen und auf einer Phenyl-Hexyl-Sdule aufgetrennt
werden. Die Detektion von trans-Ferulasaure und ortho-Cumarsaure erfolgt Gber die UV-
Absorption bei einer Wellenlange von 323 nm, die Detektion von cis-Ferulasaure bei 308 nm. Die
Zuordnung der Analyten erfolgt Uber die Retentionszeiten und wird Uber das Abgleichen der
UV/Vis-Spektren abgesichert. Die zur Bestimmung des Ferulasduregehalts eingesetzten
chromatographischen Bedingungen sind zusammen mit der allgemeinen Arbeitsvorschrift in
Abschnitt 8.2.4.1 zu finden.

3.2.4.2 BESTIMMUNG DES METHYLIERUNGS- UND ACETYLIERUNGSGRADS

Um den Veresterungsgrad des Galacturonanriickgrats bestimmen zu kdnnen, missen die
Gehalte an estergebundenem Methanol und Essigsdure sowie der Galacturonsduregehalt
ermittelt werden. Im industriellen Kontext werden diese Parameter haufig titrimetrisch bestimmt,
da die Methode schnell und mit einem vergleichsweise geringen Aufwand verbunden ist und sich
dementsprechend gut fiir Routineuntersuchungen eignet. Allerdings werden fir die titrimetrische
Analyse groBe Probenmengen bendtigt, weshalb fir die labortechnische Bestimmung des
Methylierungsgrads und des Acetylierungsgrads andere Methoden angewandt werden mussen.
Infrarotspektroskopische Methoden erméglichen zwar ebenfalls eine unaufwandige Bestimmung
des Methylierungsgrads, sind jedoch unter anderem aufgrund der geringen Auflésung auch eher
fur routinemaBige Analysen im Rahmen der Qualitétssicherung geeignet (Chatjigakis et al. 1998;
Kyomugasho et al 2015). Um auch geringe Methylierungs- und Acetylierungsgrade bei
unterschiedlichen Proben genau bestimmen zu kénnen, erfolgt daher meist eine zweigeteilte
Analyse, bei der der Galacturonsduregehalt getrennt vom Gehalt an Methanol und Essigsaure

ermittelt wird.

Uronsauregehalt. Die Ermittlung des Methylierungs- und Acetylierungsgrads des
Galacturonanrickgrats setzt die Kenntnis des absoluten Galacturonsauregehalts voraus. Die im
Zuge der Monosaccharidanalyse ermittelten relativen Galacturonsaureanteile kdnnen zwar auf
absolute Gehalte hochgerechnet werden, allerdings kann es hierbei methodisch bedingt zu einer
Unterbestimmung des Galacturonsauregehalts kommen. Daher wird der absolute
Uronsauregehalt Ublicherweise photometrisch nach saurer Hydrolyse und Umsetzung mit einem
Farbreagenz bestimmt. Die Wahl des Farbreagenz hat dabei erheblichen Einfluss auf die Spezifitat
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und die Empfindlichkeit der Reaktion. Die ersten veréffentlichten Methoden wurden mit Carbazol
als Farbreagenz durchgefuhrt (Dische 1947; Bitter und Muir 1962; Galambos 1967). Hierbei werden
jedoch auch Hexosen und in geringerem Ausmal3 auch Pentosen zu farbigen Komplexen
umgesetzt, sodass der Uronsauregehalt bei diesen Methoden in Abhdngigkeit vom untersuchten
Material Gberbestimmt wird. Daher beruhen die meisten heutzutage verwendeten Verfahren auf
der von Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) entwickelten Umsetzung mit
m-Hydroxydipheny! (Filisetti-Cozzi und Carpita 1991; van den Hoogen et al. 1998). Neben der
deutlich erhdhten Spezifitdt ermdglicht die  m-Hydroxydiphenyl-Farbung auch eine
empfindlichere Detektion von Uronsauren sowie eine kirzere Analysendauer (Blumenkrantz und
Asboe-Hansen 1973).

Allgemein ist der vereinfachte Reaktionsablauf bzw. der geringere analytische Zeitaufwand
ein groBBer Vorteil photometrischer Methoden. Dem gegenuber steht jedoch die im Vergleich zu
chromatographischen Methoden geringere Selektivitat. So kann bei der Analyse unter anderem
nicht zwischen Galacturonsdure und Glucuronsdure unterschieden werden. Auch wenn
Glucuronsdure bei den in dieser Arbeit untersuchten Pektinen nur eine Minorkomponente
darstellt, wird der Galacturonsauregehalt durch deren Miterfassung stets Uberbestimmt.
Zusatzlich tragt die bereits diskutierte Farbgebung anderer Monosaccharide wie Arabinose oder
Galactose zur Uberbestimmung des Galacturonsiuregehalts bei (Blumenkrantz und Asboe-
Hansen 1973; Kintner und van Buren 1982). DarUber hinaus kann auch die Kalibrierung mit
monomerer Galacturonsiure zur Uberbestimmung beitragen, da diese bei der Umsetzung mit
m-Hydroxydiphenyl eine geringere Farbentwicklung aufweist als Galacturonsaureoligomere
bzw. -polymere (Matsuhashi und Hatanaka 1992). Galacturonsaureoligomere kénnten in den zu
untersuchenden Pektinproben vorliegen, falls die glykosidischen Bindungen im Zuge der
Hydrolyse nicht vollstandig gespalten werden.

Trotz der diskutierten Limitierungen photometrischer Verfahren wird in dieser Arbeit eine
adaptierte Version der Methode nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) zur Bestimmung
des Galacturonsauregehalts der Pektinproben eingesetzt. Zum einen, da keine Uberlegenen
Alternativmethoden zur Verfligung stehen. Zum anderen, da sich diese Methode als
Standardverfahren zur Uronsaurebestimmung von Pektinen etabliert hat und die erhaltenen
Werte demnach einen Vergleich mit den Ergebnissen anderer Studien zulassen. Vor der
eigentlichen Farbreaktion wurden die Proben mit 12 M Schwefelsaure vorhydrolysiert, um einen
verbesserten Aufschluss zu erzielen. Nichtsdestotrotz ist es wahrscheinlich, dass nicht alle
Polygalacturonsauren aufgeschlossen werden, sodass eine Verfalschung der Ergebnisse durch
nicht hydrolysierte Galacturonsdureoligomere verringert, aber nicht vermieden werden kann
(Matsuhashi und Hatanaka 1992). Nach Filtration und Verdinnung wurden die Proben mit
schwefelsaurem Natriumtetraborat umgesetzt (95 °C; 5 min) und anschlieBend die Farbreaktion
durch die Zugabe alkalischer m-Hydroxydiphenyl-Lésung gestartet. Nach 20 min wurde die
Absorption der Proben sowie der entsprechenden Blindproben bei 520 nm gemessen. Die
Blindproben wurden nicht mit dem Farbreagenz umgesetzt und fir alle untersuchten
Pektinproben mitgefuhrt, um eine Beeinflussung der ermittelten Uronsduregehalte durch die
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verwendeten Reagenzien oder durch eine mdgliche Umsetzung neutraler Monosaccharide in
farbige Verbindungen im Zuge der Schwefelsdure/Tetraborat-Behandlung zu verhindern.
Allerdings muss beachtet werden, dass bei dieser Korrektur die mdgliche Umsetzung von
Intermediarprodukten, die im Zuge der Behandlung mit Schwefelsaure/Tetraborat und
m-Hydroxydiphenyl aus den neutralen Monosacchariden gebildet werden kénnen, nicht
miterfasst werden (Kintner und van Buren 1982). Die Arbeitsvorschrift zur photometrischen
Uronsaurebestimmung ist in Abschnitt 8.2.4.2 zu finden.

METHANOL- UND ESSIGSAUREGEHALT. Zur Bestimmung des Gehalts an estergebundenem
Methanol und Essigsaure erfolgt Ublicherweise zundchst eine Verseifung mit Natronlauge, um
Methanol und Essigsdure freizusetzen. Nach etwaigen Aufarbeitungsschritten kdnnen die
Analyten mittels HPLC, GC oder Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance, NMR)-
Spektroskopie erfasst werden. Bei den HPLC Methoden ist jedoch die Storanfalligkeit durch
koeluierende Matrixbestandteile sowie die geringe RI-Signalempfindlichkeit von Methanol zu
beachten (Voragen et al 1986; Levigne et al 2002b). Bei den GC-Methoden kann zwar die
Empfindlichkeit durch eine vorgeschaltete Festphasenmikroextraktion (SPME) deutlich verbessert
werden, jedoch kann die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse stark durch das Probenmaterial (z.B.
hohe Salzkonzentration, Storsubstanzen) und Abweichungen bei den SPME-Bedingungen
beeinflusst werden (Mester et al. 2001; Savary und Nufiez 2003; Nunes et al. 2006). Ein groBer
Vorteil NMR-basierter Verfahren ist, dass im Gegensatz zu den chromatographischen Methoden
keine Kalibrierung mit Standardsubstanzen notwendig ist (Rizzo und Pinciroli 2005). Zudem
kdnnen Methylierungs- und Acetylierungsgrade mittels "H-NMR-Spektroskopie vergleichsweise
schnell bestimmt werden. Bédouet et al (2003) entwickelten eine Methode, bei der
Methylierungs- und Acetylierungsgrade direkt nach Verseifung im NMR-R6hrchen bestimmt
werden kann. Allerdings wird die Genauigkeit der Bestimmungen durch die komplexen Spektren
mit teilweise Uberlappenden Signalen beeintrachtigt. Die geringe spektrale Auflésung hangt auch
damit zusammen, dass die Messungen bei 80 °C durchgefuhrt werden, was sich negativ auf die
Signalbreite und -form auswirkt. Zuséatzlich resultiert die hohe Temperatur in einer partiellen
Evaporation von Methanol und dementsprechend in einer weiteren Beeintrachtigung der
Messergebnisse (Bédouet et al. 2003). Neumdiller et al. (2013) konnten zeigen, dass die Gehalte
an aus verschiedenen Ballaststoffproben freigesetzter Essigsaure auch ohne erhohte
Temperaturen (27 °C) bei kurzen Aufnahmezeiten empfindlich erfasst werden kénnen.

Muller-Maatsch et al. (2014) entwickelten darauf aufbauend eine Methode, bei der neben
Essigsdure auch Methanol und Ferulasdure mittels 'H-NMR-Spektroskopie quantitativ bestimmt
werden kénnen. Die Methode beruht darauf, dass die Proben nach Verseifung zentrifugiert und
filtriert werden, sodass eine Abtrennung der freigesetzten Analyten von einem Grofteil der
Matrixkomponenten erfolgt und gut aufgeldste Spektren aufgenommen werden kénnen. Die
hochfeldverschobenen Protonensignale der Methylgruppen von Methanol und Essigsaure liegen
dadurch fast vollstandig isoliert vor. Die Quantifizierung erfolgt mithilfe von
3-(Trimethylsilyl)propion-2,2,3,3-ds-saure (TMSP-d.), das vor der Verseifung als interner Standard
zugegeben wird. Aufgrund der simplen Probenaufarbeitung, Robustheit und Genauigkeit wurde
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die Methode von Miiller-Maatsch et al (2014) mit den von Becker (2020) beschriebenen
Modifikationen in dieser Arbeit zur Bestimmung des Gehalts an estergebundenem Methanol und
Essigsaure eingesetzt. Der trans-Ferulasauregehalt wurde nicht mit dieser Methode ermittelt, da
die unter den gewdhlten Analysebedingungen geringen Signalintensitaten teilweise keine
zweifelsfreie  Bestimmung ermoglichten.  Zur Bestimmung der Methylierungs- und
Acetylierungsgrade wurden die ermittelten Methanol- und Essigsauregehalte der Pektinproben
auf die spektralphotometrisch bestimmten Galacturonsduregehalte bezogen. Die zur
Bestimmung des Gehalts an estergebundenem Methanol und Essigsaure verwendeten NMR-
spektroskopischen Bedingungen sind zusammen mit der Arbeitsvorschrift in Abschnitt 8.2.4.2 zu
finden.

3.3 GEZIELTE MODIFIKATION DER PEKTINSTRUKTUR

Die gezielte Modifikation bestimmter Strukturmotive der Pektine ermdglicht Ruickschlisse auf
die Beeinflussung der funktionellen Eigenschaften durch die entsprechenden Strukturen. Die
Pektinstruktur kann durch physikalische (z.B. Temperatur, Druck), chemische (z.B. Saure-,
Laugenbehandlung) oder enzymatische Methoden modifiziert werden. Physikalische und
chemische Ansatze haben den Vorteil, dass sie meist mit einem geringen Zeitaufwand verbunden
und einfach zu realisieren sind. Allerdings handelt es sich um unspezifische Methoden, sodass
Ublicherweise verschiedene Strukturelemente parallel modifiziert werden und dementsprechend
Eigenschaftsanderungen nicht auf einzelne Strukturveranderungen zurlckgefuhrt werden

konnen.

Die Strukturmodifikation mittels spezifischer Enzyme ist daher die Methode der Wahl, um die
Struktur-Eigenschaftszusammenhange von Polysacchariden ndhergehend zu untersuchen. Eine
Herausforderung ist jedoch die begrenzte kommerzielle Verflgbarkeit von spezifischen Enzymen
zur  Modifikation von  Pektinen. Erhaltliche Enzymprédparate weisen gegebenenfalls
Substratspezifitdten flr andere Polysaccharide auf, sodass verminderte Aktivitaten bei SBP
bestehen kdnnen. Des Weiteren kann die enzymatische Aktivitat durch eine der komplexen
Struktur von SBP geschuldeten schlechtere Zuganglichkeit bzw. durch das Vorliegen bestimmter
Strukturelemente gemindert werden. Beispielsweise kann die Aktivitdt von Pektinmethylesterasen
durch acetylierte Galacturonsaureeinheiten gehemmt werden (Pippen et al. 1950; Oosterveld et
al. 2000b). Zudem ist zu beachten, dass auch bei Enzymen mit hoher Spezifitat in geringem
Umfang unerwiinschte Nebenaktivitaten auftreten kénnten. Um das Ausmal3 der Modifikation
und das Auftreten unerwiinschter Strukturveranderungen festzustellen, ist daher eine detaillierte
Strukturcharakterisierung der Pektine vor und nach Modifizierung unerlasslich.

Meist wird bei der Ermittlung von Struktur-Eigenschaftsbeziehungen untersucht, inwiefern
sich partielle Abspaltungen bestimmter Strukturelemente auf die Eigenschaften auswirken (Chen
et al. 2016a; Zhou et al. 2021; Funami et al. 2011). Es ware jedoch auch mdglich, die Auswirkungen
einer Addition bestimmter Strukturelemente zu einer bestehenden Pektinstruktur zu
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charakterisieren. Beispielsweise kann der Methylierungsgrad durch die Behandlung mit
angesauertem Methanol erhdht werden (Heri et al 1961a, 1961b). Allerdings ist die gezielte
Addition von Verbindungen zu einer bestehenden Polymerstruktur meist deutlich aufwandiger
als deren Eliminierung (Renard und Jarvis 1999; Rosenbohm et al. 2003). Zusatzlich besteht bei
dementsprechend umfangreicheren Reaktionsschemata ein erhdhtes Risiko fur unerwiinschte
Strukturmodifikationen. Komplexere Fragestellungen, wie beispielsweise das Hinzufligen oder
Verlangern von AG-Strukturen zu einem bestehenden Pektinpolymer, sind zudem praktisch nur
schwer realisierbar. Daher wurden fur die vorliegende Arbeit nicht die Auswirkungen von
Additions- bzw. Substitutionsreaktionen untersucht, sondern ausschlieBlich von partiellen
Abspaltungen bestimmter Strukturelemente. Die Analyse der Beeinflussung der funktionellen
Eigenschaften durch Abspaltungen ist auch insofern relevanter, als dass Strukturveranderungen
untersucht werden, die auch durch die Anwendung unterschiedlicher Extraktionsbedingungen
hervorgerufen werden kénnen.

Als Substrat wurde fur alle durchgefiihrten Modifikationsansatze ein SBP ausgewahlt, welches
durch vergleichsweise milde Saureextraktion (pH 2; 80 °C; 1h) gewonnen wurde. Fir die in
Abschnitt 3.3.2 beschriebene enzymatische Modifikation verschiedener Strukturelemente wurde
eine andere Charge eines auf diese Weise extrahierten SBP verwendet als fur die Modifikation des
Veresterungsgrads (Abschnitt 3.3.1), der Arabinanfraktion (Abschnitt 3.3.3) und der
Galacturonanfraktion (Abschnitt 3.3.4).

3.3.1 MODIFIKATION DES VERESTERUNGSGRADS DURCH ALKALIBEHANDLUNG

Ein Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung des Einflusses estergebundener Substituenten auf
die Emulgiereigenschaften von SBP. Zur Freisetzung von Methanol, Essigsaure und Ferulasaure
werden in der Literatur sowohl chemische Ansatze (Saure- bzw. Alkalibehandlung) als auch
enzymatische Methoden beschrieben, bei denen die Freisetzung durch unterschiedliche Methyl-,
Acetyl- bzw. Ferulasaureesterasen erfolgt (Kirtchev et al. 1989; EI-Nawawi und Heikal 1995; Renard
und Thibault 1996; De Vries et al. 2002; Kim et al. 2008; Gou et al. 2012; Muller-Maatsch et al.
2014). Die Behandlung mit Lauge oder Saure fluhrt dabei zu einer ungerichteten Entesterung,
wahrend enzymatische Ansatze in Abhangigkeit von der Herkunft des Enzyms (pflanzlich oder
fungal) beispielsweise auch zu blockweise entesterten Galacturonanabschnitten fihren kénnen
(Hunter und Wicker 2005; Willats et al. 2006).

Fur die vorliegende Arbeit erfolgte die Freisetzung der estergebundenen Substituenten nicht
enzymatisch, da keine Pektinmethylesterasen bzw. -acetylesterasen mit der entsprechenden
Substratspezifitat zur Verfligung standen. Daher wurde ein chemischer Ansatz gewahlt, bei dem
die Substituenten durch Laugenbehandlung freigesetzt werden sollten. Eine alkalische
Freisetzung ist dabei besser geeignet, da die fir eine saurekatalysierte Entesterung benétigte
Saurekonzentration zwangslaufig auch in der Spaltung glykosidischer Bindungen und damit einer
Modifikation der Polysaccharidfraktion resultieren wirde. Allerdings hat die alkalische
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Entesterung auch verschiedene Nachteile. Zum einen wird die Ergriindung von Struktur-
Eigenschaftszusammenhangen dadurch erschwert, dass die Freisetzung nicht spezifisch ist und
es so zur gleichzeitigen Freisetzung von Methanol, Essigsdure und Ferulasaure kommen kann.
Zum anderen konnte die Laugenbehandlung, in Abhdngigkeit von den gewahlten
Reaktionsbedingungen, neben der Freisetzung der Substituenten auch in Veranderungen
innerhalb der Proteinfraktion resultieren. Bei der Interpretation muss aufSerdem bedacht werden,
dass durch die Freisetzung und Abtrennung der unterschiedlichen Substituenten auch das Mw
beeinflusst werden kann. Das gréfite Problem bei der Entesterung von Pektinen durch Lauge ist
jedoch, dass bei basischen Bedingungen nicht nur die Methyl-, Acetyl- und Ferulasdaureester
verseift werden, sondern auch Spaltungen des Galacturonanrickgrats auftreten kdnnen
(Albersheim 1959; Albersheim et al. 1960; BeMiller und Kumari 1972). Die Spaltung des Ruckgrats
erfolgt  dabei  anhand  eines B-Eliminierungsmechanismus ~ von methylierten
Galacturonsaureeinheiten (Abbildung 6). Der Anteil an [B-Eliminierung und der Freisetzung
estergebundener Substituenten kann jedoch durch die Wahl der Reaktionsbedingungen
gesteuert werden. Temperaturerhdhungen fihren zu einem stdrkeren Anstieg von
B-Eliminierungsreaktionen als von Demethylierungen, wohingegen eine Erhéhung des pH-Werts
verstarkt zu Demethylierungsreaktionen fuhrt (Kravtchenko et al. 1992; Renard und Thibault 1996).
Dementsprechend sollte die Verseifung von Pektinen einerseits bei mdglichst niedrigen
Temperaturen durchgefiihrt werden, andererseits sollte die Einstellung eines geeigneten pH-
Werts einen hohen Entesterungsgrad bei gleichzeitig geringflgiger Modifikation des

Galacturonanruckgrats ermdglichen.

o._-
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Abbildung 6: Mechanismus der basekatalysierten, trans-eliminativen Spaltung (,,p-Eliminierung”)
einer Galacturonankette an einer methylveresterten Galacturonsaureeinheit

In der vorliegenden Arbeit wurde das zur Entesterung eingesetzte SBP daher mit einem
definierten Volumen vorgekuhlter Natronlauge (4 °C) versetzt. Zusatzlich wurde der
Reaktionsansatz wahrend der Alkalibehandlung in einem Eisbad gekihlt, um die
Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von B-Eliminierungsreaktionen zu reduzieren. Aus
Vorversuchen wurde eine Laugenkonzentration von 3 mmol NaOH/g Pektin als gerade
ausreichend ermittelt, um eine partielle Verseifung des gewahlten SBP zu gewahrleisten und
gleichzeitig das Risiko von Spaltungen des Galacturonanriickgrats zu minimieren. Um
unterschiedlich stark entesterte Pektine zu erhalten, wurden zwei Reaktionen mit der gleichen
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Laugenkonzentration (3 mmol NaOH/g Pektin), aber unterschiedlichen Behandlungsdauern
(15 bzw. 180 min) angesetzt. Nach der jeweiligen Behandlungsperiode wurde die Verseifung
durch Anpassung des pH-Werts auf 4 gestoppt. Die anschlieBende Aufarbeitung der
modifizierten Pektine erfolgte analog zur Aufarbeitung im Zuge der Pektinextraktion (siehe
Abschnitt 4.1) durch Isopropanol (IPA)-Fallung und anschlieBendes Waschen mit 70 %igem IPA
und reinem IPA zur Abtrennung der freigesetzten Substituenten. Nach Trocknung (50 °C; 2 h)
wurden die modifizierten Pektine gemahlen (@ < 0,5mm) und deren Struktur- sowie
Emulgiereigenschaften charakterisiert. Die Arbeitsvorschrift zur gezielten Modifikation des
Veresterungsgrads eines SBP ist in Abschnitt 8.3.1 zu finden.

3.3.2 ENZYMATISCHE MODIFIKATION VERSCHIEDENER STRUKTURELEMENTE

Wahrend keine geeigneten Pektinmethylesterasen bzw. -acetylesterasen zur Verfligung
standen, konnten verschiedene kommerziell erhaltliche Enzympraparate zur Modifikation des
Pektinrlckgrats (PGA), der neutralen Seitenketten (endo-a-1,5-L-Arabinanase, endo-(3-1,4-D-
Galactanase, Ferulasdureesterase) und der Proteinfraktion (Subtilisin A Protease) eingesetzt
werden. Ein Vorteil dieser Enzympraparate ist, dass deren spezifische Aktivitdten und magliche
Nebenaktivitaten Ublicherweise bekannt sind. Allerdings sind die Aktivitdtsangaben meist auf
einfache Modellsubstrate unter definierten Inkubationsbedingungen bezogen, sodass die
angegebenen Enzymaktivitaten nur bedingt auf SBP Ubertragen werden kdnnen. Des Weiteren
sind die eingesetzten Enzyme nur teilweise rekombinant gewonnen (s. Anhang, Tabelle 20). Bei
nicht-rekombinant gewonnenen Enzymen sind unerwiinschte Nebenaktivitaten moglich, da die
zur Enzymbherstellung eingesetzten Mikroorganismen Ublicherweise eine Vielzahl an
pektinmodifizierenden Enzymen produzieren, welche meist nicht vollstandig von dem Zielenzym
abgetrennt werden.

Die  zur  Moadifizierung  unterschiedlicher  Pektinstrukturelemente  eingesetzten
Enzymaktivitditen sowie die entsprechenden Inkubationsbedingungen sind Tabelle 1 zu
entnehmen. Wahrend die Inkubationstemperatur (40 °C) fur alle Enzyme nah am Optimum liegt,
weicht der gewahlte pH-Wert (6) bei einigen Enzymen von den idealen Umgebungsbedingungen
ab. Der pH-Wert wurde dennoch gewahlt, da alle Enzyme laut Herstellerangaben bei pH 6
Aktivitat aufweisen und so lediglich eine einzelne Kontrollprobe mitgefiihrt werden musste. Da
nicht am pH-Optimum gearbeitet wurde, ist jedoch auch teilweise mit verminderten
Enzymaktivitditen zu rechnen. Der Kontrollansatz ohne Enzymzugabe dient dazu, die
Auswirkungen der 24-stindigen Behandlung bei pH 6 und 40 °C, der anschlieBenden
Hitzebehandlung zur Enzyminaktivierung (95 °C; 5 min) sowie der weiteren Aufarbeitung auf die
Struktur und die funktionellen Eigenschaften des Pektins zu bertcksichtigen. Unter anderem
konnte die langandauernde Inkubation sowie die kurzzeitige Hitzebehandlung aufgrund des
vergleichsweise hohen pH-Werts zu Spaltungen innerhalb der Galacturonanfraktion durch
B-Eliminierungsreaktionen fuhren (Albersheim 1959). Die Aufarbeitung der modifizierten Pektine
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erfolgte analog zur Aufarbeitung der alkalisch entesterten Pektine (siehe Abschnitt 3.3.1). Die
Arbeitsvorschrift zur enzymatischen Modifikation verschiedener Strukturelemente eines SBP ist in
Abschnitt 8.3.2 zu finden.

Tabelle 1: Zur unterschiedlichen enzymatischen Modifikation eines Zuckerriibenpektins
verwendete Inkubationsbedingungen und Enzymaktivitaiten. AA: endo-a-1,5-L-Arabinanase,
FAE: Ferulasdureesterase, GA: endo-[3-14-D-Galactanase, KP: Kontrollprobe ohne Enzymzugabe,
PGA: endo-a-1,4-D-Polygalacturonase, PROT: Protease (Subtilisin A)

KP AA GA PROT FAE PGA
Enzymaktivitat
- 5 10 18 0,05 5
/U/g
pH-Wert 6 6 6 6 6 6
Temperatur
) 40 40 40 40 40 40
/°C
Z/ek']t 24 24 24 24 24 1

3.3.3 ENZYMATISCHE MODIFIKATION DER ARABINANFRAKTION

Fur eine nahergehende Untersuchung der Struktur-Eigenschaftszusammenhange wurden
weitere Inkubationsansatze mit arabinanmodifizierenden Enzymen durchgefihrt. Neben endo-a-
1,5-L-Arabinanase wurde auch eine a-L-Arabinofuranosidase eingesetzt. Die Enzympréparate
unterscheiden sich darin, dass endo-a-1,5-L-Arabinanase die Hydrolyse des Arabinanrlckgrats
katalysiert, wadhrend a-L-Arabinofuranosidase vorwiegend an den Seitenketten der Arabinane
durch Abspaltung endstandiger Arabinoseeinheiten agiert. Dementsprechend sollten getrennte
Inkubationen mit den jeweiligen Enzymprédparaten dazu flhren, dass Pektine mit
unterschiedlichen Arabinanstrukturen erhalten werden.

Fur die Modifikationsansatze wurden endo-a-1,5-L-Arabinanase und a-L-Arabinofuranosidase
aus Aspergillus niger eingesetzt (s. Anhang, Tabelle 20). Die Inkubationen wurden am pH- (4) und
Temperaturoptimum (40 °C) der Enzyme fur 24 h durchgefihrt. Um unterschiedlich stark
modifizierte SBP zu erhalten, wurden fur jedes Enzym zwei Ansatze mit unterschiedlichen
Enzymaktivitdten (jeweils 10 U/g und 40 U/g) durchgefiihrt. Die gewahlten Enzymaktivitaten
orientierten sich an den endo-a-1,5-L-Arabinanase Konzentrationen, die beim enzymatischen
Profiling von Arabinanseitenketten nach Wefers und Bunzel (2016a) eingesetzt werden (200 U/g).
Die Wahl geringerer Enzymaktivitdten ist darauf zurlckzufihren, dass im Gegensatz zum
Arabinanprofiling der vollstdndige Verdau der enzymatisch zuganglichen Arabinane kein
vorrangiges Ziel war. Zudem waren die Kosten fir die spezifischen Enzyme aufgrund des fur die
Analyse der Emulgiereigenschaften notwendigen groBen Versuchsansatzes (3 g Pektin)
unverhaltnismaBig hoch. Da die Inkubationen am pH- und Temperaturoptimum durchgefihrt
wurden, sollte dennoch ein weitgehender enzymatischer Verdau gewahrleistet sein.
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Im Anschluss an die 24-stiindige Inkubation wurden die vier Inkubationsansatze zusammen
mit einer Referenzprobe ohne Enzymzugabe zur Enzyminaktivierung hitzebehandelt (95 °C;
5 min). Die Aufarbeitung der modifizierten Pektine erfolgte analog zur Aufarbeitung der alkalisch
entesterten Pektine (siehe Abschnitt 3.3.1). Arbeitsvorschrift zur enzymatischen Modifikation der
Arabinanfraktion eines SBP ist in Abschnitt 8.3.3 zu finden.

3.3.4 ENZYMATISCHE MODIFIKATION DER GALACTURONANFRAKTION

Die enzymatische Modifikation des Galacturonanrickgrats kann durch den Einsatz
unterschiedlicher Enzyme hervorgerufen werden, die sich sowohl in der Substratspezifitat als auch
im  Wirkmechanismus unterscheiden. So katalysiert PGA die hydrolytische Spaltung der
glykosidischen Bindungen zwischen nicht-methylveresterten o-1,4-D-Galacturonsdureeinheiten
(Mohamed et al. 2003). Pektinlyasen (PLY) und Pektatlyasen spalten dagegen die glykosidische
Bindung Uber einen B-Eliminierungsmechanismus, sodass 4,5-ungesattigte Galacturonsaure-
oligosaccharide gebildet werden. PLY und Pektatlyasen unterscheiden sich durch ihre
Substratspezifitaten: PLY spalten die glykosidischen Bindungen an methylveresterten
Galacturonsaureeinheiten, wahrend Pektatlyasen bei nicht-methylveresterten Galacturonsaure-
einheiten aktiv sind (Zheng et al. 2021).

Zur Modifikation des Galacturonsaurertickgrats wurde in dieser Arbeit eine Mischung aus PGA
und PLY eingesetzt. Aufgrund der unterschiedlichen Substratspezifitaten von PGA und PLY sollten
unabhangig vom Veresterungsgrad des zu modifizierenden Pektins entlang der gesamten
Galacturonankette zuféllige Spaltungen induziert werden, die in einer Reduktion der Kettenlange
und somit des Mw des Pektins resultieren sollten. Die eingesetzten Enzyme wurden rekombinant
in Trichoderma reesei exprimiert (s. Anhang, Tabelle 20) und zeichnen sich insbesondere dadurch
aus, dass die pH-Optima im sauren Bereich liegen (Mohamed et al. 2003). Daher musste der pH-
Wert der SBP-Lésungen fur die Enzyminkubationen nur geringfligig angepasst werden (pH 3,5).
Zur Ermittlung geeigneter Enzymaktivitaten wurden zundchst verschiedene Vorversuche mit
einem strukturell ahnlichen Substrat durchgefihrt. Darauf aufbauend wurden bei einer
Inkubationstemperatur von 40°C 9UPGA und 15UPLY pro gSBP eingesetzt. Um
unterschiedlich stark ausgepragte Modifikationen des Pektinrlickgrats zu erreichen, wurden drei
Ansatze mit unterschiedlichen Inkubationsdauern durchgefihrt (20 min, 60 min und 180 min). Als
Referenzprobe wurde ein Ansatz mitgefuhrt, der ohne Enzymzugabe ebenfalls fir 180 min
inkubiert wurde. Nach der jeweiligen Inkubationsperiode wurden die Proben hitzebehandelt
(95 °C; 5 min), um die Enzymaktivitat zu stoppen. Die Aufarbeitung der modifizierten Pektine
erfolgte analog zur Aufarbeitung der alkalisch entesterten Pektine (siehe Abschnitt 3.3.1). Die
Arbeitsvorschrift zur enzymatischen Modifikation der Galacturonanfraktion eines SBP ist in
Abschnitt 8.3.4 zu finden.
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3.4 CHARAKTERISIERUNG DER EMULGIEREIGENSCHAFTEN

Um die Pektinstrukturen mit den Emulgiereigenschaften in Verbindung setzen zu kdnnen,
wurden mit allen untersuchten Pektinen Modellemulsionen hergestellt. Bei der Herstellung von
Emulsionen ist zu beachten, dass die Formulierung (u.a. Olanteil, pH-Wert, Salzzugabe), die
Emulgiermethode und der eingebrachte Energieeintrag (u.a. Rotor-Stator-Systeme,
Hochdruckhomogenisation) und  mogliche  Nachbehandlungen  (z.B.  Pasteurisation)
Auswirkungen auf die Emulgiereigenschaften von SBP haben kdnnen (Bindereif et al 2022;
Bindereif et al. 2023). Dementsprechend ist es denkbar, dass bei unterschiedlich hergestellten
Emulsionen auch unterschiedliche Struktur-Eigenschaftszusammenhdnge beobachtet werden
kdnnen. Fur die vorliegende Arbeit wurden daher alle Modellemulsionen unter identischen
Bedingungen hergestellt (10% (v/v) O, 0,5% (w/v) SBP in der dispersen Phase (pH 5,0);
Hochdruckhomogenisation bei 400 bar), weshalb die diskutierten Struktur-
Eigenschaftszusammenhange auch stets auf diese Emulgierbedingungen bezogen sind.

Die Arbeiten zur Charakterisierung der Emulgiereigenschaften der Pektine wurden von
Benjamin Bindereif am Institut fUr Bio- und Lebensmitteltechnik (Organisationseinheit
Lebensmittelverfahrenstechnik) des Karlsruher Instituts fir Technologie durchgefihrt. Hierzu
wurden zunachst 0,5 %ige Losungen der jeweiligen Pektine durch 30-sekindige Ultra-Turrax® -
Behandlung mit 10.000 rpm bei 60 °C hergestellt. Nach Abklhlen auf Raumtemperatur wurde der
pH mit 1 M Natronlauge auf 5,0 eingestellt. Die Emulsionsherstellung erfolgte zweistufig. Zunachst
wurde durch 60-sekindige Ultra-Turrax® -Behandlung mit 15.000 rpm eine Rohemulsion aus
90 % Pektinlosung und 10 % Ol (v/v) hergestellt. Als Ol wurde ein mittelkettiges Triglycerid (MCT)
Ol der Schumann & Sohn GmbH (Karlsruhe, Deutschland) eingesetzt, das nach Herstellerangaben
zu 60 % aus Cs-Fettsauren und zu 40 % aus Cio-Fettsduren zusammengesetzt ist und bei
Raumtemperatur eine Dichte von 0,95 kg/L aufweist. Zur Herstellung einer Feinemulsion wurde
die Rohemulsion in einem Hochdruckhomogenisator bei 400 bar behandelt.

Im Vergleich zu den analytischen Methoden werden fur die Betrachtung der
Emulgiereigenschaften hohe Mengen an Probenmaterial benétigt. Gleichzeitig standen lediglich
begrenzte Mengen an labortechnisch extrahierten und gegebenenfalls zusatzlich modifizierten
Pektinen zur Verfligung. Daher wurden die Emulsionen lediglich bei ausgewahlten Proben
dreifach hergestellt. Da hierbei eine hohe Reproduzierbarkeit (Standardabweichung < 2 %)
beobachtet werden konnte (siehe Tabelle 12), wurden die Emulsionen bei allen anderen Proben
einfach hergestellt. Direkt nach der Hochdruckhomogenisation sowie nach 30 Tagen Lagerung
bei 5 °C wurden die TropfengroBenverteilungen der Emulsionen mittels statischer Lichtstreuung
in Dreifachbestimmung analysiert. In der vorliegenden Arbeit werden jedoch fast ausschlieflich
die TropfengroBenverteilungen direkt nach Herstellung der Emulsionen diskutiert, da bei den
meisten Proben keine relevante Veranderung der TropfengroBenverteilungen nach 30 Tagen
Lagerung beobachtet werden konnte. Die Emulsionsstabilitdt wird lediglich bei den Proben
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eingeordnet, bei denen eine deutliche Veranderung der TropfengréBenverteilung beobachtet
und damit von einer verminderten Lagerstabilitdt ausgegangen werden konnte.

Um eine bessere Vergleichbarkeit der TropfengréBenverteilungen und damit der
Emulgiereigenschaften der Pektine zu ermdglichen, wurde der xg3-Wert als Referenzwert
gewahlt, der das 90. Perzentil der volumenbezogenen, kumulativen TropfengréBenverteilung
darstellt. Kleinere xg03-Werte und damit kleinere mittlere TropfengréBen koénnen vereinfacht
gesagt mit besseren Emulgiereigenschaften in Verbindung gebracht werden. Bei den gewahlten
Emulgierbedingungen kdnnen xgo3-Werte < 1pum als hervorragend angesehen werden. In
Abbildung 7 ist beispielhaft die Tropfengréfenverteilung von Modellemulsionen dargestellt, die
mit zwei Pektinen mit unterschiedlichen Emulgiereigenschaften hergestellt wurden. Die beiden
TropfengréBenverteilungen unterscheiden sich insofern, dass bei der in schwarz dargestellten
Probe durchschnittlich deutlich kleinere Tropfen vorliegen als bei der in griin dargestellten Probe.
Dies spiegelt sich auch in unterschiedlichen xq0,3-Werten wider und zeigt an, dass die in schwarz
dargestellte Probe unter den gegebenen Emulgierbedingungen und dem AuBenvorlassen der
Lagerstabilitat deutlich bessere Emulgiereigenschaften aufweist als die in griin dargestellte Probe.
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Abbildung  7:  Beispielhafte = Darstellung der  kumulativen,  volumenbezogenen
OltropfengréBenverteilungen von zwei Pektinen mit unterschiedlichen Emulgiereigenschaften. Die
horizontalen und vertikalen Linien sind zur Veranschaulichung der Ermittlung des xg03-Werts eingezeichnet,
der das 90. Perzentil dieser Verteilung angibt
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4.1 ENTWICKLUNG VON METHODEN ZUR PEKTINEXTRAKTION AUS
ZUCKERRUBENSCHNITZELN

Voraussetzung fir die Aufklarung der funktionellen Zusammenhdnge zwischen
Extraktionsmethodik, Ausbeute, molekularer Struktur und Emulgiereigenschaften ist die
Entwicklung bzw. Optimierung verschiedener Methoden zur Extraktion von Pektinen aus
Zuckerriben  bzw.  Zuckerribenschnitzeln.  Ziel ~der Anwendung unterschiedlicher
Extraktionsmethoden ist die Darstellung von Pektinen mit einer groBen Bandbreite an
strukturellen  Charakteristika. Dementsprechend  wurden nicht nur unterschiedliche
Extraktionsmethoden, sondern auch unterschiedliche Prozessbedingungen eingesetzt. Industriell
werden Pektine Ublicherweise unter harschen Extraktionsbedingungen gewonnen, die zwar in
hohen Ausbeuten resultieren, aber auch mit in einer starken Modifizierung der Pektinstruktur
einhergehen. Ein besonderes Augenmerk lag daher auf der Anwendung vergleichsweise milder
Prozessbedingungen, sodass auch Pektine gewonnen werden kénnen, die im Zuge der Extraktion
nur geringflgig modifiziert wurden. Neben einem umfassenderen Bild der Zusammenhange
zwischen der Struktur und den Emulgiereigenschaften von SBP sollten hierdurch auch
Ruckschltsse Uber die nativ vorliegende Pektinstruktur ermoglicht werden.

In dieser Arbeit wurden neben S&ureextraktionen (Erhitzung unter Zugabe verdinnter
Mineralsduren) auch enzymunterstitzte Verfahren sowie Autoklavenextraktionen zur
Pektingewinnung eingesetzt.

4.1.1 SAUREEXTRAKTIONEN

PROBENVORBEREITUNG. Vor der eigentlichen Extraktion erfolgte zunachst eine
rohstoffabhangige Vorbereitung des Ausgangsmaterials. Ein entscheidender Punkt ist hierbei die
Beschaffenheit des Rohstoffs. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zuckerriibenschnitzeln
handelte sich um getrocknete, gekalkte Rubenschnitzel. Ohne vorherige Zerkleinerung konnten
bei kurzen Extraktionszeiten nur geringe Ausbeuten realisiert werden, wodurch weiterfiihrende
Versuche zur Funktionalitat nicht maglich waren. Das Mahlen des Ausgangsmaterials resultierte
jedoch in einer erheblichen Ausbeutesteigerung. Bei einer milden Saureextraktion (1 h; pH 2;
80 °C) konnte beispielsweise bei Zerkleinerung auf einen Partikeldurchmesser < 0,5 mm die
Ausbeute von urspriinglich 2,4 % auf 15,6 % vervielfacht werden. Die verbesserte Extrahierbarkeit
kann durch die starke OberflachenvergréBerung im Zuge des Mahlprozesses erklart werden.
Besonders stark wirkt sich dieser Effekt bei kurzen Extraktionszeiten aus (1, 2 und 4 h), wahrend
bei 16 h Extraktionszeit auch ohne vorherige Zerkleinerung des Ausgangsmaterials hohe
Ausbeuten erzielt werden kénnen (Abbildung 8). Um auch bei verkirzten Extraktionszeiten
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ausreichend Probenmaterial zu generieren, wurden daher, wenn nicht anderweitig beschrieben,
alle nachfolgenden Extraktionen mit gemahlenen Zuckerriibenschnitzeln (@ < 0,5 mm)

durchgefihrt.
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Abbildung 8: Prozentuale Ausbeuten an Pektin nach Extraktion aus ungemahlenen (griin, n = 2)
und gemahlenen (@ < 0,5 mm, grau, n = 3) Zuckerriibenschnitzeln (SB). Die Extraktionen wurden bei
pH 2 und 80 °C fur 1, 2, 4 bzw. 16 h durchgefiihrt

Neben dem Mahlgrad spielt auch die Hydratisierung des Ausgangsmaterials eine Rolle. Das
Verhaltnis von Feststoff zu Flussigkeit (S/L) wurde so gewahlt, dass eine vollstandige
Hydratisierung des Ausgangsmaterials und damit auch eine korrekte Einstellung des pH-Werts
ermdglicht wurde. Fir gemahlene Zuckerribenschnitzel reichte hierbei ein S/L von 1g/10 mL
vollentsalztes (VE) Wasser aus, da eine weitere Erhdhung des Wasseranteils keine
Ausbeutesteigerung zur Folge hatte (Daten nicht gezeigt). Ein Vorteil geringer S/L ist zudem die
Einsparung von IPA bei der spateren Fallung. Nach Zugabe des wassrigen Extraktionsmediums ist
eine ausreichende Aquilibrierungszeit einzuraumen, um eine korrekte Einstellung des pH-Werts
des Extraktionsansatzes gewahrleisten zu kdnnen. Die in dieser Arbeit diskutierten SBP wurden
vor der Einstellung des jeweiligen pH-Werts fiir 1 h bei 50 °C im Schuttelinkubator behandelt.

EXTRAKTION. Der anschlieBend durch Salpetersaure- (pH 2 - 4) bzw. Natronlaugezugabe
(pH 6) eingestellte pH-Wert sowie die Extraktionsdauer (1 -16 h) wurden umfangreich variiert,
sodass Pektine mit unterschiedlichen strukturellen Charakteristika gewonnen werden konnten.
Teilweise wurde vor der Einstellung des pH-Werts Citronenséure zugegeben (0 - 100 mM). Uber
die Komplexbildung mit Ca®*-lonen sollte die Pektinfreisetzung bei Methoden verbessert werden,
bei denen der pH-Wert des Extraktionsmediums nicht oder nur geringfligig durch Sdurezugabe
erniedrigt wurde. Aufgrund der vergleichsweise hohen pKs-Werte von Citronensaure (pKs:: 3,7;
pKs2: 4,8; pKss: 6,4) konnte fur SBP nur bei den bei pH 6 durchgefihrten Extraktionen eine
deutliche Auswirkung der Citronensdurezugabe auf die Pektinausbeute sowie die
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Emulgiereigenschaften beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die Extraktion aller
beschriebenen saureextrahierten Pektine erfolgte im Wasserbad bei einer Temperatur von 80 °C.
Die Temperatur wurde nicht variiert, da Yapo et al. (2007a) zeigen konnten, dass der Einfluss der
Temperatur im Vergleich zum pH-Wert oder der Extraktionszeit schwacher ausgepragt ist und
dementsprechend geringere Veranderungen in der Pektinstruktur durch die Variation dieses
Parameters zu erwarten sind. Die Auswirkungen unterschiedlicher Extraktionsbedingungen
werden in den anschlieBenden Abschnitten diskutiert.

PRAZIPITATION. Nach Abtrennung des unldslichen Ruckstands wurde der wassrige Extrakt
durch die Zugabe von IPA ausgefdllt. Das Verhéltnis von wassrigem Extrakt zu organischem
Losungsmittel hat einen groBen Einfluss auf die Ausbeute sowie die Struktur und Eigenschaften
des Prazipitats. Die Auswirkungen unterschiedlicher IPA-Anteile kdnnen anhand einer
stufenweisen Fallung eines durch einstiindige Extraktion (pH 2; 80 °C) gewonnenen, wassrigen
Extrakts aufgezeigt werden. Bei der stufenweisen Fallung wurde zum wassrigen Extrakt zunachst
IPA bis zu einem Anteil von 20 % zugegeben. Das Prazipitat (,20 % Fraktion”) wurde abgetrennt
und der IPA-Anteil des Uberstands anschlieBend auf 40 % erhoht. Nach Abtrennung des
Prazipitats (,20 - 40 % Fraktion”) wurde der Anteil schlussendlich auf 70 % eingestellt und das
Prazipitat abermals abgetrennt (,40 - 70 % Fraktion”). Um die Auswirkungen unterschiedlicher
IPA-Anteile aufzuzeigen, wurden die strukturellen Eigenschaften und die Emulgiereigenschaften
der drei Fraktionen analysiert. In Tabelle 2 sind die Ausbeuten, relevanten Strukturparameter
sowie die xs03-Werte der erhaltenen Fraktionen dargestellt.

Tabelle 2: Pektinausbeuten (n = 2), Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 fir Mw) und xg03-Werte
(n=3) von stufenweise mit Isopropanol gefdllten Zuckerriibenpektinen (+ Range/2 bzw.
Standardabweichung). Die Pektine wurden durch milde Sdureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen. DAc:
Acetylierungsgrad, DM: Methylierungsgrad, t-FA: trans-Ferulasduregehalt, Mw: Molekulargewicht
(Gewichtsmittel), n.b.: nicht bestimmt, xq0,3: 90. Perzentil der TropfengréBenverteilung

Isopropanolanteil / %

20 20 - 40 40-70
Ausbeute / % 0,5 4,7 10,8

X903 / UM n.b. 1,17 + 0,01 0,68 = 0,01
Mw / kDa 219 £ 3 133+8 548 + 33
Proteingehalt / % 16,3+ 0,3 10,6 £ 0,1 41+ 0,1
DM /% 64,3 + 0,1 76,6 + 1,1 73,7 £ 04
DAc/ % 432 +19 26,7+ 0,3 55,7+ 01

t-FA / mg/100 g 299 + 8 390 £ 1 936 + 1

Die erhaltenen Fraktionen unterscheiden sich sowohl in Bezug auf die Extraktausbeuten als
auch strukturell deutlich voneinander. Die Emulgiereigenschaften der 20 % Fraktion konnten
aufgrund der zu geringen Ausbeute (0,5 %) nicht bestimmt werden. Die 20 - 40 % Fraktion, die
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etwa ein Drittel der Gesamtausbeute ausmachte, wies mit einem xgg3-Wert von 1,17 um deutlich
schlechtere Emulgiereigenschaften auf als die bei einem hdheren IPA-Anteil erhaltene Fraktion
(X903: 0,68 pm). Im Vergleich zur 20 - 40 % Fraktion ist die 40 - 70 % Fraktion unter anderem durch
einen niedrigeren Proteingehalt, ein erheblich hoheres Mw sowie einen hoheren
Acetylierungsgrad und einen deutlich erhéhten Gehalt an trans-Ferulasaure gekennzeichnet. Bei
strukturell ahnlichen Polysaccharidfraktionen waren geringere Mw bei den Fraktionen zu erwarten,
die erst bei hoheren IPA-Anteilen prazipitieren (Xu et al. 2014). Dass die 40 - 70 % Fraktion trotz
hoherem Mw erst bei erhdhten IPA-Anteilen ausgeféllt werden konnte, kann vermutlich auf den
deutlich hdheren Acetylierungsgrad sowie den stark erhdhten Anteil estergebundener trans-
Ferulasdure zurlckgefuhrt werden. Diese Komponenten erhdhen die Hydrophobizitat der Pektine
und beeinflussen so unter anderem die Wechselwirkungen mit dem Lésungsmittel bzw. die
intermolekulare Aggregation. Diese Ergebnisse verdeutlichen einmal mehr den komplexen
strukturellen Aufbau von SBP und den Einfluss der Fallung auf die Struktur und Eigenschaften des
entsprechenden Prazipitats.

Auch in der Monosaccharidzusammensetzung der Polysaccharidfraktionen (Abbildung 9) gibt
es erhebliche Unterschiede zwischen den Prazipitaten. Aufféllig ist insbesondere der erhdhte
Anteil an Rhamnose, Galacturonsdure und Galactose der 40 - 70 % Fraktion, der auf einen
erhohten Anteil an RG-I sowie AG-I- bzw. AG-lI-Motiven hinweist. Bei den zuerst ausféllbaren
Fraktionen deuten die hohen Arabinose zu Galactose und Rhamnose-Verhaltnisse hingegen auf
erhdhte Arabinan- bzw. niedrigere RG-I- und Galactananteile hin. Zusammen mit den geringeren
Mw koénnte darauf geschlossen werden, dass es sich zumindest teilweise um freie Arabinane
handelt, die nicht direkt mit dem Pektinrlickgrat verknUpft sind. Allerdings wird das niedrigere Mw
der Fraktionen 20 % und 20 - 40 % vermutlich auch durch die Koextraktion von glucosehaltigen
Strukturen bedingt, die nicht mit den Pektinstrukturen verbunden sind. In der 40 - 70 % Fraktion
ist der Glucoseanteil hingegen sehr niedrig, was darauf schlieBen lasst, dass bei der Extraktion von
SBP der GroBteil der koextrahierten Nicht-Pektinpolysaccharide bei einem IPA-Anteil von unter
40 % ausgefallt wird. Neben den deutlichen strukturellen Unterschieden in den Pektinmotiven
kdnnen unter anderem diese erhdhten Anteile an Nicht-Pektinpolysacchariden und damit die
verringerten effektiven Emulgatorkonzentrationen die unterschiedlichen Emulgiereigenschaften
der verschiedenen Fraktionen erklaren.

Zur detaillierten Untersuchung der extrahierten Polysaccharide wurden zusatzlich die
glykosidischen Bindungsverhaltnisse der Neutralzuckerfraktionen mittels Methylierungsanalyse
analysiert. In Tabelle 3 sind auszugsweise die Bindungstypen der Hauptbestandteile Arabinose,
Galactose und Rhamnose dargestellt. Fir die vollstandigen Ergebnisse inklusive der
Bindungstypen von Xylose und Glucose sowie der dazugehorigen Standardabweichungen wird
auf den Anhang verwiesen (Tabelle 28).
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Abbildung 9: Monosaccharidzusammensetzungen der stufenweise mit Isopropanol geféllten
Pektine, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3). Die Extrakte wurden
durch milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen

Die Arabinanmotive der untersuchten Pektinfraktionen weisen neben hohen Anteilen an
linear verkntipften 1,5-Arabinoseeinheiten allesamt auch bedeutende Anteile an 1,3,5- und 1,2,3,5-
verknlpften Arabinoseeinheiten auf, weshalb von einer komplexen Arabinanarchitektur der SBP-
Fraktionen ausgegangen werden kann. Insbesondere bei Betrachtung der auf die
Arabinosebindungstypen bezogenen Anteile (%Ara) fallt jedoch auf, dass der Verzweigungsgrad
der 20 - 40 % Fraktion geringer ist als bei der zuerst und der zuletzt ausgefallten SBP-Fraktion.
Auffallig ist zudem der erhdhte Anteil an terminalen Arabinopyranoseeinheiten der 20 - 40 %
Fraktion. Zuséatzlich zum komplexeren Aufbau der Arabinanfraktionen kann aus dem Verhaltnis
von 12- zu 1,.2,4-verknipften Rhamnoseeinheiten geschlussfolgert werden, dass die RG-I-
Fraktionen der 20 % und 40 - 70 % Fraktionen durch einen hoheren Substitutionsgrad mit
neutralen Seitenketten gekennzeichnet sind. Auch die Anteile an Galactanen sowie deren
Zusammensetzung unterscheidet sich deutlich in Abhangigkeit vom IPA-Anteil. Zwar sind alle
Galactanfraktionen sowohl durch Galactan- bzw. AG-I- (1,4-,1,2,4-,1,3,4-Verknipfungen) als auch
AG-II-Motive (1,3-, 1,6-, 1,3,6-VerknUpfungen) gekennzeichnet, jedoch unterscheiden sich diese in
den Anteilen sowie dem Verzweigungsgrad. Auffallig ist insbesondere der hohe relative Anteil an
1,3,6-Galactoseeinheiten der 20 % Fraktion, der auf eine stark verzweigte AG-II-Struktur hinweist.
Es liegt die Vermutung nahe, dass diese strukturelle Besonderheit mit dem stark erhéhten
Proteingehalt und dem vermehrten Vorliegen von AGP in dieser SBP-Fraktion zusammenhangt.
Doch auch die Galactane der 20 - 40 % und 40 - 70 % Fraktionen weisen hohe Anteile an 1,3,6-
Galactoseeinheiten und allgemein hohe Verzweigungsgrade auf, sodass auf eine generell hohe
Komplexitat der Galactane von SBP geschlossen werden kann.
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Tabelle 3: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol%) der stufenweise mit Isopropanol
geféllten Zuckerriibenpektine, bestimmt mittels Methylierungsanalyse (n = 2). Die Pektine wurden durch
milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen. Auszugsweise Darstellung der Arabinose-, Galactose-
und Rhamnosebindungstypen. Fur die vollstandige Tabelle (inkl. Range/2) wird auf den Anhang verwiesen
(Tabelle 28). Die Anteile der einzelnen Bindungstypen sind sowohl bezogen auf die Gesamtheit aller
Bindungstypen (%Ges) als auch bezogen auf den Anteil an allen Bindungstypen des jeweiligen
Monosaccharids (%Ara, %Gal, %Rha) dargestellt. Die Prozentangaben der Spaltenbeschriftungen geben
den Bereich des IPA-Anteils an, bei dem die jeweilige Fraktion préazipitiert wurde. Ara: Arabinose,
f. Furanose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, n.g.. nicht quantifiziert, p: Pyranose, Rha: Rhamnose,
SBP: Zuckerribenpektin, t: terminal, Xyl: Xylose

Isopropanolanteil / %

Glykosidische Bindungstypen 20 20 - 40 40-70

%Ges %Ara %Ges %Ara %Ges %Ara

t-Araf 19,6 355 29,7 383 28,8 38,5

t-Arap 03 0,5 33 43 0,5 0,7

1,2-Araf 0,6 11 17 2,2 09 1,2

. 1,3-Araf 1,2 2,2 4,7 6,1 1.8 2,4

Arabinose

1,5-Araf 17,3 31,3 22,9 29,5 21,1 28,2

1,3,5-Araf 13,2 239 12,0 15,5 16,3 21,8

1,2,5-Araf 11 2,0 17 2,2 2,1 2,8

1,2,3,5-Araf 19 34 1,6 2,1 33 4,4
%Ges %Gal %Ges %Gal %Ges %Gal

t-Galp 1,6 229 2,0 27,8 3,6 21,7

1,3-Galp 0,7 10,0 0,6 8,3 1.8 10,8

1,4-Galp 16 229 1,6 22,2 5.3 31,9

Galactose 1,6-Galp 1,2 17,1 1.6 22,2 2,9 17,5

1,2,4-Galp n.g. 0,0 0,2 2,8 02 1,2

1,3,4-Galp 02 2,9 03 4,2 0,5 3,0

1,3,6-Galp 17 24,3 09 12,5 2,3 13,9
%Ges %Rha %Ges %Rha %Ges %Rha

1,2-Rhap 08 53,3 1,2 63,2 2,7 46,6

Rhamnose

1,2,4-Rhap 0,7 46,7 0,7 36,8 3,1 53,4

Zusammenfassend ist die IPA-Fraktion mit den besseren Emulgiereigenschaften (40 - 70 %)
durch einen erhdhten Galactananteil, einen hoheren Verzweigungsgrad der Arabinanfraktion
sowie einen hoheren Substitutionsgrad des RG-I-Ruckgrats gekennzeichnet. Dementsprechend
deuten die Ergebnisse auf einen Zusammenhang zwischen dem strukturellen Aufbau und
insbesondere der Komplexitat der Polysaccharidfraktion und den Emulgiereigenschaften hin.
Allerdings ist zu beachten, dass sich die untersuchten Fraktionen unter anderem auch deutlich im
Anteil an koextrahierten Nicht-Pektinpolysacchariden unterscheiden.

Neben der Polysaccharid- wird auch die Proteinfraktion von dem IPA-zu-Extrakt Verhaltnis
beeinflusst. Der Proteingehalt ist in der zuerst ausgefallten Fraktion mit etwa 16 % deutlich héher
als in den bei hoéheren IPA-Anteilen prazipitierten SBP-Fraktionen (11 bzw. 4 %). Erhéhte
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4.1 Entwicklung von Methoden zur Pektinextraktion aus Zuckerriibenschnitzeln

Proteingehalte in den zuerst ausfallbaren Fraktionen wurden bereits in der Literatur beschrieben
(Karnik et al. 2016). Durch eine Analyse der Aminosaureverhaltnisse nach Hydrolyse und AQC-
Derivatisierung konnte jedoch gezeigt werden, dass mit zunehmenden IPA-Anteil auch die
Aminosaurezusammensetzung der Proteinfraktion variiert (Abbildung 10). Deutlich zu erkennen
ist, dass der Anteil der Aminosaure Hydroxyprolin von etwa 3 mol% (,20 %" Fraktion) auf etwa
15 mol% (,40 - 70 %" Fraktion) ansteigt. Dementsprechend handelt es sich bei den Proteinen der
zuletzt ausgefallten Fraktion offenbar um hydroxyprolinreiche Proteine bzw. hydroxyprolinreiche
Glykoproteine (HRGP). Zur Gruppe der HRGP gehoren verschiedene verwandte Strukturproteine,
wie Extensine oder AGP (zusammengefasst in Sommer-Knudsen et al. 1998). Basierend auf den
Ergebnissen der Methylierungsanalyse machen aller Voraussicht nach hochglykosylierte AGP
einen beachtlichen Anteil der Proteinfraktion in SBP aus. Dass ein erhohter Anteil an AGP zu
besseren Emulgiereigenschaften beitragt, ist denkbar, kann aber anhand der gezeigten Daten
nicht zweifelsfrei belegt werden.
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% o - 8 Arg/Thr Leu
g | 8 8 9 His lle
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2 9
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Abbildung 10: Aminosdurezusammensetzungen der Proteinfraktionen der stufenweise mit
Isopropanol geféllten Pektine, bestimmt nach Hydrolyse mit 6 M Salzsdure und Derivatisierung mit
6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat (AQC, n =2). Die Pektine wurden durch milde
Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen. Ala: Alanin, Arg: Arginin, Asn: Asparagin, Asp: Asparaginsaure,
Cys: Cystein, Glu: Glutaminsaure, GlIn: Glutamin, Gly: Glycin, His: Histidin, Hyp: Hydroxyprolin, lle: Isoleucin,
Leu: Leucin, Lys: Lysin, Met: Methionin, Phe: Phenylalanin, Pro: Prolin, Ser: Serin, Thr: Threonin, Tyr: Tyrosin,
Val: Valin

Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass eine Abtrennung der zuerst ausfallbaren
Fraktionen (IPA-Anteil <40 %) eine Moglichkeit zur Gewinnung von Pektinen mit hoherer Reinheit
und verbesserten Eigenschaften ist. Allerdings gehen damit ein zusatzlicher Arbeitsschritt sowie
eine deutliche Verringerung der Gesamtausbeute einher. Da dies weder aus industrieller Sicht
noch im Hinblick auf weiterfihrende Versuche zur Funktionalitat sinnvoll erscheint, wurden alle
Pektine standardmalig durch Zugabe des 2,2-fachen Volumen des Extrakts an IPA prazipitiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Nach der Fallung des Pektinextrakts wurden die Prazipitate abgetrennt, sukzessive mit IPA:Wasser
(70:30) und reinem IPA gewaschen und bei 50 °C im Umluftofen getrocknet.

4.1.2 ENZYMATISCH UNTERSTUTZE EXTRAKTIONEN

Pektine kénnen auch durch den Einsatz verschiedener Enzympraparate extrahiert werden,
wobei im Regelfall eine Steigerung der Extraktausbeute erzielt werden soll. In dieser Arbeit sollte
der Enzymeinsatz maoglichst keine Modifizierung der Pektinstruktur bewirken, weshalb ein
Cellulase-Praparat (Cellulase ex. Trichoderma reesei, Sigma-Aldrich) eingesetzt wurde, welches die
Pektinfreisetzung durch den Abbau von Cellulose verbessern sollte. Der Enzymeinsatz wurde mit
einer klassischen Saureextraktion (pH 2; 1h; 80 °C) kombiniert, um insbesondere fur milde
Extraktionsverfahren erhohte Ausbeuten realisieren zu  kénnen. Der Zeitpunkt der
Enzyminkubation spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass eine vor
die Extraktion geschaltete Enzyminkubation zu keiner merklichen Ausbeutesteigerung fuihrt (ohne
Enzym: 16,6 %, mit Enzym: 17,0 %), wahrend eine nachgeschaltete Inkubation der
Extraktionssuspension in einer erheblichen Steigerung der Ausbeute resultierte (25,6 %, Daten
nicht gezeigt). Dementsprechend wurden alle weiteren enzymatisch unterstltzten Extraktionen
mit nachgeschalteter Enzyminkubation durchgefihrt. Allerdings wurden beim letztgenannten
Ansatz auch die Emulgiereigenschaften negativ beeintrachtigt, was vermutlich auf unerwiinschte
Nebenaktivitaten zurtickzufihren ist. Daher wurden w eitere Extraktionen durchgefihrt, bei denen
geringere Enzymaktivitaten eingesetzt wurden. Die strukturelle Zusammensetzung sowie die
Emulgiereigenschaften der auf diese Weise extrahierten Pektine sind in Tabelle 4 dargestellt.

Mit zunehmender Enzymaktivitat konnte eine Steigerung der Pektinausbeute beobachtet
werden. Im Vergleich zum zuvor beschriebenen Ansatz mit stark erhdhter Enzymaktivitat (55 U/g)
fiel die Ausbeutesteigerung jedoch etwas geringer aus. Allerdings verschlechterten sich die
Emulgiereigenschaften bei den in Tabelle 4 gezeigten Enzymaktivitdten nicht. Auch strukturell
konnten keine bedeutenden Unterschiede zwischen den drei SBP festgestellt werden, was auf
eine hochstens geringfigige Modifikation der Pektinstruktur durch das eingesetzte Enzym
schlieBen lasst. Auffallig ist lediglich der leichte Anstieg des trans-Ferulasduregehalts und des Mw
mit zunehmender Enzymaktivitat. Die beobachteten Unterschiede kdnnten durch die Freisetzung
starker in den Zellwandkomplex eingebetteter Pektine erklart werden, die ohne teilweisen Abbau
der Cellulose nicht erfasst werden. Wahrend die so freigesetzten Pektine offenbar gréBer sind
und einen hoheren  Substitutionsgrad mit  Ferulasdure aufweisen, deutet die
Monosaccharidanalyse auf vergleichbare Zusammensetzungen der Polysaccharidfraktionen hin
(Abbildung 11). Zudem ist auch kein erhohter Glucoseanteil feststellbar, sodass die erhdhte
Ausbeute nicht auf die vermehrte Koextraktion von Nicht-Pektinpolysacchariden wie Starke

zurickzufihren ist.
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4.1 Entwicklung von Methoden zur Pektinextraktion aus Zuckerriibenschnitzeln

Tabelle 4: Pektinausbeuten (n = 2), Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 fiir Mw) und xgo,3-Werte
(n = 3) von Zuckerriibenpektinen, die enzymatisch unterstiitzt (Cellulase ex. Trichoderma reesei)
extrahiert wurden (+ Range/2 bzw. Standardabweichung). Die Pektine wurden durch milde
Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1h) mit anschlieBender enzymatischer Nachinkubation (50 °C; pH 5,5; 2 h)
gewonnen. DAc: Acetylierungsgrad, DM: Methylierungsgrad, t-FA: trans-Ferulasduregehalt, Mw:
Molekulargewicht (Gewichtsmittel), xg03: 90. Perzentil der TropfengroBenverteilung

Enzymaktivitat (Cellulase) / U/g

0 n 33

Ausbeute / % 16,3 £ 0,5 200+ 0,5 22,7+ 0,7
X903 / UM 074 +0,01 0,72 % 0,01 0,71 0,01
Mw / kDa 751+ 22 880 £ 33 911 + 27
Proteingehalt / % 33+0/1 2,3 +0/1 34 +0/1
DM / % 69,1+ 0,7 70,5+0,2 612 +12
DAc/ % 478 £ 0,2 52,0+ 0,8 46,2 + 1,0
t-FA / mg/100 g 688 + 1 743 £ 6 772+ 8

Der gewahlte Ansatz einer Kombination aus milder Sdureextraktion mit nachgeschalteter
Enzyminkubation wurde in der Literatur noch nicht zur Pektinextraktion beschrieben. Meist
werden rein enzymatische Ansatze gewahlt, die jedoch in geringen Ausbeuten resultieren
(Wikiera et al. 2015; Liew et al. 2016). Fur SBP konnten von Abou-Elseoud et al (2021) zwar
Ausbeuten Uber 20 % durch rein enzymatische Extraktion erzielt, allerdings waren hierfir stark
erhdhte Enzymaktivitaten (200 U Cellulase/g und 200 U Xylanase/g) notwendig. Zudem wiesen
die verwendeten Enzympraparate Nebenaktivitaten auf, die sich den hohen Enzymaktivitaten
entsprechend stark auf die Struktur der extrahierten SBP auswirkten. So waren die Pektine unter
anderem durch einen auBerst geringen Anteil an Neutralzuckern oder trans-Ferulasaure
gekennzeichnet.

Bei der in dieser Arbeit entwickelten Methode konnte hingegen gezeigt werden, dass durch
die Kombination aus milder Saureextraktion und Enzyminkubation hochstens geringflgige
Modifikationen der Pektinstruktur hervorgerufen werden. So konnten unter Anwendung der
diskutierten Extraktions- und Inkubationsbedingungen SBP in hoher Ausbeute und mit sehr guten
Emulgiereigenschaften gewonnen werden. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch der zusatzliche
Arbeits- und Zeitaufwand durch die nachgeschaltete Enzyminkubation. Zudem kann nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden, dass es durch die Enzyminkubation auch zu Veranderungen
der Molekulstruktur kommt, da es sich nicht um ein rekombinant gewonnenes Enzympréparat
handelt. Daher wurden die in dieser Arbeit diskutierten SBP nicht standardmaBig

enzymunterstltzt extrahiert.
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Abbildung 11: Monosaccharidzusammensetzungen von Zuckerriibenpektinen, die enzymatisch
unterstiitzt (Cellulase ex. Trichoderma reesei) extrahiert wurden, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach
Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3). Die Pektine wurden durch milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h)
mit anschlieBender enzymatischer Nachinkubation (50 °C; pH 5,5; 2 h) gewonnen

4.1.3 AUTOKLAVENEXTRAKTIONEN

Alternativ zur Extraktion im stark oder schwach sauren Milieu kdnnen Pektine auch durch
Behandlung im Autoklaven extrahiert werden (Oosterveld et al 1996). Durch den erhohten
Umgebungsdruck kann, im Gegensatz zur klassischen Extraktion bei Normaldruck, das
Extraktionsmedium  auf  Temperaturen  Uber 100 °C  erhitzt  werden.  Hohere
Extraktionstemperaturen beschleunigen die Freisetzung von Pektinstrukturen aus dem
Zellwandkomplex, sodass kurzere Extraktionszeiten realisierbar sind und auf eine Sdurezugabe
verzichtet werden kann. Allerdings kann es durch die erhdhte thermische Belastung auch zu
Veranderungen der nativen Pektinstruktur kommen, weshalb die Dauer der Extraktion von
entscheidender Bedeutung ist. Die in dieser Arbeit durch Autoklavenbehandlung gewonnenen
Pektine wurden durchweg bei 121 °C und 2 bar extrahiert. In der Literatur wurden SBP ebenfalls
unter diesen Bedingungen durch 40-minutige Autoklavenbehandlung extrahiert (Oosterveld et
al. 1996; Oosterveld et al. 2000a). Als S/L wurde analog zu den Saureextraktionen 1g/10 mL
gewahlt, da bei Vorversuchen mit 60-minutiger Autoklavenbehandlung lediglich bei nicht
zerkleinerten Zuckerrdbenschnitzeln eine leichte Ausbeutesteigerung mit hoheren S/L
ausgemacht werden konnte (Abbildung 12). Hingegen konnte bei einem S/L von 1/10 durch
vorherige Zerkleinerung des Ausgangsmaterials eine deutlich hohere Ausbeute erzielt werden. Im
Gegensatz zu den milden Saureextraktionen sind jedoch auch mit nicht zerkleinerten
Zuckerribenschnitzeln hohe Ausbeuten mdglich, sodass Autoklavenextraktionen insbesondere in
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4.2 Abhangigkeit verschiedener Parameter von den Extraktionsbedingungen

Bezug auf den fur die Probenvorbereitung und Extraktion notigen Zeitaufwand eine
vielversprechende Methode zur Extraktion von SBP darstellen kénnten.
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Abbildung 12: Pektinausbeuten verschiedener durch Autoklavenbehandlung (60 min; 121 °C)
extrahierter Zuckerriibenpektine. Die Sdulenbeschriftung gibt den Mahlgrad des Ausgangsmaterials
(Zuckerribenschnitzel, nicht zerkleinert (-) bzw. auf einen Partikeldurchmesser von < 2 mm bzw. < 0,5 mm
zerkleinert) sowie das Feststoff-zu-Flussigkeits-Verhaltnis (S/L) der jeweiligen Extraktion an

Nach der Zugabe von Wasser wurden die Rohstoffsuspensionen fur 1h bei 50 °C im
Schuttelinkubator vorbehandelt, um, falls notwendig, durch die Aquilibrierung eine gleichmé&Bige
Anpassung des pH-Werts durch Saurezugabe zu ermdglichen. Diese Vorbehandlung hat keinen
merklichen Effekt auf die spatere Autoklavenbehandlung, sodass dieser Schritt zur Zeiteinsparung
Ubergangen werden konnte, falls keine Anpassung des pH-Werts angedacht ist. Gezeigt werden
kann dies anhand von 20-minutigen Autoklavenextraktionen (pH 4,6). Selbst bei diesen
verkurzten Behandlungszeiten konnten keine Unterschiede zwischen der Ausbeute ohne
Vorbehandlung (17,2 %) und mit Vorbehandlung (16,8 %) festgestellt werden. Die sich an die
Behandlung im Autoklaven anschlieBende Aufarbeitung (Extraktabtrennung, Prazipitation,
Aufreinigung, Trocknung) war deckungsgleich zur bereits beschriebenen Aufarbeitung bei
saureextrahierten Pektinen.

4.2 ABHANGIGKEIT VERSCHIEDENER PARAMETER VON DEN
EXTRAKTIONSBEDINGUNGEN

Ziel der durchgeflhrten Extraktionen war es, durch Variation verschiedener Prozessparameter
wie dem pH-Wert oder der Extraktionsdauer eine Bandbreite an strukturell verschiedenen SBP zu
erhalten, die sich dementsprechend auch in ihren Emulgiereigenschaften unterscheiden. In den
folgenden Unterkapiteln werden anhand ausgewahlter Extraktionen die Zusammenhange
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4 Ergebnisse und Diskussion

zwischen den Prozessbedingungen und der daraus resultierenden Pektinausbeute, der
Molekulstruktur und den Emulgiereigenschaften dargelegt.

4.2.1 ABHANGIGKEIT DER PEKTINAUSBEUTE VON DEN EXTRAKTIONSBEDINGUNGEN

Bei der Extraktion von Pektinen ist, neben der strukturellen Zusammensetzung und den
daraus resultierenden funktionellen Eigenschaften, die erzielte Ausbeute ein wesentlicher Aspekt.
Die Ausbeute ist, wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, einerseits von der Beschaffenheit des
Ausgangsmaterials abhangig, andererseits aber auch von den Extraktionsbedingungen.

SAUREEXTRAKTION. Die entscheidenden Parameter fur die Pektinausbeute sind die Dauer der
Extraktion sowie der pH-Wert des Extraktionsmediums. Bisher veroffentlichte Studien
beschrankten sich meist auf kleinere Parameterbereiche, beispielsweise auf pH-Werte von 1,5 und
2 und Extraktionszeiten von 1 oder 4 h (Yapo et al. 2007a; Sun und Hughes 1998). In dieser Arbeit
wurde mit pH-Werten von 2, 3, 4 und 6 und Extraktionszeiten von 1, 2, 4 und 16 h eine deutlich
breitere Spanne dieser Extraktionsparameter abgedeckt. Dementsprechend werden strukturell
vielfaltigere Pektine gewonnen und es kdnnen umfassendere Aussagen Uber die Auswirkungen
unterschiedlicher Sdureextraktionen auf SBP getatigt werden.

Die Dauer der thermischen Behandlung hat in Abhangigkeit vom pH-Wert einen starken
Einfluss auf die Extraktionsausbeute. Bei den untersuchten pH-Werten wurden tendenziell mit
zunehmender Extraktionsdauer erhdhte Ausbeuten erzielt (Abbildung 13). Allerdings gibt es,
abhéngig vom pH-Wert, grof3e Unterschiede in der absoluten Ausbeute. Bei einem pH-Wert von
2 kénnen bereits ab 1h Extraktionszeit hohe Ausbeuten erzielt werden. Bei den hdheren pH-
Werten sind die beobachteten Ausbeuten bei kurzen Zeiten vergleichsweise gering und ndhern
sich erst mit zunehmender Extraktionsdauer den Werten der Extraktionen bei pH 2 an. Die erhdhte
Ausbeute bei pH 2 koénnte durch eine verbesserte Freisetzung der Pektinstrukturen aus dem
Zellwandkomplex in Folge einer partiellen Hydrolyse bestimmter Pektinmotive oder von
Matrixbestandteilen, die Pektinstrukturen einschlieBen oder assoziiert mit ihnen vorliegen, erklart
werden. Extraktionen bei pH 6 weisen ein von den klassischen Saureextraktionen abweichendes
Muster auf. Bei Erhohung der Extraktionszeit von 4h auf 16h kann keine weitere
Ausbeutesteigerung mehr festgestellt werden, da nach 16 h kein polymeres Material mehr
ausgefallt werden konnte. Diese Beobachtung kann dadurch erklart werden, dass es durch die
thermische Behandlung (80 °C) bei einem vergleichsweise hohen pH-Wert verstarkt zu
B-Eliminierungsreaktionen und  damit zu einer fortschreitenden  Spaltung des
Galacturonanruckgrats kommt (Albersheim 1959). Die polymeren Strukturen werden demnach in
zunehmend kleinere Bruchstlicke gespalten, die offensichtlich ab einer gewissen GréRe durch die
gewahlten Prazipitationsbedingungen nicht mehr gefallt und damit nicht erfasst werden. Fur
Pektine wurde diese Hypothese noch nicht systematisch untersucht. Xu et al (2014) konnten
jedoch schon fur andere Polysaccharide zeigen, dass die GroBe des Oligomers bzw. Polymers in
Abhangigkeit vom Anteil an organischem Fallungsmittel entscheidenden Einfluss auf die
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4.2 Abhangigkeit verschiedener Parameter von den Extraktionsbedingungen

Ausféllbarkeit hat. Bei einer Ethanolkonzentration von 70 % wurden beispielsweise 65 % eines
50 kDa Dextrans, 45 % eines 5 kDa Dextrans und 5 % eines 1 kDa Dextrans prazipitiert. Allerdings
sind die Fallungseigenschaften ungemein von der Art des Polymers abhangig, was beispielhaft
daran gezeigt werden kann, dass unter identischen Bedingungen ein 50 kDa Pullulan vollstandig
gefallt werden konnte (Xu et al. 2014). Dementsprechend sind die Ergebnisse nur bedingt auf
Pektine Ubertragbar, insbesondere unter Berlcksichtigung der duBerst heterogenen strukturellen

Zusammensetzung von SBP.
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Abbildung 13: Pektinausbeute bei Anwendung unterschiedlicher Extraktionsbedingungen. Die
Pektine wurden bei unterschiedlichen pH-Werten von pH 2 (blau), pH 3 (grau), pH 4 (orange) und pH 6
(grin) mit variierenden Extraktionszeiten (t = 1, 2, 4 und 16 h) aus gemahlenen Zuckerribenschnitzeln
(n = 2) extrahiert

AUTOKLAVENEXTRAKTION. Die Auswirkungen unterschiedlich langer Autoklavenbehandlungen
(pH 4.,6; 121 °C; 2 bar) auf die erzielte Ausbeute kdnnen anhand von SBP abgebildet werden, die
fir 20, 40 bzw. 60 min extrahiert wurden. Ahnlich wie bei sdureextrahiertem SBP konnte eine
Ausbeutesteigerung mit zunehmender Extraktionszeit beobachtet werden. Die Steigerung fallt
jedoch vergleichsweise gering aus, da nach 20 min mit etwa 17 % bereits eine hohe Ausbeute
erzielt wurde. Mittels Autoklavenextraktionen kdnnen bei Zuckerribenschnitzeln somit ohne
aufwandige Probenvorbereitung innerhalb von kurzer Zeit hohe Pektinausbeuten realisiert
werden. Wahrend eine Verlangerung der Extraktionszeit auf 40 min noch in einer moderaten
Steigerung der Ausbeute resultierte (ca. 22 %), fihrte eine Prolongation auf 60 min zu keiner
weiteren Erhéhung (ca. 23 %). Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die Pektinausbeute
durch abermals verldngerte Extraktionszeiten nicht weiter gesteigert werden kann, da die unter
den beschriebenen Bedingungen zuganglichen Pektinstrukturen nach 40 min vermutlich
weitestgehend extrahiert wurden. In der Literatur wurde fir eine 40-mindtige
Autoklavenextraktion eine Ausbeute von etwa 12 % berichtet (Oosterveld et al. 1996). In dieser

59



4 Ergebnisse und Diskussion

Studie wurde das Ausgangsmaterial jedoch zuvor zweifach bei 40 °C extrahiert (Ausbeute ~8%),
sodass zusammengenommen eine vergleichbare Ausbeute erzielt wurde (20 % zu 22 %).

Neben der Anderung der Behandlungsdauer kann die Extraktion auch durch die Anpassung
des pH-Werts beeinflusst werden. Um den Einfluss einer pH-Wert Absenkung auf die Ausbeute
zu Uberprifen, wurden auch 20-minutige Autoklavenextraktionen bei pH 3,5 bzw. 2,5
durchgefihrt. Bei dem Extrakt, dessen pH-Wert vor der Autoklavenbehandlung auf 3,5 abgesenkt
wurde, wurde eine leicht erhdhte Ausbeute festgestellt (ca. 19 %). Bei weiterer pH-Absenkung auf
2,5 konnte hingegen keine Ausbeutesteigerung beobachtet werden (ca. 17 %). Die im Vergleich
zur Extraktion bei pH4,6 nicht gesteigerte Ausbeute lasst vermuten, dass eine
Autoklavenbehandlung bei pH 2,5 durch die harschen Bedingungen bereits bei kurzen
Extraktionszeiten zu Abbaureaktionen in der Pektinfraktion fihrt.

4.2.2 ABHANGIGKEIT DER PEKTINSTRUKTUR VON DEN EXTRAKTIONSBEDINGUNGEN

Die Struktur von Pektinen hangt, ebenso wie die Ausbeute, stark von den Bedingungen ab,
unter denen sie aus pflanzlichen Rohstoffen extrahiert wurden. In diesem Abschnitt werden die
durch Variation der Extraktionsdauer und des pH-Werts hervorgerufenen Veréanderungen in der
molekularen Struktur anhand von mehreren Beispielen dargestellt. Zum einen wird dies an SBP
gezeigt, die bei 80 °C und einem pH von 2 bzw. 3 fur jeweils 1, 2, 4 oder 16 h extrahiert wurden.
Zum anderen werden auch drei Pektine diskutiert, die unter Zusatz des Komplexbildners
Citronensaure fur 16 h bei 80 °C und pH 2, 3 bzw. 4 extrahiert wurden. Zuséatzlich erfolgt auch
eine Erdrterung der strukturellen Merkmale autoklavenextrahierter Pektine, die ohne Anpassung
des pH-Werts bei 121 °C fur 20, 40 oder 60 min bzw. mit Anpassung auf pH 2,5 oder 3,5 fiir 20 min
behandelt wurden. Anhand der ausgewahlten Proben kann die pH- und Zeitabhangigkeit der
Pektinstruktur bei unterschiedlichen Extraktionsmethoden aufgezeigt werden.

Im Folgenden werden die Auswirkungen der unterschiedlichen Extraktionsbedingungen auf
verschiedene relevante Strukturparameter diskutiert. Fir eine zusammenfassende Darstellung der
bei den verschiedenen Extraktionsmethoden erzielten Pektinausbeuten sowie der Struktur- und
Emulgiereigenschaftsparameter der entsprechenden Pektine wird auf den Anhang verwiesen
(Saureextraktionen: Tabelle 25, Citronensaureextraktionen: Tabelle 26, Autoklavenextraktionen:
Tabelle 27).

4.2.2.1 MOLEKULARGEWICHT

Das My ist ein wichtiger Parameter bei der Strukturcharakterisierung von Polymeren. Im Zuge
des Extraktionsprozesses kann es durch chemische und physikalische Einwirkungen zu
Verdanderungen innerhalb der Molekdlstruktur kommen, die sich in einem modifizierten Mw
widerspiegeln. In der Polysaccharidfraktion von Pektinen kann es sowohl zu Spaltungen im
Ruckgrat als auch in den neutralen Seitenketten kommen. Wahrend die glykosidischen Bindungen
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der Arabinane und (Arabino-) Galactane saurehydrolytisch gespalten werden kénnen, erfolgt eine
maogliche Spaltung des (Rhamno-)Galacturonanriickgrats entweder bei stark sauren Bedingungen
oder anhand eines B-Eliminierungsmechanismus, der durch erhéhte pH-Werte (> 4) beglnstigt
wird (Albersheim 1959; Albersheim et al 1960). Die Auswirkungen auf das Mw sind bei der
Abspaltung endstandiger Monosaccharide oder kleinerer Oligosaccharide gering. Spaltungen
innerhalb langerer Abschnitte oder von Ketten, die verschiedene Pektinmotive miteinander
verknupfen, kénnen hingegen bedeutende Auswirkungen auf das My des untersuchten Extrakts
haben. Neben der Spaltung glykosidischer Bindungen kénnen auch, in Abhdngigkeit von den
Prozessbedingungen, Veranderungen der Proteinstruktur oder Entesterungsreaktionen auftreten
und das Mw beeinflussen.

Fur die untersuchten SBP konnte eine deutliche Abhangigkeit des Mw von den
Extraktionsbedingungen festgestellt werden (Tabelle 5). Mit zunehmender Extraktionszeit nimmt
beispielsweise das Mw von SBP, die bei pH 2 extrahiert wurden, sukzessive von etwa 910 kDa nach
1 h auf 290 kDa nach 16 h ab, was auf eine partielle Hydrolyse der neutralen Seitenketten
hindeutet. Ein fortschreitender Abbau des Polymers kann auch anhand der SEC-Elutionsprofile
der entsprechenden SBP veranschaulicht werden, die eine sukzessive Abnahme der
hohermolekularen Fraktionen anzeigen (Abbildung 38). Bei hoheren pH-Werten ist der
gegenteilige Trend erkennbar, sodass bei pH 3 eine zunehmende Extraktionsdauer mit einem
Anstieg des My einhergeht. Diese Beobachtung kdnnte damit erklért werden, dass durch die
vergleichsweise milden Bedingungen in den ersten Stunden der Extraktion nur leicht zugangliche,
tendenziell kleinere Pektine extrahiert werden. Mit zunehmender Extraktionszeit werden
zusatzlich tieferliegende, stérker in den Zellwandkomplex eingebettete Pektine freigesetzt. Diese
Hypothese wird durch die zu Beginn sehr niedrigen Extraktausbeuten gestitzt, die mit steigender
Extraktionszeit stark zunehmen (Abbildung 13).

Die Abhangigkeit des Mw vom pH-Wert des Extraktionsmediums kann anhand der unter
Citronensaurezusatz fir 16 h bei pH 2, 3 bzw. 4 extrahierten Pektine veranschaulicht werden
(Tabelle 5). Bei pH 2 sind nach 16 h nur noch etwa 150 kDa als My feststellbar, wahrend das Mw
bei dem bei pH 4 extrahierten Pektin noch 420 kDa betragt. Ein dhnliches Bild ergibt sich auch
fur die durch 20-minutige Autoklavenextraktion bei unterschiedlichen pH-Werten gewonnenen
SBP. Das bei pH 2,5 extrahierte Pektin weist mit etwa 170 kDa ein deutlich geringeres My auf als
die bei pH 3,5 bzw. pH 4,6 extrahierten Pektine (jeweils etwa 270 kDa). Allerdings konnte bei
pH 4,6 bei prolongierten Behandlungsdauern im Autoklaven eine drastische Reduktion des Mw
festgestellt werden. Mit etwa 200 kDa (t = 40 min) und 100 kDa (t = 60 min) deuten die
ermittelten Werte auf verstarkt ablaufende B-Eliminierungsreaktionen im Galacturonanriickgrat
hin. Die SEC-Elutionsprofile bestatigen die sukzessive Abnahme gréBerer Fraktionen und
verdeutlichen die im Vergleich zu den bei pH 2 saureextrahierten SBP (s. Anhang, Abbildung 38)
deutlich geringe mittlere PolymergréBe (s. Anhang, Abbildung 39).
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Tabelle 5: Molekulargewichte (Gewichtsmittel, Mw) (kDa + Standardabweichung) von Zucker-
ribenpektinen, die durch unterschiedliche Bedingungen extrahiert wurden, bestimmt mittels
GroBenausschlusschromatographie  mit  Brechungsindex- und Mehrwinkellichtstreudetektion (SEC-
RI/MALS, n = 3). Die angegebenen Zeiten und pH-Werte geben die entsprechenden Extraktions-
bedingungen an

Mw / kDa
Saureextraktion pH 2 pH3

1h 913 £ 19 154 + 13

2h 824 + 62 196 + 38

4h 695 + 51 388 + 30

16 h 285 + 20 505 £ 17

Citronensaureextraktion pH 2 pH 3 pH 4
16 h 154 £ 19 223+ 8 419 £ 12
Autoklavenextraktion pH 2,5 pH 3,5 pH 4,6
20 min 165 + 3 272 £14 272 + 22
40 min - - 196 + 20
60 min - - 103 +9
4.2.2.2 MONOSACCHARIDZUSAMMENSETZUNG
Der  Polysaccharidanteil ~ der  extrahierten ~ SBP  wurde  hinsichtlich  der

Monosaccharidzusammensetzung untersucht, um Rickschlisse auf den Aufbau des
Polysaccharids zu ziehen. Abhdngig von den Extraktionsbedingungen kénnen die Anteile der vier
Hauptmonomere Arabinose, Galactose, Rhamnose und Galacturonsaure stark variieren.
Arabinose dominiert bei milden Extraktionsbedingungen die Monosaccharidverteilung von SBP
(bis zu 57 mol%, Abbildung 14, rechts). Bei harscheren Prozessbedingungen (geringerem pH-
Wert, langeren Extraktionszeiten) wurden hingegen deutlich geringere Arabinoseanteile
beobachtet (bis zu 6 mol%, Abbildung 14, links).

Fur SBP konnte gezeigt werden, dass die Monosaccharidzusammensetzung eine starke
Abhangigkeit sowohl von der Extraktionszeit als auch vom pH-Wert aufweist. Anhand der
Monosaccharidverteilungen der jeweils fur 1, 2, 4 bzw. 16 h bei pH 2 und pH 3 extrahierten Pektine
kann neben der pH- auch die Zeitabhangigkeit der Monosaccharidzusammensetzung dargestellt
werden. Bei beiden pH-Werten nimmt der Arabinoseanteil mit zunehmender Extraktionszeit ab,
wobei der Effekt bei pH 2 starker ausgepragt ist als bei pH 3. Beim niedrigeren pH-Wert ist zudem
eine geringere Zunahme bzw. eine leichte Abnahme des Galactoseanteils bei verlangerten
Extraktionszeiten ersichtlich. Die Kombination aus sinkendem My, steigender Ausbeute und dem
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sukzessive geringeren Arabinoseanteil in der Monosaccharidzusammensetzung deutet darauf
hin, dass insbesondere Arabinane und arabinosehaltige Seitenketten mit fortschreitender
Extraktionszeit abgebaut werden. Galactane werden hingegen offenbar erst bei langerer Saure-
und Hitzeeinwirkung angegriffen. Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen bereits
veroffentlichter Studien, bei denen SBP durch Saureextraktion gewonnen wurden, und kann auf
die unterschiedliche Saurelabilitat der glykosidischen Bindungen zurickgefihrt werden (BeMiller
1967; Levigne et al. 2002a). Die in Pektinen vorliegenden Arabinanstrukturen sind tberwiegend
aus a-verknlpften Arabinofuranoseeinheiten aufgebaut, deren Verknipfungen saurelabiler als
die Bindungen zwischen den Monomeren pektischer Galactane sind, die als B-verknipfte
Pyranoseeinheiten vorliegen.
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Extraktionszeit / h Extraktionszeit / h

Abbildung 14: Monosaccharidzusammensetzungen von Zuckerriibenpektinen, die bei pH-Werten
von 2 (links) bzw. 3 (rechts) fiir 1, 2, 4 bzw. 16 h extrahiert wurden, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach
Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3). Die Extraktionen erfolgten bei 80 °C. Ara: Arabinose, Fuc: Fucose,
Gal: Galactose, GalA: Galacturonsaure, Glc: Glucose, GIcA: Glucuronsdure, Man: Mannose, Rha: Rhamnose,
Xyl: Xylose

Die pH-Abhangigkeit der Monosaccharidverteilung kann anhand der Pektine verdeutlicht
werden, die bei pH 2, 3 bzw. 4 und mit einer Extraktionszeit von 16 h gewonnen wurden
(Abbildung 15). Bei dem bei pH 4 extrahierten Pektin wird die Verteilung von Arabinose dominiert
(48 mol%) und ahnelt insgesamt der Monosaccharidzusammensetzung eines SBP, das fiir 1 h bei
pH 2 extrahiert wurde (42 mol%, Abbildung 14). Dementsprechend deutet die Monosaccharid-
zusammensetzung darauf hin, dass Extraktionen bei pH 4 selbst nach 16 h zu keiner gravierenden
Veranderung in der Polysaccharidzusammensetzung von SBP fuhren. Bei pH 3 ist hingegen eine
Reduzierung des Arabinoseanteils (28 mol%) sowie eine entsprechende Zunahme der Anteile an
Galactose, Rhamnose und Galacturonsaure zu sehen. Dieser Trend setzt sich bei dem bei pH 2
extrahierten Pektin fort: Arabinose macht mit 8 mol% den geringsten Anteil der vier
Hauptmonosaccharide an der Verteilung dieses SBP aus. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass der
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pH-Wert des Extraktionsmediums einen entscheidenden Einfluss auf die Struktur des extrahierten
Polysaccharids hat. Vermutlich werden Arabinane und in geringerem Malle auch (Arabino-)
Galactane durch die Temperatur- und Saureeinwirkung angegriffen und sukzessive abgebaut. Bei
pH 2 ist dieser Effekt bereits bei kurzen Extraktionszeiten zu beobachten, wahrend der
Arabinanabbau bei pH 3 deutlich verlangsamt ablauft. Die bei pH 4 extrahierten Pektine weisen
hingegen selbst nach 16 h Extraktionszeit noch eine Monosaccharidzusammensetzung auf, die
lediglich auf geringfligige Veranderungen der urspringlichen Seitenkettenstruktur hindeuten.

100 -
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804| 3 &=
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Xylose
60 8 [ ] Glucuronsaure

28
48
. - Galactose
40 4 Arabinose
- Rhamnose
1 — [ ] Galacturonsaure
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33
23
0
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Abbildung 15: Monosaccharidzusammensetzungen von Zuckerriibenpektinen, die bei pH 2, 3
bzw. 4 fiir 16 h extrahiert wurden, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse
(n = 3). Die Extraktionen erfolgten bei 80 °C unter Zusatz von 100 mM Citronensaure

Die pH-Abhangigkeit der Monosaccharidzusammensetzung der Polysaccharidfraktion kann
auch bei den durch Autoklavenbehandlung extrahierten Pektinen beobachtet werden. In
Abbildung 16 sind die Verteilungen der bei unterschiedlichen pH-Werten bei 121 °C und 2 bar fur
20 min behandelten Proben dargestellt. Die Monosaccharidzusammensetzungen weisen auf
denselben Trend hin, der auch bei den klassisch sdureextrahierten Pektinen beobachtet wurde.
Mit zunehmender Sdurekonzentration verringert sich der Anteil an Arabinose, wobei die
Abnahme im Vergleich zu den fur 16 h (80 °C) bei pH 2, 3 und 4 extrahierten SBP (Abbildung 15)
geringer ausfallt. Unter Berlcksichtigung der leicht erhdhten pH-Werte der 20-minutigen
Autoklavenextraktion (2,5; 3,5 und 4,6), kann gemutmaBt werden, dass 16-stlindige Extraktionen
bei 80 °C und pH 2 ahnliche Auswirkungen auf die Monosaccharidzusammensetzung pektischer
Polysaccharide haben wie 20-minutige Autoklavenextraktionen bei 121 °C und pH 2,5.
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Abbildung 16: Monosaccharidzusammensetzungen von Zuckerriibenpektinen, die durch 20-
miniitige Autoklavenbehandlung bei 121 °C und pH 2,5, 3,5 bzw. 4,6 extrahiert wurden, bestimmt
mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3)

Zur Untersuchung der Zeitabhangigkeit wurden zusatzlich die Monosaccharid-
zusammensetzungen der durch unterschiedlich lange Autoklavenbehandlung bei pH 4,6
gewonnenen SBP analysiert. Wie in Abbildung 17 dargestellt, unterscheiden sich die Verteilungen
nur geringfigig und sind insbesondere durch hohe Arabinoseanteile gekennzeichnet
(42 - 49 mol%). Mit zunehmender Extraktionsdauer ist eine leichte Abnahme des Arabinoseanteils
zu beobachten, die auf eine geringfigige Modifikation der Arabinanfraktion im Zuge der

Autoklavenextraktion hindeutet.

Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass die Monosaccharidzusammensetzung von SBP
malgeblich durch den im Zuge der Extraktion eingestellten pH-Wert bestimmt wird. Die
Extraktionstemperatur und Extraktionsdauer beeinflussen die anteilige Zusammensetzung der
Monosaccharide hingegen nur bei hohen Sdurekonzentrationen, wobei die Behandlung bei
niedrigen pH-Werten insbesondere in einer drastischen Reduzierung des Arabinoseanteils
resultiert. Hohe Ausbeuten von SBP mit arabinosedominierten Monosaccharid-
zusammensetzungen kdnnen mittels Saureextraktion bei 80 °C sowohl durch kurze Extraktions-
zeiten bei niedrigen pH-Werten (2,0) als auch durch lange Extraktionszeiten bei hdheren pH-
Werten (4,0) erreicht werden. Bei Autoklavenextraktionen (121 °C) zeichnet sich ein vergleichbares
Muster ab; ohne Saurezugabe (pH 4,6) weisen SBP unabhangig von der Behandlungsdauer hohe
Arabinoseanteile auf. AuBergewdhnlich hohe Arabinosegehalte wurden zwar bereits fur einzelne
autoklavenextrahierte SBP-Fraktionen beschrieben (Oosterveld et al. 1996; Oosterveld et al
2000a), nicht jedoch fur SBP, die unter Sdurezugabe extrahiert wurden. Zudem wurden fir die
Untersuchung von Struktur-Eigenschaftszusammenhangen bisher fast ausschlieBlich Pektine mit
niedrigen Anteilen an Arabinose analysiert. Beispielsweise extrahierten und analysierten Yapo et
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al. (2007a) SBP mit Arabinosegehalten von 3 - 12 % (w/w), wahrend andere Forschungsgruppen
ihre Studien ausgehend von kommerziellen SBP mit 9 % (w/w) Arabinose (Chen et al. 2016a) bzw.
7 % (w/w) Arabinose (Funami et al. 2011) konzipierten.
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Abbildung 17: Monosaccharidzusammensetzungen von Zuckerriibenpektinen, die ohne pH-Wert
Anpassung (pH 4,6) durch unterschiedlich lange Autoklavenbehandlung bei 121 °C extrahiert wurden,
bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3)

4.2.2.3 GLYKOSIDISCHE BINDUNGSVERHALTNISSE

Zur naheren Charakterisierung der Polysaccharidfraktionen wurden die glykosidischen
Bindungsverhaltnisse ausgewahlter Pektine mittels Methylierungsanalyse bestimmt. In Tabelle 6
sind auszugsweise die Verhaltnisse der glykosidischen Bindungstypen der fir 1, 2, 4 bzw. 16 h bei
pH 2 extrahierten Pektine dargestellt. Fur die vollstandigen Ergebnisse wird auf den Anhang
verwiesen (Tabelle 29). Unter den mildesten Extraktionsbedingungen (t = 1h) sind terminale,
1,5- und 1,3,5-verknlpfte Arabinoseeinheiten die dominierenden Bindungstypen der
Neutralzuckerfraktion. Neben dem relativ hohen Verhaltnis von 1,3,5- zu 1,5-verknipften
Arabinoseeinheiten lassen auch die Anteile an 1,2,5- und 1,2,3,5-verknipften Arabinoseeinheiten
darauf schlieBen, dass (hoch-) verzweigte Arabinane die quantitativ bedeutendsten
Strukturmotive nativer bzw. nur geringfigig modifizierter Zuckerribenpektine darstellen.
Vergleichbare Ergebnisse wurden ebenfalls von Guillon und Thibault (1989) fir mild
saureextrahierte SBP beobachtet. Bei fortschreitender thermischer Beanspruchung nimmt der
Anteil an Arabinanstrukturen deutlich ab. Der Anteil verzweigter Arabinosen geht dabei starker
zurlick als der Anteil linearer Strukturen. So konnten nach 16 h Extraktionszeit nur noch jeweils
<1 mol% 1,3,5-, 1,2,5- und 1,2,3,5-verknUpfte Arabinose bestimmt werden, wahrend terminale,
1,3- und 1,5-verknlpfte Arabinoseeinheiten jeweils noch etwa 5 mol% der Verteilung ausmachten.
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Tabelle 6: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol%) von Zuckerriibenpektinen, die bei pH 2
fiir 1, 2, 4 bzw. 16 h extrahiert wurden, bestimmt mittels Methylierungsanalyse (n = 2). Auszugsweise
Darstellung der Arabinose-, Galactose- und Rhamnosebindungstypen. Fur die vollstandige Tabelle (inkl.
Range/2) wird auf den Anhang verwiesen (Tabelle 29). Die Anteile sind bezogen auf die Gesamtheit aller
Bindungstypen (%Ges) sowie auf den Anteil am jeweiligen Monosaccharid (%Ara, %Gal, %Rha) dargestellt.
Ara: Arabinose, f. Furanose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, p: Pyranose, Rha: Rhamnose, t: terminal, Xyl: Xylose

pH 2, 80 °C
Glykosidische 1h oh 4h 16 h
Bindungstypen
%Ges %Ara | %Ges %Ara | %Ges %Ara | %Ges %Ara
t-Araf 30,3 38,8 24,5 40,0 18,5 37,8 5,9 30,7
t-Arap 0,5 0,6 0,7 11 0,6 1,2 1,2 6,3
1,2-Araf 0,9 1,2 1,0 1,6 14 2,9 0,7 3,6
. 1,3-Araf 17 2,2 2,6 4.2 2,6 53 49 25,5
Arabinose
1,5-Araf 22,6 29,0 17,5 28,6 14,4 29,4 5,2 271
1,3,5-Araf 16,4 21,0 10,5 17,2 6,1 12,5 0,7 3,6
1,2,5-Araf 18 2,3 2,0 3,3 2,0 41 0,5 2,6
1,2,3,5-Araf 3,8 49 2,4 3,9 3,3 6,7 0,1 0,5
%Ges %Gal | %Ges %Gal | %Ges %Gal | %BGes %Gal
t-Galp 3,4 24,5 6,5 28,3 7,8 27,2 16,8 33,0
1,3-Galp 1,5 10,8 2,0 8,7 2,5 8,7 2,1 4,1
1,4-Galp 41 29,5 7.3 31,7 9,2 32,1 15,2 29,9
Galactose 1,6-Galp 2,4 17,3 4,2 18,3 54 18,8 13,3 26,1
1,2,4-Galp 0,2 14 0,1 0,4 0,3 1,0 0,2 0,4
1,3,4-Galp 0,3 2,2 0,5 2,2 0,6 2,1 0,4 0,8
1,3,6-Galp 2,0 14,4 2,4 10,4 2,9 10,1 2,9 57
%Ges %Rha | %Ges %Rha | %Ges %Rha | %Ges %Rha
1,2-Rhap 19 47,5 4.6 56,1 4,2 50,0 12,8 60,7
Rhamnose
1,2,4-Rhap 2,1 52,5 3,6 43,9 4.2 50,0 8,3 39,3

Das Vorhandensein von sowohl 1,4- als auch 1,3- und 1,6- verknipften Galactoseeinheiten
zeigt an, dass in den untersuchten SBP sowohl AG-I als auch AG-Il vorliegen. Wahrend die
glykosidischen Bindungsverhaltnisse bei allen untersuchten SBP einen vergleichbaren, relativ
linearen Aufbau der AG-I-Fraktionen anzeigen, deuten die hohen Anteile an 1,6- und 1,3,6-
verknUpften Galactoseeinheiten auf einen hochverzweigten Aufbau der AG-II-Fraktionen hin. Mit
zunehmender Extraktionszeit nehmen die relativen Anteile an 1,3- und 1,3,6-verknipften
Galactoseeinheiten ab, was auf eine Verklrzung der mittleren Kettenldnge des AG-II-Ruckgrats
zurlickzufUhren sein kénnte. Das Verhaltnis von 1,3- zu 1,3,6-verknipften Galactoseeinheiten ist
jedoch bei den vier untersuchten SBP vergleichbar, weshalb von einem ahnlichen
Verzweigungsgrad des AG-II-Ruckgrats auszugehen ist. Allerdings nimmt der Anteil an
1,6-verknUpften Galactoseeinheiten mit zunehmender Extraktionszeit zu, was auf langere AG-II-
Seitenketten dieser Pektine schlieBen lasst und mit einer héheren Stabilitat von 1,6-verknipften

Galactoseeinheiten erklart werden konnte. Da die Ausbeute mit zunehmender Extraktionszeit
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steigt, ware es jedoch auch denkbar, dass die Unterschiede teilweise darauf zurlckzufiihren sind,
dass bei verlangerten Extraktionszeiten strukturell unterschiedliche Pektinfraktionen (z.B. mit
einem hoheren Anteil an 1,6-verknipften Galactoseseitenketten) aus dem Ausgangsmaterial
extrahiert werden.

Eine komplexe, stark verzweigte Struktur der untersuchten Pektine wird auch durch den
hohen Substitutionsgrad des RG-Ruckgrats bestatigt. Aus den Verhéltnissen der Anteile von
1,2- und 1,2,4-verknlpfter Rhamnose ergibt sich fir die Rhamnoseeinheiten ein durchgehend
hoher Substitutionsgrad von etwa 40 - 55 %, wobei keine eindeutige Abhangigkeit von der
Extraktionszeit gegeben ist. Demzufolge reduziert sich auch nach extensiver thermischer und
azider Behandlung die Zahl der Seitenketten nur bedingt. Die Anderungen der
Bindungsverhaltnisse in den Arabinan- und Galactanstrukturen sind somit auf eine Verringerung
der Lange bzw. des Verzweigungsgrads der neutralen Pektinseitenketten zurtickzufihren.

Der Einfluss einer Autoklavenbehandlung auf die glykosidischen Bindungsverhaltnisse der
Neutralzuckerfraktionen von SBP wurde ebenfalls untersucht. In Tabelle 7 sind auszugsweise die
Anteile der Arabinose-, Galactose- und Rhamnosebindungstypen eines 20- bzw. 60-mindtigen
Autoklavenpektins einem mild sdureextrahierten SBP (1 h; pH 2; 80 °C) gegenubergestellt. Die
vollstandigen Ergebnisse der Methylierungsanalyse dieser Proben sind in Tabelle 30 im Anhang
dargestellt. Sowohl in den relativen als auch in den absoluten Anteilen dhneln sich die Arabinose-,
Galactose- und Rhamnoseverhaltnisse der drei dargestellten Pektine. Vergleichbare Ergebnisse
konnten auch schon von Oosterveld et al. (2000a) fir 40-mindtige Autoklavenextraktionen erzielt
werden. Demnach unterscheiden sich SBP unabhangig von der Extraktionstemperatur und -dauer
nicht grundlegend im Aufbau der neutralen Seitenketten, vorausgesetzt die Saurelast im Zuge
der Extraktion ist nicht zu hoch.
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Tabelle 7: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol%) von Zuckerriibenpektinen, die durch
60-minditige Saureextraktion (pH 2; 80 °C) oder 20- bzw. 60-miniitige Autoklavenbehandlung (pH 4,6;
121 °C) extrahiert wurden, bestimmt mittels Methylierungsanalyse (n = 2). Auszugsweise Darstellung der
Arabinose-, Galactose- und Rhamnosebindungstypen. Fur die vollstandige Tabelle (inkl. Range/2) wird auf
den Anhang verwiesen (Tabelle 30). Die Anteile sind bezogen auf die Gesamtheit aller Bindungstypen
(%Ges) sowie auf den Anteil am jeweiligen Monosaccharid (%Ara, %Gal, %Rha) dargestellt. Ara: Arabinose,
f. Furanose, Gal: Galactose, p: Pyranose, Rha: Rhamnose, t: terminal

o pH 2 Autoklav
B?:\);Izo:gljil;cpheen 60 min 20 min 60 min

%Ges %Ara %Ges %Ara %Ges %Ara

t-Araf 30,3 388 31,0 36,9 29,2 383

t-Arap 0,5 0,6 04 0,5 03 04

1,2-Araf 09 1,2 0,5 0,6 0,5 07

1,3-Araf 1,7 2,2 1,1 13 11 14

Arabinose

1,5-Araf 22,6 29,0 24,5 29,2 22,2 29,1

1,3,5-Araf 16,4 21,0 20,6 24,5 17,6 23,1

1,2,5-Araf 1,8 2,3 17 2,0 17 2,2

1,2,3,5-Araf 3,8 4,9 4,2 5,0 3,6 4,7
%Ges %Gal %Ges %Gal %Ges %Gal

t-Galp 34 24,5 2,4 25,0 3,6 27,5

1,3-Galp 1,5 10,8 1,1 1,5 13 9,9

1,4-Galp 41 29,5 2,5 26,0 39 29,8

Galactose 1,6-Galp 2,4 17,3 14 14,6 2,2 16,8

1,2,4-Galp 02 14 0,2 2,1 0,1 0,8

1,3,4-Galp 03 2,2 03 3,1 03 2,3

1,3,6-Galp 2,0 14,4 1,7 17,7 1,7 13,0
%Ges %Rha %Ges %Rha %Ges %Rha

1,2-Rhap 19 47,5 1,1 44,0 17 47,2

Rhamnose

1,2,4-Rhap 2,1 52,5 14 56,0 19 52,8

4.2.2.4 PROTEINGEHALT

SBP sind durch im Vergleich zu Apfel- und Citruspektin hohe Proteingehalte gekennzeichnet
(Schmidt et al. 2015b; Leroux et al. 2003). Yapo et al (2007a) konnten flur verschiedene
saureextrahierte SBP Proteingehalte zwischen 0,9 und 8,6 % feststellen (Yapo et al. 2007a). Die in
dieser Arbeit extrahierten SBP wiesen Proteingehalte von 1,4 - 8,8 % auf. Die Proteingehalte der
durch Autoklavenbehandlung ohne vorherige pH-Wert Einstellung (pH 4,6) extrahierten Pektine
waren dabei mit 14 - 2,6 % vergleichsweise gering (Tabelle 8). Diese Beobachtung kénnte mit
den geringen Mw der autoklavenextrahierten Pektine in Verbindung stehen. Auch wenn es nicht
zweifelsfrei bewiesen ist, so ist es wahrscheinlich, dass hydroxyprolinreiche Proteine wie AGP
kovalente Verbindungspunkte zwischen verschiedenen Pektinstrukturelementen darstellen
(Oosterveld et al. 2002; Kirby et al. 2006; Funami et al. 2007; Tan et al. 2013; Wang et al. 2021).
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Teilweise Spaltungen dieser Verknipfungen durch die Autoklavenbehandlung kénnten daher ein
Grund fur die geringeren Mw der bei pH 4,6 autoklavenextrahierten SBP sein. Allgemein sind
jedoch die bereits diskutierten Spaltungen des Galacturonanrtickgrats vermutlich als
zugrundeliegender Hauptmechanismus zu nennen.

Tabelle 8: Proteingehalte (% * Range/2 bzw. Standardabweichung) von Zuckerriibenpektinen,
die durch unterschiedliche Bedingungen extrahiert wurden. Die Proteingehalte wurden nach
Kjeldahlaufschluss aus dem  Stickstoffgehalt mittels ammoniaksensitiver Elektrode  bestimmt
(Umrechnungsfaktor 6,25, n = 2). Die angegebenen Zeiten und pH-Werte geben die entsprechenden
Extraktionsbedingungen an. *: n = 3

Proteingehalt / %

Saureextraktion pH 2* pH3

1h 6,0 £ 0,1 4,0+0,/1

2h 6,6 £0,2 3,5+0,1

4h 6,6 + 0,1 3,6 £0,1

16 h 6,8 +0,2 4,6 £ 0,1

Citronensaureextraktion pH 2 pH3 pH 4

16 h 6,7 £0/1 50+ 01 37+01
Autoklavenextraktion pH 2,5 pH 3,5 pH 4,6
20 min 8,8 + 0,1 41+ 0,1 2,6 £0,1
40 min - - 14 +£0,3
60 min - - 2,6 £0,1

Allgemein waren die Proteingehalte der SBP, die bei niedrigeren pH-Werten extrahiert
wurden, hoher als die der bei hoheren pH-Werten extrahierten Pektine. Beispielhaft kann dies an
den fir 16 h bei pH 2, 3 und 4 unter Citronensaurezusatz extrahierten SBP und den durch
20-mindtige Autoklavenbehandlung bei pH 2,5, 3,5 und 4,6 extrahierten Pektinen (Tabelle 8)
gezeigt werden. Aber auch bei Betrachtung der Gesamtheit der extrahierten SBP kann ein Trend
hin zu hoheren Proteingehalten bei hoherer Saurekonzentration wahrend der Extraktion
beobachtet werden. Dementsprechend scheint ein Teil der in Zuckerrtiben vorliegenden Proteine
erst bei harschen Bedingungen aus dem Zellwandkomplex herausgeldst zu werden. Yapo et al.
(2007a) konnten ebenfalls fir SBP eine Abhdngigkeit des Proteingehalts vom pH-Wert des
Extraktionsmediums beobachten, jedoch im pH-Bereich 1,5 bis 2. Dabei konnten sie bei einem
pH-Wert von 1,5 niedrigere Proteingehalte nachweisen als beim héheren pH-Wert (Yapo et al.
2007a), was auf eine partielle Hydrolyse durch die stark sauren Bedingungen schlieBen lasst. In
Kombination mit den in dieser Arbeit erarbeiteten Erkenntnissen deutet dies auf eine maximale
Proteinextraktion bei einem pH-Wert von 2 hin. Tendenziell konnten auch erhéhte Proteingehalte
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4.2 Abhangigkeit verschiedener Parameter von den Extraktionsbedingungen

bei langeren Extraktionszeiten festgestellt werden, wobei die Zeitabhdngigkeit schwéacher
ausgepragt und nicht eindeutig ist (Tabelle 8). Dementsprechend scheint der pH-Wert des
Extraktionsmediums der Parameter zu sein, der den Proteingehalt des Extrakts mafBgeblich
bestimmt.

4.2.2.5 AMINOSAUREZUSAMMENSETZUNG DER PROTEINFRAKTION

Zur ndheren Charakterisierung wurde die Aminosaurezusammensetzung der Proteinfraktion
ausgewahlter Pektine mittels Saurehydrolyse und anschlieBender AQC-Derivatisierung analysiert.
In Abbildung 18 sind stellvertretend die Aminosaureverteilungen von vier sdureextrahierten SBP
(pH 2; 1-16 h), zwei unter Citronensdurezugabe extrahierten Pektinen (pH 3; 4 bzw. 16 h) sowie
zwei autoklavenextrahierten SBP (pH 4,6; 20 bzw. 60 min) abgebildet.
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Abbildung 18: Aminosdurezusammensetzungen der Proteinfraktionen unterschiedlich
extrahierter Zuckerriibenpektine, nach Hydrolyse und 6-Aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidylcarbamat-(AQC)-Derivatisierung. 2/1, 2/2, 2/4, 2/16: sdureextrahierte Pektine (pH 2;
1,2, 4 bzw. 16 h Extraktionszeit), 3/16: sdureextrahierte Pektine (pH 3; 1, 2, 4 bzw. 16 h Extraktionszeit),
4/16: sdureextrahiertes Pektin (pH 4; 16 h Extraktionszeit), A/20, A/60: autoklavenextrahiertes Pektin (pH 4,6;
20 bzw. 60 min Extraktionszeit), Ala: Alanin, Arg: Arginin, Asn: Asparagin, Asp: Asparaginsaure, Cys: Cystein,
Glu: Glutaminsaure, GIn: Glutamin, Gly: Glycin, His: Histidin, Hyp: Hydroxyprolin, lle: Isoleucin, Leu: Leucin,
Lys: Lysin, Met: Methionin, Phe: Phenylalanin, Pro: Prolin, Ser: Serin, Thr: Threonin, Tyr: Tyrosin, Val: Valin

Die bei hoheren pH-Werten (3,0 - 4,6) extrahierten SBP weisen dhnliche, relativ ausgeglichene
Verteilungen der 20 untersuchten Aminosauren auf. Im Vergleich zu den Extraktionen bei
erhdhten pH-Werten ist bei den sdureextrahierten SBP (pH 2,0) unabhangig von der
Extraktionszeit ein merklich hoherer Hydroxyprolinanteil feststellbar. Mit zunehmender
Extraktionszeit verstarkt sich diese Tendenz weiter. Auffallig ist zudem, dass neben Hydroxyprolin
auch der Anteil an Lysin zunimmt. Die Zusammensetzung des durch 16-stliindige Saureextraktion
(pH 2,0) gewonnenen SBP wird schlieBlich deutlich von Hydroxyprolin (17 mol%) und Lysin
(12 mol%) dominiert. Im Vergleich zu den bei héheren pH-Werten extrahierten Pektinen nehmen
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auch die Anteile an Tyrosin, Valin und Histidin zu. Dementsprechend machen HRGP wie AGP
einen groBen Teil der Proteinfraktion von saureextrahierten (pH 2,0) SBP aus. Zusammen mit den
hoéheren Proteingehalten dieser Pektine kann geschlussfolgert werden, dass ein erheblicher Anteil
der HRGP erst bei niedrigen pH-Werten aus dem Zellwandkomplex von Zuckerriben
herausgelost wird. Siew und Williams (2008) konnten vergleichbare
Aminosaurezusammensetzungen flr verschiedene kommerzielle SBP beobachten.

4.2.2.6 PHENOLISCHE SAUREN

Arabinose und Galactose, die Hauptmonomere der neutralen Seitenketten, konnen in SBP mit
phenolischen Sauren substituiert vorliegen (Ralet et al 1994b; Fry 1983). Die quantitativ
bedeutendste phenolische Saure ist Ferulasaure, wobei der Anteil des cis-Isomers bei Lagerung
der extrahierten SBP unter Lichtausschluss vernachldssigbar gering ist (Junker et al. 2021). Die in
dieser Arbeit untersuchten SBP wiesen Ublicherweise trans-Ferulasduregehalte von etwa
500 - 800 mg/100 g auf (Tabelle 9). Vergleichbare Werte wurden unter anderem von Yapo et al.
(2007a) (300 - 800 mg/100 g) und Siew und Williams (2008) (800 - 1100 mg/100 g) berichtet. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Monosaccharidanalyse und der Bestimmung des Mw
konnten  fur  stark  saure  Extraktionsbedingungen  (pH2) tendenziell  hohere
trans-Ferulasauregehalte bei klrzeren Extraktionszeiten festgestellt werden (Tabelle 9). Die
Abnahme des trans-Ferulasauregehalts bei harscheren Bedingungen kann auf die einhergehende
Verringerung des Neutralzuckeranteils zurlickgefuhrt werden. Bei hoheren pH-Werten konnten
hingegen bei verlangerten Extraktionszeiten trotz abnehmender Neutralzuckeranteile
ansteigende trans-Ferulasduregehalte festgestellt werden. Diese Beobachtung kdnnte damit
zusammenhangen, dass bei diesen Extraktionen die Ausbeute bei kurzen Zeiten sehr gering ist
und mit zunehmender Extraktionszeit stark zunimmt. Die bereits diskutierte einhergehende
Zunahme des Mw deutet zusammen mit den hdheren trans-Ferulasauregehalten darauf hin, dass
die erst bei harscheren Bedingungen extrahierten und damit starker in den Zellwandkomplex
eingebundenen Pektine eine komplexere, starker vernetzte Struktur als leichter extrahierbare
Pektinmotive aufweisen. Die Gehalte oligomerer Ferulasduren wurden in dieser Arbeit nicht
nahergehend analysiert, da bei unter dhnlichen Bedingungen extrahierten SBP nur geringflgige
Unterschiede ersichtlich waren (Junker et al. 2021) und daher von einem untergeordneten Einfluss
auf die Emulgiereigenschaften ausgegangen werden kann.
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Tabelle 9: trans-Ferulasauregehalte (mg/100 g £ Range/2 bzw. Standardabweichung) von
Zuckerriibenpektinen, die durch unterschiedliche Bedingungen extrahiert wurden. Der trans-
Ferulasduregehalt wurde nach Verseifung (2 M Natronlauge; 18 h) mittels Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie mit Diodenarraydetektion (HPLC-DAD) ermittelt (A = 323 nm, n = 2). Die angegebenen
Zeiten und pH-Werte geben die entsprechenden Extraktionsbedingungen an. *: n = 3

trans-Ferulasdauregehalt / mg/100g

Saureextraktion pH 2* pH3

1h 676 £ 10 523 +4

2h 682 + 16 509 +7

4h 668 + 47 679 + 17

16 h 567 £ 7 750 £ 15

Citronensaureextraktion pH 2 pH3 pH 4

16 h 635 + 1 661+ 5 691+ 5
Autoklavenextraktion pH 2,5 pH 3,5 pH 4,6
20 min 659 + 33 721+18 653 £ 29
40 min - - 663 + 5
60 min - - 808 =+ 21

Neben dem trans-Ferulasduregehalt kdnnte auch dessen Verteilung innerhalb der
verschiedenen Pektinfraktionen Einfluss auf die Emulgiereigenschaften haben. Daher wurde die
Verteilung der Ferulasduresubstituenten mittels SEC-RI/UV untersucht. In Abbildung 19 sind
beispielhaft die entsprechenden Chromatogramme der durch 20-minltige (links) bzw.
60-mindtige (rechts) Autoklavenbehandlung extrahierten SBP dargestellt. Bei beiden Proben ist
beim Vergleich mit dem RI-Signal deutlich zu erkennen, dass die UV-Absorption (323 nm) im
vorderen Elutionsbereich intensiver ist als im hinteren Elutionsbereich. Dementsprechend kann
geschlussfolgert werden, dass die Substitution mit Ferulasdure nicht gleichmaBig Uber alle
GroRenfraktionen verteilt ist, sondern ein GroBteil der Ferulasdure in den hohermolekularen
Fraktionen zu verorten ist. Ein vergleichbares Bild ergab sich, unabhangig von den
Extraktionsbedingungen, auch bei allen anderen untersuchten SBP. Diese Beobachtung kénnte
damit zusammenhangen, dass bei einer Detektionswellenldnge von 323 nm neben monomerer
Ferulasaure unter anderem auch verschiedene oligomere Ferulasduren erfasst werden
(Dobberstein  und Bunzel 2010). Ein erhdhter Anteil oligomerer Ferulasduren in den
hohermolekularen Fraktionen ist wahrscheinlich, da diese kovalente Verknipfungspunkte
zwischen einzelnen Pektinmolekilen darstellen kénnen und dementsprechend tendenziell zu
einer Erhdhung der mittleren MolekilgroBe bzw. des Mw fuhren. Da im Gegensatz zum Gehalt
an  monomerer trans-Ferulasdure kein  direkter ~Zusammenhang zwischen den

Extraktionsbedingungen und der Verteilung der Substitution mit Ferulasdure innerhalb der
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4 Ergebnisse und Diskussion

unterschiedlichen GroBenfraktionen beobachtet werden konnte, spielt die Verteilung der
Substituenten vermutlich eine untergeordnete Rolle fir die Emulgiereigenschaften von SBP.
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Abbildung 19: Elutionsprofile autoklavenextrahierter Zuckerriibenpektine (pH 4,6; 121 °C; 20 min
(links) bzw. 60 min (RI, rechts)), bestimmt mittels SEC (GroBenausschlusschromatographie) und
Brechungsindexdetektion (schwarz) bzw. UV-Detektion bei 323 nm (blau)

4.2.2.7 METHYLIERUNGSGRAD

Der Methylierungsgrad der Galacturonsauremonomere der extrahierten SBP variierte
zwischen 46 und 76 % und war damit in einem vergleichbar hohen Bereich zu Literaturdaten (Sun
und Hughes 1998; Levigne et al. 2002a; Leroux et al. 2003; Schmidt et al. 2015b; Chen et al. 2016a).
Andere  Forschungsgruppen beschrieben teilweise aber auch deutlich niedrigere
Methylierungsgrade (14 - 66 %) fir unterschiedlich harsch extrahierte SBP (Yapo et al. 2007a) oder
sukzessiv saureextrahierte SBP-Fraktionen (22 - 32 %) (Liu et al. 2019).

Bei den bei pH 2 und pH 3 sdureextrahierten SBP gingen prolongierte Extraktionszeiten mit
sukzessive niedrigeren Methylierungsgraden einher, wobei die Abnahme des Methylierungsgrads
auch unter harschen Extraktionsbedingungen nur maBig war (Tabelle 10). Ein ahnlicher Trend
konnte auch von Yapo et al. (2007a) fiir SBP gezeigt werden, die bei pH 1,5 und pH 2 extrahiert
wurden. Sun und Hughes (1998) konnten hingegen bei verlangerten Extraktionszeiten bei pH 1,5
hohere Methylierungsgrade feststellen (1 h: 67 %, 4 h: 78 %). Bei den in dieser Arbeit bei pH 2
und pH 3 extrahierten Pektinen ist auffallig, dass die Pektine, die fur die gleiche Zeitspanne bei
unterschiedlichen pH-Werten extrahiert wurden, vergleichbare Methylierungsgrade ermittelt
werden konnten (Tabelle 10). Demnach scheint die thermische Beanspruchung ausschlaggebend
fur die partielle Demethylierung zu sein. Yapo et al. (2007a) schlussfolgerten hingegen, dass der
pH-Wert einen starkeren Einfluss auf den Methylierungsgrad hat als die Extraktionszeit. Diese
gegensatzlichen Beobachtungen kénnen jedoch dadurch erklart werden, dass in der genannten
Studie lediglich Extraktionszeiten von 1 bzw. 4 h bei pH 15 bzw. 2 untersucht wurden.
Dementsprechend scheint der pH-Wert bei Werten < 2 einen entscheidenden Einfluss auf den
Methylierungsgrad zu haben, wéhrend die Extraktionstemperatur bei pH-Werten > 2 einen
starkeren Effekt hat. Daflir wirden auch die bereits genannten niedrigen Methylierungsgrade
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verschiedener SBP-Fraktionen sprechen, die von (Liu et al. 2019) ebenfalls bei pH 1,5 gewonnen

wurden.

Tabelle 10:  Methylierungsgrade (% + Range/2  bzw. Standardabweichung) von
Zuckerriibenpektinen, die durch unterschiedliche Bedingungen extrahiert wurden. Der
Methylierungsgrad wurde aus dem nach Verseifung mittels 'H-Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)
bestimmten Methanolgehalt und dem photometrisch bestimmten Uronsduregehalt berechnet (n = 2). Die
angegebenen Zeiten und pH-Werte geben die entsprechenden Extraktionsbedingungen an. *: n = 3

Methylierungsgrad / %

Saureextraktion pH 2* pH3
1h 70,6 £ 2,6 737 +0,.2
2h 62,1+ 0,6 62,7 £2,5
4h 59,8 £+ 2,3 61,6 + 0,5
16 h 56,4 + 2,5 58,5+ 24
Citronensaureextraktion pH 2 pH3 pH 4
16 h 548+02 650+£27 59621
Autoklavenextraktion pH 2,5 pH 3,5 pH 4,6
20 min 601+04 663+05 679+22
40 min - - 74,2 £ 3,4
60 min - - 770+ 1,9

Die vergleichsweise hohe Stabilitdt und damit der untergeordnete Einfluss des pH-Werts im
Bereich 2 - 4 auf die Methylester kann darauf zurlckgefihrt werden, dass die untersuchten
Pektine in einem, im Vergleich zu herkdmmlichen S&ureextraktionen, milden pH-Bereich
extrahiert wurden und daher keine verstarkte sdurekatalysierte Esterhydrolyse stattfindet.
Dementsprechend weisen auch die unter Citronensdurezusatz gewonnenen SBP nach 16 h
Extraktionszeit bei pH 2, 3 und 4 noch hohe Methylierungsgrade auf (Tabelle 10). Allerdings
konnten bei den durch unterschiedlich lange Autoklavenbehandlung bei pH 4,6 extrahierten
Pektine leicht erhdhte Methylierungsgrade fir die SBP ermittelt werden, die langer extrahiert
wurden (Tabelle 10). Vermutlich ist dieser gegenteilige Effekt darauf zurlickzuflhren, dass mit
zunehmender Extraktionszeit weitere, tiefer in den Zellwandkomplex eingebundene SBP mit
hoheren Methylierungsgraden extrahiert werden. Im Gegensatz zum Saureextraktionsverfahren
scheinen Demethylierungsreaktionen unter diesen Bedingungen noch nicht verstarkt abzulaufen.
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4.2.2.8 ACETYLIERUNGSGRAD

Neben der Methylierung der Saduregruppe kdnnen die Galacturonsaureeinheiten auch an O2
und/oder O3 einfach oder zweifach acetyliert vorliegen. Fir die in dieser Arbeit untersuchten SBP
wurden Acetylierungsgrade von etwa 16 - 56 % ermittelt (Tabelle 11). In der Literatur werden fur
SBP Acetylierungsgrade von 10 - 43 % (Levigne et al. 2002a), 16 - 32 % (Liu et al. 2019) oder
3-29% (Yapo et al. 2007a) und damit tendenziell niedrigere Werte beschrieben. Im Vergleich
zum Methylierungsgrad sind die Unterschiede beim Acetylierungsgrad starker ausgepragt.
Analog zum Methylierungsgrad ist auch fir den Acetylierungsgrad eine Abhangigkeit von den
gewahlten Prozessparametern zu beobachten, wobei die Zusammenhange weniger eindeutig
sind.

Tabelle  11:  Acetylierungsgrade (% * Range/2  bzw. Standardabweichung) von
Zuckerriibenpektinen, die durch unterschiedliche Bedingungen extrahiert wurden. Der
Acetylierungsgrad wurde aus dem nach Verseifung mittels 'H-Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-
Spektroskopie) bestimmten Essigsduregehalt und dem photometrisch bestimmten Uronséuregehalt
berechnet (n =2). Die angegebenen Zeiten und pH-Werte geben die entsprechenden
Extraktionsbedingungen an. *: n = 3

Acetylierungsgrad / %

Saureextraktion pH 2* pH3
1h 46,2 + 1,7 45,3 + 0,1
2h 384 +0,2 381+09
4h 335+17 421 +£11
16 h 16,0 £ 0,8 380 +19
Citronensaureextraktion pH 2 pH3 pH 4
16 h 207+01 405+19 38815
Autoklavenextraktion pH 2,5 pH 3,5 pH 4,6
20 min 405+02 465+02 434+05
40 min - - 50,7 £ 1,8
60 min - - 56,4 + 1,0

Bei den bei pH 2 extrahierten Pektinen ist mit zunehmender Extraktionszeit eine sukzessive
Verringerung des Acetylierungsgrads zu beobachten (Tabelle 11). Bei den entsprechenden bei
pH 3 extrahierten Pektinen ist jedoch kein Trend hin zu geringeren Werten bei ldngeren
Extraktionszeiten erkennbar. Auch nach 16 h betragt der ermittelte Acetylierungsgrad noch etwa
38 %, wahrend bei dem fur 16 h bei pH 2 extrahierten Pektin nur noch ein Acetylierungsgrad von
16 % bestimmt werden konnte. Demzufolge scheint die Temperatureinwirkung bei milden pH-
Werten nur in einer geringfligigen Deacetylierung des Galacturonanrickgrats zu resultieren. Bei
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zusatzlicher Saureeinwirkung (pH 2) kommt es hingegen zu einer verstarkten Freisetzung von
Essigsaure. Levigne et al. (2002a) sowie Yapo et al. (2007a) konnten ebenfalls zeigen, dass der
Acetylierungsgrad insbesondere durch den pH-Wert beeinflusst wird. Dementsprechend wurden
auch bei den unter Saureeinwirkung autoklavenextrahierten Pektinen niedrigere
Acetylierungsgrade bei zunehmender Saurekonzentration festgestellt (Tabelle 11). Die bei pH 4,6
extrahierten Autoklavenpektine wiesen jedoch, analog zu den héheren Methylierungsgraden, bei
langeren Extraktionszeiten hohere Acetylierungsgrade auf. Trotz intensiver Hitzebehandlung
kommt es demnach nicht zu Deacetylierungsreaktionen, was den entscheidenden Einfluss des
pH-Werts hervorhebt. Zudem deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die erst spater freigesetzten
Pektinfraktionen neben einem hoheren  Methylierungsgrad auch einen  hdéheren
Acetylierungsgrad aufweisen.

4.2.3 ABHANGIGKEIT DER EMULGIEREIGENSCHAFTEN VON DEN EXTRAKTIONS-
BEDINGUNGEN

Die hohe strukturelle Vielfalt der diskutierten SBP |asst vermuten, dass auch deren Fahigkeit,
Oltropfen in wassriger Umgebung zu stabilisieren, variiert. Im Folgenden werden die
Zusammenhange zwischen den Extraktionsbedingungen, unter denen die jeweiligen Pektine
extrahiert wurden, und deren Emulgiereigenschaften diskutiert.

SAUREEXTRAKTION. Bei einem pH-Wert von 2 ist eine stetige Verschlechterung der
Emulgiereigenschaften mit zunehmender Extraktionszeit zu beobachten. Die xg03-Werte, und
damit die mittlere TropfengréBe, nehmen sukzessive von 0,81 um (1 h) auf 1,09 um (16 h) zu
(Tabelle 12). In abgeschwéachter Form ist dieser Trend auch bei geringerer Sdurekonzentration
(pH 3) erkennbar. Von 2 h Extraktionszeit (xg03: 0,70 um) auf 16 h Extraktionszeit (xo0,3: 0,86 pm)
nehmen die mittleren TropfengréBen zu, sind aber auch nach 16 h noch deutlich unter 1 ym und
damit in einem sehr guten Bereich. Lediglich das Pektin, das durch einstlindige Extraktion bei
pH3 gewonnen wurde, weist mit einem x93 von 123 um deutlich schlechtere
Emulgiereigenschaften auf. Eine Erkldrung hierfir konnte sein, dass sich dieses Pektin auch
strukturell deutlich von den weiteren bei pH 3 extrahierten Pektinen unterscheidet (siehe
Abschnitt 4.2.2). Da bei diesen Extraktionsbedingungen auch eine duBerst geringe Pektinausbeute
erzielt wurde, kann vermutet werden, dass es sich bei den extrahierten Strukturen gréBtenteils
um leicht I8sliche bzw. nicht stark in den Zellwandkomplex integrierte Pektinstrukturen handelt.
Bei pH4 ist auch nach 16 h Extraktionszeit keine deutliche Abnahme der stabilisierten
TropfengroBe erkennbar. Mit einem X903 von 0,76 um konnten auch nach 16 h Extraktionszeit
noch hervorragende Emulgiereigenschaften festgestellt werden (Tabelle 12). Demnach werden
die Emulgiereigenschaften von SBP malgeblich durch die Extraktionszeit und den pH-Wert des
Extraktionsmilieus bestimmt, was aufgrund der im vorherigen Abschnitt beschriebenen
strukturellen Unterschiede zwischen den jeweiligen Pektinen zu erwarten war. Eine deutliche,
negative Beeinflussung der Eigenschaften durch verlangerte Extraktionszeiten konnte nur bei
hoher Saurekonzentration festgestellt werden.
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Tabelle 12: xg03-Werte (n = 3 + Standardabweichung) der (o/w)-Modellemulsionen von
Zuckerriibenpektinen, die durch unterschiedliche Bedingungen extrahiert wurden. Die Emulsionen
wurden mit 10% Dispersphasenanteil und 0,5 %iger Pektinlésung (pH 5) als kontinuierliche Phase
hergestellt (siehe Abschnitt 3.4). Die angegebenen Zeiten und pH-Werte geben die entsprechenden
Extraktionsbedingungen an

X90/3/ UM
Saureextraktion pH?2 pH 3
1h 0,81+ 0,01 1,23 + 0,06
2h 0,97 + 0,01 0,70 £ 0,01
4h 1,03 £ 0,02 0,84 + 0,01
16 h 1,09 + 0,01 0,86 = 0,01
Citronensaureextraktion pH 2 pH 3 pH 4
16 h 116 £0,03 089 +002 0,76 £ 0,01
Autoklavenextraktion pH 2,5 pH 3,5 pH 4,6
20 min 1,04 £ 0,02 0,76 = 0,01 0,79 + 0,01
40 min - - 0,96 + 0,03
60 min - - 13,6 + 2,2

AUTOKLAVENEXTRAKTION. Die Emulgiereigenschaften von autoklavenextrahierten Pektinen, die
ohne Saurezugabe (pH ~4,6) gewonnen wurden, weisen eine starke Abhangigkeit von der Dauer
der Autoklavenbehandlung auf. Mit zunehmender Extraktionszeit geht eine gravierende
Zunahme der stabilisierten TropfengroBen einher (Tabelle 12). Wéhrend die Zunahme des
xo03-Werts bei einer Erhdhung der Behandlungsdauer von 20 min (xg03: 0,79 pym) auf 40 min
(x903: 0,96 um) noch moderat ist, ist ein sprunghafter Anstieg der TropfengréBe bei einer
Extraktionszeit von 60 min (xg0,3: 13,6 um) zu beobachten. Bei den Pektinen, die durch 20-minutige
Autoklavenbehandlung bei niedrigeren pH-Werten extrahiert wurden, konnte eine
unterschiedliche Beeinflussung der Emulgiereigenschaften beobachtet werden (Tabelle 12). Im
Vergleich zu dem ohne Saurezugabe extrahierten Pektin ist bei dem bei pH 3,5 gewonnenen
Extrakt keine Erhdhung der mittleren TropfengréBe zu sehen (xs03: 0,76 pum). Eine weitere pH-
Absenkung auf 2,5 resultiert hingegen in einem Pektin mit schlechteren Emulgiereigenschaften
(x903: 1,04 um). Demnach flihren bereits kurze Autoklavenbehandlungen bei pH 2,5 ebenso wie
anhaltende thermische Behandlungen bei pH 4,6 zu einer Verschlechterung der
Emulgiereigenschaften des extrahierten Pektins.

Unabhangig von der angewandten Extraktionsmethode hatten die Pektine die besten
Emulgiereigenschaften, die unter milden Bedingungen extrahiert wurden. Neben kurzen
Extraktionszeiten bei pH 2 fallen hierunter insbesondere SBP, die bei pH-Werten von 3 -4
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4.3 Zusammenhange zwischen Molekilstruktur und Emulgiereigenschaften

extrahiert wurden. Auch deutlich verlangerte Extraktionszeiten bewirkten in diesem pH-Bereich
hochstens moderate Verschlechterungen der Eigenschaften. Wie in Abschnitt 4.2.2 dargelegt,
sind diese Pektine vergleichsweise gering durch den Extraktionsprozess modifiziert worden. In
diesem pH-Bereich saureextrahierte SBP sind durch hohe Mw und trans-Ferulasduregehalte,
arabinosedominierte  Monosaccharidzusammensetzungen sowie hohe Acetylierungs- und
Methylierungsgrade gekennzeichnet. Dementsprechend kann festgehalten werden, dass ein
weitestgehender Erhalt der nativen Pektinstruktur im Zuge der Extraktion Vorrausetzung fur gute
Emulgiereigenschaften von SBP zu sein scheint.

Aufgrund der vielen parallel ablaufenden Abbaureaktionen wahrend des Extraktionsprozesses
sind bei der isolierten Betrachtung einzelner SBP jedoch zunachst keine direkten Rickschlisse auf
den Einfluss bestimmter Strukturcharakteristika auf die Emulgiereigenschaften moglich. Daher
werden im folgenden Abschnitt unterschiedliche methodische Ansatze diskutiert, die die
funktionellen Zusammenhange zwischen bestimmten Strukturmotiven und den Eigenschaften
nahergehend analysieren.

4.3 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN MOLEKULSTRUKTUR UND
EMULGIEREIGENSCHAFTEN

Die Ergrindung kausaler Struktur-Eigenschaftszusammenhange wird bei SBP durch den
komplexen strukturellen Aufbau erschwert. Neben der Vielzahl an unterschiedlichen
Strukturmotiven stehen insbesondere deren verschiedenartig wechselnde Anteile einer
zweifelsfreien Bestimmung der Zusammenhange entgegen.

4.3.1 STRUKTUR-EIGENSCHAFTSKORRELATIONEN SAUREEXTRAHIERTER PEKTINE

Zunachst erfolgte die Untersuchung von Zusammenhdngen zwischen bestimmten
Strukturmerkmalen und den Emulgiereigenschaften anhand von insgesamt 43 SBP. Diese wurden
durch die im Zuge der Methodenentwicklung (Abschnitt 4.1) und der Untersuchung der
Zusammenhange zwischen Extraktionsbedingungen und den strukturellen Eigenschaften
(Abschnitt 4.2.2) diskutierten Methoden gewonnen. Die Emulgiereigenschaften dieser strukturell
umfassend charakterisierten Pektine wurden durch die Herstellung von Modellemulsionen
analysiert. Anhand der Auftragung der Strukturparameter gegen den entsprechenden xgo3-Wert
aus der TropfengroBenverteilung kénnen so Rickschlisse Uber mégliche Korrelationen zwischen
einzelnen Struktureinheiten und den Emulgiereigenschaften gezogen werden.

Um aus diesen Auftragungen substanzielle Rickschllsse ziehen zu kdnnen, ist es jedoch,
aufgrund der hohen strukturellen Komplexitat von SBP sowie den bereits diskutierten vielféltigen
Modifikationsmoglichkeiten im Zuge der Extraktion, unabdingbar, dass eine hohe Probenzahl
sowie eine groBe Bandbreite an unterschiedlichen Strukturen analysiert wird. Diese
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Voraussetzungen werden erfillt, da bereits die in Abschnitt 4.2.2 beschriebenen SBP den Bereich
von nur marginal bis hin zu stark modifizierten Pektinstrukturen abdecken. Zur Erhéhung der
Probenzahl und der strukturellen Diversitat wurden zusatzlich auch Pektine fur die Aufstellung
der Struktur-Eigenschaftskorrelationen herangezogen, die sich nicht nur durch die
Extraktionsdauer oder den pH-Wert unterschieden. So wurden unter anderem der Mahlgrad des
Ausgangsmaterials, das S/L oder das IPA-zu-Extrakt-Verhaltnis wahrend der Féllung variiert.
Neben den klassisch saureextrahierten SBP wurden auch Pektine miteinbezogen, bei denen zur
Ausbeutesteigerung Inkubationen mit verschiedenen (hemi-) cellulolytischen Enzymen
durchgefihrt wurden.

Autoklavenextrahierte Pektine wurden nicht fir die Struktur-Eigenschaftskorrelationen
herangezogen, da sie sich methodisch bedingt strukturell und daher beziglich ihrer
Emulgiereigenschaften teilweise grundlegend von saureextrahierten Pektinen unterscheiden. Die
Struktur-Eigenschaftsbeziehungen von autoklavenextrahierten SBP werden daher in Abschnitt
4.3.2 diskutiert. SBP, die durch sehr geringe Ausbeuten gekennzeichnet sind (< 5 %), wurden
ebenfalls nicht in die Korrelationen miteinbezogen. Wie bereits beim durch einstiindige Extraktion
bei pH 3 gewonnenen Pektin diskutiert (Abschnitt 4.2.2), sind diese Pektine unter anderem durch
niedrige Mw gekennzeichnet, die zusammen mit den geringen Ausbeuten darauf schlie3en lassen,
dass keine intakten Molekdle extrahiert wurden und dementsprechend die Pektinstruktur von SBP
nicht reprasentativ abgebildet wird. Die Extraktionsbedingungen sowie die Ausbeute-, Struktur-
und Emulgiereigenschaftsparameter aller fir die Korrelationen eingesetzten SBP sind in Tabelle
31 und Tabelle 32 zusammengefasst dargestellt.

4.3.1.1 PROTEINGEHALT VS. X903

Wie in Abschnitt 1.5.2 dargestellt, wird der im Vergleich zu anderen Pektinen hohe
Proteingehalt von SBP haufig als einer der Parameter genannt, der den guten
Emulgiereigenschaften von SBP zugrunde liegt.

In Abbildung 20 ist der Proteingehalt der in dieser Arbeit extrahierten Pektine gegen den
entsprechenden xg03-Wert aufgetragen. Im untersuchten Wertebereich kann kein Trend
ausgemacht werden, der auf eine Korrelation zwischen héherem Proteingehalt und besseren
Emulgiereigenschaften hinweist. Im Gegenteil lassen die Daten, zumindest im Bereich von 5 - 8 %
Protein, auf héhere xq03-Werte bei héheren Proteingehalten schlieBen. Im Bereich von 2 -5 %
sind die durchschnittlichen TropfengréBen hingegen durchweg niedrig und es ist kein
Zusammenhang zwischen dem Proteingehalt und den Emulgiereigenschaften erkennbar. Eine
maogliche Erkldrung hierfir ware, dass alle untersuchten Pektine ein erforderliches Mindestmal3
an assoziiertem Protein aufweisen, das fur gute Emulgiereigenschaften notwendig ist. Bei
Uberschreitung dieses Schwellenwerts bzw. -bereichs kommt es zu keiner weiteren Verbesserung
der Eigenschaften. Eine weitere Steigerung des Proteingehalts fihrt dahingegen zu einer
negativen Beeinflussung der Emulgiereigenschaften, vermutlich durch die damit einhergehenden
geringeren Anteile an Nicht-Proteinbestandteilen der Pektine. Chen et al. (2016b) postulierten
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eine dhnliche Hypothese, wonach der Proteingehalt zwischen 0,5 und 3 % einen starken Einfluss
auf die TropfengroBe der Emulsionen hat. Bei Gehalten zwischen 3 und 6 % konnte hingegen
keine weitere Verbesserung der Emulgiereigenschaften beobachtet werden (Chen et al. 2016b).
Funami et al (2007) konnten ebenfalls im Bereich < 1,5 % einen deutlichen Einfluss des
Proteingehalts auf die Emulgiereigenschaften ausmachen.

Bei den in dieser Arbeit unter unterschiedlichsten Extraktionsbedingungen saureextrahierten
SBP wurden durchweg hinreichend hohe Proteingehalte > 2 % festgestellt. Dementsprechend
kann geschlussfolgert werden, dass bei sdureextrahierten SBP generell kein positiver
Zusammenhang zwischen erhdhten Proteingehalten und den Emulgiereigenschaften besteht.
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Abbildung 20: Auftragung der Proteingehalte der 43 unterschiedlich extrahierten
Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden  xgo3-Werte. x93  90.Perzentil  der
TropfengroBenverteilung

4.3.1.2 METHYLIERUNGSGRAD VS. Xg0,3

FUr den Methylierungsgrad wird, wie in Abschnitt 1.5.2 diskutiert, insbesondere von einem
Einfluss auf die Langzeitstabilitat von Emulsionen ausgegangen.

Die Methylierungsgrade der in dieser Arbeit untersuchten Pektine variierten im Bereich von
etwa 45 bis 75 %. Bei der Auftragung der Methylierungsgrade gegen den entsprechenden
xo03-Wert ergibt sich eine Tendenz hin zu niedrigeren xg3-Werten bei hoheren
Methylierungsgraden (Abbildung 21). Allerdings sind die Datenpunkte relativ breit verteilt (z.B. bei
61 % Methylierungsgrad: xs03 von 0,7 - 1,2), was auf keinen direkten Zusammenhang mit den
Emulgiereigenschaften schlieBen lasst. Demzufolge scheint die Beeinflussung des hydrophoben
Charakters sowie generell der Molekuleigenschaften und -wechselwirkungen durch den
Methylierungsgrad zumindest im Bereich von etwa 50 - 75 % nur gering auszufallen. Vermutlich
ist diese Beobachtung auf den dominanteren Einfluss anderer Strukturelemente auf die
Emulgiereigenschaften zurlickzufihren.
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Abbildung 21: Auftragung der Methylierungsgrade der 43 unterschiedlich extrahierten
Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden  xgo3-Werte. xg3 90. Perzentil der
TropfengroBenverteilung

4.3.1.3 ACETYLIERUNGSGRAD VS. X903

Der hohe Acetylierungsgrad stellt eine Besonderheit von SBP dar und wird, wie in Abschnitt
1.5.2 beschrieben, haufig mit den guten Emulgiereigenschaften in Verbindung gebracht.

Die ermittelten Acetylierungsgrade der 43 extrahierten SBP variierten im Bereich von 15 % bis
52 % und sind in Abbildung 22 gegen die entsprechenden xs3-Werte aufgetragen. Fir
Acetylierungsgrade von etwa 15 % bis 35% ist ein leichter Trend hin zu besseren
Emulgiereigenschaften bei hdheren Acetylierungsgraden zu erkennen. Fir Acetylierungsgrade
Uber 35 % ist jedoch kein Zusammenhang erkennbar, da die xs,3-Werte Uber den gesamten
Bereich zwischen 0,7 und 1,0 um variierten. Diese Beobachtung kann so interpretiert werden, dass
beim Acetylierungsgrad, analog zum Proteingehalt, ein gewisses Mindestmal3 erforderlich ist,
damit das SBP mit der Olphase interagieren kann. Bei niedrigeren Acetylierungsgraden wirken
sich zusatzliche Acetylgruppen im (Rhamno-) Galacturonanriickgrat somit deutlich auf die
Hydrophobizitat und damit auch auf die Grenzflachenaktivitat des Pektins aus. Bei bereits hohen
Acetylierungsgraden sind die Auswirkungen weiterer Acetylsubstitutionen auf die physikalisch-
chemischen Eigenschaften des Molekdils hingegen schwacher ausgepragt, sodass auch die
Emulgiereigenschaften in geringerem Mal3e beeinflusst werden. Dementsprechend scheinen bei
SBP mit Acetylierunsgraden von etwa 35 - 52 % die Anteile anderer Strukturelemente einen
groBeren Einfluss auf die Emulgiereigenschaften zu haben.
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Abbildung 22: Auftragung der Acetylierungsgrade der 43 unterschiedlich extrahierten
Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden xgo3-Werte. xg3: 90. Perzentil der
TropfengroBenverteilung

4.3.1.4 GALACTURONSAUREANTEIL VS. Xg0,3

Neben dem Methylierungs- und Acetylierungsgrad kénnte auch der Gesamtanteil an
Galacturonsaure Auswirkungen auf die Emulgiereigenschaften von SBP haben. In Abbildung 23
sind die molaren Galacturonsdureanteile der analysierten SBP gegen die entsprechenden
xo03-Werte aufgetragen.
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Abbildung 23: Auftragung der Galacturonsaureanteile (GalA, mol%) der 43 unterschiedlich
extrahierten Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden xgo3-Werte. xg03: 90. Perzentil der
TropfengrdBenverteilung

FUr den untersuchten Bereich von etwa 22 - 50 mol% ist eine Tendenz hin zu kleineren xgo3-
Werten bei niedrigeren Galacturonsaureanteilen erkennbar. Im Bereich von < 35 mol% deuten
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die Ergebnisse auf einen linearen Zusammenhang hin. Im Bereich oberhalb von 35 mol% ist
aufgrund der starken Streuung kein eindeutiger Trend auszumachen, die Pektine weisen jedoch
vergleichsweise  schlechte Emulgiereigenschaften auf. Dementsprechend kdnnen die
Emulgiereigenschaften von SBP nicht vollstandig Gber den Galacturonsaureanteil erklart werden.
Tendenziell korrelieren jedoch niedrigere Galacturonananteile mit besseren Eigenschaften,
weshalb es wahrscheinlich ist, dass sich erhéhte Anteile anderer Polysaccharidstrukturen positiv
auf die Emulgiereigenschaften von SBP auswirken.

4.3.1.5 ANTEIL NEUTRALER SEITENKETTEN VS. X903

Wie in Abschnitt 1.5.2 beschrieben, ist der positive Einfluss erhdhter Anteile an neutralen
Seitenketten auf die Langzeitstabilitdt von Emulsionen gut belegt, wahrend in verschiedenen
Studien ein maBig ausgepragter und nicht durchweg positiver Einfluss auf die initiale
TropfengréBe beschrieben wurde.

In dieser Arbeit wurde zur Untersuchung eines moglichen Einflusses der neutralen
Seitenketten der Quotient aus der Summe von Arabinose und Galactose (mol%) und der Summe
von Rhamnose und Galacturonsdure (mol%) gebildet. Unter der vereinfachenden Annahme, dass
die neutralen Pektinseitenketten lediglich aus Arabinose- und Galactosemonomeren aufgebaut
sind, stellt dieser Quotient das Verhaltnis von neutralen Seitenketten zum HG-/RG-Rickgrat dar.
FUr die untersuchten SBP wurden Seitenketten-zu-Ruckgrat Verhaltnisse von etwa 0,5 - 2,2
ermittelt. Demnach umfassen die Untersuchungen, wie bereits diskutiert, sowohl
seitenkettenarme Pektine als auch Pektine, die durch einen ausgesprochen hohen Anteil an
Seitenketten gekennzeichnet sind. In Abbildung 24 ist der Anteil an neutralen Seitenketten gegen
den entsprechenden xq03-Wert aufgetragen. Die Verteilung der Datenpunkte deutet Gber den
gesamten ermittelten Bereich auf einen linearen Zusammenhang hin (R 0,71
Standardabweichung: 0,08). Diese Beobachtung ist insofern bemerkenswert, dass die Pektine
unter unterschiedlichsten Bedingungen extrahiert wurden und es dabei zu gleichzeitigen
Verdnderungen an einer Vielzahl an Strukturmotiven kommen konnte. Da jedes Strukturmotiv
einen mehr oder weniger stark ausgepragten Einfluss auf die Emulgiereigenschaften haben kann
und sich die verschiedenen Strukturen teilweise auch gegenseitig beeinflussen, deutet ein
vergleichsweise eindeutiger Zusammenhang auf eine hohe Relevanz dieses Parameters fiir die
Emulgiereigenschaften hin. Bemerkenswert ist auch, dass keine AusreiBer oder offensichtliche
Sattigungseffekte beobachtet werden konnten.

Zur Spezifizierung der beobachteten Korrelation zwischen dem xg03-Wert und dem Anteil an
neutralen Seitenketten wurde zusatzlich der Einfluss der arabinosehaltigen bzw. galactosehaltigen
Seitenketten separat untersucht.
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Abbildung 24: Auftragung der Verhaltnisse der Summen der molaren Anteile von Arabinose und
Galactose (Ara+Gal) zu den Summen der molaren Anteile an Rhamnose und Galacturonsiure
(Rha+GalA) der 43 unterschiedlich extrahierten Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden xgg3-
Werte. (Ara+Gal)/(Rha+GalA) beschreibt das Verhaltnis von neutralen Seitenketten zum Pektinrickgrat.
x90:3: 90. Perzentil der TropfengroBenverteilung

4.3.1.6 ANTEIL AN GALACTANSEITENKETTEN VS. Xo0,3

Fur den individuelle Einfluss galactosehaltiger bzw. arabinosehaltiger Pektinseitenketten
konnte bisher weder ein stark ausgepragter noch ein unterschiedlich gearteter Einfluss
ausgemacht werden (siehe Abschnitt 1.5.2).

Ein der beobachteten Korrelation moglicherweise zugrundeliegender Einfluss der
galactosehaltigen Seitenketten auf die Emulgiereigenschaften saureextrahierter SBP wird durch
die Ermittlung und Auftragung des Verhaltnisses von Galactose (mol%) zur Summe von
Rhamnose und Galacturonsaure (mol%) untersucht. Die so ermittelten Werte fir den Anteil
galactosehaltiger Seitenketten lagen im Bereich von etwa 0,32 - 0,85 und variierten damit weniger
als die Seitenketten-zu-Ruckgrat Verhaltnisse. Die Auftragung gegen den xs,3-Wert ergibt eine
diffuse Verteilung, bei der kein eindeutiger Trend zu erkennen ist (Abbildung 25). Demnach
scheint der Anteil an galactosehaltigen Seitenketten keinen merklichen Einfluss auf die
Emulgiereigenschaften von SBP zu haben.
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Abbildung 25: Auftragung der Verhéltnisse der molaren Anteile an Galactose (Gal) zu den
Summen der molaren Anteile an Rhamnose und Galacturonsaure (Rha+GalA) der 43 unterschiedlich
extrahierten Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden xgq93-Werte. Gal/(Rha+GalA) beschreibt

das Verhdltnis galactosehaltiger  Seitenketten zum  Pektinrlckgrat.  xgo3: 90. Perzentil ~ der
TropfengroBenverteilung

4.3.1.7 ANTEIL AN ARABINANSEITENKETTEN VS. Xg0,3

Analog zur Untersuchung des Einflusses arabinosehaltiger Seitenketten auf die
Emulgiereigenschaften werden die Verhaltnisse von Arabinose (mol%) zur Summe von Rhamnose
und Galacturonsaure (mol%) ermittelt. Mit Werten von etwa 0,1 - 1,6 ist hier eine breite Spanne
zwischen arabinosearmen und -reichen Pektinen abgebildet. Die gebildeten Verhaltnisse sind in
Abbildung 26 gegen den xq03-Wert aufgetragen. Die Verteilung der Datenpunkte verlauft dhnlich
wie bei der Auftragung des Seitenketten-zu-Rickgrat Verhéltnisses (Abbildung 24). Es ist
ebenfalls ein linearer Trend hin zu gréBeren xgo3-Werten bei niedrigeren Anteilen an
arabinosehaltigen Seitenketten zu erkennen, wobei die Verteilung der Datenpunkte noch einmal
etwas enger ist (R% 0,80; Standardabweichung: 0,07). Arabinosehaltige Seitenketten scheinen
demnach ursachlich fur die beobachtete Korrelation zwischen dem Seitenketten-zu-Rickgrat
Verhaltnis und dem xg03-Wert zu sein.

Der vergleichsweise eindeutige Trend lasst vermuten, dass es auch einen kausalen
Zusammenhang  zwischen dem Anteil arabinosehaltiger  Seitenketten und den
Emulgiereigenschaften von SBP gibt. Allerdings kdnnten auch Strukturverdnderungen urséchlich
fur die gefundene Korrelation sein, die mit einer Verringerung des Gehalts an neutralen
Seitenketten einhergehen. In erster Linie sind hier die Abnahme des Mw oder die Verringerung
des Gehalts an trans-Ferulasaure zu nennen, da beide Parameter direkt durch partielle Hydrolysen
der Arabinane bzw. allgemein der Neutralzuckerfraktion betroffen sind.
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Abbildung 26: Auftragung der Verhéltnisse der molaren Anteile an Arabinose (Ara) zu den
Summen der molaren Anteile an Rhamnose und Galacturonsaure (Rha+GalA) der 43 unterschiedlich
extrahierten Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden xgo3-Werte. Ara/(Rha+GalA) beschreibt
das Verhdltnis arabinosehaltiger  Seitenketten zum  Pektinrlckgrat.  xg03: 90. Perzentil ~ der
TropfengroBenverteilung

4.3.1.8 MITTLERES MOLEKULARGEWICHT VS. Xgg 3

Hohere Mw wirken sich zwar positiv auf die emulsionsstabilisierenden Eigenschaften von SBP
aus, der Einfluss auf die initiale EmulsionstropfengréBe ist jedoch nicht eindeutig geklart (siehe
Abschnitt 1.5.2).

Das Mw der in dieser Arbeit zur Aufstellung von Struktur-Eigenschaftskorrelationen
untersuchten SBP deckte mit Werten von etwa 150 - 1200 kDa einen sehr weiten Bereich ab. Die
Auftragung gegen die dazugehdrigen xs3-Werte ergibt eine breite und diffuse Verteilung
(Abbildung 27). Fir hohe Mw konnten zwar keine sehr hohen xg03-Werte beobachtet werden,
aber niedrige xq03-Werte konnten sowohl bei hohen (900 kDa) als auch bei sehr niedrigen
(200 kDa) Mw festgestellt werden. Erhdhte My scheinen demnach tendenziell positiv flr die
Emulgierwirkung zu sein, aber keine Voraussetzung. Die beobachtete Korrelation zwischen dem
Anteil arabinosehaltiger Seitenketten und den Emulgiereigenschaften liegt damit nicht in der
reinen Reduzierung des Mw begriindet.
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Abbildung 27: Auftragung der Molekulargewichte (Gewichtsmittel, Mw) der 43 unterschiedlich
extrahierten Zuckerribenpektine gegen die entsprechenden xgo3-Werte. xs03: 90. Perzentil der
TropfengroBenverteilung

4.3.1.9 TRANS-FERULASAUREGEHALT VS. X903

Die Substitution der neutralen Seitenketten mit Ferulasaure stellt eine Besonderheit von SBP
dar und wird oftmals mit den guten Emulgiereigenschaften in Verbindung gebracht (siehe
Abschnitt 1.5.2). Bei den in dieser Arbeit untersuchten SBP ist fur den Gehalt an trans-Ferulasaure
keine eindeutige Korrelation zu den Emulgiereigenschaften ersichtlich (Abbildung 28). Tendenziell
kdnnen zwar hohere trans-Ferulasduregehalte mit niedrigeren xg03-Werten in Verbindung
gebracht werden, allerdings ist die Verteilung sehr breit gestreut. Zudem gibt es einzelne Pektine,
die nicht diesem Schema entsprechen. So ermoglichte das Pektin mit dem geringsten
gemessenen trans-Ferulasauregehalt (509 mg/100 g) die Herstellung einer Emulsion mit einem
der niedrigsten xg03-Werte (0,70 ym), die im Zuge dieser Arbeit analysiert wurden. Demnach
scheint es fir den untersuchten Wertebereich keinen direkten bzw. alleinigen Zusammenhang
zwischen dem trans-Ferulasduregehalt und den Emulgiereigenschaften von SBP zu geben.
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Abbildung 28: Auftragung der trans-Ferulasiduregehalte der 43 unterschiedlich extrahierten
Zuckerriibenpektine gegen die entsprechenden xg3-Werte. xg3 90. Perzentil der
TropfengréBenverteilung

4.3.2 STRUKTUR-EIGENSCHAFTSZUSAMMENHANGE AUTOKLAVENEXTRAHIERTER
PEKTINE

Die diskutierten Struktur-Eigenschaftskorrelationen liefern eindeutige Hinweise, dass
tatsachlich Arabinane den starksten Einfluss auf die Emulgiereigenschaften von saureextrahierten
SBP haben. Insbesondere die nicht kohdrenten Zusammenhange fur das Mw und den trans-
Ferulasduregehalt  bestdrken  diese  Hypothese.  Nichtsdestotrotz ~ werden  die
Emulgiereigenschaften von SBP nicht allein durch den Anteil an Arabinanen bestimmt. Deutlich
wird das an den bereits diskutierten autoklavenextrahierten Pektinen (pH 4,6; 20 - 60 min), die
trotz durchweg hoher Arabinoseanteile grundlegend unterschiedliche Emulgiereigenschaften
aufwiesen (Tabelle 27). Strukturell unterscheiden sich diese drei Pektine primar in ihrem My,
sodass die Unterschiede in den Emulgiereigenschaften vermutlich maBgeblich hierauf
zuriickzufuhren sind.

Der offensichtlich untergeordnete Einfluss des Anteils arabinosehaltiger Seitenketten hangt
vermutlich mit dem im Vergleich zu sdureextrahierten SBP bedeutend niedrigeren Mw der
autoklavenextrahierten ~ SBP  zusammen. Durch die Bedingungen wahrend der
Autoklavenbehandlung (pH 4,6; 121 °C; 2 bar) werden insbesondere die Galacturonanregionen
der entsprechenden Pektine fortwdhrend gespalten, sodass Pektineinheiten, die zuvor
gegebenenfalls verknipft vorlagen, getrennt werden kénnen. Zur Austibung phasenvermittelnder
Eigenschaften ist es allerdings erforderlich, dass hydrophobere und hydrophilere Pektinmotive
miteinander verbunden sind. Dementsprechend kann die mit zunehmender Extraktionszeit teils
eklatante Verschlechterung der Emulgiereigenschaften indirekt mit der Abnahme des My erklart
werden. Allgemein kénnen die abweichenden Struktur-Funktionalitatsbeziehungen darauf
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zurlckgefihrt werden, dass durch die Autoklavenbehandlung mit HG andere Bereiche gespalten
werden als im Zuge der Saureextraktion (v.a. Arabinane) und dementsprechend grundlegend
unterschiedliche Polymere vorliegen.

Unter Miteinbeziehung von SBP, die durch Autoklavenextraktion unter Sdurezugabe (pH 2,5
bzw. 3,5) gewonnen wurden, wird die Hypothese eines malgeblichen Einflusses des Mw, und
damit von zu saureextrahierten SBP unterschiedlichen Struktur-Eigenschaftsbeziehungen,
bekraftigt. Bei Auftragung der Mw der bei unterschiedlichen pH-Milieus und verschiedenen
Behandlungsdauern mittels Autoklavenextraktion gewonnenen SBP gegen die entsprechenden
x903-Werte kann ein Trend hin zu ansteigenden TropfengroBen bei geringeren Mw beobachtet
werden (Abbildung 29). Dabei kann sogar ein linearer Zusammenhang vermutet werden, wobei
diese Schlussfolgerung aufgrund der geringen Probenzahl unter Vorbehalt steht. Lediglich das
durch 60-minutige Autoklavenbehandlung (pH 4,6) extrahierte SBP weicht mit einem xgo3-Wert
von 13,6 um deutlich von der bei einer linearen Korrelation erwarteten Tropfengréfe ab.
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Abbildung 29: Auftragung der mittleren Molekulargewichte (Gewichtsmittel, Mw) verschiedener
durch Autoklavenbehandlung (121°C; pH 2,5 - 4,6; 20 - 60 min) extrahierter Zuckerriibenpektine
gegen die entsprechenden xgo3-Werte. xg03: 90. Perzentil der TropfengréBenverteilung

Dementsprechend  deuten die Ergebnisse darauf hin, dass das Mw bei
Autoklavenextraktionen, unabhéngig von den exakten Prozessbedingungen, einen
entscheidenden Einfluss auf die Emulgiereigenschaften hat. Im Gegensatz zu saureextrahierten
SBP, bei denen im Bereich von etwa 150 -1200 kDa kein Zusammenhang mit den
Emulgiereigenschaften  zu  beobachten  war,  korrelieren bei den  untersuchten
autoklavenextrahierten SBP im deutlich engeren Bereich von etwa 150 - 300 kDa groBere SBP mit
kleineren stabilisierten TropfengroBen. Zusatzlich zeigen das geringe Mw (100 kDa) sowie die
gravierend schlechteren Emulgiereigenschaften  (xs03: 13,6 um) des durch 60-minutige
Autoklavenbehandlung (pH 4,6) extrahierten SBP an, dass die Unterschreitung eines gewissen Mw
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4.3 Zusammenhange zwischen Molekilstruktur und Emulgiereigenschaften

zu einer sprunghaften Verschlechterung der Emulgiereigenschaften fihrt. Neben der bereits
diskutierten Separation hydrophober und hydrophiler Pektinmotive kdnnte dies auch auf die mit
der geringeren GroBe einhergehende verminderte sterische Stabilisation der Oltropfen
zurlckzuflhren  sein.  Fur  sdureextrahierte  SBP  wurde auch unter  harschen
Extraktionsbedingungen  keine  vergleichbare,  schlagartige  Verschlechterung  der
Emulgiereigenschaften beobachtet. Eine naheliegende Erklarung hierfir konnte sein, dass das Mw
nicht in dem Ausmal reduziert wurde, wie es bei der 60-minttigen Autoklavenextraktion der Fall

war.

Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden, dass ein  moglichst intaktes
GalacturonangrundgeruUst als Bindeglied verschiedener Pektinelemente Voraussetzung fir gute
Emulgiereigenschaften zu sein scheint. Spaltungen des Pektinrlickgrats wirken sich mit
zunehmender Modifizierung starker aus (siehe Abschnitt 4.2.3), vermutlich da die
Wahrscheinlichkeit steigt, dass hydrophobe und hydrophile Fraktionen getrennt werden.
Dementsprechend kénnen auch die Emulgiereigenschaften von autoklavenextrahierten SBP vom
Mw abgeleitet werden.

4.3.3 GEZIELTE MODIFIKATION DER PEKTINSTRUKTUR

Zur Uberpriifung der aufgestellten Struktur-Eigenschaftsbeziehungen wurden verschiedene
methodische Ansatze durchgefiihrt, die eine prazise Modifikation bestimmter Strukturmotive zum
Ziel hatten. Eine anschlieBende Analyse der Emulgiereigenschaften ermoglichte die nahere
Spezifizierung des Einflusses einzelner definierter Strukturparameter auf die funktionalen
Eigenschaften. Neben chemischen Methoden wurden die Strukturmodifikationen vor allem durch
den Einsatz spezifischer Enzyme erreicht. Als Ausgangsmaterial fir die gezielte Modifikation
wurden Pektine ausgewahlt, die unter vergleichsweise milden Bedingungen extrahiert wurden
(80 °C; pH 2f; 1h) und demnach eine lediglich geringfligig modifizierte Molekulstruktur aufweisen.

4.3.3.1 MODIFIKATION DES VERESTERUNGSGRADS DURCH CHEMISCHE ENTESTERUNG

In einem ersten Ansatz wurde der Veresterungsgrad der Pektine modifiziert. Hierzu wurde
eine partielle Verseifung durch Behandlung mit schwacher Natronlauge durchgefihrt. Bei
alkalischen pH-Werten besteht bei hochveresterten Pektinen jedoch die Gefahr einer Spaltung
des Galacturonanriickgrats durch B-Eliminierungsreaktionen. Zur weitgehenden Vermeidung
dieser Reaktionen wurden Vorversuche durchgefiihrt, bei denen die Laugenkonzentration
ermittelt wurde, die gerade ausreichend fir eine partielle Verseifung ist. Zudem wurden die
Pektine unter Eiskihlung behandelt, um das Auftreten von B-Eliminierungsreaktionen weiter zu
minimieren (Albersheim et al 1960). Zur Herstellung von Pektinen mit unterschiedlichen
Veresterungsgraden wurden zwei Verseifungsreaktionen mit einer Laugekonzentration von
3 mmol NaOH/g SBP und einer Behandlungsdauer von 15 bzw. 180 min durchgefiihrt. Zur
Beurteilung der Auswirkung der partiellen Entesterung wurden die modifizierten SBP mit dem
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unmodifizierten Ausgangspektin verglichen. Die Ergebnisse zur strukturellen Zusammensetzung
sowie den Emulgiereigenschaften sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Neben dem
Methylierungs- und Acetylierungsgrad wurden auch der Gehalt an trans-Ferulasdure, das Mw, der
Proteingehalt (Tabelle 13) sowie die Monosaccharidzusammensetzung der Polysaccharidfraktion
(Abbildung 30) analysiert, um auszuschlieBen, dass anderweitige strukturelle Modifikationen
vorliegen.

Tabelle 13: Strukturparameter (n =2 bzw. n=3 fir Mw) und xg3-Werte (n=3) von
Zuckerriibenpektinen vor (Kontrollpektin, KP) und nach 15- bzw. 180-miniitiger Entesterung mit
3 mmol NaOH/g Pektin unter Eiskiihlung (+ Range/2 bzw. Standardabweichung). Das Ausgangspektin
wurde durch  milde Saureextraktion (80 °C; pHZ2; 1h) gewonnen. DAc: Acetylierungsgrad,
DM: Methylierungsgrad, t-FA: trans-Ferulasauregehalt, Mw: Molekulargewicht  (Gewichtsmittel),
x90,3. 90. Perzentil der TropfengroBenverteilung

Inkubationszeit / min
KP 15 180

X903 (Tag 0) / pm 0,80 + 0,01 0,95 £ 0,01 0,95 + 0,02

X903 (Tag 30) / um 0,80 £ 0,01 0,95 £ 0,01 0,98 + 0,02

Mw / kDa 470 + 15 457 + 4 425 + 18
Protein / % 46+ 0,1 48+ 0,1 48+ 0,1
DM / % 741 £1,5 216+ 0,8 14,0 £ 0,7
DAc / % 49,0 + 14 26,4+ 0,5 22,7+ 0,1
t-FA / mg/100 g 790 + 23 733+ 9 72145

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollprobe ist bei beiden Ansatzen eine deutliche
Verringerung des Methylierungs- und Acetylierungsgrads zu sehen. Eine 15-mindtige
Laugenbehandlung resultierte in einer relativen Abnahme des Methylierungsgrads um etwa 71 %
und des Acetylierungsgrads um etwa 46 %. Nach 180-minutiger Behandlung konnte eine weitere
Verringerung der Veresterungsgrade beobachtet werden. Im Vergleich zur Kontrollprobe wurde
der Methylierungsgrad um etwa 81 % und der Acetylierungsgrad um etwa 54 % reduziert. Der
trans-Ferulasauregehalt verringerte sich hingegen nur leicht durch die basische Hydrolyse,
unabhangig von der Behandlungsdauer. Demnach weisen die an verschiedenen Ester
unterschiedliche Stabilitdten gegentber basischen Bedingungen auf, die sich bei geringen
Laugenkonzentrationen deutlich bemerkbar machen. Unter den gegebenen Bedingungen wurde
der Proteingehalt der Pektine ebenfalls nicht beeinflusst. Beim Mw ist eine geringe Abnahme mit
zunehmender Behandlungsdauer erkennbar (Kontrolle: 470 kDa; nach 180 min basischer
Hydrolyse: 430 kDa). Diese Verringerung lasst sich zum Teil durch die Freisetzung von Methanol
bzw. Essigsdure im Zuge der Verseifung erklaren, weshalb es unwahrscheinlich ist, dass vermehrt
B-Eliminierungsreaktionen innerhalb der HG-Abschnitte aufgetreten sind. Dafur spricht auch, dass
im Vergleich zur Kontrollprobe keine héhere Absorption bei einer Wellenldange von 235 nm
gemessen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Ein Anstieg dieser Absorption ware ein Indiz fur
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erhdohte Konzentrationen ungesattigter Verbindungen, die durch B-Eliminierung von
methylveresterten Galacturonsauren entstehen (Albersheim et al 1960). Anhand der
Monosaccharidzusammensetzung konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Zusammensetzung
der Polysaccharide durch das erneute Losen, die Laugenbehandlung sowie das erneute Ausfallen
nur in geringem Umfang modifiziert wurde (Abbildung 30).
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© 60 - 44 47 47 Glucuronsaure
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o [ ] Arabinose
£ 404 [ Rhamnose
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Abbildung  30: Monosaccharidzusammensetzungen von  Zuckerriibenpektinen  vor
(Kontrollpektin, KP) und nach 15- bzw. 180-miniitiger Entesterung mit 3 mmol NaOH/g Pektin unter
Eiskiihlung, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3)

Die Emulgiereigenschaften der mit Natronlauge behandelten Proben verschlechterten sich im
Vergleich zur Kontrollprobe (xs,3: 0,80 um), die fur unterschiedliche Zeitraume behandelten
Proben unterschieden sich allerdings nicht in den ermittelten xq0,3-Werten (jeweils 0,95 um). Diese
Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit den fir den Methylierungs- und Acetylierungsgrad
beobachteten Struktur-Eigenschaftskorrelationen (Abschnitt 4.3.1.2 und Abschnitt 4.3.1.3),
wonach sich hohe Substitutionsgrade tendenziell positiv auf die Emulgiereigenschaften
auswirken. Die Veresterungsgrade scheinen jedoch nicht der primare Faktor fur die Eigenschaften
zu sein, denn trotz stark verringerter Methylierungs- (19 % des Kontrollwerts) und
Acetylierungsgrade (46 % des Kontrollwerts) konnten noch Emulsionen mit xg03-Werten unter
1um stabilisiert werden. Demzufolge bestatigen die erhaltenen Ergebnisse, dass andere
Strukturmerkmale einen groBeren Einfluss auf die Emulgiereigenschaften haben als der
Methylierungs- und Acetylierungsgrad. Dartber hinaus scheint die partielle Verseifung keinen
bedeutenden Einfluss auf die Emulsionsstabilitat zu haben, da bei beiden mit Natronlauge
behandelten Proben kein merklicher Anstieg der TropfengréBe nach 30 Tagen Lagerung
festzustellen ist (Tabelle 13).

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist allerdings zu beachten, dass das Ausgangspektin, im
Gegensatz zu den laugenbehandelten Pektinen, nicht erneut gel6st, ausgefallt und getrocknet
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wurde. Dieser zusatzliche Aufarbeitungsprozess koénnte in geringfligigen Anderungen der
Polymerstruktur resultieren, die sich wiederum auf die Emulgiereigenschaften auswirken kénnten.
Beispielsweise konnte die Temperatureinwirkung im Zuge des Trocknungsprozesses zur
Ausbildung neuer Verknipfungen und damit zu einer moglichen Anderung des
Losungsverhaltens einzelner Molekile bzw. Aggregate fiihren (Wang et al. 2021). Dartber hinaus
muss beachtet werden, dass sich bei den laugenbehandelten Pektinen durch die partielle
Verseifung sowohl die Wechselwirkungen der Polymere untereinander als auch die
Wechselwirkungen zwischen den Pektinen und dem Losungsmittel verdndern kénnen. Dadurch
kdnnte es unter anderem zur Bildung schlecht |6slicher Aggregate oder zu verbesserter
Loslichkeit zuvor schwer 16slicher Strukturkomplexe kommen. Dies kdnnte sich wiederum auf
Strukturparameter wie Mw und auf die funktionellen Eigenschaften auswirken. Auch wenn diese
Effekte nicht auszuschlieBen sind, wirken sie sich jedoch vermutlich nur geringfuigig auf Struktur
und Eigenschaften der untersuchten Pektine aus. Daflr spricht, dass bei den alkalibehandelten
Proben im Vergleich zur Kontrollprobe strukturell fast ausschlieBlich Unterschiede im
Veresterungsgrad auszumachen waren. Insbesondere die lediglich geringfligige Abnahme des
Mw, die zum Teil auf die Abspaltung von Methanol und Essigsaure zurtckzufihren ist, ist ein Indiz
daflr, dass die Auswirkungen des erneuten Ldsens und Ausfdllens bei der Interpretation der
Ergebnisse vernachlassigt werden kénnen.

4.3.3.2 ENZYMATISCHE MODIFIKATION VERSCHIEDENER STRUKTURELEMENTE

Die Uberprifung der Zusammenhénge zwischen den weiteren Strukturmotiven und den
Emulgiereigenschaften erfolgte mithilfe enzymatischer Modifikationen. Hierflr wurden zunachst
kommerzielle Enzyme mit hoher Reinheit eingesetzt, die spezifische Modifikationen der Arabinan-
(endo-a-1,5-L-Arabinanase), Galactan- (endo-B-1,4-D-Galactanase), Protein- (Subtilisin A) bzw.
HG-Fraktion (PGA) oder eine Verringerung des Ferulasauregehalts (Ferulasaureesterase) bewirken
sollten. Wahrend letztgenanntes Enzym die Abspaltung von an Arabinose oder Galactose
gebundenen Ferulasduresubstituenten bewirken soll, hat der Proteaseeinsatz eine Reduzierung
des Proteingehalts zum Ziel. endo-a-1,5-L-Arabinanase und endo-[-1,4-D-Galactanase rufen
zufallige Spaltungen innerhalb der Arabinan- bzw. Galactanhauptkette hervor. Die Abspaltung
oligomerer Arabinane und Galactane flhrt zu niedrigeren Anteilen der jeweiligen Strukturmotive
der neutralen Seitenketten am Gesamtpektin. Der Einsatz von PGA hat wiederum die Spaltung
des Galacturonanrtickgrats zwischen nicht-veresterten Galacturonsaureeinheiten zum Ziel, die in
einer Verringerung des My resultierten sollte.

Die Enzyme wurden in moderaten Konzentrationen eingesetzt, um einen Uberblick zu den
Auswirkungen auf die Eigenschaften zu erhalten und die Auswirkungen maoglicher
Nebenaktivitdten der Enzympraparate zu minimieren. Fur die Inkubationen wurde ein pH-Wert
von 6 gewahlt, um eine Aktivitdt aller Enzym zu gewahrleisten. Eine Inkubation bei diesem
vergleichsweise hohen pH-Wert kdnnte sich, ebenso wie das erneute Losen und Ausfallen, bereits
auf die Pektinstruktur auswirken. Daher wurde ein Kontrollansatz ohne Enzymzugabe mitgefuhrt.
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Die Ergebnisse zur strukturellen Zusammensetzung sowie den Emulgiereigenschaften der
enzymatisch modifizierten SBP sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Strukturparameter (n =2 bzw. n=3 fir Mw) und Xxg3-Werte (n=3) von
Zuckerriibenpektinen nach unterschiedlicher enzymatischer Modifikation (+ Range/2 bzw.
Standardabweichung). Das Ausgangspektin wurde durch milde S&ureextraktion (80 °C; pH 2; 1h)
gewonnen. Zur enzymatischen Modifikation wurden endo-a-1,5-L-Arabinanase (AA, 5 U/g), endo-[3-1,4-D-
Galactanase (GA, 10 U/g), Subtilisin A Protease (PROT, 18 U/g), Ferulasdureesterase (FAE, 0,05 U/g) und
endo-a-1,4-D-Polygalacturonase (PGA, 5 U/g) eingesetzt. Alle Inkubationen erfolgten bei pH 6 und 40 °C
fur 24 h bzw. 1 h (PGA). Die Kontrollprobe (KP) wurde ohne Enzymzugabe unter ansonsten identischen
Bedingungen aufgearbeitet. Mw: Molekulargewicht (Gewichtsmittel), t-FA: trans-Ferulasaure, n.b.: nicht
bestimmt

KP AA GA PROT FAE PGA

Xo03(Tag0) /uym 0,76 £ 002 094 +001 078+002 0,79+001 077+002 0,71+0,01

Xo03(Tag 30) /ym 0,76 £ 0,01 095+0,01 078 +0,02 080+001 077+£001 0,70+0,02

Mw / kDa 758 £ 6 503 + 26 574 + 20 743 £ 7 747 £ 21 660 £ 5
Protein / % 51+ 01 5601 45+0,.2 4,0 £ 0,1 4,9 + 0,1 4,7 £ 01
t-FA / mg/100 g 740 + 4 686 £ 2 n.b. n.b. 728 £ 21 n.b.

Die Inkubation mit Ferulasdureesterase bewirkte keine Veranderung des xgo3-Werts, des
Proteingehalts, des Mw (Tabelle 14) oder der Monosaccharidzusammensetzung (Abbildung 31).
Allerdings kann auch im Vergleich zur Kontrollprobe keine deutliche Verringerung des
Ferulasduregehalts festgestellt werden. Demnach kann anhand des durchgefiihrten Ansatzes
keine Aussage Uber den Einfluss des trans-Ferulasauregehalts auf die Emulgiereigenschaften
getroffen werden. Neben einer zu geringen Konzentration kann die marginale Reduzierung des
Ferulasauregehalts vermutlich auf eine mangelnde Aktivitdt des Enzyms gegenuber
polymergebundener Ferulasdure zurlckzufiihren sein. Insbesondere die Komplexitat der
Arabinan- und AG-I-Motive koénnte die Aktivitat des Enzyms hemmen. Der Proteaseverdau
bewirkte eine Verringerung des Proteingehalts, wahrend das Mw (Tabelle 14) und die
Monosaccharidzusammensetzung (Abbildung 31) vergleichbar mit der Kontrollprobe sind. Da
auch die durchschnittliche stabilisierte TropfengréBe nur marginal zugenommen hat, ist von
keinem entscheidenden Einfluss des Proteingehalts auf die Emulgiereigenschaften auszugehen.
Diese Beobachtung bestatigt die bisherigen Schltsse zum Einfluss des Proteingehalts, der im
Bereich > 2 % keinen positiven Einfluss zu haben scheint. Die Inkubation mit der ausgewahlten
Galactanase bewirkte eine Reduktion des Anteils an Galactose an der Monosaccharidverteilung
von etwa 19 auf 14 mol% (Abbildung 31) sowie eine Verringerung des Mw (Tabelle 14). Die
Emulgiereigenschaften wurden durch die Modifikation jedoch nicht negativ beeinflusst, weshalb
der untergeordnete Einfluss des Galactananteils bestatigt werden kann. Allerdings muss beachtet
werden, dass bei diesem Versuchsansatz lediglich der Anteil B-14-verknUpfter Galactane
verringert wurde. Uber B-1,3-, B-1,6- und B-1,3,6-verkniipfte Galactane und damit auch ber den
Einfluss der AG-Il Motive von SBP kénnen keine Aussagen getroffen werden.
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Abbildung 31: Monosaccharidzusammensetzungen von  Zuckerriibenpektinen nach
unterschiedlichen enzymatischen Modifikationen, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und
TFA-Hydrolyse (n = 3). Das Ausgangspektin wurde durch milde S&ureextraktion (80 °C; pH2; 1h)
gewonnen. Zur enzymatischen Modifikation wurden endo-a-1,5-L-Arabinanase (AA, 5 U/g), endo-[-1,4-D-
Galactanase (GA, 10 U/qg), Subtilisin A Protease (PROT, 18 U/g), Ferulasdureesterase (FAE, 0,05 U/g) und
endo-a-1,4-D-Polygalacturonase (PGA, 5 U/g) eingesetzt. Alle Inkubationen erfolgten bei pH 6 und 40 °C
far 24 h bzw. 1h (PGA). Die Kontrollprobe (KP) wurde ohne Enzymzugabe unter ansonsten identischen
Bedingungen bearbeitet

Im Gegensatz zum Galactanverdau konnte beim arabinanmodifizierten Pektin eine
Verschlechterung des x903-Werts im Vergleich zur Kontrollprobe festgestellt werden (0,94 pym;
Kontrollprobe: 0,76 um). Strukturell konnte neben einer moderaten Verringerung des
Arabinoseanteils (47 mol% zu 37 mol%, Abbildung 31) erwartungsgemaf auch eine Verringerung
des Mw und des trans-Ferulasduregehalts festgestellt werden (Tabelle 14). Die strukturelle
Zusammensetzung zeigt daher an, dass die Inkubation mit endo-a-1,5-L-Arabinanase Spaltungen
innerhalb  der Arabinanfraktion und keine unerwilinschten Modifikationen anderer
Strukturelemente  bewirkt  hat. Dementsprechend kann die aus den  Struktur-
Eigenschaftskorrelationen hervorgegangene Hypothese bestarkt ~ werden,  dass
Arabinanstrukturen einen bedeutenden Anteil an den guten Emulgiereigenschaften von SBP
haben. Allerdings konnte die Verschlechterung der Emulgiereigenschaften durch die Abspaltung
von Arabinoseoligomeren auch auf die einhergehende Verringerung des Mw oder des trans-
Ferulasauregehalts zurlckgefuhrt werden. Gegen das Mw als ursachlichen Strukturparameter
spricht jedoch, dass beim Verdau mit PGA trotz verringertem Mw sogar eine leichte Verbesserung
der Eigenschaften beobachtet werden konnte (xg0,3: 0,71 um; Kontrollprobe: 0,76 um, Tabelle 14).
Die im Vergleich zur Kontrollprobe ahnliche Monosaccharidzusammensetzung zeigt an, dass es
hierbei tatsachlich nur zu vereinzelten Spaltungen des Galacturonanrickgrats gekommen ist und
andere Strukturelemente nicht modifiziert wurden. Allerdings wurde das Mw bei diesem Ansatz
in einem geringeren MafBe reduziert als bei der Inkubation mit endo-a-1,5-L-Arabinanase.
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Inwiefern sich eine vergleichbare Reduzierung des Mw durch eine fortwahrende Spaltung des
Galacturonanruckgrats auswirken wirde, ist unklar.

Zur naheren Spezifizierung des Einflusses der Arabinanstrukturen und des Mw wurden
zusatzliche Enzyminkubationen mit arabinan- und galacturonanspaltenden Praparaten
durchgefihrt.

4.3.3.3 ENZYMATISCHE MODIFIKATION DER ARABINANFRAKTION

Fur eine detailliertere Untersuchung von Pektinen nach einer partiellen Hydrolyse der
Arabinane wurde neben dem Enzym endo-a-1,5-L-Arabinanase auch eine a-L-Arabino-
furanosidase  eingesetzt.  a-L-Arabinofuranosidase  spaltet  vornehmlich  endstédndige
Arabinofuranoseeinheiten ab. Da der grofte Anteil der terminalen Arabinoseeinheiten an
Verzweigungen vorliegt, wird bei der Hydrolyse mit a-L-Arabinofuranosidase ein verstarkter
Abbau der verzweigten Arabinanstrukturen erwartet. Dementsprechend kdnnen Ruckschllsse
Uber den Zusammenhang zwischen dem Verzweigungsgrad und den Emulgiereigenschaften
gezogen werden. Um einen stufenweisen Verlauf der Arabinandegradation abzubilden, wurde fir
beide Enzyme jeweils eine Inkubation mit 10 U/g und mit 40 U/g Pektin durchgefihrt. Die erhdhte
Enzymaktivitat (40 U/g) wurde gewahlt, um eine moglichst vollstandige Spaltung der jeweiligen
Arabinanfraktionen zu erzielen. Die Inkubation mit 10 U/g hatte hingegen lediglich eine partielle
Spaltung der Arabinanstrukturen zum Ziel. Zusatzlich zu den Enzyminkubationen wurde eine
Kontrollprobe ohne Enzymzugabe aufgearbeitet. Alle Inkubationen erfolgten bei 40 °C und pH 4
fur 24 h. Zur strukturellen und funktionellen Charakterisierung der enzymatisch modifizierten
Pektine wurden die Monosaccharidzusammensetzung (Abbildung 32), das My, der Gehalt an
trans-Ferulasaure sowie die Emulgiereigenschaften (Tabelle 15) analysiert.

Der Arabinoseanteil der enzymatisch behandelten Pektine verringerte sich im Vergleich zur
Kontrollprobe deutlich, wobei der Verdau mit a-L-Arabinofuranosidase zu einer starkeren
Verringerung des Arabinoseanteils fuhrte als der Verdau mit endo-a-1,5-L-Arabinanase. Dieses
Ergebnis war zu erwarten, da, wie bereits in Abschnitt 4.2.2.2 diskutiert, mild saureextrahierte
Pektine durch hochverzweigte Arabinanstrukturen gekennzeichnet sind und somit eine Vielzahl
an Angriffspunkten fur die eingesetzte a-L-Arabinofuranosidase bieten. Theoretisch sollten durch
die Verringerung des Arabinoseanteils im Zuge der Enzyminkubation die Anteile der anderen
Monosaccharide proportional zunehmen. Auffallig ist jedoch, dass der Anteil an Galacturonsaure,
unabhangig vom eingesetzten Enzym, in Relation stets etwas starker anstieg als die Anteile an
Galactose und Rhamnose. Beispielhaft kann dies anhand der mit 40 U a-L-Arabinofuranosidase/g
behandelten Probe (AF40) gezeigt werden. Im Vergleich zur Kontrollprobe wurde ein um 85 %
hoherer Galacturonsaureanteil ermittelt, wahrend die Anteile an Rhamnose und Galactose
lediglich um 53 % bzw. 42 % anstiegen. Nichtsdestotrotz ist nicht davon auszugehen, dass es
durch die Enzyminkubationen zu unerwlnschten Modifikationen der Galactan- oder RG-
Fraktionen gekommen ist, da dieser Trend sowohl fur die mit a-L-Arabinofuranosidase als auch
die mit endo-a-1,5-L-Arabinanase modifizierten Pektine zu beobachten war.
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Abbildung 32: Monosaccharidzusammensetzungen von  Zuckerrilbbenpektinen nach
enzymatischer Modifikation mit endo-a-1,5-L-Arabinanase (AA10: 10 U/g; AA40: 40 U/g) und
o-L-Arabinofuranosidase (AF10: 10 U/g; AF40: 40 U/g), bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse
und TFA-Hydrolyse (n = 3). Das Ausgangspektin wurde durch milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1h)
gewonnen. Der enzymatische Verdau erfolgte bei pH 4 und 40 °C fur 24 h. Die Kontrollprobe (KP) wurde
ohne Enzymzugabe unter ansonsten identischen Bedingungen bearbeitet

Demnach sind die beobachteten Veranderungen der Pektinstruktur und insbesondere des
Mw auf die jeweiligen Modifikationen der Arabinanfraktion zurtckzufihren (Tabelle 15). Fur die
modifizierten Pektine konnten mit zunehmenden Arabinanabbau geringere Mw festgestellt
werden. Die Verringerung des Mw ist bei den mit endo-a-1,5-L-Arabinanase behandelten Proben
sowohl bei 10 U/g (AA10) als auch bei 40 U/g (AA40) moderat. Auch das mit 10 U/g a-L-
Arabinofuranosidase behandelte SBP (AF10) weist, analog zu den &hnlich hohen
Arabinoseanteilen, ein zur Probe AA40 vergleichbares My auf. Eine auffallig starke Abnahme des
Mw ist jedoch zwischen den mit unterschiedlichen Aktivitaten an a-L-Arabinofuranosidase
behandelten Pektinen ersichtlich. Mit 183 kDa ist das My des mit 40 U/g behandelten SBP (AF40)
nur noch etwa halb so hoch wie das Mw von AF10 (379 kDa).

Die mit endo-a-1,5-L-Arabinanase behandelten Proben wiesen erwartungsgemaB3 im
Vergleich zur Kontrollprobe mit ansteigender Enzymaktivitdt zunehmend niedrigere trans-
Ferulasauregehalte auf (AA10: -9 %; AF40: -19 %), was auf die Abspaltung ferulasdurehaltiger
Arabinanoligosaccharide durch die induzierten zufélligen Spaltungen der Arabinanhauptkette
zurlckzufUhren ist. Der trans-Ferulasauregehalt der Probe AF10 ist hingegen identisch zur
Kontrollprobe. Bei der erhdhten a-L-Arabinofuranosidasekonzentration (AF40) konnte jedoch
eine Verringerung des trans-Ferulasauregehalts beobachtet werden (-12 %). Da AF40 im Vergleich
zu AF10, wie bereits diskutiert, auch ein deutlich niedrigeres My aufweist, konnte eine nicht-
erwlinschte endo-a-1,5-L-Arabinanase-Aktivitdt des o-L-Arabinofuranosidase Praparats zum
Tragen gekommen sein. Die im Vergleich zu AA10 bzw. AA40 deutlichere Reduktion des Mw
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konnte damit erklart werden, dass die Arabinankette bei AF40 durch a-L-Arabinofuranosidase
weitgehend linearisiert vorliegt und demnach eine geringere Hinderung der endo-a-1,5-L-
Arabinanase-Aktivitat durch verzweigte Arabinoseeinheiten gegeben ist. Die Verringerung des
trans-Ferulasduregehalts konnte allerdings auch auf eine nicht spezifizierte Aktivitadt des Enzyms
gegenuber ferulasauresubstituierten Arabinofuranoseeinheiten zuriickzuftihren sein, was bereits
fur aus anderen Organismen gewonnene a-L-Arabinofuranosidasen an Arabinoxylanen gezeigt
werden konnte (Schendel et al. 2016).

Tabelle 15: Strukturparameter (n=2 bzw. n=3 fir Mw) und xg3-Werte (n=3) von
Zuckerriibenpektinen nach enzymatischer Modifikation mit endo-a-1,5-L-Arabinanase (AA10: 10 U/g;
AA40: 40 U/g) und a-L-Arabinofuranosidase (AF10:10 U/g; AF40: 40 U/g) (+ Range/2 bzw.
Standardabweichung). Das Ausgangspektin wurde durch milde S&aureextraktion (80 °C; pH2; 1h)
gewonnen. Der enzymatische Verdau erfolgte bei pH 4 und 40 °C fur 24 h. Die Kontrollprobe (KP) wurde
ohne Enzymzugabe unter ansonsten identischen Bedingungen bearbeitet. Mw: Molekulargewicht
(Gewichtsmittel), t-FA: trans-Ferulasaure

KP AA10 AA40 AF10 AF40

X903 (Tag 0) /um 082+0,01 09 +0,01 105+001 094 +001 120 +0,01

X903 (Tag 30) /ym 0,83 +001 097001 109+001 095+£001 128 +0,06

Mw / kDa 529 + 27 467 + 12 392 £ 14 379+ 9 183 £ 5

t-FA / mg/100 g 742 + 1 673 +8 604 + 15 741+ 2 651+ 2

Die ermittelten xq03-Werte verschlechterten sich bei allen enzymatisch behandelten Proben
in Relation zur Kontrollprobe. Zudem konnte fur beide Enzyme eine Erhéhung der mittleren
TropfengroBe bei erhdhter Enzymaktivitdt beobachtet werden. Bei den mit endo-o-1,5-L-
Arabinanase inkubierten Pektinen erhohten sich die mittleren Tropfengréfen sukzessive und in
Ubereinstimmung mit verringerten Arabinoseanteilen, trans-Ferulasduregehalten und M. Die
Anderungen des Mw und des trans-Ferulasauregehalts sind jedoch im Vergleich zur relativen
Verringerung des Arabinoseanteils nur gering bis moderat. Wie aus den in Abschnitt 4.3.1.8 bzw.
4319 diskutierten Struktur-Eigenschaftskorrelationen ersichtlich ist, haben geringflgige
Anderungen dieser Parameter vermutlich keinen merklichen Effekt auf die Emulgiereigenschaften.
Daher deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Anderung der Eigenschaften auf den Einfluss
der Arabinanstrukturen an sich zurlckzufihren ist. Bei den mit o-L-Arabinofuranosidase
inkubierten Pektinen konnte bei der geringeren Enzymaktivitdt (AF10) eine Abnahme des
Arabinoseanteils, des Mw und des x9,3-Werts festgestellt werden. Der trans-Ferulasauregehalt ist
hingegen beinahe identisch zu dem Gehalt in der Kontrollprobe. Diese Beobachtung bestarkt die
in Abschnitt 4.3.1.9 diskutierte Hypothese eines untergeordneten Einflusses des trans-
Ferulasduregehalts auf die Emulgiereigenschaften. Allerdings scheint auch der Arabinoseanteil
nicht der alleinig ausschlaggebende Parameter zu sein, da bei AF10 trotz des stark reduzierten
Anteils von 19 mol% lediglich eine vergleichsweise moderate Verschlechterung der Eigenschaften
eingetreten ist. Ahnliche Emulgiereigenschaften konnten auch fir AA10 mit einem Arabinoseanteil
von 29 mol% bestimmt werden. AA40 weist ebenfalls einen héheren Arabinoseanteil als AF10 auf
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(23 mol%), ist aber durch schlechtere Emulgiereigenschaften gekennzeichnet. Eine maogliche
Erklarung fur diese beiden Beobachtungen kénnte die Arabinanarchitektur der unterschiedlich
modifizierten SBP sein. Um den Einfluss des Verzweigungsgrads und der Kettenlange der
Arabinane zu untersuchen, wurden die glykosidischen Bindungsverhaltnisse der enzymatisch
modifizierten Pektine mittels Methylierungsanalyse bestimmt (Tabelle 16).

Tabelle 16: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol%) der enzymatisch mit endo-a-1,5-L-
Arabinanase (AA10: 10 U/g; AA40: 40 U/g) bzw. a-L-Arabinofuranosidase (AF10: 10 U/g; AF40: 40 U/g)
modifizierten Pektine, bestimmt mittels Methylierungsanalyse (n = 2). Das Ausgangspektin wurde durch
milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen. Der enzymatische Verdau erfolgte bei pH 4 und 40 °C
far 24 h. Die Kontrollprobe (KP) wurde ohne Enzymzugabe unter ansonsten identischen Bedingungen
bearbeitet. Auszugsweise Darstellung der Mittelwerte (n =2) der Arabinose-, Galactose- und
Rhamnosebindungstypen. Fur die vollstandige Tabelle (inkl. Range/2) wird auf den Anhang verwiesen
(Tabelle 33). Die Anteile sind bezogen auf die Gesamtheit aller Bindungstypen (%Ges) sowie auf den Anteil
am jeweiligen Monosaccharid (%Ara, %Gal, %Rha) dargestellt. AA: endo-a-1,5-L-Arabinanase, AF: o-L-
Arabinofuranosidase, Ara: Arabinose, f: Furanose, Gal: Galactose, p: Pyranose, Rha: Rhamnose, t: terminal

Glykosidische KP AA10 AA40 AF10 AF40
Bindungstypen | %Ges %Ara | %Ges %Ara | %Ges %Ara | %Ges %Ara | %Ges %Ara
t-Araf 280 367 | 264 417 24,6 44,6 8,7 19,3 7.1 31,0
t-Arap 0,5 0,7 0,7 1,1 0,8 1,5 1,1 2,4 1,8 7,9
1,2-Araf 0,7 09 1,0 1,6 14 2,5 1,5 33 1,7 7,4
1,3-Araf 1,8 2,4 2,0 3.2 17 3,1 09 2,0 14 6,1
1,5-Araf 22,5 295 15,5 24,5 13,3 241 29,7 66,0 9,8 42,8
1,3,5-Araf | 17,3 22,7 12,0 19,0 8,0 14,5 17 3,8 08 3,5
1,2,5-Araf 1,8 2,4 21 33 2,7 4,9 0,7 1,6 02 09
12,3,5-Araf | 3,6 4,7 3,6 5,7 2,6 4,7 0,7 1.6 0,1 04
%Ges %Gal | %Ges %Gal | %Ges %Gal | %Ges %Gal | %Ges %Gal
t-Galp 4,0 25,2 6,7 27,1 8,4 27,0 10,7 32,1 17,3 34,7
1,3-Galp 1,6 10,1 2,3 93 2,8 9,0 1,7 5,1 1,2 2,4
1,4-Galp 4,6 289 71 28,7 93 299 10,1 30,3 15,8 31,7
Gal 1,6-Galp 2,6 16,4 3,8 15,4 4,6 14,8 7,0 21,0 1,3 22,6
1,2,4-Galp 0,2 13 03 1,2 04 13 03 0,9 0,7 14
1,3,4-Galp 04 2,5 0,7 2,8 1,0 32 09 2,7 14 2,8
1,3,6-Galp 2,5 15,7 3,8 15,4 4,6 14,8 2,6 78 2,2 4,4
%Ges %Rha | %Ges %Rha | %Ges %Rha | %Ges %Rha | %Ges %Rha
1,2-Rhap 2,1 45,7 33 45,2 39 42,9 4,9 45,0 7.8 451
1,2,4-Rhap 2,5 54,3 4,0 54,8 5.2 57,1 6,0 55,0 9,5 54,9

In der Arabinanfraktion der mit endo-a-1,5-L-Arabinanase behandelten Proben ist bei beiden
Enzymaktivitdten ein dhnlicher Trend bei den glykosidischen Bindungsverhaltnissen erkennbar.
Der starkste Ruckgang ist bei den 1,5- und 1,3,5-verknlpften Arabinoseeinheiten zu beobachten,
was auf die durch die zufallige Spaltung der Arabinanhauptkette bedingte Freisetzung von
(verzweigte) Arabinanoligosacchariden zurlckzufihren ist. Allerdings sind auch nach 24 h
Inkubation mit 40 U/g noch 13,3 mol% 1,5-verknipfte Arabinose bzw. 8,0 mol% 1,3,5-verknUpfte
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Arabinose vorzufinden. Der unvollstdndige Verdau ist vermutlich neben der Substitution mit
Ferulasdure auf den hohen Verzweigungsgrad zurlckzuflhren, sodass keine fur den endo-
Mechanismus des Enzyms hinreichend langen Abschnitte 1,5-verknlpfter Arabinoseeinheiten in
der verbleibenden Arabinanfraktion vorliegen. Das Verhaltnis aus 1,5- und 1,3,5-vernipften
Arabinoseeinheiten ist bei der Kontrollprobe und AA10 identisch (jeweils 1,3) und steigt erst bei
der erhdhten Enzymaktivitat (AA40) moderat (1,7). Da die Arabinoseanteile sukzessive abnahmen
(Abbildung 32), kann darauf geschlossen werden, dass die Kettenlange zwar abnimmt, sich der
strukturelle Aufbau jedoch nicht grundlegend veréndert.

Bei den mit a-L-Arabinofuranosidase verdauten SBP konnte fur AF10 im Vergleich zur
Kontrollprobe erwartungsgemal ein starker Rickgang an terminaler (28,0 zu 8,7 mol%),
1,3,5- (17,3 zu 1,7 mol%), 1,2,5- (1,8 zu 0,7 mol%) und 1,2,3,5- (3,6 zu 0,7 mol%) verknlpften
Arabinoseeinheiten beobachtet werden. Dementsprechend ist ein GroBteil der Verzweigungen
abgespalten worden, sodass die Arabinane vorwiegend als lineare Ketten vorliegen. Durch die
Inkubation mit erhdhter Enzymaktivitdt (AF40) ist eine weitere Abnahme der verzweigten
Arabinosen erkennbar. Wahrend der Anteil terminaler Arabinose moderat abnimmt (8,7 zu
7,1 mol%), geht der Anteil 1,5-verknUpfter Arabinose deutlich zurtck (29,7 mol% zu 9,8 mol%). Da
auch der durch Monosaccharidanalyse bestimmte Arabinoseanteil von 19 mol% (AF10) auf 8 mol%
(AF40) verringert wird, ist davon auszugehen, dass die Lange der Arabinanketten deutlich
reduziert wird. Dementsprechend ist die Arabinanfraktion von AF40 groBtenteils aus kurzen, kaum
verzweigten Arabinanen zusammengesetzt.

In der Galactanfraktion zeigen die relativen Verhaltnisse, dass der Verdau mit endo-a-1,5-L-
Arabinanase im Vergleich zur Kontrollprobe keine Verdnderungen hervorruft. Die Behandlung mit
a-L-Arabinofuranosidase fuhrt hingegen zu einer Abnahme des relativen Anteils an
1,3,6-Galactose von 15,7 % (Kontrolle) auf 7,8 % (AF10) bzw. 4,4 % (AF40), die durch die
Abspaltung endstandiger Arabinoseeinheiten innerhalb der AG-II-Fraktion zu erklaren ist. Bei
Betrachtung der relativen Anteile von 1,2- und 1,2,4-verknipften Rhamnoseeinheiten (43 - 46 %
bzw. 54 - 57 %) ist ersichtlich, dass die Enzymbehandlungen mit endo-a-1,5-L-Arabinanase und
a-L-Arabinofuranosidase, unabhangig von der Konzentration, nicht in einer Modifikation des
Substitutionsgrads des RG-I-Ruckgrats resultieren.

Zur weiteren  Charakterisierung der Arabinanstrukturen wurde zusatzlich ein
Screeningverfahren nach Wefers und Bunzel eingesetzt, bei dem die Arabinane durch
Behandlung mit endo-a-1,5-L-Arabinanase in charakteristische Oligosaccharide gespalten
werden, die mittels HPAEC-PAD(/MS) identifiziert und semiquantitativ erfasst werden (Wefers und
Bunzel 2016a). Mithilfe dieser Methode kdnnen zusatzliche Strukturinformationen gewonnen
werden, insbesondere Uber das Substitutionsmuster der Arabinanfraktion. Die Ergebnisse dieser
Analyse sind in Abbildung 33 sowohl als relative molare Anteile (links) als auch als absolute
Massekonzentrationen  (rechts)  dargestellt. ~ Die  Strukturen  der  freigesetzten
Arabinanoligosaccharide sind im Anhang abgebildet (Abbildung 40 (Hauptprodukte) und
Abbildung 41 (Nebenprodukte)).
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Abbildung 33: Relative Anteile (mol%, links) und absolute Gehalte (mg/L, rechts) an
Arabinanoligosacchariden nach Inkubation mit endo-a-1,5-L-Arabinanase (AA; 200 U/g; 24 h; 40 °C)
der enzymatisch mit AA bzw. a-L-Arabinofuranosidase (AF) modifizierten Pektine. Die eingesetzten
Pektine wurden zuvor fur 24 h bei 40 °C mit 10 U/g (AA10, AF10) bzw. 40 U/g (AA40, AF40) der jeweiligen
Enzyme inkubiert. Die Kontrollprobe (KP) wurde unter gleichen Bedingungen ohne Enzymzugabe
behandelt. Die Nomenklatur der charakteristischen Arabinanoligosaccharide erfolgt nach Wefers und
Bunzel (2016a). Die Strukturen der Arabinanoligosaccharide sind im Anhang in Abbildung 40
(Hauptprodukte) bzw. Abbildung 41 (Nebenprodukte) dargestellt

In den untersuchten SBP konnten neben dem Dimer A-2a, das aus unverzweigten Abschnitten
des Arabinanrickgrats freigesetzt wird, auch eine Vielzahl héhermolekularer und verzweigter
Arabinanoligosaccharide  festgestellt werden, was abermals die Komplexitdt der
Arabinanstrukturen von SBP hervorhebt. Die Freisetzung dieser und ahnlicher Arabinan-
oligosaccharide aus Zuckerriben wurde bereits in der Literatur beschrieben (Westphal et al.

2010b; Wefers und Bunzel 2016a).

Die relativen Anteile der aus der Kontrollprobe und den zuvor mit endo-a-1,5-L-Arabinanase
behandelten SBP freigesetzten Arabinanoligosaccharide sind vergleichbar (Abbildung 33, links),
wahrend die absolut freigesetzte Menge an Oligosacchariden erwartungsgemaf bei AA10 und
AA40 deutlich geringer ist (Abbildung 33, rechts). Neben A-2a sind das Tetramer A-4a sowie das
Heptamer A-7b die quantitativ bedeutendsten Oligomere, insbesondere unter Berlcksichtigung
der Tatsache, dass das Trimer A-3b bzw. das Hexamer A-6b ebenfalls in hohen Anteilen
vorzufinden sind. Diese beiden Fragmente sind, ebenso wie A-4a bzw. A-7b, durch eine bzw. zwei
Substitutionen des Arabinanrickgrats an Position O3 charakterisiert und kénnten aufgrund einer
a-L-Arabinofuranosidase Nebenaktivitat des eingesetzten Enzympraparats aus A-4a (A-3b) bzw.
A-7b (A-6b) gebildet werden. Es ist jedoch auch mdglich, dass diese Arabinanoligosaccharide
bereits im Zuge des Saureextraktionsverfahrens derart modifiziert wurden.
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Zusatzlich zu diesen alternierend an Position O3 substituierten Arabinanoligosacchariden
konnten auch Oligomere mit benachbarten O3-Substitutionen (A-6a) oder mit doppelt
substituierten Rickgrateinheiten (O2 und O3, A-5a) nachgewiesen werden. Insbesondere bei
Betrachtung der Massekonzentrationen ist somit ersichtlich, dass der Uberwiegende Teil der aus
der Kontrollprobe, AA10 und AA40 freigesetzten Arabinose auf (hoch-) verzweigte
Arabinanoligosaccharide zurtickzufthren ist. Dabei scheinen die Verzweigungen so Uber das
Arabinanrlckgrat verteilt zu sein, dass es nur kurze unverzweigte Abschnitte gibt. Die
Verzweigungen erfolgen meist Uber Position O3, wobei substituierte und unsubstituierte
Arabinoseeinheiten oft alternierend aufeinanderfolgen. Einschrankend muss jedoch bedacht
werden, dass die tatsachliche Arabinanstruktur hiervon abweichen kénnte, da methodisch bedingt
keine Aussagen Uber enzymatisch nicht-zugéngliche Arabinane sowie Uber maoglicherweise
freigesetzte hoéhermolekulare Oligosaccharide (DP > 7) getroffen werden koénnen. Da die
Ergebnisse der Methylierungsanalyse jedoch auf vergleichbare Anteile der unterschiedlichen
glykosidischen Bindungstypen hinweisen, kann davon ausgegangen werden, dass die diskutierte
Arabinanstruktur reprasentativ fur die tatsachlich in SBP vorliegende Arabinanarchitektur ist.

Bei den zuvor mit a-L-Arabinofuranosidase inkubierten Pektinen wird die Verteilung der
gebildeten Arabinanoligosaccharide erwartungsgemda3 von A-2a dominiert (Abbildung 33).
Daneben kénnen lediglich geringe Mengen der verzweigten, niedermolekularen Oligomere A-3a,
A-3b und A-4a beobachtet werden. Dementsprechend kdnnen die Ergebnisse der
Methylierungsanalyse bestatigt werden, dass ein GroBteil der Verzweigungen durch die
vorhergehende Inkubation mit a-L-Arabinofuranosidase abgebaut wurde. Zudem kann bestatigt
werden, dass die Arabinanstruktur von AF40 groBtenteils aus linearen und kurzen Bruchstlicken
besteht, da durch den Verdau mit endo-a-1,5-L-Arabinanase nur noch geringe absolute Mengen
an Oligosacchariden freigesetzt werden konnten (Abbildung 33, rechts).

Basierend auf der detaillierten Analyse der Arabinanstruktur kénnen Schlussfolgerungen tber
die Zusammenhéange zwischen der Arabinanarchitektur und den Emulgiereigenschaften gezogen
werden. Die Eigenschaften von AA10 und AA40 wurden schlechter, obwohl sich lediglich die
Kettenlange verandert hat und die Verzweigungen sowie der prinzipielle Arabinanaufbau
weitestgehend  konserviert wurden. Der Abbau von Verzweigungen durch o-L-
Arabinofuranosidase  fihrte ebenfalls zu einer merklichen Verschlechterung der
Emulgiereigenschaften, obwohl die Kettenldnge des Arabinanrickgrats bei AF10 vermutlich nicht
deutlich modifiziert wurde. Der Vergleich von AF10 und AA40 lasst jedoch vermuten, dass die
Kettenlange eine groBere Bedeutung fur die Emulgiereigenschaften hat als der Grad der
Verzweigung; trotz geringerem Arabinosegehalt weist AF10 (lange, unverzweigte Ketten) bessere
Eigenschaften auf als AA40 (kurze, verzweigte Ketten). Fir einen Einfluss der Arabinankettenlange
sprechen auch die im Vergleich zu AF10 deutlich schlechteren Emulgiereigenschaften von AF40
(kurze, unverzweigte Ketten). Dementsprechend kann geschlussfolgert werden, dass neben dem
Arabinananteil auch der strukturelle Aufbau der Arabinanfraktion Einfluss auf die
Emulgiereigenschaften von SBP hat. Die Emulsionstabilitat scheint hingegen hdchstens
geringfligig durch den Arabinangehalt bzw. dessen Feinstruktur beeinflusst zu werden, da bei
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keiner der Proben ein wesentlicher Anstieg der TropfengréBe nach 30 Tagen Lagerung festgestellt
werden konnte (Tabelle 15).

4.3.3.4 ENZYMATISCHE MODIFIKATION DER GALACTURONANFRAKTION

Die Modifikation des Galacturonanrickgrats erfolgte mithilfe zweier Enzympraparate, die von
der Erbsloh Geisenheim GmbH im Rahmen des AiF-Projekts 20218 N bereitgestellt wurden.
Neben einer PGA, die zwischen nicht-methylveresterten Galacturonsduremonomeren spaltet,
wurde eine PLY eingesetzt, die Uber einen Eliminierungsmechanismus an methylveresterten
Galacturonséureeinheiten das Pektinrlickgrat spalten kann. Uber den kombinierten Ansatz wird
gewahrleistet, dass es Uber das gesamte Galacturonanriickgrat hinweg zu zufélligen Spaltungen
kommen kann. Als Ausgangsmaterial fir die enzymatische Modifikation  des
Galacturonanruckgrats wurde die gleiche Charge des Pektins ausgewahlt, die auch fur die
Inkubation mit a-L-Arabinofuranosidase und endo-a-1,5-L-Arabinanase eingesetzt wurde. Ein
partieller Abbau des Galacturonanrickgrats sollte durch unterschiedliche Inkubationszeiten
(0, 20, 60, 180 min) bei pH 3,5 und 40 °C realisiert werden. Die Ergebnisse der Struktur- und
Eigenschaftscharakterisierung der nach Hitzeinaktivierung und IPA-Prazipitation gewonnenen
Pektine sind in Tabelle 17 dargestellt. Neben der Monosaccharidzusammensetzung (Abbildung
34), den Emulgiereigenschaften und dem Mw wurde auch der Methylierungs- und
Acetylierungsgrad analysiert.

Tabelle 17: Prazipitatausbeuten (n = 1), Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 fiir Mw) und xgg3-
Werte (n = 3) von Zuckerriibenpektinen nach enzymatischer Behandlung mit Polygalacturonase und
Pektinlyase (+ Range/2 bzw. Standardabweichung). Das Ausgangspektin wurde durch milde
Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen. Der enzymatische Verdau erfolgte bei pH 3,5 und 40 °C fir
20, 60 bzw. 180 min. Die Kontrollprobe (KP) wurde unter gleichen Bedingungen lber 180 min ohne
Enzymzugabe behandelt. DAc: Acetylierungsgrad, DM: Methylierungsgrad, Mw: Molekulargewicht
(Gewichtsmittel), t-FA: trans-Ferulasduregehalt, xg03: 90. Perzentil der TropfengroéBenverteilung

Inkubationszeit / min

KP 20 60 180
Prazipitatausbeute / % 94 80 73 49
Xgq5 (Tag 0) / pm 080+001 079+003 106002 328 +0M

Xg03 (Tag 30) / pm 080+001 081+002 111+001 543+022

M,, / kDa 520 + 22 390 £ 8 317 £ 9 221+ 17
DM / % 64,8 + 0,7 581+1.2 48,6 + 0,1 440+0,3
DAc/ % 429 + 01 439+0,7 412 +0,5 457 + 0,1

Neben der Prazipitatausbeute nimmt auch das Mw der modifizierten Pektine mit
zunehmender Inkubationsdauer von 520 kDa (t = 0 min) sukzessive auf 221 kDa (t = 180 min) ab.
Die Monosaccharidzusammensetzungen der vier Pektine unterscheiden sich trotzdem nur in
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geringem Umfang. Somit wurde das Mw erfolgreich gesenkt, ohne die Neutralzuckerfraktion
signifikant zu modifizieren (Abbildung 34). Allerdings sind die im Vergleich zur Kontrollprobe
leicht erhdhten Galacturonsaureanteile der enzymatisch behandelten SBP aufféllig, da von einer
leichten Verringerung durch die Abtrennung freigesetzter Galacturonsaureoligosaccharide
auszugehen war. Dass dennoch hohere Galacturonsdureanteile festgestellt wurden, st
moglicherweise auf eine verbesserte Spaltung und Erfassung galacturonsaurehaltiger Strukturen
im Rahmen der Methanolyse durch die vorhergehende enzymatische Modifikation
zurUckzufuhren. Der Acetylierungsgrad wird durch die Enzyminkubation nicht verandert. Beim
Grad der Methylveresterung ist hingegen eine mit zunehmender Inkubationszeit fortschreitende
Abnahme zu beobachten (KP: 65 %; t =180 min: 44 %), was wahrscheinlich auf eine
Methylesterase-Nebenaktivitat des PGA-Praparats zurlickzufihren ist (mdndliche Mitteilung Fa.
Erbsloh Geisenheim GmbH). Der Einfluss des Methylierungsgrads auf die Emulgiereigenschaften
kann bei einer Verringerung in diesem AusmaB als vernachldssigbar angesehen werden
(s. Abschnitt 4.3.1.2 und 4.3.3.1).
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Abbildung 34: Monosaccharidzusammensetzungen von  Zuckerriibenpektinen nach
enzymatischer Modifikation mit Polygalacturonase und Pektinlyase (Fa. Erbsloh Geisenheim),
bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3). Das Ausgangspektin wurde
durch milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen. Der enzymatische Verdau erfolgte bei pH 3,5 und
40 °C fur 20, 60 bzw. 180 min. Die Kontrollprobe (KP) wurde unter gleichen Bedingungen tber 180 min
ohne Enzymzugabe behandelt

Die beim Vorversuch mit einem anderen PGA-Praparat festgestellte leichte Verbesserung der
Emulgiereigenschaften (Abschnitt 4.3.3.2) konnte bei den mit PGA und PLY behandelten Proben
nicht beobachtet werden. Die xg03-Werte der Kontrollprobe und der Probe nach 20-mindtiger
Inkubation mit PGA und PLY zeigten zwar keine signifikante Verbesserung, aber auch keine
Verschlechterung der Eigenschaften. Erklart werden kann dies zum einen durch die im Vorversuch
eingesetzten milderen Inkubationsbedingungen, die in einer geringeren Reduzierung des Mw
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resultierten (760 auf 660 kDa). Zum anderen kénnte auch das hdhere absolute Mw des Ausgangs-
bzw. Kontrollpektins beim Vorversuch eine Erklarung darstellen. Wie der in Abschnitt 4.3.1.8
diskutierten Auftragung des Mw gegen die Emulsionstropfengréf3e entnommen werden kann,
weisen alle SBP mit Mw > 650 kDa sehr gute Emulgiereigenschaften auf (xq03-Werte <1 um). In
diesem hohen  Molekulargewichtsbereich  scheint demnach eine Spaltung des
Galacturonanrickgrats zunachst zu einer leichten Verbesserung der Eigenschaften zu fuhren,
womaoglich aufgrund der verbesserten Adsorptionskinetik wahrend des Emulgiervorgangs. Mit
fortschreitender PGA- und/oder PLY-Aktivitdt kommt es dann allerdings zu einer Trendumkehr
und stetig schlechteren Emulgiereigenschaften. Zu beobachten ist dieser Sachverhalt an den fur
60 bzw. 180 min inkubierten SBP. Mit xg03-Werten von 1,06 bzw. 3,28 um ist eine drastische
Erhéhung der stabilisierten TropfengréBe messbar. Darlber hinaus kann bei dem fur 180 min
inkubierten SBP als einzigem der modifizierten Pektine auch eine deutliche Abnahme der
Emulsionsstabilitat festgestellt werden, da die Emulsionstropfengrée nach 30 Tagen Lagerung
stark anstieg (xe3: 543 upm). Dementsprechend wird bestdtigt, dass ein gewisses
GalacturonangerUst eine Grundvoraussetzung fur gute Emulgiereigenschaften von SBP ist.
Vermutlich ist dies darauf zurlickzufihren, dass mit fortschreitender Spaltung des
Galacturonanruckgrats eine Trennung von HG- und RG-Fraktionen wahrscheinlicher wird.
Solange jedoch ein ausreichendes HG-RG-Netzwerk vorliegt, haben Anderungen des Mw
offensichtlich keine deutlichen Auswirkungen auf die Emulgiereigenschaften von SBP.

Ein Vergleich der My der HG-modifizierten SBP und der Arabinan-modifizierten SBP (Tabelle
15) verdeutlicht den unterschiedlichen Effekt der Spaltung verschiedener Strukturmotive.
Wahrend beispielsweise das mit 40 U/g a-L-Arabinofuranosidase behandelte Pektin (AF40) bei
einem My von 180 kDa einen xg0,3 von 1,20 um aufweist, ist der xg03 des 180 min mit PGA und PLY
behandelten Pektins mit 3,28 um trotz des groBeren Mw (220 kDa) bedeutend hoher. Ein
kontrares Bild ergibt sich hingegen fir die Proben AA40 und AF10: im Vergleich zum 20 min mit
PGA und PLY behandelten Pektin wurden bei vergleichbaren Mw (380 - 390 kDa) gréRere mittlere
TropfengréBen stabilisiert.

Dementsprechend kann festgehalten werden, dass Uber das Mw, ebenso wie Uber den
Arabinosegehalt, nur unter bestimmten Voraussetzungen Aussagen Uber die
Emulgiereigenschaften von SBP getroffen werden koénnen. Die Emulgiereigenschaften sind
lediglich bei SBP, bei denen das Galacturonanrtickgrat modifiziert wurde, von der Art und Anzahl
der Verkntpfungen zwischen den unterschiedlichen Strukturblécken und damit indirekt vom Mw
abhangig. Jedoch gilt dies auch nur bei einer massiven Modifikation des Galacturonanriickgrats;
vereinzelte Spaltungen im HG beeinflussen die Emulgiereigenschaften nicht, sofern das Mw der
Pektineinheiten nur leicht reduziert wird. Gehaufte Spaltungen des Galacturonanriickgrats treten
allerdings auch nur beim Einsatz spezieller Verfahren (z.B. Autoklavenbehandlung bei pH > 4) auf.
Ublicherweise werden Pektine mittels Saureextraktionsverfahren gewonnen, die hauptsachlich
Modifikationen der neutralen Seitenketten und kaum Veranderungen in der Galacturonanfraktion
zur Folge haben. Bei sdureextrahierten SBP spielt das Mw eine untergeordnete Rolle und die
Emulgiereigenschaften sind maBgeblich vom Arabinananteil und dessen strukturellem Aufbau
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abhéangig (siehe Abschnitt 4.3.3.3). Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass SBP fur
hervorragende phasenvermittelnde Eigenschaften sowohl Uber ein maoglichst intaktes
Galacturonanruckgrat als auch Uber eine ausgepragte Arabinanfraktion (hohe Kettenldnge, hoher
Verzweigungsgrad) verfligen mussen.

4.4 UNTERSUCHUNG WEITERER PFLANZLICHER AUSGANGSMATERIALIEN

Nachdem das hohe Potential von SBP als Emulgator aufgezeigt wurde, sollte Uberprift
werden, inwiefern weitere regional anfallende Industrienebenprodukte als Rohstoffe zur
Extraktion von Pektinen mit guten Emulgiereigenschaften geeignet sind. So wurden
Kartoffelpllpe, Weintrauben- und Karottentrester als Ausgangsprodukte zur Pektinextraktion
verwendet. Zum Vergleich mit bewahrten Pektinrohstoffen wurden zudem Pektine aus Apfel- und
Citrustrester extrahiert. Alle Pektine wurden unter gleichen Bedingungen aus den genannten
Rohstoffen gewonnen. Daflir wurde eine milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1h) gewahlt, da
dieses Verfahren bei Zuckerribenschnitzeln in einer hohen Ausbeute an Pektinen mit
hervorragenden Emulgiereigenschaften resultierte. Die extrahierten Pektine wurden
strukturcharakterisiert und hinsichtlich ihrer Emulgiereigenschaften untersucht. Die Ergebnisse
der Analysen sind Tabelle 18 zu entnehmen.

Tabelle 18: Pektinausbeuten (n = 2), Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 fiir Mw) und xgo,3-Werte
(n=3) von aus unterschiedlichen Rohstoffen extrahierten Pektinen (+ Range/2 bzw.
Standardabweichung). Alle Pektine wurden durch milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1h) gewonnen.
AT: Apfeltrester, CT: Citrustrester, DAc: Acetylierungsgrad, DM: Methylierungsgrad, KP: Kartoffelpulpe,
KT: Karottentrester, My: Molekulargewicht (Gewichtsmittel), SB: Zuckerribenschnitzel (sugar beet pulp),
WT: Weintraubentrester (Rebsorte: Riesling), xq03: 90. Perzentil der TropfengréfBenverteilung

SB* KT cT WT AT KP

Ausbeute / % 156+04 217+£31 187 +£12 4,7 £ 01 10,2 + 0,1 83 +£0/1

X903 / UM 0,8 +0/1 12 £0,1 6,6 +04 4,4 + 01 35+01 3,7+0/1

Proteingehalt /% 6,0+ 01 4,4 +£0/1 6,0 £ 0,1 33+02 29+ 0/1 69 +03

Mw / kDa 913 £19 277+ 9 1517 416 + 6 437 £ 23 430 £ 14
DM /% 706+26 690+04 775+07 637+07 728+03 780+57
DAc /% 46,2 +1,7 192+ 01 2,0+ 01 32+01 6.2 +0/1 17,8 £1,3

*alle Analysenn =3

ErwartungsgemaB hat das Ausgangsmaterial einen entscheidenden Einfluss auf Ausbeute,
Struktur und Eigenschaften des extrahierten Pektins. Fur Karotten- und Citrustrester konnten
hohere Ausbeuten, fir Kartoffelpllpe, Apfel- und Weintraubentrester niedrigere Ausbeuten als
bei Zuckerribenschnitzeln erzielt werden. Die aus den Rohstoffen Citrus-, Apfel-,
Weintraubentrester und Kartoffelpllpe gewonnenen Extrakte wiesen vergleichsweise schlechte
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Emulgiereigenschaften auf, was sich in xg3-Werten von 3,7 - 6,6 ym widerspiegelte. Die
Emulsionen mit SBP und Karottenpektinen konnten hingegen deutlich kleinere Tropfen
stabilisieren (x93 = 0,8 bzw. 1,2 um). Strukturell unterscheiden sich die untersuchten Pektine
ebenfalls deutlich voneinander. Lediglich die Methylierungsgrade liegen bei allen Pektinen in
einem ahnlichen Bereich (64 bis 78 %). Aufgrund der deutlichen Unterschiede in der strukturellen
Zusammensetzung kénnen keine konkreten Ruckschlisse Uber die Zusammenhange zwischen
den Emulgiereigenschaften und der Molekdlstruktur gezogen werden. Beispielsweise weisen die
beiden Pektine mit den besten Emulgiereigenschaften (SBP und Karottentresterpektin),
grundlegend unterschiedliche Mw (910 bzw. 280 kDa) und Acetylierungsgrade (46 bzw. 19 %) auf.
Der Extrakt aus Kartoffelpulpe ist wiederum durch ein im Vergleich zum Karottenpektin hdheres
Mw (430 kDa) sowie einen vergleichbaren Acetylierungsgrad (18 %) bei deutlich schlechteren
Emulgiereigenschaften (xg03: 3,7 um) gekennzeichnet. Zudem weist das Citruspektin deutlich
schlechtere Emulgiereigenschaften (xq03: 6,6 pm) auf als SBP (xg03: 0,8 um), trotz dhnlich hohem
Proteingehalt (jeweils 6,0 %).

FUr eine ndhere Strukturcharakterisierung wurden die Monosaccharidzusammensetzungen
der Polysaccharidfraktionen ermittelt, die ebenfalls auf grundlegend unterschiedliche
Polymerstrukturen schlieBen lassen (Abbildung 35). Die Anteile an Arabinose und Galactose
deuten darauf hin, dass die neutralen Seitenketten der Apfel-, Citrus- und Weintraubenpektine,
ebenso wie bei SBP, mehrheitlich aus Arabinanen zusammengesetzt sind. Bei den Karotten- und
Kartoffelpektinen scheinen hingegen (Arabino-) Galactane die dominanten Strukturelemente der
Seitenketten darzustellen. Die molaren Anteile an Monosacchariden, die auf Nicht-
Pektinpolysaccharide wie Stérke oder Xyloglucane hindeuten, sind beim Citrus- und
Karottenpektin ahnlich niedrig wie bei SBP, weshalb auf eine hohe Reinheit innerhalb der
Polysaccharidfraktion geschlossen werden kann. Im Gegensatz hierzu macht Glucose bei den
Extrakten aus Kartoffelpllpe, Apfel- und Weintraubentrester einen bedeutenden Anteil aus.
Wahrend die hohen Glucoseanteile beim Kartoffelextrakt aufgrund der Abwesenheit von Xylose
auf eine unvollstandige Entfernung von Starke schlieBen lassen, konnte sich die Nicht-
Pektinpolysaccharidfraktion bei Apfel- und Weintraubentrester neben Starke auch aus
Xyloglucanen und/oder Xylanen zusammensetzen. Zumindest ein Teil der Xylose ist jedoch
vermutlich auf das Vorhandensein von Xylogalacturonanelementen zurlickzufihren (Bender et al.
2023).

Unter der Annahme, dass die Nicht-Pektinpolysaccharide keine Emulgieraktivitat aufweisen,
sind die effektiven Emulgatorkonzentrationen dieser Pektine geringer als beispielsweise bei SBP.
Dementsprechend kann davon ausgegangen werden, dass aufgereinigte Pektinfraktionen in
Emulsionen mit geringeren TropfengroBen resultieren. Mit Ausnahme des Kartoffelextrakts,
dessen Monosaccharidzusammensetzung durch Glucose dominiert wird, waren die Unterschiede
in den Eigenschaften aller Voraussicht nach jedoch nur geringfligig. Darauf deuten unter anderem
die Monosaccharidzusammensetzungen des Zuckerriben- und Citrusextrakts hin, die bei
grundsatzlich unterschiedlichen Emulgiereigenschaften (xs03: 0,8 um (SBP) bzw. 6,6 ym
(Citruspektin)) auf ahnlich niedrige Anteile an Nicht-Pektinpolysacchariden hinweisen. Reine
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Pektinfraktionen aus Kartoffelpulpe, Apfel- und Weintraubentrester kdnnten durch zusatzliche
enzymatische Aufreinigungsschritte erhalten werden. Die damit einhergehende Verringerung der
bereits niedrigen Ausbeuten wirde das Potential dieser Rohstoffe als Pektinquelle allerdings
weiter schmalern. Alternativ kénnten bei der Herstellung von Emulsionen auch hohere
Extraktkonzentrationen eingesetzt werden, um die niedrigeren Anteile an Pektinfraktionen
auszugleichen und bessere Emulgiereigenschaften zu erzielen. Allerdings kdnnen erhéhte
Emulgatorkonzentrationen auch verschiedene negative Auswirkungen auf die Produktqualitat
haben. Ein Beispiel hierfir stellt die Viskositatserhdhung dar, die in einigen
Lebensmittelanwendungen unerwinscht ist.
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Abbildung 35: Monosaccharidzusammensetzungen von aus verschiedenen Rohstoffen
extrahierten Pektinen, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3). Alle
Pektine wurden durch milde Saureextraktion (80 °C; pH2; 1h) gewonnen. AT: Apfeltrester,
KT: Karottentrester, CT: Citrustrester, WT: Weintraubentrester (Rebsorte: Riesling), KP: Kartoffelpilpe,
SB: Zuckerriibenschnitzel (sugar beet pulp)

Bei der Einschatzung des kommerziellen Potentials der untersuchten Rohstoffe missen neben
den funktionellen Eigenschaften der Pektine, den Extraktionsausbeuten sowie der diskutierten
Reinheit der Pektinfraktionen auch die regionalen Anbaumengen bedacht werden. In Deutschland
wurden im Jahr 2021 etwa 32 Mt Zuckerriben, 11 Mt Kartoffeln, 1,2 Mt Weintrauben und jeweils
etwa 1 Mt Apfel bzw. Karotten (inkl. Riben) angebaut (FAO 2021). Dementsprechend wird das
hohe Potential von SBP neben der hohen Pektinausbeute und den hervorragenden
Emulgiereigenschaften auch durch die im Vergleich zu anderen Rohstoffen bedeutend hohere
Menge an verfligbarem Ausgangsmaterial bekraftigt. Nichtsdestotrotz ermdglichen auch die
Mengen der anderen Nebenprodukte der Industrie die Gewinnung grofer Pektinmengen, sodass
auch bei diesen Rohstoffen eine nahergehende Untersuchung der Emulgiereigenschaften der
entsprechenden Pektine sinnvoll ist.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Von den untersuchten Rohstoffen weist lediglich das aus Karottentrester extrahierte Pektin
annahernd gute Emulgiereigenschaften wie SBP auf. Die Pektinausbeute ist sogar hoher als bei
SBP, wobei beachtet werden muss, dass eine gesiebte Fraktion des Karottentresters mit
niedrigerem Partikeldurchmesser (0,14 - 0,20 mm) als bei den anderen Ausgangsmaterialien
verwendet wurde. Wie in Abschnitt 4.1 fir SBP dargestellt wurde, ist bei Verwendung der gleichen
PartikelgroBenfraktion wie bei den anderen Rohstoffen (bis 0,5 mm) eine geringere Ausbeute zu
erwarten. Dementsprechend kann von einem hohen Potential von Karottentrester ausgegangen
werden, welches jedoch durch nahergehende Untersuchungen mit nicht-fraktionierten
Karottentrester Uberpruft und prazisiert werden musste. Fur die vorliegende Arbeit stand nicht-
fraktionierter Karottentrester nicht zur Verfligung, weshalb mit Weintraubentrester ein anderer
Rohstoff ndhergehend untersucht wurde.

Weintraubentrester zahlt zu den pflanzlichen Industrienebenprodukten, die regional in
groBen Mengen anfallen, aber nur in geringem Mal3e weiterverarbeitet oder anderweitig genutzt
werden. Dementsprechend hoch ware das Wertschépfungspotential, falls Pektine mit guten
Emulgiereigenschaften gewonnen werden konnten. Zwar konnte fur Rieslingtrester weder eine
hohe Ausbeute noch gute Emulgiereigenschaften des extrahierten Pektins festgestellt werden,
jedoch legt die hohe Vielfalt an angebauten Rebsorten nahe, dass bei der Untersuchung weiterer
Trester gegebenenfalls unterschiedliche Pektinstrukturen und damit auch abweichende
Emulgiereigenschaften beobachtet werden kénnten.

4.5 UNTERSUCHUNG VON WEINTRAUBENPEKTINEN

Riesling und Miller-Thurgau sind die Rebsorten mit der groBten Anbauflache in Deutschland,
weshalb diese aus wirtschaftlicher Sicht am interessantesten sind. Dementsprechend wurde
zunachst deren Eignung als Ausgangsmaterial zur Pektinextraktion nahergehend untersucht. In
Vorversuchen wurde ermittelt, ob die Pektinausbeute und die Emulgiereigenschaften der
entsprechenden Extrakte durch die im Trester enthaltenen Stielansatze und Kerne beeinflusst
werden. Dazu wurden diese Tresterbestandteile, die die funktionellen Eigenschaften durch eine
mogliche Koextraktion von Begleitsubstanzen wie Proanthocyanidinen oder Saponinen
beeinflussen kénnten, mittels eines Lochsiebes abgetrennt. Beim Vergleich der Ausbeute und der
Emulgiereigenschaften konnten jedoch keine deutlichen Unterschiede zwischen dem
fraktionierten und dem nicht-fraktionierten Trester festgestellt werden. Da die Abtrennung von
Kernen und Stielansatzen einen zusatzlichen, schwierig skalierbaren Arbeitsschritt und dartber
hinaus eine deutliche Verringerung des zur Verfigung stehenden Ausgangsmaterials bedeutet,
wurden alle Weintraubenpektine aus den nicht-fraktionierten Trestern extrahiert.

FUr Trester der Rebsorte Riesling konnte bei einer milden Saureextraktion (1 h; pH 2; 80 °C)
eine im Vergleich zu SBP (15,6 %) deutlich geringere Ausbeute beobachtet werden (4,7 %;
s. Tabelle 18). Die Ausbeute aus dem Trester der Rebsorte Muller-Thurgau lag bei dieser
Extraktionsmethode mit 3,8 % unter der Pektinausbeute des Rieslingtresters. Daher sollte
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4.5 Untersuchung von Weintraubenpektinen

zunachst die Pektinausbeute der Extraktionen erhdht werden, um ausreichend Material far
weiterfihrende Versuche extrahieren zu kdnnen und um das wirtschaftliche Potential des
Weintresters genauer bestimmen zu kdnnen. Bei SBP konnte die Ausbeute durch Erhéhung der
Extraktionszeit deutlich gesteigert werden, weshalb fur Mdaller-Thurgau- und Rieslingtrester
weitere Extraktionsansatze mit verlangerten Behandlungszeiten (16 h; pH 2; 80 °C) durchgefihrt
wurden. Flur beide Rebsorten konnte hierbei eine Ausbeutesteigerung festgestellt werden.
Allerdings waren die absoluten Ausbeuten mit 5,1 % (Muller-Thurgau) bzw. 5,6 % (Riesling) immer
noch vergleichsweise gering. Neben der dhnlichen Ausbeute konnten auch keine grundlegenden
Unterschiede in der strukturellen Zusammensetzung und den Emulgiereigenschaften zwischen
den Rebsorten festgestellt werden (s. Anhang: Abbildung 42, Tabelle 34). Diese Beobachtung
kann neben den vergleichbaren Anbaubedingungen auch auf die direkte botanische
Abstammung zurlckgefihrt werden, da die Sorte Mdller-Thurgau durch Kreuzung der Sorten
Riesling und Madeleine Royale entstanden ist.

Die untersuchten Weintraubenpektine weisen eine im Vergleich zu SBP grundsatzlich
unterschiedliche strukturelle Zusammensetzung auf. Wie bereits in Abschnitt 4.4 stellvertretend
fur Rieslingpektine diskutiert, liegen die Unterschiede zu SBP unter anderem in einem niedrigeren
Mw, einem niedrigeren Proteingehalt und Acetylierungsgrad, einem erhohten Anteil an
Galacturonsaure und koextrahierten Nicht-Pektinpolysacchariden sowie der fehlenden
Substitution der neutralen Seitenketten mit trans-Ferulasdure. Auch die stabilisierten
TropfengréBen sind, unabhangig von den Extraktionsbedingungen, im Vergleich zu SBP deutlich
groBer (xo0,3: 0,7 - 1,2 um (SBP); 2,5 - 4,7 uym (Weintraubenpektine)). Auffallig war jedoch, dass die
unter harscheren Bedingungen extrahierten Weintraubenpektine deutlich  bessere
Emulgiereigenschaften aufwiesen (x«:: 2,5 um (Muller-Thurgau) bzw. 2,7 um (Riesling)), als die bei
milden Bedingungen extrahierten Pektine (x«:: 4,7 um (Mdller-Thurgau) bzw. 4,4 um (Riesling)).
Dieser beobachtete Prozess-Eigenschaftszusammenhang ist offenbar kontrar zu SBP, bei denen
mildere Extraktionsbedingungen mit besseren Emulgiereigenschaften korrelierten.

Durch Saureextraktion gewonnene Pektine der Rebsorten Miller-Thurgau und Riesling
weisen demnach sowohl geringere Ausbeuten als auch schlechtere Emulgiereigenschaften als
SBP auf. Allerdings ist denkbar, dass andere Rebsorten oder Extraktionsverfahren in hdheren
Ausbeuten oder besseren Emulgiereigenschaften der Pektine resultieren. Um ein umfassenderes
Bild Uber die Eignung von Weintraubenpektinen zu erhalten, wurden daher die Trester weiterer
Rebsorten untersucht. Als Rebsorten wurden Muskateller und Silvaner ausgewahlt, da diese in der
Weinbaupraxis durch eine hohe Viskositat der Maische auffallen und somit erhdhte Pektingehalte
aufweisen konnten (mundliche Mitteilung Fa. Erbsldh Geisenheim GmbH). Die Pektinextraktion
aus diesen Rohstoffen wurde von Laura Schnepf im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefihrt.
Neben Saureextraktionen fur 4 bzw. 16h (pH?2; 80°C) wurden auch 40-minUtige
Autoklavenextraktionen ohne S&urezugabe und enzymatisch-unterstitzte Extraktionen
durchgefuhrt. Im Gegensatz zur Pektinextraktion aus Zuckerriiben konnte die Ausbeute durch
eine nachgeschaltete Enzyminkubation mit Cellulase allerdings nicht merklich erhéht werden
(Schnepf 2020). Da auch lange Extraktionszeiten (4, 16 h) bei pH 2 und Autoklavenextraktionen
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4 Ergebnisse und Diskussion

die Ausbeute nicht Uber 7 % steigern konnten, ist davon auszugehen, dass die Pektinausbeute
generell nicht weiter gesteigert werden kann und dass daher keine mit Zuckerribenschnitzeln
vergleichbaren Ausbeuten erzielt werden kénnen. Die Ausbeuten, relevante Strukturparameter
und xg0,3-Werte der verschiedenen Silvaner- und Muskatellerpektine sind in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Pektinausbeuten (n = 2 fiir Autoklavenextraktionen, n = 3 fiir Saureextraktionen)
sowie Emulgiereigenschafts- (n = 3) und Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 (Mw)) der aus Silvaner-
und Muskatellertrester extrahierten Pektine (+ Range/2 bzw. Standardabweichung). Die
Saureextraktionen wurden bei 80 °C und pH 2 fir 4 h bzw. 16 h durchgefihrt, die Autoklavenextraktionen
ohne Saurezugabe bei 121°C fir 40 min. DAc: Acetylierungsgrad, DM: Methylierungsgrad,
Mw: Molekulargewicht  (Gewichtsmittel), n.b.: nicht  bestimmt, x93  90. Perzentil der
TropfengroBenverteilung

Silvaner Muskateller
4h;pH2 16h;pH2 Autoklav. 4h;pH2 16h;pH2 Autoklav
Ausbeute / % 5301 47+02 6,7 £10 54 +0,1 58+0.2 6,7+0.2

X903 (Tag 0) / um 45+0.2 3301 35101 3301 3201 1,4+ 0,1

Xo03(Tag 30) /pm 10,8 £ 1,0 52+04 n.b. 33+0/1 36+02 1,7+ 0,1
Mw / kDa n7 +17 49+ 5 76 £ 12 150 £ 12 63 £10 68 £ 7
Protein / % 40+0.2 4,3 +£0,1 3,6 +0/1 3,7+0, 3,8 +0/1 34+ 01

DM /% 67117 471+04 695+03 634+09 583+09 762=+15

DAc /% 45+0.2 1,5+0,1 69+03 40+04 23+02 82+0,7

Wie auch bei den sdureextrahierten Riesling- und Mduller-Thurgau-Pektinen konnte mit
zunehmender Extraktionszeit keine Verschlechterung der Emulgiereigenschaften bei den
Extrakten aus Silvaner- und Muskatellertrester festgestellt werden. Das 16 h extrahierte
Silvanerpektin konnte sogar erheblich kleinere Tropfen stabilisieren (xg0,3: 3,3 pm) als das durch
vierstiindige Extraktion gewonnene Silvanerpektin (xe03: 6,0 um). Bei den Autoklavenextrakten
konnten hingegen rebsortenabhéngige Unterschiede in den Eigenschaften beobachtet werden.
Wahrend bei Silvaner eine dhnliche durchschnittliche Tropfengréfe wie beim saureextrahierten
Pektin (16 h) gemessen wurde, zeigte das autoklavenextrahierte Muskatellerpektin deutlich
verbesserte Eigenschaften. Mit einem Xq03 von 1,37 um naherte sich dieses Weintraubenpektin
sogar dem TropfengrdoBenbereich von SBP-stabilisierten Emulsionen an. Dementsprechend
weisen Weintraubenpektine durchaus Potential als Emulgatoren auf. Allerdings sind die
Beziehungen zwischen den Extraktionsbedingungen und den Emulgiereigenschaften offenbar
komplex und weichen von den fur SBP beobachteten Zusammenhangen ab, weshalb zur
Aufklarung weiterfihrende Untersuchungen vonnéten waren.

Anhand der in Tabelle 19 dargestellten strukturellen Zusammensetzung der verschiedenen
Weintraubenpektine kdnnen die Unterschiede in den Emulgiereigenschaften nicht erklart werden.
Die Proteingehalte aller 6 Extrakte sind in einem dhnlichen Bereich und auch bei den Mw und den
Methylierungs- bzw. Acetylierungsgraden konnten keine auffalligen Unterschiede zwischen den
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4.5 Untersuchung von Weintraubenpektinen

Rebsorten festgestellt werden. Um weitere Einblicke in die vorliegenden Polysaccharidstrukturen
zu erhalten, wurde zusatzlich die Monosaccharidzusammensetzung der Muskateller- und
Silvanerpektine bestimmt (Abbildung 36).

Silvaner Muskateller
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Abbildung 36: Monosaccharidzusammensetzungen der aus Silvaner- (links) und
Muskatellertrester (rechts) extrahierten Pektine, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und
TFA-Hydrolyse (n = 3). Die Saureextraktionen wurden bei 80 °C und pH 2 fur 4 bzw. 16 h durchgefihrt, die
Autoklavenextraktionen ohne Saurezugabe bei 121°C fir 40 min. Ara: Arabinose, Gal: Galactose,
GalA: Galacturonsaure, Glc: Glucose, GlcA: Glucuronsaure, Man: Mannose, Rha: Rhamnose, Xyl: Xylose

Die Verteilungen ahneln der bereits fir Riesling gezeigten Monosaccharidzusammensetzung
(Abbildung 35): neben den Pektinelementen zuzuordnenden Monosacchariden Galacturonsaure,
Rhamnose, Galactose und Arabinose sind auch vergleichsweise hohe Anteile an Glucose,
Mannose und  Xylose enthalten. Wahrend Xylose zumindest teilweise  aus
Xylogalacturonanstrukturen stammen koénnte, deuten die Anteile von Glucose und Mannose auf
die vermehrte Koextraktion von Starke und Hemicellulosen hin. Der Galactoseanteil ist Uber alle
Proben hinweg &hnlich hoch, wéahrend der Arabinoseanteil erwartungsgemdB3 bei den
saureextrahierten Weintraubenpektinen niedriger als bei den autoklavenextrahierten Pektinen ist.
Dementsprechend ist auch das Verhaltnis aus neutralen Seitenketten (Arabinose + Galactose)
und Galacturonanriickgrat (Galacturonsdure + Rhamnose) bei den autoklavenbehandelten
Proben am hochsten. Den hochsten Anteil neutraler Seitenketten hat dabei das
autoklavenextrahierte Muskatellerpektin. Generell kdnnen beim Vergleich der beiden Rebsorten
fir Muskatellerpektine hohere Arabinoseanteile sowie niedrigere Glucoseanteile beobachtet
werden. Nichtsdestotrotz kann, anders als bei SBP, fur die untersuchten Weintraubenextrakte kein
Zusammenhang  zwischen dem Anteil arabinosehaltiger  Seitenketten und den
Emulgiereigenschaften  beobachtet  werden. Zwar hat das autoklavenextrahierte
Muskatellerpektin  den hochsten Anteil arabinosehaltiger Seitenketten und die besten
Emulgiereigenschaften, doch fur die anderen Extrakte kann dieser positive Zusammenhang nicht
bestatigt werden. Auch fir die weiteren strukturellen Charakteristika wie Mw, Proteingehalt,
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4 Ergebnisse und Diskussion

Methylierungs- und Acetylierungsgrad (Tabelle 19) kann keine eindeutige Korrelation mit den

Emulgiereigenschaften beobachtet werden.

Ein moglicher Grund dafir, dass keine Struktur-Eigenschaftsbeziehungen ersichtlich sind,
konnte der durchgehend hohe Anteil koextrahierter Nicht-Pektinpolysaccharide der
Weintraubenextrakte sein. Durch unterschiedliche Anteile und Zusammensetzungen dieser
Fraktionen kénnen mdglicherweise Wechselwirkungen mit den Pektinstrukturen ausgebildet
werden, die die Emulgiereigenschaften des Extrakts beeinflussen. Zudem wird die effektive
Emulgatorkonzentration herabgesetzt, was eine weitere Erkldrung fur die generell schlechteren
Emulgiereigenschaften von Weintraubenpektinen im Vergleich zu SBP sein konnte. Glucose stellt
fur alle untersuchten Weintraubenextrakte das Monomer dar, welches den hdchsten Anteil der
nicht Pektinen zuzuordnenden Monosaccharide ausmacht (Abbildung 36). Um zu Uberprifen, ob
Glucose auf mitextrahierte Starke zurtickzufiihren ist, wurde in einem gréBeren Malstab eine
weitere Charge des durch 40-minutige Autoklavenbehandlung erhaltenen Muskatellerpektins
extrahiert. Ein Teil dieses Extrakts wurde gel6st und mit einem Amyloglucosidasepraparat
inkubiert, sodass der Glucoseanteil reduziert werden sollte, falls die Glucose in Form von Starke
vorlag. In der Tat konnte der Glucoseanteil durch die Inkubation von etwa 18 auf 1 mol% reduziert
werden (Abbildung 37). Allerdings wurde ein Teil der Glucose auch in der Kontrollprobe entfernt,

die ohne Enzymzugabe unter ansonsten identischen Bedingungen behandelt wurde (11 mol%).
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Abbildung 37: Monosaccharidzusammensetzungen eines mit Amyloglucosidase behandelten
Pektins aus Muskatellertrester (M_A AMG), des Ausgangspektins (M_A) und einer Kontrollprobe
(M_A KP), bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3). M_A wurde durch
40-minutige Autoklavenbehandlung (121 °C) extrahiert. Fir M_A AMG wurde M_A gel&st und nach Zugabe
von 75 U/g Amyloglucosidase fur 16 h bei 40 °C inkubiert. M_A KP wurde unter den gleichen Bedingungen
ohne Enzymzugabe aufgearbeitet
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4.6 Zusammenfassende Diskussion

Vermutlich ist der geringere Glucoseanteil auf das erneute Losen und Ausféllen
zurlickzufUhren, wodurch sich neue Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Polymeren
ausbilden kdnnen. Dies kdnnte zur Folge haben, dass zuvor mdglicherweise eingeschlossene oder
assoziiert vorliegende glucosehaltige Molekile nicht mehr mitgefallt werden. Die
Emulgiereigenschaften der drei Pektine unterscheiden sich nur geringflgig. Mit 1,28 um ist der
X903 der Kontrollprobe zwar niedriger als der xq03 der Ursprungsprobe (1,37 um). Das durch
Amyloglucosidaseverdau fast glucosefreie Pektin weist mit 1,31 um jedoch wieder einen etwas
hoheren xg03-Wert auf. Dementsprechend scheint die Koextraktion von Starke und anderen
glucosehaltigen Polymeren keinen deutlichen Einfluss auf die Emulgiereigenschaften von
Weintraubenpektinen zu haben. Daher mussen die unterschiedlichen Emulgiereigenschaften der
aus Trestern verschiedener Rebsorten extrahierten Pektine auf Unterschiede in der chemischen
Feinstruktur der jeweiligen Pektinfraktionen zurlckzuflhren sein. Zur Ermittlung eindeutiger
Prozess-Struktur- und Struktur-Eigenschaftszusammenhange fur Weintraubenpektine missten
jedoch  weitere  Pektinextraktionen und  Strukturcharakterisierungen sowie gezielte
Strukturmodifikationen durchgefihrt werden.

4.6 ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION

Die Extraktion einer Vielzahl strukturell unterschiedlicher SBP durch die Anwendung
verschiedener  Extraktionsmethoden ermdglichte eine detaillierte  Untersuchung der
Zusammenhange zwischen den Prozessbedingungen, der Molekilstruktur und den
Emulgiereigenschaften. Dabei lieB die Verwendung von sowohl harschen als auch vergleichsweise
milden Extraktionsbedingungen die Betrachtung einer im Vergleich zu anderen Studien gréBeren
Vielfalt an Pektinen zu, da nicht nur stark modifizierte, sondern auch maBig und gering
modifizierte Pektine untersucht wurden. Zudem konnten die Struktur-Eigenschaftskorrelationen
durch gezielte Modifikationen eines mild extrahierten SBP unter anderem mithilfe verschiedener,
spezifischer Enzyme Uberprift und naher bestimmt werden.

Aus der Auftragung des Proteingehalts von 43 sdureextrahierten SBP gegen die mittleren
TropfengréBen der entsprechenden Modellemulsionen ging hervor, dass erhdhte Proteingehalte
im Bereich von etwa 2 - 8 % keinen positiven Einfluss auf die Emulgiereigenschaften haben. In
Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung konnte durch eine partielle enzymatische
Deproteinierung ebenfalls keine deutliche VergroBerung der stabilisierten Tropfengrofe
festgestellt werden, sodass von einem untergeordneten Einfluss des Proteingehalts auf die
Emulgiereigenschaften von SBP ausgegangen werden kann. Dieses Ergebnis war nicht zu
erwarten, da bereits gezeigt werden konnte, dass bei pektinstabilisierten Emulsionen die an die
Ol-Wasser-Grenzflache adsorbierte Fraktion unter anderem durch stark erhdhte Proteingehalte
gekennzeichnet ist (Akhtar et al 2002; Leroux et al 2003; Siew und Williams 2008).
Dementsprechend wird in der Literatur hdufig der erhdhte Proteingehalt als einer der Griinde
aufgefihrt, der den im Vergleich zu Pektinen aus anderen Rohstoffen besseren

15



4 Ergebnisse und Diskussion

Emulgiereigenschaften von SBP zugrunde liegt (Leroux et al. 2003; Williams et al. 2005; Funami et
al. 2007; Funami et al. 2011; Schmidt et al. 2015b). Eine mdogliche Erkldrung fir die zunachst
widersprichlich erscheinenden Erkenntnisse ist, dass alle in dieser Arbeit untersuchten SBP
hinreichende Proteingehalte aufweisen, die eine effektive Abdeckung der Ol-Wasser-Grenzflache
gewahrleisten. Eine weitergehende Modifizierung durch erhdhte Gehalte an Proteinen, welche
eine hohere Hydrophobizitat aufweisen als Pektine, wirkt sich dann nicht positiv auf die
Emulgiereigenschaften aus. Dies ist vermutlich darauf zurtckzufihren, dass die Anteile anderer
Strukturelemente entsprechend abnehmen und das Verhéltnis von hydrophoben und
hydrophilen Strukturen von den optimalen Bedingungen abweicht. Fir diese Hypothese spricht
auch, dass eine deutliche Beeinflussung der Emulgiereigenschaften durch Proteaseinkubationen
in bereits veroffentlichten Studien dann beobachtet wurde, wenn die Proteinfraktion nahezu
vollstandig (Proteingehalt < 1 %) entfernt wurde (Funami et al. 2007; Funami et al. 2011; Chen et
al. 2016b). Im Bereich von 3 -6 % Protein konnten Chen et al (2016b) hingegen ebenfalls
beobachten, dass der Proteingehalt von SBP keinen Einfluss auf die Emulgiereigenschaften hat.
Dementsprechend kann geschlussfolgert werden, dass lediglich vergleichsweise niedrige
Proteingehalte von etwa 2 - 3 % fur gute Emulgiereigenschaften von SBP vonnéten sind. Fur die
in dieser Arbeit untersuchten SBP mit durchweg hoheren Proteingehalten konnte zudem kein
Einfluss der Aminosdurezusammensetzung der Proteine auf die Emulgiereigenschaften
festgestellt werden. Der vernachlassigbare Einfluss unterschiedlicher Anteile hydrophober und
hydrophiler Aminosauren bekréftigt, dass bei hinreichenden Proteingehalten zusatzliche
Proteinanteile keine positiven Auswirkungen auf die funktionellen Eigenschaften haben. Uber den
Einfluss der Aminosaurezusammensetzung bei SBP mit stark reduzierten Proteingehalten kann
anhand der in dieser Arbeit analysierten Proben keine Aussage getroffen werden.

Neben dem erhdhten Proteingehalt werden die im Vergleich zu anderen Pektinen
Uberlegenen Emulgiereigenschaften von SBP haufig auch auf das Vorliegen ferulasdurehaltiger
Arabinan- oder (Arabino-) Galactanseitenketten zurlickgefuhrt (Siew und Williams 2008; Chen et
al. 2016a). Die Substitution der neutralen Seitenketten mit trans-Ferulasaure soll als hydrophobe
Modifizierung zu einer erhdhten Oberflachenaktivitdt und damit, im Rahmen des
Emulgierprozesses, zu einer verbesserten Anlagerung der Pektinkomplexe an die Oltropfen
fuhren. So konnte flr SBP bereits gezeigt werden, dass die an die Tropfenoberflache adsorbierten
Fraktionen nicht nur durch erhohte Protein-, sondern auch durch erhohte trans-
Ferulasauregehalte gekennzeichnet sind (Siew und Williams 2008). Dementsprechend liegt die
Vermutung nahe, dass SBP mit erhohten trans-Ferulasduregehalten verbesserte
Emulgiereigenschaften aufweisen. Anhand der Auftragung der trans-Ferulasauregehalte von 43
strukturell unterschiedlichen SBP gegen die TropfengroBe der entsprechenden Emulsionen
konnte jedoch gezeigt werden, dass im Bereich von etwa 500 - 900 mg trans-Ferulasaure/100 g
SBP kein direkter Zusammenhang zwischen dem trans-Ferulaséuregehalt und den
Emulgiereigenschaften besteht. Sowohl Pektine mit niedrigen als auch mit hohen
trans-Ferulasauregehalten wiesen gute Emulgiereigenschaften auf, sodass bei sédureextrahierten
SBP von einem nachgeordneten Einfluss des trans-Ferulasauregehalts auf die
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Emulgiereigenschaften ausgegangen werden kann. Eine mdgliche Erklarung fir diesen
Sachverhalt ware, dass alle untersuchten SBP analog zu den hinreichenden Proteingehalten auch
hinreichende trans-Ferulasauregehalte aufweisen, die eine effektive Abdeckung der Ol-Wasser-
Grenzflache ermdglichen. Nicht auszuschlieBen ist jedoch auch, dass die an die Oltropfen
adsorbierten Pektinfraktionen zwar einen erhdhten trans-Ferulasduregehalt aufweisen, dieser
aber nicht kausal mit den Emulgiereigenschaften zusammenhangt.

Fur eine hinreichende Hydrophobizitat aller untersuchten SBP spricht auch die Tatsache, dass
kein Zusammenhang zwischen dem Methylierungsgrad und den Emulgiereigenschaften
beobachtet werden konnte. Hohere oder niedrigere Methylierungsgrade wirkten sich im Bereich
von etwa 47 - 76 % nicht maBgeblich auf die Emulgiereigenschaften von SBP aus. Neben einem
generell niedrigen Einfluss des Methylierungsgrads kénnten auch die hohen Protein- und
trans-Ferulasauregehalte und damit der generell hohe Anteil amphiphiler bzw. hydrophober
Strukturen am Polymer fir die geringe Beeinflussung der Emulgiereigenschaften durch den
Methylierungsgrad verantwortlich sein. Auf einen geringfligigen Einfluss des Methylierungsgrads
deuten auch die Ergebnisse des Versuchsansatzes hin, bei dem ein saureextrahiertes SBP durch
milde Laugenbehandlung partiell verseift wurde. Trotz deutlicher Reduzierung des
Methylierungsgrads von 74 % auf 14 % wies das modifizierte Pektin im Vergleich zum
Kontrollpektin nur maBig schlechtere Emulgiereigenschaften auf. Ferner lasst sich auch auf einen
hochstens moderaten Einfluss des Acetylierungsgrads schlieBen, da dieser im Zuge der
Laugenbehandlung von 49 % auf 23 % ebenfalls deutlich reduziert wurde. Diese Beobachtung
deckt sich insofern mit den Erkenntnissen der Struktur-Eigenschaftskorrelationen, als dass bei den
hierfir untersuchten SBP fir hohe Acetylierungsgrade kein Zusammenhang mit den
Eigenschaften zu erkennen war. Lediglich bei niedrigeren Acetylierungsgraden konnte ein
Zusammenhang mit der stabilisierten Tropfengrée vermutet werden. Diese Erkenntnisse decken
sich wiederum mit den Ergebnissen bisher veréffentlichter Studien zu SBP-stabilisierten, Ca’*-
armen Emulsionssystemen, bei denen gezeigt werden konnte, dass der Grad der Acetylierung
einen starkeren Einfluss auf die Emulgiereigenschaften hat als der Grad der Methylierung (Chen
et al. 2016a; Ai et al. 2022).

Neben der Hydrophobizitat des Polymers wird haufig auch das Mw als wichtiger Einflussfaktor
fur die Emulgiereigenschaften von SBP diskutiert. Dem zugrunde liegt die Vorstellung, dass
groBere Polymere einerseits eine bessere sterische Stabilisierung bieten und daher das Auftreten
von Koaleszenz reduziert wird. Andererseits wird jedoch auch die Diffusionsgeschwindigkeit der
Pektine bei der Anlagerung an die Oltropfen verringert, sodass keine effektive Abdeckung der
initial zur Verfigung stehenden Grenzflache gewahrleistet wird. Dementsprechend konnte
beispielsweise durch thermisch-, Laccase/O.-, Peroxidase/H.O,- oder Genipin-induzierte
Quervernetzungsreaktionen von SBP eine Verbesserung der Emulsionsstabilitdt beobachtet
werden, die insbesondere auf die Bildung gréBerer Polymere und damit die Zunahme des Mw
zurtickgefuhrt wird (Jung und Wicker 2012; Zhang et al. 2015; Lin et al. 2020b; Wang et al. 2021).
Die Auswirkungen der durch diese Quervernetzungen bedingten Erhéhungen des Mw auf die
initial erzeugten TropfengréBen wiesen hingegen keinen einheitlichen Trend auf, da im Vergleich
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zu den jeweiligen unmodifizierten Proben sowohl kleinere als auch gréBere mittlere
TropfengréBen ermittelt wurden.

Anhand der in dieser Arbeit untersuchten SBP kann der Einfluss des Mw auf die
Emulsionsstabilitat nicht naher charakterisiert werden, da alle untersuchten Emulsionen unter den
gewahlten Emulgier- und Lagerbedingungen stabil waren. Der in der Literatur beschriebene
uneindeutige Zusammenhang zwischen dem Mw von SBP und der EmulsionstropfengréBe kann
insofern bestatigt werden, dass bei den in dieser Arbeit sdureextrahierten SBP sowohl fur hohe
als auch fur niedrigere Mw hervorragende Emulgiereigenschaften beobachtet werden konnten.
Jedoch waren SBP mit niedrigem Mw teilweise auch durch schlechtere Emulgiereigenschaften
charakterisiert. Aus der graphischen Auftragung der My gegen die mittleren TropfengroBen ist
allerdings auch ersichtlich, dass bei keinem der untersuchten SBP hohe My mit groBen
Tropfendurchmessern  und  daher schlechteren  Emulgiereigenschaften  einhergehen.
Dementsprechend scheinen sich hohe Mw zwar tendenziell positiv auszuwirken, hinreichend fur
gute Emulgiereigenschaften kénnen jedoch bereits niedrigere Mw sein. Vermutlich kénnen die
uneindeutigen Struktur-Eigenschaftszusammenhange damit erklért werden, dass das Mw die
Emulgiereigenschaften zwar beeinflusst, die Auswirkungen anderer Strukturparameter bei
hinreichend hohen Mw jedoch starker ausgepragt sind.

Zuvorderst ist hierbei das Verhaltnis von neutralen Seitenketten zum Pektinrickgrat zu
nennen. Die Auftragung dieses Verhaltnisses gegen die EmulsionstropfengrdBe offenbarte fur die
in dieser Arbeit analysierten sdureextrahierten SBP eine anndhernd lineare Korrelation. Dabei
gingen hohere Anteile an Arabinan- und (Arabino-) Galactanstrukturen mit besseren
Emulgiereigenschaften einher. Diese vergleichsweise eindeutige Korrelation war insofern nicht zu
erwarten, da die 43 untersuchten SBP unter stark variierenden Bedingungen extrahiert wurden
(pH, Zeit, Komplexbildnerzugabe, Enzymeinsatz), die in mannigfaltigen und unterschiedlich stark
ausgepragten strukturellen Modifikationen der Pektine resultierten. Dementsprechend werden im
Zuge der Pektinextraktion immer mehrere Strukturelemente parallel beeinflusst, sodass ein
Ruckschluss der Emulgiereigenschaftsanderung auf einen bestimmten Strukturparameter
erschwert wird. Im Umkehrschluss deutet das Vorliegen einer Korrelation jedoch auf einen starken
Einfluss dieser Strukturkomponente auf die Emulgiereigenschaften und damit potentiell auf einen
kausalen Zusammenhang hin. Des Weiteren wird die Aussagekraft der beobachteten Korrelation
durch die hohe Probenzahl sowie das breite Spektrum an unterschiedlichen Anteilen der
verschiedenen Strukturelemente bestarkt. So wurden Proben untersucht, die von stark
modifizierten, seitenkettenarmen SBP bis hin zu mild extrahierten SBP mit sehr hohen Arabinan-
und (Arabino-) Galactananteilen reichten.

Zur naéheren Spezifizierung der beobachteten Korrelation erfolgte eine separate Betrachtung
des Einflusses der unterschiedlichen Pektinseitenketten. Dabei wurde deutlich, dass die
beobachtete Korrelation zwischen dem Anteil neutraler Seitenketten und der
EmulsionstropfengroBe rein auf den Anteil arabinosehaltiger Seitenketten zurtickzufthren ist. Der
Anteil  galactosehaltiger  Pektinseitenketten  korreliert  hingegen nicht mit den
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Emulgiereigenschaften. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Arabinanfraktionen einen
entscheidenden Einfluss auf die Emulgiereigenschaften sdureextrahierter SBP haben. Eine
mogliche Erkldrung hierfir kénnte die im Vergleich zur AG-I-Fraktion tendenziell hohere
Kettenldnge der Arabinane sein, die in einer besseren sterischen Stabilisierung des
Pektinkomplexes im Zuge des Emulgierprozesses resultiert.

Jedoch belegt die Korrelation zwischen dem Anteil arabinosehaltiger Seitenketten und der
EmulsionstropfengréBe keinen ursachlichen Zusammenhang. Beispielsweise konnte die mit der
partiellen Abspaltung der Arabinanfraktion einhergehende Verringerung des My oder des trans-
Ferulasduregehalts der beobachteten Korrelation zugrunde liegen. Jedoch konnten fur diese
beiden Strukturparameter, wie bereits diskutiert, keine Hinweise auf eine deutlich ausgepragte
Beeinflussung der Emulgiereigenschaften sdureextrahierter SBP erhalten werden. Zumal in diesem
Fall auch ein Einfluss der galactosehaltigen Seitenketten, die ebenfalls mit Ferulasdure verestert
sein konnen, zu erwarten gewesen ware. Daher wird die Hypothese eines kausalen
Zusammenhangs zwischen dem Anteil arabinosehaltiger Seitenketten und den
Emulgiereigenschaften bekraftigt.

Zur Bestdtigung des Einflusses der jeweiligen Seitenkettenelemente wurden zunachst
Inkubationsstudien mit endo--1,4-D-Galactanase und endo-a-1,5-L-Arabinanase durchgefihrt.
Die gezielte partielle Hydrolyse [-14-verknUpfter Galactane hatte dabei keine merkliche
Auswirkung auf die stabilisierte Tropfengrofe, womit die Ergebnisse der Struktur-
Eigenschaftskorrelationen bestatigt werden konnten. Allerdings muss bedacht werden, dass
mithilfe des eingesetzten Enzyms lediglich 3-1,4-verknupfte Galactane modifiziert wurden. Der
Einfluss der AG-II-Fraktion konnte nicht naher bestimmt werden. Es ist mdglich, dass der Anteil
oder die Struktur der AG-II-Fraktion einen Einfluss auf die Emulgiereigenschaften haben kénnten,
da AG-II- bzw. AGP-Elemente durch die gebundenen Proteinkomponenten Verknipfungspunkte
zwischen unterschiedlichen Strukturbldcken der Pektine darstellen kédnnen. Dementsprechend
konnten Modifikationen der AG-II- bzw. AGP-Elemente Separierungen unterschiedlicher
Pektinstruktureinheiten bedingen und somit groBen Einfluss auf die Emulgiereigenschaften
haben. Im Gegensatz zum enzymatischen Galactanverdau bewirkte die durch endo-a-1,5-L-
Arabinanase induzierte partielle Hydrolyse der Arabinanfraktion eine Verschlechterung der
Emulgiereigenschaften des modifizierten SBP. Demnach konnte die aus den Struktur-
Eigenschaftskorrelationen hervorgegangene Hypothese eines unterschiedlichen Einflusses der
verschiedenen neutralen Pektinseitenketten auf die Emulgiereigenschaften bestatigt werden.

Zur Spezifizierung des Einflusses der Arabinanseitenketten wurden weitere enzymatische
Hydrolysen durchgefiihrt, bei denen durch verschiedene Enzympraparate und Enzymaktivitaten
ein mehrstufiger, unterschiedlich gearteter Abbau der Arabinanseitenketten dargestellt wurde.
Zum einen wurden durch endo-a-1,5-L-Arabinanase erneut zufallige Spaltungen des o-1,5-
verknupften Arabinanriickgrats induziert. Durch den Einsatz hoéherer Enzymaktivitaten wurde
dabei ein fortschreitender Arabinanabbau erzielt, sodass weitere Riickschlisse tUber den Einfluss
des Anteils an Arabinanen auf die Emulgiereigenschaften gezogen werden kénnen. Zum anderen
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wurde durch den Einsatz einer a-L-Arabinofuranosidase die Auswirkung einer Linearisierung bzw.
eines weiterfihrenden Abbaus des Arabinanrickgrats untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass nicht nur der Anteil an Arabinanen, sondern auch die strukturelle Komplexitat der
Arabinanseitenketten und insbesondere die Kettenlange einen Einfluss auf die
Emulgiereigenschaften saureextrahierter SBP haben. Die deutliche Beeinflussung der
Emulgiereigenschaften durch die Kettenlange kann damit erklart werden, dass lange
Arabinanketten eine effektive sterische Stabilisierung von an die Ol-Wasser-Grenzflache
adsorbierten Pektinen ermoglichen. Sterische Effekte sind vermutlich auch ein Grund dafr, dass
sich ein hoherer Verzweigungsgrad der Arabinanseitenketten, wenngleich weniger stark
ausgepragt, positiv auf die Emulgiereigenschaften von SBP auswirkt.

Ein Zusammenhang zwischen dem Anteil sowie der Struktur arabinosehaltiger Seitenketten
und den Emulgiereigenschaften konnte zwar fur sdureextrahierte SBP festgestellt werden, nicht
jedoch fur autoklavenextrahierte SBP. Pektine, die ohne Sdurezugabe durch unterschiedlich lange
Autoklavenbehandlung gewonnen wurden, sind durch vergleichbar hohe Anteile an
arabinosehaltigen Seitenketten gekennzeichnet, die sich auch in ihrem strukturellen Aufbau
dhneln. Dennoch sind deutliche Unterschiede bei den stabilisierten TropfengroBen der durch
unterschiedlich lange Autoklavenbehandlung bei pH 4,6 extrahierten SBP zu erkennen. Strukturell
unterscheiden sich diese Pektine vornehmlich im Mw, welches im Vergleich zu sdureextrahierten
SBP zudem erheblich niedriger ist. Dementsprechend kdnnen die unterschiedlichen
Emulgiereigenschaften der durch unterschiedlich lange Autoklavenbehandlung bei pH 4,6
extrahierten SBP vermutlich hauptsachlich auf die durch B-Eliminierungsreaktionen
hervorgerufenen Spaltungen des Galacturonanriickgrats und die damit einhergehende Reduktion
des Mw zurtickgefuhrt werden. Die Abhangigkeit der Emulgiereigenschaften vom Mw konnte
durch die gezielte Modifikation des Galacturonanriickgrats eines mild sdureextrahierten SBP
mittels PGA und PLY naher spezifiziert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine leichte
Reduktion des Mw bei weiterhin hohen absoluten Mw keine Auswirkungen auf die
Emulgiereigenschaften von SBP hat. Erst bei fortschreitender Verringerung des Mw ist ein
zunehmend starker ausgepragter Anstieg der stabilisierten TropfengréBe zu beobachten. Bei
starker Modifikation des Galacturonanrtickgrats konnte, trotz unterschiedlicher absoluter My,
sowohl bei autoklavenextrahierten SBP als auch den enzymatisch modifizierten saureextrahierten
SBP eine drastische Verschlechterung der Emulgiereigenschaften beobachtet werden.

Demnach wird bekréftigt, dass die chemische Feinstruktur und, wie bereits von Chen et al.
(2016b)  postuliert, die  Verknipfung der unterschiedlichen  Polysaccharid-  und
Proteinkomponenten entscheidend fur den Emulgiermechanismus von SBP ist, der auf dem
amphiphilen Charakter des Polymers beruht. Unter der Annahme, dass die unterschiedlichen
Pektinmotive durch ein Galacturonanriickgrat miteinander verknUpft sind, kann die Spaltung des
Ruckgrats zu einer Trennung hydrophiler und hydrophober Strukturen fuhren. Letztendlich
resultiert dies in einem Verlust der Emulgierfahigkeit, da die einzelnen Strukturelemente ohne
Verbindung zueinander keine phasenvermittelnden Eigenschaften austben koénnen.
Dementsprechend ist ein weitgehend intaktes Galacturonangrundgerist neben einem
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Mindestproteingehalt Voraussetzung flir gute Emulgiereigenschaften von SBP. Solange diese
Anforderungen erfullt sind, haben der Proteingehalt und das Mw einen untergeordneten Einfluss
auf die Emulgiereigenschaften, die dann mal3geblich durch den Anteil und die Architektur der
arabinosehaltigen  Seitenketten  bestimmt werden. Unabhangig von der exakten
Extraktionsmethode weisen alle SBP hinreichend hohe Proteingehalte und Mw auf, die unter
gangigen Bedingungen bei niedrigen pH-Werten (< 4) extrahiert wurden. Da Extraktionen unter
stark sauren Bedingungen nicht nur industriell die vorherrschenden Extraktionsmethoden
darstellen, ist die Relevanz des aufgezeigten Zusammenhangs zwischen dem Anteil und dem
strukturellen Aufbau der Arabinanfraktion und den Emulgiereigenschaften entsprechend hoch.

Die deutliche Beeinflussung der Emulgiereigenschaften saureextrahierter SBP durch den
Anteil und die Struktur der Arabinanseitenketten oder auch allgemein durch die neutralen
Seitenketten wurde in der Literatur noch nicht beschrieben. Funami et al. (2011) sowie Chen et al.
(2016a) beobachteten zwar einen Anstieg der EmulsionstropfengroBe eines durch eine
kombinierte Inkubation mit endo-a-1,5-L-Arabinanase und endo-B-1,4-D-Galactanase
modifizierten SBP, dieser fiel jedoch unter anderem im Vergleich zu einer enzymatischen
Proteinreduktion geringer aus. Dementsprechend lag der Fokus bisher veroffentlichter Studien
nicht auf dem Einfluss der Arabinan- und (Arabino-) Galactanfraktionen, was erklart, weshalb der
separate Einfluss der arabinosehaltigen bzw. galactosehaltigen Seitenketten noch nicht naher
beschrieben wurde. Chen et al (2016a) behandelten SBP auch separat mit endo-o-1,5-L-
Arabinanase bzw. endo-f-1,4-D-Galactanase, konnten jedoch weder einen deutlichen noch einen
unterschiedlich ausgepragten Einfluss auf die Emulgiereigenschaften feststellen. Dabei muss
jedoch beachtet werden, dass das fur den endo-a-1,5-L-Arabinanase- bzw. endo-B-1,4-D-
Galactanaseverdau eingesetzte SBP zuvor bereits mittels Protease- und Ferulasdureesterase stark
modifiziert wurde, sodass keine Aussagen tber den Einfluss der neutralen Seitenketten bei einem
lediglich durch die Extraktion modifizierten SBP getroffen werden konnten. Neben dieser
Einschrankung gibt es noch weitere Aspekte des Studiendesigns, die die zunachst widerspruchlich
erscheinenden Erkenntnisse dieser Arbeit zu den bereits veréffentlichten Studien erklaren kénnen.
Bei Studien, die den Einfluss einer enzymatischen Modifikation untersuchen, sind die
Inkubationsbedingungen und damit das AusmaB des enzymatischen Verdaus ein wichtiger
Faktor. Beispielsweise erfolgte in dieser Arbeit lediglich ein partieller Abbau der Proteinfraktion,
wahrend in der Literatur meist ein nahezu vollstandiger Proteinabbau durchgefihrt wurde.
Dementsprechend lassen sich die unterschiedlichen Erkenntnisse zum Einfluss des Proteingehalts
so in Einklang bringen, dass, wie bereits diskutiert, lediglich ein Proteinanteil von etwa 2 - 3 % fur
gute Emulgiereigenschaften notwendig ist.

Ein entscheidender Aspekt zur Einordnung der unterschiedlichen Studienergebnisse ist
jedoch auch die Auswahl der untersuchten Pektinproben. Wie unter anderem bei den Studien
von Funami et al. (2011) und Chen et al (2016a) werden die Untersuchungen beziglich der
Emulgiereigenschaften gangigerweise entweder an kommerziellen oder an labortechnischen,
aber unter ebenfalls stark sauren Bedingungen extrahierten SBP durchgefuhrt. Aufgrund der
harschen Extraktionsbedingungen handelt es sich bei diesen Pektinen bereits um stark
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modifizierte SBP, die unter anderem durch deutlich erniedrigte Anteile neutraler Seitenketten
gekennzeichnet sind. Dementsprechend waren die bisherigen Schlussfolgerungen zum Einfluss
der Molekdlstruktur auf die Emulgiereigenschaften stets auf harsch extrahierte SBP beschrankt.
Stellvertretend kann dies am Beispiel des Arabinose- bzw. Arabinananteils gezeigt werden, auch
wenn andere Strukturcharakteristika wie das Mw oder der Acetylierungsgrad ebenfalls betroffen
sind. So waren die von Funami et al. (2011) und Chen et al. (2016a) untersuchten Ausgangspektine
lediglich durch Arabinosegehalte von etwa 7 bzw. 9 % gekennzeichnet, die entsprechend tber
einen enzymatischen Verdau nur geringfligig gesenkt werden konnten. Demnach ist die
Aussagekraft Gber den Einfluss des Arabinananteils bei diesen Studien auf einen sehr kleinen
Bereich beschrankt, der keine Schlussfolgerungen tber den Einfluss der bereits abgespaltenen,
hochverzweigten Arabinanstrukturen zulasst. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
unterliegen dieser Einschrankung nicht, da erstmalig eine umfassende Untersuchung der
Struktur-Eigenschaftsbeziehungen von SBP erfolgte, bei der das Spektrum von geringflgigen bis
hin zu stark ausgepragten Strukturmodifikationen abgedeckt wurde. Zudem wurde fur die
gezielte, mehrstufige Modifikation mittels unterschiedlicher Enzympraparate ein mild extrahiertes
SBP ausgewahlt. Dieses ist durch die vergleichsweise geringfligige Modifikation im Zuge der
Extraktion durch hohe Anteile an neutralen Seitenketten, ein hohes My, einen hohen
Acetylierungs- und Methylierungsgrad sowie einen hohen trans-Ferulasduregehalt
gekennzeichnet. Somit ergibt sich ein umfassenderes Bild der kausalen Zusammenhdnge
zwischen der molekularen Struktur und den Emulgiereigenschaften von SBP.

Zur Einordnung der diskutierten Ergebnisse muss jedoch beachtet werden, dass alle
Emulsionen in dieser Arbeit unter identischen Bedingungen produziert wurden und daher keine
Aussagen Uber die Emulgiereigenschaften von Pektinen bei abweichenden Emulgierbedingungen
getroffen werden kdnnen. Beispielsweise ware ein starkerer Einfluss des Methylierungsgrads bei
Emulsionsformulierungen zu erwarten, die erhéhte Konzentrationen divalenter Kationen wie Ca’*
beinhalten. Hohere Methylierungsgrade verringern hierbei die Wahrscheinlichkeit, dass
ionenvermittelte Fallungsreaktionen auftreten, die sich negativ auf die Emulsionsstabilitat
auswirken  (Leroux et al 2003). Des Weiteren sind abweichende  Struktur-
Eigenschaftszusammenhange fir Emulsionen zu erwarten, die bei niedrigeren pH-Werten als
pH 5 hergestellt werden. Je niedriger der eingestellte pH-Wert, desto kleiner ist der Anteil
dissoziiert vorliegender Sauregruppen bzw. desto hoher ist der Anteil protoniert vorliegender
basischer Gruppen. Dies hat Ladungsveranderungen sowohl im Galacturonanrtickgrat als auch in
der Proteinfraktion zur Folge, sodass von deutlichen Verdnderungen der inter- und
intramolekularen Wechselwirkungen auszugehen ist. Dementsprechend sind auch Anderungen
bei der Adsorptionsaffinitat und -kinetik an die Ol-Wasser-Grenzfliche zu erwarten, die
abweichende Struktur-Eigenschaftszusammenhange zur Folge haben kdnnten.

Unter  Berlcksichtigung  dieser  Prémisse  kénnen die  erarbeiteten  Struktur-
Eigenschaftszusammenhange unter anderem auch herangezogen werden, um die
Emulgiereigenschaften der im Zuge der Pektinextraktion bei verschiedenen IPA-zu-Extrakt-
Verhaltnissen ausgefallten SBP-Fraktionen zu erklaren. Die besseren Emulgiereigenschaften der
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bei IPA-Konzentrationen von 40 -70 % ausfallbaren Fraktion kénnen darauf zurlckgefuhrt
werden, dass diese Fraktion im Vergleich zu den bei geringeren IPA-Konzentrationen
prazipitierten Fraktionen durch einen niedrigeren, aber ausreichend hohen Proteingehalt, einen
hoheren Verzweigungsgrad der Arabinanfraktion, einen héheren Acetylierungsgrad und trans-
Ferulasduregehalt, ein hoheres Mw sowie einen hohen Anteil an AG-Il gekennzeichnet ist. Auffallig
ist lediglich, dass die bei IPA-Konzentrationen von 20 - 40 % ausgefallte Fraktion einen héheren
Arabinoseanteil aufweist und demnach bessere Emulgiereigenschaften zu erwarten gewesen
waren. Doch unter BerUcksichtigung des stark verringerten Mw kann erklart werden, weshalb die
20 - 40 % Fraktion trotz héherem Arabinoseanteil schlechtere Emulgiereigenschaften aufweist.
Allerdings ist zu beachten, dass auch der hohere Anteil an koextrahierten Nicht-
Pektinpolysacchariden zu den schlechteren Emulgiereigenschaften dieser Fraktion beitragen
kdnnte.

Bei aus Weintraubentrester extrahierten Pektinen konnte gezeigt werden, dass die
koextrahierte Starke nicht ursachlich fur die im Vergleich zu SBP maBigen Emulgiereigenschaften
ist. Dementsprechend mussen die Unterschiede in den Emulgiereigenschaften auf die Strukturen
der Pektinfraktionen zurlckzufiihren sein. Die groBten Strukturunterschiede zu SBP sind dabei die
fehlende Ferulasduresubstitution der Seitenketten, der bedeutend niedrigere Acetylierungsgrad
sowie das geringere Mw. Es liegt nahe, dass die unterschiedlichen Anteile dieser drei Parameter
den ungleichen Emulgiereigenschaften von SBP und Weintraubenpektin zugrunde liegen. Auf die
fundamentalen strukturellen Unterschiede ist hochstwahrscheinlich auch zurlckzufihren, dass die
fur SBP beobachteten Prozess-Struktur-Eigenschaftszusammenhange nicht direkt auf
Weintraubenpektine Ubertragen werden konnten. Auch zwischen Weintraubenpektinen
verschiedener Rebsorten konnten, trotz eines vergleichbaren strukturellen Aufbaus, keine
eindeutigen Zusammenhange zwischen der Molekilstruktur und den Emulgiereigenschaften
beobachtet werden.

Dementsprechend schwierig gestaltet sich auch die Erklarung der Beobachtung, dass das aus
Karottentrester extrahierte Pektin deutlich bessere Emulgiereigenschaften aufweist als die Pektine
aus Citrus-, Apfel- oder Weintraubentrester. Die genannten Pektine sind allesamt durch
hinreichende Proteingehalte, Mw und Methylierungsgrade charakterisiert. Auch der
Arabinoseanteil ist bei allen Pektinen moderat hoch, wobei das Karottenpektin sogar den
niedrigsten Anteil an Arabinose aufweist. Die deutlich besseren Emulgiereigenschaften kénnten
somit auf Unterschiede in der Feinstruktur der Arabinanfraktion oder, wahrscheinlicher, auf den
in Relation deutlich hoheren Acetylierungsgrad des Karottenpektins zurtickzufihren sein. Fir SBP
konnte gezeigt werden, dass im Bereich eher niedriger Acetylierungsgrade eine Korrelation mit
den Emulgiereigenschaften besteht. Daher ist es denkbar, dass bei noch niedrigeren
Acetylierungsgraden, wie sie bei Citrus-, Apfel- und Weintraubenpektinen vorzufinden sind, ein
starker Einfluss auf die Emulgiereigenschaften besteht. Dafir spricht zudem, dass diese Pektine
im Vergleich zu SBP durch die fehlende Ferulasauresubstitution der Seitenketten ohnehin durch
einen niedrigeren Grad an hydrophoben Modifizierungen gekennzeichnet sind. Fur definitive
Aussagen zu den Struktur-Eigenschaftszusammenhangen von Karotten-, Citrus-, Apfel- oder
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Weintraubenpektinen waren allerdings weitergehende Untersuchungen notwendig. Zweifellos
kann jedoch festgehalten werden, dass die Ubertragung von Struktur-Eigenschaftsbeziehungen
zwischen Pektinen aus unterschiedlichen Rohstoffquellen aufgrund der groBen strukturellen
Vielfalt der Pektine nur bedingt moglich ist.

Nichtsdestotrotz kénnen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse nicht nur einen
tieferen Einblick in die funktionellen Zusammenhange zwischen der Pektinstruktur und den
Emulgiereigenschaften von SBP geben. Es wurde auch offenkundig, dass das Potential von SBP
als Emulgator bisher noch nicht ausgeschopft wurde. So konnte gezeigt werden, dass durch im
Vergleich zur industriellen Extraktionsmethodik mildere Bedingungen SBP mit deutlich
verbesserten Emulgiereigenschaften gewonnen werden kénnen. Der dkonomische Aspekt der
damit verbundenen geringeren Pektinausbeute kdnnte durch die aufgezeigte optimierte
Probenaufarbeitung sowie durch den Einsatz alternativer Extraktionsverfahren, wie
enzymunterstitzte Methoden oder Autoklavenbehandlungen, ausgeglichen werden. Ein weiterer
Vorteil dieser SBP ist, dass bereits mit vergleichsweise niedrigen Konzentrationen Emulsionen mit
sehr geringen TropfengroBen erzeugt werden koénnen. In weiterfiihrenden Arbeiten am Institut
fir Bio- und Lebensmitteltechnik konnte zudem gezeigt werden, dass die mit diesen SBP
hergestellten Emulsionen weder sensorisch noch optisch beeintrachtigt sind (FEI 2021; Bindereif
et al 2023). Dementsprechend stellen SBP, insbesondere unter Bertcksichtigung des bislang nicht
ausgeschopften Potentials, eine vielversprechende Alternative zu herkdmmlich eingesetzten
Emulgatoren dar.

Das groBte Hemmnis fiir die kommerzielle Anwendung optimierter Extraktionsmethoden ist
allerdings, dass in der europaischen Union flr den Lebensmittelzusatzstoff Pektin rechtlich ein
Mindestgehalt an Galacturonsaure von 65 % vorgeschrieben ist (VO (EG) 1333/2008 und VO (EU)
231/2012). Dieser steht im Widerspruch zur in pflanzlichen Zellwanden vorliegenden und,
insbesondere bei SBP, komplexen und seitenkettenreichen Pektinstruktur. Bei der Anwendung
milder Extraktionsverfahren wird der Mindestgehalt an Galacturonsdure nicht erreicht, da es im
Unterschied zur traditionell eingesetzten, stark sauren Extraktion nur zu einem verminderten
Abbau der neutralen Seitenketten und insbesondere der Arabinanfraktion kommt. Da erhohte
Anteile an Arabinanen bei sdureextrahierten SBP jedoch mit verbesserten Emulgiereigenschaften
einhergehen, kann das Potential von SBP unter den gegebenen rechtlichen Voraussetzungen
nicht in Ganze ausgeschopft werden. Theoretisch kdnnte zwar die Galacturonanfraktion durch
eine enzymatische Hydrolyse anderer Pektinstruktureinheiten angereichert werden, allerdings
bieten sich daflr lediglich die Protein- und Galactanfraktion an, da hier bei einer partiellen
Abtrennung keine Auswirkungen auf die Emulgiereigenschaften zu erwarten sind. Zudem kénnte
der Galacturonsauregehalt nur geringfigig erhéht werden, da SBP mit guten
Emulgiereigenschaften stets durch dominante Arabinanfraktionen gekennzeichnet sind und die
Galactanfraktion dementsprechend nur einen geringen Teil des Pektins ausmacht. Die Reduktion
des Proteinanteils konnte ebenso nur zu einer maBigen Erhdhung des Galacturonsauregehalts
fihren, zumal der Erhalt eines fur gute Emulgiereigenschaften nétigen Mindestproteingehalts
gewahrleistet sein muss. Uberdies wiirde die gezielte Hydrolyse den Einsatz spezifischer Enzyme
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4.6 Zusammenfassende Diskussion

voraussetzen, was insbesondere bei industriellen MaBstaben aus wirtschaftlichen Gesichtspunkten
nicht zielfihrend ware. Doch auch ohne die Anwendung der optimierten Extraktionsmethoden
kdnnen die Erkenntnisse zur Bedeutung der Arabinanfraktion fur die Emulgiereigenschaften
saureextrahierter SBP auch industriell von Nutzen sein. Bei sdureextrahierten SBP konnten die
Emulgiereigenschaften eines Extrakts Uber die Analyse des Arabinosegehalts abgeschatzt werden,
sodass aufwandige Untersuchungen zur Emulgieraktivitdt beispielsweise bei  der
Prozessentwicklung oder auch der Prozesskontrolle eingespart werden kénnten.

125



126



5 Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Der Einsatz von Emulgatoren und Stabilisatoren ist essentiell fur die Herstellung
langzeitstabiler, emulsionsbasierter Lebensmittel. Bedingt durch eine steigende Nachfrage nach
pflanzlichen, regionalen und nachhaltigen Produkten werden Alternativen zu bewahrten
Emulgatoren wie Molkenproteinen oder Gummi arabicum gesucht. Aus Nebenstrémen der
Lebensmittelproduktion extrahierte Pektine kdnnen den genannten Erwartungen entsprechen,
jedoch liegen bisher nicht genliigend Informationen Uber den Zusammenhang zwischen den
Extraktionsbedingungen, der Struktur der Pektine und deren Emulgiereigenschaften vor.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung von Zuckerribenpektinen (sugar beet
pectins, SBP), da fir SBP bereits gute Emulgiereigenschaften beschrieben wurden und
Zuckerriben zu den bedeutendsten landwirtschaftlichen Nutzpflanzen in Deutschland zéhlen. Die
Extraktion und Analyse strukturell unterschiedlicher SBP sowie deren gezielte Modifikation sollte
die Erfassung funktioneller Zusammenhdnge zwischen dem Extraktionsprozess, der
Molekulstruktur und den Emulgiereigenschaften ermdglichen. Die Kenntnis dieser
Zusammenhange stellt unter anderem die Grundlage zur gezielten Optimierung von
Extraktionsprozessen und damit zur potentiellen Nutzung von SBP als Emulgatoren dar.
AbschlieBend sollte das Potential weiterer, bisher kaum zur Pektinextraktion genutzter pflanzlicher
Rohstoffe untersucht werden und anhand von Weintraubenpektinen Uberprift werden, inwieweit
die fur SBP erarbeiteten Zusammenhange auf andere Pektine Ubertragen werden kénnen.

Um strukturell unterschiedliche SBP untersuchen zu kénnen, wurden zunéchst verschiedene
Extraktionsmethoden und Extraktionsbedingungen etabliert. Ein besonderes Augenmerk lag
dabei auf solchen Methoden, die hohe Ausbeuten bei gleichzeitig geringflgiger Modifikation der
nativen Pektinstruktur ermdglichen. Bei der Entwicklung der Extraktionsmethoden konnte fur SBP
gezeigt werden, dass nicht nur die Hauptextraktionsparameter Temperatur, Zeit und pH-Wert
Auswirkungen auf die extrahierten Pektine haben, sondern auch die Probenvorbereitung. So
konnte gezeigt werden, dass im LabormalBstab eine vorhergehende Zerkleinerung und Quellung
des Ausgangsmaterials hohere Extraktionsausbeuten ermoglichen.

Basierend  auf der  optimierten  Probenvorbereitung  wurden  verschiedene
Extraktionsmethoden angewandt, um strukturell diverse Pektine zu produzieren. In dieser Arbeit
wurden die meisten SBP durch den Einsatz des klassischen Saureextraktionsprozesses gewonnen
und mithilfe verschiedener analytischer Verfahren (u.a. SEC-RI/UV/MALS, HPLC-DAD/FLD,
HPAEC-PAD/MS, GC-FID/MS, 'H-NMR) im Detail charakterisiert. Die Pektinausbeute zeigte dabei
eine deutliche Abhangigkeit von den Extraktionsbedingungen. So reichten bei hoher
Saurekonzentration bereits kurze Extraktionszeiten aus, um gute Ausbeuten zu erzielen, wahrend
bei niedrigerer Saurekonzentration erst stark verlangerte Extraktionszeiten in hinreichenden
Ausbeuten resultierten. Strukturell waren saureextrahierte SBP, die unter Anwendung milderer
Extraktionsbedingungen gewonnen wurden, durch héhere mittlere Molekulargewichte (Mw),
Acetylierungsgrade, trans-Ferulasauregehalte sowie durch erheblich hdhere Anteile an neutralen
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Seitenketten gekennzeichnet. Neben dem Vorkommen von Typ |- und Typ-llI-Arabinogalactan
Motiven handelt es sich dabei insbesondere um hochverzweigte Arabinanstrukturen. Die
Gesamtheit der Ergebnisse verdeutlicht die Komplexitat der nativ vorliegenden Molekdlstruktur
von SBP und dass die Anwendung industriell Gblicher, harscher Saureextraktionsmethoden in
einer erheblichen strukturellen Modifizierung resultiert. Die durch die unterschiedlichen
Extraktionsbedingungen induzierten Strukturmodifikationen wirkten sich auch mal3geblich auf die
Emulgiereigenschaften aus. SBP, die unter milderen Extraktionsbedingungen (niedrigere
Saurekonzentration, kurzere Extraktionsperioden) gewonnen wurden, wiesen tendenziell bessere
Emulgiereigenschaften auf als Pektine, die unter entsprechend harscheren Bedingungen
extrahiert wurden.

Zur Extraktion von Pektinen wurden neben Saureextraktionen auch Autoklavenbehandlungen
sowie kombinierte, enzymunterstitzte Verfahren durchgefihrt. Durch den Einsatz eines Cellulase-
Préparats konnte die bei milden Sdureextraktionen erzielte Pektinausbeute gesteigert werden,
ohne dabei die Emulgiereigenschaften zu beeintréchtigen. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die durch den enzymatischen Verdau freigesetzten Pektine bei vergleichbarer
Monosaccharidzusammensetzung durch héhere Molekulargewichte (Gewichtsmittel, Mw) und
trans-Ferulasauregehalte gekennzeichnet sind. Dementsprechend kann darauf geschlossen
werden, dass die starker in den Zellwandkomplex eingebetteten Pektine aus Zuckerriben
komplexere Strukturen aufweisen als die leichter extrahierbaren Pektinfraktionen. Die
Autoklavenextraktion stellt ebenfalls eine vielversprechende Alternative zur klassischen
Saureextraktion dar, da auch ohne Saurezugabe in kurzer Zeit hohe Pektinausbeuten erzielt
werden konnten. Mit zunehmender Extraktionszeit zeigte sich jedoch eine drastische Zunahme
der stabilisierten Tropfendurchmesser, sodass lediglich bei kurzen Extraktionszeiten SBP mit
guten Emulgiereigenschaften extrahiert werden kénnen.

Zur Ergrindung kausaler Struktur-Eigenschaftszusammenhange wurde in dieser Arbeit ein
kombinierter Ansatz aus empirischen Struktur-Eigenschaftskorrelationen und gezielten
Strukturmodifikationen  gewahlt.  Dabei  wurden  zur  Aufstellung der  Struktur-
Eigenschaftskorrelationen 43 SBP untersucht, die die strukturelle Bandbreite von gering bis hin
zu stark modifizierten Pektinen abbildeten, sodass erstmals ein umfassender Einblick in die
Struktur-Eigenschaftszusammenhange saureextrahierter SBP ermdglicht wurde. Dabei konnte
gezeigt werden, dass der Anteil arabinosehaltiger Seitenketten tGber den gesamten untersuchten
Bereich hinweg linear mit der EmulsionstropfengréBBe korrelierte, wahrend bei den weiteren
Strukturparametern (Anteil galactosehaltiger Seitenketten, Galacturonsauregehalt, trans-
Ferulasauregehalt, Mw, Methylierungs- und Acetylierungsgrad) kein eindeutiger Zusammenhang
beobachtet werden konnte. SBP mit erhdhten Proteingehalten wiesen tendenziell schlechtere
Emulgiereigenschaften auf. Diese Beobachtung war insofern bemerkenswert, dass der erhohte
Proteingehalt haufig als einer der Griinde fur die guten Emulgiereigenschaften von SBP angefuhrt

wird.
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Die beobachteten Struktur-Eigenschaftskorrelationen konnten durch die gezielte strukturelle
Modifikation eines mild sdureextrahierten SBP mittels spezifischer Enzyme Uberprift und
konkretisiert werden. Dabei konnte unter anderem gezeigt werden, dass sich weder eine partielle
Reduktion des Proteingehalts noch eine durch vereinzelte Spaltungen innerhalb des
Galacturonanrickgrats  bewirkte  geringflgige  Verringerung des Mw auf die
Emulgiereigenschaften auswirkt. Dartber hinaus konnten gegensatzliche Einflisse der neutralen
Seitenketten bestatigt werden; wahrend eine partielle Abspaltung von Galactanen keine
Auswirkungen auf die EmulsionstropfengroBe hatte, wirkte sich eine Modifizierung der
Arabinanfraktion negativ auf die Emulgiereigenschaften aus. Zudem konnte durch den Einsatz
unterschiedlicher arabinanmodifizierender Enzyme gezeigt werden, dass nicht nur der Anteil an
Arabinanen, sondern auch deren struktureller Aufbau und insbesondere die Kettenlange
mafgeblichen Einfluss auf die Emulgiereigenschaften von sdureextrahierten SBP hat.

Diese Struktur-Eigenschaftszusammenhange konnten bei sdureextrahierten (pH 2 - 4) SBP
beobachtet werden, da diese stets durch hinreichende Proteingehalte gekennzeichnet waren und
eine gewisse MindestgroBe bzw. ein Mindestmolekulargewicht nicht unterschritten. Werden diese
Anforderungen nicht erfillt, beispielsweise durch eine weitgehende Modifizierung des
Galacturonanruckgrats im Zuge einer Autoklavenextraktion oder durch einen gezielten und
nahezu vollstandigen enzymatischen Proteinabbau, dann werden die Emulgiereigenschaften
durch diese Strukturmodifikationen dominiert, sodass der Einfluss des Anteils oder der
strukturellen Zusammensetzung der Arabinanseitenketten vernachldssigbar ist.

Bei der Analyse von Pektinen, die aus weiteren pflanzlichen Rohstoffen unter identischen
Bedingungen wie SBP extrahiert wurden, zeigten sich teilweise stark abweichende strukturelle
Zusammensetzungen im  Vergleich zu SBP, die sich auch in unterschiedlichen
Emulgiereigenschaften widerspiegelten. SBP und, mit Abstrichen, Karottenpektine wiesen dabei
deutlich bessere Emulgiereigenschaften auf als Apfel-, Citrus-, Weintrauben- und
Kartoffelpektine. Weintraubenpektine unterscheiden sich zu SBP insbesondere durch die deutlich
niedrigeren My und Acetylierungsgrade sowie die fehlende Ferulasduresubstitution der neutralen
Seitenketten. Diese strukturellen Unterschiede sind vermutlich ursachlich dafir, dass bei
Weintraubenpektinen im  Gegensatz zu SBP  keine direkte Abhangigkeit der
Emulgiereigenschaften von der Arabinanfraktion beobachtet werden konnte. Insgesamt konnten
fur Pektine, die mittels unterschiedlicher Extraktionsmethoden aus Weintraubentrestern
verschiedener Rebsorten gewonnen wurden, keine eindeutigen Struktur-
Eigenschaftszusammenhange festgestellt werden. Die Kombination aus, im Vergleich zu SBP,
maBiger Ausbeute und schlechteren Emulgiereigenschaften lasst auf ein geringeres
kommerzielles Potential schlie3en. Vielversprechender erscheint der Einsatz von Pektinen, die aus
Karottentrester extrahiert werden. Um deren Potential als Emulgator besser einschatzen zu
kénnen, sind jedoch weitergehende Arbeiten zu den Struktur-Eigenschaftszusammenhéngen
notwendig.
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7.1 CHEMIKALIEN

UND INSTRUMENTE

o Hersteller, GHS- . )
Chemikalie o H-Satze P-Satze
Reinheit Symbole
280, 301+312+330,
- Sigma-Aldrich, 301+330+331,
1-Methylimidazol 599 9% 05, 06 302, 31, 314 303+361+353,
305+351+338
i -Aldrich
3-Phenylphenol S'gmfoo ;”C ' 07 315,319,335 261, 305+351+338
(]
6—Ammoch|pqul.—N— Santa Cruz
hydroxysuccinimidyl- Biotechnolo - - -
carbamat 9y
. Merck
Alanin £98,5 % - - -
Siama-Aldrich 261, 271, 273, 280,
Ammoniak 9 25 9 " 05,07,09 314, 335, 410 303+361+353,
? 305+351+338
. . Sigma-Aldrich, 264, 270, 280, 301+312,
Ammoniumchlorid 99,9 % 07 302, 319 305+351+338, 337+313
Arginin Monohydrochlorid E/Ige;;( 07 319 305+351+338
2 (o]
Asparagin Monohydrat Ciré;{oo/th, - - _
2 (o]
Asparaginsaure Carl Roth, - - -
parag >98,5 %
| Roth
Citronenséure Carl Roth, 07 319,335 261, 280, 305+351+338
>99,5 %
Cystein Merck - - B
y >99 %
. ) Deutero,
Deuteriumoxid 99,9 %
Sigma-Aldrich,
D-Galactose 599 % - - -
D-Galacturonsaure Fluka >97 % i i i
Monohydrat PEIh
Sigma-Aldrich,
D-Glucose 5995 % - - -
. Sigma-Aldrich,
D-Glucuronsaure 598 % - - -
201, 280, 302+352,
Dichlormethan >\§;S\9N5RI°/ 07, 08 315, ?31396 351 304+340,
=772 305+351+338, 308+311
. Merck 210, 233, 240, 241,
Diethylether 99 % 02, 07 224,302, 336 3014312, 4034233
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7 Chemikalien und Instrumente

. . Carl Roth,
Dimethylsulfoxid £99.5 % - - -
Dinatriumtetraborat Carl Roth, 07, 08 319, 360FD 201, 308+313
>99 %
Sigma-Aldrich,
D-Mannose 599 9% - - -
Sigma-Aldrich,
D-Xylose £99,9 % - - ,
. . 210, 233, 240, 280,
Essigsaure Sigma-Aldrich, o, 226, 314 303+361+353,
>99,8 %
' 305+351+338
. . 310, 280, 301+330+331,
Essigsaureanhydrid S'griag'gA[Sr'Ch' 02,0605 %% ?,23 314, 304+340,
=77 305+351+338, 308+310
210, 240, 305+351+338
. o , ) ,
Ethanol, vergalt VWR, 99 % 02, 07 225,319 4034233
Glutamin Carl Roth, - - -
>99 %
Glutaminséaure Carl Roth, - - -
>98,5 %
. Merck
Glycin £99,7 % - - i,
Histidin E/'gegr f; . . -
Z (]
Hydroxyprolin E/Igegr C(; - - -
2 (e}
. Merck
Isoleucin 598 % - - _
2 (e}
KJeIdahI—Tat?letten nach Fluka i 41 273 501
Wieninger
L-Arabinose Slgrrlag—gAls/:inch, - - _
2 (o]
Leucin Merck - - -
>98 %
. . Sigma-Aldrich, 264, 270, 280, 301+312,
Lithiumchlorid 599.9 % 07 302, 315, 319 302+352, 305+351+338
L-Rhamnose Slgrrlag—gAls/:inch, - - _
2 (o]
) Sigma-Aldrich,
Lysin 598 % - - -
Merck 225, 210, 280, 301+310,
Methanol 5995 % 02, 06,08 301+311+331, 303+361+353,
=72 370 304+340+311
) ) 225, 290, 210, 233, 280, 301+310,
Methanolische Salzsaure S'gr?az'?',\j“h’ 02, %65 08 30143114331 303+361+353,
! 370 304+340+311
Methionin E/Igegri; - - -
= (]
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7.1 Chemikalien

312, 315, 335 201, 280, 301+310
. . O 1 7 I 7 7 !
Methyliodid VWR, 239% 06,0807 351 301,331 3024352, 3044340, 311
Natriumacetat Sigma-Aldrich, - - -
>99 %
280, 301+330+331,
Natriumbordeuterid Carl Roth, 02, 05,06, 260, 301, 314, 302+352,
>98 %D 08 360FD 305+351+338, 310,
402+404
) . Carl Roth, 280, 301+330+3371,
Natriumhydroxid 599 % 05 290, 314 305+351+338, 308+310
Natriumnitrat ';Aggcg 02, 07 272, 319 210, 305+351+338
Natriumtetraborat VWR 08 360FD 201, 280, 308+313
>99 %
. . Carl Roth,
Natriumthiosulfat 99 % - - -
3-(Trimethylsilyl)propion- Sigma-Aldrich, i i i
2,2,3,3-d4-saure >98 %D
. Sigma-Aldrich
Norleucin 598 % - - -
. Merck
ortho-Cumarsaure 07 315, 319, 335 261, 305+351+338
>98 %
. Merck
Phenylalanin 598 9% - - -
Merck 234, 270, 280, 301+312,
ortho-Phosphorsaure 585 % 05, 07 290, 302, 314 303+361+353,
I 305+351+338
Prolin Merck - - -
>99 %
. Alfa Aesar,
Raffinose 599 % - - -
210, 220, 280,
. Sigma-Aldrich, 272, 290, 314, 303+361+353,
Salpetersaure 65 % 02, 06, 05 331 30443404310,
305+351+338
234, 280, 301+330+331,
303+361+353
.. 0 1
Schwefelsaure VWR, 295 % 05 290, 314 304+340+310,
305+351+338
Serin Merck - - -
>99 %
. . 210, 280, 301+312+330,
Tetrahydrofuran Slgrrlaggl(Snch, 02, 07, 08 222’335023’;19’ 305+351+338,
=77 ' 370+378, 403+235
. Merck
Threonin 599 % - - -
Siama-Aldrich 261, 280, 303+361+353,
Trifluoressigsaure 9 599 % ' 05, 07 314, 332, 412 304+340+310,
=7 305+351+338
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7 Chemikalien und Instrumente

Tyrosin Merck 07 315,319,335 261, 305+351+338
>99 %
ThermoFisher
Valin Scientific - - -
295 %
GHS02 GHSO05 GHS06 GHS07 GHS08 GHS09
. Systemische
R p o Gesundheits- . Umwelt-
Entzindlich Atzend Giftig <chadlich Gesundheits- gefahrlich

gefahrdung

7.2 ENZYMPRAPARATE

Tabelle 20: Herstellerinformationen zu den verwendeten Enzympréaparaten

Ursprungs- rekombinante  spezifische
Enzym EC Nr. organismus Expression Aktivitat Bezugsquelle
Amyloglucosidase 3.213 Aspl)ﬁggezrllus Nein 36 U/mg Megazyme
endo—.a—1,5—L— 3.2.1.99 Aspgrgz[lus Nein 10 U/mg Megazyme
Arabinanase niger
a-L-Araplno— 3.2.1.55 Asp?rgtllus Nein 32 U/mg Megazyme
furanosidase niger
Cellulase Trichoderma . . .
(Celluclast®) 232.734.4 roesel Nein 0,7 U/mg Sigma-Aldrich
Ferulasdure- Pansen
esterase 31173 Mikroorganismen Ja 30 U/mg Megazyme
endo-p-1,4-D- 3.2.1.89 Asp?rgzllus Nein 150 U/mg Megazyme
Galactanase niger
endo-Poly- Aspergillus .
2.1 N 1 M
galacturonase M2 3 > aculeatus en >0 U/mg egazyme
Protease 3.4.21.62 Bacillus Nein 6 U/m Megazyme
(Subtilisin A) T licheniformis 9 gazy
. Trichoderma .
Pektin Lyase 42210 . Ja ~2 U/mg Erbsléh
reesei
endo-o-1,4-D- 32115 Trtchoder.ma ) ~3 U/mg Erbsloh
Polygalacturonase reesei
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7.3 Puffer und Losungen

7.3 PUFFER UND LOSUNGEN

3-Phenylphenollésung  (0,15%) fiur die photometrische Bestimmung des
Galacturonsauregehalts
e Natriumhydroxidldsung (0,5 %)
o 0,1 g Natriumhydroxid
o 20 mL Reinstwasser
e 3-Phenylphenollésung (0,15 %)
o 30 mg 3-Phenylphenol
o 20 mL Natriumhydroxidlésung (0,5 %)

Ammoniaklésung (2 M) fiir die Bestimmung der Bindungsverhaltnisse im Pektin
e 7,46 mL Ammoniak (25 %)
e 50 mL Reinstwasser

AQC-L6sung fiir die Bestimmung der Aminosdaurezusammensetzung der Proteine
e 1mgAQC
e 333 uL Acetonitril

Boratpuffer fiir die Bestimmung der Aminosdaurezusammensetzung der Proteine
e 2,4 g Natriumtetraborat
e 100 mL Wasser
e mit 1M Natronlauge pH 8,8 einstellen

Citronensaurel6sungen zur Pektinextraktion
e 10 mM: 1,92 g Citronensaure/L Reinstwasser
e 50 mM: 9,6 g Citronensaure/L Reinstwasser
e 100 mM: 19,2 g Citronensaure/L Reinstwasser

Natriumnitratlésung (50 mM) fiir die Analyse mittels HPSEC
e 4,25 g Natriumnitrat
e 1L Reinstwasser

Natriumthiosulfatlésung (100 mM) fiir die Bestimmung der Bindungsverhaltnisse im Pektin
e 3,95 g Natriumthiosulfat
e 250 mL Reinstwasser

Schwefelsaure  Natriumtetraboratlosung (12,5 mM) fir die Bestimmung des
Galacturonsauregehalts

e 251 mg Natriumtetraborat

e 1L konzentrierte (18 M) Schwefelsaure

153



7 Chemikalien und Instrumente

TMSP-ds-Losung fiir die Quantifizierung von freigesetztem Methanol und freigesetzter

Essigsaure

e 25 mg 3-(Trimethylsilyl)propion-2,2,3,3-ds-sdure Natriumsalz

° 50 mL D;O

TFA-L6sung (2 M) fiir die Hydrolyse zur Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung

e 84,6 mL Reinstwasser
e 154 mL Trifluoressigsaure

7.4 INSTRUMENTE

7.4.1 CHROMATOGRAPHISCHE SAULEN

LC-Saule PartikelgroBe PorengroBe MaBe Hersteller
/ um / nm (LxID) / mm
Dionex,
CarboPac PA20 6 <01 150 x 3,0 ThermoFisher
Scientific
Dionex,
CarboPac PA200 6 <1 250 x 3,0 ThermoFisher
Scientific
Luna C18(2) 5 10 250 x 4,6 Phenomenex
Luna Phenyl-Hexyl 5 10 250x 4,6 Phenomenex
TSKgel G4000 PWx, 10 50 300x 7,8 Tosoh Bioscience
TSKgel G5000 PWx. 10 100 300x 7,8 Tosoh Bioscience
TSKgel G6000 PWy. 13 > 100 300x 7,8 Tosoh Bioscience
GC-Saule Filmdicke MaBe Hersteller
/ pm (LxID) / mm
DB-225/DB-225 (MS) 0,25 30000 x 0,25 Agilent Technologies
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7.4 Instrumente

7.4.2 ANALYSENGERATE

HPAEC-PAD
Hersteller Dionex, ThermoFisher Scientific
Pumpe ICS-5000 DP
Autosampler AS-AP
Detektorkompartment ICS-5000 DC
Detektor (PAD) ICS-5000 ED

HPAEC-PAD/MS

Hersteller Dionex, ThermoFisher Scientific
Pumpe (Eluent) ICS-6000 SP

Autosampler AS-AP

Detektorkompartment ICS-6000 DC

Detektor (PAD) ICS-6000 ED

Suppressor AERS 500e (4 mm)

Detektor (CD) ICS-6000 CD

Pumpe (Regenerent) AXP-Pump

Pumpe (LiCl) AXP-MS-Pump

Detektor (MS)

HPSEC-RI/DAD/MALS

ISQ IC Mass Spectrometer

Hersteller Hitachi, Merck
Pumpe L-7100
Autosampler L-7200
Interface D-7000
Detektor (RI) L-7490
Detektor (DAD) L-7450

Detektor (MALS)

SLD7100 (PSS Polymer Solutions)

HPLC-DAD
Hersteller Shimadzu
Pumpe 3x LC-20AT
Autosampler SIL-20AC
Detektor (DAD) SPD-M20A
Detektor (FLD) RF-10Ax.
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7 Chemikalien und Instrumente

GC-FID
Hersteller Shimadzu
Bezeichnung GC-2010 Plus
Autosampler AOC-20i Auto Injector
Detektor FID-2010 Plus

GC-MS
Hersteller Shimadzu
Bezeichnung GC-2010 Plus
Autosampler AOC-20i Auto Injector
Detektor GC-MS QP 2010 Ultra

NMR-Spektrometer

Hersteller Bruker

Bezeichnung Ascend 500

Feldstarke 500 MHz

Probenkopf Prodigy, Kryoprobenkopf
UV/Vis-Photometer

Hersteller Jasco

Bezeichnung V-550 UV/Vis-Spectrophotometer
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8 ARBEITSVORSCHRIFTEN

8.1 PEKTINEXTRAKTION

8.1.1 SAUREEXTRAKTION

Tag 1.

e 15-25g Probenmaterial in 500 mL Erlenmeyerkolben mit VE-Wasser bzw.
Citronensaurelosung (10 - 100 mM) versetzen (10 - 30 mL/g)

e 1him Schuttelinkubator (50 °C) vorquellen

e 10 min auf Eis, 20 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen

e mit4 M Salpetersdure bzw. 1 M Natronlauge pH 2 - 6 einstellen

e 1-16 him Wasserbad bei 80 °C inkubieren

e 35 min auf Eis, 20 min bei Raumtemperatur abkuhlen lassen

e Suspension moglichst quantitativ in Zentrifugenbecher Uberfihren, mit 100 mL Wasser
nachspulen, Feststoff abzentrifugieren

e Uberstand Uber feinmaschiges Gewebetuch in geeignetes GefaB Uberfihren (minimales
GefaBvolumen: vierfaches Extraktvolumen). Riickstand handisch auspressen. Zum Nachspdilen
50 mL Wasser verwenden

e 2,2-faches Extraktvolumen an IPA zugeben, Gber Nacht prazipitieren

Tag 2:

e Uberstand liber Gewebetuch abgieBen, mit 100 mL 70 %igen IPA nachspiilen

e Prazipitat ausdriicken, mit Tuch in groBe Kristallisierschale auslegen und zerkleinern

e 200 mL 70 %iges IPA zugeben, mit Prazipitat vermengen und auspressen

e 200 mL reines IPA zugeben, mit Prézipitat vermengen und auspressen

e Prazipitat zerkleinert und maéglichst einlagig in geeignete Kristallisierschale Gberfiihren und
abgedeckt Uber Nacht im Abzug abdampfen lassen.

Tag 3:

e im Trockenschrank bei Umluft und 50 °C fir 1 h trocknen
e mabhlen der Proben (Partikeldurchmesser < 0,5 mm)
e Lagerung bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
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8 Arbeitsvorschriften

8.1.2 ENZYMATISCH UNTERSTUTZTE EXTRAKTION

Tag 1.

15 g Probenmaterial in 500 mL Erlenmeyerkolben mit 250 mL VE-Wasser versetzen

1 him Schattelinkubator (50 °C) vorquellen

10 min auf Eis, 20 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen

mit 4 M Salpetersaure pH 2 einstellen

1 h im Wasserbad bei 80 °C inkubieren

35 min auf Eis, 20 min bei Raumtemperatur abkuhlen lassen

mit 2 M Natronlauge pH 5,5 einstellen

0, 11 bzw. 33 U Cellulase/g Pektin zugeben

2 h im Schittelinkubator (50 °C) inkubieren

Enzyme inaktivieren (95 °C, 5 min)

15 min auf Eis, 20 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen

Suspension maglichst quantitativ in Zentrifugenbecher Uberfihren, mit 100 mL Wasser
nachspulen, Feststoff abzentrifugieren

Uberstand tber feinmaschiges Gewebetuch in geeignetes GeféB Uberfiihren (minimales
GefaBvolumen: vierfaches Extraktvolumen). Ruckstand handisch auspressen. Zum Nachspulen
50 mL Wasser verwenden

2,2-faches Extraktvolumen an IPA zugeben, Gber Nacht prazipitieren

Tag 2 und Tag 3:

siehe Abschnitt 8.1.1

8.1.3 AUTOKLAVENEXTRAKTION

Tag I

20 g Probenmaterial in 500 mL Schottflasche mit 200 mL VE-Wasser versetzen

1 h im Schattelinkubator (50 °C) vorquellen

10 min auf Eis, 20 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen

ggf. mit 4 M Salpetersaure pH 2,5 bzw. 3,5 einstellen

20 - 60 min im Autoklav bei 121 °C inkubieren

35 min auf Eis, 20 min bei Raumtemperatur abkuhlen lassen

Suspension maglichst quantitativ in Zentrifugenbecher Uberfihren, mit 100 mL Wasser
nachspdlen, Feststoff abzentrifugieren

Uberstand Gber feinmaschiges Gewebetuch in geeignetes GeféB Gberfihren (minimales
GefaBvolumen: vierfaches Extraktvolumen). Rickstand handisch auspressen. Zum Nachspulen
50 mL Wasser verwenden

2,2-faches Extraktvolumen an IPA zugeben, tGber Nacht prézipitieren

Tag 2 und Taqg 3:

siehe Abschnitt 8.1.1
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8.2 Strukturcharakterisierung der extrahierten Pektine

8.2 STRUKTURCHARAKTERISIERUNG DER EXTRAHIERTEN PEKTINE

8.2.1 MOLEKULARGEWICHTSBESTIMMUNG

e Probenmaterial in 50 mM Natriumnitratlésung |6sen (2 mg/mL)
e 2 him Eppischattler 16sen (50 °C)

e zentrifugieren, Uberstand in 1,5 mL Vial Gberfiihren

e Probe mittels HPSEC-RI/MALS analysieren

Analyse mittels HPSEC-RI/MALS

Saule: TSKgel PWy. 6000 (300 mm x 7,8 mm)
Eluent: 50 mM Natriumnitratlésung (isokratisch)
Fluss: 0,5 mL/min

Injektionsvolumen: 50 pL

Saulentemperatur: 50 °C

Detektion: RI/MALS (dn/dc = 0,135 mL/g)

8.2.2 CHARAKTERISIERUNG DER PROTEINFRAKTION

8.2.2.1 BESTIMMUNG DES PROTEINGEHALTS

e 100 mg Probenmaterial in Kjeldahl-Kolben mit Glasperlen einwiegen
e 500 mg Selenreaktionsgemisch (Kjeldahl-Katalysator) und 5 mL konzentrierte Schwefelsaure
zugeben
e 1,5-2h (bis zur Auflésung des Probenrickstands) auf einem Heizblock erhitzen
e abkdhlen lassen, 10 mL Wasser zugeben
e Probe in 50 mL Messkolben Uberfuhren, bis zur Markierung mit Wasser auffullen
e Kalibrierlésungen herstellen
o NH4CI-Stammlésung mit 1 g N/L (382 mg Ammoniumchlorid | 100 mL Wasser)
o Kalibrierlésungen mit 0,1 mg N/L / 1T mg N/L /10 mg N/L: 20 yL / 200 pL / 2000 pL der
NH4Cl-Stammldsung + 4 mL konzentrierte Schwefelsaure | 200 mL Wasser
e 50 mL der Kalibrierldsungen bzw. 1T mL der Aufschlusslésung der Probe zusammen mit 49 mL
Wasser in ein Becherglas tGberfiihren
e 3 mL 2 M Natronlauge zugeben und Stickstoffgehalt mittels ammoniaksensitiver Elektrode
bestimmen

e Stickstoffgehalt mittels Umrechnungsfaktor 6,25 in Proteingehalt umrechnen
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8 Arbeitsvorschriften

8.2.2.2 AMINOSAUREZUSAMMENSETZUNG

Hydrolyse

¢ 50 mg Probenmaterial in 8 mL Vial einwiegen, 2,5 mL halbkonzentrierte Salzsaure zugeben,

Gasraum mit Stickstoff spilen

e bei 120 °C Uber 20 h im Trockenschrank hydrolysieren

e abkuhlen lassen, zentrifugieren (2500 g; 4 min)

e Uberstand durch Spritzenfilter (0,45 um; PTFE) filtrieren

Derivatisierung

e Proben 1zu 10 verdinnen

e 20 pL der verdiunnten Probe bzw. 20 uL der Kalibrierlésungen mit 20 pL der internen

Standardsubstanz (0,1 mM Norleucinlésung) versetzen
e 180 L Boratpuffer (pH = 8,8) und 50 pL der AQC-L6sung hinzugeben
e 10 min bei 55 °C inkubieren
e Proben mittels HPLC-FLD analysieren

Analyse mittels HPLC-FLD

Saule:

Fluss:
Injektionsvolumen:
Saulentemperatur:
Detektion:
Kalibrierung:

Tabelle 21: Gradientenprogramm der

Luna C18(2) (250 x 4,6 mm)

1,0 mL/min
10 uL
35°C

FLD (Anregung bei A=250 nm, Detektion bei A=395 nm)
5 Punkt-Kalibrierung der relevanten Aminosauren (Hydroxyprolin,

Asparaginsaure, Glutaminsdure, Serin, Glycin, Histidin, Arginin,

Threonin, Alanin, Prolin, Cystein, Tyrosin, Valin, Methionin, Lysin,

Isoleucin, Leucin, Phenylalanin) mit Konzentrationen von 0,0025;
0,05; 0,1, 0,15 und 0,2 mM

HPLC-FLD Analyse zur Bestimmung der
Aminosdurezusammensetzung der Proteinfraktion der Pektine. Eluent A: Natriumacetatpuffer
(60 mM; pH 5,1), Eluent B: Acetonitril, Eluent C: Reinstwasser

Zeit / min Eluent A / % Eluent B / % Eluent C / %
0,0 94,0 6,0 0,0
30,0 87,0 13,0 0,0
30,5 80,0 20,0 0,0
38,0 76,0 24,0 0,0
48,0 73,7 26,3 0,0
55,0 0,0 50,0 50,0
55,5 94,0 6,0 0,0
65,0 94,0 6,0 0,0
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8.2 Strukturcharakterisierung der extrahierten Pektine

8.2.3 CHARAKTERISIERUNG DER POLYSACCHARIDFRAKTION

8.2.3.1 MONOSACCHARIDZUSAMMENSETZUNG

e 6 -8 mg Probenmaterial in 4 mL Vial einwiegen

e 500 pL 1,25 M methanolische Salzsdure zugeben

e 16 h bei 80 °C im Trockenschrank hydrolysieren

e abkihlen lassen, 10 pL des Uberstands in 1,5 mL Vial Gberfiihren, bis zur Trockene eindampfen

e Zugabe von 125 pL 2 M TFA und Hydrolyse tber 1 h bei 121 °C im Trockenschrank

e bis zur Trockene eindampfen, 200 uL Ethanol zugeben und erneut bis zur Trockene
eindampfen (2x)

e Probe in 1T mL Wasser aufnehmen, entsprechend verdinnen und mittels HPAEC-PAD

analysieren

Analyse mittels HPAEC-PAD

Saule: CarboPac PA20 (150 mm x 3 mm)

Fluss: 0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 25 L

Saulentemperatur: 25 °C

Detektion (PAD): AgCl-Elektrode (20 °C)

Kalibrierung: 2 Funfpunktkalibrierungen (1 - 25 uM und 25 - 125 yM) der 10

Monosaccharide: Fucose, Rhamnose, Arabinose, Galactose,
Glucose,  Xylose, Mannose, Fructose, Galacturonsaure,

Glucuronsaure

Tabelle 22: Gradientenprogramm der HPAEC-PAD Analyse zur Bestimmung der
Monosaccharidzusammensetzung. Eluent A: Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M Natronlauge, Eluent C:
0,1 M Natronlauge + 0,5 M Natriumacetatlésung

Zeit / min Eluent A/ % Eluent B/ % EluentC/ %

-20,0 0 100 0
-10,0 0 100 0

-9,9 90 10 0

0,0 90 10 0

1,5 97 3 0

22,0 97 3 0

32,0 0 100 0

32,1 0 60 40

42,0 0 60 40
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8 Arbeitsvorschriften

8.2.3.2 ANALYSE DER GLYKOSIDISCHEN BINDUNGEN MITTELS METHYLIERUNGSANALYSE

Methylierung (zweifache Durchfiihrung)

5 mg gut getrocknetes und homogenes Probenmaterial in 15 mL Pyrexglas einwiegen

2 mL Dimethylsulfoxid zugeben und 15 min im Ultraschallbad behandeln

Uber Nacht quellen lassen und anschlieBend erneut 15 min im Ultraschallbad behandeln
100 mg frisch unter Stickstoff gemdrsertes Natriumhydroxid zugeben

90 min im Ultraschallbad behandeln, 90 min bei Raumtemperatur reagieren lassen

1 mL Methyliodid zugeben

30 min im Ultraschallbad behandeln, 30 min bei Raumtemperatur reagieren lassen

3 mL Dichlormethan und 5 mL 0,1 M Natriumthiosulfatlésung zugeben und gut durchmischen
wassrige Phase abnehmen und organische Phase zweifach mit Wasser waschen
Losungsmittel abrotieren, magliche Losungsmittelreste unter Stickstoffstrom entfernen
Proben tber Nacht bei 40 °C im Trockenschrank trocknen

Hydrolyse, Reduktion und Derivatisierung

2 mL TFA zugeben und Uber 90 min bei 121 °C im Trockenschrank behandeln
Losungsmittel abrotieren, magliche Losungsmittelreste unter Stickstoffstrom entfernen
20 mg Natriumbordeuterid in 0,3 mL Ammoniak zugeben, 60 min bei Raumtemperatur
reagieren lassen

Reaktion durch die Zugabe von 100 pL Eisessig abbrechen

unter Eiskiihlung 450 pL 1-Methylimidazol und 3 mL Essigsdureanhydrid zugeben

30 min bei Raumtemperatur inkubieren lassen

unter Eiskihlung 3 mL Wasser zugeben, mit 5 mL Dichlormethan extrahieren
organische Phase dreimal mit 3 mL Wasser waschen

Restwasser Uber Nacht bei -18 °C ausfrieren

organische Phase in 4 mL Vial Gberfihren und mittels GC-MS/GC-FID analysieren

Analyse mittels GC-MS und GC-FID

Saule: DB-225 (MS) (30 m x 0,25 ym)

Injektionsvolumen: 5L

Injektionstemperatur: 220 °C

Injektionsart: Split (10:1)

Tragergas: Helium

Tragergasgeschwindigkeit: 40 cm/s

Detektion (MS): ElektronenstoBionisation mit 70 eV
Transferline-Temperatur: 220 °C

Detektion (FID): Temperatur 240 °C

Temperaturprogramm: Anfangstemperatur 140 °C (1 min halten)

Aufheizphase (4 min) mit 20 °C/min bis 220 °C,
halten fir 25 min
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8.2 Strukturcharakterisierung der extrahierten Pektine

8.2.3.3 ENZYMATISCHES ARABINANPROFILING

Enzymatische Hydrolyse

Pektinlésung herstellen (1 mg/mL)

2 uL einer 20 U/mL endo-o-1,5-L-Arabinanase-Losung zu 200 pL der Pektinlésung geben

(200 U/q), vorsichtig vermischen

24 h bei 40 °C im Eppischuttler inkubieren lassen

Enzyme inaktivieren (95 °C, 5 min)
15 pL Uberstand und 15 plL 100 uM Raffinoselésung zu 120 uL Wasser geben
Proben mittels HPAEC-PAD/MS analysieren

Analyse mittels HPAEC-PAD/MS

Saule:

Fluss:
Injektionsvolumen:
Saulentemperatur:
Detektion (PAD):
Detektion (MS):

CarboPac PA200 (250 mm x 3 mm)

0,4 mL/min

25 uL

25 °C

AgCl-Elektrode (20 °C)

elektrolytisch  regenerierender ~ Suppressor  mit  externer
Wasserzufuhr und anschlieBender Detektion der Leitfahigkeit zur
Uberprufung der Entsalzung

Zufuhr von 500 uM Lithiumchloridlésung (0,05 mL/min)
Elektrosprayionisation im positiven Modus (Lithium-Addukte)

Tabelle 23: Gradientenprogramm der HPAEC-PAD/MS Analyse zur Bestimmung der durch endo-
o-1,5-L-Arabinanase freigesetzten Arabinanoligosaccharide. Eluent A: Reinstwasser, Eluent B: 0,1 M
Natronlauge, Eluent C: 0,1 M Natronlauge + 0,5 M Natriumacetatlésung

Zeit / min Eluent A/ % Eluent B / % Eluent C / %
-30,0 0 0 100
-20,0 0 0 100
-19,9 90 10 0

0,0 90 10 0
0,1 90 10 0
10,0 50 50 0
60,0 50 30 20
75,0 40 60
751 0 100
90,0 0 0 100
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8 Arbeitsvorschriften

8.2.4 ANALYSE HYDROPHOBER SUBSTITUENTEN

8.2.4.1 BESTIMMUNG DES FERULASAUREGEHALTS

e 50 mg Probenmaterial in 15 mL Pyrexglas einwiegen und Ruhrfisch zugeben

e 2 M Natronlauge mit Stickstoff begasen, 5 mL zugeben, Gasraum mit Stickstoff fluten,
verschlieBen

e 18 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss und Rihren verseifen lassen

e Suspension mit konzentrierter Salzsaure auf pH < 2 ansauern

e 150 pL einer 1 mg/mL ortho-Cumarsaurelésung zugeben (interne Standardsubstanz)

e 20 min bei Raumtemperatur equilibrieren

e Phenolische Sauren mit 3 mL Diethylether extrahieren (3x)

e vereinigte organische Phase unter Stickstoffstrom trocknen

e Ruckstand in 500 uL Methanol/Wasser (50:50, v:v) aufnehmen

e Probe 1zu 10 verdinnen und mittels HPLC-DAD analysieren

Analyse mittels HPLC-FD

Saule: Luna Phenyl-Hexyl (250 x 4,6 mm)
Fluss: 1 mL/min

Injektionsvolumen: 20 pL

Saulentemperatur: 45 °C

Detektion: DAD (A=323 nm)

Tabelle 24: Gradientenprogramm der HPLC-DAD Analyse zur Quantifizierung von trans-
Ferulasaure in den Pektinextrakten. Eluent A: 1 mM TFA, Eluent B: Methanol/1 mM TFA (90/10, v/v),
Eluent C: Acetonitril/1 mM TFA (90/10, v/v)

Zeit / min Eluent A/ % Eluent B / % Eluent C / %
0,0 87,0 0,0 13,0
10,0 87,0 0,0 13,0
20,0 77,0 3,0 20,0
25,0 70,0 5,0 25,0
30,0 25,0 25,0 50,0
35,0 0,0 50,0 50,0
40,0 0,0 50,0 50,0
45,0 87,0 0,0 13,0
50,0 87,0 0,0 13,0
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8.2 Strukturcharakterisierung der extrahierten Pektine

8.2.4.2 BESTIMMUNG DES ACETYLIERUNGS- UND METHYLIERUNGSGRADS

BESTIMMUNG DES URONSAUREGEHALTS
Vorhydrolyse

e 12 - 14 mg Probenmaterial in 3,5 mL Vial mit Glasperlen einwiegen

e auf Eis 400 pL 12 M Schwefelsaure zugeben, vortexen

e 30 min auf Eis stehen lassen, alle 10 min vortexen

e 2 h bei Raumtemperatur stehen lassen und alle 30 min vortexen

e 2,6 mL Wasser zugeben

e Uberstand durch Spritzenfilter (PTFE; 0,45 um) filtrieren, Filtrat verdiinnen (1 zu 40 - 80)

Photometrische Bestimmung

e je 400 pL der verdiinnten Probe in vier (3x Probe, 1x Blindwert) 15 mL Pyrexglaser geben
e unter Eiskihlung 2,4 mL schwefelsaure Natriumtetraboratlésung (12,5 mM in konzentrierter
Schwefelsaure) zugeben und umgehend vortexen

5 min bei 95 °C im Wasserbad inkubieren, umgehend auf Eis abkihlen lassen

je 40 yL 3-Phenylphenolldésung (0,15 % in 0,5 %iger Natronlauge) zu Proben bzw. 40 uL
0,5 %ige Natronlauge zu Blindwert geben, umgehend vortexen

in Kvetten umfallen, nach 20 min am Spektrophotometer Extinktion bei 520 nm messen
Kalibrierung

e externe Kalibrierung mit 10 - 85 mg/L Galacturonsaurelésung, analog zu Probenlésung (mit
Blindwert flr jeden Kalibrierpunkt) vorgehen

BESTIMMUNG DES METHANOL- UND ESSIGSAUREGEHALTS NACH VERSEIFUNG
Verseifung

e 15 mg Probenmaterial in 3,5 mL Vial einwiegen

e 1,5mL 2 M Natronlauge in D>O und 150 pL TMSP-ds4 (0,5 mg/mL in D,O) zugeben
e 2 him Ultraschallbad behandeln

e Uberstand durch Spritzenfilter (PTFE; 0,45 um) filtrieren

e 550 pL in NMR-Réhrchen Gberflhren

NMR-Messung

Pulssequenz Zg30 (90 ° Puls)
Losungsmittel D20

Anzahl Scans 32

Relaxation Delay (D1 Zeit) 35 Sekunden
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8 Arbeitsvorschriften

8.3 GEZIELTE MODIFIKATION DER PEKTINSTRUKTUR

8.3.1 MODIFIKATION DES VERESTERUNGSGRADS DURCH ALKALIBEHANDLUNG

Tag 1:

e 2x1,659gSBPin1L Becherglaser einwiegen, Ruhrfisch dazu

jeweils 250 mL gekuhlte (4 °C) 20 mM Natronlauge hinzugeben (~3 mmol NaOH/g SBP)
15 min bzw. 180 min bei 4 °C rihren (Eisbad auf Magnetruhrer)

mit 2 M Salzsaure pH 4 einstellen

2,2-faches Volumen an IPA zugeben, Uber Nacht prazipitieren

Tag 2 und Taqg 3:

e siehe Abschnitt 8.1.1

8.3.2 ENZYMATISCHE MODIFIKATION VERSCHIEDENER STRUKTURELEMENTE

Tag 1.

e 6x4gSBPin1L Erlenmeyerkolben einwiegen, Rihrfisch dazu
e 200 mL VE-Wasser hinzugeben und 1 h in Schittelinkubator (40 °C) vorquellen
e mit 1M Natronlauge pH 6 einstellen
e Enzymzugabe:
KP: Keine Enzymzugabe
AA: endo-a-1,5-L-Arabinanase (5 U/g SBP)
GA: endo--1,4-D-Galactanase (10 U/g SBP)
PROT: Subtilisin A Protease (18 U/g SBP)
FAE: Ferulasaureesterase (0,05 U/g SBP)
e 24 him Schittelinkubator (40 °C) inkubieren
o nach 23 h Inkubation Zugabe endo-p-1,4-D-Polygalacturonase (5 U/g SBP)

o O O O O

e Enzyme inaktivieren (95 °C; 5 min), 30 min auf Eis abkuhlen
e 2,2-faches Volumen an IPA zugeben, Uber Nacht prazipitieren

Tag 2 und Taqg 3:

e siehe Abschnitt 8.1.1
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8.3 Gezielte Modifikation der Pektinstruktur

8.3.3 ENZYMATISCHE MODIFIKATION DER ARABINANFRAKTION

Tag 1:

3 x 3 g SBP in 500 mL Erlenmeyerkolben einwiegen, Rihrfisch dazu
150 mL VE-Wasser hinzugeben und 1 h in Schittelinkubator (40 °C) vorquellen
mit 0,5 M Natronlauge pH 4 einstellen
Enzymzugabe:
o KP: keine Enzymzugabe
AA10: endo-1,5-a-L-Arabinanase (10 U/g SBP)
AA40: endo-1,5-a-L-Arabinanase (40 U/g SBP)
AF10: a-L-Arabinofuranosidase (10 U/g SBP)
AF40: a-L-Arabinofuranosidase (40 U/g SBP)
24 h im Schittelinkubator (40 °C) inkubieren
Enzyme inaktivieren (95 °C; 5 min), 30 min auf Eis abkuhlen

o O O O

2,2-faches Volumen an IPA zugeben, Uber Nacht prazipitieren

Tag 2 und Taqg 3:

siehe Abschnitt 8.1.1

8.3.4 ENZYMATISCHE MODIFIKATION DER GALACTURONANFRAKTION

Tag 1.

4 x 3 g SBP in 500 mL Erlenmeyerkolben einwiegen, Ruhrfisch dazu
150 mL VE-Wasser hinzugeben und 1 h in Schittelinkubator (40 °C) vorquellen
mit 0,5 M Natronlauge pH 3,5 einstellen
Enzymzugabe:
o 9UPGAund 15 U PLY/g SBP
o KP: keine Enzymzugabe
20 min bzw. 60 min bzw. 180 min im Schuttelinkubator (40 °C) inkubieren
o KP:180 min
Enzyme inaktivieren (95 °C; 5 min), 30 min auf Eis abkdhlen
2,2-faches Volumen an IPA zugeben, Uber Nacht prazipitieren

Tag 2 und Tag 3:

siehe Abschnitt 8.1.1
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8 Arbeitsvorschriften

8.4 ENZYMATISCHER STARKEABBAU DES TRAUBENPEKTINS

Tag 1:

2 x 2 g Traubenpektin in 1 L Erlenmeyerkolben einwiegen, Ruhrfisch dazu
200 mL VE-Wasser hinzugeben und 1 h in Schittelinkubator (40 °C) vorquellen
pH-Wert Uberprifen (pH = 4,3)
Enzymzugabe:
o M_A KP: keine Enzymzugabe
o M_A AMG: 75 U Amyloglucosidase/g Traubenpektin
16 h im Schattelinkubator (40 °C) inkubieren
Enzyme inaktivieren (95 °C; 5 min), 30 min auf Eis abkuhlen
2,2-faches Volumen an IPA zugeben, Uber Nacht prazipitieren

Tag 2 und Tag 3:

siehe Abschnitt 8.1.1
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9 ANHANG

9.1 TABELLEN

Tabelle 25: Pektinausbeuten (n = 2), Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 fiir Mw) und xgo,3-Werte
(n = 3) der bei pH-Werten von 2 bzw. 3 und variierenden Extraktionszeiten (t =1, 2, 4 und 16 h)
gewonnenen  Pektine (+ Range/2 bzw. Standardabweichung).  DAc: Acetylierungsgrad,
DM: Methylierungsgrad, Mw: Molekulargewicht  (Gewichtsmittel), t-FA: trans-Ferulasduregehalt,
x90,3. 90. Perzentil der TropfengroBenverteilung

pH2/80°C pH 3 /80 °C
Th 2h 4 h 16 h T1h 2h 4 h 16 h
Ausbeute 15,6 18,3 20,1 22,2 3,0 59 8,3 14,1
/ % +04 +0,3 +0,2 +0,.2 +0,2 + 0,1 +1,6 +1,0
X90,3 0,81 0,97 1,03 1,09 1,23 0,70 0,84 0,86
/ um + 0,01 +001 +002 0,01 +0,06 0,01 + 0,01 + 0,01
Mw 913 824 695 285 154 196 388 505
/ kDa +19 + 62 + 51 +20 +13 + 38 + 30 +17
Proteingehalt 6,0 6,6 6,6 6.8 4,0 35 3,6 4,6
/ % + 0,1 +0,.2 + 0,1 +0,.2 + 0,1 + 0,1 + 0,1 + 0,1
DM 70,6 62,1 59,8 56,4 73,7 62,7 61,6 58,5
/ % +2,6 +06 +2,3 +25 +0,2 +25 +0,5 +24
DAc 46,2 38,4 33,5 16,0 45,3 381 42,1 38,0
/ % +17 +0,2 +1,6 +0,8 + 0,1 +09 + 1,1 +1,9
t-FA 676 682 668 567 523 509 679 750
/ mg/100 g +10 +16 + 47 7 4 7 £ 17 +15
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9 Anhang

Tabelle 26: Pektinausbeuten (n = 2), Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 fiir Mw) und xgo,3-Werte
(n = 3) der nach 16-stiindiger Extraktion bei pH-Werten von 2, 3 bzw. 4 gewonnenen Pektine
(+ Range/2 bzw. Standardabweichung). Die Extraktionen erfolgten bei 80 °C unter Zusatz von 100 mM
Citronensaure. DAc: Acetylierungsgrad, DM: Methylierungsgrad, t-FA: trans-Ferulasduregehalt
Mw: Molekulargewicht (Gewichtsmittel), xg03: 90. Perzentil der TropfengréBenverteilung

16 h /80 °C
pH 2 pH 3 pH 4

Ausbeute / % 243 +0,2 219+ 04 17,6 £ 1,0
Xg0,3 / UM 116 + 0,03 0,89 £ 0,02 0,76 £ 0,01
Mw / kDa 154 £19 223+ 8 419 £ 12
Proteingehalt / % 6,7 £ 0,1 50+01 3,710,
DM/ % 548+ 0,2 650 £ 2,7 59,6 £ 2,1
DAc/ % 20,7 £ 0,1 40,5+19 388 £ 15

t-FA / mg/100g 635 £ 1 661+ 5 691+ 5

Tabelle 27: Pektinausbeuten (n = 2), Strukturparameter (n = 2 bzw. n = 3 fiir Mw) und xgo,3-Werte
(n = 3) der Pektine nach Autoklavenextraktion (121 °C) bei pH 4,6 liber variierende Zeiten (t = 20, 40
und 60 min) sowie bei pH 2,5 bzw. 3,5 und einer Extraktionszeit von 20 min (+ Range/2 bzw.
Standardabweichung). DAc: Acetylierungsgrad, DM: Methylierungsgrad, t-FA: trans-Ferulasauregehalt,
Mw: Molekulargewicht (Gewichtsmittel), xg03: 90. Perzentil der TropfengréBenverteilung

Autoklavenextraktionen

pH-Wert 2,5 3,5 4,6 4,6 4,6
Extraktionszeit / min 20 20 20 40 60
Ausbeute / % 16,7 18,9 16,8 18,9 16,7
X903 / UM 1,04 £0,02 0,76 + 0,01 079 £0,01 096 +0,03 13,6 £2,2
Mw / kDa 165 + 3 272 + 14 272 + 22 196 + 20 103 +£9
Proteingehalt / % 8,8+ 0,1 4,2 + 0,1 2,6 £0,/1 14 £ 0,1 2,6 +0/1
DM /% 601+ 04 66,3 £ 0,5 679 +22 74,2 £ 3,4 770 £ 19
DAc/ % 40,5+0,2 46,5 +0,2 43,4+ 0,5 50,7 £ 1,8 56,4 +1,0
t-FA / mg/100 g 659 + 33 721 +£18 808 + 21 663 £ 5 653 + 28
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9.1 Tabellen

Tabelle 28: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol% + Range/2) der stufenweise mit
Isopropanol gefallten Zuckerriibenpektine, bestimmt mittels Methylierungsanalyse. Die Pektine wurden
durch milde Saureextraktion (80 °C; pH 2; 1h) gewonnen. Ara: Arabinose, f: Furanose, Gal: Galactose,
Glc: Glucose, n.g.: nicht quantifiziert, p: Pyranose, Rha: Rhamnose, t: terminal, Xyl: Xylose

Glykosidische Isopropanolanteil

Bindungstypen 20 % 20 - 40 % 40 -70 %
t-Araf 19,6 £ 0,2 29,7+ 0,1 28,8 +0,3
t-Arap 030/ 3302 050,/

1,2-Araf 06 +0/1 1,7+ 0,1 09 +0/1
1,3-Araf 12 £0, 4,7+ 04 1,8 £ 0,1

Arabinose

1,5-Araf 17,3 £ 0,1 229+ 0,7 211+£0,3
1,3,5-Araf 13,2+0,.2 12,0 £ 0,5 16,3 £ 0,3
1,2,5-Araf 11+0,/1 1,7 £ 0,1 21+ 0,1
1,2,3,5-Araf 19+ 0,1 16 £ 0,1 33+0/1
t-Galp 16 0,1 2,0 £0,1 36+03
1,3-Galp 0,7+ 0,1 0,6 £0,1 1,8 £ 0,1
1,4-Galp 160, 16 +£0,1 53+0,/1
Galactose 1,6-Galp 1,2 £ 0,1 1,6 £ 0,1 29+ 01
1,2,4-Galp n.g. 0,2 +0,1 02+ 0,1
1,3,4-Galp 02 +£0,1 03 +0/1 0,5+0,1
1,3,6-Galp 1,7 +0, 0,9 £ 0,1 23102
Rhamnose 1,2-Rhap 0,8 £ 0,1 12 +0,/1 27+03
1,2,4-Rhap 0,7 +0,1 0,7+ 0,1 31+04
t-Glep 0,7+ 0,1 38+03 03 +0/1

Glucose 1,4-Glep 14+ 01 02+ 01 n.g.
1,4,6-Glcp 29,7+ 0,7 75+02 12+ 0,1
t-Xylp 1,30, 0,6 £0,1 01+0,/
Xylose 1,2-Xylp 11+ 0,1 1,0+ 0,1 1,0 £ 0,1

1,4-Xylp 0,4 + 0,1 n.g. n.g.
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9 Anhang

Tabelle 29: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol% * Range/2) der bei pH 2 und 80 °C fiir
1, 2, 4 bzw. 16 h extrahierten Zuckerribenpektine, bestimmt mittels Methylierungsanalyse.
Ara: Arabinose, f: Furanose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, p: Pyranose, Rha: Rhamnose, t: terminal, Xyl: Xylose

Glykosidische pH 2
Bindungstypen 1h 2h 4h 16 h
t-Araf 303+05 245+03 1850/ 59 + 0,1
t-Arap 0,5+0,1 0,7+0/1 0,6 +0/1 12+0,3
1,2-Araf 0,9 +0,1 10 + 0,1 14 + 0,1 0,7 £ 01
1,3-Araf 1,7 +0,1 2,6 £0,1 2,6 £0,1 49+ 0,1
Arabinose
1,5-Araf 226+01 175+07 144+08 52+07
1,3,5-Araf 164 +01 105+0°2 6,1+ 0,1 0,7 £ 0,1
1,2,5-Araf 1,8 £ 0,1 2,0+ 0,1 2,0+ 0,1 0,5+ 01
1,2,3,5-Araf 3,8+0,1 24 £ 0,1 33+09 01+0/1
t-Galp 34 +0/1 6,5+02 7,8 £0,1 16,8 + 1,1
1,3-Galp 1,5+ 0,1 2,0+ 0,1 2,5+ 0,1 21+£0,1
1,4-Galp 41+0,3 7,3+ 0,1 9,2+ 0,1 15,2 + 0,1
Galactose 1,6-Galp 24 +0/1 4,2 + 0,1 54+03 133+0,1
1,2,4-Galp 02 +0,1 01+0,1 03+0.2 0,2 £0/1
1,3,4-Galp 03 +0,1 0,5+ 01 0,6 +0/1 04 +0/1
1,3,6-Galp 2,0 £ 01 2,4+ 0,1 2,9+ 0,1 29+02
Rhamnose 1,2-Rhap 19+ 0,1 46+ 0,1 42+01 128+04
1,2,4-Rhap 21+0,3 3,6 £0,1 42 +0,5 83103
t-Glcp 0,2 +0,1 0,5+ 01 04 + 0,1 08+ 01
Glucose 1,4-Glcp 24 + 0,1 52+04 88+06 6,0 + 0,1
1,4,6-Glcp 03 +0,1 02 +0,1 1,4+ 0,1 0,2 £0/1
t-Xylp 11+ 0,1 14 + 0,1 2,3 +0,1 1,3 +0,/1
Xylose 1,2-Xylp 01+0,1 0,2 +0/1 0,5+ 0,1 01+£01
1,4-Xylp 02+ 0,1 01+0,1 0,6 £0,1 04 +0,
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9.1 Tabellen

Tabelle 30: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol% * Range/2) eines mild sdureextrahierten
SBP (80 °C; pH 2; 1 h) sowie von zwei autoklavenextrahierten SBP (121 °C; pH 4,6; 20 bzw. 60 min),
bestimmt mittels Methylierungsanalyse. Ara: Arabinose, f. Furanose, Gal: Galactose, Glc: Glucose,
p: Pyranose, Rha: Rhamnose, SBP: Zuckerribenpektin (sugar beet pectin), t: terminal, Xyl: Xylose

Glykosidische pH 2 Autoklav
Bindungstypen 60 min 20 min 60 min
t-Araf 303+0,5 31,0+ 1,0 292 +09
t-Arap 05+0,1 04 £ 01 03+01
1,2-Araf 09+ 01 0,5+0/1 0,5+0,1
Arabinose 1,3-Araf 1,7 +0, 11+£0,.2 11+ 0,1

1,5-Araf 22,6 £ 0,1 245+04 22,2 +0,3
1,3,5-Araf 16,4 + 01 20,6 £ 0,4 17,6 £ 0,3
1,2,5-Araf 1,8 £ 0,1 1,7+02 1,7 £ 01
1,2,3,5-Araf 380, 42+ 04 3601

t-Galp 34 +0/1 2,4+ 0,1 36+03
1,3-Galp 1,5+ 0,1 11+ 01 1,3 +£0,1
1,4-Galp 41+0,3 2,5+ 01 39+02
Galactose 1,6-Galp 2,4 +0/1 14+ 0,1 2,2 +£0/1

1,2,4-Galp 02 +0/1 02+ 01 01+0,1
1,3,4-Galp 03 0,1 03 +£01 03 +£0/1
1,3,6-Galp 2,00, 1,7+02 1,7 £ 01

1,2-Rhap 1,9 £ 0,1 11+0,1 1,7 + 0,1
Rhamnose

1,2,4-Rhap 21+0,3 14 +02 1,9 £ 0,1

t-Glcp 0,2 +0,1 1,2 £ 01 0,8 + 0,1

Glucose 1,4-Glcp 2,4+ 0,1 15+04 44 +04
1,4,6-Glcp 0,3 +0,1 0,2 +0,1 0,5+ 0,1

t-Xylp 11+ 01 0,8 + 0,1 1,0 £ 0,1

Xylose 1,2-Xylp 0,1+0,1 0,1+ 0,1 0,2 +0,1

1,4-Xylp 02 +0,1 01+01 02 £0/1
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9 Anhang

Tabelle 31: Hauptextraktionsparameter und Pektinausbeuten (n =2, * Range/2) der 43
Zuckerriibenpektine (sugar beet pectin, SBP), die zur Aufstellung der Struktur-
Eigenschaftskorrelationen herangezogen wurden. Alle Extraktionen wurden bei 80 °C durchgefuhrt. Die
mit Enzymunterstitzung extrahierten Proben (Nr. 33 - 43 ) wurden durch eine sich an die Saureextraktion
anschlieBende Inkubation mit verschiedenen Cellulase/Hemicellulase-Praparationen und unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen (pH, Zeit) gewonnen. CS: Citronensaure, S/L: Feststoff-zu-Flissigkeitsverhaltnis,
IPA: Isopropanol

SBP pH Zeit S/L Zusatz CS Enzym- IPA-zu-Extrakt-  Ausbeute
Nr. /h / g/mL unterstiitzung Verhaltnis / %
1 2 1 1/10 - - 2,2 13,6*
2 2 1 1/10 - - 2,2 14,4*
3 2 1 1/10 10 mM - 2,2 152 +0,7
4 2 1 1/10 - - 2,2 16 +0,.2
5 2 1 1/10 - - 2,2 15,6 + 0,4
6 2 1 1/10 - - 4.0 13,4 £ 0,1
7 2 1 1/10 - - 2,2 10,8 £ 0,2
8 2 1 1/10 50 mM - 2,2 14,3 £ 0,1
9 2 1 1/10 100 mM - 2,2 14,6 £ 0,5
10 2 1 1/20 - - 2,2 12,2 +£0,5
11 2 1 1/20 - - 2,2 12,7 +0,2
12 2 1 1/10 10 mM - 2,2 11,0 £ 0,1
13 2 1 1/10 10 mM - 2,2 116 +£0,2
14 2 1,5 1/10 - - 2,2 17,7 £ 1,5
15 2 2 1/10 10 mM - 2,2 16,8 £ 0,1
16 2 2 1/10 - - 2,2 13,7+0,2
17 2 2 1/10 - - 2,2 18,3 £ 0,3
18 3 2 1/10 - - 2,2 59 +0,1
19 2 4 1/10 - - 2,2 16,2 + 0,1
20 2 4 1/10 - 2,2 201 +0,.2
21 2 4 1/10 10 mM - 2,2 17,0 £ 0,2
22 3 4 1/10 - - 2,2 83+16
23 2 6 1/10 - - 2,2 16,8 £ 0,5
24 2 16 1/10 100 mM - 2,2 243 +0,2
25 2 16 1/10 100 mM - 0.7 13,8*
26 2 16 1/10 100 mM - 4.0 7,6*
27 2 16 1/10 100 mM - 1,2 20,8*
28 2 16 1/10 - - 2,2 194 + 0,1
29 2 16 1/10 - - 2,2 222 +0,2
30 2 16 1/10 10 mM - 2,2 18,5+ 0,3
31 2 16 1/15 10 mM - 2,2 14,2 +1,3
32 3 16 1/10 100 mM - 2,2 219+04
33 3 16 1/10 - + 2,2 141+1,0
34 4 16 1/10 100 mM + 2,2 17,6 £1,0
35 2 1 1/10 - + 2,2 256 +0,2
36 2 1 /17 - + 2,2 16,3 £ 0,5
37 2 1 /17 - + 2,2 22,7+0,7
38 2 1 1/17 - + 2,2 20,0 £ 0,5
39 2 1 /17 - + 2,2 14,9*
40 2 1 1/17 - + 2,2 19,1*
41 2 1 /17 - + 2,2 16,6*
42 2 1 1/17 - + 2,2 19,2*
43 2 1 /17 - + 2,2 16,7*
*Einfachbestimmungen
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9.1 Tabellen

Tabelle 32: Strukturparameter und xgo3-Werte der 43 Zuckerriibenpektine (sugar beet pectin,
SBP), die zur Aufstellung der Struktur-Eigenschaftskorrelationen herangezogen wurden. Das
Molekulargewicht (Gewichtsmittel, Mw), die Monosaccharidzusammensetzungen (Anteile an Rha, Ara, Gal
und GalA) und die xg03-Werte wurden in Dreifachbestimmung analysiert. Der Proteingehalt (Prot.), der
trans-Ferulasauregehalt (t-FA), der Methylierungsgrad (DM) und der Acetylierungsgrad (DAc) wurden in
Doppelbestimmung analysiert. Die Range/2 bzw. Standardabweichungen sind aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nicht angegeben. Rha: Rhamnose, Ara: Arabinose, Gal: Galactose, GalA: Galacturonsaure

SBP Prot. Mw t-FA Rha Ara Gal GalA DM DAc  xoo3
Nr. /% /kDa /mg/100g /mol% /mol% /mol% /mol% /% /% /[/pm
1 3.2 465 770 7,4 49,4 15,9 23,1 649 424 080
2 4,6 470 790 8,5 437 18,0 26,4 741 490 0,80
3 5.2 648 874 5.8 41,1 20,0 28,1 655 495 0,77
4 53 647 684 7,4 457 15,9 29,2 653 447 0,69
5 6,0 913 676 7,4 41,7 21,9 24,4 706 462 0,81
6 5.2 706 903 7,0 40,1 19,2 31,8 605 423 083
7 5.3 823 843 7,6 41,2 20,4 27,9 658 463 0,80
8 5.5 903 740 10,4 34,0 24,5 29,2 562 370 091
9 5.6 904 747 10,9 33,1 25,3 28,9 53,7 369 088
10 5.0 1001 741 9,8 41,1 23,1 24,5 694 46,1 086
11 5,0 921 689 9,8 40,9 23,0 25,0 626 417 087
12 4,8 810 813 7,1 44,1 19,2 27,0 682 473 0,81
13 5,0 624 873 74 43,6 18,7 281 565 397 080
14 5.8 876 747 9,2 36,3 24,1 27,5 757 503 093
15 6,2 8M 863 8,0 28,5 22,1 355 548 381 090
16 5.5 513 834 6.8 41,4 19,1 28,7 634 438 0,74
17 6,6 824 682 10,9 27,5 28 27,9 621 384 0,97
18 3,5 196 509 5.6 47,4 18,3 26,2 62,7 381 0,70
19 6,8 819 834 12,6 25,6 26,2 32,0 63,7 410 097
20 6,6 695 668 13,0 17,8 30,0 32,7 59,8 335 103
21 6,2 450 714 12,8 19,0 25,9 357 558 332 1,11
22 3,6 388 679 7,6 42,8 22,0 26,3 61,6 421 084
23 7,1 809 814 11,6 19,0 23,8 41,7 621 373 1,00
24 6,7 154 635 13,6 8,1 31,0 419 548 207 1,16
25 8,2 205 564 14,6 7,7 25,6 44,8 470 16,7 1,18
26 6,0 164 655 14,2 93 39,7 31,7 47,5 216 113
27 7,6 200 643 14,4 8,9 29,6 41,0 606 217 1,19
28 6,3 459 729 15,8 9,7 22,8 48,7 559 246 1,05
29 6,8 285 567 15,0 6,5 28,0 43,8 564 160 1,09
30 7,5 460 737 15,5 10,9 21,0 49,1 599 248 1,08
31 6,6 241 685 9,0 11,6 22,6 49,1 589 296 1,01
32 5,0 223 661 9,3 27,6 25,0 333 650 405 089
33 4,6 505 750 13,5 27,9 24,8 30,8 585 380 086
34 37 419 691 6.8 48,0 17,8 22,9 596 388 0,76
35 54 1225 788 12,5 332 20,9 28,1 656 499 086
36 33 751 688 7.9 41,0 17,2 30,6 691 478 0,74
37 34 M 772 8,8 42,7 18,0 26,8 61,2 462 0,71
38 2,3 880 743 8,2 41,5 17,6 29,4 705 520 0,72
39 3,7 615 627 7.3 39,2 21,4 283 699 480 073
40 2,8 543 734 8,3 39,0 20,5 27,9 704 46,7 073
41 4,6 532 719 7.3 42,9 19,2 26,5 642 445 075
42 3,1 434 678 7.8 37,6 20,5 31,0 751 487 080
43 4,4 645 752 7.8 393 21,2 28,5 646 437 072
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9 Anhang

Tabelle 33: Anteile der glykosidischen Bindungen (mol% * Range/2) der enzymatisch mit endo-
a-1,5-L-Arabinanase (AA10: 10 U/g; AA40: 40 U/g) bzw. a-L-Arabinofuranosidase (AF10: 10 U/g;
AF40: 40 U/g) modifizierten Zuckerriibenpektins, bestimmt mittels Methylierungsanalyse (n = 2). Das
Ausgangspektin wurde durch milde Sdureextraktion (80 °C; pH 2; 1 h) gewonnen. Der enzymatische Verdau
erfolgte bei pH 4 und 40 °C fur 24 h. Die Kontrollprobe (KP) wurde ohne Enzymzugabe unter ansonsten
identischen Bedingungen bearbeitet. AA: endo-a-1,5-L-Arabinanase, AF: a-L-Arabinofuranosidase,
Ara: Arabinose, f: Furanose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, p: Pyranose, Rha: Rhamnose, t: terminal, Xyl: Xylose

Arabinanverdau Zuckerriibenpektin

Glykosidische Bindungstypen

Kontrolle AA10 AA40 AF10 AF40
t-Araf 280+01 264 +05 246+02 87x0,1 71+ 01
t-Arap 05+01 0,7+ 0,1 08+ 0,1 11+ 0,1 1,8 £ 01
1,2-Araf 0,7+ 0,1 1,0 £ 0,1 14+ 0,1 1,5+ 01 1,7 £ 01
Arabinose 1,3-Araf 1,8 £ 0,1 20+ 0,1 1,7+02 09 £ 01 14 +0,.2
1,5-Araf 225+01 155+£01 133+02 29707 98+06
1,3,5-Araf 173+03 120+£02 80+02 1,7 + 0,1 0,8+ 0,1
1,2,5-Araf 1,8 £ 0,1 21+ 0,1 2,7+ 0,1 0,7+ 0,1 0,2 +£0/1
1,2,3,5-Araf 36+0,1 36+0, 260, 07+0,3 0,1+0/1
t-Galp 4,0+02 6,7+0,3 84+04 107+06 173+0,3
1,3-Galp 1,6 £ 0,1 23 +0/1 2,8+ 0,1 1,7 £ 01 1,2 +0/1
1,4-Galp 4,6 + 0,1 71+£0,2 93+0, 10,1+£01 158 +0,3
Galactose 1,6-Galp 26 +£0,1 38+0, 4,6 + 0,1 70+£02 MNM3+02
1,2,4-Galp 02 +0/1 03 +0,/1 04 +0/1 03 +0/1 0701
1,3,4-Galp 04 + 0,1 0,7 £0/1 1,0 £ 0,1 09 + 01 1,4 + 0,1
1,3,6-Galp 25+0/1 38+0, 4,6 + 0,1 26 +0,2 2,2 +0/1
Rhamnose 1,2-Rhap 21+ 01 33+0,1 39+0,3 49+04 78 +0,5
1,2,4-Rhap 25+02 4,0 + 0,1 52 +0, 6,0+ 04 95+0/1
t-Glep 02 +01 02 +0,/1 02 +0,/1 0,7 +0/1 0,6 + 0,1
1,3-Glcp 0,1+0/1 n.g. n.g. 0,2 £ 01 0,2 +£01

Glucose

1,4-Glcp 1,9 +£0,1 71+£02 93+0, 6,9 + 3,0 51+0,5
1,4,6-Glcp 01+0,1 030, 02 +0, 0,6 £0,1 0,5+01
t-Xylp 09 +0,/1 1,2 0,1 1,4 +0,1 1,9 + 01 31+01
Xylose 1,2-Xylp n.g. 0,1+ 0,1 0,1+ 0,1 0,1+ 0,1 0,2 + 0,1
1,4-Xylp 02 +0,/1 02+ 0, 02 +0,/1 0,5+01 0,5+01
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9.1 Tabellen

Tabelle 34: Pektinausbeuten (n = 2), Proteingehalte (n = 2) und xgo3-Werte (n = 3) der aus
Miiller-Thurgau- bzw. Rieslingtrester extrahierten Pektine (+ Range/2 bzw. Standardabweichung).
Die Séureextraktionen wurden bei 80 °C und pH 2 fir 1 bzw. 16 h durchgefihrt. xq03: 90. Perzentil der
TropfengroBenverteilung

pH2/80°C/1h pH2/80°C/16h

Miiller- N Miiller- N
Thurgau Riesling Thurgau Riesling
Ausbeute / % 3,8+0,1 4,7 + 0,1 51+0,1 56+ 0,1
X903 / UM 4,7+ 0,1 4,4 £ 01 2,50,/ 2,7 +£0,1
Proteingehalt / % 39+0,1 33+02 23 +0,1 210,
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9 Anhang

9.2 ABBILDUNGEN
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Abbildung 38: Elutionsprofile saureextrahierter Zuckerriibenpektine (pH 2; 80 °C; 1, 2, 4 bzw.
16 h), bestimmt mittels SEC-RI (GroéBenausschlusschromatographie mit Brechungsindexdetektion).
Pektinkonzentration: 2 g/L, Elutionsmittel: 50 mM Natriumnitratiésung (0,5 mL/min), Saule: PWx. G6000
(Tosoh Bioscience, Japan), Temperatur: 50 °C
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Abbildung 39: Elutionsprofile autoklavenextrahierter Zuckerriibenpektine (pH 4,6; 121 °C; 20, 40
bzw. 60 min), bestimmt mittels SEC-RI (GréBenausschlusschromatographie mit Brechungsindexdetektion).
Pektinkonzentration: 2 g/L, Elutionsmittel: 50 mM Natriumnitratlosung (0,5 mL/min), Sdule: PWx. G6000
(Tosoh Bioscience, Japan), Temperatur: 50 °C
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9.2 Abbildungen
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Abbildung 40: Strukturen von Arabinanoligosacchariden, die als Hauptprodukte eines
endo-a-1,5-L-Arabinanase-Verdaus eingeordnet werden (nach Wefers und Bunzel (2016a))
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Abbildung 41: Strukturen von Arabinanoligosacchariden, die als Nebenprodukte eines
endo-a-1,5-L-Arabinanase-Verdaus eingeordnet werden (hach Wefers und Bunzel (2016a))
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Abbildung 42: Monosaccharidzusammensetzungen der aus Miiller-Thurgau- und Rieslingtrester
extrahierten Pektine, bestimmt mittels HPAEC-PAD nach Methanolyse und TFA-Hydrolyse (n = 3). Die
Saureextraktionen wurden bei 80 °C und pH 2 fur 1 bzw. 16 h durchgefiihrt. Ara: Arabinose, Gal: Galactose,
GalA: Galacturonsaure, Glc: Glucose, GIcA: Glucuronsdure, Man: Mannose, Rha: Rhamnose, Xyl: Xylose
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