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1. Einleitung

1. Einleitung

Uronsauren (US) stellen eine zentrale Gruppe von Monosacchariden dar, die in zahlreichen biologi-
schen Systemen weit verbreitet sind. Sie sind integrale Bestandteile vieler pflanzlicher Polysaccha-
ride und tragen wesentlich zu deren strukturbildenden und funktionellen Eigenschaften bei. Pektin,
das den zentralen Bestandteil der Mittellamelle und der Primarzellwandmatrix dikotyler Landpflan-
zen darstellt, zeichnet sich durch ein Galacturonsaure (GalA)-dominiertes Ruckgrat aus. Das lineare
Polymer Alginat, bestehend aus blockweisen angeordneten Einheiten von Mannuronsaure (ManA)
und Guluronsaure (GulA), ist charakteristisch fur die Zellwande mariner Braunalgen. In lignocellu-
losehaltiger Biomasse treten zudem mit Glucuronsaure (GlcA) modifizierte Xylane, die Glucurono-
xylane (GX), auf. Dartber hinaus finden sich in Hydrokolloiden wie Xanthan, Gummi arabicum und
Karayagummi unterschiedliche Anteile an GalA und/oder GlcA, die deren funktionelle Eigenschaf-
ten mafigeblich mitbestimmen. Diese Polysaccharide erfiillen in der Natur zentrale strukturbil-
dende und funktionelle Aufgaben. Zugleich besitzen sie eine grofie technologische Bedeutung und
sind aus der modernen Industrie kaum wegzudenken. Aufgrund ihrer hohen Wasserloslichkeit in
Kombination mit weiteren Eigenschaften wie Gelbildungsfahigkeit, Amphiphilie und unterschied-
lich ausgepragter Viskositat in wassriger Losung werden sie in Abhangigkeit ihrer Struktur als Ver-
dickungsmittel, Stabilisatoren und Emulgatoren wie etwa in Joghurts, Dressings oder Getranken
eingesetzt. Des Weiteren dienen sie der Mikroverkapselung von Aromen, Nahrstoffen und Wirkstof-
fen, finden Anwendung in pharmazeutischen Formulierungen mit kontrollierter Wirkstofffreiset-
zung und spielen auch in der Medizin, beispielsweise in der Wundheilung oder als bioaktive
Coatings, eine zunehmend wichtige Rolle. Insbesondere Alginat und Pektin zeichnen sich teils
durch die Fahigkeit aus, in Gegenwart divalenter Kationen stabile Gele auszubilden, worauf ihr
Einsatz in Hydrogelen beruht.

Die Analyse dieser uronsaurehaltigen Biopolymere ist in Anbetracht ihrer gestiegenen Relevanz
sowie dem steigenden Interesse in Forschung und Anwendung ein wichtiger Bestandteil der Koh-
lenhydratanalytik. Grundlegend ist dabei die Quantifizierung des Gesamturonsauregehalts als sum-
menparametrische Angabe, da dieser einerseits der Charakterisierung der Struktur und der damit
verbundenen Eigenschaften des Polymers dient und andererseits die Uberpriifung regulatorischer
Vorgaben ermaglicht. So ist beispielsweise gemaR Verordnung (EU) Nr. 231/2012 ein Mindesturo-
nsauregehalt von 65 % fur den Lebensmittelzusatzstoff Pektin einzuhalten.

Die ersten Versuche zur Quantifizierung von US gehen auf Mann und Tollens (1896) zurtick, die den
durch Decarboxylierung der US freigesetzten CO,-Gehalt zur Bestimmung verwendeten. Im Hinblick
auf unspezifische Reaktionen weiterer Matrixbestandteile erwies sich diese Methode jedoch als
ungeeignet. Daraufhin setzten sich kolorimetrische Verfahren durch, allen voran der von
Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) entwickelte Assay, der bis heute mit uber 6500 Zitationen
die weltweit am hdufigsten genutzte Methode zur Gesamturonsaurebestimmung darstellt. Dieser
verwendet den Abbau der US in konzentrierter Schwefelsdure und die Reaktion entstandener Pro-

dukte, die mit dem Chromogen 3-Phenylphenol (3PP) ein strukturell unbekanntes, intensiv
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1.1 Uronsduren

magentafarbenes Chromophor ausbilden, das spektrophotometrisch erfasst wird. Zwar ist die
Durchfiihrung dieses Ansatzes simpel und kostengunstig, jedoch weist das Verfahren nennenswerte
Einschrankungen auf: Proteine und vor allem andere Neutralzucker storen die Reaktion und fuhren
zu einer eingeschrankten Richtigkeit. Mangelnde Robustheit des Assays kann zudem die Prazision
negativ beeinflussen. Hinzu kommt, dass das zugrunde liegende Chromophor der Reaktion bislang
unbekannt blieb und die Methode daher primar empirisch hinsichtlich verschiedener Reaktionspa-
rameter optimiert wurde.

Diese Arbeit widmet sich daher zwei zentralen Fragestellungen. Erstens soll der Bildungsmecha-
nismus sowie die Struktur des Chromophors des Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assays aufgeklart
und die Wirkung von Zusatzen wie Borat auf molekularer Ebene verstanden werden. Zweitens soll
eine alternative, chromatographiebasierte Methode zur Bestimmung des Gesamturonsauregehalts
entwickelt werden. Dabei wird das Abbauverhalten einzelner US systematisch untersucht und die
gewonnenen Erkenntnisse fir eine verbesserte Analytik genutzt.

1.1 Uronsauren

US stellen eine Klasse der Zuckersauren dar, die durch die Oxidation der primaren Hydroxygruppe
am endstandigen Kohlenstoff von Monosacchariden entstehen. lhre Benennung folgt dem jeweili-
gen Neutralzuckerstamm, an den die Endung ,-uronsaure” angefiigt wird. In wassriger Losung lie-
gen US in einem dynamischen Gleichgewicht vor, das die offenkettige Form sowie pyranosidische
und furanosidische Ringformen umfasst (Abbildung 1) (Belitz et al. 2012).

_0
HC”
OH _
COoH HC—OH 0
HO—CH OH
— ‘ HO,, OH
HO OH HO=¢H HOOC”
OH HC—OH OH
Ho/go
D-Galacturonsaure
HOOC HO HOOC Ho
HO 0 HO -0 HO o)
HO HO - HO
OH “OH COOH OH OH
D-Glucuronsaure L-Guluronsaure D-Mannuronsdure

Abbildung 1: Struktur der in dieser Arbeit relevanten Uronsauren. Diese kdnnen in wassriger Losung sowohl
in offener Form (Mitte) als auch als Pyranose (links) oder Furanose (rechts) vorliegen.

Zu den in der Natur am haufigsten vorkommenden US zahlen GalA und GlcA (Abbildung 1). Sie sind
Bausteine pflanzlicher Polymere und insbesondere in Zellwandpolysacchariden sowie in verschie-
denen Hydrokolloiden zu finden, auf die in den nachfolgenden Kapiteln dieser Arbeit naher einge-
gangen wird (Belitz et al. 2012). Im tierischen Organismus kommt vor allem GlcA eine zentrale
physiologische Bedeutung zu. Einerseits ist sie struktureller Bestandteil verschiedener Glykosami-
noglykane wie Hyaluronsaure, Heparin und Chondroitinsulfat, andererseits spielt GlLcA eine Schlus-
selrolle in der Phase-II-Reaktion des Xenobiotikastoffwechsels, bei der sie zur Konjugation schwer-

L6slicher Fremdstoffe beitragt (Chakrabarti und Park 1980; Yang et al. 2017).
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1. Einleitung

In marinen Lebensraumen finden sich zudem ManA und GulA (Abbildung 1) als wichtige Bestand-
teile der Zellwande von Braunalgen. Einige Bakterien der Gattung Pseudomonas sind ebenfalls in
der Lage, Alginat zu synthetisieren, haben allerdings bislang keine industrielle Relevanz erlangt
(Abka-khajouei et al. 2022).

Aufgrund ihrer freien Carboxygruppe besitzen US die Fahigkeit zur intramolekularen Bildung von
Estern (Lactonen). Diese Lactonisierung verlauft in wassrig-saurer Umgebung bei Raumtemperatur
nur in geringem Ausmafd ab, nimmt jedoch mit steigender Temperatur und zunehmender Saure-
konzentration deutlich zu (Cheetham und Sirimanne 1983; Fatouros et al. 2021). Untersuchungen
zur Lactonbildung von GlcA zeigten die Entstehung zweier Konstitutionsisomere (Abbildung 2): D-
Glucofuranosidurono-6,3-lacton und D-Glucopyranosidurono-6,3-lacton, wobei die Furanoseform
deutlich bevorzugt gebildet wurde (Cheetham und Sirimanne 1983).

0
0 OH HC=0
0 OH HO
OH H OH HC—OH o 0
0 —0 I OH
HO—CH HOOC 0 OH
HC—OH " 0 ?

HO" 7% 2
HC—OH oH OH
COOH

Abbildung 2: Lactonisierung der Glucuronsdure. Hierbei entstehen sowohl das D-Glucofuranosidurono-6,3-
lacton (rechts) als auch das D-Glucopyranosidurono-6,3-lacton (links).

GalA ist aufgrund der relativen Konfiguration ihrer Hydroxygruppen an den Kohlenstoffatomen (3
und (4 nicht zur Lactonbildung fahig, da hieraus ein energetisch ungunstiger, verdrehter Bicyclus
resultieren wirde (Fatouros et al. 2021). Im Gegensatz dazu ist bei ManA und GulA durch die erythro-
Stellung der Hydroxygruppen, analog zur GlcA, die Ausbildung eines stabilen 6,3-Lactons moglich
(Scott 1979).

1.2 Die Zellwand von Pflanzen und ausgewahlten Algen

Landpflanzen (Embryophyta) bilden eine monophyletische Gruppe innerhalb des Pflanzenreichs und
zeichnen sich durch die Entwicklung vielzelliger Embryonen sowie spezifischer Anpassungen an
das Landleben aus. Im Gegensatz dazu bezeichnet der Begriff ,Algen” keine systematisch einheitli-
che Gruppe, sondern umfasst eine Vielzahl aquatischer, photosynthetisch aktiver Organismen aus
unterschiedlichen eukaryotischen Linien, darunter auch Vertreter aufierhalb des Pflanzenreichs,
wie die Braunalgen (Delwiche und Cooper 2015).

Die Zellwande von Algen und Landpflanzen unterscheiden sich sowohl in ihrer chemischen Zusam-
mensetzung als auch in bestimmten funktionellen Aspekten, zeigen jedoch auch grundlegende Ge-
meinsamkeiten. In beiden Fallen stellen sie ein mechanisches Stutzsystem dar, das dem Turgor-
druck standhalt, die Zelle gegen physikalische und biotische Umweltfaktoren schiitzt, an der osmo-
tischen Regulation beteiligt ist und Prozesse wie Zellwachstum und Zell-Zell-Kommunikation un-
terstutzt (Caffall und Mohnen 2009; Carpita und Gibeaut 1993; Deniaud-Bouet et al. 2014; Hentati
et al. 2020). Im Gegensatz zur Zellwand der Landpflanzen, die eine deutlich hohere Festigkeit auf-
weist, um dem Einfluss der Schwerkraft sowie der Forcierung des Wassertransports gerecht zu

3



1.2 Die Zellwand von Pflanzen und ausgewahlten Algen

werden, steht bei Algen die Osmoregulation im Vordergrund. Hierzu tragen eine hohe lonenaus-
tauschkapazitat durch geladene Zellwandkomponenten sowie ein hoher Anteil an gelbildenden Po-
lysacchariden bei, die Wasser binden und so vor Dehydratation schiitzen (Hentati et al. 2020).

Die genannten Funktionen werden durch ein komplexes, dreidimensionales Zellwandnetzwerk er-
maoglicht, das aus strukturell und funktionell unterschiedlichen Komponenten wie Polysacchariden,
Strukturproteinen und phenolischen Verbindungen besteht. Die genaue Zusammensetzung dieser
Matrix variiert stark in Abhangigkeit von Art, Gewebe, Entwicklungsstadium und Umweltbedingun-
gen, weshalb pflanzliche und algale Zellwande als stark heterogene Systeme gelten (Caffall und
Mohnen 2009).

1.2.1 Landpflanzen (Embryophyta)

Die Gruppe der Embryophyta umfasst verschiedene Moose, Farne, Gymnospermen und Angiosper-
men. Sie unterscheiden sich von Algen durch die Entwicklung eines vielzelligen Gewebes (den Sa-
men) im Muttergewebe und sind durch spezielle Strukturen an das Leben an Land angepasst. Die
Gruppe der Angiospermen lassen sich systematisch in Monokotyledonen (Einkeimblattrige) und Di-
kotyledonen (Zweikeimblattrige) unterteilen, deren Zellwande im Folgenden ndher thematisiert
werden (Donoghue et al. 2021).

1.2.1.1 Aufbau der Zellwand von Landpflanzen

Die Zellwand von Landpflanzen ist ein hochkomplexes, multikomponentes System, das aus einem
bis zu dreischichtigen Netzwerk besteht. Von aufden nach innen setzt sie sich aus der Mittellamelle,
die die Zellen miteinander verbindet, der Primarzellwand und je nach Zell- und Gewebetyp einer
Sekundarzellwand zusammen (McDougall et al. 1996). Die Mittellamelle, auf der die Primarzell-
wand aufgelagert ist, stellt eine dinne Schicht dar, die Uberwiegend aus Pektinen besteht. Sie er-
moglicht die Adhasion benachbarter Zellen, spielt eine zentrale Rolle bei entwicklungs- sowie um-
weltbedingten Zelltrennungsprozessen und ist wesentlich an der Verteilung mechanischer Belas-
tungen sowie an der Zell-Zell-Kommunikation beteiligt (Zamil und Geitmann 2017). Die Primarzell-
wand besteht aus Cellulosemikrofibrillen, die fur die Stabilitat der Zelle sorgen und bis zu 30 % der
Trockenmasse ausmachen. Diese sind in ein komplexes Matrixsystem eingebettet, das aus verschie-
denen Hemicellulosen, Pektin sowie nicht-Polysacchariden-Bestandteilen, insbesondere Struktur-
proteinen, besteht (Abbildung 3) (Vogel 2008).

\:‘ ,,“A\A_
..“,_"/E%* > 1] Mittellamelle
e Z ey

‘ =

j| Primarzellwand

jl Sekundarzellwand

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Zellwand von Landpflanzen (dunkelblau: Cellulosemikrofibrillen,
orange: Pektin, griin: Hemicellulosen, rot: zellwandassoziierte Polyphenole und Proteine)
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1. Einleitung

Der Aufbau der Primarzellwand variiert in Abhangigkeit der Pflanze und wird in zwei Haupttypen
unterteilt. Zellwande des Typs | finden sich bei Dikotyledonen und nicht-commeliniden Monoko-
tyledonen. Hierzu zahlen unter anderem die in dieser Arbeit naher untersuchten Karotten und Zit-
ronen sowie diverse Holzer von Laubbaumen. Dieser Zellwandtyp zeichnet sich durch einen hohen
Anteil an Pektin und Xyloglucan, sowie geringe Mengen an (Hetero)xylanen und (Hetero)mannanen
aus (Harris und Smith 2006). Die Primarzellwande commelinider monokotyler Pflanzen werden dem
Typ Il zugeordnet. Im Gegensatz zu Typ |-Zellwanden enthalten diese wenig Pektin, aber entspre-
chend grofiere Mengen an Hemicellulosen wie (Glucuronoarabino)xylane und charakteristische
mixed-linked-B-Glucane. Zudem finden sich erhohte Anteile an hydroxyzimtsauresubstituierten
Strukturen. Zu den populdren Vertretern zahlen Graser der Familie Poaceae. In der vorliegenden
Arbeit werden diese Polysaccharidstrukturen nicht behandelt, weshalb auf eine detaillierte Erlau-
terung in den nachfolgenden Kapiteln verzichtet wird (Harris und Smith 2006; Vogel 2008).

Die Sekundarzellwand ist nicht in allen Zelltypen ausgebildet, spielt jedoch insbesondere in ver-
holzten Geweben eine entscheidende Rolle. In den Zellwanden dikotyler Pflanzen besteht sie
hauptsachlich aus dem Cellulosegerust und (Hetero)xylanen, wie dem fur Hartholzer typischen 4-
O-Methyl-GX, sowie geringen Mengen an Glucomannanen. Die Einlagerung von Lignin, einem kom-
plexen, polymeren Uberwiegend aus Hydroxyzimtsaurealkoholen bestehenden Netzwerk, erhoht
die mechanische Festigkeit und chemische Resistenz der Zellwand (Harris und Smith 2006). Weitere
phenolische Verbindungen wie Suberin, Cutin oder Tannine kdnnen zudem mit der Zellwand asso-
ziiert vorliegen (McDougall et al. 1996).

1.2.1.2 Strukturen gangiger Zellwandpolysaccharide

Die komplexen Strukturen der Zellwandpolysaccharide pflanzlicher Zellwande werden im Wesent-
lichen durch zehn verschiede Monosaccharidbausteine gebildet. Hierzu zahlen: Apiose, Arabinose
(Ara), Fucose (Fuc), Galactose (Gal), GalA, Glucose (Glc), GlcA, Mannose (Man), Rhamnose (Rha) und
Xylose (Xyl). Die Zucker konnen je nach Polymer sowohl in D- oder L- sowie in Abhangigkeit der
Stellung der Hydroxygruppe am anomeren Kohlenstoffatom des Zuckers in a- oder B-Konfiguration
vorliegen. Durch Ausbildung halbacetaler Strukturen werden Zucker in der Pyranoseform (p, Sechs-
ring) oder als Furanose (f, Finfring) Uber glycosidische Bindungen verknipft in Polysaccharide ein-
gebaut (McDougall et al. 1996). Relevante Polysaccharide dikotyler Pflanzen werden nachfolgend
naher thematisiert sowie in Abbildung 4 dargestellt.

Cellulose ist ein unverzweigtes Homopolymer aus B-1,4-gebundener D-Glcp, das einen Anteil von
bis zu 30 % der Zellwand ausmacht. In angiospermen Holzzellwanden, wie in Buche und Eukalyptus,
kann sich der Celluloseanteil auch bis auf 50 % belaufen (Timwell 1967). Aufgrund der 180°-Rota-
tion jeder Glc-Einheit relativ zur nachsten, ergibt sich Cellobiose als die kleinste sich wiederholende
Untereinheit. Es erfolgt die Bildung von Polymeren mit einem Polymerisationsgrad (DP, engl. degree
of polymerization) von bis zu 15.000. Die Cellulosepolymere assoziieren Uber Wasserstoffbriicken zu
kordelartigen Aggregaten, aus deren Zusammenschluss von bis zu 100 Einheiten die Cellulosemik-
rofibrillen gebildet werden. Die Kristallinitat dieser Mikrofibrillen variiert in Abhangigkeit vom



1.2 Die Zellwand von Pflanzen und ausgewahlten Algen

Zellwandtyp. Dabei enthalten Sekundarzellwande typischerweise einen hoheren Anteil kristalliner
Cellulose als Primarzellwande (McDougall et al. 1996; Zhang et al. 2021).
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Abbildung 4: Ausschnitte der (Ruckgrat)strukturen der Zellwandpolysaccharide dikotyler Pflanzen sowie darin
enthaltene Monosaccharide (rechts)

Pektin stellt einen essenziellen Bestandteil von Pflanzen dar, der sich mit einem Anteil von
30 - 35 % in Zellwanden dikotyler Pflanzen, insbesondere in Zellwanden von Obst und Gemuse,
wiederfindet. Die vorliegende Polysaccharidstruktur ist komplex und besteht Giberwiegend aus Ho-
mogalacturonan (HG)- sowie Rhamnogalacturonan (RG) Typ I-basierten Einheiten (Yapo 2011). In
der vorliegenden Arbeit nimmt das uronsaurereiche Zellwandpolysaccharid Pektin eine zentrale
Rolle ein. Eine detaillierte Darstellung erfolgt deshalb in Kapitel 1.3.1.1.

Zur Gruppe der Hemicellulosen zahlen Zellwandpolysaccharide mit einem Ruckgrat aus B-1,4-ver-
knupften Glc-, Xyl- oder Man-Einheiten (Zhang et al. 2021).

Xyloglucan stellt mit bis zu 25 % die mengenmafiig am haufigsten vertretene Hemicellulose der
primdren Zellwand dikotyler und nicht-commelinider Pflanzen dar (Zhang et al. 2021). Interaktio-
nen mit den Cellulosemikrofibrillen Uber Wasserstoffbriicken und weitere nicht-kovalente Wech-
selwirkungen flihren zur Bildung eines Netzwerkes, das zur Stabilitdt der Zellwand beitragt (Pena
et al. 2012). Das lineare Ruckgrat besteht aus B-1,4-glycosidisch verknupfter D-Glcp mit einem DP
6



1. Einleitung

von 500 - 3.500. Es ist Giber die O6-Position mit einem Substitutionsgrad von bis zu 75 % mit Sei-
tenketten aus Xyl und teilweise Gal, Ara und Fuc substituiert (Scheller und Ulvskov 2010). Typische
Seitenketten umfassen hierbei (1) a-D-Xylp-1,6-Glcp, (2) B-D-Galp-1,2-a-D-Xylp-1,6-Glcp, (3) a-L-
Fucp-1,2-B-D-Galp-1,2-a-D-Xylp-1,6-Glcp, (4) a/B-L-Araf-1,2-a-D-Xylp-1,6-Glcp. In Wurzelhaaren
wurden zudem Strukturen gefunden, die anstelle von Gal die entsprechende US GalA enthalten
(Pena et al. 2012). Daruber hinaus kann Gal an den Positionen 03, 04 und/oder O6 acetyliert vor-
liegen (Scheller und Ulvskov 2010).

Die strukturell heterogene Gruppe der Xylane umfasst Polysaccharide mit einem Rickgrat aus B-
1,4-glycosidisch gebundenen Xyl-Einheiten. In dikotylen Pflanzen stellen Xylane die Haupthemi-
cellulose der sekundaren Zellwand dar, wahrend ihr Anteil in der Primdrzellwand gering bleibt
(Vogel 2008). Sie interagieren nicht-kovalent mit Cellulose und Lignin, wobei bei letzterem auch
kovalente Bindungen diskutiert werden (Bromley et al. 2013). Charakteristisch fiir Xylane dikotyler
Pflanzen ist die Substitution an Position 02 mit GlcA oder deren 4-O-methyliertem Derivat (Scheller
und Ulvskov 2010). Eine detaillierte Betrachtung der Struktur, Eigenschaften und Verbreitung des
GX erfolgt in Kapitel 1.3.1.2. Substitutionen mit Araf, wie sie in Grasern typisch sind, treten in dik-
otylen Pflanzen nur sporadisch, hauptsachlich an Position 02, auf (Scheller und Ulvskov 2010).

(Gluco)mannane sind in der Primarzellwand dikotyler Pflanzen mit bis zu 10 % und in der Sekund-
arzellwand mit bis zu 5 % vertreten (Vogel 2008). Zwei Riickgratstrukturen sind bekannt: Das Riick-
grat von Mannanen weist ausschliefslich B-1,4 verknlpfte D-Manp auf, wohingegen Glucomannane
nicht wiederholenden Einheiten aus D-Glcp und D-Manp enthalten (Maeda et al. 2000; Scheller und
Ulvskov 2010). Ist das Ruckgrat mit a-1,6-verknupften Gal-Resten substituiert, wird es Galactoman-
nan bzw. Galactoglucomannan genannt (Maeda et al. 2000). Mannanhaltige Polysaccharide dienen
in den Samen einiger Leguminosen und Palmen als Speicherkohlenhydrate (Buckeridge 2000). Ob-
wohl Galactoglucomannane nur in geringen Mengen vorkommen, sind sie weit verbreitet in pflanz-
lichen Zellwanden nachweisbar. Ihre biologische Funktion ist bislang jedoch nicht abschlieRend
geklart (Schroder 2001).

1.2.2 Algen (Algae)

Algen bilden eine hoch komplexe polyphyletische Gruppe an Organismen, die Uberwiegend in
aquatischen Lebensraumen vorkommen. Sie reichen von mikroskopisch kleinen Mikroalgen bis hin
zu grofien Makroalgen und stellen die Hauptbiomasse in Kistenbereichen dar (Zhou et al. 2024).

Im Gegensatz zu den meisten terrestrischen Pflanzen gelten Algen als schnellwachsend (Huang et
al. 2022). Sie lassen sich gemaf der Farbung des Thallus in mehrere Gruppen unterteilen, zu denen
zum Beispiel die Braunalgen (Phaeophyceae), die Rotalgen (Rodophyta) sowie die Griunalgen (Chlo-
rophyta) zahlen. Diese Gruppen unterscheiden sich in ihrer Zellwandstruktur, in ihren Speicherstof-
fen sowie in Vorkommen und Herkunft (Holdt und Kraan 2011).

Algen spielen eine zentrale Rolle im globalen Kohlenstoffkreislauf und stellen durch ihre hohe
Photosyntheseleistung einen bedeutenden Teil der marinen Primarproduktion dar. Dartber hinaus
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gewinnen sie zunehmend in Bereichen wie der Biotechnologie, Pharmazie, Erndhrung und Materi-
alwissenschaft an Bedeutung (Borowitzka 2013).

Aufgrund der Relevanz in dieser Arbeit liegt in folgenden Kapiteln der Fokus auf den Braunalgen.
Zu diesen ausschliefslich im Salzwasser wachsenden Makroalgen lassen sich ca. 250 Gattungen und
1.500 - 2.000 Spezies zuordnen. Zu den am hdufigsten vertretenen bzw. Uberwiegend verwendeten
Braunalgen zahlen solche der Gattung Saccharina, Undaria, Sargassum und Ascophyllum (Zhou et al.
2024). Nachfolgend werden sowohl der Zellwandaufbau der Alge sowie die darin relevanten Poly-
saccharide naher thematisiert.

1.2.2.1 Aufbau der Zellwand von Algen

Ein zentrales Unterscheidungsmerkmal zwischen den Zellwanden von Algen und terrestrischen
Pflanzen ist der hohe Anteil an polyanionischen Matrixbestandteilen, insbesondere sulfatierten Po-
lysaccharidstrukturen. Diese dienen neben der mechanischen ebenfalls der osmotischen und ioni-
schen Zellregulation (Hentati et al. 2020; Mabeau und Kloareg 1987). Die besonderen Eigenschaften
werden durch die Bindung von Kationen wie Mg?, Ca?* oder Na* gefdrdert, was eine erhdhte Resis-
tenz der Algen gegenuber Dehydrieren ermdglicht (Hentati et al. 2020).

Das am weitesten verbreitete Modell zur Beschreibung des Zellwandaufbaus von Algen ist ein Zwei-
Phasen-Modell, das die Zellwande in zwei strukturelle Komponenten unterteilt: Die ,kristalline
Phase” bildet das Skelett der Zellwand, dieses ist in eine amorphe ,Matrix” eingelagert (Abbildung
5) (Kloareg und Quatrano 1988). Bei Braunalgen besteht die kristalline Phase dabei ausschlieBlich
aus Cellulose, welche, im Vergleich zu Landpflanzen, mit nur etwa 1 - 8 % einen geringen Anteil
an den Gesamtzellwandpolysacchariden einnimmt (Deniaud-Bouet et al. 2014). Der uberwiegende
Teil (Uber 80 %) der Zellwand besteht aus wasserloslichen Matrixkomponenten, darunter vor allem
das uronsdurereiche Alginat sowie das sulfatierte Polysaccharid Fucoidan, die gemaf’ Kloareg und
Quatrano (1988) bis zu 45 % der Algengesamttrockenmasse ausmachen (Mabeau und Kloareg
1987). Die Strukturen dieser Polymere werden in den folgenden Kapiteln naher thematisiert.

= Cellulose
—— Alginat
= Fucoidan

e divalentes Kation

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Zellwand der Braunalgen nach Kloareg und Quatrano (1988). Diese
besteht aus einer ,kristallinen” cellulosereichen Phase sowie aus einer amorphen ,Matrix” aus Fucoidan und
Alginat.
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Ein weiteres, detaillierteres Zellwandmodell speziell fur Braunalgen wurde durch Deniaud-Bouet
et al. (2014) vorgestellt. Dieses beschreibt die Zellwand als ein komplexes duales Netzwerk. Einer-
seits ein Netzwerk aus Cellulosemikrofibrillen, die durch Fucoidan umgeben und miteinander ver-
netzt sind, andererseits ein Netzwerk, das aus Alginat, halogenierten und/oder sulfatierten Poly-
phenolen (Phlorotannine) sowie zellwandassoziierten Proteinen gebildet wird. Erganzend konnten
Awanthi et al. (2023) zudem kurzkettige Hemicellulosen wie B-1,4 und -1,3-Glucane sowie Arabi-
nogalactanproteine in den Zellwanden der Braunalge identifizieren. Wahrend die chemische Zu-
sammensetzung der einzelnen Zellwandkomponenten in der Literatur gut beschrieben ist, bleibt
die Frage nach der genauen Interaktion der Polymere und der raumlichen Organisation der Netz-
werke bislang weitgehend unbeantwortet (Deniaud-Bouet et al. 2014).

1.2.2.2 Strukturen gangiger Zellwandpolysaccharide von Braunalgen

Die Polysaccharide der Zellwande mariner Algen gelten im Vergleich zu jenen aus terrestrischen
Pflanzen als deutlich weniger erforscht. Dennoch konnten bereits vielfaltige Strukturen identifiziert
werden, die sich im Wesentlichen drei zentralen Polysaccharidklassen zuordnen lassen. Im Folgen-
den werden die Grundstruktur sowie charakteristische Modifikationen der fur diese Arbeit relevan-
ten Zellwandpolysaccharide von Braunalgen dargestellt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Grundstruktur relevanter Zellwandpolysaccharide von Braunalgen sowie die Strukturen der da-
rin enthaltenen Monosaccharidbausteine

Die strukturelle Integritat der Braunalgenzellwand beruht auf einem Gerist aus Cellulose. Diese
besteht, analog zu der Cellulose in Landpflanzen, aus B-1,4-glycosidisch verknipfter Glcp (Abbil-
dung 6). Die linearen Polymerketten bilden durch intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen benachbarten Glc-Einheiten hochgeordnete Mikrofibrillen, die mafigeblich zur mechani-
schen Stabilitat der Zellwand beitragen. Im Gegensatz zu der aus Landpflanzen bekannten Cellu-
lose handelt es sich bei mariner Cellulose jedoch haufig nicht um ein ausschlieBliches B-1,4-Glucan.
Vielmehr kénnen weitere Monosaccharide eingebaut sein. Ein Beispiel hierfur liefert die Rotalge
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Rhodymenia palmata, bei der neben Glc auch B-1,4-verknlpfte Xylp-Einheiten nachgewiesen wur-
den (Kloareg und Quatrano 1988).

Eine weitere bedeutende Klasse von Zellwandpolysacchariden stellen die Fucoidane dar. Gemaf
der Definition der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) handelt es sich dabei
um Polysaccharide, die iberwiegend aus sulfatierter L-Fucp bestehen und weniger als 10 % andere
Monosaccharide enthalten (Berteau und Mulloy 2003). Die strukturelle Charakterisierung von Fu-
coidanen erfolgte zunachst anhand von lIsolaten aus Fucus vesiculosus. Dabei wurde ein lineares
Rickgrat aus a-1,3-glykosidisch verknlpften L-Fucp-Einheiten identifiziert (Typ |, Abbildung 6), wo-
bei eine Sulfatierung typischerweise an der C4- und oder C2-Position erfolgt (Patankar et al. 1993).
Spatere Untersuchungen durch Chevolot et al. (2001) beschreiben jedoch auch alternative Rick-
gratstrukturen, etwa mit alternierend a-1,3- und a-1,4-verknipften Fucp-Einheiten (Typ II, Abbil-
dung 6). Daruber hinaus konnten Sulfatierungen an den Positionen €2, C3 und C4 nachgewiesen
werden (Huang et al. 2022). Neben diesen linearen Strukturelementen weisen Fucoidane haufig
verzweigte Seitenketten aus a-1,2-verknlpften L-Fucp-4-sulfat-Einheiten sowie geringe Mengen
an Xyl, Gal, Man und GlcA auf (Berteau und Mulloy 2003; Huang et al. 2022). Die strukturelle Kom-
plexitat der bislang charakterisierten Fucoidane variiert dabei erheblich in Abhangigkeit von der
untersuchten Braunalgenart sowie den eingesetzten Extraktionsbedingungen (Hentati et al. 2020).

Unter dem Sammelbegriff Alginat wird die Alginsaure und deren Salze zusammengefasst. Das line-
are Polysaccharid zahlt zur Gruppe der Polyuronsdauren und besteht aus D-ManpA und L-GulpA
(Huang et al. 2022). Aufgrund der hohen Relevanz dieses Biopolymers fur die vorliegende Arbeit,
wird dessen chemische Struktur und Eigenschaften ausfuhrlich in Kapitel 1.3.1.3 behandelt.

1.3 Uronsaurehaltige Polysaccharide

1.3.1 Zellwandassoziierte Polysaccharide

1.3.1.1 Pektin

Etwa 90 % der in pflanzlichen Zellwanden vorkommenden US stammen aus Pektin (Caffall und
Mohnen 2009). Dieses ist ein strukturell bedeutendes Polysaccharid pflanzlicher Zellwande und
kommt vor allem in der Mittellamelle und der primaren Zellwand, in geringerem Umfang auch in
der Sekundarzellwand, vor. Es Ubernimmt eine Vielzahl biologischer Funktionen, insbesondere die
Regulation der Zellwandfestigkeit und -stabilitdt sowie den Zell-Zell-Zusammenhalt unter Wah-
rung dynamischer Zellstrukturen. Dariber hinaus beeinflusst Pektin Eigenschaften wie Porositat,
Oberflachenladung, pH-Wert und den lonenaustausch, wodurch es wesentlich zum lonentransport
innerhalb der Zellwand beitragt (Voragen et al. 2009).

Pektine stellen eine komplexe und heterogene Gruppe von Polysacchariden dar, die in drei Haupt-
klassen unterteilt wird: HG, RG | und RG Il (Caffall und Mohnen 2009). Das lineare unverzweigte HG
wird, wie bereits in Abbildung 4 beschrieben, aus a-1,4-verknipften D-GalpA-Einheiten gebildet
und kann bis zu 60 % der Pektinstruktur ausmachen. Ublich sind DP zwischen 72 und 100, wobei
in grunen Tomaten auch Ketten mit einem DP von bis zu 320 beschrieben wurden (Caffall und
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Mohnen 2009; Round et al. 2010). Die GalA-Einheiten kdnnen an Position O2 und/oder O3 acetyliert
vorliegen sowie eine mit Methanol veresterte Carboxygruppe aufweisen. Der Veresterungsgrad ist
stark von der pflanzlichen Quelle, dem Reifegrad des pflanzlichen Gewebes und der Extraktions-
methode abhangig und hat einen wesentlichen Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften des
Polymers (Caffall und Mohnen 2009; Yapo 2011). Liegt der Veresterungsgrad der Carboxygruppen
uber 50 %, wird von hoch-methylverestertem Pektin gesprochen. Bei einem niedrigeren Vereste-
rungsgrad handelt es sich demnach um niedrig-methylverestertes Pektin. Einen Einfluss nimmt die-
ses Charakteristikum des HGs vor allem auf die zur Gelbildung des Pektins bendtigten Bedingungen
(Voragen et al. 1995).

Bei niedrigverestertem Pektin erfolgt die Gelbildung durch Interaktion der freien Carboxygruppen
des HGs mit Calciumionen. Voraussetzung flr stabile Gelstrukturen ist das Vorliegen von mindes-
tens zehn konsekutiven, nicht methylierten GalA-Einheiten (Liners et al. 1989). Kernspinresonanz-
spektroskopische (NMR, engl. Nuclear Magnetic Resonance) Analysen zeigten an Pektin aus Oran-
genschalen eine doppel-helikale Struktur der interagierenden HG-Einheiten im Gel, was in Uber-
einstimmung mit der haufig genutzten Beschreibung der ,Egg-Box“ Gelstruktur steht (Jarvis und
Apperley 1995).

Xylogalacturonan (XG) ist eine HG-basierte Struktur, die jedoch mit B-1,3-gebundener D-Xylp an 03
der GalA substituiert ist. Die Xyl-Seitenkette ist oft zu einem Disaccharid verlangert, indem eine
zweite B-D-Xylp Uber eine 1,2-Bindung an die erste Xyl gebunden ist. Der Substitutionsgrad ist stark
abhangig vom Ursprung des XGs und variiert zwischen 25 % und 75 %. Zudem konnten auch hier
Acetylgruppen sowie Veresterungen mit Methanol der GalA identifiziert werden (Caffall und
Mohnen 2009; Schols 1995a). XG ist Uberwiegend in Frucht- und Samengewebe lokalisiert, konnte
aber auch in Exsudaten von Baumen, wie Tragant, identifiziert werden (Aspinall und Baillie 1963;
Voragen et al. 2009).

Das Ruickgrat von RG | besteht aus repetitiven Disaccharideinheiten der Form [-a-D-GalpA-1,2-a-L-
Rhap-1,4-]n-1 (Abbildung 4). Die GalA kann zudem mit Acetylgruppen an Position 02 und/oder O3
substituiert vorliegen (Voragen et al. 2009). Uber eine glycosidische Bindung zur Rha an 04 sind
Seitenketten, wie Arabinan, Galactan oder Arabinogalactan, an das Ruickgrat gebunden (Caffall und
Mohnen 2009; Yapo 2011). Der Substitutionsgrad variiert abhangig von Spezies und Extraktionsbe-
dingungen zwischen 20 % und 80 %, wobei der DP typischerweise unter 50 liegt (De Vries 1982;
Yapo 2011).

Die Seitenkettenstruktur ist durch eine hohe Heterogenitat gekennzeichnet. Arabinane setzen sich
aus a-1,5-verknlpften L-Araf-Einheiten zusammen, die an 02 und/oder O3 mit weiteren mono- oder
oligomeren Araf-Resten substituiert sein kdnnen. (Arabino)Galactane weisen ein Galactanriickgrat
auf. Die daraus resultierenden Arabinogalactane lassen sich in Typ | und Typ Il differenzieren. Typ
[, hdufiger vertreten und kovalent mit RG | assoziiert, zeichnet sich durch eine B-1,4-verknlpfte
Galactankette mit terminalen a-1,4-L-Arap- und eingestreuten a-1,5-L-Araf-Resten aus. Die Ga-
lactan-Hauptkette kann, wenngleich selten, zudem an O3 und 06 mit Gal oder Ara sowie mit kurzen
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1.3 Uronsaurehaltige Polysaccharide

oligomeren a-1,4-L-Arap-Einheiten substituiert vorliegen (Caffall und Mohnen 2009; Voragen et al.
20009).

Sowohl Arabinane als auch (Arabino)galactane des Typ | aus Zellwanden der Familie Amaranthaceae
konnen an 02 und O5 der Arabinose- bzw. am 06 der Galactoseeinheiten des Riickgrats mit Feru-
lasdure verestert sein (Bunzel et al. 2005; Ishii und Tobita 1993; Wefers et al. 2014). Diese so mo-
difizierten Arabinane bzw. Galactane konnen durch radikalische Prozesse zu kovalenten Vernetzun-
gen der Pektinmatrix fuhren (Caffall und Mohnen 2009; Dobberstein und Bunzel 2010). Inwiefern
bzw. ob das strukturell abweichende Arabinogalactan Typ Il mit RG | interagiert, ist zurzeit nicht
abschliefsend geklart, weshalb die Struktur hier nicht naher beschrieben wird.

RG Il reprasentiert eine komplexe, hochkonservierte Struktur. Es besteht aus einem HG-Rlckgrat
aus sieben bis neun, teils methylveresterten, GalA-Einheiten und ist mit 4 — 8 % ubiquitar in Primar-
zellwanden vorhanden (O'Neill et al. 2004; Voragen et al. 2009). Vier charakterisierte Seitenketten
mit insgesamt zwolf verschiedenen Monosaccharideinheiten, darunter auch seltene Zucker wie 2-
O-Methyl-Xyl, 2-O-Methyl-Fuc, Acerinsaure, 2-Keto-3-desoxy-D-lyxo-heptulosarinsaure und 2-
Keto-3-desoxy-D-manno-octulosonsaure, sind an das Rickgrat gebunden (Caffall und Mohnen
2009). Mittels *B-NMR-Spektroskopie wiesen Ishii und Matsunaga (1996) die Dimerbildung durch
Borsaurediester zwischen RG [I-Molekulen nach. Diese spielen vermutlich eine essenzielle Rolle in
der pflanzlichen Entwicklung (O'Neill et al. 2004).

Die raumliche Anordnung sowie mogliche kovalente Verkniipfungen der Pektinfraktionen HG, RG |
und RG Il sind Gegenstand aktueller Diskussionen. In Sojabohnen konnte eine kovalente Bindung
zwischen HG und RG | nach enzymatischer Hydrolyse nachgewiesen werden (Nakamura et al. 2002).
Durch Untersuchung mittels enzymatischer Freisetzung mit verschiedenen Polygalacturonasen
konnten Ishii und Matsunaga (1996) RG Il Strukturen identifizieren, wodurch auf eine kovalente
Bindung zu RG | bzw. HG haltigen Strukturen geschlossen wurde. Diese Interaktion ist allerdings
noch nicht abschlieRend geklart (Yapo 2011). Ein etabliertes Strukturmodell von Pektin geht auf
De Vries et al. (1982) zuruick. Dies beschreibt Pektin als eine Kombination aus verzweigten, block-
weise angeordneten ,hairy regions®, dargestellt durch das RG I, und den unverzweigten ,smooth
regions” des HG (Abbildung 7). Alternativ wurde das sogenannte ,,RG /-backbone“-Modell vorgeschla-
gen, dem zufolge RG | das zentrale Riickgrat bildet, an welches HG sowie weitere Seitenketten
gebunden sind. Die genaue strukturelle Organisation ist bislang nicht abschlief3end geklart (Yapo
2011).
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Homogalacturonan Rhamnogalacturonan Typ | Xylogalacturonan Hydroxyzimtsdure

Abbildung 7: Struktur von Pektin gemaf’ dem von De Vries et al. (1982) aufgestellten Modell. Hierbei stellen
die Homogalacturonaneinheiten die ,smooth regions“ und das Rhamnogalactouronan Typ | die ,hairy regions*
dar.

Pektin wird in der Lebensmittelindustrie als Gelier-, Stabilisierungs- und Verdickungsmittel ver-
wendet, beispielsweise in Konfitliren oder Milchmischgetranken (Laurent und Boulenguer 2003;
Schmidt et al. 2015). Gemafs der Verordnung (EU) Nr. 231/2012 muss Pektin bei einem Einsatz als
Zusatzstoff einen Anteil von mindestens 65 % GalA aufweisen. Es stammt meist aus Zitrus- oder
Apfeltrester und besteht, harschen Extraktionsbedingungen geschuldet, vorwiegend aus HG und
unsubstituiertem RG | (Voragen et al. 2009). Pektinen aus Zuckerriiben werden zudem gute emul-
gierende Eigenschaften zugesprochen, wobei hier ein weitgehender Erhalt der Arabinane notwen-
dig zu sein scheint (Bindereif et al. 2021; Yapo et al. 2007).

1.3.1.2 Glucuronoxylan

Die vorwiegend in der Sekundarzellwand lokalisierten Xylane zeichnen sich durch ein lineares
Rickgrat aus B-1,4-verknupfter D-Xylp aus, das in Abhdngigkeit der Pflanzenart unterschiedliche
Substituenten tragen kann. Bei Harthdlzern wie Kastanie, Birke oder Eukalyptus stellt GX mit einem
Massenanteil von 12 - 30 % der Trockenmasse die dominierende Xylan-Spezies dar (Barbat et al.
2010; Westbye et al. 2008; Willfor et al. 2005). Hier ist das Riickgrat teils Uber a-1,2-glycosidische
Bindungen mit 4-O-Me-GlcpA substituiert, wobei im Mittel auf zehn Xyl-Einheiten eine solche Sei-
tenkette entfallt (Ebringerova et al. 2005). Zudem kdnnen bis zu 70 % der Xyl an Position 02
und/oder O3 acetyliert vorliegen, was entscheidend die Konformation des Polymers, dessen Lds-
lichkeit und dessen Interaktionen mit anderen Zellwandkomponenten bestimmt (Biely et al. 2016).
Ein weiteres strukturelles Merkmal von GX ist sein konserviertes Pentasaccharid-Motiv am reduzie-
renden Ende, bestehend aus B-D-Xylp-1,4-B-D-Xylp-1,3-a-L-Rhap-1,2-a-D-GalAp-1,4-D-Xylp
(Scheller und Ulvskov 2010). AusschlieBlich in Eukalyptus ist zudem ein Drittel der 4-O-Me-GlcA an
Position 02 mit Galp oder Glcp substituiert (Evtuguin et al. 2003). Wahrend GX die dominierende
Form in Hartholzern darstellt, sind in Weichhdlzern und Monokotyledonen uberwiegend Glucuro-
noarabinoxylane zu finden, die zusatzlich in Position O3 a-L-Araf-Seitenketten tragen und mit un-
methylierter GlcA substituiert sind (Ebringerova et al. 2005).

Die strukturelle Organisation von GX wird durch die Verteilung von Glucuronosyl- und Acetylgrup-
pen geprdgt. Entsprechend wird zwischen einer Hauptdomane mit relativ gleichmafig verteilten
Substituenten und einer Nebendomane, die durch unregelmafiigere Substitutionsmuster und einem
hohen Substitutionsgrad gekennzeichnet ist, unterschieden. Beide Domanen kdnnen innerhalb
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desselben Molekuls auftreten und entstehen durch die Aktivitat unterschiedlicher Xylanglucurono-
syl- und Acetyltransferasen (Bromley et al. 2013; Grantham et al. 2017).

Die Hauptdomane von GX zeigt in Gegenwart von Cellulose eine zweifach helikale Struktur, in der
die D-Xylp-Einheiten um 180° zueinander versetzt angeordnet sind (Busse-Wicher et al. 2014). Sub-
stituenten wie 4-O-Me-GlcA-Seitenketten befinden sich dabei bevorzugt auf einer Seite der Helix
(Bromley et al. 2013; Busse-Wicher et al. 2014). Diese raumliche Anordnung ermdglicht eine ausge-
pragte Interaktion der unsubstituierten Riickgratseite mit Cellulosemikrofibrillen liber Wasserstoff-
brickenbindungen (Busse-Wicher et al. 2014). Gleichzeitig schaffen die einseitig ausgerichteten
Acetylgruppen Bereiche mit erhohter Hydrophobizitat, welche die Interaktion mit Lignin begunsti-
gen (Busse-Wicher et al. 2014; Simmons et al. 2016). Daruber hinaus kdnnen die Carboxygruppen
der 4-0-Me-GlcA-Reste Uber kovalente Esterbindungen mit Hydroxylgruppen des Lignins verknupft
sein, wodurch stabile Polysaccharid-Lignin-Netzwerke entstehen (Takahashi und Koshijima 1988).
Molekulardynamische Simulationen weisen zudem darauf hin, dass die 4-O-Me-GlcA-Einheiten mit
Calcium-lonen wechselwirken und intermolekulare Quervernetzungen zwischen verschiedenen GX-
Ketten vermitteln konnen (Pereira et al. 2017).

Wahrend die Hauptdomane bevorzugt mit Cellulose assoziiert, wendet sich die Nebendomane unter
Annahme einer dreifach helikalen Struktur von der Cellulose ab. Aufgrund ihres héheren Substitu-
tionsgrades interagieren diese Domanen gemaf’ Kang et al. (2019) besonders stark mit Lignin und
tragen zur Ausbildung eines komplexen, heterogenen Zellwandverbunds bei. Inwiefern die Methy-
lierung der US im Xylan einen Einfluss auf dessen Funktion im pflanzlichen Gewebe, wie etwa die
Interaktion mit weiteren Zellwandbestandteilen, nimmt, ist zurzeit noch nicht vollstandig geklart.

1.3.1.3 Alginat

Das Zellwandpolysaccharid Alginat bzw. Alginsaure ist ein bedeutender Bestandteil der Zellwande
von Braunalgen. Es macht etwa 15 - 45 % der Algen-Trockenmasse aus und kann einen Anteil von
bis zu 65 % der Zellwandpolysaccharide einnehmen (Deniaud-Bouet et al. 2014; Mabeau und
Kloareg 1987; Zhou et al. 2024). Alginat liegt in einem breiten Molekulargewichtsbereich zwischen
60 und 700 kDa vor, wobei der DP stark von der Algenart, der geographischen Herkunft sowie den
Extraktionsbedingungen abhangt (Ching et al. 2015). Alginat ist ein lineares Copolymer, das aus
B-D-ManpA und a-L-GulpA besteht, die in variierenden Anteilen 1,4-glycosidisch verknulpft auftre-
ten. Die Monomere sind in Blockstrukturen organisiert, d. h. in Form von (poly)ManA-reichen M-
Blocken, (poly)GulA-reichen G-Blocken sowie MG- bzw. GM-Heteroblocken (Abbildung 8). Die Block-
zusammensetzung und -verteilung variiert in Abhangigkeit von Art und Standort der Alge (Hentati
et al. 2020).
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Abbildung 8: Strukturausschnitt eines Alginats mit guluronsaurehaltigen G-Blocken, mannuronsaurehaltigen
M-Blocken sowie Heteroblocken (MG bzw. GM) aus Mannuron- und Guluronsaure

Eine der wichtigsten funktionellen Eigenschaften des Alginats ist die Fahigkeit zur Gelbildung. Es
lassen sich zwei grundlegende Mechanismen der Gelbildung unterscheiden: Zum einen kann die
Gelbildung ionisch, zum anderen sdureinduziert verlaufen. Die ionische Gelbildung erfolgt Uber die
G-Blocke, welche durch Koordination mit zweiwertigen Kationen wie Ca2*, Sr** oder Ba?* dreidi-
mensionale Netzwerke ausbilden. Dabei interagieren jeweils zwei Carboxygruppen mit einem Ka-
tion, wie es im ,Egg-Box“-Modell beschrieben ist (Abbildung 9) (Ching et al. 2015). Der Anteil an G-
Blocken ist dabei maRgeblich fur die lonenselektivitat und die Festigkeit des Gels verantwortlich.
Die Affinitat zur Kationenbindung nimmt in der Reihenfolge Mg < Ca < Sr < Ba zu, wird aber auch
stark durch den Zustand und die Zusammensetzung des bereits gebildeten Gels beeinflusst. Der
Anteil und die Verteilung der G-Blocke flhrt zu vielfaltigen Strukturen mit unterschiedlichen Mo-
lekulargewichten und rheologischen Eigenschaften (Ching et al. 2015; Grant et al. 2002; Skjak-Braek
et al. 1989).

“00C

Ca?* CaZ*

OH

Abbildung 9: Durch Calciumkationen (rot) induzierte Gelbildung von Alginat (schwarz). Die entstehende Netz-
werkstruktur kann durch das ,Egg-Box"“-Modell beschrieben werden, in dem stets vier Guluronsaurereste mit
einem Calciumion interagieren.

Saureinduzierte Gele entstehen durch Absenkung des pH-Wertes unterhalb des pKs-Wertes des Al-
ginats (3,4 - 3,7). Wahrend ein rascher pH-Abfall zur Ausfallung von Aggregaten fihrt, begunstigt
ein langsamer Abfall die Ausbildung eines homogenen Gels. Aufgrund ihrer geringen technischen
Relevanz sind saure Gele bislang nur unzureichend untersucht (Ching et al. 2015).

Die physikalisch-rheologischen Eigenschaften des Alginats werden mafigeblich durch das Man-
nuronsdure-zu-Guluronsdure-Verhdltnis (M/G) bestimmt. M-Block-reiche Polymere (M/G > 1)
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erzeugen Gele mit hoher Viskositat und elastischer Struktur, wahrend ein hoher Anteil an G-Blocken
mit der Ausbildung stabiler, jedoch sproder Gele assoziiert ist (Hentati et al. 2020). Die von Zhou et
al. (2024) zusammengefassten M/G-Verhaltnisse verschiedener Braunalgen zeigen eine Spann-
breite von 7 - 13. Im Vergleich dazu berichten Mizuno et al. (1983) fur Alginat aus der Gattung
Sargassum deutlich niedrigere Werte von 0,3 - 1,8, sodass hier mit abweichenden rheologischen
Eigenschaften zu rechnen ist.

Aufgrund seiner gelbildenden Eigenschaften wird Alginat vielfach industriell eingesetzt, insbeson-
dere in der Lebensmittelindustrie, der Pharmazie sowie in der Medizin (Puscaselu et al. 2020). Ty-
pische Anwendungen umfassen Produkte zur Wundheilung sowie Verkapselungen von Wirkstoffen,
Fetten oder Polyphenolen (Abubakr et al. 2009; Chan 2011; Ching et al. 2015). In der Praxis wird
dabei Uberwiegend Calcium als Vernetzungsion verwendet, da es toxikologisch unbedenklich und
kostengunstig verfligbar ist (Ching et al., 2015).

1.3.2 Ausgewahlte Hydrokolloide

Wasserldsliche, meist pflanzlich gewonnene Polysaccharide mit breiter Anwendung in der Lebens-
mittelindustrie, gehoren der Gruppe der Hydrokolloide an, die zudem auch Proteine umfassen kann.
Aufgrund ihrer gelbildenden, viskositatserhhenden und stabilisierenden Eigenschaften werden sie
als Stabilisator, Geliermittel und Emulgator sowie fiir Beschichtungen und biobasierte Verpackun-
gen eingesetzt. Der Begriff ,Gummi“ bezeichnet dabei eine Untergruppe natirlich vorkommender
Polysaccharide mit ahnlichen funktionellen Eigenschaften (Mirhosseini und Amid 2012). Im Folgen-
den werden ausgewabhlte, fUr diese Arbeit relevante Hydrokolloide vorgestellt.

1.3.2.1 Xanthan

Xanthan ist ein bakterielles Exopolysaccharid, das von Bakterien der Gattung Xanthomonas spp.
sezerniert wird. Fur industrielle Anwendungen wird vor allem Xanthomonas campestris genutzt
(Garcia-Ochoa et al. 2000). Xanthan weist eine klar definierte Struktur auf und besteht aus den
Monosacchariden Glc, Man und GLcA im molaren Verhaltnis von etwa 2:2:1 (Valent et al. 1980). Das
Polysaccharidriickgrat ahnelt strukturell der Cellulose und setzt sich aus B-1,4-gebundenen D-Glcp-
Einheiten zusammen. Diese sind an jeder zweiten Einheit an Position O3 der Glc mit trisacchariden
Seitenketten der Form [D-Manp-B-1,4-D-GlcpA-B-1,2-D-Manp-a-1,3-] substituiert (Kool et al. 2013).
Im Mittel sind etwa 50 % der terminalen Man-Einheiten mit Pyruvat modifiziert, das als Ketal tber
die Positionen 04 und 06 an den Zucker gebunden ist (Garcia-Ochoa et al. 2000). Das exakte Sub-
stitutionsmuster hangt mafigeblich von den verwendeten Fermentationsbedingungen sowie vom
eingesetzten Xanthomonas-Stamm ab (Kool et al. 2013). Kool et al. (2013) analysierten die Acetyl-
und Pyruvatgehalte in Xanthanen, die von verschiedenen Xanthomonas-Stammen produziert wur-
den. Dabei ergaben sich durchschnittlich 1,15 Acetyl- und 0,56 Pyruvatgruppen pro Seitenkette.
Diese Ergebnisse deuten auf eine teilweise Mehrfachacetylierung der Seitenketten hin. Massen-
spektrometrische Fragmentierungsanalysen bestatigten zudem, dass Acetylgruppen nicht nur an
der an das Polysaccharidriickgrat gebundenen Mannose, sondern auch zu etwa 5 - 21 % an den
terminalen Man-Einheiten am 0O6-Atom vorkommen. Durch die Substituenten resultiert ein negativ
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geladenes Polysaccharid mit einer Molekulargewichtsverteilung von ca. 2 x 10° bis 20 x 10° Da
(Garcia-Ochoa et al. 2000).

Xanthan zeichnet sich durch eine hohe Wasserloslichkeit und die Fahigkeit aus, bereits in niedrigen
Konzentrationen hochviskose Losungen zu bilden. Die Viskositat ist Uber weite Temperaturbereiche
hinweg stabil, das Molekiil liegt jedoch temperaturabhangig entweder in einer helikalen oder einer
random-coil-Struktur vor (Milas und Rinaudo 1979).

Aufgrund dieser Eigenschaften findet Xanthan breite industrielle Anwendung. Besonders in der Le-
bensmittelindustrie wird es als Verdickungs- und Stabilisierungsmittel z. B. in Saucen, Dressings,
Getranken und Milchprodukten, meist in Konzentrationen zwischen 0,03 % und 1 %, eingesetzt. Da-
riber hinaus wird es in zahlreichen weiteren Bereichen verwendet, wie etwa in der Medizin und
Pharmazie, in kosmetischen Formulierungen sowie in Produkten der Farb-, Agrar- und Keramikin-
dustrie (Garcia-Ochoa et al. 2000).

1.3.2.2 Karayagummi

Das getrocknete Exsudat des indischen Baumes Sterculia urens, bekannt unter der Bezeichnung Ka-
rayagummi, stellt ein natirliches Polysaccharid mit vielfaltigen industriellen Anwendungen dar.
Hauptsdchlich stammt das Rohmaterial aus Zentral- und Nordindien. Die kommerzielle Gewinnung
erfolgt durch gezielte Einschnitte in Stamm und Aste des Baumes, wobei die Exsudatmenge stark
von Faktoren wie dem Alter des Baumes, der Jahreszeit und den lokalen Umweltbedingungen ab-
hangt (Prasad et al. 2022). Karayagummi ist ein hochmolekulares Polysaccharid mit einem durch-
schnittlichen Molekulargewicht von 9.000 bis 16.000 kDa. Es setzt sich zu etwa 55 - 60 % aus
Neutralzuckern, 37 - 40 % aus US sowie rund 8 % aus Acetylgruppen zusammen. Die prozentualen
Verhaltnisse der Monosaccharide GalA, Rha, GlcA und Gal variieren in Abhangigkeit von der bota-
nischen Herkunft und den Umweltfaktoren (Mirhosseini und Amid 2012).

Das auf RG | basierte Ruckgrat setzt sich aus wiederholenden Einheiten von [-a-L-Rhap-1,4-a-D-
GalpA-1,2-] zusammen und liegt meist als Calcium oder Magnesiumsalz vor (Mirhosseini und Amid
2012). Zwei rickgratgebundene Substituenten werden in der Literatur beschrieben: 3-D-GlcA-Reste,
die Uber eine 1,3-Bindung an GalA gebunden sind, sowie B-D-Gal-Einheiten, die entweder iber eine
1,4-Bindung an Rha oder eine 1,2-Bindung an GalA angebunden sind. Daruber hinaus weist Ka-
rayagummi Acetylierungen auf, deren genaue Positionierung innerhalb der Polymerstruktur bislang
nicht vollstandig geklart ist (Prasad et al. 2022). Neben den Zuckerbausteinen konnten auch geringe
Mengen an Protein (ca. 1 %) und Fett (ca. 2 %) nachgewiesen werden. Die darin enthaltenen Ami-
nosauren umfassen unter anderem Asparagin- und Glutaminsaure sowie Prolin, wahrend die iden-
tifizierten Fettsauren unter anderem Stearin-, Palmitin-, Palmitolein- und Laurinsadure einschlief3en
(Vinod et al. 2010).

Eine der charakteristischen physikochemischen Eigenschaften von Karayagummi ist seine sehr ge-
ringe Wasserloslichkeit. In kaltem Wasser betragt die Loslichkeit weniger als 0,02 %, und selbst bei
erhéhten Temperaturen steigt diese lediglich auf etwa 0,06 % an (Phillips und Williams 2020). Die
geringe Loslichkeit wird mafigeblich durch den Gehalt an Acetylgruppen beeinflusst. Durch eine
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alkalische Behandlung, bei der es zur Deacetylierung kommt, kann die Wasserloslichkeit des Gum-
mis signifikant auf bis zu 90 % erhoht werden (Postulkova et al. 2017).

Karayagummi wird aufgrund seiner vielseitigen funktionellen Eigenschaften in zahlreichen Indus-
triezweigen eingesetzt. In der Pharmaindustrie dient es als Hilfsstoff fur die kontrollierte Wirk-
stofffreisetzung, in der Lebensmitteltechnologie als Verdickungsmittel, Emulgator, Stabilisator und
Olbindemittel, insbesondere in Backwaren und Milchprodukten. Hier spielt es durch seine hohe
Wasseraufnahmefahigkeit (Quellen) insbesondere eine Rolle bei der Haltbarkeitsverlangerung.
Weitere Anwendungen finden sich in der Lederverarbeitung sowie in der Textil- und Druckindustrie
(Phillips und Williams 2020).

1.3.2.3 Gummi arabicum

Eines der am haufigsten verwendeten Hydrokolloide stellt Gummi arabicum dar. Das polysaccha-
ridreiche Exsudat wird aus Acacia senegal oder Acacia seya gewonnen, welche vorwiegend in Afrika
sudlich der Sahara angepflanzt werden (Phillips und Williams 2020). Die Polymere des Gummi ara-
bicums erstrecken sich tber einen weiten Molekulargewichtsbereich von 433 - 2.300 kDa (Kersten
et al. 2025). Die stark heterogene Struktur setzt sich aus drei Hauptkomponenten zusammen: einem
Polysaccharidanteil, der 90 % des Gummi arabicums ausmacht, einer Arabinogalactanprotein-Kom-
ponente von ca. 10 % sowie einem kleinen Anteil an Glycoprotein. Die beiden Letzteren unterschei-
den sich vor allem durch das Protein-Kohlenhydrat-Verhaltnis, das bei der Glycoproteinkomponente
deutlich hoher ausfallt (Dror et al. 2006).

Das hoch verzweigte Polysaccharid liegt als Calcium-, Kalium- oder Magnesiumsalz vor (Kersten et
al. 2025). Kersten et al. (2025) analysierten die Monosaccharidzusammensetzung von 20 Gummi
arabicum-Proben und konnten im Mittel 42 % Gal, 27 % Ara, 10 % Rha sowie 9 % GlcA und kleine
Mengen an 4-0-Me-GlcA nachweisen. Die Polysaccharidkomponente ist aus einem Ruickgrat aus
1,3-glycosidisch gebundenen B-D-Galp-Einheiten aufgebaut, die stark substituiert sind. Ein hoher
Anteil an durch Methylierungsanalyse identifizierten terminalen Monosaccharideinheiten bestatigt
den stark verzweigten Charakter. Verzweigungen finden sich hauptsachlich an Position 06, seltener
auch an den Positionen 02 und/oder 04 der Gal. Die Seitenketten sind sehr heterogen und bestehen
aus den zuvor genannten Monosacchariden in unterschiedlichen Verhdltnissen und glycosidischen
Verknupfungen. Der Kohlenhydratanteil und der Proteinanteil sind iber O-glycosidische Bindungen
Uber Hydroxyprolin oder Serin verbunden (Nie et al. 2013).

Gummi arabicum ist sehr gut wasserldslich und bildet erst ab Konzentrationen uber 30 % viskose
Losungen. Das Core-Shell Modell begriindet diese Eigenschaft mit der Anordnung der unterschied-
lichen Bestandteile. So wird postuliert, dass sich das Arabinogalactan aus einem ,Kern® aus Protein
mit einer ,Hille” aus darum angeordneten Kohlenhydratbestandteilen zusammensetzt. Hieraus re-
sultieren kompakte Molekile mit vergleichsweise geringem hydrodynamischen Volumen (Phillips
und Williams 2020). Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten zudem die Aggregatbil-
dung zwischen Gummi arabicum-Polymeren bei niedrigen pH-Werten, was auf eine Interaktion der
Carboxygruppen der US mit den Aminogruppen des Proteins zuruckzufiuhren sein konnte (Gashua

et al. 2016).
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Gummi arabicum findet eine vielfaltige Anwendung, insbesondere in der Lebensmittelindustrie.
Aufgrund seines amphiphilen Charakters und seiner hervorragenden Wasserloslichkeit wird es hau-
fig zur Stabilisierung und Emulgierung von atherischen Olen und Aromen in der Getrankeherstel-
lung eingesetzt (Dickinson et al. 1988). Gummi arabicum ist dabei ein zentraler Bestandteil bei der
Herstellung von Sirupen und Aromakonzentraten, die fur alkoholfreie Erfrischungsgetranke ver-
wendet werden. In teils deutlich hoheren Konzentrationen (> 10 %) dient das Hydrokolloid in der
SuRwarenindustrie, beispielsweise in Gummibarchen, Marshmallows oder Toffees, der Texturge-
bung und als Aromatrager. Bei der Spriihtrocknung Gummi arabicum-haltiger Aromaemulsionen
entstehen pulverférmige, mikroverkapselte Aromastoffe, die eine verlangerte Haltbarkeit sowie
eine kontrollierte Aromafreisetzung ermoglichen. Diese Form der Mikroverkapselung wird vielfach
zur aromaschonenden Verarbeitung in diversen Lebensmitteln verwendet (Phillips und Williams
2020).

1.4 Kolorimetrische Analysen in der Uronsaureanalytik

Kolorimetrische Verfahren zur Analyse von Kohlenhydraten sind haufig eingesetzte Methoden in
der Kohlenhydratchemie. Sie sind einfach durchfiihrbar, schnell, kostenguinstig und erfordern in der
Regel keine aufwendige Probenvorbereitung sowie komplexe Apparaturen. Sowohl qualitative als
auch quantitative Auswertungen sind moglich. Die Verfahren beruhen auf der Ausbildung von Chro-
mophoren, die durch Reaktion mit spezifischen aromatischen Reagenzien entstehen. Diese Farbre-
aktion erfolgt typischerweise nach Vorbehandlung der kohlenhydrathaltigen Probe mit konzentrier-
ter Schwefelsaure, die ebenfalls als Reaktionsmedium dient.

Fur die Analyse von US wurden im Laufe der letzten Jahrzehnte eine Vielzahl verschiedener Reak-
tionen verodffentlicht bzw. weiterentwickelt, die sich vorranging in der Verwendung des zur Farbe
fuhrenden Chromogens unterscheiden (Blumenkrantz und Asboe-Hansen 1973; Dische 1947; Yapo
2012).

1.4.1 Schwefelsaure als Reaktionsmedium
Schwefelsaure ist eine starke, zweiprotonige Saure die demnach in wassriger Losung in zwei Stufen
wie folgt dissoziiert (Holleman et al. 2017):

(i) H,S0, (aq) + H,0 = HSO; (aq) + H;0% (aq)

(ii) HSO; (aq) + H,0 = SO? (aq) + H;07 (aq)
Die erste Dissoziationsstufe (i) verlauft in verdunnter wassriger Losung nahezu vollstandig,
wodurch HSO4™ als dominierende Spezies vorliegt. Die zweite Dissoziation (ii) ist hingegen deutlich

weniger ausgepragt und erfolgt in einer 1 M Lésung lediglich zu etwa 1,3 %. Aufgrund ihrer stark
hygroskopischen Natur weist Schwefelsaure eine geringe Wasseraktivitat auf (Holleman et al. 2017).

Bei hohen Konzentrationen ab etwa 14 M nimmt die Anzahl frei verfligbarer Wassermolekdle sig-
nifikant ab, wodurch auch undissoziierte H,SO4-Molekile in messbarem Umfang vorhanden sind
(Margarella et al. 2013). Die Zusammensetzung der verschiedenen Spezies ist dabei stark abhangig
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von der genauen Konzentration sowie der Temperatur. Margarella et al. (2013) untersuchten mit-
hilfe der Photoelektronenspektroskopie die ionische Zusammensetzung von Schwefelsaurelosun-
gen im Konzentrationsbereich von 0,5 bis 14 M. Wahrend bei Konzentrationen unterhalb von 5 M
ein schneller Protonenaustausch zwischen Schwefelsaure und Wasser zu beobachten war, veran-
dert sich die Dynamik bei hoheren Konzentrationen hin zu einer starker geordneten Struktur der
Losung. Vergleichbare Ergebnisse wurden von Bazak et al. (2021) unter Anwendung der *H-, O-
und **S-NMR-Spektroskopie erzielt.

Neben ihrer stark wasserziehenden Eigenschaft wird konzentrierte Schwefelsaure haufig als oxi-
dierendes Medium beschrieben, wobei diese Eigenschaft mit steigender Konzentration und Tem-
peratur deutlich zunimmt (Holleman et al. 2017). Der in der Oxidationsstufe +VI vorliegende Schwe-
fel wird dabei unter Elektronenaufnahme zu Schwefeldioxid reduziert. Die oxidierenden Eigen-
schaften konzentrierter Schwefelsdure finden insbesondere im Zusammenhang mit Metallen hdufig
Erwahnung (Baskerville 1895; Holleman et al. 2017).

1.4.2 Ubergeordnetes Reaktionsprinzip zur Ausbildung chromophorer Verbindungen

1.4.2.1 Abbau von Kohlenhydraten unter sauren Bedingungen

Beim Erhitzen von Zuckern in Mineralsauren tritt nach einer gewissen Zeit eine charakteristische
Braunfarbung der L6sung sowie die Bildung eines braunen Niederschlags auf. Der Grad dieser Brau-
nung ist dabei stark abhangig von der Art der verwendeten Saure, deren Konzentration sowie des
eingesetzten Zuckers (Scott et al. 1967). Besonders auffallig ist die intensive Braunung von US, die
laut Literatur deutlich ausgepragter und schneller erfolgt als bei vergleichbaren Konzentrationen
von Neutralzuckern (Fatouros et al. 2021; Scott et al. 1967; Seaver und Kertesz 1946).

Die zugrunde liegenden Reaktionen sind hochkomplex und resultieren in einer Vielzahl an nieder-
molekularen Zwischen- und Endprodukten, die ihrerseits zu farbigen, polymeren Kondensaten wei-
terreagieren konnen. Diese Produkte werden haufig unter dem Begriff ,Humine“ zusammengefasst
(Feather und Harris 1966). Zu den beschriebenen Abbauprodukten der US zahlen Furfural (2), 5-
Formyl-2-furancarbonsadure (5FFA) (3), Furan-2-carbonsaure (F2A) (4), Reduktinsaure (8), 4,5-Dihyd-
roxy-2-cyclopenten-1-on (7), 2,3-Dihydroxyacetophenon (6) sowie 3,8-Dihydroxy-2-methylchro-
mon (5) (Abbildung 10) (Ahmad et al. 1993; Bornik und Kroh 2013; Reichstein und Oppenauer 1934;
Teleman et al. 1996).

Im Folgenden werden die Abbauwege der US in saurer Umgebung erlautert. Dabei wird zwischen
Decarboxylierung und Dehydratisierung sowie den daraus entstehenden Folgeprodukten unter-
schieden.
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Abbildung 10: Abbauprodukte der Galacturonsaure (1) in (verdunnter) Mineralsaure. Nachgewiesen wurden
Furfural (2), 5-Formyl-2-furancarbonsaure (3), Furan-2-carbonsaure (4), 3,8-Dihydroxy-2-methylchromon (5),
2,3-Dihydroxyacetophenon (6), 4,5-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-on (7) und Reduktinsaure (8) (Ahmad et al.
1993a; Bornik und Kroh 2013; Reichstein und Oppenauer 1934; Teleman et al. 1996).

1.4.2.1.1 Decarboxylierung von Uronsauren

Bereits im 19. Jahrhundert beobachteten Wissenschaftler, dass beim Erhitzen von US in Mineral-
sauren CO, freigesetzt wird (Conrad 1931; Mann und Tollens 1896; Tollens 1908). Feather und
Harris (1966) wiesen unter Verwendung einer C**-gelabelten US in verdiinnter Mineralsaure nach,
dass das freigesetzte CO; tatsachlich aus der Carboxygruppe stammt. Zum genauen Ablauf der De-
carboxylierung werden mehrere Mechanismen diskutiert.

Huber und Deuel (1951) postulierten einen Sgi-Mechanismus (Abbildung 11). Durch die Protonie-
rung des O-Atoms am Halbacetal (1a) wird eine Stabilisierung des benachbarten a-C-Atoms er-
reicht. Dies wiederum senkt die Bindungsenergie zwischen Cs und Cs, wodurch CO; unter Einbrin-
gung von Energie erleichtert abgespaltet werden kann. AnschliefRend erfolgt die eigentliche Sub-
stitution. Durch Anlagerung eines Protons entsteht eine Pentose, im Beispiel der GalA ist dies die
Ara (11). Geschwindigkeitsbestimmend bei dieser Reaktion ist gemaR den Autoren die Ausbildung
des Ubergangszustands unter Abspaltung des CO,. Da ein Nachweis der Ara nicht méglich war bzw.
nur zu sehr kleinen Anteilen erfolgen konnte, wird auf eine rasche Weiterreaktion dieser geschlos-
sen (Conrad 1931; Huber und Deuel 1951; Stutz und Deuel 1958). Vor diesem Hintergrund postu-
lierten Bornik und Kroh (2013) fiir GalA einen weiteren Mechanismus, der die Bildung der Ara um-
geht und ebenfalls in Abbildung 11 dargestellt ist. GalA ist demnach durch die Position der Hydro-
xygruppe an (4 in der Lage, in einem konzertierten Mechanismus bei gleichzeitiger Abspaltung von
CO; und Wasser eine 4-Desoxypentose (9) auszubilden. Fatouros et al. (2021) bestatigten diesen
Mechanismus. Sie untersuchten das Abbauverhalten von GalA im Vergleich zu Ara in Wasser bei 60
°C. Nach 72 h wurde noch 92 % der Ara wiedergefunden, wohingegen 65 % der GalA unter CO,-
Freisetzung bereits abgebaut war. Ara konnte im Abbauversuch der GalA nicht nachgewiesen wer-
den. Durch massenspektrometrische Untersuchungen gelang es zudem, neben dem Verlust von CO,

21



1.4 Kolorimetrische Analysen in der Uronsdureanalytik

(-44 u) den gleichzeitigen Massenverlust von CO; + H,0 (-62 u) zu identifizieren, welcher domi-
nierte.

- H,0 I

Abbildung 11: Mechanismus der Decarboxylierung von Galacturonsaure (1) nach Huber und Deuel (1951) und
Bornik und Kroh (2013). Diese kann durch Protonierung des Halbacetals (1a) Uber Arabinose (11) fihren sowie
Uber einen zyklischen Prozess (1b) liber die 4-Desoxypentose (9). Durch Abspaltung von Wasser entsteht der
reaktive a-Ketoglutaraldehyd (10a - c) sowie final Furfural (2), 4,5-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-on (7) und
Reduktinsaure (8).

Sowohl Ara (11) als auch das labile Zwischenprodukt (9) der konzertierten Eliminierung bilden unter
Verlust von Wasser a-Ketoglutaraldehyd (10a - c). Je nach vorliegendem Tautomer entstehen Fur-
fural (2), Reduktinsdaure (8) oder 4,5-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-on (7). Die Rolle von a-Keto-
glutaraldehyd als Zwischenprodukt konnte durch Derivatisierung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin als
stabiles Tris(2,4-dinitrophenylhydrazon)-Derivat mittels Flussigkeitschromatographie (LC, engl. li-
quid chromatography) und Massenspektrometrie (MS) identifiziert werden (Bornik und Kroh 2013).
Ahmad et al. (1993) beschaftigten sich dartber hinaus mit dem Bildungsmechanismus der als 2,3-
Dihydroxyacetophenon (6) und 3,8-Dihydroxy-2-methylchromon (5) identifizierten Produkte. Dem-
nach entstehen diese saurekatalysiert aus Pentosen bzw. aus der Decarboxylierung von US durch
Michael-Addition mit anschlieffender Aldolkondensation mit einem Endiol.

Der Prozess der Decarboxylierung ist stark abhangig von der Saurekonzentration sowie der verwen-
deten Mineralsaure. Bereits Conrad (1931) zeigte, dass US in verdinnter Salzsaure deutlich schnel-
ler decarboxyliert werden, als in entsprechend konzentrierter Schwefelsaure. Hierbei nimmt die
Decarboxylierungsgeschwindigkeit mit steigender Saurekonzentration zu (Huber und Deuel 1951).
Fatouros et al. (2021) beobachteten eine deutlich langsamere Decarboxylierung der GlcA im Ver-
gleich zur GalA. Dies lasst sich durch die potenzielle Ausbildung eines y-Lactons (vgl. Abbildung 2)
der GlcA erklaren, wodurch die konzertierte Eliminierung behindert ist.
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Wird mit wasserfreien bzw. wasserarmen starken Sauren, wie es konzentrierte Schwefelsaure dar-
stellt, gearbeitet, nimmt die Tendenz zur Decarboxylierung der US wieder ab. Durch den stark was-
serziehenden Effekt dieser Sauren erfolgt die initiale Abspaltung von Wasser deutlich schneller als
der Verlust von CO,, was zu einer Dehydratisierung der US flhrt (Noyce et al. 1965).

1.4.2.1.2 Dehydratisierung von Uronsduren

Die ausschliefiliche Dehydratisierung von US lauft ebenfalls in saurer Umgebung ab. Wie Anderson
und Garbutt (1963) sowie Bowness (1958) berichten, ist 5FFA (3) das Hauptprodukt bei der Behand-
lung von GalA in konzentrierter Schwefelsaure und entsteht durch den Verlust von drei Wassermo-
lekulen. Hierzu wurden verschiedene Bildungsmechanismen postuliert und diskutiert.

Aktuelle Studien befassen sich vorrangig mit der Dehydratisierug der GlcA meist im Kontext der
Papierherstellung. Hier fuhrt allerdings eine alkalische Vorbehandlung der glucuronoxylanhaltigen
Faser zu einer B-Eliminierung an der US, wodurch das Ausgangsprodukt der hier beschriebenen
weiteren Abbaumechanismen in saurer Umgebung eine 4,5-ungesattigte Hexenuronsaure darstellt.
Da diese ungesattigte Verbindung jedoch ausschliefilich unter stark basischen Bedingungen ent-
steht, sind die in diesem Zusammenhang beschriebenen Reaktionsmechanismen nicht direkt auf
rein saure Systeme Ubertragbar (Li et al. 2007; Rosenau et al. 2017; Teleman et al. 1996). In wassri-
ger Umgebung liegt die US (1) im Gleichgewicht mit ihrem entsprechenden 1,2-Endiol (1e) vor
(Abbildung 12). Durch Protonierung und anschliefiendem Verlust eines Wassermolekiils (12-15)
wird das cyclische Furfuralderivat 5FFA (3) gebildet. Durch eine weitere formale Abspaltung von
CO entsteht F2A (4) (Abbildung 12) (Anderson und Garbutt 1963; Teleman et al. 1996). Die in der
Literatur diskutierten Mechanismen unterscheiden sich haufig in der Position der initialen Abspal-
tung von Wasser, wobei in vielen Fallen eine fundierte Begriindung oder experimentelle Absiche-
rung dieser Unterschiede fehlt (Anderson und Garbutt 1963; Isbell 1944).

Wegener et al. (2015) postulierten zudem eine Reaktion ausgehend von der furanosidischen Form
(1fs). Gemafs den Autoren liegt GalA bevorzugt in dieser Konstitution vor. NMR-spektroskopische
Untersuchungen durch Luisa et al. (1996) zeigen jedoch, dass bei erhohter Temperatur und niedri-
gen pH-Werten von 2, GalpA mit 85 % dominiert.

Einen retrosynthetischen Ansatz zur Bildung von 5FFA aus GalA bzw. deren Methylester verfolgten
van der Klis et al. (2017). Sie gehen davon aus, dass 5FFA, analog zu der Bildung von 5-Hydroxy-
methylfurfural (HMF) aus Fructose (Fru), aus Tagaturonsaure (16, 5-keto-GalA) hervorgeht (Abbil-
dung 13). In der entsprechenden Studie zeigte sich, dass die Ausbeute an 5FFA durch gezielte Bil-
dung der Ketofuranose (1fs) unter Einsatz von Calcium deutlich gesteigert werden konnte. Durch
die raumliche Nahe der Hydroxygruppen kann die Abspaltung von Wasser in einem cyclischen De-
hydrierungsprozess erfolgen. Hinweise dafur, dass dieses Isomer der GalA naturlicherweise in sau-
rer Umgebung vorhanden ist, konnten jedoch nicht erbracht werden (Luisa et al. 1996; van der Klis
et al. 2017). Somit bleibt offen, ob dieser Mechanismus auch unter nicht-modifizierten Reaktions-
bedingungen eine relevante Rolle spielt.
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Abbildung 12: Mechanismus der Dehydratisierung der Galacturonsaure (1, 1fs). Ausgehend von dem 1,2-En-
diol (1e) entstehen durch Abspaltung von Wasser an unterschiedlichen Positionen ungesattigte reaktive Zwi-
schenstufen (12-15) die zur 5-Formyl-2-furancarbonsaure (3) zyklisieren. Durch den formalen Verlust von CO

entsteht die Formyl-2-furancarbonsdure (4) (Anderson und Garbutt 1963; Isbell 1944; Teleman et al. 1996).
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Abbildung 13: Dehydratisierung der Galacturonsaure (1) nach van der Klis et al. (2017). Nach Isomerisierung
zur Tagaturonsaure (16) erfolgt eine cyclische Dehydratisierung ausgehend von der furanosidischen Form,
die der 5-keto-Galacturonsaure (1fs) entspricht.

Hicks und Feather (1977) zeigten, dass bei der thermischen Behandlung von US in saurer Umgebung
eine Dehydratisierung mit dem Endprodukt Furfural ablauft. Daraus lasst sich ableiten, dass auf
eine anfangliche Dehydratisierung der US auch eine Decarboxylierung zum a-Ketoglutaraldehyd
erfolgen kann. Einen entsprechenden Mechanismus postulierte bereits Isbell (1944). Auch hier wird
a-Ketoglutaraldehyd als reaktive Zwischenstufe gebildet und fihrt zu den bereits beschriebenen
Produkten Furfural (2), 4,5-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-on (7) und Reduktinsaure (8) (Bornik und
Kroh 2013). Zur weiteren Aufkldarung dieses Reaktionsweges untersuchten Hicks und Feather (1977)
die Reaktion von GLcA in deuteriertem bzw. tritilertem angesauertem Wasser. Durch Austauschun-
tersuchungen konnten sie die Positionen von Deuterium bzw. Tritium im resultierenden Furanring
analysieren. Dabei zeigten sich Markierungen an den Positionen H3 und H4, was auf die Beteiligung
eines enolischen Ubergangszustands hinweist, der {ber ein entsprechendes 3,4-Enol verliuft.
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Hieraus wurde auf einen cyclischen Ubergangszustand (15), wie ihn Abbildung 14 zeigt, geschlos-
sen. Dieser Ubergangszustand ermdglicht eine intramolekulare Umlagerung, die sowohl die Was-
serabspaltung als auch die Decarboxylierung mechanistisch vereint.
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Abbildung 14: Dehydratisierung mit anschliefiender Decarboxylierung der Galacturonsaure (1) zu a-Keto-
glutaraldehyd (10) gemafR dem cyclischen Mechanismus postuliert durch Hicks und Feather (1977). Daraus
entstehen Furfural (2), 4,5-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-on (7) und Reduktinsaure (8).

Die Frage, unter welchen Bedingungen eine vollstandige Dehydratisierung zu 5FFA erfolgt und
wann zusatzlich eine Decarboxylierung eintritt, wird in der Literatur bislang nicht abschliefiend
behandelt, da die zugrunde liegende Thematik sehr komplex ist. Als einflussnehmende Faktoren
gelten insbesondere die Struktur des Substrats, die Reaktionstemperatur, die Art der eingesetzten
Saure sowie deren Konzentration (Anderson und Garbutt 1963; Conrad 1931; Hicks und Feather
1977).

1.4.2.1.3 Folgereaktionen der Abbauprodukte

Die wahrend einer Saurebehandlung entstehenden Abbauprodukte der US sind nahezu in keinem
Fall als finale Produkte aufzufassen. Durch ihren teils reaktiven Charakter reagieren sie in einer
Vielzahl, haufig noch unzuldnglich erforschter Reaktionen, weiter zu hoch komplexen Strukturen.
Diese werden nachfolgend naher beschrieben.

Feather und Harris (1966) untersuchten die Umwandlung der in verdinnter Mineralsaure entstan-
denen Furanderivate 5FFA, Furfural und Reduktinsaure ineinander, was jedoch erfolglos blieb. 5FFA
zeigte in 12 %iger Salzsaure keine signifikante Veranderung und wurde nur in geringem Ausmaf
decarboxyliert, Furfural hingegen bildete eine braune Farbung aus.

Die im Reaktionsverlauf entstehenden braun gefarbten Strukturen werden oftmals unter dem Sam-
melbegriff ,Humine“ subsumiert, wobei es sich um kondensierte, furanreiche Makromolekiile han-
delt. Die Bildung dieser chromophoren Aggregate setzt eine saurekatalysierte Offnung des Furan-
rings voraus (Shi et al. 2019). Die Ringstabilitat ist dabei abhangig von den Substituenten am Ring:
Furane mit elektronenziehenden Substituenten sind stabiler, wohingegen Furane mit elektronen-
schiebenden Substituenten stark zur Ringdffnung neigen (Dunlop 1948). Die Tendenz zur Offnung
in wassrig sauren Medien nimmt dabei mit steigender Temperatur zu (Liang et al. 2017).
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Eine Vielzahl verschiedener Mechanismen zur Ring6ffnung wurden bereits diskutiert, die alle in
reaktiven a-Dicarbonylen resultieren (Horvat et al. 1985; Liang et al. 2017). Shi et al. (2019) griffen
den von Horvat et al. (1985) postulierten Mechanismus der hydrolytischen Ring6ffnung des HMFs
auf, der von einer Protonierung des Ringsauerstoffs ausgeht und fiir das Beispiel Furfural das 2-
Oxopentandial liefert. Entgegen der bisherigen Annahmen einer Protonierung am B-Kohlenstoff
oder Ringsauerstoff zeigten Liang et al. (2017) durch Berechnungen am unsubstituierten Furan, dass
eine Protonierung bevorzugt in a-Position stattfindet. Als Hauptprodukt beschreiben die Autoren
das 4-Hydroxy-2-butenal. Die Ringdffnung des Furfurals (2) analog zu dem von Liang et al. (2017)
beschriebenen Mechanismus ist in Abbildung 15 dargestellt und fihrt demnach zum 5-Hydroxy-2-
oxopent-3-enal (17).

0
/ H 0 +
H \— OH \
2 0

Abbildung 15: Mechanismus der hydrolytischen Offnung des Furanrings am Beispiel des Furfurals (2) zu 5-
Hydroxy-2-oxopent-5-enal (17) (in Anlehnung an Liang et al. 2017)

Die entstandenen a-Dicarbonylverbindungen nehmen an weiteren Reaktionen teil. Zum einen kon-
nen sie innerhalb einer Cannizaro-Reaktion zu den entsprechenden a-Oxo-Carbonsauren reagieren,
zum anderen bilden sie in einer Aldolkondensation die gefarbten Humine aus (Patil und Lund 2011;
Shi et al. 2019). Shi et al. (2019) stellen den Ablauf einer Kondensation am a-Dicarbonyl Methylgly-
oxal (18) beispielhaft dar (Abbildung 16). Aufgrund des stark elektrophilen Charakters der beiden
Carbonylgruppen weist das Wasserstoffatom am B-C-Atom eine hohe Reaktivitat auf. Dies beglins-
tigt die Aldolkondensation der Edukte, wodurch langerkettige Verbindungen entstehen konnen.
Diese Zwischenprodukte gehen anschliefiend intramolekulare Acetalcyclisierungen und Dehydrati-
sierungsreaktionen ein, was zur Bildung polymerer, als Humine (19) bezeichneter Strukturen mit
hohem Furanring-Anteil fuhrt.

Weitere hoch reaktive Abbauprodukte der US, die ebenfalls an der Bildung von gefarbten Polymeren
beteiligt sein kénnen, sind die Reduktinsaure (8) sowie das 5-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-on (7).
Dies geschieht gemaf: Bornik und Kroh (2013) ebenfalls durch eine Aldolkondensation, wobei der
Funfring laut den Autoren wahrend der ganzen Reaktion intakt bleibt.
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Abbildung 16: Postulierter Mechanismus der Huminbildung durch a-Dicarbonylverbindungen, gezeigt am
Beispiel Methylglyoxal (18). Durch eine Aldolkondensation mit anschlieRender Cyclisierung sowie Dehydra-
tisierung entstehen die furanreichen Humine (19) (Shi et al. 2019).

Rosenau et al. (2017) lieferten Hinweise auf eine ,leiterartige” Molekdlstruktur bei der Untersu-
chung von Chromophoren, die aus Hexenuronsauren entstehen. Diese werden dabei unter alkali-
schen Bedingungen gebildet, fuhren aber nach einem sauren Abbau ebenfalls zu den in den vorhe-
rigen Kapiteln beschriebenen Furanen (Teleman et al. 1996). Die Forscher zeigten, dass Furan-Ver-
bindungen wie 5FFA, Furfural oder F2A sehr effektive Chromophore bilden und bereits in niedrigen
Konzentrationen ab etwa 1 nM eine deutliche Farbung der Losung verursachen kdnnen. Insgesamt
konnten flnf solcher Verbindungen isoliert (20 = 24, Abbildung 17) und ihre Bildungsmechanismen
mithilfe von gezielter **C-Isotopenmarkierung der US experimentell bestatigt werden. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die Carboxygruppe des 5FFAs an der Kondensationsreaktion beteiligt
ist. Etwaige Sauregruppen, wie sie an Struktur 21 zu finden sind, entstehen demnach durch eine
Autoxidation aus einem Aldehyd.

Abbildung 17: Strukturen der durch Rosenau et al. (2017) nachgewiesenen Chromophore aus 5-Formyl-2-
furancarbonsaure und Furfural in konzentrierter Schwefelsaure
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Die Diels-Alder-Reaktionen stellen einen weiteren moglichen Schritt innerhalb des Reaktionsweges
dar. Hier fungiert der Furanring sowohl als Dien als auch als Dienophil und reagiert mit einem
zweiten Furan in einer [4+2]-Cycloaddition zu einem Benzolderivat, wie sie in Struktur 22 und 23
zu finden sind (Abbildung 18). Nach aktuellem Stand der Forschung gilt als gesichert, dass ver-
wandte Benzochinon-Furanoid-Chromophore, je nach Reaktionsbedingungen, etwa 50 — 70 % der
Masse der bei der Umwandlung von Kohlenhydrat-Biomasse entstehenden Humine ausmachen (Ro-
senau et al. 2017; Sailer-Kronlachner et al. 2021).

Abbildung 18: Diels-Alder Reaktion zwischen zwei Furanderivaten am Beispiel der von Rosenau et al. (2017)
gezeigten chromophoren Strukturen aus 5-Formyl-2-furancarbonsaure (3) und Furfural. Der Furanring stellt
hier sowohl das Dien als auch das Dienophil dar. Durch die Reaktion entstehen Benzolderivate (22).

1.4.2.2 Kondensation von Aldehyden und phenolischen Verbindungen

Bereits in der Kohlenhydratchemie des spaten 19. Jahrhunderts wurden kolorimetrische Verfahren
zum qualitativen Nachweis von Kohlenhydraten eingesetzt. Eine der ersten prominenten Beispiele
stellt die von Molisch (1886) dargelegte Reaktion zum Nachweis von Hexosen und Pentosen dar.
Ein ahnliches Prinzip nutzt die Seliwanoff-Probe, welche als selektiver Nachweis von Fru bzw. Ke-
tosen entwickelt wurde. Durch Erhitzen der fructosehaltigen Proben in konzentrierter Salzsaure
bildet sich nach Zugabe von Resorcinol eine rétliche Farbe aus (Ohta et al. 1985; Seliwanoff 1887).
Ein zugegebenes aromatisches Reagenz, welches die Farbbildung mit Kohlenhydratabbauproduk-
ten hervorruft, wird deshalb nachfolgend als Chromogen bezeichnet.

Als grundlegendes Reaktionsprinzip wurde bereits durch Seliwanoff (1887) eine Kondensation von
Aldehyd und phenolischem Reagenz nach dem Vorbild der Baeyerreaktion vorgeschlagen. Adolf
von Baeyer fuhrte demnach 1872 erstmals eine Polykondensationsreaktion zwischen Formaldehyd
und Phenol durch. Hierbei entstand das heute als Bakelit bekannte Polymer (Knop und Pilato 1985).
Auf diesem Reaktionsprinzip baut zudem die Novolak-Reaktion auf, die unter Saurekatalyse ein
lineares Polymer aus Phenol und Aldehyden erzeugt. Veranderte Molverhaltnisse der Edukte sowie
Variation der Reaktionsbedingungen wie Temperatur, Zeit und Saurekonzentration flihren zu ver-
anderten Substitutionspositionen und Substitutionsgraden des Phenols (Koch et al. 1983). Koch und
Pein (1985) inkludierten erstmals Zuckerabbauprodukte, wie HMF, zum teilweisen Ersatz des For-
maldehyds in diese Polykondensationsreaktion.
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Die Kondensation von aromatischen Reagenzien mit Aldehyden oder Ketonen in saurer Umgebung
stellt heute eine gangige Reaktion innerhalb der Herstellung vieler, wenn auch nicht chromophorer,
Feinchemikalien dar. Hierbei kondensieren Giberwiegend zwei Molekiile des aromatischen Reagen-
zes mit einem Molekil des Aldehyds oder Ketons (Abbildung 19). Der Mechanismus der Hydroxyal-
kylierung kann demnach als aromatische elektrophile Substitution aufgefasst werden, wobei als
alkylierende Spezies das nach Protonierung des Ketosauerstoffs entstehende Carbeniumion fun-
giert. Die Reaktivitat des Aldehyds hangt demnach vom Substituenten R ab. Eine hohe Reaktivitdt
weisen aliphatische Substituenten sowie Formaldehyd auf. Aromatische Aldehyde sind weniger re-
aktiv als aliphatische, es sei denn, es sind ein oder mehrere elektronenziehende Substituenten am
oder im Ring vorhanden (De Angelis et al. 2004).

R
H OH OH OH OH OH| H OH
0 +H* (0] +H*
*—»)\ + —_— H —> H + —_—
R” OH R H -H HO -H,0 | -H
R R

Abbildung 19: Reaktion zwischen einem Aldehyd (mit aliphatischem oder aromatischem Rest R) und einem
phenolischen Reagenz unter sauren Bedingungen innerhalb einer elektrophilen aromatischen Substitution.
Als alkylierendes Reagenz fungiert das wahrend der Reaktion gebildet Carbeniumion.

1.4.3 Verwendete Chromogene zur Quantifizierung von Uronsauren

Zur quantitativen Analyse (spezifischer) Kohlenhydratgehalte stehen verschiedene Farbreaktionen
zur Verfigung. Die genauen Reaktionsmechanismen und Strukturen der gebildeten Chromophore
sind bislang nicht vollstandig aufgeklart. Diese Reaktionen unterscheiden sich insbesondere in den
verwendeten Chromogenen, welche in Abbildung 20 zusammengefasst werden. Eine photometri-
sche Quantifizierung erfolgt anschliefiend uber eine entsprechende Kalibrierung (Yapo 2012).
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Abbildung 20: Struktur verschiedener Chromogene zur kolorimetrischen Analyse von Uronsauren: Anthron
(25), Phenol (26), Naphthoresorcinol (27), Carbazol (28), Harmin (29), 3-Phenylphenol (30) und 3,5-Dimethyl-
phenol (31)

Eine der ersten quantitativen Reaktionen, die zur Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehalts ein-
schliefdlich der US genutzt wurde, basiert auf der Reaktion saurebehandelter Kohlenhydrate mit An-
thron, wobei eine blau-griine Farbung entsteht (Dreywood 1946). Ein alternatives Verfahren nutzt
konzentrierte Schwefelsaure in Kombination mit Phenol zur Entwicklung einer gelb-orangen Farbe.
Im Vergleich zur Anthron-Methode ist Phenol als Chromogen kostengtinstiger und bildet ein Chro-
mophor mit hoherer zeitlicher Stabilitat. Allerdings erlaubt diese Methode keine selektive
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Erfassung von US, da auch Abbauprodukte anderer Zucker im gleichen Wellenlangenbereich von
480 - 490 nm absorbieren (DuBois et al. 1956).

Erste Assays zur spezifischen kolorimetrischen Quantifizierung von US nutzten Naphthoresorcinol
zum Umsatz der Saureabbauprodukte. Diese Reaktion erwies sich jedoch als wenig selektiv, da auch
Abbauprodukte von Neutralzuckern ahnliche Farbentwicklungen zeigten (Dische 1947; Tollens
1908). Eine verbesserte Selektivitat wurde durch die Verwendung von Carbazol erreicht, das mit US
eine pink-rote Farbung erzeugt (Dische 1947). Spatere Studien identifizierten 5FFA als das zentrale
Zwischenprodukt dieser Reaktion (Bowness 1958). Dennoch ist das Carbazol-Verfahren, insbeson-
dere flur GulA und ManA, weniger empfindlich, anfalliger fir Interferenzen durch andere in der
Probe enthaltene Neutralzucker und weist eine geringe Farbstabilitat auf (Bitter und Muir 1962;
Yapo 2012).

Diese Limitierungen fuhrten zur Entwicklung neuer Methoden, unter anderem durch Verwendung
der Chromogene Harmin und 3PP. Ersteres bildet nach Saureabbau der US, vergleichbar zu Carba-
zol, direkt eine pinke Farbe aus, wohingegen saurebehandelte Pentosen erst nach Zugabe von Cys-
tein eine Farbung hervorrufen (Wardi et al. 1974). Das von Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973)
etablierte Chromogen 3PP erwies sich im Vergleich zu Carbazol gemafR den Autoren als etwa zehn-
fach spezifischer gegeniber US und wird heute vielfach zur Quantifizierung dieser genutzt
(Eichhofer et al. 2023; Kintner und Van Buren 1982; Manns et al. 2014; Yapo 2012).

Auch bei Verwendung von 3PP kdnnen jedoch andere in der Probe enthaltene Zucker zu fehlerhaf-
ten Messergebnissen fiihren. So zeigten Kintner und Van Buren (1982), dass z. B. Glc nach Saurebe-
handlung ebenfalls eine Reaktion mit 3PP eingeht, deren Produkt ein Farbsignal mit einem Absorp-
tionsmaximum bei ebenfalls 520 nm erzeugt. Obwohl dieses Signal weniger intensiv ist, kann bei
hohen Konzentrationen von Neutralzuckern (10 - 20-facher Uberschuss zu US) eine signifikante
Uberbestimmung des Uronsauregehalts auftreten (Yapo 2012).

Scott (1979) untersuchte den Einsatz verschiedener Chromogene zur Analyse von US in pflanzli-
chem Material und konnte zeigen, dass 3,5-Dimethylphenol eine hohere Selektivitat gegenliber den
Abbauprodukten der US besitzt als 3PP, letzteres jedoch eine hohere Sensitivitat aufweist.

Dariber hinaus wurde gezeigt, dass die experimentellen Rahmenbedingungen wie etwa Saurekon-
zentration, Temperatur, Erhitzungsdauer sowie die in den Proben enthaltenen US einen entschei-
denden Einfluss auf die Farbreaktion und damit auf die Messgenauigkeit haben (Yapo 2010, 2012).
Barazarte et al. (2007) stellten beispielsweise fest, dass in einem Bereich von 15 - 55 ug/mL GalA
in pektinhaltigen Proben sowohl die Verwendung von Carbazol als auch 3PP in gleichen Werten
resultieren. Auch 3PP und 3,5-Dimethylphenol lieferten demnach unter exakt kontrollierten Bedin-
gungen durchaus vergleichbare Resultate (Yapo 2010; Yapo und Koffi 2006).

Einflisse der Prozessparameter, des Probenmaterials, verschiedener Zusatze wie Borat sowie Daten
zu der Identitat der chromophoren Struktur werden in den nachfolgenden Kapiteln dieser Arbeit
anhand des Assays nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) eingehend vorgestellt und disku-
tiert.
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2. Zielsetzung

US sind strukturell bedeutsame Bestandteile der Zellwande von Landpflanzen sowie Algen und
stellen wesentliche Komponenten lebensmittelrelevanter Hydrokolloide wie Gummi arabicum und
Xanthan dar. Die quantitative Erfassung des Gesamturonsauregehalts, insbesondere von GalA, GlcA,
ManA und GulA sowie daraus abgeleiteter Polysaccharide, spielt eine entscheidende Rolle in der
Charakterisierung pflanzlicher Polysaccharide. Daten zu Uronsduregehalten werden sowohl in der
Forschung als auch in der industriellen Qualitatskontrolle sowie im regulatorischen Kontext (Ver-
ordnung (EU) Nr. 231/2012) erhoben.

Zur Bestimmung des Uronsauregehalts werden seit Jahrzehnten kolorimetrische Verfahren einge-
setzt, wobei insbesondere der von Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) entwickelte Assay eine
zentrale Rolle spielt. Diese Methode basiert auf dem saurekatalysierten Abbau der US zu Furande-
rivaten und zeichnet sich durch einfache Handhabung, geringen apparativen Aufwand und niedrige
Kosten aus. Im Gegensatz zu chromatographischen Verfahren, die auf der Analyse von saurehydro-
lytisch freigesetzter Monosaccharidbausteine der Polysaccharide beruhen, sind hier unterschiedli-
che Hydrolyseeffizienzen gegenuber verschiedenen polymeren Strukturen von untergeordneter Be-
deutung (De Ruiter et al. 1992; Yapo 2012). Trotz ihrer weiten Verbreitung zeigen Anwendungen an
realen Proben jedoch signifikante Defizite hinsichtlich Selektivitat, Prazision und Richtigkeit. Neben
einer ausgepragten Empfindlichkeitsdifferenz gegenuber verschiedenen US wurde in zahlreichen
Studien - wie auch in langjahrigen Arbeiten in der Abteilung fir Lebensmittelchemie und Phyto-
chemie am Karlsruher Institut fur Technologie - eine hohe Variabilitat der Messergebnisse festge-
stellt. Als EinflussgrofRen wurden unter anderem Matrixinterferenzen, variierende Probenvorberei-
tungen, Additive (z. B. Borat, Sulfamat), Schwefelsaurekonzentration sowie Temperatur und Reakti-
onsdauer identifiziert. Dennoch blieb die systematische Erforschung der zugrunde liegenden che-
mischen Reaktionsmechanismen bislang weitgehend aus (Yapo 2012).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht deshalb in der umfassenden Aufklarung des Reaktionsme-
chanismus der photometrischen Uronsdaurebestimmung nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen
(1973) sowie in der detaillierten Charakterisierung des gebildeten Chromophors. Auf dieser Grund-
lage soll die Eignung dieser Methode flr die quantitative Analyse bewertet und eine mogliche me-
thodische Alternative entwickelt werden. Um die genannten Ziele zu erreichen, soll der Abbau un-
terschiedlicher US in konzentrierter Schwefelsaure sowie der Einfluss von Additiven wie Borat mit-
hilfe chromatographischer und massenspektrometrischer Verfahren analysiert werden. Die Struk-
turaufklarung der gebildeten farbgebenden Substanz soll (iber gezielte Synthesen und entwickelte
Isolierungsverfahren, erganzt durch eindimensionale (1D)- und zweidimensionale (2D)-NMR-Expe-
rimente sowie quantenchemische Modellierungen, erfolgen.

Auf Basis dieser Erkenntnisse soll zudem die Entwicklung einer robusten, selektiven und reprodu-
zierbaren Analysemethode zur Bestimmung des Gesamturonsauregehalts pflanzlicher Ballaststoffe
(BS) ermdglicht werden. Als alternativer analytischer Ansatz zur kolorimetrischen Uronsaurebestim-
mung wird eine LC-MS-basierte Quantifizierung Uber das zentrale Abbauprodukt 5FFA angestrebt.
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Somit soll diese Arbeit einen Beitrag zum vertieften Verstandnis auf molekularer Ebene sowie zur
Optimierung und Weiterentwicklung der kolorimetrischen Uronsdureanalytik leisten und alterna-
tive, validierungsfahige Verfahren fir komplexe Probenmatrices pflanzlicher Rohstoffe und Lebens-
mittel vorstellen.
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3. Material und Methoden

3.1 Uronsaurehaltiges Probenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene uronsaurehaltige, Uberwiegend pflanzliche Materi-
alien sowie eine Lebensmittelprobe analysiert. Die Auswahl der Materialien erfolgte so, dass so-
wohl alle lebensmittelrelevanten US als auch deren natirlich vorkommende Kombinationen in
pflanzen- und algenbasierten Matrizes reprasentativ abgebildet werden konnten.

Zu den untersuchten GalA-haltigen Materialien gehorten insbesondere pektinreiche Nebenstrome
der obst- und gemduseverarbeitenden Industrie, wie Karotten- und Apfeltrester, sowie die Schale
der Zitrone. Zu den Materialien, die ausschlieRlich GLcA enthalten, zahlen die beiden Hydrokolloide
Gummi arabicum und Xanthan sowie die 4-O-Me-GlcA-haltigen Harthdlzer Buche (Fagus sylvatica)
und Eukalyptus (Eucalyptus gunnii). Zur Optimierung und Analyse GalA- und GlcA-haltiger Proben
wurde Karayagummi herangezogen. Die US ManA und GulA wurden in kommerziell erhaltlichem
Pulver der Braunalge Ascophyllum nodosum (bioKontor) quantifiziert. Darliber hinaus wurden
Bubble-Tea-Perlen (Typ Mango, Momo’s Tea) untersucht, die gemaf Zutatenverzeichnis sowohl Al-
ginat als auch Xanthan in unbekanntem Verhaltnis enthalten (Anhang, Abbildung A1).

Alle Proben wurden gefriergetrocknet und in Abhangigkeit von der Beschaffenheit des trockenen
Materials zerkleinert. Pflanzliches Material wurde gemarsert, die Holzproben zu Sagespanen verar-
beitet und auf eine Partikelgrofie von < 0,5 mm gesiebt. Die Aufarbeitung und Untersuchung der
Holzproben erfolgte im Rahmen der Masterarbeit von Maren Punke (2025).

Mit Ausnahme der Holzer sowie der Hydrokolloide (Xanthan, Gummi arabicum, Karayagummi)
wurde aus allen Materialien das entsprechende Ballaststoffmaterial praparativ gewonnen (Arbeits-
vorschrift 8.1.1) und anschlieRend zur Analyse verwendet.

In der Europaischen Union werden BS gemaf der Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 als Kohlenhyd-
ratpolymere mit drei oder mehr Monomereinheiten definiert, die im Dinndarm des Menschen we-
der verdaut noch absorbiert werden konnen. Hierzu zahlen sowohl natirliche, in Lebensmitteln
vorkommende Polymere als auch aus Lebensmitteln gewonnene oder synthetische Polymere, so-
fern sie eine positive physiologische Wirkung besitzen. Diese Definition, welche auch die Grundlage
fur entsprechende Methoden zur Isolierung von BS legt, orientiert sich an den im Codex Alimentarius
(2009) festgelegten Richtlinien (McCleary et al. 2015). Die Gewinnung des BS-Materials erfolgte
enzymatisch-gravimetrisch nach der von McCleary et al. (2015) optimierten Methode, die als Asso-
ciation of Official Analytical Chemists (AOAC) Methode 2017.16 anerkannt ist. Dabei werden Starke
und Proteine des getrockneten, pulverformigen Probenmaterials durch eine Behandlung mit
a-Amylase bzw. Amyloglucosidase und anschliefend mit einer Protease bei physiologischem pH-
Wert abgebaut. Der verbleibende, als wasserunlosliche Ballaststoffe (UBS) bezeichnete Riickstand,
wird abgetrennt und durch mehrfaches Waschen von Enzymen, Puffersalzen und weiteren Loslichen
Hydrolyseprodukten gereinigt. Die wasserldslichen Ballaststoffe (LBS) werden durch Zugabe von
Ethanol bis zu einer Endkonzentration von 78 % prazipitiert und ebenfalls gewaschen. In der Lésung
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verbleiben Mono- und Disaccharide, Puffersalze sowie niedermolekulare losliche BS (McCleary et
al. 2015).

Da das getrocknete Bubble-Tea Material vollstandig in Wasser L6slich war und gemaf’ Zutatenver-
zeichnis keine nennenswerten Mengen an Protein oder Starke enthielt, wurde hier auf einen En-
zymverdau verzichtet und ausschliefilich die LBS nach einer Ethanolfallung gewonnen.

3.2 Charakterisierung des uronsaurehaltigen Probenmaterials

3.2.1 Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung

Zur Charakterisierung des Probenmaterials, insbesondere hinsichtlich der Identifizierung enthalte-
ner US, ist die Analyse der Monosaccharidzusammensetzung unerlasslich. Im Fall von polymerem
Probenmaterial, wie BS, ist zunachst eine Depolymerisierung erforderlich. Dazu werden in der Regel
chemische Hydrolysemethoden mittels Saure und seltener auch enzymatische Verfahren herange-
zogen (Bemiller 1967; De Ruiter et al. 1992).

Zu den gebrduchlichsten Verfahren zahlen die zweistufige Hydrolyse mit Schwefelsaure nach
Saeman et al. (1945), die mildere Hydrolyse mit Trifluoressigsaure (TFA) (Albersheim et al. 1967)
sowie die saure Methanolyse mit anschliefiender TFA-Hydrolyse (De Ruiter et al. 1992). Die Wahl
der Methode richtet sich nach dem zu analysierenden Probenmaterial. Die Spaltbarkeit des Poly-
saccharids hangt dabei sowohl von der Polymerzuganglichkeit als auch von der Konstitution (f oder
p), Konfiguration (o oder B) und Bindungsposition der glycosidischen Bindungen im Oligo- bzw.
Polymer ab (Bemiller 1967). Die zu wahlenden Hydrolysebedingungen orientieren sich an dem zu
analysierenden Material, wobei die hydrolysierende Wirkung so angepasst werden sollte, dass das
Probenmaterial moglichst vollstandig hydrolysiert, ein Abbau bereits freigesetzter Monosaccharide
jedoch minimiert wird. Durch die harscheren Bedingungen der Mineralsaure kdnnen stabile cellu-
losehaltige und/oder lignifizierte Strukturen erfolgreich hydrolysiert werden (Saeman et al. 1945).
TFA-Hydrolyse und/oder vorgelagerte Methanolyse mit methanolischer Salzsaure bieten hingegen
den Vorteil einer besseren Erhaltung labiler Monosaccharidstrukturen (v. a. zuvor in f~-Ringform ge-
bundener Pentosen) sowie einer vereinfachten Probenaufarbeitung infolge der Fliichtigkeit der Re-
agenzien (Albersheim et al. 1967; De Ruiter et al. 1992). Fir spezifische Anwendungen bieten en-
zymatische Verfahren eine Alternative. Hierbei werden definierte Enzymmischungen eingesetzt, die
allerdings eine genaue Kenntnis des Probenmaterials voraussetzen (Dahlman et al. 2000).

Die anschlief’ende Analyse der freigesetzten Monosaccharide erfolgt iberwiegend chromatogra-
phisch. Hierbei stellt die Hochleistungsanionenaustauschchromatographie (HPAEC, engl. High Per-
formance Anion Exchange Chromatography) mit gepulst amperometrischer Detektion (PAD, engl. Pul-
sed Amperometric Detection) den etablierten Standard in der Kohlenhydratanalytik dar. Ein wesent-
licher Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die Monosaccharide im Gegensatz zu vielen ande-
ren chromatographischen Verfahren underivatisiert analysiert werden konnen. Da Kohlenhydrate
als schwache Sauren fungieren, liegen ihre Hydroxygruppen unter stark alkalischen Bedingungen
(pH 12 - 13) partiell bzw. vollstandig deprotoniert als Oxyanionen vor. Diese Eigenschaft wird ge-
zielt fUr die chromatographische Trennung an einer starken Anionenaustauschersdule, modifiziert
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mit quartaren Ammoniumgruppen, ausgenutzt (Corradini et al. 2012). Zur Elution dient verdinnte
Natronlauge, wahrend zur Erhohung der lonenstarke ein Gradient mit Acetat eingesetzt wird, der
die Elution der permanent negativ geladenen US ermdglicht (De Ruiter et al. 1992). Neben der
Nettoladung der Analyten hangt die Elutionsreihenfolge auch von der Anzahl und Position der Hyd-
roxygruppen ab. Die elektrochemische Detektion mittels PAD erfolgt ebenfalls im alkalischen Mi-
lieu. Gemessen wird ein Stromfluss, der sich aus der an der Arbeitselektrode (meist Gold) ablaufen-
den Oxidation der Analyten ergibt. Das Potential an der Arbeitselektrode wird durch Verwendung
einer Referenzelektrode (z. B. Silber/Silberchlorid oder Palladium/Wasserstoff) festgelegt und der
Strom uber die Hilfselektrode abgefiihrt (Corradini et al. 2012). Um eine fortschreitende Kontami-
nation der Goldelektrode durch Oxidationsprodukte der Analyten zu verhindern, erfolgt eine reduk-
tive Reinigung mittels eines vierstufigen Pulsverfahrens, bekannt als Quadruple-Potential-Waveform.
AnschlieRend wird ein kurzes positives Aktivierungspotential angelegt, bei dem sich Goldoxid bil-
det, das anschliefiend durch ein mild negatives Potential sofort wieder reduziert wird (Rocklin et
al. 1998).

Alternativ kommt zur Analyse der Monosaccharide die Gaschromatographie (GC) mit Flammenioni-
sationsdetektion zum Einsatz, wobei die Monosaccharide zuvor derivatisiert werden mussen, um
ihre Fluchtigkeit zu erhohen. Typischerweise erfolgt hierfur eine Silylierung oder Acetylierung der
freien Hydroxygruppen (Albersheim et al. 1967; Churms 1990). Da freie Monosaccharide in Losung
in verschiedenen Ringformen (p oder f) und Konfigurationen (a oder B) vorliegen bzw. teilweise
Lactone ausbilden (vgl. Abbildung 1), treten im Chromatogramm mehrere Signale pro Monosaccha-
rid auf, was die Auswertung erheblich erschwert (De Ruiter et al. 1992; Lehrfeld 1981; Peterson
1974). Besonders bei uronsaurehaltigen Verbindungen wird von einer systematischen Unterbestim-
mung berichtet (Chong et al. 2013). Diesen Problemen kann teilweise durch Reduktion der Car-
bonyl- bzw. Carboxy-gruppen nach vorheriger Aktivierung begegnet werden. Durch die Bildung von
Zuckeralkoholen wird der Ringschluss zum Halbacetal oder Lacton unterbunden. Allerdings bilden
verschiedene Zucker, wie z. B. Glc und Fru, teils identische Reduktionsprodukte, wodurch eine Un-
terscheidung nicht mehr moglich ist. Daruber hinaus wird durch die Reduktion der Carboxygruppen
der US der entsprechende Neutralzucker gebildet, wodurch eine getrennte Quantifizierung entfallt
(De Ruiter et al. 1992). Eine alternative Moglichkeit zur Unterbindung des Ringschlusses besteht in
der Bildung von Oximen, die die Anzahl der zu erwartenden Derivate pro Analyt auf die syn- und
anti-Oxim-Formen beschrankt (Peterson 1974). Eine darauf aufbauende Derivatisierungsstrategie
zur parallelen Analyse von Neu-tralzuckern und US wurde von Lehrfeld (1981) entwickelt. Nach der
Reduktion des Aldehyds mit Natriumborhydrid unter Erhalt der Carboxygruppe erfolgt der Umsatz
der Saure mit N-Propylamin. Eine anschliefende Acetylierung der Hydroxygruppen liefert Aldito-
lacetate der Neutralzucker sowie N-Propylaldonamidacetate der US.

Da die molare Detektorantwort in Abhangigkeit der verschiedenen Monosaccharide variiert, ist eine
Quantifizierung innerhalb der beschriebenen Methoden ausschliefilich unter Verwendung geeigne-
ter Standardsubstanzen maglich (De Ruiter et al. 1992). Fur kommerziell eingeschrankt verfligbare
Standardsubstanzen, wie bestimmte modifizierte US (z. B. 4-O-Me-GlcA), konnen die Monosaccha-
ridgehalte durch die Verwendung eines unpassenden Standards stark von der Realitat abweichen,
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was zu verfalschten Monosaccharidverhaltnissen in der Gesamtanalyse fuhrt (Chong et al. 2013;
Lorenz et al. 2016; Manns et al. 2014).

Im Folgenden werden die verschiedenen Hydrolyseverfahren mit Hinblick auf ihrer Eignung zur
Analyse uronsaurehaltiger BS-Materialien ndaher betrachtet und eingeordnet. Glycosidische Bindun-
gen zwischen US gelten als besonders hydrolyseresistent. In diesem Kontext werden haufig Aldobi-
uronsauren erwahnt. Die Disaccharide, bestehend aus einer US und einem Neutralzucker, wurden
erstmals durch Challinor et al. (1931) definiert. Barrett und Northcote (1965) analysierten diese
Struktur in Apfelpektin und konnten nach einer partiellen Hydrolyse Disaccharide, bestehend aus
GalA in Kombination mit Xyl, Gal und Rha nachweisen. Sie resultieren demnach aus einer unvoll-
standigen Hydrolyse des RG | bzw XG. Tenkanen et al. (1999) vergleichen die Hydrolysegeschwin-
digkeit der Aldobiuronsaure 4-O-Me-a-D-GlcpA-1,2-B-D-Xylp aus methyliertem GX im Vergleich zur
B-1,4-gebundenen Xylobiose aus dem Xylan-Rickgrat in verdiinnter Mineralsaure. Das uronsaure-
haltige Dimer wurde signifikant schlechter hydrolysiert, wodurch auf eine generelle Unterbestim-
mung uronsaurehaltiger Strukturen geschlossen wurde.

Die Stabilitat der glycosidischen Bindung zu US wird auf den elektronenziehenden Effekt der Car-
boxygruppe in direkter Nachbarschaft zur Lactolgruppe zuriickgefuhrt. Nach Anlagerung des Pro-
tons an den Sauerstoff der glycosidischen Bindung im ersten Schritt der Hydrolyse wird die Bindung
heterolytisch gespalten, wodurch ein Oxoniumion am Ringsauerstoff des in die hydrolytische Bin-
dung involvierten Zuckers entsteht. Durch den elektronenziehenden Effekt der Carboxygruppe ist
dieser Zustand destabilisiert, wodurch die Zwischenstufe schlechter gebildet wird und die Hydro-
lyse langsamer verlauft (Jensen und Bols 2003).

Im Fall einer Schwefelsaurehydrolyse lauft die Spaltung der glycosidischen Bindungen in Abhan-
gigkeit der Saurekonzentration deutlich langsamer ab als der Abbau der freigesetzten Zucker zu
Furan-derivaten. Link und Niemann (1930) konnten zeigen, dass eine 1 %ige Schwefelsaure nicht
zu einer effektiven Depolymerisierung fuhrt, wahrend bei hoheren Konzentrationen der Zuckerab-
bau zunimmt, was an einer intensiven Braunfarbung erkennbar war. Die von De Ruiter et al. (1992)
beobachtete geringe Ausbeute an dem 6-Desoxyzucker Rha lasst sich ebenfalls durch die Stabilitat
der GalA-Rha-Bindung im RG | erklaren. Zusatzlich wurde eine Decarboxylierung von US unter die-
sen Hydrolysebedingungen beobachtet (Link und Niemann 1930). Ein Nachweis der entsprechend
resultierenden Pentose wurde durch Leschinsky et al. (2009) erbracht, welche das Decarboxylie-
rungsprodukt Xylose ausgehend von GlcA nachweisen konnten.

Die Hydrolyse mit 2 M TFA erfolgt unter deutlich milderen Bedingungen als die Schwefelsaurehyd-
rolyse nach Saeman et al., wodurch der Abbau freigesetzter US begrenzt wird. Allerdings ist die Hy-
drolyseleistung gegenlber stabilen uronsdurereichen Polymeren eingeschrankt, wie Manns et al.
(2014) an Braunalgenmaterial und De Ruiter et al. (1992) an Citruspektin zeigen konnten. Eine vor-
gelagerte Methanolyse ermdglicht jedoch eine effektivere Spaltung uronsdaurehaltiger Strukturen
durch die Bildung von Methylglycosiden, was zu zuverlassigeren Ergebnissen flihrt. Diese Methode
hat sich insbesondere bei Pektinen und Alginaten etabliert (Chong et al. 2013; Kersten et al. 2025;
Willfér et al. 2009). Schwierigkeiten bereiten jedoch Proben, die neben uronsdurehaltigen
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Polymeren hohe Gehalte an Cellulose und Lignin aufweisen, da hier eingelagerte Strukturen eine
schlechte Zuganglichkeit aufweisen konnen. Hier kommt es zu einer Unterbestimmung von US in-
folge deren Abbaus bei Schwefelsaurehydrolyse und der unzureichenden Depolymerisation im Me-
thanolyse/TFA-Protokoll infolge eingeschrankter Zuganglichkeit (Sundheq et al. 1996; Tenkanen et
al. 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Monosaccharidzusammensetzung aller fiir die Uronsaurebe-
stimmung eingesetzten Materialien mittels HPAEC-PAD in Doppelbestimmung analysiert. Hierzu
wurden sowohl die zuvor isolierten UBS als auch die gemahlenen Holzproben einer Schwefelsau-
rehydrolyse unterzogen. Zusatzlich wurden mit den UBS sowie mit weiteren Loslichen Materialien
(z. B. Alginat, Buchenxylan, gewonnene LBS und Bubble-Tea-Perlen) eine Methanolyse mit an-
schliefdender TFA-Hydrolyse durchgefihrt (Arbeitsvorschrift 8.1.2).

3.2.2 Bestimmung des Veresterungsgrades pektinhaltiger Proben

Eine verlassliche Quantifizierung der US stellt die Grundlage fiir die Bestimmung des Veresterungs-
grades mit Methanol (DM, engl. Degree of Methylation) sowie mit Essigsaure (DAc, engl. Degree of
Acetylation) von Pektinen dar. Beide Kennwerte werden in Relation zum Gesamtgehalt an US be-
rechnet (Miller-Maatsch et al. 2014). Die genaue Bestimmung von DM und DAc ist unerlasslich, da
beide Parameter die funktionellen Eigenschaften von Pektinen im biologischen wie auch im tech-
nologischen Kontext mafigeblich beeinflussen. So bilden niedrig methylveresterte Pektine in Ge-
genwart von Calciumionen charakteristische ,Egg-Box"-Strukturen aus, wahrend hoch methyl-
veresterte Strukturen unter sauren Bedingungen und bei hohem Zuckergehalt gelieren (Yoo et al.
2006). Acetylgruppen wirken hingegen storend auf die Ausbildung geordneter Vernetzungszonen
und fihren zu einer Verminderung der Gelstarke (De Souza et al. 2014; Ralet et al. 2003). Des Wei-
teren liefern Variationen von DM und DAc wertvolle Hinweise sowohl auf physiologische Prozesse,
wie etwa Fruchtreifung und Erweichung, als auch auf die Verarbeitungsprozesse pflanzlicher Roh-
stoffe (Brummell 2006).

Eine einfache, haufig industriell genutzte Methode zur Bestimmung des DM stellt eine Titration mit
Natronlauge dar. Sie besitzt den Vorteil, dass hier keine separate Quantifizierung der US vorgenom-
men werden muss. Im Ersten Schritt wird die Konzentration freier Carboxygruppen durch die Titra-
tion mit der Base ermittelt. Nach anschlieRender Verseifung der Ester mit einem Uberschuss an
Natronlauge sowie der Zugabe einer aquivalenten Salzsauremenge, wird eine Ricktitration mit ver-
dinnter Lauge vorgenommen. Der Neutralpunkt wird hier anhand eines geeigneten Farbindikators
ermittelt. Die Berechnung des DM erfolgt liber den Basen-Verbrauch. Eine differenzierte Quantifi-
zierung von Acetylgruppen ist in dieser Methode nicht gewdhrleistet und muss somit Uber andere
Verfahren erfolgen (Gee et al. 1958; Voragen et al. 1986). Auf Kritik stof3t dieses Verfahren insbe-
sondere auf Grund der Notwendigkeit grofier Probenmengen sowie mdglicher Interferenzen mit
anderen Probenbestandteilen wie z. B. Acetylgruppen, die zu einer Uberbestimmung des DM fiihren
(Levigne et al. 2002; Miller-Maatsch et al. 2014).

Alternative Methoden nutzen die Verseifung der Esterbindungen durch alkalische Behandlung mit

Natronlauge und anschlieRender chromatographischer oder spektroskopischer Analyse des
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freigesetzten Methanols und/oder Essigsaure. Gangige chromatographiebasierte Verfahren versei-
fen die Esterbindungen zundachst in einer Mischung aus Isopropanol und verdunnter Lauge und
analysieren diese Losung anschliefiend chromatographisch. Hierzu nutzten Voragen et al. (1986)
eine lonenaustauschersaule gekoppelt mit refraktometrischer Detektion zur Quantifizierung von
Methanol und Essigsdure. Durch Verwendung von Apfelsdure als interne Standardsubstanz sowie
einer Umkehrphasenchromatographie an einer C18-Saule wurde die Analyse durch Levigne et al.
(2002) optimiert. Savary und Nunez (2003) stellten eine gaschromatographische Analyse von Me-
thanol und Essigsdure vor. Hierbei erfolgt nach der basischen Hydrolyse der Estergruppen und an-
schlieBender Ansdauerung der Pektinproben eine Headspace-Solid-Phase-Microextraction mit einer
Carboxen-Polydimethylsiloxan-Faser. Methanol und Essigsdaure werden anschliefiend durch GC ge-
trennt und nach Elektronenstofiionisation massenspektrometrisch im Selected lon Monitoring (SIM)
analysiert. Als interne Standardsubstanzen dienen die deuterierten Isotopomere Methanol-ds und
Essigsaure-ds, die eine prazise absolute Quantifizierung der Analyten ermaglichen.

Weitere Methoden nutzen die NMR-Spektroskopie des intakten Pektins um Uber das Protonenver-
haltnis veresterter und nicht veresterter Carboxygruppen den DM zu bestimmen (Bédouet et al.
2003; Renarda und Jarvis 1999). Probleme bereiten hier die stark viskosen Pektinldsungen, die eine
Messung bei hohen Temperaturen zwischen 60 - 90 °C erfordern und somit zu Empfindlichkeits-
einbufien der Analyse fiihren (Muller-Maatsch et al. 2014).Muller-Maatsch et al. (2014) stellten eine
alternative, schnelle kernspinresonanzspektroskopische Methode vor, die es ermoglicht, Methanol
und Essigsaure nach deren Freisetzung durch Natriumhy-droxid in Deuteriumoxid zu quantifizieren.
Dabei wird 3-(Trimethylsilyl)propionat-ds (TMSP-d,) als interne Standardsubstanz eingesetzt, so-
dass eine absolute Bestimmung mittels *H-NMR (iber die Korrelation der Signalflachen ohne vor-
herige Kalibrierung mdglich ist. Die Methode zeichnet sich durch eine hohe Empfindlichkeit aus, da
die Signale der Methylgruppen von Methanol (6+ = 3,36 ppm) und Essigsdure (64 = 1,92 ppm) isoliert
im Spektrum vorliegen und somit leicht auswertbar sind.

Der DM bzw. DAc der Pektine wird anschliefiend prozentual ausgehend von dem bestimmten ab-
soluten Gehalt der US angegeben. Dieser wird tberwiegend photometrisch nach der in Kapitel 3.4
beschrieben Methode gemafs Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) ermittelt (Levigne et al.
2002; Muller-Maatsch et al. 2014; Voragen et al. 1986).

In dieser Arbeit wurde der DM und DAc der pektinhaltigen Proben gemaf? der Methode nach Miiller-
Maatsch et al. (2014) mittels quantitativer *H-NMR bestimmt (Arbeitsvorschrift 8.1.3). Die entspre-
chenden Uronsduregehalte wurden sowohl photometrisch in Anlehnung an Blumenkrantz und
Asboe-Hansen (1973) (Arbeitsvorschrift 8.5.1) als auch mit der in dieser Arbeit entwickelten chro-
matographischen Analyse mit MS-Detektion (Kapitel 3.6, Arbeitsvorschrift 8.5.3) ermittelt.

3.3 Isolierung uronsaurehaltiger Oligosaccharide

Zur Optimierung der in Kapitel 3.6 beschriebenen massenspektrometrischen Quantifizierung von
US wurden unterschiedliche uronsdurehaltige Oligosaccharide isoliert, da diese kommerziell nicht
erhaltlich waren. Hierzu zahlen die gesattigten Homogalcturonsaureoligosaccharide (HGO), die
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Alginat-oligosaccharide (AOS) sowie die mit GlcA bzw. 4-0-Me-GlcA substituierten Glucuronoxyla-
noligosaccharide (GXOS). Um eine selektive Gewinnung geeigneter Standards zu ermdglichen, er-
folgte die Isolierung aus verschiedenen Standardpolysacchariden.

Die Depolymerisierung dieser Polysaccharide zur Generierung von Oligosacchariden unterschiedli-
cher Kettenldange kann auf physikalischem, chemischem oder enzymatischem Weg erfolgen (Babbar
et al. 2016). Standen geeignete kommerziell erhaltliche Enzyme zur Verfligung, wurde die enzyma-
tische Hydrolyse aufgrund ihrer hohen Spezifitat und der damit verbundenen Vermeidung von Ne-
benprodukten bevorzugt. In diesem Zusammenhang wurden die Wahl des Enzyms, das Enzym-Sub-
strat-Verhaltnis sowie die Hydrolysezeit hinsichtlich der gewuinschten DP-Verteilung gezielt opti-
miert, wahrend die Inkubationstemperatur den Angaben des jeweiligen Herstellers folgte.

Die Trennung der entstandenen Oligosaccharide erfolgte chromatographisch. Dabei ermaglichte
der Einsatz (semi)praparativer Saulen durch die hohere Kapazitat der Saulen in Kombination mit
hoheren Flussraten eine adaquate Trennleistung grofierer Analytmengen in praktikablen Zeiten.
Fir die Auftrennung der Oligosaccharide erwies sich insbesondere die hydrophile Interaktionsflus-
sigchromatographie (HILIC, engl. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) an einer Amidphase
als geeignet. Hier konnen die Oligosaccharide durch einen Verteilungsmechanismus zwischen im-
mobilisiertem Wasser und dem Eluenten sowie Interaktionen mit der stationaren Phase nach ihrem
DP getrennt eluiert und anschlieRend fraktioniert werden. Die Detektion erfolgte mithilfe eines
Verdampfungslichtstreudetektors (ELSD, engl. Evaporative Light Scattering Detector). Anschliefiend
wurde die Reinheit der gefriergetrockneten Fraktionen chromatographisch bestimmt sowie die
Struktur verzweigter Standards durch 1D- und 2D-NMR-Experimente analysiert. Im Folgenden wird
die Isolierung der verschiedenen Oligosaccharide naher erldutert.

3.3.1 Homogalacturonsaureoligosaccharide

Zur lsolierung der gesattigten HGOs wurde ein unveresterter Polygalacturonsaurestandard als Sub-
strat eingesetzt. Die Hydrolyse erfolgte enzymatisch durch eine endo-Polygalacturonase, welche
selektiv die a-1,4-glycosidischen Bindungen des HGs an zufalligen Positionen spaltet (Jacob und
Prema 2006) (Arbeitsvorschrift 8.2.1).

Das Enzym-Substrat-Verhaltnis sowie die Inkubationszeit bei 35 °C wurden optimiert, um ein mog-
lichst breites Spektrum an Oligosacchariden mit einem DP von 3 - 10 zu erhalten. Um eine ent-
sprechend gleichmaRige Ausbeute der verschiedenen HGOs zu erreichen, wurden zwei Ansatze mit
variierender Inkubationszeit vereinigt. Nach thermischer Inaktivierung des Enzyms (100 °C) wurde
unvollstandig hydrolysiertes Polymermaterial nach Leijdekkers et al. (2011) durch Fallung mit Ace-
tonitril abgetrennt. Die Analyse der DP-Verteilung erfolgte mittels Ultra-Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie- (UHPLC, engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography) HILIC-MS
(Leijdekkers et al. 2011). Alternativ ist die Anwendung der HPAEC-PAD mdglich, welche jedoch auf-
grund der hohen notwendigen Natriumacetatkonzentrationen zur Elution der HGO nur einge-
schrankt mit der MS koppelbar ist, da Natrium im vorgeschalteten Suppressor durch ein Proton
ausgetauscht wird und somit Essigsdure entsteht, welche im Vergleich zu Wasser schwerer fllichtig

ist und korrosiv wirkt. Entsprechend erfolgt die Identifizierung der HGOs bei einem Einsatz der
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HPAEC Uberwiegend durch den Vergleich mit Standardsubstanzen, welche jedoch nur einge-
schrankt kommerziell verfligbar sind (Babbar et al. 2016; Combo et al. 2012).

Durch eine Fraktionierung nach HILIC-Trennung wurden nach DP-getrennte Fraktionen erhalten,
deren Reinheit unter Annahme eines vergleichbaren molaren Detektorresponse aller HGO Uber die
Peakflachen der jeweiligen SIM-Spuren mittels der in Arbeitsvorschrift 8.2.1 beschriebenen UHPLC-
MS-Methode bestimmt wurden.

3.3.2 Alginatoligosaccharide

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung der AOS wurde ein kommerziell verfligbares Natriumalginat
verwendet, dessen M/G-Verhaltnis zuvor durch die Monosaccharidanalyse gemaf’ Kapitel 3.2.1 nach
Methanolyse mit anschlieftender TFA-Hydrolyse bestimmt wurde (Arbeitsvorschrift 8.1.2).

In zahlreichen Studien werden AOS durch enzymatische Hydrolyse mittels Alginat-Lyasen gewon-
nen (Jonathan et al. 2013; Kawada et al. 1997). Diese katalysieren eine Depolymerisierung von Al-
ginat uber B-Eliminierung, wodurch ungesattigte Oligosaccharide mit charakteristischer Doppel-
bindung am nichtreduzierenden Ende entstehen (Zhu und Yin 2015). Da im vorliegenden Kontext
ausschlieRlich gesattigte Oligosaccharide von Interesse waren und geeignete Enzyme hierfur nicht
kommerziell zur Verfiigung standen, wurde eine milde Saurehydrolyse von Alginat in Anlehnung an
Jonathan et al. (2013) durchgefihrt. Die Variation des pH-Werts zwischen 3 - 5 sowie die Anpas-
sung der Hydrolysezeit ermdglichte eine Optimierung des Produktspektrums (DP 3 - 10). Auch hier
wurden zwei unterschiedlich lange inkubierte Ansatze vereinigt, um eine gleichmaRige Ausbeute
der verschiedenen AOS zu erreichen. Abschliefiend erfolgte eine Abtrennung des verbliebenen
nicht hydrolysierten polymeren Materials durch Prazipitation mit Ethanol sowie eine Charakterisie-
rung des Hydrolysats mit einer im Vergleich zu der Isolierung der HGOs (Kapitel 3.3.1) leicht abge-
wandelten UHPLC-HILIC-MS-Analyse (Jonathan et al. 2013) (Arbeitsvorschrift 8.2.2).

Die praparative Isolierung der AOS (Arbeitsvorschrift 8.2.2) erfolgte ausschliefslich nach dem DP,
eine Trennung hinsichtlich der Anteile und Verteilung der GulA- und ManA-Einheiten innerhalb
eines DPs wurde nicht vorgenommen. Die Bestimmung der Reinheit der isolierten AOS wurde ver-
gleichbar zur Isolierung der HGO (Kapitel 3.3.1) nach Arbeitsvorschrift 8.2.2 durchgefiihrt.

3.3.3 Glucuronoxylanoligosaccharide

Die Gewinnung der GXOS erfolgte durch enzymatische Hydrolyse eines deacetylierten Buchen-
xylans. Hierfiir stehen endo-B-(1,4)-Xylanasen der Glykosylhydrolase (GH)-Familien GH10, GH11
und GH30 zur Verfigung, die sich durch unterschiedliche Spaltspezifitaten innerhalb des Xylan-
ruckgrats auszeichnen. Je nach Anzahl und Position der GlcA- oder 4-O-Me-GlcA-Substituenten ent-
stehen sowohl neutrale, unsubstituierte Xylooligosaccharide (XOS) als auch uronsaurehaltige GXOS
(Biely et al. 2016). Die Oligosaccharide werden nachfolgend gemafs der durch Fauré et al. (2009)
vorgeschlagenen Nomenklatur bezeichnet. Hierbei steht X, fur eine Xyl-Einheit und U fur eine mit
GlcA substituierte Xyl. Hoch- bzw. tiefgestellte Zahlen geben die Anzahl aufeinanderfolgender Ein-
heiten (tief) sowie die Position der Substitution (hoch) an. Die Substitution mit einer methylierten
GlcA wird durch den hochgestellten Zusatz ,4m°‘ kenntlich gemacht.
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Xylanasen der Familie GH10 generieren in der Regel kurzere Oligosaccharide (DP 2 - 5) als GH11
zugehorige Enzyme (3 < DP < 10). GH10-Enzyme spalten glycosidische Bindungen, sobald im Riick-
grat zwei aufeinanderfolgende unsubstituierte Xylp-Einheiten vorliegen. Damit werden unver-
zweigte Abschnitte der GX Uberwiegend in Xylobiose gespalten. GlcA-substituierte Einheiten fih-
ren zu GXOS, die die Verzweigung am nicht-reduzierenden Ende tragen. Hier iberwiegt das Trisac-
charid U*mXX (Biely et al. 2016; Collins et al. 2005). Enzyme der GH11-Familie bendétigen fir eine
erfolgreiche Depolymerisierung drei aufeinanderfolgende unsubstituierte Xyl-Einheiten. Das kur-
zeste dabei entstehende XOS ist Xs. Substituierte Spaltprodukte besitzen zudem ein unsubstituier-
tes nicht-reduzierendes Ende aus X oder X,, sodass XU*™XX als kleinstes substituiertes Oligosac-
charid beschrieben wird (Biely et al. 2016). Die GH30 Xylanasen stellen eine substituentenspezifi-
sche Enzymfamilie dar und spalten nur an mit GLlcA substituierten Positionen, wahrend unsubstitu-
ierte Ketten intakt bleiben (Nordberg Karlsson et al. 2018). In der Literatur sind bislang nur wenige
Informationen zur Struktur der durch GH30-Hydrolyse entstehenden GXOS verfugbar. Es wird je-
doch berichtet, dass diese Oligosaccharide im Vergleich zu den Hydrolyseprodukten aus GH10- bzw.
GH11-Behandlungen einen hoheren DP aufweisen (Valls et al. 2018).

In dieser Arbeit wurde die Eignung einer GH10 und GH11 Xylanase zur Hydrolyse des Buchenxylans
untersucht. Hierbei wurden sowohl das Enzym-Substrat-Verhaltnis als auch die Inkubationszeit op-
timiert, und die Hydrolyseprodukte wurden mittels HPAEC-PAD/MS charakterisiert (Arbeitsvor-
schrift 8.2.3). Fur die praparative Herstellung der Oligosaccharide wurde schlieBlich eine GH11-
Xylanase unter optimierten Bedingungen eingesetzt. Nach Enzyminaktivierung und Prazipitation
des Restpolymers mit Ethanol wurden neutrale XOS von sauren GXOS abgetrennt. Hierzu diente in
Anlehnung an Miguez et al. (2022) eine Festphasenextraktion (SPE, engl. Solid Phase Extraction), die
an einem Anionenaustauscher durchgefiihrt wurde. Da die Carboxygruppen der GXOS bei neutralem
bis schwach saurem pH-Wert dissoziiert vorliegen, adsorbieren GXOS an mit quartaren Ammoni-
umgruppen modifizierte Polymerharzmaterialien, wahrend XOS mit entionisiertem Wasser eluiert
werden. Die Elution der GXOS kann sowohl durch Erhdhung der lonenstarke des Eluenten unter
Zugabe von Salzen wie Carbonate, Formiate oder Acetate sowie durch Erniedrigung des pH-Wertes
unter den pKs-Wert des Analyten erfolgen (Schmidt et al. 2014). Aufgrund der Flichtigkeit und da-
mit guten Vereinbarkeit mit nachfolgenden HPAEC-Analysen wurde in dieser Arbeit ein formiathal-
tiger Eluent bevorzugt (Arbeitsvorschrift 8.2.3).

Die nach SPE angereicherten GXOS wurden fraktioniert (Arbeitsvorschrift 8.2.3) und die Reinheit
der erhaltenen GXOS-Fraktionen unter Annahme eines vergleichbaren molaren Detektorresponses
aller GXOS mittels HPAEC-PAD bestimmt. Die Positionen der 4-O-Me-GlcA-Substituenten innerhalb
der Molekile wurden im Rahmen der Masterarbeit von Maren Punke (2025) durch 1D- und 2D-
NMR-Spektroskopie aufgeklart (Arbeitsvorschrift 8.2.3).
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3.4 Photometrische Analyse des Uronsauregehalts

3.4.1 Analysenprinzip

Photometrische Assays gelten als einfache, kostengunstige und effiziente Analysemethoden, die
bereits seit vielen Jahrzehnten zum etablierten Standard der Kohlenhydratanalytik zahlen (vgl. Ka-
pitel 1.4.2). Insbesondere US werden haufig gesondert zur chromatographischen Analyse der Mo-
nosaccharidzusammensetzung aufgrund der in Kapitel 3.2.1 dargelegten Hydrolyseproblematik
photometrisch erfasst. Hierzu werden diese unter Einfluss von konzentrierter Schwefelsaure zu
5FFA abgebaut, welches durch Zugabe eines Chromogens ein Chromophor ausbildet, das photo-
metrisch bestimmt wird. Erste Methoden nutzten die Chromogene Naphtoresorcinol (Tollens 1908)
oder Carbazol (Dische 1947), welche jedoch aufgrund zu geringer Farbstabilitat der Chromophore
und mangelnder Selektivitat durch den Assay von Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) (vgl.
Kapitel 1.4.3) weitestgehend abgelost wurden. Dieser Assay wird in den folgenden Abschnitten de-
taillierter betrachtet.

Die quantitative photometrische Analyse des gebildeten Chromophors beruht auf der Absorption
von Licht im UV- oder sichtbaren (vis)-Bereich unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes:

Iy
A=logl()7=s*c*d

Dies verbindet die Absorption A mit der Probenkonzentration ¢, der Schichtdicke d der durchstrahl-
ten Probe sowie dem molaren Extinktionskoeffizienten €. Somit besteht (bei geringen Konzentrati-
onen) ein linearer Zusammenhang zwischen der Absorption sowie der Konzentration der absorbie-
renden Spezies (Fleming und Williams 1966).

Die spektrophotometrische Analyse des Gesamturonsduregehalts der in Kapitel 3.1. genannten Ma-
terialien bzw. BS erfolgt nach Abbau der uronsaurehaltigen Probe in natriumtetraborathaltiger kon-
zentrierter Schwefelsaure durch Erhitzen bei den von Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) fest-
gelegten 95 °C fur 5 min. Nach dem Erkalten wird das Reaktionsgemisch durch Zugabe einer 3PP-
haltigen Losung angefarbt. Im Unterschied zu der von Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973)
publizierten Methode, erfolgte die photometrische Messung der entwickelten Farbung aufgrund
der erst nach dieser Zeit erreichten Stabilitat der Absorption nach 20 min anstelle der vorgeschla-
genen 5 min bei 520 nm. Die Quantifizierung wurde anhand einer Kalibrierung mit der entspre-
chenden US-Standardsubstanz vorgenommen. Hierbei wurde, gemaR der Empfehlung von Yapo
(2012) die dominierende Spezies zur Kalibrierung verwendet. Alle Proben wurden in Doppelbestim-
mung analysiert (Arbeitsvorschrift 8.5.1). Da der Abbau verschiedener US unter identischen Reakti-
onsbedingungen in unterschiedlichem Ausmaf’ verlduft, kann die Wahl einer nicht dominanten US
zum Erstellen der Kalibrierung zu erheblichen systematischen Fehlern fuhren (Blumenkrantz und
Asboe-Hansen 1973; Knutson und Jeanes 1968; Li et al. 2007; Yapo 2012). Li et al. (2007) Uberpruf-
ten zudem die Verwendung des Saureabbauprodukts 5FFA als Kalibrierstandard. Allerdings zeigte
sich hierbei eine etwa zweifach hdhere Steigung der Kalibriergeraden im Vergleich zur Kalibrierung
mit US, was die Autoren auf einen unvollstandigen Umsatz der US zu 5FFA zurlckfihrten.
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Wasserlosliche Probenmaterialien, wie etwa isolierte LBS, konnen in wassriger Losung direkt zur
Analyse verwendet werden. Unlosliches Probenmaterial bendtigt jedoch eine Vorbehandlung zur
Freisetzung von US aus komplexen Zellwandmatrices. Dies erfolgt vorrangig durch saure Hydrolyse,
wobei klassische Verfahren auf dem Saeman-Protokoll basieren (Saeman et al. 1945). Dieses zwei-
stufige Verfahren zielt auf die vollstandige Depolymerisierung uronsaurehaltiger Polymere in cel-
lulosereichen Matrices ab. Alternativ wurden kirzere Hydrolysezeiten und mildere Hydrolysebedin-
gungen eingesetzt, etwa 3 h bei Raumtemperatur (Selvendran et al. 1979), mit wasserfreiem Fluor-
wasserstoff bei -23 °C fur 30 min (Zhang et al. 2007) oder mit 0,25 M Salzsaure bei 100 °C fur 3 h
(Jarvis et al. 1988), um nahezu alle Polyuronide zu Losen. Milde Saurehydrolysen mit verdinnter
Salzsaure oder TFA fihren hingegen haufig zu unvollstandiger Depolymerisierung unter gleichzei-
tig fortschreitendem Abbau der US, was zur Unterbestimmung dieser fiihren kann (De Ruiter et al.
1992). Erschwerend kommt hinzu, dass die Reaktivitat von gebundenen und freien US-Resten in
Abhangigkeit von der glycosidischen Bindung variiert. Dies beeinflusst die quantitative Bestim-
mung mittels gangiger Farbreaktionen erheblich und kann zu inkonsistenten Ergebnissen fuhren
(Garna et al. 2006; Gregory 1960; Matsuhashi und Hatanaka 1992).

Eine weitere Vorbehandlung fir Pektine wird durch McComb und McCready (1952) empfohlen.
Durch das Losen pektinhaltiger Proben in verdinnter Natronlauge werden etwaige Methylester der
Carboxygruppe gespalten, wodurch hohere Uronsauregehalte bestimmt werden. Scott (1979) be-
statigte dies innerhalb der kolorimetrischen Quantifizierung einer an C6 methylveresterten GalA im
Vergleich zur nativen GalA. Erst nach alkalischer Behandlung der veresterten Probe konnte diese
vergleichbar zur GalA bestimmt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Vorbehandlung unloslicher Probenmaterialien an-
hand der isolierten UBS des Karottentresters systematisch optimiert (Arbeitsvorschrift 8.5.1). Dabei
wurden die Verweilzeiten in konzentrierter und anschlieftend verdinnter Schwefelsaure variiert.
Ziel war es, den Gehalt an freigesetzten US zu maximieren und gleichzeitig den saureinduzierten
Abbau zu 5FFA zu minimieren, um eine direkte Kondensatbildung dieses Abbauprodukts in der ver-
dunnten Saure oder in der nachfolgenden Behandlung mit konzentrierter Saure zu minimieren. Zur
Uberwachung wurde die entwickelte chromatographische Methode zur Uronsdurebestimmung (Ar-
beitsvorschrift 8.5.3) eingesetzt.

3.4.2 Analyse des Einflusses verschiedener Reaktionsparameter

In der Literatur wird wiederholt von uneinheitlichen Ergebnissen bei der Bestimmung des Uronsdu-
regehaltes berichtet, selbst wenn identische oder sehr dhnliche Probenmaterialien untersucht wur-
den und die zugrunde liegenden Methoden auf demselben chromogenen Reagenz beruhten
(Filisetti-Cozzi und Carpita 1991; Kintner und Van Buren 1982; Yapo 2012).

Einen bedeutsamen Einfluss haben dabei vor allem Neutralzucker, wie Barazarte et al. (2007) zeigen
konnten. Bei einer Konzentration von 30 ug/mL GalA und einem Uberschuss von 50 - 200 pg/mL
verschiedener Neutralzucker (Ara, Gal, Glc, Fru) kam es zu Uberbestimmungen der US, die bis zu
115 % betrugen. Auch Thibault (1979) beobachtete in einem automatisierten Assay bei bis zu 20-

fachem Neutralzuckeriberschuss deutliche, wenn auch im Vergleich weniger ausgepragte
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Interferenzen. Ein direkter Vergleich der beiden Studien ist jedoch kaum maglich, da die jeweils
eingesetzten Reaktionsbedingungen nicht in hinreichender Ausfuhrlichkeit dokumentiert sind.

Proteine kdnnen ebenfalls Stérungen im Assay hervorrufen (Yapo 2011). Dieser Aspekt wurde im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter thematisiert, da die untersuchten Proben durch eine pro-
teolytische Vorbehandlung frei von nennenswerten Proteinmengen vorlagen.

Die Vielzahl konsistenter Literaturdaten, welche die Interferenz von Neutralzuckern im Blumen-
krantz- und Asboe-Hansen-Assay (1973) bestatigen, macht eine gesonderte experimentelle Verifi-
zierung dieses Effektes im Rahmen dieser Arbeit entbehrlich. Es wird davon ausgegangen, dass die
Interferenzen in erster Linie auf die Reaktivitat der Abbauprodukte der Neutralzucker (insbesondere
HMF, Furfural und 5-Methylfurfural (5MF)) mit dem eingesetzten Reagenz 3PP zurlickzufiihren sind,
da diese strukturell analoge Eigenschaften zu 5FFA aufweisen (Li et al. 2007). Entsprechend wurde
die Entstehung der Abbauprodukte aus verschiedenen Neutralzuckern quantifiziert sowie die Reak-
tivitat von 3PP gegenuber dieser Furanderivate systematisch untersucht. Zur Analyse der Abbau-
produkte wurden jeweils 1,3 pmol ausgewahlter Monosaccharid-Standardsubstanzen in konzen-
trierter Schwefelsaure erhitzt und anschlieftend gemaf Arbeitsvorschrift 8.3 mittels HPLC-UV an
einer Umkehrphase analysiert. Zur Untersuchung der Reaktivitat gegenuber 3PP wurden zwei An-
satze durchgefuhrt. In beiden Ansatzen wurde jeweils eine Losung mit 100 yM 5FFA, HMF und
Furfural in konzentrierter Schwefelsdure mit einem dreifachen molaren Uberschuss an 3PP umge-
setzt, bezogen entweder auf die 5FFA-Konzentration (Ansatz 1) oder auf die Gesamtfuranmenge
(Ansatz 2). Nach einer der photometrischen Analyse entsprechenden Reaktionszeit von 20 min wur-
den die verbleibenden Furane chromatographisch quantifiziert (Arbeitsvorschrift 8.3).

Die in der Literatur verdeutlichten Variationen der Messergebnisse zeigen zudem, dass nicht alleine
Matrixeffekte, wie Interferenzen durch Neutralzucker, sondern insbesondere die konkreten Reakti-
onsbedingungen mafigeblich zur Beeinflussung des Assays beitragen. Wie Yapo (2012) gut zusam-
menfasst, iben Faktoren wie die Konzentration der Schwefelsaure, die Dauer des Erhitzungsschritts
sowie die Temperaturfihrung einen entscheidenden Einfluss auf die Prazision und Richtigkeit der
Methode aus.

Bereits im Rahmen der Carbazol-Reaktion konnte ein deutlicher Einfluss des Wassergehalts der
Schwefelsaure auf die Farbintensitat nachgewiesen werden. Schon geringe Schwankungen der Sau-
rekonzentration zwischen 82 % und 91 % fihrten zu einer Halbierung des Messsignals, wobei die
intensivste Farbung bei einer Konzentration von 87 % erreicht wurde (McComb und McCready
1952). Vergleichbare Beobachtungen wurden auch fur den Blumenkrantz- und Asboe-Hansen-Assay
beschrieben. Ben-Shalom et al. (1994) untersuchten den Effekt eines Wasseranteils von 1 - 10 %
in natriumtetraborathaltiger Schwefelsaure und zeigten, dass die Signalintensitdat mit steigendem
Wassergehalt kontinuierlich abnahm, sodass bei einem Wasseranteil von 10 % die Absorption be-
reits um rund 40 % reduziert war. Zudem stellten die Autoren fest, dass das eingesetzte schwefel-
saure Reagenz mit der Zeit Wasser aus der Umgebungsluft aufnehmen kann, wodurch die Empfind-
lichkeit des Assays mit zunehmendem Alter dieses deutlich abnimmt. Eine Lagerung des Reagenzes
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unter Stickstoffatmosphdre wurde als geeignete MaRnahme zur Vermeidung dieses Effekts be-
schrieben.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des Wassergehalts auf die
photometrische Bestimmung des Uronsauregehalts untersucht. Dabei wurde sowohl der Effekt des
variierenden Wassergehalts in konzentrierter Schwefelsaure (50 — 97 %) auf die Ausbildung der
Farbung als auch der Einfluss einer gezielten Wasserzugabe nach der Chromophorbildung gemaR
Arbeitsvorschrift 8.5.1 geprift.

Neben der Schwefelsaurekonzentration beeinflussen insbesondere Temperatur und Dauer der ther-
mischen Behandlung die Prazision und Richtigkeit der Uronsdaureanalyse. Wahrend im urspringli-
chen Carbazol-Verfahren lange Erhitzungszeiten von 20 min bei 95 - 100 °C angewendet wurden,
zeigte sich in spateren Studien, dass das fir die Farbreaktion mafigebliche 5FFA bereits nach 5 min
vollstandig gebildet und Uber einen Zeitraum von mindestens 30 min stabil war (Dische 1947,
McComb und McCready 1952). Fur den Assay mit 3PP wurde daher ein kurzerer Erhitzungsschritt
bei 95 °C fir 5 min etabliert, ohne dass Einbufien in der Empfindlichkeit festgestellt wurden
(Blumenkrantz und Asboe-Hansen 1973). Spatere Modifikationen nutzten teilweise geringere Tem-
peraturen und langere Inkubationszeiten (z. B. 80 °C, 20 min), um eine Balance zwischen vollstan-
diger Umsetzung der US und Minimierung unspezifischer Nebenreaktionen zu erreichen (van
Hoogen et al. 1998). Li et al. (2007) konnten zudem mittels HPLC-Monitorings des aus GalA gebil-
deten 5FFAs in der konzentrierten Schwefelsdaure zeigen, dass die US bereits bei Raumtemperatur
innerhalb von 10 min zu 60 % abgebaut vorlag. Dieser Wert blieb Giber 30 min hinweg konstant.
Des Weiteren wurde die Stabilitat eines 5FFA Standards in konzentrierter Saure bewertet. Hier
konnte wahrend einer Standzeit von 30 min nur eine geringe Abnahme der Konzentration von 5FFA
von etwa 10 % beobachtet werden.

Frihere Untersuchungen verdeutlichen dariber hinaus, dass die erzielten Ergebnisse nicht alleine
von den Reaktionsbedingungen, sondern auch von der Art der eingesetzten US abhangen. Von Ber-
lepsch (1969) zeigte fir GlcA, dass mit steigender Temperatur die Abbaurate der US zu 5FFA zu-
nimmt, wohingegen bei GalA ein Anstieg des Signals nur im Bereich von 60 - 80 °C zu beobachten
war, wahrend bei 100 °C bereits eine Stagnation bzw. Abnahme auftrat (Taylor und Buchanan-Smith
1992; Thibault 1979). Fir ManA und GulA wurde hingegen nachgewiesen, dass sie bereits bei ver-
gleichsweise niedrigen Temperaturen um 55 °C besonders empfindlich erfasst werden konnen
(Knutson und Jeanes 1968).

Um die beschriebenen Effekte hinsichtlich der Empfindlichkeit der Analyse besser einordnen zu
konnen, wurde das Abbauverhalten in konzentrierter Schwefelsaure der analysierten US GalA, GlcA,
ManA und GulA chromatographisch mittels HPLC-UV an einer Umkehrphase untersucht. Hierzu wur-
den alle entstehenden Furanderivate anhand einer Kalibrierung mit entsprechenden Standardsub-
stanzen quantitativ erfasst (Arbeitsvorschrift 8.3).
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3.4.3 Analyse des Einflusses von Borat

Zur Steigerung der Empfindlichkeit und zur Reduktion von Interferenzen im kolorimetrischen US-
Assay, wurden in der Literatur verschiedene Additive vorgeschlagen. Besonders haufig untersucht
wurden Sulfamat und Borat in Kombination mit konzentrierter Schwefelsaure. Sulfamat wurde erst-
mals von Galambos (1967) in die Carbazol-Methode eingefiihrt und spater dessen Einsatz von
Filisetti-Cozzi und Carpita (1991) fir das Blumenkranz und Asboe-Hansen-Assay optimiert. Die Wir-
kung beruht im Wesentlichen auf der Unterdriickung storender Interferenzen durch Neutralzucker,
wobei der Wirkmechanismus unbekannt ist. Allerdings konnte gleichzeitig eine, wenn auch deutlich
geringere, Abnahme der Empfindlichkeit gegenliber US beobachtet werden. Aus diesem Grund wird
Sulfamat heute nur selten eingesetzt.

Demgegenuber hat sich die Verwendung von natriumtetraborathaltiger Schwefelsaure als Standard
innerhalb der kolorimetrischen Uronsaureanalyse etabliert. Bereits Badin et al. (1953) erkannten
den Vorteil des Boratzusatzes zur Steigerung der Selektivitat in auf saurem Abbau von Kohlenhyd-
raten basierenden Methoden. Darauf aufbauend fiihrte Gregory (1960) diesen Zusatz im Carbazol-
Assay ein, woran Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) in ihrer Analyse anknipften. Mehrere
Studien konnten zeigen, dass Borat zu einer erhéhten Empfindlichkeit, einer verbesserten Prazision
sowie einer gesteigerten Farbstabilitat des gebildeten Chromophors fihrt (Bitter und Muir 1962;
Gregory 1960; Scott 1979).

Daher stand auch die Charakterisierung des Einflusses von Borat auf die photometrische Quantifi-
zierung von US im Fokus dieser Arbeit. Das Vorgehen wird in den folgenden Kapiteln ausfuhrlich
erlautert.

3.4.3.1 Selektivitdt und Sensitivitat der Analyse

In konzentrierter Schwefelsaure wird Natriumtetraborat gemaf Reaktionsgleichung (iii) in Borsaure
uberfihrt, welche als reaktive Spezies gilt (Holleman et al. 2017; Scott 1979). Zudem wird in Lite-
raturquellen eine mogliche Weiterreaktion der Borsaure zur Sulfato-Komplexverbindung Tetra(hyd-
rogensulfato)borsdure (iv) dargestellt, die allerdings im Kontext mit der Uronsaureanalyse nicht
erwahnt wird (Gillespie und Robinson 1962).

(i) Na,B,0, + 2 H;0% + 3 H,0 = 4 B(OH)3 + 2 Na*
(iv) B(OH)5 + 4 H,S0, = H[B(HSO0,),] + 3 H,0

Bitter und Muir (1962) analysierten den Einfluss verschiedener Boratkonzentrationen auf die Ab-
sorption der photometrischen US-Quantifizierung und fanden ab einer Konzentration von 25 mM
bis zur analysierten Konzentration von 100 mM zwischen 25 mM und 100 mM keine Unterschiede
in der Effektstarke hinsichtlich einer gesteigerten Empfindlichkeit. Dagegen ermittelten
Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973), dass bereits 12,5 mM Borat zu einer maximalen Sensiti-
vitat fuhren, wahrend Filisetti-Cozzi und Carpita (1991) eine Konzentration von 75 mM verwende-
ten. Der Effekt wird allgemein als katalytischer Natur beschrieben, da ausschliefilich eine Verstar-
kung der Absorption, jedoch keine Verschiebung des Absorptionsmaximums beobachtet wurde.

Weiterhin zeigte sich, dass eine Absorptionssteigerung nur dann auftritt, wenn Borat vor dem
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Erhitzen zugesetzt wird, was auf eine Beeinflussung des Abbaus der US zu 5FFA schliefsen lasst
(Gregory 1960; Yapo 2012). Uneinigkeit besteht hinsichtlich des Einflusses auf Interferenzen durch
Neutralzucker. Wahrend Galambos (1967) eine deutliche Reduktion beschrieb, berichtete Thibault
(1979) von einer um 10 % gestiegenen Interferenz durch den Zusatz von Borat.

Vor diesem Hintergrund wurde innerhalb der Masterarbeit von Emily Friedmann (2024) der Einfluss
von Borat auf die photometrische Uronsaurequantifizierung nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen
systematisch untersucht. Zum einen erfolgte eine Analyse der Farbstabilitat dber 90 min anhand
der mittleren Kalibrierkonzentration (40 mg/L der jeweiligen untersuchten US) mit und ohne Bo-
ratzusatz nach Arbeitsvorschrift 8.5.1. Zum anderen wurden Kalibriergeraden fur die US GalA und
GlcA sowie das Abbauprodukt 5FFA gemaf derselben Arbeitsvorschrift (Tabelle 26) aufgenommen,
wobei eine gesteigerte Empfindlichkeit mit einer hoheren Steigung in Verbindung gebracht wird.
Daruber hinaus wurde der Einfluss von Borat auf die Farbbildung ausgehend von relevanten Furana-
bbauprodukten (HMF, Furfural und 5FFA) photometrisch (Arbeitsvorschrift 8.5.1) untersucht.

3.4.3.2 Beeinflussung der Lactonisierung von Uronsauren

Das Ausmafs der durch Borat erzielten Empfindlichkeitssteigerung in der Uronsaureanalyse und da-
mit der Abbau zu 5FFA, ist stark abhangig von der jeweiligen US. Ohne Zusatz von Borat wird GalA
am starksten abgebaut, gefolgt von GlcA. ManA liefert hingegen ohne Boratzusatz nahezu kein
messbares Signal im Assay. Wird Borat in die Analyse eingebracht, so wird ManA detektierbar, und
die Sensitivitat der GlcA-Analyse gleicht sich derjenigen von GalA an (Filisetti-Cozzi und Carpita
1991; Gregory 1960).

Die Geschwindigkeit und Ausbeute der 5FFA-Bildung in konzentrierter Schwefelsaure hangt nach
Scott (1979) somit mafdgeblich von der Konfiguration der eingesetzten US ab. GalA mit erythro-
Konfiguration an den Positionen C3/C4 reagiert rasch und erreicht ihre maximale 5FFA-Ausbeute
auch ohne Zusatz von Borat. Im Gegensatz dazu bendtigen US mit threo-konfigurierten Hydroxyg-
ruppen an (3/C4 die Anwesenheit des Zusatzes, um eine maximale 5FFA-Ausbeute zu erreichen.
Als ursachlicher Mechanismus wird die Ausbildung stabiler Furanurono-6,3-lactone unter stark sau-
ren Bedingungen postuliert (vgl. Abbildung 2). Die Stabilitat dieser Lactone wird somit als Ursache
fur die verlangsamte Umsetzung von GlcA sowie den beobachteten katalytischen Effekt von Bor-
saure gesehen. Diese Hypothese sowie weitere Einflussmechanismen von Borat wurden im Rahmen
dieser Arbeit Uberprift.

Da lactonisierbare US in Ldsung in einem Lacton-Saure-Gleichgewicht vorliegen, wurden NMR-
spek-troskopische Analysen durchgefuhrt, um den Einfluss von Borat bzw. Borsdure auf dieses
Gleichgewicht sowie mogliche molekulare Interaktionen zu untersuchen (Arbeitsvorschrift 8.4.1).

Die NMR-Spektroskopie stellt eine zentrale Methode der Strukturaufklarung organischer Molekile
dar, da sie die magnetischen Eigenschaften von Atomkernen nutzt, um detaillierte Informationen
Uber deren chemische Umgebung zu generieren. Die meisten Atomkerne besitzen einen vom Kern-
spin / abhangigen Eigendrehimpuls P = mh. Die rotierenden Kerne erzeugen so ein mag-
netisches Feld mit einem magnetischen Moment u. Dieses ist Uber einen von der Kernsorte
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abhangigen Proportionalitatsfaktor y, dem gyromagnetischen Verhaltnis, mit P verknupft. Klassi-
sche, mittels NMR analysierbare Kerne sind neben Protonen (*H), *C, **N oder *°F. Kerne mit einem
Kernspin / = 0 sind NMR-inaktiv. Wird eine Probe in ein starkes dufieres Magnetfeld B, gebracht, so
spaltet sich der Grundzustand der NMR-aktiven Kerne in 2/+1 sogenannte Zeeman-Niveaus auf. Im
'H-Experiment werden ausschlieBlich Protonen betrachtet. Fir diese sind demnach zwei Energie-
zustande maoglich, welche parallel (m = +1/2, a-Spin) und entgegengesetzt (m = -1/2, B-Spin) zu Bo
ausgerichtet sein konnen. Durch das Einwirken des Magnetfeldes prazedieren die Kerndipole mit
der Frequenz v, (Larmor-Frequenz) um eine Achse, wobei der energiedrmere Zustand im thermi-
schen Gleichgewicht minimal hoher besetzt ist. Dieser Besetzungstberschuss wird als makroskopi-
sche Magnetisierung (M) bezeichnet und ist entlang By ausgerichtet (M.). Durch das Einstrahlen
eines magnetischen Wechselfelds B; im Radiowellenbereich mit der entsprechenden Larmor-Fre-
quenz werden Uberginge zwischen den Energieniveaus der a- und B-Spins induziert. Je nach che-
mischer Umgebung der zu untersuchenden Kernsorte variieren die Resonanzfrequenzen minimal
und machen die Kerne so unterscheidbar (Lambert et al. 2012).

Zur Aufnahme eines NMR-Spektrums wird heute das Impulsverfahren verwendet. Nach der Heisen-
berg'schen Unscharferelation wirkt ein hochfrequenter Impuls sehr kurzer Dauer effektiv polychro-
matisch, so konnen alle Kerne einer Sorte gleichzeitig angeregt werden. Bei Anwendung eines 90°
Pulses wird M in die x'-y’-Ebene ausgelenkt (Verwendung eines rotierenden Koordinatensystems).
Der Auslenkungswinkel O ist jedoch variabel und abhangig von der Amplitude von B; und der Wir-
kungsdauer des Impulses 1, (@ =y-B:'1,). Eine in y-Richtung orientierte Empfangerspule registriert
die Auslenkung von M, welche ein messbares Wechselspannungssignal induziert. Nach Abschalten
von B; strebt die Magnetisierung M,-, wieder die Gleichgewichtslage an (Relaxation). Hierbei wird
zwischen zwei Prozessen unterschieden: Die Spin-Gitter-Relaxation oder auch longitudinale Re-
laxation (T1) beschreibt die Wiederherstellung der Besetzungszahlen der Spinzustande im Gleich-
gewicht, M, wird somit wieder maximal. Die Spin-Spin-Relaxation oder transversale Relaxation (T5)
steht fir die vollstandige Aufhebung der Phasenkoharenz der Kernspins. Die Veranderung von M,
wird in Abhangigkeit der Zeit als Free Induction Decay (FID) aufgezeichnet und zur Darstellung in
einem frequenzabhangigen Spektrum mittels Fouriertransformation umgewandelt. Ein entspre-
chendes Prozessieren der Spektren nach Aufnahme erhoht deren digitale Auflosung. Die Integration
der Signale ermdglicht die Quantifizierung (Friebolin 2010).

Da Proben aufgrund geratespezifischer Einschrankungen nicht direkt in konzentrierter Schwefel-
saure mittels NMR gemessen werden konnten, wurde mit verdunnter deuterierter Schwefelsaure
gearbeitet. Die relative Quantifizierung des Lactongehalts der US unter dem Einfluss von Borat
sowie unterschiedlich konzentrierten Schwefelsaurelésungen wurde exemplarisch fiir GlcA anhand
von 'H-NMR-Spektren durchgefiihrt (Arbeitsvorschrift 8.4.1). Um den Einfluss von Borat auf den
Abbau verschiedener US zu bestimmen, wurde erganzend zur NMR eine chromatographische Ana-
lyse des wahrend der Saurebehandlung entstehenden 5FFAs durchgefihrt (Arbeitsvorschrift 8.5.2).
Daruber hinaus wurde der Einfluss von Borat auf die Reagenzien 3PP und 5FFA mittels NMR-Spekt-
roskopie und MS-gekoppelter Umkehrphasenchromatographie analysiert (Arbeitsvorschrift 8.4.2,
die UHPLC-MS Analyse erfolgte gemafs Tabelle 33).
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Die in dem vorangehenden Abschnitt beschriebenen NMR-Analysen beinhalteten den Abgleich mit
aufgenommenen Spektren von Standardsubstanzen (US, US-Lacton, 3PP, 5FFA) sowie die Anwen-
dung mehrdimensionaler Verfahren.

2D-NMR-Experimente erlauben eine weitergehende Strukturcharakterisierung, insbesondere bei
komplexen *H-NMR-Spektren mit Signaliiberlagerungen. Die 2D-NMR basierten Analysen umfass-
ten folgende Experimente: Das H,H-Correlation Spectroscopy (COSY)-Experiment zielt auf die Ana-
lyse der Beziehung zwischen benachbarten Protonen, die Gber drei Bindungen hinweg Spin-Spin-
Kopplungen ausbilden (*/s+-Kopplung), ab (Friebolin 2010). Fiir die Analyse von Kohlenhydraten ist
insbesondere die Korrelation zwischen *H- und *C-Kernen von Bedeutung. Durch eine geringe na-
turliche Haufigkeit und ein kleines gyromagnetisches Verhaltnis ist die Detektion der *C-Kerne im
Vergleich zu *H-Kernen unempfindlicher und die Aufnahme von 1D-*C-NMR-Spektren sehr lang-
wierig. Gleiches gilt fur direkte heteronukleare 2D-Experimente, welche daher durch inverse Ver-
fahren ersetzt werden. Eine Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer (INEPT)-Puls-
folge Ubertragt hierbei die Magnetisierung der empfindlicheren *H-Kerne auf die unempfindliche-
ren *C-Kerne. Nach dem Polarisationstransfer und der Entwicklung der chemischen Verschiebung
erfolgt der INEPT-RUcktransfer, welcher die Magnetisierung wieder zuriick auf die Protonen Uber-
tragt, deren Resonanz gemessen wird (Claridge 2016). Innerhalb der Kohlenhydratanalytik wird das
Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC)-Experiment als Standard verwendet. Es zeigt die
skalare heteronukleare Kopplung zwischen *H- sowie **C-Kernen und ermdglicht die Zuordnung
eines Kohlenstoffs zu den daran gebundenen Protonen. Ein phasensensitives HSQC erlaubt zudem
die Unterscheidbarkeit zwischen CH/CHs- und CH,-Gruppen und ist insbesondere zur Identifizierung
unbekannter Signale sinnvoll. Ebenfalls zu den inversen Verfahren zahlt das Heteronuclear Multiple
Bond Correlation (HMBC)-Experiment. Es gibt Aufschluss hinsichtlich der Nachbarschaft von Koh-
lenstoff und Proton Uber zwei oder drei Bindungen hinweg. Dementsprechend zeigt dieses Spekt-
rum, bestehend aus einer **C- und einer *H-Dimension, Kreuzsignale der *Jyc- bzw. 4, ~Kopplungen
und ist innerhalb der Konstitutionsanalyse nutzlich, wie beispielsweise der Positionsbestimmung
der glycosidischen Bindung in Kohlenhydraten (Lambert et al. 2012). Das HSQC-Total Correlation
Spectroscopy (TOCSY)-Experiment stellt Korrelationen zwischen Kernen in einem Spinsystem dar
und eignet sich als Hilfsmittel zur Identifizierung der einzelnen Spinsystem-Signale innerhalb des
HSQC-Spektrums. Die Kombination aus TOCSY- und HSQC-Experiment zeigt somit Signale eines
Startkerns sowie samtliche mit ihm korrelierende Protonen und daran gebundene **C-Kerne im sel-
ben Spinsystem (Friebolin 2010). Im Zusammenhang mit einem HSQC ermdglicht ein Heteronuclear
2 Bond Correlation (H2BC)-Experiment die |dentifizierung benachbarter Kohlenstoffe. Das Experi-
ment korreliert Protonen und protonierte **C-Kerne, die durch zwei kovalente Bindungen getrennt
sind. Innerhalb einer Uberlagerten Darstellung mit dem entsprechenden HSQC-Spektrum zeigt die
Kombination aus H2BC-Kreuzsignal und in direkter Linie liegender HSQC-Signale benachbarte Koh-
lenstoffe an (Petersen et al. 2006).
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3.5 Charakterisierung der im kolorimetrischen Assay entstehenden (chro-
mophoren) Strukturen

Der Begriff Chromophor bezeichnet funktionelle Gruppen innerhalb eines Molekiils, deren Elektro-
nenanordnung flr die Absorption elektromagnetischer Strahlung verantwortlich ist. Elektronen-
ubergange aus o-Bindungen treten im Wellenlangenbereich von 120 - 150 nm auf und liegen da-
mit im Vakuum-UV-Bereich, der aufgrund starker Absorption durch Luft experimentell schwer zu-
ganglich ist und fir strukturaufklarende Fragestellungen nur begrenzte Relevanz besitzt. Im Be-
reich oberhalb von 200 nm dominieren m-mt*-Ubergdnge, deren Lage maBgeblich durch den Kon-
jugationsgrad bestimmt wird. Mit zunehmender Konjugation verringert sich der Energieabstand
zwischen dem hdchstbesetzten Molekilorbital (HOMO, engl. Highest Occupied Molecular Orbital)
und dem niedrigsten unbesetzten Molekilorbital (LUMO, engl. Lowest Unoccupied Molecular Orbital),
da das HOMO energetisch angehoben und das LUMO erniedrigt wird. Dies fuhrt zu einer sukzessi-
ven bathochromen Verschiebung der Absorption, und ist in Abbildung 21 am Beispiel von Ethan,
Ethen und Butadien verdeutlicht. Grundsatzlich gilt somit, dass die Wellenlange des Absorptions-
maximums mit zunehmender Lange des konjugierten Systems kontinuierlich zunimmt, da die ener-
getische Differenz zwischen HOMO und LUMO entsprechend reduziert wird (Fleming und Williams
1966).
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Abbildung 21: Molekulorbitaldiagramme fir Ethan, Ethen und Butadien: Darstellung der bindenden- und
antibindenden Orbitale (o, 0%, T, ") sowie der Energieaufspaltung bei konjugierten Systemen. Hier erfolgt
der Energietibergang (AE) vom hochstbesetzten Molekulorbital (HOMO) zum niedrigsten unbesetzten Mole-
kulorbital (LUMO) (Abbildung erstellt in Anlehnung an Fleming und Williams (1966)).

Die aufgenommene Energie E eines Systems durch elektromagnetische Strahlung der Wellenlange
A bzw. Frequenz v ist wie folgt definiert (h: Plancksches Wirkungsquantum, c: Lichtgeschwindigkeit):

E=h _h-c
= VY = 7
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Die absorbierte Energie kann innerhalb der Aufnahme eines Absorptionsspektrums eines definier-
ten Wellenlangenbereichs spektrophotometrisch aufgezeichnet werden und gilt als charakteristi-
sche GrofRe der organisch-chemischen Analytik (Fleming und Williams 1966; Latscha et al. 2016).

Im Rahmen des photometrischen Assays zur Analyse von US zeigen sich bei 520 nm absorbierende
Chromophore. Diese Wellenlange liegt im sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spektrums,
der sich von etwa 400 nm - 700 nm erstreckt. Das Chromophor absorbiert somit Licht im griinen
Spektralbereich, wodurch es selbst in der komplementaren Farbe, Magenta, erscheint (Verhoeven
2017).

Die Strukturaufklarung des bisher unbekannten Chromophors erfolgte mittels analytischer, synthe-
tischer und quantenchemischer Ansatze, die in dem folgenden Kapitel naher beschrieben werden.
Dazu wurde sowohl die eigentliche Reaktion von 3PP und 5FFA in konzentrierter Schwefelsdaure als
auch eine entsprechende Reaktion in verdunnter Saure betrachtet und entstandene Reaktionspro-
dukte isoliert. In einem weiteren Modellsystem wurde 5FFA durch 4-Carboxybenzaldehyd (4CBA)
ersetzt.

3.5.1 Synthese und Charakterisierung von Triarylmethanfarbstoffen

Organische Farbstoffe bilden eine Klasse zumeist aromatischer Verbindungen und lassen sich unter
anderem anhand ihrer Chromophore systematisch einteilen. Eine bedeutende Farbstoffklasse stel-
len die Triarylmethanfarbstoffe (32, Abbildung 22) dar, zu denen unter anderem Phenolphthalein
(34, Abbildung 22) und Kristallviolett zahlen. Diese Verbindungen bestehen aus drei aromatischen
Einheiten, die Uber ein zentrales Kohlenstoffatom miteinander verknupft sind (Latscha et al. 2016).
Eine Unterklasse bilden die stark fluoreszierenden Xanthenfarbstoffe, wie Fluorescein (35, Abbil-
dung 22) und die Rhodamine. Das chromophore Element dieser Farbstoffe ist das planare Xanthen-
gerlst (33, Abbildung 22), das einen zentralen Pyranring enthalt (Kamino und Uchiyama 2023).
Triarylmethanfarbstoffe gelten als sehr intensive Farbemittel, was sich in ihren hohen molaren Ex-
tinktionskoeffizienten widerspiegelt (Fluorescein bis 80.000 L/(molxcm); Phenolphthalein bis
30.000 L/(molxcm)) (Kachur et al. 2013; Sjoback et al. 1995). Der visuelle Farbeindruck wassriger
Losungen hangt dabei stark vom pH-Wert ab, da unterschiedliche Ladungszustande sowie die Bil-
dung intramolekularer Lactone das aromatische System und somit die Absorption beeinflussen
(Sjoback et al. 1995; Wittke 1983).

0 YO
] COO HO
32 33 34 35

Abbildung 22: Struktur eines Triarylmethanfarbstoffs (32) sowie eines Xanthenfarbstoffs (33). Handelt es sich
bei dem Rest R um einen weiteren aromatischen Ring, zahlen diese auch zu den Triarylmethanfarbstoffen.
Weitere Strukturen zeigen die prominenten Beispiele Phenolphthalein (34) und Fluorescein (35) bei neutra-
lem pH-Wert.
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Das innerhalb der photometrischen Analyse zu einem magentafarbenen Chromophor reagierende
phenolische 3PP und der Aldehyd 5FFA legen die Bildung eines zu dieser Klasse zugehorigen Farb-
stoffs nahe. Zur Analyse der in konzentrierter Schwefelsaure gebildeten aromatischen Reaktions-
produkte aus dem Assay nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) wurden verschiedene Iso-
lierungsansatze verfolgt. Neben der Extraktion mit Dichlormethan (DCM) direkt aus der konzentrier-
ten Saure und der Extraktion mit Ethylacetat nach Verdiinnen mit einer Base in Anlehnung an Ar-
beitsvorschrift 8.5.3, erwies sich die Adsorption der aromatischen Reaktionsprodukte aus der wass-
rig verdinnten Ldsung an Pentafluorophenyl-(PFP)-Material am effektivsten. Sdurereste sowie
Salze kdnnen dabei wassrig ausgewaschen werden. Organische Reaktionsprodukte konnten so salz-
frei mit Acetonitril eluiert werden und wurden direkt zur Analyse mittels UHPLC, gekoppelt mit
einem Dioden-Array-Detektor (DAD) sowie MS, verwendet (Arbeitsvorschrift 8.6.1 a).

Anstelle einer direkten Isolierung der chromophoren Struktur wurde die gezielte Synthese eines
entsprechenden Xanthen-Derivats bzw. gezielter Triarylmethan-Vorlauferstrukturen fur 5FFA und
3PP sowie fur das Modellsystem 3PP und 4CBA vorgenommen. Die nicht oxidierten bzw. noch nicht
zum Xanthen zyklisierten Triarylmethanderivate stellen wichtige Plattformchemikalien dar (De
Angelis et al. 2004; Dinger und Scott 2000). Die Synthese dieser Verbindungen erfolgt Uiberwiegend
Uber die Kondensation von Phenolen mit Aldehyden in ortho- oder para-Position relativ zur pheno-
lischen Hy-tdroxygruppe (Grittner et al. 1995). Standardverfahren nutzen die Reaktion der pheno-
lischen Komponente mit dem Aldehyd in Eisessig als Reaktionsmedium. Aufgrund der schlechten
Loslichkeit der Edukte werden hierbei jedoch hdufig nur geringe Ausbeuten erzielt (Dinger und
Scott 2000). Alternativ kann die Reaktion losungsmittelfrei in der Schmelze bei 60 — 150 °C durch-
gefuhrt werden, wobei eine katalytische Menge Saure zugegeben wird, vorausgesetzt die Edukte
besitzen einen geringen Schmelzpunkt (Gruttner et al. 1995). Ebenfalls beschrieben ist die Umset-
zung der Edukte in methanolischer Losung unter Einleitung von HCl-Gas, wodurch die Kondensa-
tion zum Triarylmethan erfolgt (Dinger und Scott 2000). Fur Furan-Derivate, wie beispielsweise
Furfural oder HMF, wurde eine Kondensation mit verschiedenen phenolischen Verbindungen wie
Resorcinol oder Catechol in einer wassrigen 1 %igen Essigsaurelosung von Kreppenhofer et al.
(2011) durchgefiihrt. Nach Erhitzen konnten die entsprechenden Triarylmethanverbindungen iso-
liert und charakterisiert werden. Darliber hinaus wurden auch Ansdtze mittels Grignard-Reaktionen
beschrieben, die jedoch in dieser Arbeit nicht naher betrachtet werden, da hierflir modifizierte Edu-
kte erforderlich sind, die von der untersuchten Fragestellung abweichen (Dinger und Scott 2000).

Entsprechende Triarylmethan-Farbvorlauferstrukturen wurden aus 3PP und 5FFA in Anlehnung an
Kreppenhofer et al. (2011) synthetisiert. Die entstandenen Reaktionsprodukte wurden aus der Re-
aktionslosung mit DCM extrahiert, semipraparativ an einer Umkehrphase getrennt und anhand des
UV/vis-Signals fraktioniert. Erhaltene Fraktionen wurden hinsichtlich ihrer Struktur mittels 1D- und
2D-NMR-Experimenten (vgl. Kapitel 3.4.3.2) charakterisiert (Arbeitsvorschrift 8.6.1 b) und 8.6.4). Zur
Synthese der entsprechenden Komponenten aus 4CBA und 3PP wurde aufgrund geringer Ausbeuten
im fur 5FFA und 3PP beschriebenen Ansatz nach Kreppenhofer et al (2011) eine Synthese durch
Erhitzen der Edukte in Eisessig mit katalytischer Schwefelsdaurezugabe in Anlehnung an Grittner et
al. (1995) durchgefuhrt (Arbeitsvorschrift 8.6.3). Eine losungsmittelfreie Synthese aus der Schmelze
52



3. Material und Methoden

wurde ebenfalls getestet und lieferte eine geringfiigig grofRere Ausbeute als die zuvor beschriebene
Methode. Aufgrund der deutlich héheren Anzahl an Nebenprodukten wurde dieser Ansatz allerdings
verworfen.

Die aufgereinigten Fraktionen der synthetisierten Triarylmethane wurden durch Saurezugabe in das
Chromophor Uberfuhrt und entsprechend des zuvor beschriebenen Vorgehens mittels PFP-SPE nach
Arbeitsvorschrift 8.6.1 a isoliert und mittels NMR charakterisiert.

Fur die Synthese von Xanthen-Derivaten wurden vielfdltige Methoden entwickelt (Maia et al. 2021).
Ein Standardverfahren nutzt die Kondensation von Phenolen mit Carbonylverbindungen, insbeson-
dere mit Phthalsaureanhydrid (Lavis 2017). Andere Ansatze nutzen eine Friedels-Craft-Reaktion
ausgehend von Benzochinonderivaten (Kamino und Uchiyama 2023). Unter sauren Bedingungen,
etwa in Anwesenheit von Schwefelsdure, bildet sich zunachst die Leukoverbindung, eine farblose
Zwischenstufe. Diese wird oxidiert, wodurch der charakteristische Xanthen-Heterozyklus entsteht
und die gewlnschte Farbigkeit realisiert wird (Maia et al. 2021). Romieu et al. (2018) verfolgten die
Synthese von Pyronin ausgehend von Formaldehyd und 3-Aminophenol durch Erhitzen der Edukte
in konzentrierter Schwefelsaure. Nach Zugabe von Wasser und Einstellen des pH-Werts mittels Nat-
riumacetat erfolgte die chromatographische Aufreinigung an einer Umkehrphase mit TFA-haltigem
FlieRmittel. Anhand dieses Vorgehens wurde die Isolierung des Chromophors aus 4CBA und 3PP
vorgenommen (Arbeitsvorschrift 8.6.2). Im Gegensatz zur Farbausbildung mit 5FFA entsteht die Ma-
gentafarbung erst durch Erhitzen bei 120 °C in konzentrierter Schwefelsaure. Die isolierten Frakti-
onen wurden mittels 1D- und 2D-NMR-Experimenten (vgl. Kapitel 3.4.3.2) in Kombination mit dem
ermittelten Molekulargewicht charakterisiert (Arbeitsvorschrift 8.6.2 und 8.6.4).

3.5.2 Anwendung quantenchemischer Methoden zur Strukturaufkldrung

Zum Vergleich verschiedener gemessener Absorptionsspektren der unbekannten Chromophorstruk-
turen wurden in Kooperation mit der Abteilung fir Theoretische Chemie des Instituts fur Physika-
lische Chemie am Karlsruher Institut flir Technologie (KIT) UV/vis-Absorptionsspektren berechnet.
Hierzu erfolgte nach einer Geometrieoptimierung der jeweiligen vorgeschlagenen Struktur die Be-
rechnung der Oszillatorstarken und Extinktionskoeffizienten der Molekiile.

Die Geometrieoptimierung, die auf eine Minimierung der Grundzustandsenergie abzielt, wurde auf
Basis der Dichtefunktionaltheorie (DFT) durchgefiihrt. Diese Methodik beruht auf den Hohenberg-
Kohn-Theoremen, die besagen, dass die Energie eines Systems vollstandig durch dessen Elektro-
nendichte bestimmt wird. Die Minimierung des Energie-Funktionals E[p] Uber die Elektronendichte
p eines Molekiils liefert somit die Grundzustandsenergie und die Grundzustandsdichte (Plschner
2017). Alle weiteren Berechnungen beruhen auf diesen energieoptimierten Strukturen.

Die Oszillatorstarke ist ein dimensionsloses Maf3 fur die Wahrscheinlichkeit eines elektronischen
Ubergangs zwischen zwei Energiezustdnden eines Molekiils oder Atoms bei Absorption oder Emis-
sion von Licht. Sie quantifiziert, wie stark ein Ubergang mit elektromagnetischer Strahlung wech-
selwirkt (Hilborn 2002). Die Oszillatorstarken wurden im Rahmen der time-dependent Dichtefunkti-
onaltheorie (TDDFT) berechnet, die im Gegensatz zur DFT gezielt angeregte Zustande beschreibt.
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Losungsmittelauswirkungen durch konzentrierte Schwefelsaure wurden Uber die Einbeziehung der
spezifischen Dielektrizitatskonstante sowie des Brechungsindexes berlcksichtigt. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit mit den experimentellen Daten wurden die resultierenden Linienspektren mit Gauf3-
funktionen verbreitert (Linienbreite: 0,15 eV) und zu niedrigeren Energien verschoben, da die be-
rechneten Anregungsenergien in der Regel Uberschatzt werden (ca. 0,03 eV). Die Verschiebung
wurde durch den Vergleich der Absorptionsmaxima der simulierten Spektren mit den Maxima ge-
messener Spektren einer Reihe bekannter Farbstoffmolekule bestimmt. Es wurden zwei Strukturty-
pen betrachtet: das Triarylmethan-Kation und das Xanthylium-lon. Die Benchmark-Gruppe fur das
Triarylmethan-Motiv bestand aus den kationischen Farbstoffen Parafuchsin, Kristallviolett und Ma-
lachitgrun, flr das Xanthylium-Motiv wurden die kationischen Rhodamin-Farbstoffe 123, 6G und B
verwendet.

Zudem wurden zum Vergleich mit den experimentellen NMR-Daten chemischen Verschiebungen
(**C) der postulierten Molekiile sowohl mit der auf einer Wellenfunktionsmethode basierenden Mal-
ler-Plesset-Stoérungstheorie als auch mittels DFT berechnet, wobei Tetramethylsilan als Referenz-
molekul verwendet wurde.

3.6 Entwicklung einer chromatographiebasierten Quantifizierung des Uron-
sauregehalts

Zur Analyse des Gesamturonsauregehalts wurde eine chromatographische Methode entwickelt, die
ebenfalls auf dem Abbau der US in konzentrierter, natriumtetraborathaltiger Schwefelsaure basiert.
Dabei entsteht 5FFA als Abbauprodukt. Das gebildete 5FFA wird aus der Reaktionsldsung extrahiert
und anschliefdend chromatographisch bestimmt. Die Quantifizierung der US erfolgt anschlieRend
massenspektrometrisch Uber eine geeignete Kalibrierung unter Verwendung eines stabilisotopen-
basierten internen Standards. Im Rahmen der Methodenentwicklung mussten verschiedene Pro-
zesse bzw. Parameter wie die Entfernung des entstandenen 5FFAs aus der konzentrierten Saure
sowie die Erhitzungszeit und -temperatur zur Maximierung der Sensitivitat der Analyse angepasst
werden.

3.6.1 Optimierung und Analyse des Abbauverhaltens verschiedener Uronsauren in kon-
zentrierter Schwefelsaure

Zur Quantifizierung des 5FFA-Gehalts ist die Selektierung dieses aus konzentrierter Schwefelsaure
notwendig. Hierfir wurde die Extraktion einer definierten Menge an 5FFA aus der konzentrierten
Saure hinsichtlich einer maximal moglichen Wiederfindung optimiert. Zur Extraktion wurden Ethyl-
acetat und DCM getestet. Da Ethylacetat im Sauren teilweise zu Essigsaure gespaltet wird, muss
die Schwefelsaure vor der Extraktion mit einer Base verdinnt werden. Die Extraktion mit DCM hin-
gegen konnte direkt aus der konzentrierten Saure erfolgen. 5FFA wurde anschliefiend mittels UH-
PLC-DAD an einer Umkehrphase nach Arbeitsvorschrift 8.5.2 quantifiziert.

Zur Optimierung der Erhitzungszeit und -temperatur wurde die Ermittlung der maximalen 5FFA-
Ausbeute aus dem Abbau der US unter Verwendung eines Design of Experiment (DOE) Ansatzes an-

gestrebt. DOE ist eine statistische Methode, die in zahlreichen Industriebereichen zur Prozess- und
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Produktoptimierung eingesetzt wird. Sie erlaubt die systematische Untersuchung von Faktor-Wir-
kungs-Beziehungen und berlcksichtigt sowohl Haupteffekte als auch Wechselwirkungen mehrerer
Faktoren. Die Durchfuhrung eines DOE-Ansatzes besteht aus mehreren Schritten: 1. die Planung
des Experimentes in Form eines Versuchsplans, 2. die Durchfiihrung dieses Plans und 3. die Analyse
der Ergebnisse mittels statistischer Modelle. Der Versuchsplan stellt dabei die systematische Erar-
beitung der durchzufihrenden Experimente dar, um den Einfluss mehrerer Faktoren auf eine Ziel-
grofRe zu ermitteln. Somit wird hier angegeben, welche Faktorgrofen in welcher Kombination wie
oft analysiert werden (Jankovic et al. 2021). Ein faktorielles Experiment, dessen Versuchsplan alle
moglichen Kombinationen der gewahlten Faktoren und Stufen umfasst, wird als vollfaktorieller
Versuchsplan bezeichnet. Somit werden hier alle Haupteffekte und Wechselwirkungen der Faktoren
berticksichtigt (Farooq et al. 2016). Die Gesamtzahl notwendiger Versuche berechnet sich aus der
Anzahl der Faktoren k und der Anzahl analysierter Faktorstufen n als n*. Mit steigender Zahl an
Faktoren und Stufen wachst die Anzahl der Versuche exponentiell, was bei klassischen Experimen-
ten mit hohen Kosten und erheblichem Zeitaufwand verbunden ist. Aufgrund der groRen Vielfalt
an Kombinationen lasst sich jedoch die Varianz der ZielgrofRe vollstandig erklaren, zerlegen und
den einzelnen Einflussgréfien zuordnen, wodurch eine nahezu realistische Abbildung des Prozesses
maoglich wird (Jankovic et al. 2021).

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Variation der Faktoren Erhitzungstemperatur und Erhitzungs-
zeit fur den Abbau jeder untersuchten US. Zur Begrenzung der Versuchsanzahl kamen jeweils drei
Faktorstufen zum Einsatz: 60 °C, 77,5 °C und 95 °C sowie 5 min, 10 min und 15 min. Die Erstellung
des entsprechenden vollfaktoriellen Versuchsplans erfolgte mit OriginPro 2024. Die gebildeten
5FFA-Mengen wurden gemaf Arbeitsvorschrift 8.5.2 in Doppelbestimmung chromatographisch
(UHPLC-DAD an einer Umkehrphase) quantifiziert und anschliefdend statistisch mit OriginPro 2024
ausgewertet.

3.6.2 Stabilisotopenverdiinnungsanalyse

Durch Einflihrung eines internen Standards in eine quantitative Analyse kénnen etwaige Einfliisse
wie z. B. Probenverluste wahrend der Aufarbeitung, Matrixeffekte oder Schwankungen bei der De-
tektion kompensiert werden. Voraussetzung ist, dass die verwendete Standardsubstanz vergleich-
bare strukturelle und physikochemische Eigenschaften zu dem untersuchten Analyten aufweist.
Eine Auswertung erfolgt Uber die relativen Signalflachen der Standardsubstanz und des Analyten.

In Abhangigkeit von den strukturellen Abweichungen des Analyten vom gewahlten Standard be-
steht insbesondere bei vielschichtigen Probenvorbereitungen, geringen Analytkonzentrationen und
komplexen Matrizes die Gefahr, dass sich Standard und Analyt in einzelnen Analyseschritten nicht
identisch verhalten. Dadurch kann sich ihr Verhaltnis verandern, was zu fehlerhaften Ergebnissen
fuhrt. Durch eine Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) (Abbildung 23) kdnnen solche Probleme
weitgehend umgangen werden. Sie zeichnet sich durch die Verwendung von stabilisotopenmar-
kierten internen Standardsubstanzen aus. Hierzu werden Atome wie **C oder 'H in einem entspre-
chenden Molekiil durch ihre natirlicherweise in geringeren Mengen vorkommenden Isotope **C
oder Deuterium teilweise oder vollstandig ersetzt. Grundlage des Verfahrens ist die Zugabe einer
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definierten Menge eines stabilisotopenmarkierten Analogs der Zielsubstanz zur Probe. Dieses Iso-
topolog weist identische chemische Eigenschaften auf, unterscheidet sich jedoch in seiner Masse,
sodass es mittels massenspektrometrischer Methoden von der nicht markierten Zielsubstanz ein-
deutig unterschieden werden kann. Durch die Zugabe vor der eigentlichen Probenaufarbeitung
kompensiert die isotopenmarkierte Substanz systematische Verluste und Matrixeffekte, da sie die-
selben chemischen und physikalischen Transformationen wie das Analytmolekul durchlauft. Den-
noch konnen Isotopeneffekte bei der Chromatographie, wie beispielsweise geringfligig unter-
schiedliche Retentionszeiten (RT) der gelabelten Substanz und des ungelabelten Analyten, auftre-
ten (Rychlik und Asam 2009).

Isotop 2
m/z Isotop 2
isotopologer
Standard

m/z

4,._>.__>l
\

massenspektro-
Erhitzen Extrahieren Losen/Analysieren metrische Detektion
9.4

m/z L A . A N

|
A

strukturell abweichender Standard

Abbildung 23: Darstellung des Prinzips einer Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (oben) im Vergleich zur Ana-
lyse mit einem strukturell abweichenden internen Standard (unten) (m/z: Masse-zu-Ladungsverhaltnis). Die
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse erfordert zwingend eine massenspektrometrische Detektion, wohingegen
diese bei Verwendung eines strukturell abweichenden Standards nicht zwangslaufig notwendig ist.

Um insbesondere zufallige Abweichungen wahrend der Probenvorbereitung auszugleichen, vor al-
lem nichtsystematisch variierende Abbauraten der US zu 5FFA, wurde eine vollstandig **C gelabelte
US (D-[UL-*C¢]GalA oder D-[UL-"3C4]GlcA) als interne Standardsubstanz eingefiihrt. Diese wird zu
Beginn der Analyse zur Probe gegeben und erfahrt somit die gleichen Einflisse wie der Analyt. Die
Quantifizierung erfolgt nach chromatographischer Trennung (UHPLC) der Abbauprodukte an einer
Umkehrphase und MS-Detektion anhand der relativen Flachen des im SIM-Modus detektierten
5FFAs sowie des *C-gelabelten Analogons. Eine Kalibrierung erfolgt mit der zu untersuchenden US
und dem entsprechenden 13C-markierten internen Standard (Arbeitsvorschrift 8.5.3, Tabelle 28).

Zur massenspektrometrischen Analyse wurde ein Orbitrap Massenanalysator verwendet, welcher
hochauflosend ist und als besonders empfindlich gilt. Eine Orbitrap besteht im Wesentlichen aus
drei Elektroden: der zentralen, spindelférmigen Elektrode, die von einer zweiteiligen AuRenelekt-
rode umgeben ist, sowie der Kompensationselektrode in einem Schlitz der AuRenelektrode. lonen
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werden durch diesen Schlitz in das Vakuum zwischen Zentral- und Aufienelektrode injiziert. Die
Kompensationselektrode liegt auf einem definierten Potential und sorgt daftir, dass die Feldverzer-
rungen, die durch die Offnung in der AuRenelektrode entstehen wiirden, kompensiert werden. Zwi-
schen Zentral- und Aufdenelektrode wird eine konstante Spannung angelegt, wobei die Polaritat
der Zentralelek-trode entgegengesetzt zur Ladung der zu messenden lonen ist. Vor der Injektion in
die Orbitrap werden die lonen, die durch Elektrosprayionisation (ESI) erzeugt wurden, zunachst
durch einen Quadrupol geleitet, der optional eine Massenselektion ermaglicht. Anschliefsend wer-
den die kontinuierlich eintreffenden lonen in der C-Trap zu geblindelten lonenpaketen geformt.
Diese werden tangential in die Orbitrap injiziert. Das radiale elektrische Feld in der Orbitrap lenkt
die lonen in Richtung der Zentralelektrode, wahrend die tangentiale Geschwindigkeit der lonen
eine Zentrifugalkraft erzeugt, die die Bahn stabilisiert. Dadurch beginnen die lonen, harmonisch um
die Spindelelektrode zu rotieren. Die konische Form der Zentralelektrode erzeugt zusatzlich ein
axiales Potential, das die lonen entlang der Achse oszillieren lasst. Die resultierenden spiralahnli-
chen Bahnen werden als Orbits bezeichnet. Die AuRenelektrode dient als Empfanger fur den Bild-
strom, der durch die axiale Oszillation der lonen induziert wird. Die Oszillationsfrequenz ist direkt
abhangig vom Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) der lonen. Durch Fourier-Transformation des Zeit-
bereichssignals wird die Frequenz in ein Massenspektrum umgerechnet (Hu et al. 2005).

3.6.3 Validierung und Anwendung der Methode

Um die Eignung der entwickelten LC-MS Methode zur Quantifizierung des Uronsauregehalts aus
pflanzlichen und algenbasierten Matrizes zu verifizieren, musste diese fir die verschiedenen opti-
mierten Varianten (Analyse von GalA, GlcA, GalA + GlcA, ManA + GulA, vgl. Kapitel 3.6.1) validiert
werden. Zur Beurteilung der Linearitat der Analyse wurden die Kalibrierkurven wie in Arbeitsvor-
schrift 8.5.3 beschrieben dreifach aufgenommen und die Ergebnisse der einzelnen Konzentrationen
anschlieRend gemittelt und einer linearen Anpassung unterzogen. Zur Uberpriifung der Normalver-
teilung der Daten wurde ein Shapiro-Wilk-Test (o = 0,05) anhand von zehn Injektionen des mittleren
Kalibrierpunkts durchgeftihrt. Die Varianzenhomogenitat zwischen zwei Probenkollektiven wurde
mittels F-Test (o = 0,05), basierend auf sechs Wiederholungsmessungen des hochsten und niedrigs-
ten Kalibrierpunkts, Uberpruft (Kromidas 2011). Alle statistischen Tests wurden mithilfe von Origin-
Pro2024 durchgefiihrt.

Als Mafs fur die Wiederholbarkeit der LC-MS-Analyse wurden die instrumentellen Variationskoeffi-
zienten aus zehn Wiederholungsinjektionen derselben Probenldsung bestimmt (d. h. unter Aus-
schluss der Variation durch Probenaufarbeitung wie saurer Hydrolyse und Extraktion). Die Verfah-
rensvariationskoeffizienten wurden hingegen aus sechs Wiederholungsanalysen der hochsten und
niedrigsten Kalibrierpunkte berechnet und schliefRen damit die Variabilitdt der Probenvorbereitung
ein. Die Variationskoeffizienten (in %) ergaben sich aus dem Quotienten von Standardabweichung
und arithmetischem Mittel. Der Verfahrensvariationskoeffizient wurde anschlieRend als Mittelwert
fur den hochsten und den niedrigsten Kalibrierpunkt angegeben.

Die externe Wiederfindung resultiert aus der Wiederfindungsrate einer geeigneten US-Probe mit
bekannter Konzentration. Zur Bewertung maoglicher Matrixeffekte wurde zuvor analysiertes BS-
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Material mit einer definierten Menge der jeweiligen US versetzt, woraufhin die Wiederfindungsrate
in Matrix berechnet wurde.

Die Nachweisgrenze (NG) sowie die Bestimmungsgrenze (BG) wurden gemafl DIN 32645 ermittelt.
Hierzu wurde eine Kalibrierung in Doppelbestimmung durchgefiihrt, die einen Konzentrationsbe-
reich abdeckte, der die BG mdglichst einschloss bzw. ihr nahekam (Verdunnung der urspriinglichen
Kalibriergerade um Faktor 5). Die Berechnung erfolgte nach folgenden Gleichungen:

mgy Sy 1 1 x?
NG[L]_m*t*\]N+N+Z(xi—f)2

LA DO EE I G\t Dl
BG[L]_k*m*t*JN+N+ S (x, — %)?

Dabei beschreibt s,, die Reststandardabweichung, m die Steigung der Kalibriergeraden, N die An-
zahl der Parallelmessungen, N die Anzahl der Kalibrierpunkte, x die mittlere Konzentration des Ka-
librierbereichs und x; den Wert der Einzelmessungen. Der t-Wert wurde fir ein 95 %-Konfidenzni-
veau mit Freiheitsgraden f = N — 2 gewahlt. Fur den kritischen Faktor k wurde drei angesetzt.

Zur Uberpriifung der Eignung eines simpleren Single-Quadrupol Massenanalysators anstelle des
verwendeten Orbitrap-Systems, wurden ausgewahlte Parameter (NG, BG, Verfahrensvariationskoef-
fizient) fur die Analyse von GalA nochmals an solch einem System validiert.

Um einen Vergleich zur photometrischen Methode zu schaffen, wurde diese (Arbeitsvorschrift 8.5.1)
nach den zuvor erlduterten Prinzipien ebenfalls validiert. Zur Bestimmung der NG und BG wurden
die in Arbeitsvorschrift 8.5.1 angegebenen Kalibrierkonzentrationen um Faktor zwei verdiinnt zur
Kalibrierung verwendet.

Um den maglichen Einfluss des DPs oligo- und polymerer US auf die Analyse beurteilen zu kénnen,
wurden die isolierten HGOs und AOS (vgl. Kapitel 3.3) mit einem DP von drei bis zehn in einer
Konzentration von 1 mM US in Doppelbestimmung mit der in Arbeitsvorschrift 8.5.3 gezeigten,
entsprechend optimierten Variante, analysiert. Die Ergebnisse wurden prozentual auf die Wieder-
findung eines mitgeflihrten US-Monosaccharidstandards entsprechender Konzentration bezogen.
Durch die Analyse der isolierten GXOS wurde zum einen der Einfluss der Lange des Xyl-Ruckgrats,
zum anderen der Einfluss der Aldobiuronsaurebindung 4-0-Me-d-GlcpA-1,2-d-Xylp beurteilt.

Analysiert wurden weiterhin alle in Kapitel 3.1 aufgefuhrten Materialien bzw. BS mittels photome-
trischer Methode sowie SIVA (Arbeitsvorschrift 8.5.1 und 8.5.3). Das unlosliche Probenmaterial
wurde gemafd Arbeitsvorschrift 8.5.1 einer sauren Vorbehandlung unterzogen, die pektinhaltigen
LBS des Karottentresters, des Apfeltresters und der Zitronenschale wurden zur vollstandigen Spal-
tung der Methylveresterung der Carboxygruppe gemaf der Empfehlung durch McComb und
McCready (1952) in 0,05 M Natronlauge anstelle von Wasser geldst (Arbeitsvorschrift 8.5.3). Die
Analyse aller Proben erfolgte in Doppelbestimmung.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Analyse der Monosaccharidzusammensetzung uronsaurehaltiger Pro-
ben

Zur Anwendung bestehender Verfahren sowie zur Entwicklung einer alternativen Methode zur Be-
stimmung des Gesamturonsduregehalts wurden unterschiedliche uronsaurehaltige Materialien aus-
gewahlt. Die Auswahl erfolgte so, dass samtliche in Pflanzen vorkommenden US sowie deren Kom-
binationen separat betrachtet werden konnten. Pflanzliche Rohstoffe wurden vor der Analyse einem
gezielten Starke- und Proteinverdau unterzogen, um sicherzustellen, dass ausschliefslich BS-Mate-
rial fur die nachfolgenden Untersuchungen vorlag. Bei den Holzproben konnte auf eine derartige
Vorbehandlung verzichtet werden, da der Starkeanteil hier vernachlassigbar ist (vgl. Kapitel 3.1).

Wie in Kapitel 3.2.1 erldutert, hangt die Effizienz der vorangestellten Hydrolyse stark vom jeweili-
gen Probenmaterial sowie von der Struktur der darin enthaltenen Poly- und Oligomere ab. Wieder-
findungsstudien von De Ruiter et al. (1992) verdeutlichen, dass eine vollstandige Erfassung aller US
kaum maglich ist. So liegt die Wiederfindungsrate bei Methanolyse mit anschlieRender TFA-Hyd-
rolyse in Abhangigkeit von der Probe lediglich zwischen 63 - 71 % (w/w). Im Vergleich dazu werden
fur Neutralzucker deutlich hohere Werte von 83 - 94 % erreicht, wenn ein theoretischer Gesamt-
zuckergehalt von 100 % zugrunde gelegt wird. In Ubereinstimmung mit diesen Literaturdaten
wurde auch in dieser Arbeit die Wiederfindung experimentell am Beispiel der Monosaccharidver-
teilung des Braunalgenmaterials Uberpruft. Dabei ergaben sich nach Schwefelsaurehydrolyse ca.
50 % (w/w) wiedergefundene Zucker bezogen auf die Einwaage. Bei der Methanolyse mit anschlie-
RBender TFA-Hydrolyse lag die Wiederfindung bei den UBS-Proben unter 20 % (w/w), wahrend fir
die LBS-Proben ca. 60 % (w/w) erreicht wurden.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Quantifizierung anhand der Analyse der Monosaccharid-
zusammensetzung keine absolut-quantitative Bestimmung des Uronsduregehalts darstellt. Die er-
haltenen Daten erlauben jedoch eine verldssliche qualitative Aussage uber das Vorkommen spezi-
fischer US sowie eine Abschatzung des relativen Anteils weiterer Neutralzucker im untersuchten
Material.

4.1.1 Pektinhaltige Materialien

Zur Untersuchung galacturonsdaurereicher Materialien eignen sich insbesondere pektinhaltige Roh-
stoffe. Daher wurden die aus Zitronenschale, Apfel- und Karottentrester isolierten UBS und LBS
hinsichtlich ihrer Monosaccharidzusammensetzung analysiert. Die Analyse erfolgte nach Schwefel-
saurehydrolyse der UBS sowie Methanolyse mit anschlieender TFA-Hydrolyse der LBS (Abbildung
24). Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Proben im Wesentlichen in den relativen Anteilen der
einzelnen Monosaccharide unterscheiden. Dies deutet darauf hin, dass die enthaltenen Polysaccha-
ridklassen in allen Proben vorhanden sind, sich aber in ihren Anteilen unterscheiden. GalA war in
allen Proben die einzige quantifizierbare US. In den LBS der Zitronenschale konnten zusatzlich
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Spuren von GlcA detektiert werden, die jedoch unterhalb des Kalibrierbereichs lagen und daher als
vernachlassigbar angesehen wurden.

A B

UBS (SH) UBS (ML)  LBS UBS (SH) UBS (ML)  LBS UBS (SH) UBS (ML)  LBS
Fucose ® Arabinose m Rhamnose m Galactose m Glucose m Xylose ®m Mannose ® Galacturonsaure
Abbildung 24: Monosaccharidzusammensetzung (mol%) der isolierten unldslichen (UBS) und loslichen Bal-
laststoffe (LBS) der Zitronenschale (A), des Apfeltresters (B) und des Karottentresters (C). Die Analyse erfolgte

bei den UBS sowohl nach Schwefelsaurehydrolyse (SH) als auch nach Methanolyse und anschlieRender Tri-
fluoressigsaurehydrolyse (ML).

Im Einklang mit der Literatur lasst sich anhand der Monosaccharidzusammensetzung eindeutig auf
Pektin als dominierendes Polysaccharid in allen drei untersuchten Materialien schliefen (Akhter et
al. 2024; Schmid et al. 2021; Trabert et al. 2022). Besonders in den LBS, mit Ausnahme der Zitro-
nenschale, stellt GalA den Hauptbestandteil der Monosaccharide dar und erreicht im Karottentres-
ter Werte von bis zu 55 mol%. Diese kann vorrangig den Rickgratpolysacchariden HG und RG | des
Pektins zugeschrieben werden. In den UBS, die mittels Methanolyse und anschlieRender TFA-Hyd-
rolyse behandelt wurden, zeigte sich ein héherer GalA-Anteil als in den Schwefelsaurehydrolysaten.
Dies ist auf die hohere Effizienz dieser Methode bei der Depolymerisierung von US sowie den nicht
vorhandenen Abbau kristalliner Cellulose zuruckzufiihren. Rha, die dem RG I-Rickgrat zugeordnet
werden kann, lag in allen Proben unter 10 mol% vor. Das Verhaltnis von GalA zu Rha erlaubt nach
Broxterman et al. (2017) eine Abschatzung des HG:RG I-Verhaltnisses. Wahrend dieses Verhaltnis in
den UBS durchweg < 1 betrug, wiesen die LBS deutlich hohere Werte auf (2,8 in der Zitronenschale
bis 5,3 im Apfeltrester), was auf einen hoheren Anteil linearer HG-Regionen in den LBS hinweist.
Die Neutralzucker Ara und Gal, die den Seitenketten des RG | (Arabinane und Arabinogalactane)
zugeordnet werden, stellten in allen Proben die dominierenden Neutralzucker dar. Fuc, aus dem RG
I stammend, wurde lediglich in geringen Mengen zwischen 0,7 mol% und 1,6 mol% nachgewiesen.
Auffallig ist, dass die LBS der Zitronenschale im Vergleich zu den LBS des Apfel- und Karottentres-
ters den geringsten Anteil an Pektin zuordenbaren Monosacchariden enthalten. Dies steht in Uber-
einstimmung mit Extraktionsstudien, die auf die schlechte Zuganglichkeit des Pektins in der Zell-
wandmatrix von Zitrusfruchtschalen hinweisen (Akhter et al. 2024).
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Die mit Schwefelsdaure behandelten UBS zeigten hohe Glc-Gehalte (38 - 52 mol%), die Giberwie-
gend auf kristalline Cellulose zuruckzufihren sind, welche erst unter harschen Hydrolysebedingun-
gen depolymerisiert wird. Im Gegensatz dazu traten in den Methanolyse/TFA-Hydrolysaten nur ge-
ringe Glc-Anteile auf. Diese sind vor allem auf Hemicellulosen wie Xyloglucan, die fiir Apfel und
Karotte beschrieben wurden, sowie auf trotz enzymatischem Starkeabbau noch vorhandene Rest-
starke zurlckzufihren (Schmid et al. 2021).

Die verbleibenden Zucker Man und Xyl kdnnen nach Trabert et al. (2022) insbesondere den Hemi-
cellulosen Xyloglucan sowie Xylan und Mannan zugeordnet werden. Dartiber hinaus kann Xyl auch
als Substituent des HGs in Form von XG in Pektin eingebunden sein, wie Schols (1995b) in den hairy
regions des Apfelpektins beschrieb. Dies korrespondiert mit den erhdhten Xyl-Anteilen in den Apfel-
BS. Zusatzlich ist eine endstandige Substitution von Arabinanen mit Xyl denkbar, wie u. a. von
Schmidt (2025) nachgewiesen wurde. Eine eindeutige Herkunftszuordnung der Zucker ist jedoch
allein anhand der Monosaccharidzusammensetzung nicht mdglich. Hierflr waren weiterfiihrende
strukturelle Analysen, etwa eine Methylierungsanalyse, erforderlich. Da diese Fragestellung fiir die
vorliegende Arbeit von untergeordneter Relevanz ist, wurde darauf verzichtet.

4.1.2 Holzer

Die Monosaccharidzusammensetzung der analysierten Hartholzproben ist in Abbildung 25 darge-
stellt. Sowohl die Buchen- als auch die Eukalyptusprobe wurden nach Schwefelsaurehydrolyse ohne
vorherige Gewinnung der BS untersucht, da davon ausgegangen wurde, dass die Proben liberwie-
gend aus BS-haltigem Material bestehen. Dennoch werden in diesem Hydrolyseverfahren neben
den Strukturpolysacchariden der pflanzlichen Zellwand auch weitere Komponenten wie Starke,
freie Monosaccharide, Saccharose oder Raffinose miterfasst (Giovannelli et al. 2011).

ig M 4-0-Methyl-Glucuronsaure
Glucuronsaure

B Galacturonsaure
M Fructose
H Mannose
H Xylose
B Glucose
M Galactose
m Rhamnose

1,6 Arabinose

1,2

0.8 r 06 Fucose

BUCHE EUKALYPTUS

Abbildung 25: Monosaccharidzusammensetzung (mol%) der analysierten Hartholzer. Die Analyse erfolgte
nach Schwefelsaurehydrolyse direkt an den gemahlenen Holzproben.

In beiden Holzproben konnten Xyl und 4-0O-Me-GlcA nachgewiesen werden, die vorrangig den Xyla-
nen beziehungsweise dem GX zugeordnet werden kdnnen. Das Xyl:4-0O-Me-GlcA-Verhadltnis des Bu-
chenholzes betragt 6,5:1 und stimmt damit sehr gut mit den fiir extrahiertes Buchenxylan angege-

benen Literaturwerten Uberein (Biely et al. 2016; Ebringerova et al. 2000). Das Eukalyptus-GX weist
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mit einem Verhaltnis von 6,3:1 eine geringfligig hohere 4-0-Me-GlcA-Substitution auf. Der Substi-
tutionsgrad des Eukalyptus-GX ist jedoch stark speziesabhangig. In der Literatur werden Werte von
3,6:1 (Milagres 2011) bis zu einer geringeren Substitution von 14,3:1 (Heinonen et al. 2025) be-
schrieben.

Neben 4-0-Me-GlcA wurde in der Eukalyptusholzprobe zudem GalA in vergleichbarer Menge
(4,1 mol%) nachgewiesen. Zusammen mit den ebenfalls bestimmten Rha, Ara, Gal sowie geringen
Anteilen an Fuc lassen sich diese Monosaccharide dem Polymer Pektin zuordnen, das als Bestand-
teil der Zellwande dikotyler Hartholzer bekannt ist. Im Buchenholz konnten hingegen nur sehr ge-
ringe Mengen an pektintypischen Monosacchariden identifiziert werden. Dieser Unterschied lasst
sich durch das Alter der Pflanzen erklaren: Bei der untersuchten Eukalyptusprobe handelte es sich
um das Holz eines jungen Baumes, dessen Zellwande noch zu einem hohen Anteil aus Primarzell-
wandmaterial bestehen, da die Verholzung der Zellen noch nicht oder nur unvollstandig abge-
schlossen ist (Goulao et al. 2011). Die Gal im Eukalyptus kann zudem ebenfalls aus dem GX stam-
men, welches an der US nochmals mit diesem Monosaccharid substituiert vorliegen kann (Pinto et
al. 2005).

Die Anteile von 6,6 mol% (Buche) bzw. 4,5 mol% (Eukalyptus) Man konnen in Kombination mit der
detektierten Glc der Hemicellulose Glucomannan zugeordnet werden, die typischerweise zu etwa
3 - 5 % in den Zellwanden von Harthélzern vorkommt (Timell 1967). Der erwartungsgemafs hohe
Anteil an Glc von 25,4 mol% (Buche) bzw. 23,4 mol% (Eukalyptus) ist Uberwiegend der Cellulose
zuzuschreiben. Der im Vergleich zur Xyl in beiden Proben etwas niedriger ausfallende Glc-Anteil,
ist vermutlich auf eine unvollstandige Hydrolyse der sehr stabilen Cellulose-Mikrofibrillen zurtick-
zufuhren. Die in beiden Proben nachgewiesene Fru deutet, wie bereits beschrieben, auf das Vor-
handensein nichtstruktureller Saccharide wie Saccharose oder Raffinose hin.

Des Weiteren wurde die Monosaccharidzusammensetzung des fur die Isolierung der GXOS verwen-
deten alkalisch extrahierten Buchenxylan Standards analysiert. Hier wurden 88,4 mol% Xyl und
9,6 mol% 4-0-Me-GlcA bestimmt, was in einem Xyl:4-0-Me-GlcA-Verhaltnis von 9,3:1 resultiert und
mit den durch den Hersteller (vgl. Kapitel 7.1) gemachten Angaben Ubereinstimmt.

4.1.3 Hydrokolloide

In dieser Arbeit wurden die drei Hydrokolloide Gummi arabicum, Xanthan und Karayagummi naher
betrachtet. In diesen Proben konnte GlcA zwischen 6,1 und 11,4 mol% nachgewiesen werden. In
Karayagummi stellt zudem GalA mit 20,1 mol% die dominierende US dar (Abbildung 26).

Gummi arabicum setzt sich neben GlcA noch aus den drei Monosacchariden Gal, Ara und Rha zu-
sammen. Gal bildet die Hauptkette des komplexen Polysaccharidanteils von Gummi arabicum, wo-
hingegen Ara, Rha und GlcA den stark verzweigten Seitenketten zuzuordnen sind. Die Zusammen-
setzung der Monosaccharide steht in sehr guter Ubereinstimmung mit den von Kersten et al. (2025)
angegebenen durchschnittlichen Monosaccharidanteilen von 18 analysierten Gummi arabicum Pro-
ben, die ebenfalls nach Methanolyse und anschlieRender Trifluoressigsaurehydrolyse chromatogra-
phisch analysiert wurden. Die Autoren betonen hier, dass in weiterer Literaturstellen haufig hohere
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Gehalte an US bestimmt wurden. Dies lasst sich allerdings mit einer separaten Bestimmung der US,
haufig mittels kolorimetrischer Methoden, erkldren (Kersten et al. 2025; Randall et al. 1989).

20,1

Glucuronsaure

37,8 41,1 M Galacturonsaure
W Mannose
B Glucose

20,7 M Galactose
® Rhamnose

48,5 .
Arabinose
GUMMI XANTHAN KARAYAGUMMI
ARABICUM

Abbildung 26: Monosaccharidzusammensetzung (mol%) der analysierten Hydrokolloide. Die Analyse er-
folgte nach Methanolyse und anschliefiender Trifluoressigsaurehydrolyse.

Diese Werte sind zum einen schwierig mit den relativen Ergebnissen der Monosaccharidzusammen-
setzung in Einklang zu bringen, zum anderen fiihren photometrische Analysen, wie bereits disku-
tiert, durch einen Uberschuss an Neutralzuckern hiufig zu (iberbestimmten Ergebnissen.

Xanthan enthalt GlcA, Man und Glc, die im Verhaltnis 1:2:2 vorliegen, welches im Einklang mit der
in Kapitel 1.3.2.1 beschriebenen Strukturen steht.

Neben den beiden US GalA und GlcA enthalt Karayagummi zudem mit 31,6 mol% grofRere Mengen
an Rha. Diese bilden zusammen mit der GalA das RG I-basierte Riickgrat des Polysaccharids. Gal
und GlcA stammen gemafd Kapitel 1.3.2.2 aus den Seitenketten, die an das Rickgrat gebunden
vorliegen. Die identifizierten Monosaccharide sind somit konsistent mit der beschriebenen Struktur.
Die Verhaltnisse dieser sind allerdings stark abhangig vom Ursprung des Gummis sowie der Trock-
nung und Weiterverarbeitung (Mortensen et al. 2016). Ein Literaturvergleich der Ergebnisse fallt
deshalb schwer. Kleinste gefundene Mengen an Glc und Ara sind keine typischen dem Karayagummi
zuordenbaren Monomere und stammen vermutlich aus Restpflanzenbestandteilen wie Pektin,
Starke oder Cellulose, die wahrend der Gewinnung nicht vollstandig abgetrennt wurden.

4.1.4 Alginathaltige Materialien

Bei der analysierten Algenprobe handelte es sich gemaf} Hersteller um Bestandteile der Braunalge
Ascopyllum nodosum. Charakteristisch fur Braunalgen dominieren in dieser Probe die US ManA und
GulA, wobei diese in den LBS einen Gesamtanteil von 81,1 mol% ausmachen (Abbildung 27). Das
M/G-Verhaltnis belauft sich in den mittels Methanolyse und anschlieftender TFA-Hydrolyse analy-
sierten UBS auf 2,8 und ist mit 3,2 in den LBS etwas grofRer. Dies spiegelt jeweils den deutlichen
Uberschuss der ManA wider. In den mittels Schwefelsiure hydrolysierten UBS findet sich ein deut-
lich hoheres M/G und damit weniger GulA. Diese Beobachtung kann zum einen durch eine
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schlechtere Hydrolyse der glycosidischen Bindungen zur GulA, zum anderen durch einen schnelle-
ren Saureabbau der GulA bei der Hydrolyse im Vergleich zur ManA erklart werden.

Glucuronsdure
B Guluronsaure
W Mannuronsdure
B Mannose
| Xylose
M Glucose
 Galactose

Fucose

UBS (SH) UBS (ML)  LBS

Abbildung 27: Monosaccharidzusammensetzung (mol%) der isolierten unloslichen (UBS) und loslichen Bal-
laststoffe (LBS) der Braunalge Ascophyllum nodosum. Die Analyse erfolgte bei den UBS sowohl nach Schwe-
felsaurehydrolyse (SH) als auch nach Methanolyse/Trifluoressigsaurehydrolyse (ML).

Fuc stellt den dominierenden Neutralzucker in den Algen-BS dar, welcher auf die Gruppe der Fu-
coidane (vgl. Kapitel 1.2.2.2) zurlickzufiihren ist. In Abhangigkeit der verwendeten Definition der
Fucoidane, zahlen auch solche Polysaccharide zu diesen, die neben Fucose noch weitere Zucker
enthalten. Ein fir Algen der Gattung Ascophyllum spezifisches Polymer stellt hierbei das Asco-
phyllan (Xylofucoglycuronan) dar, das aus einer ManA-Hauptkette mit 3-0-D-Xylosyl-L-fucose-4-
sulfat-Substituenten besteht (Nakayasu et al. 2009). Damit lasst sich das Vorkommen der Xyl-An-
teile zwischen 4,8 und 8,3 mol% erklaren. Berteau und Mulloy (2003) beschreiben zudem weitere
Feinstrukturelemente verschiedener Fucoidane. Diese sind stark abhdngig von diversen Umwelt-
einflissen sowie der jeweiligen Gattung der Alge. So wurden in Fucoidan von Laminaria japonica
neben Fuc auch Rha, GlcA und Ara identifizieren, in Algen der Gattung Saccharina latissima wurde
zudem Gal und Man gefunden (Nguyen et al. 2020; Zhao et al. 2019). Dementsprechend konnen die
weiteren hier identifizierten Minorgehalte von Gal, Man und GlcA zwischen 1,1 - 4,8 mol% den
Fucoidanen zugeordnet werden. Informationen ber Modifikationen, wie etwa Sulfatierung der Mo-
nosaccharide, gehen aufgrund des alkalischen Milieus der HPAEC-Analyse verloren und mussen
somit anderweitig erhalten werden.

Das Glc-basierte Polymer Laminarin ist das Speicherkohlenhydrat der Braunalge und kommt nicht
in den Zellwanden vor. Es macht bei Algen der Gattung Ascopyllum nur etwa 5 % der Trockenmasse
aus (Kadam et al. 2015). Laminarin wird, im Gegensatz zu Amylose und Amylopektin der Landpflan-
zen, wahrend der BS-Isolierung aufgrund der vorherrschenden a-1,3-Bindung durch die eingesetz-
ten Enzyme a-Amylase und Amyloglucosidase nicht gespalten und wird somit korrekt als BS miter-
fasst. Dies spiegelt die, wenn auch geringen Glc-Gehalte in den mittels Methanolyse mit anschlie-
Render TFA-Hydrolyse behandelten UBS wider. Der Glc-Gehalt der schwefelsauer hydrolysierten
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Fraktion fallt mit 11,4 mol% etwas hoher aus, was, wie auch bei den pektinhaltigen Materialien,
auf die hier gespaltene Cellulose zurtickzufiihren ist.

Obwohl es sich bei dem Polysaccharid Alginat um ein sehr gut wasserlosliches Polymer handelt,
konnte es sowohl in den UBS als auch in den LBS des Alginats gefunden werden. Dies ist vor allem
den stark quellenden und gelbildenden Eigenschaften des Polymers zuzuschreiben. Schon geringe
Mengen divalenter Kationen genugen zur Ausbildung von Gelnetzwerken, die bei der BS-Isolierung
somit teilweise als unloslicher Ruickstand abgetrennt wurden. Innerhalb dieser Gele knnen zudem
auch weitere losliche Bestandteile eingeschlossen werden, die somit falschlicherweise als UBS er-
fasst werden. Folglich sollte das Verfahren der BS-Isolierung zukiinftiger Braunalgenproben noch
einmal hinsichtlich dieser Problematik iberarbeitet werden.

Fur spatere Analysen (s. Kapitel 3.3.2) wurde das M/G-Verhaltnis des verwendeten Alginat-Stan-
dards analysiert, welches sich auf 2,6 belauft und somit ManA die dominierende US darstellt. Zudem
wurden hier 9,5 mol% Glc identifiziert, die vermutlich aus verbleibendem Laminarin stammt.

Die aus der Losung der Bubble-Tea Perlen gefallten Polysaccharide bestehen zu 80 mol% aus Glc,
was sich der Zutat ,modifizierte Starke® (Anhang, Abbildung Al) zusprechen lasst. Die librigen
20 mol% entfallen auf GulA und ManA mit einem M/G-Verhaltnis von 4,2. Als Minorbestandteile
konnten GlcA, Fru, Man und Gal identifiziert, aber nicht quantifiziert werden. Der sehr geringe GlcA-
Gehalt lasst auf eine ebenso geringe Menge des gemaf Zutatenliste enthaltenen Xanthans schlie-
Ben, weshalb diese Probe nachfolgend (s. Kapitel 4.7.2) entsprechend einer alginathaltigen Probe
behandelt wurde.

4.2 Charakterisierung chromophorer Strukturen der photometrischen Ana-
lyse des Gesamturonsauregehalts

Im Rahmen der photometrischen Bestimmung des Gesamtgehalts an US in organischem Proben-
material erfolgt die Quantifizierung Uber die Bildung eines magentafarbenen Chromophors. Dieses
entsteht aus dem Abbauprodukt 5FFA in Gegenwart von 3PP in konzentrierter natriumtetraborat-
haltiger Schwefelsaure (vgl. Kapitel 3.4.1). Da sowohl die genaue Struktur als auch die Zahl der
hierbei gebildeten chromophoren Verbindungen bislang ungeklart sind, verfolgten die nachfolgen-
den Untersuchungen das Ziel, die zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen aufzuklaren.

4.2.1 Analyse chromophorer Reaktionsprodukte von 5-Formyl-2-furancarbonsaure und 3-
Phenylphenol

4.2.1.1 Charakteristika des Chromophors

Die photometrische Bestimmung des Uronsduregehalts im Assay nach Blumenkrantz und Asboe-
Hansen (1973) erfolgt nach Abbau der US in konzentrierter Schwefelsdaure. Hierbei wird 5FFA als
Hauptabbauprodukt der US beschrieben (Bowness 1958). Um dies zu verifizieren, wurden die Ab-
bauprodukte am Beispiel der GalA direkt aus der konzentrierten Schwefelsaure chromatographisch
identifiziert und quantifiziert (Abbildung 28).
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Durch Aufstockungsanalysen mit entsprechenden Standardsubstanzen konnte das Vorhandensein
von 5FFA und Furfural bestatigt werden, wahrend F2A nicht nachweisbar war. Zu Beginn des Chro-
matogramms auftretende kleinere Signale konnten nicht eindeutig identifiziert werden. Die quan-
titative Bestimmung der Abbauprodukte erfolgte mittels externer Kalibrierung. Hiernach wurde
28 % der eingesetzten GalA zu 5FFA umgesetzt, wahrend 7 % als Furfural wiedergefunden werden
konnten. Verluste der Abbauprodukte kdnnen durch Nebenreaktionen, wie etwaige durch Rosenau
et al. (2017) beschriebene Prozesse, erklart werden (vgl. Kapitel 1.4.2.1.3). Hinweise auf derartige
Reaktionen ergaben sich auch durch die beobachtete Braunfarbung der Proben sowie die Bildung
unloslicher Niederschlage, die vor der Analyse abgetrennt wurden. Es ist dartiber hinaus plausibel,
dass losliche Polymerfraktionen als breites Signal nach einer RT von etwa 20 min eluieren, wenn-
gleich dies nicht abschlieRend nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 28: Chromatogramm (detektiert bei 260 nm) der Abbauprodukte von Galacturonsaure nach der
Behandlung mit konzentrierter Schwefelsaure (5 min, 95 °C; 5FFA: 5-Formyl-2-furancarbonsaure)

Fir diese Untersuchungen waren zur Quantifizierung der Furane aufgrund der notwendigen Ver-
dinnung der konzentrierten Saure mit Wasser rund 100-fach hohere Konzentrationen an GalA er-
forderlich als in den etablierten Analysenbedingungen der photometrischen Analyse. Dies konnte
zu einer verstarkten Polymerbildung gefiihrt haben und schrankt die Vergleichbarkeit ein. Dennoch
konnte 5FFA eindeutig als dominantes Abbauprodukt identifiziert werden.

In Gegenwart von 3PP und konzentrierter Schwefelsaure bilden sowohl US nach Erhitzen als auch
5FFA ohne Erhitzen eine Magentafarbung aus. Die beiden in Abbildung 29 A und B gezeigten Ab-
sorptionsbanden, resultierend aus 5FFA sowie aus der in konzentrierter Saure erhitzte GalA nach
Reaktion mit 3PP in der konzentrierten Saure, sind nahezu identisch und zeigen ein Maximum bei
525 nm bzw. 522 nm. Dies bestatigt nochmals, dass an der Ausbildung der chromophoren Struktur
das Abbauprodukt 5FFA beteiligt ist. Zur Vereinfachung der in den nachfolgenden Kapiteln be-
schriebenen Strukturaufklarung wurde folgend ausschlieBlich 5FFA als Edukt verwendet.

Die Stabilitat der Farbe wurde durch Monitoring der Absorptionsabnahme in einem Zeitraum von
5 - 90 min evaluiert (Abbildung 29 C). Die Messung wurde hierzu gegen einen entsprechend be-
handelten Blindwert, der kein 3PP enthielt, durchgefiihrt. So konnte etwaige Absorption, die nicht
durch das ausgebildete Chromophor zustande kommt, subtrahiert werden. Hierbei zeigte sich, dass
die Absorption zu Beginn stark abfallt und erst nach etwa 20 min einen Uber den verbleibenden
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Messzeitraum hinweg konstanten Wert annimmt. Dieser Absorptionsverlauf deutet auf das Errei-
chen eines Gleichgewichtszustandes hin. Aus diesem Grund wurde die Standzeit vor der Absorpti-
onsmessung im photometrischen Assay von den durch Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973)
empfohlenen 5 min auf 20 min erhoht.
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Abbildung 29: Absorptionsspektren des wahrend des photometrischen Assays aus Galacturonsaure gebildeten
Chromophors (A), des aus 5-Formyl-2-furancarbonsaure gebildeten Chromophors (B) sowie der zeitliche Ver-
lauf der Absorption des aus Galacturonsaure gebildeten Chromophors bei 520 nm (C)

Studien von Ben-Shalom et al. (1994) zeigen, dass Wasser bzw. der Wassergehalt der eingesetzten
Saure einen grofien Einfluss auf die Farbung nimmt. Aus diesem Grund wurde sowohl der Zusatz
von Wasser zum bereits ausgebildeten Chromophor als auch der Einfluss auf die Ausbildung des
Chromophors untersucht. Die Zugabe von Wasser zu konzentrierter Schwefelsaure fuhrte zu einem
raschen Verlust der Farbung. Bei der Zugabe von 400 uL Wasser zu 1,2 mL verschwand die Farbe
nach einer Standzeit von 10 min nahezu vollstandig. Dies deutet darauf hin, dass das gebildete
Chromophor nur in konzentrierter Saure stabil ist und dort eine sichtbare Absorption zeigt. Der
Einfluss der Sdurekonzentration auf die Ausbildung des Chromophors wurde daher systematisch
untersucht, indem 5FFA mit 3PP in Schwefelsaure unterschiedlicher Konzentrationen (98 - 50 %)
umgesetzt wurde. Mit zunehmendem Wassergehalt nahm die Absorption kontinuierlich ab, sodass
in 70 %iger Schwefelsaure bei 520 nm keine signifikante Absorption mehr nachgewiesen werden
konnte (Anhang, Abbildung A2). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen von
Ben-Shalom et al. (1994).

Dariber hinaus wurde die Farbreaktion in TFA, Eisessig, konzentrierter Salzsaure sowie Methansul-
fonsaure getestet. Abgesehen von Methansulfonsaure konnte in diesen Medien keine Farbentwick-
lung festgestellt werden, was verdeutlicht, dass sowohl eine wasserarme Umgebung als auch eine
hohe Aciditat fir die Ausbildung des Chromophors erforderlich sind.

4.2.1.2 Extraktion aromatischer Reaktionsprodukte

Erste Versuchsansatze zur Analyse der entstandenen chromophoren Reaktionsprodukte aus 5FFA
und 3PP basierten auf der Durchfiihrung des Assays in deuterierter Schwefelsdure. Diese Reakti-
onslosung sollte anschliefsend direkt NMR-spektroskopisch analysiert werden. Die Signale der re-
sultierenden 'H-NMR-Spektren zeigten eine sehr geringe Intensitat sowie starke Uberlagerungen.
Aufgrund geringer Konzentrationen der Analyten konnten 2D-NMR Experimente zudem nicht erfol-
gen, was die Strukturaufklarung mittels NMR, direkt aus der Reaktionsldsung unmoglich machte.
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Die Abtrennung der aromatischen Reaktionsprodukte aus konzentrierter Schwefelsaure ermog-
lichte eine chromatographische Analyse mit MS-Detektion. Hierflr wurden verschiedene Extrakti-
onsstrategien erprobt: eine direkte Flussig-Flissig-Extraktion aus der Saure mit DCM, eine Extrak-
tion mit Ethylacetat sowie eine SPE mit einer PFP-Phase. Letztere beiden Methoden erforderten
eine partielle Neutralisation der Reaktionslosung, die durch Zugabe von Wasser und anschlief3en-
des Einstellen eines pH-Werts von 4 — 5 mittels Natriumacetat realisiert wurde. Wie bereits im vo-
rangegangenen Kapitel dargestellt, fihrte dieser Schritt jedoch stets zu einer weitgehend vollstan-
digen Entfarbung der Losung. Es ist daher davon auszugehen, dass im Zuge dieser Probenvorberei-
tung nicht das eigentliche Chromophor, sondern eine Vorstufe oder ein Hydrolyseprodukt erfasst
wird. Die Trennung der in den Extrakten enthaltenen Reaktionsprodukte erfolgte anschlieRend auf
einer C18-Saule, wobei DAD- sowie MS-Detektion verwendet wurde.

Die direkte Extraktion mit DCM erwies sich als wenig effizient: Nur geringe Mengen an Reaktions-
produkten bzw. Resten der Edukte konnten aus der Saure Uberfuhrt werden, wahrend die Losung
weiterhin stark gefarbt blieb. Ein Transfer des Chromophors in die organische Phase gelang nicht,
weshalb dieses Verfahren verworfen wurde. Deutlich hohere Ausbeuten sowie ein komplexeres
Chromatogramm konnten hingegen nach Verdinnung der Saure durch die Extraktion mit Ethyl-
acetat oder durch Verwendung der PFP-SPE erzielt werden. Insbesondere die Adsorption an PFP
erwies sich als vorteilhaft, da durch direkte Elution der retardierten aromatischen Komponenten
mit Acetonitril ein zusatzliches Einengen der Probe entfiel und gleichzeitig ein breiteres Pro-
duktspektrum zuganglich war. Diese Methode wurde daher als Standardverfahren fiir die weitere
Analytik etabliert. In welchem Umfang die Extraktion quantitativ vollstandig verlief, konnte jedoch
nicht Uberprift werden, da das anfallende Waschwasser einen stark sauren pH-Wert sowie eine
hohe Salzfracht aufwies und damit nicht mit einer LC-MS-Analyse kompatibel war.

Die beschriebene Vorbehandlung wurde sowohl auf eine entsprechend dem Assay behandelte GalA-
Probe als auch auf einen weiteren Reaktionsansatz, ausgehend von 5FFA angewendet. Die Chro-
matogramme sowie dazugehdrige m/z sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Chromatogramme (detektiert bei 265 nm) des organischen Eluats nach Festphasenextraktion
des Reaktionsansatzes von Galacturonsdure (GalA, erhitzt bei 95 °C fir 5 min) bzw. 5-Formyl-2-furancarbon-
saure (5FFA) nach der Reaktion mit 3-Phenylphenol in konzentrierter Schwefelsaure, sowie die entsprechen-
den Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z) intensiver Signale, gemessen nach Elektro-Spray-lonisation im ne-
gativen Modus

Die im organischen Extrakt, ausgehend von GalA, im zwischen 4 - 32 min detektierten Signale
stimmen weitestgehend mit denen der entsprechenden Reaktion von 5FFA mit 3PP (berein, wobei
im letzteren teils deutlich intensivere Signale (RT: 4 min, 32 min) sowie zusatzliche kleine Peaks
(RT: 28 = 31 min, 16 - 20 min) erhalten wurden. Dies ist allerdings auf die entsprechend hohere
5FFA-Konzentration im Ansatz ausgehend von dem Abbauprodukt zurlickzufiihren. Die detektierten
Massen lassen sich Uber die Bildung von Kondensationsprodukten aus 3PP (170 g/mol) und 5FFA
(140 g/mol) erklaren, jeweils unter Abspaltung eines Wassermolekils. So entsprechen die Signale
bei m/z 461 (RT: 27,5 min, 32 min) einer isomeren Molekulzusammensetzung aus 2 x 3PP und 1 x
5FFA unter Verlust von Wasser (M =462 g/mol). Die Massendifferenz zur nachstgrofieren Masse mit
einem m/z von 541 (RT: 22,5 min, 15,2 min) betragt 80 g/mol was auf eine Sulfonsauresubstitution
der Produkte hindeutet und im Einklang mit der durch Ma et al. (2019) beschriebenen elektrophilen
aromatischen Substitution von Phenol in konzentrierter Schwefelsaure steht. Eine entsprechende
Sulfonsduresubstitution in einem vergleichbaren System wurde zudem bereits von Wittke (1983)
fur Phenolphthalein in konzentrierter Schwefelsaure beschrieben. Diese Substitutionen erklaren die
Signale bei einem m/z von 541, 621 und 701. Mit zunehmender Anzahl von Sulfonsauregruppen
steigt die Polaritat der Verbindungen, was sich in einer friiheren Elution widerspiegelt. Die Sulfo-
nierung aromatischer Systeme in konzentrierter und verdinnter Schwefelsaure ist reversibel und
steht im Gleichgewicht mit der Protodesulfonierung. Beide Prozesse verlaufen Uber denselben
Ubergangszustand und werden durch die Protonensolvatisierung des Mediums bestimmt. In ver-
dinnter Saure, insbesondere unter Energiezufuhr, lduft die Desulfonierung bevorzugt ab (Kozlov et
al. 2017). Die Maglichkeit einer Desulfonierung besteht somit auch wahrend des Verdunnungspro-
zesses, wodurch die hier beobachtete Verteilung bzw. Anzahl der Sulfonsduregruppen als nicht

zwangslaufig reprasentativ flr das Vorliegen der Molekile in der konzentrierten S3ure gesehen
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werden kann. Weitere Signale bei einem m/z von 371, 249 und 329 (RT: 13,5 min, 12,8 min, 4 min)
konnen den Reaktionsprodukten aus monosulfoniertem 3PP und 5FFA, ebenfalls unter Verlust von
Wasser, sowie dem einfach und zweifach sulfonierten Edukt 3PP zugeordnet werden.

Jeder Peak des in Abbildung 30 gezeigten Chromatogramms des Reaktionsansatzes von 5FFA wurde
getrennt gesammelt, das Losungsmittel vollstandig entfernt und der Rickstand mit konzentrierter
Schwefelsaure behandelt. Vor der Zugabe der Sdaure war weder eine Absorption bei 520 nm noch
eine rosa Farbung nachweisbar. Nach Zugabe der Sdure zeigten alle Fraktionen, mit Ausnahme
derjenigen, die bei 12,8 min (m/z 249) bzw. 13,5 min (m/z 371) eluieren, die charakteristische rosa
Farbung. Demnach handelt es sich bei den detektierten Substanzen um Farbvorldufer, die unter
Zusatz von konzentrierter Saure zum Chromophor reagieren. Fur das lon mit einer molaren Masse
von 462 g/mol wurde eine Triarylmethan-Struktur postuliert. Solche Strukturen entstehen bekannt-
lich unter saurekatalysierten Bedingungen aus einem Aldehydmolekiil und zwei Phenolmolekiilen
(vgl. Kapitel 1.4.2.2) (De Angelis et al. 2004). Da die direkte Isolierung der Verbindung aus dem oben
gezeigten Reaktionsansatz nur eine geringe Ausbeute lieferte, wurde ein gezielter Syntheseansatz
verfolgt, der im folgenden Abschnitt beschrieben wird.

4.2.1.3 Synthese und Charakterisierung einer Triarylmethan-Farbvorstufe

Fir den im vorherigen Kapitel identifizierten Triarylmethan-Farbvorlaufer wurde die in Abbildung
31 gezeigte Struktur 36 postuliert. Fur solche Molekule sind effiziente Synthesewege unter milde-
ren Bedingungen beschrieben, die ein Triarylmethan ohne Sulfonsauresubstitution liefern (vgl. Ka-
pitel 3.5.1) (Dinger und Scott 2000; Gruttner et al. 1995; Kreppenhofer et al. 2011; Kurata et al.
2005). Das Erhitzen von 3PP mit 5FFA in wassrig-saurem Medium lieferte zwei dominierende Pro-
dukte, die bei der nachfolgenden Chromatographie nach 27 min und 32 min eluierten (Abbildung
31). Beide Fraktionen weisen eine identische molekulare Masse von 462 g/mol auf, weshalb es sich
vermutlich um Isomere handelt. Die Signale bei 5 min und 22 min entsprechen hingegen den Edu-
kten 5FFA bzw. 3PP.

36

Signalintensitat

o

0 10 20 30 40
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Abbildung 31: Chromatogramm (detektiert bei 265 nm) des Syntheseansatzes zur Isolierung einer Triarylme-
thanstruktur gemaf 36 aus der Reaktion von 3-Phenylphenol und 5-Formyl-2-furancarbonsaure in wassrig
saurem Medium

Die nach 32 min eluierende Fraktion stimmt sowohl in ihrer RT als auch molekularen Masse mit
dem Signal (RT: 32 min, Abbildung 30), bzw. der entsprechenden Substanz der Extraktion in Abbil-

dung 30, Uberein, welche Struktur36 zugeordnet wurde. Diese Fraktion wurde mittels
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semipraparativer Chromatographie isoliert und anschlief3end durch Kombination aus den 1D- und
2D-NMR-Daten sowie der erhaltenen molaren Masse charakterisiert.

Die isolierte Substanz wurde als weifes bis beigefarbenes, pulverformiges Material erhalten und
wies ein Absorptionsmaximum bei 265 nm auf. Abgleich der 1D- und 2D-NMR-Daten mit in der
Literatur beschriebenen Daten verwandter Strukturen, z. B. einer Vorstufe des Pyronins (Jakobsen
et al. 1983) sowie den von Kreppenhofer et al. (2011) isolierten Strukturen aus Kaffee, bestatigten
die strukturelle Zuordnung zu Verbindung 36. Hierbei wurden die entsprechenden chemischen Ver-
schiebungen der Protonen aus dem *H-NMR-Spektrum und der *C-Kerne aus dem HSQC- (Anhang,
Abbildung A3) und HMBC-Spektrum entnommen (Abbildung 32).

Das 'H-NMR-Spektrum zeigt acht deutliche Signale im Bereich von 5,9 - 7,9 ppm (Abbildung 32 A).
Aufgrund der vergleichsweisen geringen Zahl an Protonenresonanzen im Verhadltnis zur hohen mo-
laren Masse von 462 g/mol wurde auf eine symmetrische Molekilstruktur geschlossen. Die beiden
Protonen des intakten Furanrings (6+.14 = 5,95 ppm, 6113 = 7,07 ppm) kdnnen anhand ihrer, im Ver-
gleich zu den Ubrigen aromatischen Protonen, kleinen Kopplungskonstanten von etwa 3 Hz identi-
fiziert werden. Diese Zuordnung wird durch die homonukleare *Jus-Kopplung zwischen H13 und
H14 im COSY-Spektrum bestatigt (Abbildung 32 B). Zudem ist das Signal von H14 des Furanrings
aufgrund seiner Nahe zur Carboxygruppe, die durch eine chemische Verschiebung von
6c16=163 ppm im HMBC-Spektrum (Abbildung 32 C) charakterisiert ist, im Vergleich zu den von
Kreppenhofer et al. (2011) berichteten Werten tieffeldverschoben. Die heteronukleare *Jc-Kopp-
lung zwischen H14 und C16 (6114/6c16= 5,95/163 ppm) liefert eine weitere Bestatigung der Proto-
nenzuordnung (Abbildung 32 B).

Die Protonen H1, H2, H3, H6 sowie H9 und H10 werden, basierend auf charakteristischen Kopp-
lungskonstanten von 7 - 8 Hz sowie den entsprechenden Integralverhdltnissen, den vier aquiva-
lenten phenolischen Substituenten zugeordnet. Aufgrund der Symmetrie der Struktur weisen je
zwei Protonen die gleiche chemische Verschiebung auf. Der unsubstituierte aromatische Ring der
beiden 3PP-Substituenten blieb wahrend der Reaktion unverandert, was durch das Vorhandensein
von zwei Tripletts (8u1 = 7,29 ppm, 61, = 7,39 ppm) und einem Dublett (643 = 7,58 ppm) im *H-NMR-
Spektrum deutlich wird.

Somit erfolgt die Bindung des Furanrings an den OH-substituierten aromatischen Ring des 3PPs.
Jakobsen et al. (1983) analysierten eine analoge Struktur, die aus Formaldehyd und 3-(Dimethyla-
mino)phenol abgeleitet wurde, und zeigten hier eine Praferenz fur die Reaktion ortho zum Hydroxy-
Substituenten, die einhergeht mit dem entsprechenden ortho/para-dirigierenden +M bzw. -| Effekt
der Hydroxygruppe sowie dem schwacheren +M Effekt des Phenylsubstituenten in Position 3 des
3PPs. Das Multiplett bei &+ = 7,03 ppm kann in ein Dublett und ein Singulett aufgeldst werden und
wird im COSY der *Jun-Kopplung des H10 mit H9 (8ns = 6,94 ppm) zugeordnet. Das Singulett ent-
spricht gemaf der im HMBC identifizierten heteronuklearen *J-Kopplungen des Protons zu C4, C8
und C10 (6¢+ = 143 ppm, &cs = 142 ppm, &ci0 = 118 ppm), dem H6. Dieses Muster bestatigt die
Substitution an Position 8 der beiden 3PP-Einheiten. Die drei aromatischen Struktureinheiten sind
Uber ein tertidres Kohlenstoffatom miteinander verbunden, das im *H-NMR-Spektrum ein Signal bei
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4.2 Charakterisierung chromophorer Strukturen der photometrischen Analyse des Gesamturonsauregehalts

&4 = 6,22 ppm zeigt. Die dazugehdrige **C-Verschiebung von &¢ = 38,6 ppm kann durch die hetero-
nukleare J-Kopplung im HSQC-Spektrum verifiziert werden und steht in guter Ubereinstimmung
mit den von Kreppenhofer et al. (2011) berichteten Werten.
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Abbildung 32: 'H-Kernspinresonanzspektrum (500 MHz) (A), correlation spectroscopy-Spektrum (B) und
heteronuclear multiple bond correlation-Spektrum (C) des Triarylmethan-Farbvorlaufers 36 aus der Reaktion
von 3-Phenylphenol mit 5-Formyl-2-furancarbonsaure. Einzelne Signale sowie Kopplungsbeziehungen wur-
den entsprechend farbig hinterlegt. Alle Spektren wurde in Methanol-d, aufgenommen und auf das entspre-
chende Losungsmittelsignal referenziert (6n/.c = 3,50/49,00 ppm). Die zugehorigen chemischen Verschiebung
sind in Tabelle A1 im Anhang gelistet.

Unter Bericksichtigung aller spektroskopischer Daten konnte Verbindung 36 eindeutig als die Tri-
arylmethan-Verbindung 5-(Bis(3-hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)furan-2-carbonsaure identi-
fiziert werden.
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30 mg dieser isolierten Verbindung wurden mit konzentrierter Schwefelsdaure behandelt, was zur
Ausbildung einer intensiven Magentafarbung mit einem Absorptionsmaximum bei 525 nm fuhrte.
Versuche, dieses Chromophor mittels MS und NMR-Spektroskopie zu charakterisieren, blieben er-
folglos. Wie in Kapitel 4.2.1.1 beschrieben, verschwand die Farbung nahezu vollstandig bei Verdun-
nung mit Wasser. Die massenspektrometrische Analyse der Reaktionsmischung nach Verdiinnen mit
Wasser zeigte neben dem verbleibenden Triarylmethan inklusive sulfonierter Spezies, zahlreiche
niedermolekulare Analyten, die auf die Zersetzung der chromophoren Struktur hinweisen.

4.2.1.4 Theoretische Berechnungsansatze zur Ausbildung der chromophoren Struktur

Aufgrund der Instabilitat des gebildeten Chromophors und der resultierenden Produktdiversitat
wurden quantenchemische Berechnungen in Kooperation mit der Abteilung fir Theoretische Che-
mie des Instituts fur Physikalische Chemie am Karlsruher Institut fur Technologie durchgefiihrt, um
die Absorptionsspektren verschiedener, potenziell aus Struktur 36 abgeleiteter Chromophore vor-
herzusagen (vgl. Kapitel 3.5.2). Die vollstandigen berechneten Werte, wie Wellenlange des Absorp-
tionsmaximums und Extinktionskoeffizienten verschiedener Strukturen, findet sich im Anhang in
Tabelle A2. Diese berechneten Spektren wurden anschliefiend mit dem experimentell aufgenom-
menen UV/vis-Spektrum des Reaktionssystems verglichen.

Zur Ausbildung der Farbe muss ein durchgangiges m-Elektronensystem im Chromophor erreicht
werden. Dieses wird im isolierten Triarylmethan der Struktur 36 durch das zentrale tertiare Koh-
lenstoffatom verhindert. Wie bereits mehrfach fir verwandte Systeme beschrieben, muss hier dem-
nach eine Oxidation dieses Kohlenstoffs stattfinden (Abbildung 33) (Fagnani et al. 2003; Jakobsen
et al. 1983; Romieu et al. 2018). Die hierbei formal erhaltene zentrale Hydroxygruppe (36a) wird in
der konzentrierten Saure durch Protonierung sofort als Wasser abgespaltet, woraus das entspre-
chende mesomeriestabilisierte Triarylmethan-Kation (36b) entsteht (Wittke 1983). Potenzielle Oxi-
dationsmittel in dieser Reaktion werden im nachfolgenden Kapitel diskutiert.

Abbildung 33: Ausbildung des chromophoren Triarylmethan-Kations (36b) aus der identifizierten Farbvor-
lauferstruktur (36) in konzentrierter Schwefelsaure durch Oxidation und Dehydratisierung von 36a am zent-
ralen Kohlenstoffatom

Durch die Hydroxygruppen in ortho-Position zur zentralen Methylengruppe der beiden 3PP-Bau-
steine besteht zudem die Mdglichkeit der Ausbildung eines intramolekularen Ethers, wie es Romieu
et al. (2018) am Beispiel der Pyroninsynthese darstellen. Das daraus analog zu Abbildung 33 erhal-
tenen Xanthylium-Motiv (37) (Abbildung 34) weist zudem einen planaren Grundkdrper auf, was
dieses Molekul energetisch besonders stabil macht.
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Abbildung 34: Postulierte Xanthylium-lon basierte chromophore Struktur (37) gebildet aus der identifizierten
Triarylmethan-Struktur (36). Dieses Strukturmotiv weist eine besonders hohe Stabilitat durch sein zentrales
planares Strukturelement auf (grau: Kohlenstoff, rot: Sauerstoff, weifs: Wasserstoff).

Vor der Anwendung der entwickelten Benchmark-Berechnung auf die mit den Strukturen 36b und
37 postulierten moglichen Chromophore, wurde die Methodik zundachst anhand von Phenolphtha-
lein als Beispiel fur ein Triarylmethan-Kation sowie Fluorescein als Xanthylium-lon validiert. Die
Ergebnisse wurden mit den literaturbekannten Absorptionsdaten dieser Verbindungen in konzen-
trierter Schwefelsaure verglichen. Die entsprechenden berechneten und experimentell aufgenom-
menen Absorptionsspektren sind in Abbildung 35 dargestellt, charakteristische Parameter wie Ab-
sorptionsmaxima und Extinktionskoeffizienten sind in der zugehdrigen Tabelle 1 aufgefuhrt.
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Abbildung 35: Berechnete und experimentell bestimmte Absorptionsspektren von Phenolphthalein und Fluo-
rescein in konzentrierter Schwefelsaure
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Tabelle 1: Berechnete und experimentell bestimmte Absorptionsmaxima A und Extinktionskoeffizienten € von
Phenolphthalein und Fluorescein in konzentrierter Schwefelsaure

berechnet experimentell
A maxin NM € in L/(molxcm) A maxin NM € in L/(molxcm)
Phenolphthalein 509 60000 497 42600!
396 19900 390 11600*
Fluorescein 440 58500 437 53000°

'Wert wurde aus Hopkinson und Wyatt (1970) entnommen
2Wert wurden aus Sjéback et al. (1995) entnommen

Die berechneten Absorptionsmaxima sowie die berechneten Absorptionsspektren zeigen eine sehr
gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten. Demnach kann die entwickelte Benchmark-
methode etwas erhohte, aber dennoch zuverlassige Ergebnisse fir die in Abbildung 33 und 34 pos-
tulierten Strukturen 36b und 37 liefern. Die entsprechenden Spektren fiir das Triarylmethan-Kation
sowie das Xanthylium-lon sind in der nachfolgenden Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Berechnete Absorptionsspektren des Triarylmethan-Kations (36b) sowie des Xanthylium-lons
(37) ausgehend von 5-Formyl-2-furancarbonsaure und 3-Phenylphenol

Das berechnete Spektrum der Struktur 36b zeigt mit einem Absorptionsmaximum von 640 nm eine
deutliche Rotverschiebung im Vergleich zur erwarteten Absorption bei 525 nm, demnach wurde
das Strukturmotiv des Triarylmethan-Kations ausgeschlossen. Die gute Ubereinstimmung des be-
rechneten Absorptionsspektrums der Struktur 37 (vgl. Abbildung 36) mit dem gemessenen Absorp-
tionsspektrum (vgl. Abbildung 29 A B) legen nahe, dass es sich bei dem im Blumenkrantz-Asboe-
Hansen-Assay detektierten Chromophor um das 9-(5-Carboxyfuran-2-yl)-3,6-diphenyl-9H-xan-
then-9-ylium-lon (37) handelt. Die entsprechenden berechneten Werte finden sich im Anhang in
Tabelle A2.

Da ein experimenteller Nachweis dieser Struktur nicht gelang, wird die Isolierung einer vergleich-
baren, jedoch stabileren Spezies innerhalb des im nachfolgenden Kapitel beschriebenen Modell-
systems naher untersucht.
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4.2.2 4-Carboxybenzaldehyd und 3-Phenylphenol basierte Chromophore als Modellsys-
tem

4.2.2.1 Synthese und Charakterisierung eines entstandenen Chromophors

Zur Stabilisierung des Chromophors gegeniiber Weiterreaktion oder einem Abbau wurden die Edu-
kte so angepasst, dass das entstehende Chromophor eine hohere Stabilitat aufwies, wahrend sein
charakteristischer Farbeindruck weitgehend erhalten blieb. Bereits Ohta et al. (1985) zeigten im
Rahmen ihrer Strukturaufklarung des in der Seliwanoff-Reaktion gebildeten Chromophors, die ei-
nen allgemeinen qualitativen Zuckernachweis Uber die Reaktion der Zuckerabbauprodukte mit Re-
sorcinol ermoglicht, dass ein Austausch des Reaktionspartners die Stabilitat des Chromophors zur
Isolierung verbesserte, ohne dessen Farbe wesentlich zu verandern.

Durch den Ersatz von 5FFA durch 4CBA wurde ein stabileres Modellsystem geschaffen, das die Auf-
klarung einer verwandten chromophoren Struktur ermdglichte. Im Unterschied zu 5FFA zeigt das
Benzolderivat 4CBA in konzentrierter Schwefelsaure eine deutlich geringere Reaktivitat, da Abbau-
und Kondensationsprozesse durch Ring6ffnungen, wie sie fir den Furanring charakteristisch sind,
nicht mehr auftreten. Wahrend im urspringlichen Assay bei Zugabe von 3PP zur konzentrierten
Schwefelsaure eine sofortige Farbbildung zu beobachten war, zeigte sich in diesem Fall zunachst
keine Farbung. Analog zur von Romieu et al. (2018) beschriebenen Pyroninsynthese entstand die
charakteristische Magentafarbung erst unter harscheren Bedingungen, die eine Erhitzung des Re-
aktionsgemisches auf 120 °C erforderten. Das gebildete Chromophor weist ein deutliches Absorp-
tionsmaximum bei 525 nm sowie weitere Banden bei 400 nm und 624 nm auf (Abbildung 37 A).
Diese weiteren Banden im UV/vis-Spektrum geben Hinweise auf die Bildung zusatzlicher chromo-
phorer Spezies, wobei es sich bei der hoherwelligen Bande gemaR den berechneten Werten aus
Tabelle A2 im Anhang um das nicht zyklisierte Triarylmethan-Kation handeln konnte.
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Abbildung 37: Experimentell aufgenommenes UV/vis-Spektrum des Reaktionsgemisches aus 4-Carboxyben-
zaldehyd und 3-Phenylphenol nach Erhitzen in konzentrierter Schwefelsaure (A) und berechnetes UV/vis-
Spektrum von Molekil 38 (B) in konzentrierter Schwefelsaure

Die resultierende Farbe erwies sich gegenlber Verblassen wahrend der Neutralisation als deutlich
stabiler, zeigte jedoch eine partielle Entfarbung. Eine effiziente chromatographische Aufreinigung
der organisch extrahierten Chromophore konnte ausschlieRlich durch Zugabe von TFA zur mobilen
Phase erzielt werden, ohne diesen Zusatz blieb die Elution marginal. Dies legt nahe, dass starke
ladungsbasierte Wechselwirkungen zwischen den Analyten bestehen, die vermutlich durch
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lonenpaarbildung mit TFA unterdriickt werden. Die Detektion bei 520 nm ergab drei eng benach-
barte Fraktionen (Anhang, Abbildung A4), von denen lediglich die erste in ausreichender Menge
und Reinheit als magentafarbenes Pulver isoliert werden konnte. Fur die Strukturaufklarung mittels
NMR-Spektroskopie wurden iber 20 mg dieser Fraktion eingesetzt, dennoch zeigten die erhaltenen
Signale eine geringe Intensitat.

Das *H-NMR-Spektrum (Abbildung 38 A) weist ausschlief’lich Resonanzen im aromatischen Tieffeld
zwischen 7,1 und 8,0 ppm auf, was auf ein grofieres aromatisches System im Vergleich zu Struktur
36 (Abbildung 32) schlief3en lasst. Die Protonen des 4CBA-Bausteins konnen mithilfe der im COSY-
Spektrum visualisierten homonuklearen ), 4-Kopplungen (Abbildung 38 B) bei 8113 = 7,16 ppm und
6n14=7,90 ppm identifiziert werden. Letzteres Signal ist aufgrund der benachbarten Carboxygruppe
stark tieffeldverschoben. Dessen Zuordnung wird durch eine 3, c-Kopplung zu C16 (8c16 = 168 ppm)
im HMBC-Spektrum (Abbildung 38 C) bestatigt. Darliber hinaus lasst sich das charakteristische Mus-
ter des unsubstituierten Phenolring des 3PPs, zwei Tripletts und ein Dublett mit Integralverhaltnis
2:1:2, eindeutig nachweisen (6w = 7,16 ppm, 612 = 7,22 ppm, 613 = 7,89 ppm). Der Integralvergleich
dieser Signale mit den Protonen des 4CBA bestatigt, dass das Molekiil zwei 3PP-Einheiten enthalt.
Signale von H1 und H13 uberlagern sich im Spektrum, konnen jedoch mithilfe der beiden zugeh6-
rigen *C-Verschiebungen (8c1 = 127 ppm, &ci3 = 129 ppm; vgl. HSQC-Spektrum Anhang, Abbildung
A5) in den 2D-Experimenten differenziert werden. Das breite Dublett des H3 ist im Vergleich zum
Triarylmethan 36 (vgl. Abbildung 32) deutlich tieffeldverschoben, was auf eine veranderte chemi-
sche Umgebung bzw. einen veranderten Einfluss des substituierten 3PP-Rings hindeutet. Die fur
Struktur 36 charakteristische Hochfeld-Resonanz des zentralen Kohlenstoffatoms (C11) fehlt hier,
was auf eine Oxidation dieses Zentrums hindeutet und im Einklang mit dem diskutierten Ether-
Kation-Motiv 38 steht. Neben dem Carboxygruppen-Signal zeigt sich eine weitere *C-Resonanz bei
168 ppm, die Uber *Juc-Kopplungen mit H7 (6x7 = 7,25 ppm) und H13 dem zentralen Kohlenstoff-
atom (C11) zugeordnet werden konnte, das die Phenol- und Benzoesdureeinheiten verknulpft. Ein
breites Singulett von H10 (6k10 = 7,49 ppm) sowie allgemein niedrige Signalintensitaten deuten auf
eine schnelle T,-Relaxation hin, was die Annahme einer geladenen Spezies stltzt und bereits von
Jakobsen et al. (1983) fur das Beispiel Pyronin beschrieben wurde.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die analysierte Struktur dem postulierten Xanthylium-lon der
Struktur 38 entspricht. Das massenspektrometrisch detektierte m/z von 515 stiitzt diese These. Da
sich durch die deprotonierte Carboxygruppe von Struktur 38 ein nach aufen neutrales Zwitterion
ergibt, ist dieses nicht direkt per MS nachweisbar. Die beobachtete Masse lasst sich jedoch durch
ein Formiataddukt der hydroxylierten Struktur 38a erkldren (Abbildung 39). In Ubereinstimmung
mit den in Kapitel 4.2.1.1 gemachten Beobachtungen erwies sich die postulierte Verbindung 38 als
wasserlabil, wobei in wassrigem Medium gemaf} Literaturberichten eine Hydroxylierung am zent-
ralen Kohlenstoffatom erfolgen kann (Wittke 1983). Die Kombination aus vorgelagerter chromato-
graphischer Trennung und den niedrigen injizierten Konzentrationen begunstigte daher die Entfar-
bung durch diesen Prozess.
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Eine abschlieRende Bestatigung dieses Strukturmotivs kann auf Grundlage des ermittelten Mole-
kulargewichts sowie der dargestellten NMR-Daten nicht erbracht werden, da mogliche Kopplungs-
beziehungen in Form einer *J,c-Kopplung zwischen den Positionen 6 und 7 Uber die Etherbriicke
hinweg generell nur schwer im HMBC-Spektrum nachweisbar sind und in diesem Fall nicht beo-
bachtet wurden.
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Abbildung 38: 'H-Kernspinresonanzspektrum (500 MHz) (A), correlation spectroscopy-Spektrum (B) und
heteronuclear multiple bond correlation-Spektrum (C) des Chromophors 38, entstanden aus der Reaktion von
3-Phenylphenol mit 4-Carbroxybenzaldehyd. Einzelne Signale sowie Kopplungsbeziehungen wurden farbig
hinterlegt. Alle Spektren wurde in Tetrahydrofuran-ds aufgenommen und auf das entsprechende Ldsungs-
mittelsignal referenziert (6n/.c=3,58/67,57 ppm). Die zugehorigen chemischen Verschiebungen sind in Tabelle
A3 im Anhang gelistet.
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Abbildung 39: Postulierte Hydroxylierung des zwitterionischen Chromophors 38 in wassriger Umgebung

4.2.2.2 Weiterfiihrende Verifizierung der chromophoren Struktur

Einzig durch die Strukturcharakterisierung anhand der NMR- und MS-Daten konnte die postulierte
Struktur des Xanthyliumions aus der Reaktion von 4CBA mit 3PP nicht zweifelsfrei bestatigt wer-
den. So blieb die Bestatigung eines Ringschlusses zum intramolekularen Ether in den dargelegten
NMR-Experimenten offen. Daher wurde die Strukturbestimmung durch quantenchemische Berech-
nungen chemischer Verschiebungen gestutzt, was in Kooperation mit der Abteilung fir Theoreti-
sche Chemie des Instituts fir Physikalische Chemie am Karlsruher Institut fur Technologie erfolgte.

Als diagnostisches Kriterium diente die chemische Verschiebung des zentralen C11-Atoms in der
NMR-Spektroskopie. Zu diesem Zweck wurden Berechnungen fur drei strukturell plausible Spezies
durchgefuhrt, die sich aus den Triarylmethan-Vorlaufern (36 bzw. 39) ableiten lassen: das Xanthy-
lium-lon (37 und 38), das nicht oxidierte Xanthen (40 und 41) sowie das Triarylmethan-Kation (36b
und 39b) (Tabelle 2). Die zugehdrigen Strukturen sind in Abbildung A6 im Anhang zusammenge-
fasst dargestellt.

Tabelle 2: Berechnete und experimentell bestimmte chemische Verschiebungen 6¢ des zentralen Kohlen-
stoffatoms (C11) fur verschiedene Triarylmethan-Strukturen (Tr), Xanthenderivate, Triarylmethan-Kationen
(Tr") und Xanthylium-lonen (Xanthen®) aus 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA), 4-Carboxybenzaldehyd
(4CBA) oder Formaldehyd (FA) nach Reaktion mit 3-Phenylphenol (3PP) oder 3-Dimethylaminophenol
(3DMAP). Alle hier genannten Strukturen werden in Abbildung A6 im Anhang aufgefihrt.

6¢ berechnet in ppm 8¢ experimentell in ppm

SFFA + 3PP Tr (36) 44,0 38,6
5FFA + 3PP Xanthen (40) 447 -
S5FFA + 3PP Tr* (36b) 1579 -
5FFA + 3PP Xanthen® (37) 147,7 -
4CBA + 3PP Tr (39) 50,2 443
4CBA + 3PP Xanthen (41) 50,5 -
4CBA + 3PP Tr* (39b) 183,3 -
4CBA + 3PP Xanthen*(38) 169,5 167,6
FA + 3DMAP Tr (42) 33,6 27,2¢
FA + 3DMAP Xanthen (43) 30,8 26,1!
FA + 3DMAP Xanthen* (44) 145,0 146,11

tWert entnommen aus Jakobsen et al. (1983)
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Die Oxidation des zentralen Kohlenstoffatoms flihrt zu einer deutlichen Tieffeldverschiebung der
13C-Resonanz, wie der Vergleich zwischen dem neutralen Triarylmethan und dem entsprechenden
Kation zeigt. Der anschlief3ende Ringschluss zum intramolekularen Ether (Xanthylium-lon) bewirkt
eine moderate Hochfeldverschiebung, wodurch sich diese Spezies klar von den nicht oxidierten
bzw. nicht zyklisierten Formen unterscheidet.

Der Vergleich der berechneten chemischen Verschiebungen mit den verfiigbaren experimentellen
NMR-Daten sowie mit Literaturwerten zu Pyronin Y und verwandten Strukturen (42 - 44, Abbildung
A6) zeigt, dass die berechneten Werte im Allgemeinen leicht oberhalb der experimentell bestimm-
ten Daten liegen. Besonders bemerkenswert ist die Ubereinstimmung der berechneten Werte fiir
das Xanthylium-lon mit den beobachteten experimentellen Verschiebungen. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit friheren Berichten zu analogen Systemen, wie der saurekatalysierten Kondensa-
tion von Formaldehyd mit 3-Dimethylaminophenol zur Bildung von Pyronin (44) (Jakobsen et al.
1983).

Die Ahnlichkeit zwischen berechneten und experimentellen Absorptionsmaxima, erganzt durch
konsistente NMR- und MS-Daten (vgl. Kapitel 4.2.2.1) sowie die berechnete chemische Verschie-
bung des zentralen Kohlenstoffatoms, erlaubt eine eindeutige Identifizierung der Verbindung als
Xanthen-Derivat 9-(4-Carboxyphenyl)-3,6-diphenyl-9H-xanthen-9-ylium (38).

Im Einklang mit dem identifizierten Xanthylium-Strukturmotiv kénnen auch die nachfolgend be-
schriebenen Eigenschaften des Chromophors erklart werden. Hierzu zahlt zum einen die in konzen-
trierter Schwefelsaure beobachtete Fluoreszenz des Chromophors 38, die eine charakteristische
physikalische Eigenschaft von Xanthenfarbstoffen darstellt (Kemnitz 1991; Sjoback et al. 1995).
Zum anderen bestatigt das NMR-spektroskopische Verhalten des isolierten Chromophors 38 die
Aggregationstendenzen, welche typisch fur Xanthen-basierte Molekule ist. Xanthylium-lonen nei-
gen trotz ihrer kationischen Natur aufgrund des planaren Molekiilgeristes zur Ausbildung von T-
1-Wechselwirkungen (Daré-Doyen et al. 2003). In der Literatur sind unterschiedliche Dimergeomet-
rien beschrieben, darunter parallele Stapelanordnungen (H-Typ), head-to-tail-Anordnungen (J-Typ)
sowie verschiedene intermedidre Strukturen (Kemnitz 1991; Valdes-Aguilera 1989). Im Einklang
mit den Befunden von Daré-Doyen et al. (2003) fiir Pyronin Y und Rhodamin G6 zeigen die *H-NMR-
Spektren des Chromophors 38 in Abhangigkeit von der Konzentration variierende chemische Ver-
schiebungen der Protonen H6 und H10 im Xanthengerust. Dieses Phanomen wird durch ldsungs-
mittelabhangige *H-NMR-Verschiebungen gleicher Konzentrationen des Chromophors 38 bestatigt
(Abbildung 40). Veranderungen in Polaritat und Wasserstoffbriickenbindungsfahigkeit beeinflussen
die chemische Umgebung und stutzen die Annahme einer Modulation des Dimer-Monomer-Gleich-
gewichts. Hier erfahren insbesondere die beiden Protonen des zentralen Xanthyliumgerusts H6 und
H10 die grofite Beeinflussung, da dieses System mafigeblich an der Dimerisierung der Molekiile
beteiligt ist.

Der Einfluss einer Dimerisierung wurde ebenfalls bei geringeren Chromophorkonzentrationen im
Kalibrierberich des untersuchten Assays nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (Arbeitsvorschrift
8.5.1) getestet. Hier wurden die Absorptionsspektren aller Kalibrierpunkte aufgenommen (Anhang,
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Abbildung A7). Da die Maxima alle bei der gleichen Wellenlange von 525 nm liegen und die Spek-
tren dasselbe Profil aufweisen, wurde geschlussfolgert, dass in diesem Konzentrationsbereich die
Dimerisierung keinen erheblichen Einfluss nimmt.

Aceton-d,

T T T T T

80 79 78 77 76 75 74 713 712 71 70
chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 40: *H-Kernspinresonanzspektren (500 MHz) des isolierten Chromophors (38), gebildet in der Re-
aktion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol, geldst in verschiedenen deuterierten Losungsmitteln
in gleicher Konzentration. Die violett hinterlegten Signale kennzeichnen das Dublett des H10, die hellgrau
hinterlegten Singuletts stehen fur H6 (DMSO: Dimethylsulfoxid, THF: Tetrahydrofuran). Alle Spektren wurden
auf das entsprechende Losungsmittelsignal referenziert. Die Nummerierung der Atome erfolgt gemaf Abbil-
dung 38.

4.2.2.3 Ausbildung chromophorer Strukturen aus der Triarylmethan-Farbvorstufe

Die in Kapitel 4.2.1.2 postulierte Reaktion, welche die Bildung des Xanthylium-Chromophors tber
eine Triarylmethan-Zwischenstufe vorsieht, sollte im Folgenden experimentell Uberprift werden.
Hierzu wurde ein zu Verbindung 36 analoges Triarylmethan durch Erhitzen von 4CBA und 3PP in
Eisessig dargestellt. Nach chromatographischer Aufreinigung konnte die gewinschte Verbindung
39 isoliert und mittels NMR- sowie MS-Analysen charakterisiert werden.

Das *H-NMR-Spektrum (Abbildung 41) sowie die im Anhang in Abbildung A8 aufgefiihrten 2D-NMR-
Spektren wurden analog zur Strukturaufklarung von Verbindung 36 ausgewertet. Samtliche Reso-
nanzen lief3en sich Uber homo- und heteronukleare Kopplungen den jeweiligen Strukturelementen
eindeutig zuordnen. Das bei 6,27 ppm beobachtete Singulett kann dabei dem Proton am tertiaren
Kohlenstoffatom im Molekilzentrum (6ci1 = 44,3 ppm) zugewiesen werden. Die resultierende Ver-
bindung weist eine symmetrische Molekulstruktur auf, was sowohl durch die relativen Integrale
bezogen auf ein Proton des Signals 11, als auch durch die experimentell ermittelte molare Masse
von 472 g/mol bestatigt wird.
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Abbildung 41: 'H-Kernspinresonanzspektrum (500 MHz) des synthetisierten Triarylmethans (39) nach der Re-
aktion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol, aufgenommen in Aceton-ds, und referenziert auf das
Losungsmittelsignal (8H = 2,09 ppm). Die zugehdrigen chemischen Verschiebungen sind in Tabelle A4 im
Anhang gelistet.

Die isolierte Verbindung wurde anschlieftend in konzentrierter Schwefelsdaure erhitzt, wobei die
Losung eine ausgepragte Magentafarbung ausbildete. Die hierbei entstandenen Reaktionsprodukte
wurden anschlief’end abgetrennt und sowohl chromatographisch als auch mittels NMR-Spektro-
skopie vergleichend zur charakterisierten Xanthenstruktur 38 analysiert. Aufgrund der geringen er-
haltenen Probenmenge nach der Sdurebehandlung konnte lediglich ein *H-NMR-Spektrum aufge-
nommen werden. Abbildung 42 A zeigt die Chromatogramme von Verbindung 39 vor und nach der
Behandlung mit Schwefelsdure. Hier lasst sich eine vollstandige Umsetzung der Triarylmethan-
Vorstufe feststellen, wobei die detektierten Produkte im Vergleich zur Ausgangsverbindung zu
deutlich friheren RT eluieren. Der erste detektierte Peak des saurebehandelten Isolats kann uber
das bekannte m/z 515 von Verbindung 38a zugeordnet werden, welche wahrend der Chromatogra-
phie im wasserreichen Eluenten aus Struktur 38 gebildet wird. Die nachfolgenden, weniger klar
aufgeldsten Signale sind den mono- bzw. disulfonierten Derivaten der Verbindungen 38 und 39
zuzuschreiben. Diese sulfonierten Strukturen werden folglich durch den Zusatz ,s“ innerhalb einer
Nummerierung zusammengefasst. Bemerkenswerterweise eluieren die sulfonierten Ether-Kation-
Strukturen trotz der durch die Sulfonierung zu erwartenden hoheren Polaritaten bei spateren RT
als das nicht-sulfonierte Analogon mit dem m/z von 515. Dieses auf den ersten Blick paradoxe
Verhalten legt nahe, dass strukturelle Veranderungen, insbesondere eine veranderte Planaritat so-
wie eine modifizierte intramolekulare Ladungsverteilung, die Wechselwirkungen mit der stationa-
ren Phase bzw. der Analytmolekiile untereinander, maRgeblich beeinflussen und dadurch die Elu-
tion starker bestimmen als der reine Polaritatszuwachs.

Der Vergleich der 'H-NMR-Daten des saurebehandelten Vorldufers 39 (ohne Fraktionierung) mit
jenen der isolierten Verbindung 38 (Abbildung 42 B) bestatigt, dass Verbindung 39 in die bereits
zuvor identifizierte Xanthylium-lon-Struktur 38 Uberfuhrt wurde. Zusatzliche Resonanzen im Spekt-
rum des saurebehandelten Triarylmethans lassen sich verschiedenen sulfonierten Spezies zuord-
nen. Die fur das H10-Singulett und das H6-Dublett beobachteten chemischen Verschiebungen sind
hingegen auf Konzentrationsunterschiede der Proben und ein damit verandertes Aggregationsver-
halten (vgl. Abbildung 40) zurtickzufuhren.
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Abbildung 42: Vergleich der Chromatogramme (detektiert bei 265 nm) der isolierten Tiarylmethan-Struktur
(39), entstanden aus der Reaktion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol vor und nach Behandlung
mit konzentrierter Schwefelsaure sowie die relevanten Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z). Demzufolge
wurde 39 in 38a Uberfiihrt (A). 'H-Kernspinresonanzspektren (500 MHz) des charakterisierten Chromophors
38, entstanden aus der Reaktion von 4CBA mit 3PP (B I) im Vergleich zur sdurebehandelten Triarylmethan-
Vorstufe 39 (B Il). Die Spektren wurden in Tetrahydrofuran-dsaufgenommen und auf das Losungsmittelsignal
referenziert (&= 3,58/67,57 ppm).

4.2.3 I|dentifizierung xanthenbasierter Strukturen im Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assay

Im vorhergehenden Kapitel konnte ausgehend vom stabileren Modellsystem 4CBA und 3PP eine
chromophore Struktur isoliert und das aufgrund quantenchemischer Berechnungen postulierte
Xanthylium-Motiv bestitigt werden. Die sehr gute Ubereinstimmung zwischen den fiir das Chro-
mophor aus 5FFA und 3PP (37) berechneten Absorptionswerten mit dem experimentell aufgenom-
menen Absorptionsspektrum aus dem Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assay (vgl. Abbildung 29 und
Abbildung 36) legt nahe, dass es sich hierbei ebenfalls um das entsprechende Ether-Kation-Motiv
9-(5-Carboxyfuran-2-yl)-3,6-diphenyl-9H-xanthen-9-ylium-lon (37) handelt.

Auf Grundlage der fir das saurebehandelte Derivat 39 ermittelten m/z wurden entsprechende Ana-
lysen fur Verbindung 37, deren mit variierender Anzahl an Sulfonsduren substituierten Analoga s-
37 sowie den Vorlaufer 36/s-36 durchgefihrt. Hierfur erfolgte ein gezieltes Screening der jeweili-
gen myz in spezifischen SIM-Spuren (vgl. Arbeitsvorschrift 8.6.1, Tabelle 33) an entsalzten Proben.
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Dabei konnten neben den Triarylmethanstrukturen auch mono-, di- und trisulfonierte Xanthylium-
Strukturen (s-37) nachgewiesen werden. lhre Elutionsreihenfolge erwies sich, wie bereits fiir das
4CBA-Analogon beobachtet, gegenuber den Triarylmethan-Vorstufen umgekehrt als erwartet. Zu-
dem zeigte sich eine partielle Signaliberlappung zwischen Triarylmethan- und Xanthen-Spezies.
Insgesamt traten die Xanthene in deutlich geringerer relativer Intensitat auf als die entsprechenden
Triarylmethan-Vorldufer (Abbildung 43). Dies lasst sich einerseits durch Verluste infolge der Was-
serzugabe vor dem Entsalzungsschritt erklaren. Andererseits ist bekannt, dass vergleichbare Xan-
thenfarbstoffe auRergewdhnlich hohe molare Extinktionskoeffizienten besitzen, sodass bereits ge-
ringste Mengen eine intensive Farbung hervorrufen (Sjoback et al. 1995). Strukturen mit der fir
Verbindung 38a entsprechenden Masse wurden nicht gezielt erfasst; ein partieller Farbverlust war
jedoch sichtbar, weshalb von einer Wassersubstitution wahrend des Entsalzungsprozesses auszu-

gehen ist.
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Abbildung 43: Chromatogramm der aromatischen Reaktionsprodukte (detektiert bei 265 nm) aus der Reaktion
von 5-Formyl-2-furancarbonsdure (5FFA) und 3-Phenylphenol (3PP) mit farbiger Zuordnung der Signale zu
den entsprechenden Triarylmethan-Farbvorlaufern sowie zu den identifizierten Xanthen-Strukturen. Hierbei
eluieren hoher sulfonierte Triarylmethane friher, wohingegen Xanthyliumionen mit zunehmender Anzahl an
Sulfonsauresubstituenten spater eluieren.

Abbildung 44 zeigt den aus den vorliegenden Ergebnissen abgeleiteten Reaktionsmechanismus.
Demnach kondensieren zwei 3PP-Molekiile unter Saurekatalyse mit einem Molekil 5FFA im Rah-
men einer elektrophilen aromatischen Substitution, bei der die Protonierung der Aldehydgruppe
ein reaktives Carbeniumion als Zwischenstufe erzeugt. Die bevorzugte Substitution in ortho-Posi-
tion relativ zur Hydroxylgruppe des 3PPs ermdglicht anschlief3end die intramolekulare Etherbil-
dung, die durch die stark dehydratisierenden Eigenschaften konzentrierter Schwefelsdaure zusatz-
lich gefordert wird (Feigl 1966). Parallel zur Zyklisierung verlauft vermutlich eine Oxidation, was
sich in der sofortigen Farb-entwicklung beim Zusatz des phenolischen Reagenzes widerspiegelt.
Auch wenn konzentrierte Schwefelsdure in der Literatur nur selten als Oxidationsmittel beschrie-
ben wird und dies zumeist im Zusammenhang mit metallischen Systemen erfolgt (Holleman et al.
2017), kann ihre Beteiligung hier nicht ausgeschlossen werden. Eine dhnliche mechanistische In-
terpretation findet sich in Ausfihrungen zum Chromotropsaure-Test auf Formaldehyd, bei dem
Georghiou und Ho (1989) die Oxidation eines Xanthen-Intermediats durch Schwefelsaure unter
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gleichzeitiger Reduktion zu schwefliger Saure postulierten, wenn auch ohne direkten experimen-
tellen Nachweis (Fagnani et al. 2003; Georghiou und Ho 1989).
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Abbildung 44: Postulierter Reaktionsmechanismus der Chromophorbildung innerhalb der photometrischen
Uronsaureanalyse nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973). Nach Abbau der Uronsaure (hier Galacturo-
nsaure, 1) zu 5-Formyl-2-furancarbonsaure (3) kondensiert diese in konzentrierter Schwefelsaure mit zwei
Molekilen 3-Phenylphenol (30, 3PP) zu einem Triarylmethan (36), welches sulfoniert (s) sein kann. Dieses
reagiert unter Bildung eines intramolekularen Ethers sowie durch Oxidation zum finalen, partiell sulfonierten
Chromophor (s-37). Durch die Substitution des 3PPs mit einer variierenden Anzahl an Sulfonsauregruppen
entstehen eine Vielzahl chromophorer Strukturen. Struktur 36 kann zudem auch in verdinnter Sdure gebildet
werden, eine Zyklisierung und Oxidation findet jedoch erst in der konzentrierten Schwefelsdure statt.

Der Einfluss von gelostem Sauerstoff konnte im Einklang mit den fiir das Chromotrophsaure-Assay
gemachten Beobachtungen durch Fagnani et al. (2003) ausgeschlossen werden, da unter Sattigung
der Schwefelsaure mit N, identische Absorptionen erhalten wurden. Ebenso erscheint die Beteili-
gung weiterer oxidativ wirksamer Spezies unwahrscheinlich, da die isolierten Triarylmethan-Vor-
laufer bereits beim Zusatz von Saure unmittelbar eine Farbentwicklung zeigten. Insgesamt deuten
alle Befunde darauf hin, dass die treibende Kraft fur Oxidation und Ringschluss in der besonderen
Stabilisierung durch die Ausbildung eines planaren, vollstandig konjugierten aromatischen Xanthy-
lium-Systems liegt. Dartber hinaus flihrt die mégliche Mehrfachsubstitution mit Sulfonsauregrup-
pen an unterschiedlichen Positionen des 3PPs zu einer Vielzahl struktureller Variationen. Berech-
nungen zufolge (vgl. Kapitel 3.5.2) unterscheiden sich diese Varianten jedoch in ihren Absorptions-
maxima und Extinktionskoeffizienten nicht signifikant vom unsubstituierten Chromophor und tra-
gen daher gleichermafen zu der bei 520 nm beobachteten charakteristischen Farbintensitat bei

(Anhang, Abbildung A9).
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4.3 Einfluss von Borat auf die photometrische Analyse des Gesamturonsau-
regehalts

4.3.1 Identifizierung des Einflusses von Borat

Borationen werden vielfach in der kolorimetrischen Analyse von US zur Steigerung der Sensitivitat
eingesetzt (Bitter und Muir 1962; Blumenkrantz und Asboe-Hansen 1973; Filisetti-Cozzi und Carpita
1991; Gregory 1960). Besonders bewahrt hat sich hierbei der Einsatz einer schwefelsauren Losung
von Natriumtetraborat. Aufgrund der verwendeten starken Saure ist jedoch, wie bereits in Kapitel
3.4.3.1 dargestellt, davon auszugehen, dass nicht das Tetraborat selbst, sondern vielmehr Borsaure
bzw. deren Sulfato-Komplexe die eigentlichen reaktiven Spezies darstellen. Zudem wird keine An-
derung des Absorptionsmaximums wahrgenommen, was auf eine vermutlich katalytische Wirkung
des Borats hinweist (Yapo 2012).

Im Folgenden wird der Einfluss von Borat auf die verschiedenen Schritte des Assays untersucht. Zu
diesem Zweck wurden sowohl die Gesamtreaktion (Kapitel 4.3.1.1) als auch die einzelnen Schritte,
einschliefilich des Abbaus der US zu 5FFA (Kapitel 4.3.1.2) sowie der Chromophorbildung ausge-
hend von 5FFA und dem synthetisierten Triarylmethan-Vorlaufer (vgl. Kapitel 4.2.1.3, Struktur 36)
(Kapitel 4.3.1.3), separat betrachtet.

4.3.1.1 Einfluss von Borat auf Ebene der Gesamtreaktion

Es konnte gezeigt werden, dass der Effekt des Borats von der Struktur der jeweiligen US abhangt.
Fir zur Lactonbildung neigende US wurde hierbei eine deutlich starkere Empfindlichkeitssteige-
rung beschrieben (Bitter und Muir 1962; Scott 1979). Ein Maf fur die Empfindlichkeit einer photo-
metrischen Analyse stellt die Steigung der unter Annahme des Lambert-Beerschen Gesetztes line-
aren Kalibriergeraden dar. In Abbildung 45 A sind exemplarisch die Kalibrierungen der in der Natur
am haufigsten vorkommenden US, GalA und GlcA, gegenubergestellt. Im von Blumenkrantz und
Asboe-Hansen (1973) vorgeschlagenen Konzentrationsbereich von 10 - 85 mg/L (£ 0,051 - 0,44
mM) war ein Vergleich mit ManA und GulA nicht moglich, da fur diese ohne Boratzusatz keine aus-
wertbaren Kalibrierungen erhalten werden konnten.

A o GalA, ohne Borat

104 e Gala, mit Borat

GlcA, ohne Borat
GlcA, mit Borat

B GlcA, ohne Borat
1.0+ GlcA, mit Borat

o GlcAL, ohne Borat

GlcAL, mit Borat

0,8

0,6

Absorption
Absorption

04

T T T T 0,0 T T T
0,1 0,2 03 0,4 01 0,2 0,3 0,4

Uronsaurekonzentration in mM Uronsaurekonzentration in mM

Abbildung 45: Vergleich der photometrisch erstellten Kalibriergeraden von Galacturonsaure (GalA) und
Glucuronsaure (GLlcA) (A) sowie GlcA und Glucuronsaure-6,3-lacton (GlcAL) (B), durchgefiihrt nach Arbeitsvor-
schrift 8.5.1 mit und ohne borathaltiger Schwefelsaure
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Der Vergleich der Geradensteigungen in Abbildung 45 erlaubt eine Abschatzung der Effektstarke
des Boratzusatzes. Dabei zeigt sich, dass GlLcA mit einer Sensitivitatssteigerung von ca. 250 % deut-
lich starker beeinflusst wird als GalA mit ca. 70 %. Im Gegensatz zu den Angaben in der Literatur,
konnte somit auch fir GalA eine signifikante, wenngleich geringere Empfindlichkeitssteigerung
nachgewiesen werden. Es ist jedoch zu berlicksichtigen, dass diese Literaturdaten unter abgewan-
delten Reaktionsbedingungen, insbesondere unter Sulfamat-Zusatz, erzielt wurden (Filisetti-Cozzi
und Carpita 1991). Obwohl der Boratzusatz die Empfindlichkeit der GalA- und GlcA-Analysen anna-
hernd angleichen konnte, wurde eine vollstandig vergleichbare Empfindlichkeit nicht erreicht.

Die beobachteten Unterschiede stehen mdglicherweise im Zusammenhang mit der stereochemi-
schen Variation am C4 der US: Wahrend GalA kein stabiles 6,3-Lacton ausbilden kann, ist dies bei
GLlcA moglich. Der Eingriff des Borats in das Lacton-Saure-Gleichgewicht liefert somit eine plausible
Erklarung fur die Unterschiede in der Starke des Effekts (Scott 1979). Folglich wurde auch der Ein-
fluss des Boratzusatzes auf den Assay, ausgehend vom GlcA-6,3-Lacton (GLlcAL) untersucht (Abbil-
dung 45 B). Hierbei ergaben sich keine signifikanten Sensitivitatsunterschiede, sodass von einer
identischen Gleichgewichtseinstellung zwischen Lacton und Saure auszugehen ist, die unabhangig
von der Ausgangsform (GLcAL oder GlcA) erreicht wird. Dieser Aspekt wurde in Abhangigkeit der
Saurekonzentration in Kapitel 4.3.2 naher beleuchtet.

Zusatzlich zur Beurteilung der gesteigerten Empfindlichkeit wurde die zeitliche Entwicklung der
Absorption bei einer mittleren Kalibrierkonzentration (40 mg/L) fir GalA und GLlcA im Assay unter-
sucht (Abbildung 46). Zur Bewertung der Signalstabilitat wurde der Absorptionsabfall als prozen-
tuale Anderung angegeben, jeweils bezogen auf die anfangliche Absorption nach 5 min sowie die
Endabsorption nach 90 min (Tabelle 3).
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Abbildung 46: Zeitlicher Verlauf der Absorption eines Galacturonsaure-Standards (0,26 mM) (A) sowie eines
Glucuronsaure-Standards (0,26 mM) (B) mit (@) und ohne (O) Boratzusatz im kolorimetrischen Assay nach
Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973)
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4.3 Einfluss von Borat auf die photometrische Analyse des Gesamturonsauregehalts

Tabelle 3: Prozentuale Absorptionsdifferenz (AA) zwischen 5 min und 90 min der in Abbildung 46, A gezeigten
zeitlichen Absorptionsverlaufe der Galacturonsaure (GalA) und Glucuronsaure (GlcA), analysiert mit borathal-
tiger (12,5 mM) sowie boratfreier konzentrierter Schwefelsaure

AA mit Borat in % AA ohne Borat in %
GalA 6,9 341
GlcA 10,9 30,3

Neben der Sensitivitatssteigerung wird in der Literatur auch ein Einfluss von Borat auf die Farbsta-
bilitat des gebildeten Chromophors beschrieben (Yapo 2012). Wie bereits in Abbildung 29 gezeigt,
weist das im Assay nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) gebildete Chromophor eine uber
90 min anhaltende Farbstabilitdat auf, wobei die Absorption nach etwa 20 min einen konstanten
Wert erreicht. Die anfanglichen Absorptionen ausgehend von GalA (Abbildung 46 A), gemessen nach
5 min, liegen, unabhangig vom Boratzusatz, bei vergleichbaren Werten. Dennoch fallt die Absorp-
tion ohne Borat deutlich starker ab und erreicht erst nach 40 min einen konstanten Wert. Das Ab-
sorptionsprofil der GLcA (Abbildung 46 B) unterscheidet sich deutlich von demjenigen der GalA. In
diesem Beispiel weichen die anfanglichen Absorptionswerte der untersuchten Proben bereits er-
heblich voneinander ab. Die in Gegenwart von Borat analysierte Probe weist nach 5 min eine deut-
lich hohere Absorption auf als die Probe gleicher GlcA-Konzentration, die mit boratfreier konzen-
trierter Schwefelsaure umgesetzt wurde. Diese Beobachtung verdeutlicht, dass der Effekt des Bo-
rats abhangig von der eingesetzten US ist. Beriicksichtigt man hingegen den prozentualen Absorp-
tionsabfall (AA, Tabelle 3), so zeigen sowohl GalA als auch GLlcA ein ahnliches Verhalten. Die Zugabe
von Borat fuhrt zu einem deutlich geringeren Absorptionsverlust von etwa 7 - 10 %, wohingegen
in Abwesenheit von Borat nach 90 min eine Reduktion der Absorption um rund 30 % zu verzeichnen
ist.

Diese Daten verdeutlichen, dass Borat im Zusammenspiel mehrerer, von der jeweiligen US abhan-
giger Effekte wirkt, deren relative Auspragung variiert und somit in unterschiedlichem Mafe zur
Steigerung der Analysensensitivitat beitragt. Um diese Effekte voneinander abzugrenzen, wurde
der Einfluss des Borats anschliefend getrennt fiir die zwei zentralen Prozessschritte untersucht: die
Umsetzung der US zu 5FFA in konzentrierter Schwefelsdaure (Kapitel 4.3.1.2) sowie die Bildung des
Xanthyl-ium-Chromophors aus 5FFA und 3PP bzw. aus dem entsprechenden Triarylmethan-Vorlau-
fer (36) (Kapitel 4.3.1.3).

4.3.1.2 Einfluss von Borat auf den Abbau der Uronsaure

Auf Basis der in Kapitel 4.3.1.1 prasentierten Ergebnisse, liegt die Vermutung nahe, dass eine durch
Boration verstarkte Bildung von 5FFA einen mafigeblichen Beitrag zur beobachteten Sensitivitats-
steigerung leistet. Um diese Hypothese zu Uberprifen, erfolgte eine chromatographische Quantifi-
zierung der 5FFA-Gehalte, die infolge des Sdureabbaus verschiedener US in Abhangigkeit vom Bo-
ratzusatz erhalten wurden (Abbildung 47). Dabei fanden auch ManA und GulA Berucksichtigung.
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Abbildung 47: 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA)-Konzentrationen, die aus dem Abbau verschiedener
Uronsauren in borathaltiger und boratfreier konzentrierter Schwefelsaure resultierten (GalA: Galacturonsaure,
GlcA: Glucuronsaure, GulA: Guluronsaure, ManA: Mannuronsaure)

Fir GLlcA und GulA fihrt die Zugabe von Borat zu einer um etwa 280 % gesteigerten 5FFA-Ausbeute.
Besonders ausgepragt zeigt sich dieser Effekt bei ManA, die erst in Anwesenheit von Borat in nach-
weisbarem Umfang zu 5FFA abgebaut wird. Diese Befunde verdeutlichen, dass Borat die Bildung
von 5FFA bei allen lactonisierbaren US signifikant fordert. Inwieweit hier ein Eingriff des Borats in
das Lacton-Saure-Gleichgewicht eine Rolle spielt, wird in Kapitel 4.3.2 naher erortert.

Im Gegensatz dazu lasst sich fur GalA keine erhohte 5FFA-Bildung feststellen. Die in Abbildung 45
A dokumentierte Sensitivitatssteigerung von 70 % durch einen Boratzusatz erscheint unter diesem
Gesichtspunkt nicht durch eine verstarkte SFFA-Generierung erklarbar. Vielmehr deutet dieses Er-
gebnis auf einen alternativen, von der 5FFA-Bildung unabhangigen Wirkmechanismus hin, welcher
im folgenden Kapitel untersucht wird.

4.3.1.3 Einfluss von Borat auf die Bildung des Chromophors

Nach dem Abbau der US zu 5FFA reagiert dieses mit 3PP Uber die Bildung einer Triarylmethan-
Zwischenstufe zur Ausbildung des Xanthylium-Chromophors (vgl. Kapitel 4.2). Um den Einfluss von
Borat wahrend dieses Reaktionsschritts zu untersuchen, wurde der Assay ausgehend von 5FFA
durchgefuhrt. Zur Bewertung der Sensitivitatssteigerung wurden Kalibrierkurven fur 5FFA sowohl
in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Borat, analog zum Vorgehen in Abbildung 45, aufge-
nommen (Abbildung 48). Diese Kalibrierungen weisen deutlich hohere Steigungen auf als diejeni-
gen, die ausgehend von den US nach Erhitzung erhalten wurden, was auf einen unvollstandigen
Abbau der US zu 5FFA hinweist. Gleichzeitig zeigte sich auch in diesem Ansatz eine signifikante
Empfindlichkeitssteigerung durch Borat. Dies bestatigt, dass der empfindlichkeitssteigernde Effekt
nicht ausschlieflich auf eine verstarkte 5FFA-Bildung zuruickzufiihren ist, sondern zudem einen
Einfluss auf die Bildung des Chromophors nimmt.
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Abbildung 48: Vergleich der photometrisch erstellten Kalibriergeraden von 5-Formyl-2-furancarbonsaure
(5FFA), durchgefihrt nach Arbeitsvorschrift 8.5.1, mit und ohne borathaltiger Schwefelsaure.

Zum besseren Verstandnis dieses weiteren Effekts wurden die zeitlichen Absorptionsprofile sowohl
aus der Reaktion von 5FFA mit 3PP als auch aus der Umsetzung des isolierten Triarylmethan-Vor-
laufers (36) erfasst (Abbildung 49). Die prozentuale Abnahme der Absorption ist in Tabelle 4 zu-
sammengefasst. Aufgrund der schnellen Farbentwicklung erfolgte die erste Messung beim Vorlau-

fer bereits nach 1 min.
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Abbildung 49: Zeitlicher Verlauf der Absorption eines 5-Formyl-2-furancarbonsaure-Standards (0,26 mM) (A)
sowie der synthetisierten Triarylmethan-Vorstufe (36) (Konzentration unbekannt) (B) mit (®) und ohne (O)
Boratzusatz im kolorimetrischen Assay nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973).

Tabelle 4: Prozentuale Absorptionsdifferenz (AA) zwischen 5 bzw. 1 min und 90 min der in Abbildung 49
gezeigten zeitlichen Absorptionsverldufe der 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) und des Triarylmethan-
Vorlaufers (36), analysiert mit borathaltiger (12,5 mM) sowie boratfreier konzentrierter Schwefelsaure

AA mit Borat in % AA ohne Borat in %
S5FFA 10,6 27,6
Triarylmethan, 36 111 25,5
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Die in Abbildung 49 dargestellten Absorptionsprofile verdeutlichen, dass Borat auch den Reakti-
onsschritt der Chromophorbildung maRgeblich beeinflusst. Die Ahnlichkeit zum Absorptionsprofil
einer GalA-Probe aus Abbildung 46 A lasst vermuten, dass dieser Borat-Effekt vor allem fur die in
Abbildung 45 A beobachtete Sensitivitatssteigerung der GalA-Kalibriergeraden verantwortlich ist.

Die anfanglichen Absorptionswerte in den Abbildung 49 A und B liegen unabhangig von der Borat-
zugabe auf jeweils vergleichbarem Niveau. Im Verlauf der Messungen zeigt sich jedoch, dass die
Absorptionen in Abwesenheit von Borat gleichermaen starker abnehmen und schliefilich etwa
25 - 27 % niedriger ausfallen als bei Zugabe von Borat (Tabelle 4). Dies gilt sowohl fiir die Reaktion
ausgehend von 5FFA als auch vom Vorldufer. Diese Befunde deuten darauf hin, dass Borat insbe-
sondere die Stabilisierung des Chromophors fordert und somit zu héheren Endkonzentrationen zum
Messzeitpunkt fuhrt, wahrend die initiale Chromophorbildung weitgehend unbeeinflusst bleibt.

Somit konnte neben dem in Kapitel 4.3.1.2 beschriebenen verstarkten Abbau der US ein weiterer
Effekt von Borat identifiziert werden: die Steigerung der finalen Chromophorkonzentration nach
der verwendeten Reaktionszeit von 20 min. Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen die-
ser Stabilisierung werden in Abschnitt 4.3.3 eingehend erortert.

4.3.2 Beeinflussung der Lactonisierung von Uronsauren

Lactonisierbare US liegen in schwefelsaurer Umgebung in einem Gleichgewicht mit ihrer Lacton-
form vor (vgl. Abbildung 2). Inwieweit ein Boratzusatz einen Einfluss auf dieses Gleichgewicht
nimmt, soll nachfolgend Uberprift und diskutiert werden. Eine etwaige Komplexbildung von Borat
bzw. Borsaure mit Kohlenhydraten sowie eine Ausbildung von Borsaurestern werden in diesem
Zuge Uberpruft.

Die als Lewissaure fungierende Borsaure stellt aufgrund ihres leeren p-Orbitals ein starkes Elekt-
rophil dar und geht bevorzugt Reaktionen mit nukleophilen Gruppen wie Diolen, a-Hydroxycarbon-
sauren und Polyolen ein (Rietjens und Steenbergen 2005). Dabei entstehen Boratmono- und -dies-
ter, deren Natur mafigeblich vom pH-Wert bestimmt ist (Abbildung 50). Wahrend fir Diole eine
verstarkte Komplexbildung im basischen Bereich durch Steigerung der Nukleophilie des deproto-
nierten Alkohols beschrieben wird, reagieren Hydroxycarbonsauren bereits unter moderat sauren
Bedingungen effektiv mit Borsaure unter Ausbildung zyklischer Strukturen (Bishop et al. 2004;
Maseda et al. 2021; van Duin et al. 1984). US wie die GlcA weisen sowohl Diolgruppen im Zucker-
gerust als auch eine Carboxyfunktion auf, somit sind beide Motive zur Komplexbildung befahigt. In
der Literatur wird Uberwiegend eine Boratesterbildung Uber die Diolgruppen postuliert (Takeuchi
et al. 1997). Es existieren jedoch auch Hinweise auf eine Reaktivitat der Carboxygruppe gegenuber
Borsaure, insbesondere im neutralen Milieu (Gray und Houston 2002; Kose et al. 2010). Im stark
sauren pH-Bereich kommt es zu einer deutlichen Abnahme der Komplexbildung. Wie Pizer (2017)
als auch Pappin et al. (2012) zeigen konnten, ist diese auf die Protonierung der Carboxygruppen
zurtickzufthren, wodurch die initiale Bildung von Boratmonoestern blockiert wird. Zugleich nimmt
die Nukleophilie der Hydroxygruppen, im Vergleich zum alkalischen Milieu, ab. Fir US, wie GlcA
bedeutet dies, dass unterhalb eines pH-Werts von etwa drei keine nennenswerte Interaktion mehr

uber die Carboxyfunktion maoglich ist (Badin et al. 1953).
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Abbildung 50: Ausbildung von Boratmono- und diestern im neutralen bis leicht sauren pH-Bereich mit Bor-
saure und einem Diol (A) sowie einer a-Hydroxycarbonsduren (B). Die Abbildung wurde in Anlehnung an
Pappin et al. (2012) sowie Kose et al. (2010) erstellt.

Das Gleichgewicht zwischen Lacton und freier Carboxygruppe in Abhangigkeit von Borat wurde am
Beispiel der GlcA sowie des GlcAL mittels verschiedener NMR-Experimente untersucht. Abbildung
51 zeigt die 'H-NMR-Spektren dieser beiden Spezies. Hierbei ist zu erkennen, dass die Lactonsig-
nale im Vergleich zur Saure eine Tieffeldverschiebung erfahren und somit in einem Lacton/Saure-
Gemisch gut unterscheidbar sind.
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Abbildung 51: *H-Kernspinresonanzspektren (500 MHz) des Glucurono-6,3-lactons (oben) sowie der Glucu-
ronsaure (unten), gemessen in Deuteriumoxid und referenziert auf das Signal von Aceton (64 = 2,22 ppm)

Um mdoglichst identische Bedingungen der photometrischen Analyse im NMR-Maf3stab zu simulie-
ren, wurden verschiedene Losungsmittelsysteme in Betracht gezogen. Eine zum Assay identische
Umgebung stellt die Analyse in konzentrierter, deuterierter Schwefelsaure dar. Aufgrund messtech-
nischer Einschrankungen, sowie dem in dem Medium zugig stattfindenden Abbau der Zucker, wurde
diese Moglichkeit verworfen. Die alternative Anwendung polarer aprotischer Losungsmittel, wie
deuteriertes Dimethylsulfoxid (DMSO-ds) mit Zugabe katalytischer Sauremengen, zeigte sich auf-
grund der schlechten Loslichkeit von Borat ebenfalls als ungeeignet. Aus diesem Grund wurde
wassrige deuterierte Schwefelsaure als Losungsmittel ausgewahlt, um den Einfluss von Borat auf
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die Lactonisierung zu untersuchen. Abbildung 52 zeigt die *H-NMR-Spektren der GlcA in unter-
schiedlich konzentrierter Saure und somit die pH-Abhangigkeit des GLcAL:GlcA-Verhaltnisses.

GlcA H2a, H3B, H4

1MD,SO, H3a

2MD,S0,

nE

4MD,SO,

N G o
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Abbildung 52: *H-Kernspinresonanzspektren (500 MHz) der Glucuronsaure (GlcA) unter Variation der Schwe-
felsaurekonzentration zur Beurteilung des Glucurono-6,3-lacton (GlcAL):GlcA-Verhaltnisses. Zur Integration
verwendete Signale wurden grau hinterlegt. Alle Spektren wurden auf die chemische Verschiebung des
2,2,3,3-d,~(Trimethylsilyl)propionsaure-Signals (64 = 0 ppm) referenziert.

Mit zunehmender Saurekonzentration erfahren die Signale im Spektrum eine unterschiedlich stark
ausgepragte Tieffeldverschiebung. Dies lasst sich auf einen entschirmenden Effekt der in der Lo-
sung enthaltenen Sulfationen zurickfuhren, welcher durch Shoolery und Alder (1955) beschrieben
wurde. Zudem ist eine Signalverbreiterung mit steigender Saurekonzentration erkennbar, welche
auf eine kilrzere T,-Zeit zurtickgefihrt werden kann. Zur Quantitativen Analyse wurde hier ein ho-
herer Delay (35 s) gemaR Tabelle 24 gewahlt. Durch das Flachenverhaltnis ausgewahlter Signale
des Lactons sowie der Saure kann das GLcAL:GlcA-Verhaltnis bestimmt werden. Hierzu wurden die
charakteristischen Signale des Lactons von H3 (6u3za = 4,99 ppm; 63,3 = 5,04 ppm) und H4 (s =
4,96 ppm; 6nap = 5,02 ppm) sowie der Saure von H2 — 4 (6n2« = 3,59 ppm; 6r2p = 3,30 ppm; Snse =
3,74 ppm; &uzg = 3,55 ppm; &us = 3,55 ppm) ausgewahlt und folgendermafien verrechnet:

34A H3+H4 .. . GlCAL:GlcA
GleaL( ) lactonisierte US in % = ——— * 100
2xAgica(H2+H3+H4) GIcAL:GlcA+1

GIcAL: GlcA =

Dabei beschreibt Agca. die Summe der Flache von Proton 3 und 4 des Lactonsignals und Ag die
entsprechende Flachensumme aus Proton 2 - 4 der Saure. Anhand dieser Ergebnisse kann gezeigt
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werden, dass das Gleichgewicht mit zunehmender Saurekonzentration hin zur Lactonform verscho-
ben wird. So liegt in der 1 M Saure 12,2 % der GlcA als Lacton vor, in 2 M Saure steigt der Lacton-
anteil auf 22,5 % bis hin zur 8 M Saure mit einem Lactonanteil von 75 %. Hieraus lasst sich schlie-
3en, dass im Assay nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) die Lactonform der GLcA in kon-
zentrierter Saure dominiert.

Die Interaktion mit Borat wurde in gleicher Weise untersucht. Hierzu wurde Borat in einem Verhalt-
nis von 1:1 zur GlcA sowohl in Wasser als auch bei einer Saurekonzentration von 8 M zugesetzt. Zur
Ein-stellung des Gleichgewichts bzw. Forcierung einer moglichen Reaktion wurden die Proben ana-
log zum Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assay erhitzt. Hierbei ist zu beachten, dass im Gegensatz zur
konzentrierten Schwefelsaure nicht ausschliefilich von Borsdure als reaktiver Spezies ausgegangen
werden kann. Diese Tatsache schrankt die Aussagekraft der in Abbildung 53 dargestellten Ergeb-
nisse stark ein.

8 MD,SO, + Borat
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Abbildung 53: H-Kernspinresonanzspektren (500 MHz) der Glucuronsaure in Deuteriumoxid und 8 M deute-
rierter Schwefelsaure mit und ohne Boratzusatz (Verhaltnis 1:1 zur Uronsaure) nach Erhitzen fir 5 min bei
95 °C. Alle Spektren wurden auf die chemische Verschiebung des 2,2,3,3-d,-(Trimethylsilyl)propionsaure-Sig-
nals (6 = 0 ppm) referenziert.

Das Spektrum der GlcA zeigte sich nach Erhitzen bei 95 °Cin D,0 unverandert zu dem in Abbildung
51 gezeigten Standardspektrum. Somit konnte eine Veranderung des Analyten, allein durch die
Hitzeeinwirkung ausgeschlossen werden. Das Spektrum der GlcA weist in Gegenwart von Borat
ohne Saurezugabe neben den bestehenden Signalen, im Bereich von 64 =4 - 4,5 ppm bzw. 5,7 ppm
neue, teils stark verbreiterte Signale auf. Weitere Signale, wie die des H2 und H3 der US nehmen
ab (Abbildung 53). Diese neuen Signale bilden innerhalb eines HSQC-TOCSY-Spektrums (Anhang,
Abbildung A10) ein neues Spinsystems, welches sich von dem der GlcA abgrenzt. Somit kann bei
einem neutralen pH-Wert eine Interaktion des Borats mit der US nachgewiesen werden. Aufgrund
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der durch Borat negativ beeinflussten Auflosung ist eine konkrete Zuordnung dieser Signale jedoch
nicht moglich, wodurch keine Aussage zur Art der Interaktion des Borates getroffen werden kann.

Wird eine entsprechende Analyse in 8 M Saure durchgefihrt, verschwinden die beschriebenen zu-
satzlichen Signale. Der verringerte pH-Wert verhindert somit die kovalente Interaktion von Borat
bzw. der hier vermehrt vorliegenden Borsaure mit der US, was im Einklang mit dem in der Literatur
beschriebenen Verhalten im stark Sauren steht (Badin et al. 1953; Pizer 2017). Die Berechnung des
GLcAL:GlcA-Verhaltnis ergab zudem im Vergleich zur entsprechenden Probe ohne Boratzusatzt kei-
nen Unterschied und lag weiterhin bei einem Lacton-Anteil von 75 %. Dies lasst den Schluss zu,
dass der Zusatz von Borat innerhalb dieses experimentellen Designs keinen Einfluss auf das
GLcAL:GlcA-Verhaltnis hat und somit die in der Literatur durch Scott (1979) beschriebene Hypothese
nicht bestatigt werden konnte. Wie bereits zu Beginn erwahnt, weichen die experimentellen Bedin-
gungen insbesondere im Wassergehalt und pH-Wert von der eigentlichen Reaktionsumgebung der
konzentrierten Schwefelsdure ab, wodurch die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse nicht gewéhrleis-
tet sein muss. Dennoch ist davon auszugehen, dass Borsdure keine messbare kovalente Interaktion
mit der US eingeht. Ob der beobachtete Effekt des verstarkten Abbaus der lactonisierbaren US auf
andere Spezies, wie etwa Sulfato-Komplexverbindungen, oder nicht kovalente bzw. generell mit-
tels NMR nicht nachweisbare Interaktionen der Borsaure zurtickzufiihren ist, bleibt offen.

4.3.3 Beeinflussung der Stabilitat des Chromophors

Wie bereits in Kapitel 4.3.1 dargestellt, wird ein stabilisierender Effekt von Borat auf das gebildete
Chromophor vermutet. In Anwesenheit von Borat zeigte sich eine hdhere und Uber die Zeit stabili-
sierte Farbintensitat, die im entsprechenden Vergleich zur Reaktion ohne Boratzusatz zu héheren
Absorptionswerten fuhrte (vgl. Abbildung 46)

Zur Uberprifung der Stabilitat der eingesetzten Reagenzien wahrend der Erhitzung bzw. Standzeit
in konzentrierter Schwefelsaure wurden NMR-Messungen durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich in den
Spektren des 3PP signifikante Veranderungen (Abbildung 54).

Insbesondere die Spektren des mit konzentrierter Schwefelsaure unter Boratzusatz behandelten
3PPs unterscheiden sich stark von dem des nativen 3PP. Mithilfe verschiedener 2D-Experimente
sowie dem Vergleich der Integrale im *H-NMR-Spektrum konnten vier verschiedene Spezies, inklu-
sive des 3PP-Standards, in der Schwefelsaure mit Boratzusatz identifiziert werden. In geringen Kon-
zentrationen finden sich diese zusatzlichen Signale ebenfalls nach Standzeit in boratfreier Saure,
sind allerdings in Abbildung 54 aufgrund ihrer geringen Intensitat kaum erkennbar. Wie bereits in
Kapitel 4.2.1.2 im Rahmen der Strukturaufklarung des Chromophors beschrieben, konnten anhand
des Molekulargewichts sulfonierte Spezies sowohl der Triarylmethan-Vorstufe als auch des 3PP
nachgewiesen werden. Die entsprechenden Massen des einfach und zweifach sulfonierten 3PPs
(250 g/mol und 330 g/mol) wurden auch hier mittels UHPLC-MS bestatigt (Anhang, Abbildung A11).
Die Vielzahl teils breiter Signale weist darauf hin, dass mehrere sulfonierte Spezies parallel gebildet
werden, was eine quantitative Erfassung des Sulfonierungsgrades erheblich erschwert.
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3PP in H,SO, + Borat
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o0 I !
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Abbildung 54: 'H-Kernspinresonanzspektren (500 MHz) eines 3-Phenylphenol (3PP)-Standards, des mit kon-
zentrierter Schwefelsaure behandelten und nach 20 min extrahierten 3PPs sowie des mit konzentrierter
Schwefelsaure unter Zusatz von Natriumtetraborat (12,5 mM) behandelten und extrahierten 3PPs. Alle Spek-
tren wurde in Aceton-ds aufgenommen und auf das Losungsmittelsignal (6w = 2,09 ppm) referenziert.

Wird anstelle von 3PP das 3-Methoxybiphenyl (m-3PP) eingesetzt, entsteht hingegen selektiv ein
Sulfonierungsprodukt, die 5-Methoxybiphenyl-2-sulfonsdure (Abbildung 55). Die zur Charakterisie-
rung herangezogenen 2D-NMR-Daten finden sich in Abbildung A12 im Anhang. Eine unzureichende
Entsalzung und damit erhohte Salzbelastung des NMR-Ldsungsmittels fuhrten hierbei zwar zu Sig-
nalverschiebungen im *H-NMR-Spektrum der in Schwefelsdure mit Boratzusatz erhitzten Probe, die
Signale konnten jedoch eindeutig zugeordnet werden. Durch Flachenintegration der beiden cha-
rakteristischen Singuletts der Methylgruppen des sulfonierten und nativen m-3PP bei &= 3,45 ppm
und &4= 3,70 ppm lief? sich das Verhaltnis der nicht-sulfonierten zur sulfonierten Spezies bestim-
men. Dieses betragt in boratfreier Schwefelsaure 1:2,87 und erhoht sich durch Boratzusatz signifi-
kant auf 1:7,67. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass Borat die Bildung sulfonierter Spezies des
3PPs entsprechend des m-3PPs steigert.
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Abbildung 55: *H-Kernspinresonanzspektren (500 MHz) eines 3-Methoxybiphenyl (m-3PP)-Standards, des mit
konzentrierter Schwefelsdaure behandelten und nach 20 min extrahierten m-3PPs sowie des mit konzentrier-
ter Schwefelsaure unter Zusatz von Natriumtetraborat (12,5 mM) behandelten und extrahierten m-3PPs. Die

grau hinterlegten Singulettsignale kdnnen der Methylgruppe der m-3PP Spezies zugeordnet werden. Alle
Spektren wurde in Aceton-ds aufgenommen und auf das Losungsmittelsignal (6x = 2,09 ppm) referenziert.

Zur beobachteten verstarkten Sulfonierung aromatischer Substrate in borathaltiger bzw. borsadure-
haltiger konzentrierter Schwefelsaure konnte in der verfugbaren Literatur bislang keine direkte Er-
klarung gefunden werden. Daher wurden auf angrenzende Literaturbefunde basierende Hypothe-
sen erarbeitet. Mehrere Quellen berichten, dass Borsaure unter stark wasserarmen Bedingungen
nicht mehr in ihrem klassischen wdssrigen Gleichgewicht zwischen B(OH)z und [B(OH).]~ vorliegt,
sondern zu dehydratisierten Polyboraten oder zu Sulfato-Bor-Komplexen, wie Tetra(hydrogensul-
fato)borsaure H[B(HSO4)4], reagiert. Letztere Spezies werden in der Literatur als stark saureaktiv
beschrieben und finden in superaciden Medien als effektive Bronsted- und Lewis-Sauren Anwen-
dung, wo sie als Katalysatoren in unterschiedlichen organisch-chemischen Reaktionen wirken
(Chhaperwal et al. 2025; Flowers et al. 1956; Gillespie und Robinson 1962). Vor diesem Hintergrund
erscheint es plausibel, dass die durch Bor-vermittelte Erhohung der Saurestarke die Bildung des
eigentlichen Sulfonierungselektrophils (SOs bzw. HSOs*) beglnstigt und hierdurch die Geschwin-
digkeit wie auch der Umfang der elektrophilen Substitution gesteigert werden.

Zur Beurteilung des Einflusses von Borat in konzentrierter Schwefelsaure auf das Produktspektrum
des photometrischen Assays wurde die Reaktion ausgehend von 5FFA und 3PP sowohl in boratfreier
als auch in borathaltiger Schwefelsaure vergleichend durchgefiihrt. Die chromatographische Ana-
lyse erfolgte im SIM(-)-Modus, wobei wie bereits beschrieben, gezielt charakteristische Massen der
Triarylmethan-Vorstufe sowie des gebildeten Chromophors erfasst wurden. Die entsprechenden To-
tal lon Current (T1C)-Chromatogramme sind in Abbildung 56 dargestellt.
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Abbildung 56: Selected lon-Chromatogramme ausgewahlter Masse-zu-Ladungsverhaltnisse der (sulfonierten)
Triarylmethan-Vorstufe sowie des (sulfonierten) Chromophors aus 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) und
3-Phenylphenol (3PP), gebildet in konzentrierter Schwefelsaure mit und ohne Zusatz von Natriumtetraborat
(12,5 mM). Grau hinterlegt sind die Elutionbereiche des Chromophors, wobei der dunklere Farbton die
Zunahme der Sulfonsduresubstitution darstellt. Weitere Signale sind gemafs Abbildung 43 den Triarylme-
thanstrukturen s-36 zuzuordnen.

Wie bereits in Kapitel 4.2.2.2 erlautert, verhalt sich die Elutionsreihenfolge mit zunehmender Sul-
fonierung des Triarylmethans sowie des Chromophors gegensatzlich. Zusatzlich eluieren Xan-
thylum-Spezies generell friher als die jeweiligen Triarylmethan-Vorstufen. Nach Behandlung in
borathaltiger Schwefelsaure zeigen sich deutlich intensivere Signale im Fruhbereich des Chroma-
togramms (< 17 min), die ein- bis dreifach sulfonierten Triarylmethan-Vorstufen sowie die ein- bis
zweifach sulfonierten Xanthylium-Derivaten zugeordnet werden konnten. Diese Chromophore ha-
ben somit keine Hydratisierung wahrend der chromatographischen Trennung analog zu Abbildung
39 erfahren. Eine genaue Unterscheidung der Spezies wird aufgrund von starker Koelution hier
nicht getroffen. Nicht sulfonierte Xanthylium-lonen 37, analog zum Quasimolekilion
[M+H,0+HCOO] des aus 4CBA und 3PP synthetisierten Chromophors (vgl. Kapitel 4.2.2, Struktur
38), konnten nicht nachgewiesen werden. Die sulfonierten Xanthylium-Derivate traten infolge der
Deprotonierung sowohl der Carboxy- als auch der Sulfonsauregruppe als [M-2H] -lonen auf; ein
[M-3H]* -lon der zweifach sulfonierten Spezies konnte dagegen nicht detektiert werden. Das Sig-
nal bei 32 min (Abbildung 56) entspricht der Triarylmethan-Vorstufe 36 (vgl. Kapitel 4.2.1.3), deren
relative Intensitat in Gegenwart von Borat deutlich hoher ausfallt. Dies lasst sich sowohl durch eine
verstarkte Bildung der Vorstufe als auch durch eine mogliche Ruckreaktion starker sulfonierter Spe-
zies im Sinne einer reversiblen Desulfonierung erklaren (vgl. Kapitel 4.2.1.2).

Die verstarkte Sulfonierung in Anwesenheit von Borat tragt, gemaft den durchgefiihrten Untersu-
chungen zur erhohten Stabilitat des gebildeten Chromophors bei. Anhand der relevanten pK;-Werte
ist ableitbar, dass sowohl konzentrierte Schwefelsaure (pKs = -3) als auch typische Arylsulfonsauren
(z. B. p-Toluolsulfonsaure, pKs = -2,8) starke Sauren darstellen (Holleman et al. 2017). Durch die
positive Ladung des Xanthylium-Systems sowie den elektronenziehenden Effekt der Sulfonsubsti-
tuenten wird die Aciditat der zuerst eingeflhrten Sulfonsauregruppe weiter gesteigert. Es ist des-
halb davon auszugehen, dass diese Gruppe in konzentrierter Schwefelsaure deprotoniert vorliegt
und somit die positive Ladung des Xanthylium-lons kompensiert, sodass ein in Summe ungelade-
nes, energetisch stabileres Chromophor resultiert. Eine zusatzliche Deprotonierung weiterer
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Sulfonsduregruppen erscheint hingegen unwahrscheinlich, da deren Aciditat mit steigender Zahl
deprotonierter Substituenten deutlich abnimmt.

4.4 Interferenzen mit Reaktionsprodukten aus Neutralzuckern in der photo-
metrischen Analyse des Gesamturonsauregehalts

Die Bestimmung des Gesamturonsauregehalts in pflanzlichen Zellwanden stellt aufgrund der kom-
plexen Matrix eine analytische Herausforderung dar. Neben US sind zahlreiche Neutralzucker ent-
halten, die diese in der Regel mengenmafig Ubertreffen (vgl. Kapitel 4.1). Entsprechend wurde in
der Literatur wiederholt beschrieben, dass der Assay nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973)
unter Interferenzen durch diese Neutralzucker leidet (Barazarte et al. 2007).

Analog zu den US werden auch weitere Monosaccharide wahrend des Erhitzungsschrittes in der
konzentrierten Schwefelsaure zu Furanderivaten abgebaut. Hexosen liefern hierbei primar HMF,
Pentosen Furfural und 6-Deoxyhexosen 5MF (Belitz et al. 2012; Shi et al. 2019). Zur Bestatigung
dieses Sachverhalts wurde das Abbauverhalten dquivalenter Mengen (1,3 umol) verschiedener Zu-
cker in konzentrierter, borathaltiger Schwefelsaure unter analogen Abbaubedingungen des Blu-
menkrantz-Asboe-Hansen-Assays (5 min, 95 °C) chromatographisch quantifiziert und anteilig vom
eingesetzten Monosaccharid in Abbildung 57 dargestellt.
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Abbildung 57: Anteil der zu Furanderivaten abgebauten Monosaccharide. Der Abbau wurde in borathaltiger
konzentrierter Saure (12,5 mM) bei 95 °C fur 5 min durchgefihrt. Die Abbauprodukte wurde nach chromato-
graphischer Trennung bei 280 nm quantifiziert (Gal: Galactose, Man: Mannose, Glc: Glucose, Fru: Fructose,
Xyl: Xylose, Fuc: Fucose, Rha: Rhamnose, GlcA: Glucuronsadure, GalA: Galacturonsaure, 5FFA: 5-Formyl-2-
furancarbonsaure, HMF: 5-Hydroxymethylfurfural, 5SMF: 5-Methylfurfural).

Wie zuvor beschrieben, konnte bei den Hexosen Gal, Man, Glc und der Hexulose Fru, HMF quanti-
tativ erfasst werden. Zudem wurde Furfural bei allen Hexosen nachgewiesen, war jedoch nur bei
der Hexulose Fru quantifizierbar. Diese Ketose lieferte mit einem Anteil von 37 % die grofite Menge
an HMF was mit der hochsten beobachteten Interferenz von Hexosen durch Fru, beschrieben durch
Barazarte et al. (2007), Ubereinstimmt. Der Abbau von Xyl zu Furfural liefert mit 62 % den grofiten
Furangehalt. Der Abbau der Desoxyzucker Fuc und Rha zu 5MF bewegen sich zwischen 35 % und
41 %, wohingegen die beiden US GlcA und GalA nur zu 25 % bzw. 35 % abgebaut wurden. Im
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Gesamturonsauregehalts

Allgemeinen ist zu beachten, dass die verschiedenen Monosaccharide trotz vergleichbarer Struktu-
ren deutlich variierende Anteile an Abbauprodukten liefern.

Es werden zwei Arten der Interferenzen durch Neutralzucker unterschieden. Zum einen entstehen
wahrend des Erhitzens, insbesondere bei hohen Konzentrationen, nicht naher charakterisierte Brau-
nungsprodukte aus Kondensationsreaktionen der Furane und reaktiver a-Dicarbonylen (Rosenau et
al. 2017; Shi et al. 2019). Diese lassen sich jedoch durch Subtraktion eines Blindwerts ohne 3PP
weitgehend kompensieren (Blumenkrantz und Asboe-Hansen 1973; van Hoogen et al. 1998). Zum
anderen reagieren weitere Zuckerabbauprodukte mit 3PP gemaf} Yapo (2012) zu zusatzlichen Chro-
mophoren, die im gleichen Wellenldngenbereich absorbieren und so zu einer Uberbestimmung des
Uronsauregehalts fihren konnen (Yapo 2012). Qualitative Vorversuche bestatigten, dass alle unter-
suchten Furane mit 3PP eine Farbung bilden, wobei die Intensitat bei 5SMF am geringsten ausfiel.
Daher wurden im Folgenden ausschliefslich HMF und Furfural vergleichend zu 5FFA betrachtet.

Unter Verwendung gleicher molarer Konzentrationen der drei Analyten wurden zur Beurteilung der
Empfindlichkeit Kalibriergeraden bei 520 nm aufgenommen (Abbildung 58). Dabei zeigt 5FFA so-
wohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Borat mit deutlichem Abstand die hochste Re-
aktivitat bzw. Farbbildungsfahigkeit gegenliber 3PP. Dies spiegelt sich im Vergleich zu HMF und
Furfural in deutlich erhéhten Absorptionen wider. Die aus der Reaktion von HMF mit 3PP gebildeten
Chromophore zeigen ebenfalls einen linearen Zusammenhang zwischen Konzentration und Absorp-
tion. Ein Boratzusatz flhrt, wie bereits fur 5FFA in Kapitel 4.3 beschrieben, auch bei HMF zu einer
Erhdéhung der Absorption. Diese fallt mit 53 % bei HMF vergleichbar zur Steigerung bei 5FFA (48 %)
aus (Anhang, Tabelle A5). Allerdings nimmt bei HMF die Steigung der Kalibriergeraden durch den
Zusatz von Borat ab. Die Kalibriergeraden, erstellt mit Furfural, weisen hingegen, wie durch Korre-
lationskoeffizienten von < 0,7 belegt (Anhang, Tabelle A5), keinen eindeutigen linearen Zusam-
menhang auf und zeigen zudem eine geringere Steigung als die ubrigen Kalibriergeraden. Die Ab-
sorptionswerte der Reaktionsprodukte aus Furfural liegen deutlich unter denen der aus der Reak-
tion mit 5FFA resultierenden Chromophore und sind bei Konzentrationen > 0,2 uM auch geringer
als die durch HMF erzielten Absorptionen. Folglich tragt Furfural nur bei sehr groRem Uberschuss
zur Uberbestimmung der US bei.

Im Folgenden wird diskutiert, ob die geringere Absorption der aus HMF und Furfural mit 3PP gebil-
deten Produkte bei 520 nm im Vergleich zum Xanthylium-Chromophor (37) aus 5FFA und 3PP auf
Unterschiede im molaren Extinktionskoeffizienten oder auf eine reduzierte Bildung des Chromo-
phors zuruckzufiihren ist.
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Abbildung 58: Kalibriergeraden der drei Furanderivate 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA), 5-Hydroxyme-
thylfurfural (HMF) und Furfural (rechts als VergrofRerung dargestellt) nach Reaktion variierender Konzentra-
tionen in konzentrierter borathaltiger und boratfreier Schwefelsaure mit 3-Phenylphenol. Die Absorption
wurde photometrisch bei 520 nm aufgenommen. Ein Blindwert wurde subtrahiert.

Die Absorptionsspektren der farbigen Reaktionslosungen von HMF und Furfural zeigten mehrere
eng benachbarte Banden zwischen 400 und 550 nm (Abbildung 59 A, B). Bei HMF fallen diese in-
tensiver aus als bei Furfural, es finden sich jedoch in beiden Spektren Absorptionsmaxima bei rund
520 nm. Es wird somit davon ausgegangen, dass HMF und Furfural unter anderem ein zum Chro-
mophor s-37 vergleichbares Produkt ausbilden (vgl. Strukturen, dargestellt in Abbildung 59 A, B).
Die zusatzlichen Banden deuten auf die Entstehung weiterer chromophorer Produkte hin. Die be-
rechneten Absorptionsspektren dieser beiden Strukturen werden ebenfalls vergleichend in Abbil-
dung 57, C und D dargestellt und zeigen entsprechende Absorptionsmaxima bei 521 nm und
525 nm. Durch die zudem vergleichbaren molaren Extinktionskoeffizienten der Chromophore aus
HMF, Furfural und 5FFA (124.198 L/(mol x cm), 126.037 L/(mol x cm) und 100.100 L/(mol x cm))
resultiert gemaR dem Lambert-Beerschen Gesetz (vgl. Kapitel 3.4.1) bei gleicher Konzentration und
identischer Schichtdicke eine annahernd identische Absorption bei 520 nm. Die in Abbildung 58
dargestellten, deutlich geringeren Absorptionswerte fir die Chromophorbildung aus HMF und Fur-
fural kénnen daher nicht auf Unterschiede im Absorptionsverhalten der Produkte zurtickgefiihrt
werden, sondern sind vielmehr durch eine geringere Reaktivitat dieser Furanderivate gegenuber
3PP oder durch konkurrierende, bevorzugt ablaufende Kondensationsreaktionen zu erklaren.
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Abbildung 59: Experimentelle Absorptionsspektren des Chromophors aus der Reaktion von 3-Phenylphenol
(3PP) und 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) (A) sowie Furfural (B) und die dazu postulierten Strukturen. Die
entsprechenden berechneten Spektren finden sich fur HMF in (C) und fiur Furfural in (D). Die Widerfindungen
dieser beiden Furanderivate sowie der 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) nach Reaktion mit dem dreifach
molaren Uberschuss zur Furangesamtmenge sowie zur 5FFA-Menge sind in (E) dargestellt. Die Werte wurden
um einen 3PP-freien Blindwert korrigiert.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde die Reaktivitdt von 3PP gegenliber verschiedener Furane
chromatographisch analysiert. Hierzu wurden Mischungen in konzentrierter Saure untersucht, die
jeweils die einzelnen Derivate in vergleichbarer Konzentration (100 mM) enthielten. Nach Zugabe
von 3PP in einem dreifachen Uberschuss, sowohl bezogen auf das jeweilige Einzelsubstrat als auch
auf die Gesamtmenge der Furane, konnte die Umsetzung quantitativ bewertet werden. Samtliche
Ergebnisse wurden um eine Referenzprobe ohne 3PP-Zusatz korrigiert, sodass spontane Konden-
sationsreaktionen der Furane in Abwesenheit von 3PP berucksichtigt und kompensiert wurden (Ab-
bildung 59 E). Hierbei zeigt sich, dass 3PP bevorzugt mit 5FFA reagiert. Bereits bei einem dreifach
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molaren Uberschuss von 3PP bezogen auf die 5FFA-Menge werden nur noch etwa 4 % des 5FFA
wiedergefunden. Wird ein dreifach molarer Uberschuss an 3PP bezogen auf die Gesamtmenge der
Furane zugesetzt, ist 5FFA nicht mehr detektierbar. Im Gegensatz dazu liegen die Wiederfindungen
von HMF konstant bei etwa 95 %, wahrend Furfural mit 103 - 106 % wiedergefunden wird. Die
leichte Uberschreitung von 100 % kann auf methodische Schwankungen oder eine partielle Decar-
boxylierung von 5FFA zurlickgefiihrt werden.

Die beobachteten Unterschiede in der Ausbeute und Intensitat der Farbstoffbildung lassen sich
durch eine Kombination aus elektronischen Effekten sowie konkurrierenden Nebenreaktionen er-
klaren. Die Carboxygruppe des 5FFAs wirkt stark elektronenziehend und erhéht dadurch die Elek-
trophilie des Furanrings. Dies fuhrt zu einer deutlich gesteigerten Reaktivitat gegeniiber 3PP und
erklart die bevorzugte Bildung des Triarylmethans 36 aus 5FFA. Demgegenuber verfligen Furfural
(-H) und HMF (-CH,OH) Uber keine elektronenziehenden Substituenten. Die Hydroxymethylgruppe
des HMF ist in stark saurem Medium leicht protonierbar und somit dehydratisierbar, was dessen
Reaktivitat in verschiedene konkurrierende Reaktionspfade lenkt. Unter dem Einsatz von konzen-
trierter Schwefelsaure sind HMF und Furfural zudem anfdllig fir Kondensations- und Polymerisa-
tionsreaktionen, die zur Bildung von Nebenprodukten fihren (Kreppenhofer et al. 2011; Rosenau et
al. 2017). Diese Konkurrenzreaktionen mindern die effektive Umsetzung in das entsprechende Tri-
arylmethan bzw. Xanthen und erklaren die deutlich geringere Farbintensitat der aus HMF und Fur-
fural gebildeten Chromophore.

Die Ergebnisse belegen, dass die Interferenzen des Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assays im We-
sentlichen aus der Bildung von Furanderivaten aus Neutralzuckern resultieren, die ihrerseits Chro-
mophore mit 3PP ausbilden konnen. Die deutlich hohere Reaktivitat von 5FFA gegenuber 3PP er-
klart, warum US im Assay trotz Interferenzen bei moderatem Uberschuss der Neutralzucker spezi-
fisch nachweisbar bleiben, wahrend HMF und Furfural aufgrund ihrer geringen Reaktivitat nur
schwach zum Signal beitragen.

4.5 Methodenentwicklung zur Gesamturonsaurebestimmung mittels LC-MS

Zur Quantifizierung des Uronsauregehalts in pflanzlichen (BS)-Proben wurde eine alternative Me-
thode entwickelt. Analog zur photometrischen Bestimmung basiert diese auf dem saurekatalysier-
ten Abbau der US zu 5FFA, das anschlieRend jedoch nicht photometrisch, sondern chromatogra-
phisch erfasst wird, um die teilweise unspezifische und interferenzanfallige Farbreaktion mit 3PP
zu umgehen. Hierzu wurde die Analyse fir die US GalA, GlcA, ManA und GulA sowie die Kombina-
tionen GalA + GlcA sowie ManA + GulA optimiert.

4.5.1 Entwicklung des grundlegenden Prinzips

Die entwickelte chromatographische Analyse des Geamturonsauregehalts, schematisch dargestellt
in Abbildung 60 A, basiert auf dem Saureabbau der US in einer geldsten BS-Probe zu 5FFA, welcher
vergleichbar zur photometrischen Analyse nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) in kon-
zentrierter Schwefelsaure durchgefuhrt wurde. Der Zusatz von 12,5 mM Natriumtetraborat wurde
zur Steigerung der Nachweisempfindlichkeit flr lactonisierbare US beibehalten (vgl. Kapitel 4.3).
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Abbildung 60: Schematische Darstellung des Ablaufs der chromatographischen Uronsaureanalyse nach Sau-
reabbau dieser zu 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) (A) sowie das bei 280 nm detektierte Chromatogram
eines abgebauten Galacturonsaure (GalA)-Standards, der isolierten loslichen Ballaststoffe (LBS) einer Karot-
tenprobe sowie der mit 60-fachem Starkeuberschuss zur Uronsaure aufgestockten Karotten-LBS-Probe. 5FFA
eluiert separiert von ubrigen Bestandteilen nach 6,5 min (R/2: Range/2).

Eine chromatographische Analyse des 5FFAs direkt aus der konzentrierten Schwefelsaure ist durch
die fir das Analysesystem schadliche hohe Saurekonzentration nicht zu empfehlen. Um die Sensi-
tivitat und Spezifitat der Methode zu erhdhen sowie eine Analyse des gebildeten 5FFAs zu ermdg-
lichen, muss dieses aus der Saure entfernt werden. Hierzu wurden verschiedene Extraktionsmetho-
den getestet und optimiert (Kapitel 4.5.2).

Zur chromatographischen Analyse des 5FFAs wurde eine polare C18-Phase gewahlt, da diese die
Moglichkeit einer Retention und Elution des polaren Analyten bei Verwendung von 100 % Wasser
als mobile Phase ermdglicht. Die Detektion des aromatischen Analyten erfolgt mittels DAD bei
280 nm. Abbildung 60 B zeigt exemplarisch drei UHPLC-Chromatogramme der extrahierten und
analysierten Proben. Nach Abbau eines GalA-Standards sowie einer GalA-haltigen Karotten-LBS-
Probe konnte 5FFA als gut aufgeldster Peak bei 6,5 min identifiziert werden. Zur weiteren Uberprii-
fung der Methode wurde eine Karottenprobe analysiert, die mit einem 60-fachen Uberschuss Starke
versetzt war. Trotz der komplexen Kohlenhydratmatrix unterschied sich die Peakflache des aus rei-
nen Karotten-LBS gebildeten 5FFAs nicht signifikant von derjenigen der starkeversetzten Probe.
Der GalA-Gehalt konnte demnach mit einer geringen relativen Standardabweichung von 4,9 % pra-
zise bestimmt werden. Vergleichend dazu wurde die entsprechende Analyse photometrisch durch-
gefuhrt, hier zeigte sich eine Abweichung von + 27 % zwischen den bestimmten Uronsauregehalten
der LBS-Probe sowie der LBS-Probe mit Starkeliberschuss. Abbauprodukte wie Furfural und HMF,
die aus anderen Bestandteilen der Kohlenhydratmatrix stammen, wurden demnach eindeutig
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abgetrennt und eluieren Uberwiegend nach 8 min. Die Quantifizierung der US erfolgt vergleichbar
zur photometrischen Analyse anhand einer mit der US angefertigten externen Kalibrierung.

Wie bereits in den vorherigen Kapiteln (Kapitel 4.3.1 und 4.4) gezeigt, unterscheiden sich die ver-
schiedenen US hinsichtlich ihrer Abbaurate zur 5FFA mafigeblich. Durch die Optimierung der Erhit-
zungszeit und Temperatur soll demnach eine maximale Sensitivitat, aber auch der Angleich der
Abbauraten verschiedener US zur Analyse von Proben, die eine Kombination dieser enthalten, er-
moglicht werden (vgl. Kapitel. 4.5.3).

4.5.2 Optimierung der Extraktion von 5-Formyl-2-furancarbonsaure

Zur Extraktion des 5FFAs aus der konzentrierten Saure wurden verschiedene Extraktionsmaoglich-
keiten getestet, wobei sich ausschliefslich eine flussig-flussig Extraktion als vielversprechend er-
wies. Verschiedene Umkehrphasen-SPE-Materialien zeigten keine oder nur eine sehr schlechte
Wechselwirkung mit 5FFA, weshalb diese Option verworfen wurde.

Die flussig-fliissig Extraktion wurde hinsichtlich des eingesetzten Extraktionsmittel, der Anzahl der
Extraktionsdurchlaufe und Waschschritte sowie der verwendeten Ldsungsmittelvolumina systema-
tisch untersucht. Zur Beurteilung der Extraktionsgute diente hierbei die Wiederfindungsrate einer
definierten Menge 5FFA (100 pM), welches direkt in die konzentrierte Saure eingebracht wurde. Zur
Extraktion geeignete Losungsmittel missen gegenuber Schwefelsaure chemisch inert, nicht mit
Wasser mischbar, zugleich aber ausreichend polar sein. Auf Grundlage dieser Kriterien wurden DCM
und Ethylacetat getestet. DCM ist gegenuber konzentrierter Schwefelsdaure inert und ermoglicht
somit eine direkte Extraktion aus konzentrierter Saure, weist jedoch aufgrund seiner Toxizitat deut-
liche Nachteile auf. Die Anwendung von Ethylacetat erforderte hingegen eine partielle Neutralisa-
tion der Sdure, um eine Esterspaltung und Bildung von Essigsaure zu verhindern. Zur Entfernung
verbleibender Saurereste aus der organischen Phase war ein Waschschritt notwendig. Da Ethyl-
acetat eine partielle Wasserldslichkeit besitzt, wurde zur Minimierung des Wassergehalts in der
organischen Phase sowie zur besseren Phasentrennung eine gesattigte NaCl-Losung verwendet.

AnschliefRend wurde das Losungsmittel verdampft. Verbleibende NaCl-Riickstande wurden durch
Losen der trockenen Probe in Acetonitril minimiert. Da die Injektion des 5FFAs in 100 % Acetonitril
die Peakform der chromatographischen Messung sowie die Retention des 5FFA-Peaks negativ be-
einflussten, musste die Probe nach erneutem Trocknen in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch mit
maoglichst hohem wassrigem Anteil aufgenommen werden. Hierzu eignete sich 5 %iges wassriges
Acetonitril am besten (Anhang, Abbildung A13), wohingegen in 100 % Wasser keine reproduzier-
bare Loslichkeit der Probe in angemessener Zeit erreicht werden konnte.

Die ein- und zweifache Extraktion mit unterschiedlichen DCM-Volumina von 1 - 5 mL direkt aus
der konzentrierten Saure ergaben lediglich vernachlassigbare 5FFA-Wiederfindungsraten, ebenso
zeigte eine Extraktion mit DCM aus verdinnter Sdure niedrige Wiederfindungen des Analyten, wo-
mit das Losungsmittel fir diese Anwendung ausgeschlossen wurde. Im Gegensatz dazu lieferte die
Extraktion mit Ethylacetat aus der verdiunnten Sdure die hochsten Wiederfindungsraten (75 %),
wenn zwei aufeinanderfolgende Extraktionsschritte mit jeweils 3 mL des organischen
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Losungsmittels durchgefihrt und anschliefRend zwei Waschschritte mit jeweils 1,5 mL gesattigter
NaCl-Losung vorgenommen wurden. Weitere Wiederholungen der Extraktion fuhrten zu keiner Ver-
besserung. Der Verlust von etwa 25 % des Analyten kann auf Kondensationsreaktionen der Furan-
Derivate gemaf? Rosenau et al. (2017) sowie auf die geringe, jedoch vorhandene Wasserloslichkeit
von Ethylacetat und auf die ebenfalls gute Loslichkeit des 5FFAs in Wasser zurtickgefihrt werden.

Die Reproduzierbarkeit des Extraktionsschrittes mit Ethylacetat konnte im relevanten Konzentrati-
onsbereich von 50 uM bis 250 uM 5FFA bestatigt werden. Die Wiederfindungsraten, dargestellt in
Tabelle 5, belegen eine gleichbleibend hohe Wiederfindung uber diesen Konzentrationsbereich
hinweg. Der konstante Verlust von etwa 25 % bei gleichzeitig guter Prazision bestatigt die Zuver-
lassigkeit des entwickelten Extraktionsverfahrens. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden samt-
liche weitere Analysen mit dem optimierten Extraktionsprotokoll durchgefihrt.

Tabelle 5: Wiederfindung und Range/2 der Ethylacetat-Extraktion verschiedener Konzentrationen an 5-
Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) aus konzentrierter Schwefelsaure nach Verdinnen mit Natronlauge. Die
Analyse wurde in Doppelbestimmung durchgefihrt.

5FFA-Konzentration in uM Range/2 in % Wiederfindung in %
50 0,43 76,1
150 0,93 75,4
250 1,17 75,6

Die Extraktion weiterer Zuckerabbauprodukte mit dieser Methode wurde zusatzlich getestet. Fur-
fural und 5MF wurden nur zu sehr kleinen Anteilen bzw. gar nicht wiedergefunden. Dies lasst sich
auf deren erhdhte Flichtigkeit sowie verstdrkte Kondensation zuriickflihren. Die Wiederfindung von
HMF betrug < 50 %, war jedoch nicht reproduzierbar. Dementsprechend konnen weitere Zuckerab-
bauprodukte durch das Extraktionsverfahren teilweise oder vollstandig eliminiert werden.

4.5.3 Optimierung der Erhitzungszeit und -temperatur

Zur Maximierung der Sensitivitat bei der Analyse einzelner US sowie zur Anpassung der Empfind-
lichkeit bei der Bestimmung von US-Paaren wurden Erhitzungszeit und -temperatur der Proben in
konzentrierter borathaltiger Schwefelsaure variiert. Optimiert wurde das Verfahren hierbei insbe-
sondere fir die in pflanzlichen und algenbasierten Proben relevanten US GalA, GlcA, ManA und
GulA (vgl. Kapitel 1.2). Da in natiirlichen Matrices vorrangig die Kombinationen GlcA + GalA sowie
ManA + GulA auftreten, wurde flr diese zusatzlich eine angeglichene Abbaurate angestrebt. Dabei
sollten die Abbaubedingungen so gewahlt werden, dass gleiche Konzentrationen der beiden US in
gleichen 5FFA-Konzentrationen resultieren.

Bereits frihere photometrische Untersuchungen konnten zeigen, dass die Abbaurate von Zuckern
zu Furanderivaten in konzentrierter Schwefelsaure stark von der Temperatur und Dauer des Erhit-
zungsschrittes abhangt. So werden GalA und GlcA bei Temperaturen > 80 °C nahezu vollstandig
umgesetzt, wahrend ManA und GulA bei 55 °C die hochste Empfindlichkeit innerhalb der
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photometrischen US-Quantifizierung zeigen (Filisetti-Cozzi und Carpita 1991; Knutson und Jeanes
1968; McComb und McCready 1952).

Zur systematischen Optimierung der Reaktionsparameter diente ein vollfaktorieller DOE-Ansatz.
Auf diese Weise liefRen sich Zeit-Temperatur-Kombinationen identifizieren, bei denen abhangig von
der jeweiligen US die maximale 5FFA-Ausbeute und damit die hochste analytische Empfindlichkeit
erreicht wird. Um die Anzahl erforderlicher Experimente zu begrenzen, wurden beide Faktoren je-
weils auf drei Stufen variiert. Die Temperatur wurde auf 60, 77,5 und 95 °C festgelegt, die Reakti-
onszeit auf 5, 10 und 15 min. Fur jede US ergaben sich somit neun Kombinationen, die jeweils in
Doppelbestimmung hinsichtlich ihres 5FFA-Gehalts analysiert wurden. Die statistische Auswertung
erfolgte unter Verwendung sogenannter Main Effects Plots. Diese stellen fir jede Faktorstufe den
Mittelwert der 5FFA-Ausbeute dar, gemittelt Uber die Stufen des jeweils anderen Faktors. Auf diese
Weise lassen sich die Haupteffekte von Temperatur und Zeit unabhangig voneinander bewerten.
Flache Linien deuten auf geringe Effekte hin, steilere Verlaufe auf ausgepragte Haupteffekte. Die
Maxima der Plots markieren die optimalen Parameterwerte (Montgomery 2022). Abbildung 61 zeigt
die Plots fur die Optimierung der einzelnen US. Die Profile der Plots sowie die erreichten 5FFA-
Ausbeuten unterscheiden sich in Abhangigkeit der betrachteten US, es fallt jedoch auf, dass die
Steigung der Optimierung der Temperatur stets grofRer ausfallt als die des zeitlichen Effekts. Daraus
lasst sich schiefien, dass der Abbau der US in konzentrierter Schwefelsaure sensitiver gegenuber
Veranderungen der Erhitzungstemperatur als gegenuber der Reaktionszeit bei konstanter Tempe-
ratur reagiert. Die Optimierung des Abbaus der GulA und GlcA zeigt im Zeit-Plot eine groRRere Stei-
gung verglichen zur GalA und ManA. Dies verdeutlicht nochmals, dass sich die Analyten auch in der
Auspragung der jeweiligen Einflussfaktoren unterscheiden. Insbesondere in den Plots der GalA und
ManA zeigt der Rickgang der 5FFA-Konzentration bei erhdhter Temperatur, dass hier bereits ein
weiterer Abbau bzw. Kondensation des gebildeten 5FFAs stattfindet, der der Neubildung tUberwiegt.
Die anhand der Maxima in diesen Plots festgelegten optimierten Parameter fiir eine maximierte
Ausbeute finden sich in Tabelle 6.

Tabelle 6: Optimierte Erhitzungszeit und -temperaturen fur die verschiedenen Uronsduren und Uronsaure-
kombinationen sowie erzielte Abbauraten (5FFA: 5-Formyl-2-furancarbonsaure, GalA: Galacturonsaure, GLcA:
Glucuronsaure, ManA: Mannuronsaure, GulA: Guluronsaure)

zu 5FFA umgesetzte

Uronsauren in der Probe Temperatur in °C Zeit in min .
Uronsaure in %
GalA 77,5 5 33
GlcA 95 15 84
ManA 77,5 15 11
GulA 95 10 10
GalA + GlcA 77,5 15 30
ManA + GulA 60 15 9
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Abbildung 61: Main Effect Plots des Abbaus der verschiedenen Uronsduren in konzentrierter, borathaltiger
Schwefelsaure (12,5 mM). Hierbei wurden die Faktoren Temperatur und Reaktionszeit variiert und optimiert
um eine maximale Konzentration an 5-Formyl-2-furancarbonsdure (5FFA) zu erhalten. Eingesetzt wurde die
Konzentration der Uronsdure analog einer mittleren Kalibrierkonzentration von 55 mg/L bzw. 283 uM.

Diese Parameter sind jedoch nur fir Proben giiltig, die jeweils eine einzelne US oder eine domi-
nante US enthalten. Die Zusammensetzung der Monosaccharide sollte daher vorab bestimmt wer-
den (vgl. Kapitel 4.1). Bei Mischungen mehrerer US mussen die Bedingungen hinsichtlich einer an-
geglichenen Abbaurate optimiert werden, sodass gleiche Ausgangskonzentrationen der US zu ver-
gleichbaren 5FFA-Mengen fihren. Fur pflanzliche und algenbasierte Proben sind insbesondere die
Kombinationen GalA + GlcA (Landpflanzen) sowie ManA + GulA (Braunalgen) relevant. Die Optimie-
rung erfolgte hier Gber dreidimensionale Flachendarstellungen (Dimensionen: Zeit, Temperatur,
5FFA-Konzentration) auf Basis der DOE-Ergebnisse (Abbildung 62). Die Schnittpunkte der Flachen
identifizieren die Parameterpaare, bei denen beide US gleiche 5FFA-Konzentrationen liefern. Diese
Schnittpunkte wurden graphisch ermittelt und zur Veranschaulichung zusatzlich in zweidimensio-

nalen Projektionen dargestellt.

In der Flachendarstellung der GalA- und GlcA-Optimierung (Abbildung 62 A) lassen sich leicht meh-
rere Schnittpunkte erkennen. Die zweidimensionale graphische Auftragung zeigt eindeutig einen
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Schnittpunkt des Temperaturverlaufs bei einer Erhitzungszeit von 15 min und 77,5 °C. Diese Be-
dingungen wurden nachfolgend fir den Saureabbau von GalA- und GlcA-haltiger Proben verwen-
det. Die Schnittpunktidentifikation fallt bei der Betrachtung der Flachen des GulA und ManA-Ab-

baus schwerer. Die zweidimensionale Darstellung zeigt jedoch einen Schnittpunkt bei einer Erhit-
zung von 15 min und 60 °C (Abbildung 62 B).

250 5 min
200

150
100

50’/=><:
0

250 10 min
200

150
100
50

B

3

entration in kM
B

\

K
5FFA-Konzentration in yM

SFFA Konz

250 15 min
200

=
= =
£ 3
c £
° c 10 min
-
© RS
po
g g
I € 20
5 g
N c
o
< N2
[ 1
[ <C 0
mn
L
P [
) LN

0 T

60 70 80 90
L Temperatur in °C

Abbildung 62: Flachenmodelle der Anpassung der Reaktionszeit und -temperatur in konzentrierter Schwefel-
saure hinsichtlich eines angeglichenen Abbaus der Uronsaurepaare Galacturonsaure (GalA) und Glucuron-

saure (GlcA) (A) sowie Mannuronsaure (ManA) und Guluronsaure (GulA) (B) zu 5-Formyl-2-furancarbonsaure
(5FFA)
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Eine vollstandige Umsetzung bzw. Wiederfindung der eingesetzten US als 5FFA konnte dabei in
keinem Fall erzielt werden (Tabelle 6). Die grofite Wiederfindung als 5FFA wurde fir den Abbau
der GlcA mit 84 % erreicht. Deutlich niedriger fallt der Wert bei den restlichen US aus. Insbesondere
aus dem Abbau der ManA und GulA resultieren nur etwa 10 % des zu Beginn eingesetzten US-
Standards in analysierbarem 5FFA. Bei der gemeinsamen Bestimmung der beiden betrachteten
Uronsaurekombinationen verringert sich die Wiederfindung nochmals, um eine angeglichene Ab-
baurate zu gewahrleisten.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sich der Abbau der verschiedenen US trotz identischer Kon-
stitution erheblich in der Reaktionskinetik unterscheidet. Insbesondere die raumliche Anordnung
der Hydroxygruppen beeinflusst sowohl Abbaurate als auch Abbaugeschwindigkeit mafigeblich. Ob
der Anteil an nicht als 5FFA wiedergefundene US in der Schwefelsaure verblieb oder zu unbekann-
ten Produkten umgesetzt wurde, konnte im vorliegenden Ansatz nicht geklart werden. Fir eine
abschliefiende Bewertung ware ein erganzender Workflow erforderlich, der eine Abtrennung und
Anreicherung verbliebener US aus verdinnter oder konzentrierter Saure ermoglicht, um diese bei-
spielsweise mittels HPAEC-PAD oder HPLC-ELSD zu quantifizieren.

4.5.4 Entwicklung einer Stabilisotopenverdiinnungsanalyse

Die Prazision des gesamten Verfahrens zur quantitativen Bestimmung von 5FFA mittels der UHPLC-
UV-Methode erwies sich, basierend auf zehn Wiederholungsanalysen einer GalA-Standardlosung
gemafR Abschnitt 3.6.1, als unzureichend. Der Variationskoeffizient des Verfahrens betrug 71 %.
Nach Ausschluss von drei AusreifRern, die anhand des Dixon-Q-Tests (a = 0,05) identifiziert wurden,
verbesserte sich die Prazision auf einen Variationskoeffizienten von 30 %. Gleichwohl weist auch
dieser Wert noch auf eine erhebliche Streuung hin. Angesichts der hohen Prazision sowohl des
Extraktionsverfahrens (vgl. Tabelle 2) als auch der chromatographischen Analyse (vgl. Kapitel 4.5.1)
ist davon auszugehen, dass die beobachtete Variabilitat primdr auf inkonsistente Abbauraten wah-
rend der Erhitzungsphase zurlickzufiihren ist. Diese Problematik deckt sich mit den Befunden von
Yapo (2012), der verschiedene Messergebnisse vergleichbarer Proben, die photometrisch in unter-
schiedlichen Arbeitsgruppen untersucht wurden, zusammenfasst.

Zur Minimierung dieses Effekts wurde ein interner Standard in die Methode inkludiert, der Schwan-
kungen wahrend des Erhitzungsschrittes ausgleichen soll. Hierzu wurde eine Substanz mit chemi-
scher Ahnlichkeit sowie vergleichbarem Abbauverhalten in konzentrierter Sure bendtigt, die na-
turlicherweise nicht in den BS-Proben vorkommt. Diese Eigenschaften bringen nur Zucker mit sich.
Wie im vorherigen Kapitel in Abbildung 55 gezeigt, variieren die Abbauraten der verschiedenen
Monosaccharide jedoch stark. Zudem schrankte die Tatsache, dass der eingesetzte Standard nicht
naturlicherweise in den analysierten Proben vorkommen darf, die Suche ein. Aus diesem Grund
wurden isotopenmarkierte Standardsubstanzen zur Analyse verwendet, sodass die finale Methode
als SIVA verstanden werden kann.

Die vollstandig **C-markierte GalA (**Cs-GalA) sowie GLlcA (**Ce-GlcA) sind kommerziell erhaltlich
und wurden nachfolgend in einer mittleren Kalibrierkonzentration von 40 mg/L zu jeder Analyse
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zugesetzt. Da entsprechende ManA- und GulA-Standards nicht erhaltlich waren, wurde fir die Ana-
lyse der Alginat-Proben ebenfalls der **C¢-GalA-Standard verwendet.

Da eine chromatographische Unterscheidung des 5FFAs sowie des aus dem Abbau des Standards
resultierenden *C¢-5FFAs mittels UV-Detektion aufgrund von Koelution nicht maglich ist, wurde
eine MS-Detektion eingefiihrt. Die Quantifizierung der US basiert dabei auf dem Flachenverhaltnis
der SIM-Spuren fir das [M-H]-lon der beiden 5FFA-Spezies bei einem m/z von 139 bzw. 145. Ab-
bildung 63 zeigt den Vergleich der fir die vier analysierten US erhaltenen Kalibriergeraden ohne
Verwendung der jeweiligen isotopenmarkierten Standardsubstanz (A) und mit dieser (B). Hier wird
deutlich, dass erst durch die Verwendung des internen Standards ein guter linearer Zusammenhang,
gekennzeichnet durch einen Korrelationskoeffizienten > 0,999, erreicht werden kann. Insbesondere
fur die Analyse der GalA und GlcA haltigen Proben ist eine deutliche Verbesserung zu erkennen.
Hier konnte ohne Standardsubstanz kein mathematischer Zusammenhang der Kalibrierpunkte her-
gestellt werden. Weitere Validierungsparameter dieser Methode werden in Kapitel 4.7.1 dargelegt.
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Abbildung 63: Kalibriergeraden der verschiedenen Uronsauren im Bereich 10 - 85 mg/L, analysiert mittels
Ultra-Hochleistungsflissigkeitschromatographie und massenspektrometrischer Detektion ohne internen
3Ce-markiertem Uronsdurestandard (A) und mit diesem (B) (GalA: Galacturonsaure, GlcA: Glucuronsaure,
ManA: Mannuronsaure, GulA: Guluronsaure)

Auch die Kalibriergeraden, angefertigt unter den fir die gemeinsame Uronsaurebestimmung opti-
mierten Bedingungen der Analyse von GalA + GlcA sowie ManA + GulA stimmen gut bis sehr gut
Uberein (Abbildung 64). Insbesondere die Kalibriergeraden fir die der GalA und GlcA bei Anwen-
dung der SIVA basierten Analyse sind nahezu identisch, was an den beiden Kalibrierfunktionen
(Abbildung 64 A) erkennbar ist. Somit resultieren vergleichbare US-Analytkonzentrationen in den
gleichen relativen Flachenverhdltnissen und den gleichen berechneten Konzentrationen. Bei der
Analyse der ManA und GulA (Abbildung 64 B) wurde auf Grund der geringeren Nachweisempfind-
lichkeit der Kalibrierbereich mit 25 - 100 mg/L US etwas hoher angesetzt. Es konnten nicht voll-
standig deckungsgleiche Kalibriergeraden erreicht werden, jedoch zeigen diese eine ausreichende
Ahnlichkeit, sodass keine nennenswerten Unterschiede in den quantifizierten US Mengen abhiangig
von der verwendeten Kalibrierung zu erwarten sind.
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Abbildung 64: Kalibriergeraden sowie zugeharige Kalibrierfunktion fur Galacturonsaure (GalA) und Glucuron-
saure (GLlcA) (A) sowie Mannuronsaure (ManA) und Guluronsaure (GulA) (B) analysiert unter optimierten Reak-
tionsbedingungen mittels der entwickelten Stabilisotopenverdiinnungsanalyse

4.6 Evaluierung struktureller Einflussfaktoren in der Stabilisotopenverdiin-
nungsanalyse

In der bisherigen Methodenentwicklung wurden lediglich US-Standard-Monosaccharide betrachtet.
Jedoch liegen US in den in dieser Arbeit relevanten pflanzlichen und algenbasierten BS nicht in
monomerer, sondern haufig eingebunden in polymeren Strukturen vor. Insbesondere bei Polyuron-
sauren, wie es Alginat oder das HG des Pektins darstellen, muss der Einfluss des DPs und somit die
Vollstandigkeit der Hydrolyse des Polymers in der konzentrierten Saure, untersucht werden. Zudem
konnen US an verschiedenen Positionen mit Essigsaure oder Methanol verestert oder verethert vor-
liegen (vgl. Kapitel 1.3), was deren Abbauverhalten beeinflussen kann. Eine weitere wichtige Ein-
flussgrofie stellt die Bindungsstabilitat der glycosidischen Bindung zu im Polymer eingebundenen
US dar. Hier gelten die Aldobiuronsaurebindungen als besonders schwer hydrolysierbar (vgl. 3.2.1).
Dieser Einfluss in der SIVA-basierten Uronsaureanalyse wird nachfolgend ebenfalls diskutiert.

4.6.1 Einfluss des Polymerisationsgrades uronsaurehaltiger Oligosaccharide

4.6.1.1 Isolierung von Oligouronsauren

Zur Beurteilung des Einflusses des DP verschiedener US-Oligosaccharide wurden GalA haltige HGO
(vgl Kapitel 3.3.1) und ManA + GulA haltige AOS (vgl. Kapitel 3.3.2) aus Polygalacturonsaure bzw.
Natriumalginat isoliert. Hierbei wurden Oligosaccharide eines DP von 3 bis 10 angestrebt.

Zur Herstellung der HGO wurde Polygalacturonsaure mittels einer endo-Polygalacturonase verdaut,
welche die zufallige Spaltung von a-1,4-Bindungen zwischen den D-GalA-Einheiten katalysiert
(Benen et al. 1999; Kant et al. 2013). In Abhangigkeit der eingesetzten Enzymmenge und Inkuba-
tionszeit wurde eine unterschiedliche Verteilung gebildeter HGO erreicht. In diesem Ansatz wurde
sowohl die Enzymmenge von 4,5 - 18 U/g als auch die Inkubationszeit von 0,5 - 2 h variiert, um
eine moglichst breite Oligosaccharidverteilung im gewinschten DP-Bereich zu erreichen. Die ent-
sprechenden relativen Ausbeuten werden in Abbildung A14 im Anhang dargestellt. Durch das
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Mischen zweier fermentierter Ansatze (18 U/g, 1,5 hund 9 U/g, 2 h) konnten alle gewlinschten DPs
in ausreichender Menge erhalten werden. Das Produktspektrum des finalen Fermentationsansatzes
der Polygalacturonsaure zu den a-1,4 gebundenen HGO ist in Abbildung 65 A dargestellt. Mittels
MS-Detektion konnten so Oligosaccharide bis zu einem DP von 18 nachgewiesen werden.
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Abbildung 65: Selected lon-Chromatogramm nach der Trennung mittels hydrophiler Interaktionschromato-
graphie des Fermentationsansatzes der Polygalacturonsaure mittels endo-Polygalacturonanase zu gesattig-
ten Homogalacturonan-Oligosacchariden (A) sowie des Hydrostats des Alginats zu Alginat-Oligosacchariden
(B) mit variierenden Polymerisationsgraden (DP)

Die Gewinnung der HGO erfolgte nach einem Upscale der Fermentation mittels semipraparativer
HILIC-ELSD (Anhang, Abbildung A15). Oligosaccharide mit einem DP von 3 bis 10 konnten jeweils
in Mengen von Uber 10 mg isoliert werden. Durchgefiihrte MS-Analysen bestatigten die Identitat
der isolierten Oligosaccharide Die Reinheit dieser wurden unter Voraussetzung eines vergleichba-
ren Detektorresponses gemaf’ den HILIC-MS-Peakflachen der jeweiligen Fraktionen bestimmt (Ta-
belle 7). Mit steigendem DP nahm die Reinheit der isolierten Fraktionen ab, von 100 % bei Oli-
gosacchariden mit niedrigen DP zu 85 % bei hoheren DP. Besonders herausfordernd gestaltete sich
die semipraparative lIsolierung des Oligosaccharids mit DP 8, dessen Fraktion lediglich eine
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maximale Reinheit von 80 % erreichte. Um die Verldsslichkeit der folgenden Ergebnisse zu gewahr-
leisten, wurde dieser Standard daher von den nachfolgenden Analysen ausgeschlossen.

Tabelle 7: Nach Trennung mittels hydrophiler Interaktionschromatographie und massenspektrometrischer
Detektion berechnete Reinheit der isolierten gesattigten Homogalacturonsaureoligosaccharide (HGO) sowie
Alginatoligosaccharide (AOS)

HGO AOS

Polymerisationsgrad . .
Reinheit in % Reinheit in %

3 100 90
4 92 92
5 99 96
6 93 90
7 92 86
8 80 52
9 88 86
10 85 88

Die AOS wurden durch eine milde Saurehydrolyse des Alginat-Standards bei einem pH-Wert von 4
hergestellt. Auch hier wurden zwei Hydrolyseansatze einer Hydrolysezeit von zwei und drei Stun-
den vereinigt, um ein breiteres und ausgewogeneres Oligosaccharidprofil zu erhalten. Das resultie-
rende Oligosaccharidprofil wurde ebenfalls mittels HILIC-MS ermittelt und ist in Abbildung 63 B
dargestellt. Pro DP wurden hier mehrere Signale und mit zunehmender Gréfie der Oligosaccharide
breitere Signale detektiert. Dies ist auf einen unterschiedlichen Aufbau der Oligosaccharide aus
variierender Anzahl und Sequenz an GulA- und ManA-Einheiten zuriickzufiihren. Mit zunehmendem
DP nimmt somit die Vielfalt der erhaltenen Oligosaccharide einer Kettenldnge zu. Die verschiede-
nen Oligosaccharide mit gleichem DP konnten hier chromatographisch nicht bzw. nur unzureichend
getrennt werden und erscheinen als breite Signale. Da das Ziel der Analyse lediglich in der Bewer-
tung des Einflusses des DPs auf die SIVA-basierte Uronsaureanalyse liegt, wurde die Auftrennung
der Oligosaccharide eines gleichen DPs nicht weiterverfolgt. Wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben, be-
steht das ausgewabhlte Alginat Uberwiegend aus ManA (M/G = 2,6), womit auch davon ausgegangen
werden kann, dass es sich hier um ManA-reiche Oligosaccharide handelt. Das Hydrolysat wurde
vergleichbar zu den HGO semipraparativ fraktioniert (Anhang, Abbildung A16). Allerdings gestaltete
sich die Gewinnung hochreiner Fraktionen aufgrund breiter und Uberlappender Signale im Ver-
gleich zu den HGO deutlich schwieriger. Die Reinheit der teils zu sehr kleinen Mengen (2 - 3 mg)
erhaltenen Oligosaccharidfraktionen ergab sich ebenfalls aus HILIC-MS Analysen und ist in Tabelle
7 zu finden. Das entsprechende AOS mit einem DP 8 konnte nur in einer nicht zufriedenstellenden
Reinheit von 52 % erhalten werden. Aufgrund teils koeluierender Oligosaccharide mit hdherem und
niedrigerem DP lief sich keine ausreichende Abtrennung erzielen, sodass dieser Standard fir die
nachfolgenden Analysen keine Verwendung fand.
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4.6.1.2 Analyse der Oligouronsduren

Zur Beurteilung des Einflusses des DPs von Polyuronsauren auf die entwickelte Uronsaureanalyse
wurden die isolierten HGO- und AOS-Standards (Kapitel 4.6.1.1) mit der vorgestellten SIVA-basier-
ten Methode analysiert. Als Referenz diente dabei ein GalA- bzw. ManA-Monosaccharidstandard,
dessen erhaltene relative Flache als 100 % gesetzt wurde. Losungen aller Oligosaccharidstandards
wurden mit vergleichbaren Konzentrationen von 100 uM des entsprechenden Monosaccharidaqui-
valents analysiert. Fur die Analyse der AOS wurde dabei die optimierte Methode der ManA + GulA-
Bestimmung gewahlt.

Bei der Analyse der HGO lagen die Wiederfindungsraten aller Oligosaccharidstandards im Bereich
von 100 £ 7 % (Tabelle 8), und es konnte keine Korrelation zwischen der Zunahme des DP und dem
bestimmten Uronsdauregehalt festgestellt werden. Die beobachteten Schwankungen in den Wieder-
findungsraten sind vermutlich auf Unterschiede in der Reinheit der verwendeten Oligosaccharid-
standards zurlickzufuhren.

Tabelle 8: Wiederfindung (WDF) von Galacturon- und Mannuron- bzw. Guluronsdure in Homogalacturonsdu-
reoligosacchariden (HGO) und Alginatoligosaccharide (AOS) mit definiertem Polymerisationsgrad, analysiert
mittels der entwickelten LC-MS-Methode. Der entsprechend analysierter Monosaccharidstandard wurde da-
bei als 100 % gesetzt.

L HGO AOS
Polymerisationsgrad i . . i
WDF in % des Monosaccharids = WDF in % des Monosaccharids
3 99,39 £ 2,28 100,45 = 0,45
4 93,05 +0,42 105,23 £ 0,59
5 105,01 £ 0,25 97,19 £ 145
6 100,48 £ 5,00 106,45 0,52
7 99,31 £ 0,37 110,10 £ 3,66
9 105,57+ 0,41 108,93 + 2,55
10 97,29 £ 0,60 95,27 £ 3,20

Die Wiederfindungen fir die analysierten AOS liegen im Bereich von 95 - 110 % und sind somit
tendenziell etwas hoher als die der HGO (Tabelle 8). Ob dies auf einen geringfligig verbesserten
Abbau der gebundenen US bzw. eine verminderte Weiterreaktion des hier gebildeten 5FFAs zurtick-
zufiihren ist, kann nicht beurteilt werden. Dennoch bewegen sich alle Wiederfindungen um 100 %
und auch hier konnte kein Zusammenhang zwischen DP und Wiederfindung gefunden werden.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass losliche oligo- und vermutlich auch polymere US wie
pektinhaltige oder alginathaltige LBS ebenfalls mit der entwickelten SIVA-basierte Uronsaureana-
lyse, ohne Vorbehandlung des Probenmaterials, analysiert werden konnen. UBS hingegen erfordern
aufgrund ihrer wasserunldslichen Natur eine solubilisierende Sdurevorbehandlung. Diese wurde
anhand der Karotten UBS ausgehend von dem durch Saeman et al. (1945) vorgeschlagenen Verfah-
ren fur cellulosereiches, unlosliches Material optimiert. Allerdings wurden die Proben ausschlief3-
lich bei Raumtemperatur behandelt, um die vorzeitige Bildung von 5FFA zu vermeiden. Dabei wurde

die Verweilzeit der Proben in der 12 M sowie in der verdiunnten 1,6 M Schwefelsaure variiert und
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die 5FFA-Bildung chromatographisch Uberwacht. Hier erwies sich die Kombination aus einer zwei-
stiindigen Behandlung mit der 12 M Sdure und eine anschlieRende Verweilzeit von 10 min der
Probe unter stetigem Schutteln in der verdinnten Sdure als optimal, da so die grofite US-Menge
quantifiziert wurde. Ob somit tatsachlich eine vollstandige quantitative Analyse der US moglich ist
oder ein Teil dieser in dem bis zuletzt unloslichen Material verblieb, bleibt offen und sollte zukinf-
tig weiterverfolgt werden.

4.6.2 Einfluss ester- und ethergebundener Substituenten

Werden pflanzliche Proben analysiert, spielen Esterbindungen an der GalA des Pektinrlickgrats eine
wichtige Rolle. Hier konnen sowohl die Carboxygruppen methylverestert als auch die Hydroxyg-
ruppen acetylverestert vorliegen (vgl. Kapitel 1.3.1.1) (Caffall und Mohnen 2009). Die Ausbildung
von Methylethern soll in dieser Arbeit vorranging am Beispiel des GX diskutiert werden, welches
insbesondere in Hartholzern 4-0-Me-GlcA enthalt (vgl. Kapitel 1.3.1.2) (Ebringerova et al. 2005).

McComb und McCready (1952) untersuchten den Einfluss der Methylester der GalA unter Verwen-
dung eines entsprechenden GalA-Monosaccharidstandards in einem photometrischen Assay. Sie
konnten zeigen, dass eine kurzzeitige Erhitzung uber 5 min in konzentrierter Schwefelsaure nicht
ausreicht, um die Esterbindungen vollstandig zu spalten. Nach einer alkalischen Vorbehandlung
lief3 sich die methylierte GalA hingegen vollstandig wiederfinden.

Zur Bewertung des Einflusses des DM auf die GalA-Bestimmung wurden die LBS aus den drei Roh-
materialien Zitronenschale, Apfel- und Karottentrester jeweils in Wasser oder in 0,05 M Natron-
lauge geldst und anschliefRend mittels SIVA analysiert. In allen Fallen flhrte die alkalische Vorbe-
handlung und die damit verbundene Hydrolyse der Esterbindung zu héheren GalA-Gehalten. Wah-
rend der Anstieg bei den LBS aus Karotte mit 4,63 % nicht erheblich war, zeigten Apfeltrester- und
Zitronenschalen-LBS Zunahmen von 27,71 % bzw. 11,24 %. Dies verdeutlicht, dass die Esterbin-
dungen in konzentrierter Schwefelsaure nicht (vollstandig) hydrolysiert werden die entsprechenden
US sich so der MS-Bestimmung entziehen. Neben den Methylestern werden auch Acetylgruppen
durch alkalische Behandlung abgespalten.

Fir die UBS war eine alkalische Vorbehandlung nicht anwendbar, da fir diese zunachst eine saure
Vorhydrolyse zum Aufschluss des Materials erforderlich war, um eine GalA-haltige L6sung zu erhal-
ten.

Methylether an Position 04 der GlcA im GX werden wahrend des Abbaus zu 5FFA abgespalten.
Diese Substitution spielt jedoch eine Rolle fiir die Abbaugeschwindigkeit der GlcA, da hier die Aus-
bildung des Lactons blockiert wird, sodass sich der Abbau gemaf? verschiedenen Quellen dem der
GalA angleicht (Li et al. 2007; Scott 1979). Dies wurde in dieser Arbeit anhand des in Kapitel 4.5.3
beschriebenen DOE-Ansatzes untersucht. Abbildung 66 A zeigt hierzu den Main Effects Plot des Ab-
baus der 4-O-Me-GlcA. Dieser unterscheidet sich deutlich vom Profil des in Abbildung 61 gezeigten
Plots der GalA, was die durch Li et al. (2007) aufgestellte Hypothese der Vergleichbarkeit mit GalA
widerlegt. Die Optimaltemperatur flr eine besonders empfindliche Messung der 4-O-Me-GlcA liegt,
vergleichbar zur GlcA, bei 95 °C, wobei die Erhitzungszeit nur einen minimalen Einfluss nimmt.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Abbau der 4-O-Me-GlcA ebenfalls mit den fur GlcA
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ermittelten Parametern (95 °C und 15 min, vgl. Kapitel 4.5.3) durchgefiihrt. Die Kalibriergeraden
der GlcA und der 4-0-Me-GlcA (Abbildung 66 B) zeigen, dass die Abbaubedingungen im Falle der
verwendeten Monosaccharidstandardsubstanzen nicht identische, aber vergleichbare Ergebnisse
liefern. Dies zeigt, dass auch 4-O-Me-GlcA-haltige Proben entsprechend der GlcA-haltigen Materi-
alien behandelt werden kdnnen. Im oberen Kalibrierbereich kommt es zu geringfligig hdheren Er-
gebnissen durch Anwendung der 4-0O-Me-GlcA-Kalibrierung. Die US-Konzentrationen der unter-
suchten Hartholzer (Kapitel 4.7.2) wurden deshalb zum Vergleich basierend auf der GLcA- sowie der
4-0-Me-GlcA-Kalibriergerade berechnet.
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Abbildung 66: Main Effects Plots des Abbaus der 4-O-Methyl-Glucuronsaure (4-O-Me-GlcA) zu 5-Formyl-2-
furancarbonsaure (5FFA) (A) sowie die beiden Kalibriergeraden der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse von
Glucuronsaure (GlcA) und 4-0-Me-GlcA nach Erhitzen bei 95 °C fiir 15 min

4.6.3 Einfluss der Aldobiuronsaurebindung

Die als Aldobiuronsaurebindung bezeichnete glycosidische Bindung zwischen einem Neutralzucker
und einer US gelten als besonders stabil (vgl. Kapitel 3.2.1). Aus diesem Grund wurde die Freiset-
zung der US aus solch einer Bindung am Beispiel des GX Uberprift. Hierzu wurden zunachst GXOS
mit einem definierten DP und einer 4-0O-Me-GlcA-Substitution aus einem Buchenxylan-Standard
isoliert.

4.6.3.1 Isolierung von Glucuronoxylanoligosacchariden

Zur Gewinnung der GXOS wurde das Buchenxylan mittels endo-Xylanasen verdaut und die entstan-
denen Oligosaccharide separiert. Zur Hydrolyse des Xylans standen zwei Enzyme, eine GH10- und
eine GH11-Xylanase, zur Verfigung. Diese beiden Enzyme wurden hinsichtlich ihrer Spaltmuster
sowie der Ausbeute zur Gewinnung der GXOS beurteilt. Das vom Enzym abhdngige Produktspekt-
rum wird durch die beiden HPAEC-Chromatogramme in Abbildung 67 verdeutlicht. Im vorderen
Bereich des Chromatogramms (bis 40 min) eluieren die neutralen, unsubstituierten XOS, im hinte-
ren Bereich folgen die GXOS. Die entsprechenden Oligosaccharide wurden mittels MS-Detektion
identifiziert. Hierbei folgt die Nomenklatur der durch Fauré et al. (2009) vorgeschlagenen Systema-
tik (vgl. Kapitel 3.3.3).
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Abbildung 67: Chromatogramm, detektiert mit gepulst amperometrischer Detektion, der (optimierten) Fer-
mentationen mittels Glycosidhydrolase (GH) 10 und 11 nach Trennung mittels Hochleistungsanionenaus-
tauschchromatographie. Isomaltotrise (IMT) wurde hier als interner Standard zugesetzt. Die Benennung der
detektierten Xylooligosaccharide und Glucuronoxylanoligosaccharide (GXOS) erfolgt nach Fauré et al. (2009).

Die GH10-Xylanase lieferte ein breiteres Produktspektrum an GXOS, wobei Xs;U*™ gemaf Biely et
al. (2016) das kleinste Oligosaccharid darstellt. Da dieses Enzym im Vergleich zur GH11-Xylanase
mehr Spaltmdglichkeiten besitzt, entstehen hier auch isomere Strukturen (Xs-;U*™%) innerhalb eines
DPs.

Die GH11-Xylanase erzeugt ein etwas Ubersichtlicheres GXOS-Spektrum mit XsU*™ als kleinstes
Fragment. Gemaf? der in Kapitel 3.3.3 vorgestellten enzymspezifischen Spaltmuster handelt es sich
hierbei héchstwahrscheinlich um das Oligosaccharid XU*™2XX (Biely et al. 2016). Strukturisomere
GXOS wurden durch das GH11-Enzym nicht generiert. Aufgrund des einfacheren Produktspektrums
sowie der hoheren erreichten Ausbeuten an GXOS, wurde der Enzymverdau ausschliefslich mit der
GH11-Xylanase fur die nachfolgende semipraparative Gewinnung der Oligosaccharide optimiert.
Hierzu wurden die Inkubationszeit sowie die Enzymmenge/-aktivitat betrachtet, um eine maoglichst
hohe Ausbeute an GXOS sowie eine umfangreiches GXOS-Spektrum zu erhalten. Die Ausbeuten
wurden jeweils relativ zur Flache des internen Standards berechnet und sind in Abbildung A17 im
Anhang vergleichend dargestellt. Als optimale Hydrolysebedingung fiir die GH11-vermittelte Fer-
mentation wurde 0,25 U/mg Substrat bei 50 °C fir 5 h identifiziert. Das erhaltene Produktspektrum
ist in Abbildung 67 dargestellt.

Die neutralen XOS wurden mittels SPE aus dem Hydrolysat entfernt. Dabei erfolgte die Retention
der bei neutralem pH-Wert negativ geladenen GXOS an einem starken Anionenaustauscher,
wodurch eine effektive Trennung von den XOS durch einfaches Waschen mit Wasser ermdglicht
wurde. Die anschlieRende HPAEC-Analyse des Eluats bestatigte die erfolgreiche Abtrennung der
XOS (vgl. Anhang, Abbildung A18).
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Zur vollstandigen Elution der GXOS wurden verschiedene Elutionsmittel getestet, darunter natri-
umacetat-, ameisensaure- sowie ammoniumformiathaltige Losungen. Die Natriumacetat-Eluate
(100 mM) konnten direkt mittels HPAEC analysiert werden, flihrten jedoch aufgrund der erhohten
Salzkonzentration zu einer signifikanten Retentionszeitverschiebung und einem veranderten
Trennverhalten der Analyten im Vergleich zum urspriinglichen Hydrolysat. Formiathaltige Eluenten
zeigten bei gleicher Konzentration eine hohere Elutionskraft im Vergleich zu Acetat, wodurch ge-
ringere Volumina fir die vollstandige Elution erforderlich waren. Verbleibende Ameisensaure
konnte durch wiederholtes Gefriertrocknen vor der Analyse aus dem Eluat entfernt werden. Im Ge-
gensatz dazu erforderte die vollstandige Entfernung von Ammoniumionen eine zusatzliche Katio-
nenaustauscher-SPE sowie anschlieffendes Trocknen der Probe. Aufgrund dieses zusatzlichen Auf-
reinigungsschritts wurde fur die Elution eine 100 uM Ameisensaurelosung gewahlt. Da eine verlan-
gerte Verweilzeit der GXOS in der sauren Ldsung eine nachtragliche Hydrolyse beglinstigen kann,
wurde das finale Eluat teilweise mit Natronlauge neutralisiert, um diesen Effekt zu minimieren.

Zur semipraparativen Isolierung wurden GXOS ausgehend von 3 g des Buchenxylan-Standards her-
gestellt. Die nach der SPE erhaltene Mischung (Xs-sU*"?) wurde mittels HILIC semipraparativ frak-
tioniert (Anhang, Abbildung A18) und die erhaltenen Fraktionen wurden mittels HPAEC-PAD auf
ihre Reinheit untersucht. Hierbei konnten die Fraktionen ausschliefilich in einer Reinheit < 90 %
erhalten werden (Tabelle 9), da in jeder Fraktion immer ein nicht mittels HILIC abtrennbarer Oli-
gosaccharidanteil des jeweils um eine Xyl-Einheit kleineren GXOS enthalten war.

Tabelle 9: Mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatograpie und gepulst amperometrischer Detektion
bestimmte Reinheit der isolierten Glucuronoxylanoligosaccharide, die Benennung der Strukturen erfolgt nach
Fauré et al. (2009).

Struktur Reinheit in %
X U4m2 69
XsU4m? 86
XeU*m? 85
X;U4m? 83
XgU4m? 67

Die Fraktionen Xs.;U*™ wiesen mit > 80 % eine fiir die nachfolgend durchgefiihrte SIVA-basierte
Uronsaureanalyse als ausreichend erachtete Reinheit auf. Die Ubrigen beiden Fraktionen wurden
aufgrund zu geringer Reinheit von den weiteren Tests ausgeschlossen.

Zur letztendlichen ldentifizierung der Position der 4-0O-Me-GlcA-Substitution wurden verschiedene
2D-NMR-Experimente durchgefiihrt, welche nachfolgend am Beispiel des XsU*™ kurz erlautert wer-
den. Bereits im H-NMR-Spektrum lassen sich das Singulett der Methylgruppe der US (64 = 3,48
ppm) sowie die Signale der anomeren Protonen im Bereich 5,29 - 4,45 ppm identifizieren und
durch ihre unterschiedlichen Kopplungskonstanten den a- und B-Anomeren der Zuckereinheiten
zuordnen. Hierbei konnten die Signale des anomeren Protons der reduzierenden Xyl-Einheit mit-
hilfe eines XOS-Standards zugeordnet werden. Die Kreuzsignale der %cu-Kopplungen im HSQC-
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Spektrum (Abbildung 68) wurden durch das HSQC-TOCSY-Spektrum in einzelne Spinsysteme und
somit in die verschiedenen Bestandteile der terminalen-nichtreduzierenden Xyl, der substituierten
Xyl, der reduzierenden Xyl sowie der unsubstituierten mittleren Xyl-Einheiten unterteilt. Entspre-
chende Nachbarschaftsbeziehungen der C/H-Kreuzsignale wurden durch das H2BC-Spektrum her-
geleitet, woraus sich die Zuordnung zu C/H2-5 der Monosaccharidbestandteile ergab (Abbildung
68). Die vollstandige Zuordnung der chemischen Verschiebungen sowie die entsprechenden NMR-
Spektren finden sich in Tabelle A6 bzw. A19 im Anhang.
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Abbildung 68: Hetero Single Quantum Coherence-Spektrum des isolierten XU*"2XXX-Standards, aufgenommen
in Deuteriumoxid, referenziert auf Aceton (6n,.c = 2,22 ppm/30,89 ppm). Die Nomenklatur der Signale erfolgt
gemaf? der Position des zugeordneten C/H-Signals im Monosacharid und der dazugehorigen Monomereinheit
(NR: nicht reduzierend, M: mittig, S: substituiert, T: terminal, US: Uronsauresubstituent) der gezeigten Struktur.

Das HMBC-Experiment (Anhang, Abbildung A20) erlaubte die Identizierung der Bindungspositionen
der einzelnen Monosaccharide. Hierbei konnte zudem die Methylierung an O4- der GlcA verifiziert
werden. Die *Jcy Kopplung (811= 4,45 ppm, 8c4+= 77,5 ppm) des anomeren Protons der nicht-redu-
zierenden Xyl mit dem (4 der substituierten Einheit zeigt, dass sich die Substitution mit 4-O-Me-
GlcA im Fall des XsU*m2-Standards in Ubereinstimmung mit der Literatur an der zweiten Xyl-Einheit,
ausgehend vom nicht-reduzierenden Ende, befindet. Eine entsprechende Kopplung, welche die
Substitution an O2 dieser Einheit bestatigt, kann nicht gefunden werden, jedoch zeigt das HSQC-
Signal des (/H2 eine deutliche Tieffeldverschiebung im Vergleich zu den ubrigen C/H2-Kreuzsig-
nalen anderer Einheiten. Demnach kann die Substitution an dieser Position der Xyl verifiziert und
die Struktur XU*mXXX bestatigt werden.
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Die genaue Position der Substitution des XOS-Ruckgrats der tbrigen isolierten Standardsubstanzen
konnte aufgrund zu geringer Probenmengen nicht vollstandig bestimmt werden. Hier war einzig
die Aussage moglich, dass sich die substituierte Xyl-Einheit weder am terminalen nicht-reduzieren-
den noch am reduzierenden Ende des Oligosaccharids befindet. Aufgrund des in Kapitel 3.3.3 be-
schriebenen Spaltungsmusters der GH11-Xylanase wird jedoch von einer zu XU*™2XXX vergleich-
baren Struktur ausgegangen.

4.6.3.2 Analyse der Glucuronoxylanoligosaccharide mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse

Zur Beurteilung des Einflusses der Uronsauresubstitution sowie des DPs des Xyl-Rlickgrats eines
GXOS wurden die drei in ausreichender Reinheit isolierten Oligosaccharide in Losungen mit ver-
gleichbarem molarem Aquivalent der enthaltenen 4-O-Me-GlcA analysiert. Als Referenzwert von
100 % diente die Wiederfindung einer entsprechend konzentrierten 4-0O-Me-GlcA-Monosaccharid-
Standardlosung. Die erzielten Wiederfindungen der US in Abhdngigkeit von den untersuchten Oli-
gosacchariden sind in Tabelle 10 gelistet.

Tabelle 10: Wiederfindungen (WDF) der 4-O-Methyl-Glucuronsdaure nach Analyse der isolierten Glucurono-
xylanoligosaccharide. Die Benennung der Strukturen erfolgt gemafs Fauré et al. 2009.

WDF in % des

Struktur .
Monosaccharids
XU*mZXXX 73,93 1,86
XeU*m2 73,09 £0,47
X;U*m2 64,33 £ 0,24

Dabei wird deutlich, dass die an der Aldobiuronsaurebindung beteiligte US nicht im gleichen Maf3e
wiedergefunden wird, wie das entsprechende Monosaccharid. Die um bis zu 35 % niedrigeren Werte
deuten auf eine erschwerte Freisetzung der an den Neutralzucker gebundenen US hin, was auf eine
stabilere glycosidische Bindung zurlickgefiihrt werden kann (Lorenz et al. 2016). Ein weiterer ent-
scheidender Faktor fir die geminderten Wiederfindungsraten konnte in der reaktiven Matrix des
Xylanriickgrats liegen. Wahrend die US aufgrund der stabilen Bindung nur verzogert freigesetzt
wird, dehydratisieren die bereits abgespaltenen Xylose-Einheiten unter den drastischen Bedingun-
gen der Schwefelsaurebehandlung rapide zu Furfural. Die daraus resultierende hohe Konzentration
dieser reaktiven Abbauprodukte beglinstigt Kondensationsreaktionen zwischen dem Furfural und
den entstehenden Abbauprodukten der US. Diese Nebenreaktionen flihren somit dazu, dass Teile
des 5FFAs sowie des internen Standards, in nicht kontrollierbarem Verhaltnis, dem Nachweis ent-
zogen werden. Im Vergleich dazu fehlt dem mitgefiihrten Monosaccharid-Standard diese reaktive
Matrix, was die dort beobachtete hohere Wiederfindung erklart.

Ob der DP der Xyl hierbei einen Einfluss auf die Bestimmung ausubt, lasst sich anhand der vorlie-
genden Daten jedoch nur eingeschrankt beurteilen. Die Wiederfindungen der US in XU*™2XXX und
XeU*™ sind unter Einbezug der Standardabweichung als sehr gut vergleichbar zu bewerten. Ein
Einfluss der Anzahl der Xyl-Einheiten ist somit nicht erkennbar. Abweichend davon zeigt der Stan-
dard X;U*™ um etwa 9 % geringere Wiederfindungsraten. Ob sich hier durch die zusatzliche Xyl-

121



4.7 Photometrische und massenspektrometrische Uronsaurebestimmung im Vergleich

Einheit eine veranderte Freisetzungsdynamik widerspiegelt, bleibt offen. Zudem stellt sich die
Frage, ob nicht die Position der substituierten Xyl-Einheit im Oligomer, und weniger deren Anzahl,
ursachlich fur die beobachteten Unterschiede ist. Wie im vorangegangenen Kapitel erlautert,
konnte lediglich bei XU*m2XXX die Substitutionsposition vollstandig aufgeklart werden. Fir die tib-
rigen Standardsubstanzen wurde eine aquivalente Struktur angenommen, ohne dass diese abschlie-
Rend bestatigt werden konnten. Es besteht daher die Moglichkeit, dass sich die substituierte Einheit
in X;U*™ nicht unmittelbar am nicht-reduzierenden Ende, sondern weiter im Zentrum des Oligo-
mers befindet.

Inwiefern diese Ergebnisse auf Polysaccharide Ubertragbar sind, lasst sich derzeit nicht abschlie-
RBend bewerten. Es ist jedoch davon auszugehen, dass auch dort eine Unterbestimmung des Uron-
sauregehalts um etwa 30 - 40 % erwartet werden kann. Variationen der Inkubationszeit in konzen-
trierter Schwefelsaure, sowohl langere als auch kiirzere Zeiten, flihrten zu keinen eindeutigen Er-
gebnissen.

Ein weiterer Unsicherheitsfaktor liegt in der schwefelsauren Vorbehandlung der GX-haltigen Holz-
proben. Ob hierbei bereits Aldobiuronsaurebindungen partiell hydrolysiert werden, ist bislang un-
geklart und bedarf weiterer Untersuchungen. Sollte dies der Fall sein, ware eine Unterbestimmung
vor allem bei loslichen Probenmaterialien relevant, wahrend die vorbehandelten Hartholzproben
hiervon voraussichtlich weniger betroffen sind. Fur weiterfiihrende Analysen sollten die hier vor-
gestellten Untersuchungen auch auf RG I-Oligosaccharide sowie Strukturen der verschiedenen Hyd-
rokolloide ausgeweitet werden. Diese Polymere sind haufig in wasserloslichen Fraktionen vorhan-
den und weisen demnach intakte Aldobiuronsaurebindungen auf.

4.7 Photometrische und massenspektrometrische Uronsaurebestimmung im
Vergleich

4.7.1 Validierung beider Methoden

Die entwickelte SIVA-basierte Methode wurde gemaf3 den in Kapitel 3.6.3 beschriebenen Validie-
rungsparametern uberpruft. Hierfur kamen die entsprechenden US-Monosaccharidstandards sowie
die in Kapitel 4.5 ermittelten optimalen Reaktionsbedingungen zur Anwendung. Die Analysen er-
folgten an einer ESI-Orbitrap-MS. Obwohl reine GulA- oder ManA-haltige Proben primar im bakte-
riellen Kontext von Bedeutung sind, wurden diese US in die Validierung mit einbezogen. Die pho-
tometrischen Analysen wurden nach den von Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) beschriebe-
nen Bedingungen (95 °C, 5 min) durchgefuhrt. Die entsprechenden Validierungsparameter sind in
Tabelle 11 (einzelne US) und Tabelle 12 (Uronsdaurekombinationen) vergleichend dargestellt.

Die Kalibrierung der SIVA-basierte Uronsdureanalyse erfolgte im Konzentrationsbereich von 10
mg/L bis 85 mg/L. Fur GulA bzw. GulA + ManA wurde der Bereich aufgrund der hdheren NG und BG
auf 25 mg/L bis 100 mg/L erweitert. Innerhalb der gewahlten Bereiche zeigt die SIVA mit Korrela-
tionskoeffizienten > 0,999 eine ausgezeichnete Linearitat, wahrend in der photometrischen Analyse
lediglich Werte Uber 0,96 erreicht werden. Daruber hinaus zeigt die SIVA, beurteilt anhand der
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4. Ergebnisse und Diskussion

Steigungen der Kalibriergeraden, eine etwa vierfach héhere Empfindlichkeit im Vergleich zur pho-
tometrischen Methode.

123



4.7 Photometrische und massenspektrometrische Uronsaurebestimmung im Vergleich

Tabelle 11: Vergleich der Validierungsdaten der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA), durchgefiihrt mit einem Orbitrap-Massenanalysator, mit der
photometrischen Analyse in Anlehnung an Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) (GalA: Galacturonsaure, GlcA: Glucuronsaure, ManA: Mannuronsaure,
GulA: Guluronsaure, NG: Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze, R2: Korrelationskoeffizient)

SIVA Photometrie
GalA GlcA ManA GulA GalA GlcA ManA GulA
Kalibrierbereich
. 10-85 10-85 25-85 10-85
in mg/L
Kalibrierfunktion y=0,02456x- y=0,02348x y=0,00647x vy=0,02035 |y=0,00574x y=0,00506x y=0,00223x y=0,00374x
0,00383 +0,03231 +0,01052 x-0,02035 | +0,15771 +0,13604 +0,13581 +0,06965
R? 0,9991 0,9991 0,9998 0,9992 0,9974 0,9976 0,9686 0,9906
NG in mg/L 1,38 1,83 2,60 2,93 7,30 6,30 16,29 9,72
BGin mg/L 475 6,11 8,82 9,83 24,96 23,81 60,11 36,16
Instrumenteller
Variationskoeffi- 0,86 4,26
zient in %
Verfahrensvaria- 1,93 2,17 2,14 1,56 10,58 11,20 12,52 9,22
tionskoeffizient
in %
Externe Wieder- 100,32 100,02 = 98,36 +1,08 98,31+ 122,10 113,16 129,99 80,76 = 0,64
findung in % 1,47 0,06 1,06 3,27 1,55 3,53
Wiederfindung in 101,80 99,09 + 98,61 99,65 + 116,75 % 110,53 43,83 £ 38,82 %
Matrix in % 2,991 0,072 0,96° 1,16° 5,03! 8,317 0,19° 3,67°

! als Matrix wurden die Karottentrester LBS genutzt
2als Matrix wurde das Buchenholz nach Vorbehandlung genutzt

3 als Matrix wurde eine Leermatrix gemaf der Monosaccharidzusammensetzung der Braunalgen-BS genutzt
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Tabelle 12: Vergleich der Validierungsdaten der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA), durchgefiihrt mit
einem Orbitrap-Massenanalysator, mit der photometrischen Analyse in Anlehnung an Blumenkrantz und As-
boe-Hansen (1973) fur verschiedene Kombinationen der Uronsaduren (GalA: Galacturonsdure, GlcA: Gluron-
saure, ManA: Mannuronsaure, GulA: Guluronsdure, NG: Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze)

SIVA Photometrie
GalA + GlcA!? ManA + GulA? GalA + GlcA! ManA + GulA?
Kalibrierbereich in
10- 85 25-100 10- 85 25-100
mg/L
. . y=0,0218x - y=0,0120x -
Kalibrierfunktion
0,01941 0,00464 VT, VP,
erte orientie- erte orientie-
R? 0,9986 0,9990 ] ]
. ren sich an der ren sich an der
NG in mg/L 2,48 2,94 i ) i )
. uberwiegend uberwiegend
BGin mg/L 8,04 10,29
vertretenen vertretenen
Instrumenteller Va- . .
o . Uronsaure (Da-  Uronsaure (Da-
riationskoeffizient 0,86
. ten vgl. Tabelle  ten vgl. Tabelle
in %
L. 11). 11).
Verfahrensvariati-
L 2,56 3,94
onskoeffizient in %
Externe Wiederfin-
. 102,12 £ 0,84 98,86 £ 0,42 63,79 £ 4,00 300,44 £ 6,32
dung in %
Wiederfindung in
L. 101,54 £ 0,523 101,76 = 0,77* 137,20 £ 14,54%> 130,16 * 6,39*
Matrix in %

! zur Kalibrierung wurde GalA verwendet

2zur Kalibrierung wurde ManA verwendet

® als Matrix wurde Karayagummi verwendet

* als Matrix wurden die LBS der Braunalge verwendet

Die NG der SIVA liegen fur die individuell optimierten US zwischen 1,38 mg/L (GalA) und 2,93 mg/L
(ManA), die BG ist etwa um das Dreifache grofier (Tabelle 11). Da die Analysen der Uronsaurekom-
binationen nicht auf maximale Empfindlichkeit optimiert wurden, fallen die ermittelten Grenzwerte
hier erwartungsgemaf? hoher aus. Der Vergleich dieser Werte mit der NG und BG des gemessenen
Analyten 5FFAs, welche mit 43,4 ug/L bzw. 144,7 pg/L kleiner sind, verdeutlichen nochmals, dass
die Umwandlung der US zu 5FFA sowie die Extraktion unvollstandig erfolgt.

Die photometrisch bestimmten NG sind im Durchschnitt etwa vierfach héher (Tabelle 11). Beson-
ders auffallig ist dabei die ManA, welche erst ab 16,29 mg/L nachweisbar ist. Aus diesem Grund
wurde die Kalibrierung hier, abweichend von der Originalliteratur, erst bei 25 mg/L begonnen. Ins-
gesamt ist festzuhalten, dass alle photometrisch aufgenommenen Kalibriergeraden unterhalb der
jeweiligen BG ansetzen. Messwerte in diesem Bereich sind daher ausschlieBlich qualitativ
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interpretierbar und nicht fur eine belastbare Quantifizierung geeignet. Dies schrankt die Validitat
der photometrischen Ergebnisse erheblich ein.

Der instrumentelle Variationskoeffizient bewertet die Prazision wiederholter Messungen derselben
Probe (n = 10). Bei der MS bezieht er sich auf die Direktmessung des 5FFA, bei der Photometrie auf
das entstehende Chromophor aus 5FFA und 3PP. Er wurde als Mittelwert der zehn Wiederholungs-
messungen je US berechnet. Fur die photometrische Methode liegt der Variationskoeffizient mit
4,26 % deutlich iber dem der MS-Analyse (0,86 %) (Tabelle 11). Dies ist auf die geringere Robust-
heit, die hohere Storanfalligkeit und die eingeschrankte Spezifitat der optischen Detektion zurlick-
zufuhren, welche auf kleine Veranderungen wie beispielsweise auf eine veranderte optische Dichte
durch den wasserziehenden Charakter der Schwefelsaure wahrend der Mehrfachmessung zurick-
gefihrt werden kann. Der Verfahrensvariationskoeffizient beschreibt die Gesamtprazision ein-
schliefslich Probenvorbereitung und wurde durch sechsfache Aufarbeitung einer identischen Probe
bestimmt. Fur die SIVA liegt dieser mit 1,56 — 2,17 % nur geringfligig liber dem instrumentellen
Wert. Bei der photometrischen Analyse sind die Werte mit 9,22 - 12,53 % hingegen deutlich hoher,
was auf eine grofiere methodische Unsicherheit und die starke Abhangigkeit des Ergebnisses vom
Erhitzungsschritt hinweist.

Die Wiederfindungsraten dienen der Beurteilung der Richtigkeit der Methoden. Die externe Wie-
derfindung bewertet die analytische Genauigkeit bei der Messung von Standardlésungen ohne Mat-
rixeinfluss, wahrend die Wiederfindung in Matrix den Einfluss matrixbedingter Effekte erfasst, in-
dem das jeweilige BS-Material mit bekannten Mengen der US versetzt wurde. Innerhalb der SIVA
liegen hier alle Werte um 100 = 2 %, ein Einfluss der nach der Extraktion verbleibenden Matrix kann
hier nicht ausgemacht werden (Tabelle 11). Die externen Wiederfindungsraten der US, bestimmt
mit dem Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assays, zeigen, dass alle US, mit Ausnahme der GulA, deut-
lich Gberbestimmt werden. Da die Uberbestimmung nicht auf die Ausbildung chromophorer Ver-
bindungen durch Matrixkomponenten zurlickgeflhrt werden kann, wird davon ausgegangen, dass
der Abbau bzw. die Chromophorbildung nicht vergleichbar zur Anfertigung der Kalibrierung statt-
fand. Bereits kleinste Veranderungen im Ablauf oder innerhalb der Reaktionsparameter flihren be-
reits zu nur schwer einschatzbaren Abweichungen und schranken die Prazision und somit auch die
Richtigkeit der Analyseergebnisse stark ein. Zudem muss davon ausgegangen werden, dass die Re-
aktion des 5FFAs zu dem gebildeten Chromophor nicht zwingend reproduzierbar und stochiomet-
risch erfolgt. Zur genaueren Beurteilung dieses Sachverhalts sollten weitere kinetische Studien der
Chromophorbildung angefertigt werden, die unter anderem den Einfluss der Konzentration der Ana-
lyten und Analytkondensate (Rosenau et al. 2017) sowie das Potential zur Chromophorausbildung
dieser Kondensate, beurteilen.

Bei der photometrischen Analyse lasst sich ebenfalls ein moderater (fir GalA bzw. GulA) bzw. deut-
licher Einfluss der Matrix auf die Wiederfindungen der US ausmachen (Tabelle 11). Hier ist zu er-
kennen, dass die Wiederfindung entgegen den Erwartungen deutlich niedriger ausfallt und es zu
einer Unterbestimmung der Analyten kommt. Es stellt sich die Frage, ob es im Fall des deutlichen
Uberschusses der Neutralzucker in der Probe zu einer raschen Kondensation lbriger Furane oder
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Ring6ffnungsprodukte mit dem 5FFA kommt, sodass sich dieses der Analyse entzieht. Warum dieser
Effekt insbesondere bei GulA und ManA ausgepragt ist, bleibt bislang unklar.

Die photometrische Methode ist grundsatzlich nicht fir die simultane Bestimmung mehrerer US in
einer Probe geeignet. Dies wird durch die niedrige externe Wiederfindung fur GalA + GlcA sowie die
stark Uberhohten Werte fir ManA + GulA deutlich (Tabelle 12). Ursache hierfir sind die unterschied-
lichen Abbauraten der einzelnen US, die in einer gemeinsamen Kalibrierung nicht adaquat erfasst
werden kdnnen.

Die Analyse mittels Orbitrap-MS bringt insbesondere den Vorteil einer hohen Empfindlichkeit und
vor allem einer hohen Genauigkeit der erfassten exakten Massen. Nichtsdestotrotz handelt es sich
hierbei um ein Gerat mit sehr teuren Anschaffungskosten und ist aufgrund dessen nicht in jedem
Routinelabor vorhanden. Da die Erfassung einer exakten Masse des 5FFAs nicht zwangsldufig not-
wendig fur die SIVA ist, wurde die Analyse am Beispiel der GalA auf ein einfaches Single-Quadrupol-
System Ubertragen. Ausgewahlte Validierungsparameter sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Ausgewahlte Validierungsparameter (NG: Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze) der Analyse
von Galacturonsaure (GalA) fir die entwickelte Gesamturonsaurebestimmung mittels Stabilisotopenverdin-
nungsanalyse (SIVA), analysiert mittels eines Single-Quadrupol (Q) Massenspektrometers (MS)

SIVA
LC-O-MS
NG in mg/L 1,71
BG in mg/L 5,74
niedrige Konzentration

. 20,25
Verfahrensvariati- (10 mg/L GalA)

onskoeffizient in % hohe Konzentration 143

(85 mg/L GalA)

Obwohl die NG und BG bei Verwendung eines Single-Quadrupol-Massenspektrometers geringfugig
hoher lagen, zeigte die Methode im SIM-Modus dennoch eine mit der LC-Orbitrap-MS vergleichbare
Empfindlichkeit und Ubertraf die des kolorimetrischen Assays deutlich. Das Orbitrap-System wies
jedoch eine hohere Prazision auf, insbesondere im unteren Konzentrationsbereich, in dem das Sin-
gle-Quadrupol-System eine grofiere Streuung zeigte. Insgesamt kann die Methode ohne wesentli-
che Einbufien an Zuverlassigkeit auf ein Single-Quadrupol-MS-System Ubertragen werden, sofern
der Kalibrierbereich an die geringere Prazision im niedrigen Konzentrationsbereich angepasst wird.

4.7.2 Analysenergebnisse fiir uronsaurehaltige Probenmaterialien

Die isolierten BS-Materialien sowie die brigen gemahlenen Proben wurden gemdf3 der optimierten
Methodik sowohl mittels SIVA (vgl. Kapitel 4.5) als auch mit der photometrischen Methode nach
Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) analysiert. Die zusammengefassten Ergebnisse sind in Ab-
bildung 69 dargestellt.

127



4.7 Photometrische und massenspektrometrische Uronsaurebestimmung im Vergleich

pektinhaltige Proben o Hydrokolloide
@ 70 g 40
€ S
S 60 g % }
< € 30
g 30 £
o 25
s 3 20
—_ .m
g 30 S 15
< =]
o =
E 1%}
g 10 § 5
S 0
SIVA Photometrie SIVA Photometrie SIVA Photometrie
UBS LBS B Xanthan B Gummi arabicum
B Zitronenschale W Apfeltrester ~m Karottentrester Karayagummi
Braunalge Hartholzer
=120 5
£ £
8 100 S 4 z
N hg I
(@] (@)}
g 80 1S
= e = -
L 60 o
> =}
1T o 2
Z 40 £
e o
2 31
g 20 g
a x
O 0 $0
SIVA Photometrie | SIVA Photometrie SIVA Photometrie SIVA Photometrie
UBS LBS GlcA-Kalibrierung 4-0-Me-GlcA-

Kalibrierung

B Braunalge M Buche Eukalyptus

Abbildung 69: Vergleich der mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) und Photometrie bestimmten
Uronsauregehalte verschiedener Probenmaterialien (LBS: losliche Ballaststoffe, UBS: unlosliche Ballast-
stoffe). Die Hartholzproben wurden sowohl mittels Glucuronsaure (GlcA)- als auch 4-O-Methyl-GlcA (4-O-Me-
GlcA)-Kalibrierung quantifiziert.

Der Vergleich der beiden Verfahren zeigt teils deutliche Abweichungen zwischen den mittels SIVA-
und den photometrisch ermittelten Uronsdauregehalten. Eine eindeutige Tendenz lasst sich dabei
nicht erkennen: In einigen Fallen (z. B. Zitronen- und Karotten-LBS, Karayagummi, Braunalge) lie-
fert die photometrische Methode signifikant héhere Werte, wahrend bei den pektinhaltigen UBS
weitgehend Ubereinstimmung besteht und in anderen Proben niedrigere Werte bei Anwendung der
Photometrie beobachtet werden. Die abweichenden Ergebnisse konnen auf Interferenzen mit Neut-
ralzuckern sowie eventuell auf unerwilinschte Reaktionen des 5FFAs mit weiteren Abbauprodukten
zuruckgefihrt werden. Dariiber hinaus ist die Messprazision der photometrischen Methode im Ver-
gleich zur SIVA deutlich geringer. Wahrend die SIVA reproduzierbare Ergebnisse mit einer relativen
Standardabweichung unter 2 % liefert, zeigt die photometrische Bestimmung eine wesentlich
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hohere Streuung der Daaten. Diese Befunde mussen im Kontext der zuvor dargestellten Validie-
rungsergebnisse (vgl. Kapitel 4.7.1) betrachtet werden. Bereits dort deutete sich insbesondere bei
der Braunalge eine deutliche Uberbestimmung der US durch die photometrische Methode an. Werte
uber 100 %, wie sie bei den LBS-Proben erhalten wurden, stellen die Zuverlassigkeit der photomet-
rischen Quantifizierung zusatzlich infrage.

Die Hartholzproben wurden sowohl unter Anwendung der GlcA- als auch der 4-O-Me-GlcA-Kalib-
rierung quantifiziert. Die bei Anwendung der 4-O-Me-GlcA-basierten Kalibrierung ermittelten Werte
fielen leicht hoher aus, unterschieden sich jedoch unter Einbeziehung der Standardabweichung
nicht signifikant von den GlcA-basierten Ergebnissen.

Bei den Hydrokolloiden sowie teilweise bei den Harthdlzern ist, entsprechend den Ergebnissen aus
Kapitel 4.6.3, von einer systematischen Unterbestimmung auszugehen. Diese betrifft jedoch beide
Methoden gleichermafien, da hier der unvollstandige Abbau der Aldobiuronsaurebindungen in kon-
zentrierter Schwefelsaure den limitierenden Faktor darstellt und weder durch Kalibrierung noch
durch den Einsatz interner Standards kompensiert werden kann.

Ein zusatzlicher Unterschied besteht in der Vorbehandlung der pektinhaltigen LBS, bei denen im
Rahmen der SIVA eine alkalische Behandlung durchgefihrt wurde (vgl. Kapitel 4.6.2). Diese kann
die Abbaurate beeinflussen und so zu methodisch bedingten Abweichungen fiihren. Da die Berech-
nung des DAc und DM pektinhaltiger Proben direkt auf den Ergebnissen der Uronsaurebestimmung
basiert, flUhren unterschiedliche Uronsauregehalte zwangslaufig zu abweichenden, experimentell
bestimmten Veresterungsgraden. Hierbei wird der durch quantitative NMR-Spektroskopie be-
stimmte Essigsaure- bzw. Methanolgehalt nach Verseifung anteilig auf den Uronsauregehalt bezo-
gen (vgl. Kapitel 3.2.2) (Miller-Maatsch et al. 2014). Die sich daraus ergebenden Unterschiede in
den mit SIVA und Photometrie bestimmten DAc- und DM-Werten (Tabelle 14) kénnen somit einen
entscheidenden Einfluss auf die Bewertung der technofunktionellen Eigenschaften der untersuch-
ten Materialien nehmen.

Tabelle 14: Aus den photometrisch und mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) bestimmten Ge-

samturonsduregehalten berechnete Methylierungs- (DM) und Acetylierungsgrade (DAc) der loslichen (LBS)
und unloslichen Ballaststoffe (UBS) der pektinhaltigen Proben

SIVA Photometrie
DM in % DAcin % DM in % DAcin %
Zitronenschale UBS 33,79 35,60 32,02 33,73
LBS 42,87 4,44 41,08 4,24
Apfeltrester UBS 54,42 73,80 50,57 68,58
LBS 48,40 6,43 81,76 10,86
Karottentrester = UBS 59,45 19,28 57,04 18,50
LBS 40,64 35,94 30,51 26,98
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Abschliefsend wurde mit den Bubble-Tea-Perlen ein Lebensmittel untersucht, das neben ManA und
GulA aus Alginat auch den weiteren uronsaurehaltigen Bestandteil Xanthan enthalt. Die bestimmte
Monosaccharidverteilung der Polysaccharide in den Bubble-Tea-Proben zeigte lediglich sehr ge-
ringe Mengen an GLcA, sodass nicht von signifikanten Xanthan-Gehalten auszugehen ist (vgl. Kapi-
tel 4.1). Da keine optimierten Abbaubedingungen identifiziert werden konnten, die einen gleich-
mafiigen Abbau aller drei US (ManA, GulA, GlcA) ermdglichen, wurde der Einfluss variierender Xan-
than-Konzentrationen auf die Bestimmung der US in einem Alginatstandard untersucht. Tabelle 15
zeigt die Bestimmung des Gesamturonsauregehalts (als ManA + GulA) in Gegenwart unterschiedli-
cher Xanthanmengen. Dabei veranderte sich der Gesamtgehalt des reinen Alginatstandards, wel-
cher korrekt als 100 % bestimmt wurde, durch Zugabe von Xanthan kaum. Dies bestatigt, dass die
GlcA-Komponente des Xanthans aufgrund ihrer deutlich geringeren Abbaurate bei 60 °C (vgl. Ab-
bildung 61) kaum erfasst wird. Somit ermittelt die Analyse im Fall der Bubble-Tea-Probe aus-
schliefslich den Anteil an ManA + GulA, wodurch sie nicht als Gesamturonsaurebestimmung, son-
dern vielmehr als selektive Alginatbestimmung zu interpretieren ist. Dies verdeutlicht zwar eine
methodische Einschrankung der SIVA in Hinblick auf ihr urspriingliches Ziel, eroffnet jedoch gleich-
zeitig die Moglichkeit eines gezielten Einsatzes bei spezifischen Fragestellungen. Weitere Untersu-
chungen sind erforderlich, um zu bestimmen, ab welchem Verhaltnis anderer US eine selektive
Quantifizierung von ManA + GulA nicht mehr gewabhrleistet ist.

Tabelle 15: Als Mannuron- + Guluronsaure quantifizierter Uronsauregehalt eines Alginatstandards mit vari-
ierenden Mengen Xanthan sowie des Bubble Tea Materials

Uronsaure in mg/100

mg
Alginat 101,87 £ 2,35
Alginat + 2 % Xanthan 104,26 £ 0,16
Alginat + 10 % Xanthan 103,22 = 0,64
Alginat + 50 % Xanthan 104,46 = 1,50
Bubble Tea 33,26 147

Zusammenfassend zeigen die vergleichenden Untersuchungen, dass die SIVA-Methode trotz des
etwas hoheren Aufwands der Probenvorbereitung, deutlich zuverlassigere, reproduzierbarere und
spezifischere Ergebnisse liefert als die klassische photometrische Methode. Die Eliminierung des
farbbasierten Reaktionsschritts reduziert systematische Fehlerquellen und minimiert Interferenzen
mit nicht-uronsaurehaltigen Komponenten. Damit stellt die SIVA eine methodisch Gberlegene Al-
ternative zur etablierten photometrischen Quantifizierung dar und bildet eine solide Grundlage fur
weiterfuhrende strukturelle und quantitative Analysen komplexer Kohlenhydratproben.

4.8 Zusammenfassende Diskussion

In dieser Arbeit wurde die quantitative Analyse zur photometrischen Bestimmung des Gesamturon-
sauregehalts in komplexen polysaccharidbasierten pflanzlichen, algenbasierten und bakteriellen

Matrizes kritisch untersucht. Dabei wurden in der Literatur beschriebene und experimentell
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bestatigte Probleme, wie eine mangelnde Prazision und matrixabhangige Interferenzen, hinsicht-
lich deren Ursachen analysiert. Darauf aufbauend wurde eine alternative Methode zur chromato-
graphischen Uronsaureanalytik entwickelt. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag somit sowohl auf der
Aufklarung der chemischen Mechanismen, worauf das etablierte photometrische Verfahren beruht,
als auch auf dem Vergleich dieses mit der neu entwickelten analytischen Methodik.

Das photometrische Assay nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) stellt die am haufigsten
ein-gesetzte Routinemethode zur Bestimmung des Gesamturonsauregehalts dar. Dabei wird die US
in konzentrierter Schwefelsaure abgebaut und anschlieftend mit dem Chromogen 3PP zu einem
magentafarbenen Chromophor umgesetzt, dessen Absorption bei 520 nm gemessen wird. Untersu-
chungen der bei erhohter Temperatur in konzentrierter Schwefelsaure behandelten GalA zeigten,
dass diese dabei Uberwiegend zum Furfuralderivat 5FFA und in geringem Umfang zu Furfural ab-
gebaut wird (vgl. Kapitel 4.2.1.1). In ersten Versuchen konnten jedoch nur rund 35 % der US in Form
von Furan-derivaten wiedergefunden werden. Ob diese Diskrepanz auf einen unvollstandigen Ab-
bau und/oder auf Kondensationsreaktionen der Abbauprodukte zu gefarbten Nebenprodukten zu-
rickzufuhren ist, liefd sich nicht abschliefsend klaren.

Durch die Behandlung eines 5FFA-Standards mit konzentrierter Schwefelsaure konnte bestatigt
werden, dass dieses Abbauprodukt, welches unspezifisch aus allen US unter den gewahlten Bedin-
gungen gebildet wird, hauptverantwortlich fir die charakteristische Farbung mit 3PP ist (vgl. Kapi-
tel 4.2.1.1). Fir ein vertieftes Verstandnis und eine korrekte Bewertung der photometrischen Me-
thode ist die Kenntnis der Chromophorstruktur daher von zentraler Bedeutung. Eine entsprechende
Strukturaufklarung wurde bislang jedoch in der Literatur nicht beschrieben.

Erste Versuche zur NMR-spektroskopischen Untersuchung der Reaktionsprodukte nach Durchfuh-
rung der Reaktion in deuterierter konzentrierter Schwefelsaure scheiterten an zu geringen Kon-
zentrationen sowie an einem unubersichtlichen, schlecht aufgeldsten Spektrum, das auf ein kom-
plexes Produktgemisch schliefRen lie3. In einem weiteren Ansatz wurde die Extraktion der Reakti-
onsprodukte aus der konzentrierten Saure erprobt. Eine Isolierung aromatischer Verbindungen ge-
lang dabei ausschliefslich nach partieller Neutralisation und anschliefiender Abtrennung mittels
PFP-SPE (vgl. Kapitel 4.2.1.2). Die Verdinnung fuhrte jedoch zur Gberwiegenden Entfarbung der
Reaktionsldsung, woraus geschlossen wurde, dass hierbei hauptsachlich farblose Hydrolysepro-
dukte beziehungsweise Farbvorlauferstrukturen extrahiert wurden. Die mittels UHPLC-MS detek-
tierten Signale konnten anhand ihrer m/z verschiedenen Kondensationsprodukten aus zwei bis drei
3PP-Einheiten mit einem 5FFA-Molekil zugeordnet werden (M = 462 g/mol). Eine Massendifferenz
von 80 u zwischen verschiedenen Signalgruppen deutete zudem auf Sulfonsauresubstitutionen der
Ausgangsverbindungen hin, was im Einklang mit in der Literatur beschriebenen Reaktionen pheno-
lischer Verbindungen in konzentrierter Schwefelsdure steht (Ma et al. 2019; Wittke 1983). Alle ent-
sprechenden Signale zeigten nach Fraktionierung und erneuter Zugabe von konzentrierter Schwe-
felsaure die charakteristische Magentafarbung des Chromophors, was auf eine triarylmethanba-
sierte Farbvorlauferstruktur schliefden Ldsst.
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Bekannte Synthesewege fur derartige Molekulstrukturen unter mild sauren Bedingungen in wassri-
gen Medien sind mehrfach beschrieben worden (Grittner et al. 1995; Kreppenhofer et al. 2011). Die
entsprechend postulierte Triarylmethanstruktur 36 konnte synthetisiert und nach Abgleich von
Masse und RT eindeutig dem postulierten Produkt zugeordnet werden (vgl. Kapitel 4.2.1.3). Eine
Strukturaufklarung mittels 1D- und 2D-NMR-Experimenten bestatigte, dass es sich um das Triaryl-
methan 5-(Bis(3-hydroxy-[1,1"-biphenyl]-4-yl)methyl)furan-2-carbonsdaure handelt. Wird die an-
fanglich wei-Re, pulverformige Substanz in konzentrierte Schwefelsaure gegeben, Lost sie sich un-
ter Ausbildung der intensiven Magentafarbung. Daraus lasst sich schliefRen, dass das finale Chro-
mophor erst unter Sdureeinfluss aus der Triarylmethan-Vorstufe entsteht. Wahrend der Saurebe-
handlung muss demnach eine Oxidation des zentralen tertiaren Kohlenstoffatoms stattfinden,
wodurch das fur eine Absorption im vis-Bereich notwendige erweiterte m-Elektronensystem gebil-
det wird.

Da auch die direkte Analyse des Chromophors nach Saureumsatz der isolierten Triarylmethan-Vor-
stufe an der geringen Stabilitat des Chromophors scheiterte, wurden DFT- und TDDFT-basierte
Benchmark-Rechnungen herangezogen, um die Absorptionsspektren maoglicher chromophorer
Strukturen zu berechnen (vgl. Kapitel 4.2.1.4). Dabei wurden das Triarylmethan-Kation der Struktur
36 (36b) sowie eine darauf basierende Xanthylium-Struktur 37 betrachtet, die durch die intramo-
lekulare Ausbildung eines Ethers aus den Hydroxygruppen der beiden 3PP-Bausteine entsteht. Das
berechnete Spektrum der Struktur 37 stimmte sehr gut mit dem experimentell aufgenommenen
Absorptionsspektrum der photometrischen Reaktion liberein. Diese ersten Ergebnisse legten nahe,
dass das im Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assay detektierte Chromophor dem 9-(5-Carboxyfuran-
2-yl)-3,6-diphenyl-9H-xanthen-9-ylium-lon entspricht.

Zur experimentellen Verifizierung wurde das Reaktionssystem durch den Austausch des Reaktions-
partners 5FFA gegen 4CBA stabilisiert, da hierbei Kondensationen, etwa durch Ring6ffnungen des
Furans, unterbunden werden konnten (vgl. Kapitel 4.2.2). Der visuelle Farbeindruck blieb dabei
weitgehend unverandert. Das gebildete Chromophor zeigte neben weiteren Banden ein deutliches
Absorptionsmaximum bei 525 nm und erwies sich bei partieller Neutralisation stabiler gegen Ent-
farbung. Nach chromatographischer Aufreinigung dieses Reaktionsansatzes wurde ein rotlich-vio-
lettes Pulver in ausreichender Menge und Reinheit erhalten, das mittels NMR-Spektroskopie und
MS charakterisiert werden konnte.

Mithilfe der NMR-Spektroskopie konnten alle Signale des 4CBA-Einheit sowie der beiden 3PP-Ein-
heiten identifiziert werden, die, vergleichbar zur zuvor charakterisierten Struktur 36 liber ein zent-
rales Kohlenstoffatom der einstigen Carbonylgruppe des 4CBAs verbunden sind (vgl. Kapitel
4.2.2.1). Aufgrund der signifikanten Tieffeldverschiebung des zentralen Kohlenstoffatoms und feh-
lender YJcu-Kopplung konnte eine erfolgreiche Oxidation dieses Atoms angenommen werden, was
mit der postulierten Struktur Ubereinstimmt. Eine endglltige Bestatigung des Ringschlusses und
des damit verbundenen planaren Charakters des Molekuls mittels NMR war jedoch nicht maglich,
da entsprechende HMBC-Signale fehlten. Deshalb wurden weitere theoretische und experimentelle
Daten herangezogen.
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Eine diagnostische Rolle spielt hierbei die chemische Verschiebung des zentralen Kohlenstoff-
atoms, das durch die Oxidation, wie bereits beschrieben, eine signifikante Tieffeldverschiebung
erfahrt. Berechnete Werte zeigten, dass diese Verschiebung durch den Ringschluss zum Ether ver-
ringert wird (vgl. Kapitel 4.2.2.2). Der Vergleich berechneter chemischer Verschiebungen des zent-
ralen Kohlenstoffs der nicht oxidierten Triarylmethane (36, 39), der oxidierten Triarylmethan-Kati-
onen (36b, 39b) sowie der Xanthylium-Strukturen (37, 38) mit experimentellen Werten der Struktur
36 und des isolierten Chromophors 38 aus 3PP und 4CBA bestatigte die Identitat des Chromophors
als 9-(4-Carboxyphenyl)-3,6-diphenyl-9H-xanthen-9-ylium-lon, welche in Ubereinstimmung mit
weiteren beobachteten Eigenschaften des Chromophors steht. So sind Xanthyliumderivate auf-
grund ihres aromatischen und planaren Charakters fluoreszenzaktiv. Diese Eigenschaft wird jedoch
durch die Ausbildung verschiedener Di- und Trimerstrukturen sowie durch Lésungsmittel- und Kon-
zentrationseinflisse moduliert (Daré-Doyen et al. 2003). In verschiedenen *H-NMR Experimenten
wurde dieser Einfluss der Dimerbildung in verschiedenen Lésungsmitteln durch variierende Proto-
nenshifts des Xanthylium-Grundkorpers bei aquivalenten Konzentrationen des isolierten Chromo-
phors 38 sichtbar (vgl. Kapitel 4.2.2.2).

Zur Bestatigung des postulierten Reaktionswegs, der Uber die Ausbildung einer Triarylmethan-Vor-
stufe verlauft, wurde der Umsatz des aus 4CBA und 3PP synthetisierten Triarylmethan-Farbvorlau-
fers 39 in konzentrierter Schwefelsaure erprobt (vgl. Kapitel 4.2.2.3). NMR- sowie UHPLC-MS-Daten
zeigten, dass das resultierende gefarbte Produkt mit der Struktur des isolierten Chromophors 38
ubereinstimmt. Daneben konnten weitere sulfonierte Spezies (s-38, s-39) chromatographisch nach-

gewiesen werden.

Auf Grundlage der Erkenntnisse aus dem 4CBA-Modellsystem und den berechneten Absorptions-
spektren wurden fir die analogen Strukturen 37 sowie den Vorldaufer 36, die aus der eigentlichen
untersuchten Assay-Reaktion stammen, gezielte Analysen durchgefuhrt (vgl. Kapitel 4.2.3). Hierzu
erfolgte ein SIM-MS-basiertes Screening des organischen Extraktes auf die entsprechenden my/z-
Werte chromophor- bzw. triarylmethanbasierter Quasimolekilionen. Dabei konnten sowohl Signale
des (sulfonierten) Triarylmethans s-36 als auch, wenn auch in geringerem Umfang, des sulfonierten
Chromophors entsprechend der Struktur s-37 detektiert werden.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde ein Reaktionsmechanismus fur den Ablauf des Blumenkrantz-
Asboe-Hansen-Assays postuliert (vgl. Kapitel 4.2.3). Demnach reagiert das im Saureabbau gebildete
5FFA Uber eine elektrophile aromatische Substitution mit zwei 3PP-Molekulen zum Triarylmethan
s-36. Dieses wird in konzentrierter Schwefelsaure unmittelbar oxidiert und zum Ether s-37 zykli-
siert. Diese Reaktion erfolgt ausschliefdlich in wasserfreier, stark saurer Umgebung und wird durch
den hygroskopischen Charakter der konzentrierten Schwefelsaure begunstigt. Die in der Literatur
berichtete hohe Empfindlichkeit der Reaktion gegenuiber Wasser ist auf die Anlagerung eines Was-
sermolekils am zentralen Kohlenstoffatom zurtckzufihren (vgl. Kapitel 4.2.1.1). Diese fihrt zur
Zerstorung des delokalisierten m-Elektronensystems, was mittels MS nachgewiesen werden konnte.
Der Vorgang ist reversibel, und das farbige Kation lasst sich durch Trocknung und erneute Zugabe
von Sdure regenerieren.
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Die Farbreaktion zwischen 3PP und 5FFA wird in der Literatur haufig als selektiv gegeniber US
beschrieben. Es gibt jedoch zahlreiche Hinweise darauf, dass auch Neutralzucker bzw. deren Ab-
bauprodukte, insbesondere bei starkem Uberschuss (10- bis 20-fach gegeniiber US), die quantita-
tive Aussagekraft der Analyse beeintrachtigen konnen. Furfural, das primar aus Pentosen entsteht,
sowie HMF aus Hexosen reagieren ebenfalls mit 3PP unter Bildung gefarbter Produkte, die ein
ahnliches Absorptionsmaximum bei etwa 520 nm zeigen, allerdings mit deutlich geringerer Inten-
sitat (vgl. Kapitel 4.4). Ob diese auf einen kleineren Extinktionskoeffizienten der aus diesen Furanen
gebildeten Xanthylium-Strukturen (analog zu Struktur 37) oder auf eine reduzierte Reaktivitat ge-
genuber 3PP zurtickzufiihren ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Berechnete Extinkti-
onskoeffizienten der entsprechenden Xanthylium-lonen zeigten vergleichbare Werte zum Chromo-
phor 37 aus 5FFA, was auf ahnliche Absorptionen bei gleicher Chromophorkonzentration hinweist.
Weitere Experimente legten jedoch dar, dass 3PP bei gleichen Konzentrationen verschiedener
Furanverbindungen (HMF, Furfural, 5FFA) eine deutliche Praferenz zur Reaktion mit 5FFA aufweist,
was die in der Literatur beschriebene weitgehende Selektivitat bestatigt (Blumenkrantz und Asboe-
Hansen 1973). Dennoch fihrten Uronsaureproben, die mit einem deutlichen Uberschuss an Neut-
ralzuckern versetzt wurden, zu einer Uberbestimmung des Gehalts.

Eine Reduktion der Interferenzen durch Neutralzucker sowie eine Verbesserung der Signalstabilitat
und Empfindlichkeit kann gemaf? Literatur durch den Zusatz von Natriumtetraborat in konzentrier-
ter Schwefelsaure erreicht werden (Bitter und Muir 1962; Scott 1979). In dieser Arbeit konnten zwei
wesentliche Effekte des Borats bzw. der daraus in konzentrierter Saure entstehenden Borsaure auf
die Gesamtreaktion identifiziert werden: Zum einen beschleunigt Borat den Abbau der US zu 5FFA,
besonders ausgeprdgt bei den lactonisierbaren US GlcA, ManA und GulA (vgl. Kapitel 4.3.1.2), und
zum anderen erhoht es bei gleichen 5FFA-Konzentrationen die Absorption bei 520 nm, was auf eine
hohere Konzentration des gebildeten Chromophors schlieRen lasst (vgl. Kapitel 4.3.1.3).

Der erstgenannte Effekt wurde im Hinblick auf das Lactonisierungsverhalten am Beispiel der GlcA
naher untersucht (vgl. Kapitel 4.3.2). NMR-Analysen zeigten, dass mit steigender Saurekonzentra-
tion das Gleichgewicht zunehmend zugunsten der Lactonform verschoben wird. In 8 M Schwefel-
saure lag rund 75 % der GlcA als GlcAL vor. Es konnten jedoch weder Wechselwirkungen zwischen
Borat beziehungsweise Borsaure und der US, noch ein Einfluss auf das GlcA/GlcAL-Gleichgewicht
festgestellt werden. Die durch Scott (1979) aufgestellte Hypothese, Borat konne die Bildung stabi-
ler Lactone verhindern, lie3 sich somit nicht bestatigen. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse ist
allerdings zu berlcksichtigen, dass das aus messtechnischen Griinden gewahlte System (8 M
Schwefelsaure) nicht vollstandig mit den Bedingungen konzentrierter Schwefelsaure vergleichbar
ist, insbesondere hinsichtlich des Einflusses der Saurekonzentration auf das Borat-Borsaure-Gleich-
gewicht. Demnach kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine Interaktion (kovalent oder im Kom-
plex) zwischen Borsdure und US in konzentrierter Schwefelsdaure besteht, welche einen Einfluss auf
das Saure-Lacton-Gleichgewicht nimmt.

Trotz des gefdrderten Saureabbaus der lactonisierbaren US zu 5FFA konnte ein Angleich der Ab-
bauraten zwischen den US bei der im photometrischen Assay verwendeten Temperatur von 95 °C
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und einer Reaktionszeit von 5 min auch durch den Zusatz von Borat nicht erreicht werden (vgl.
Kapitel 4.3.1.2). Unter diesen Bedingungen lieferte der Saureabbau von GalA die hochsten 5FFA-
Konzentrationen, gefolgt von GlcA. GulA und ManA zeigten hingegen deutlich geringere Ausbeuten
an 5FFA.

Der zweite identifizierte Effekt, der zu einer Absorptionssteigerung beitragen kann, steht im Zu-
sammenhang mit der Stabilisierung des gebildeten Xanthylium-lons. Eine getrennte Behandlung
der beiden Edukte (3PP und 5FFA) in konzentrierter Schwefelsdaure zeigte, dass 3PP dabei sulfo-
nierte Spezies bildet (vgl. Kapitel 4.3.3). Durch Zusatz von Borat konnte die Konzentration dieser
sulfonierten Verbindungen um rund 250 % erhoht werden, wie die Quantifizierung der aus 3-Me-
thoxybiphenyl selektiv gebildeten 5-Methoxybiphenyl-2-sulfonsdure belegte. Eine direkte Erkla-
rung fur diesen Effekt konnte in der verfugbaren Literatur nicht gefunden werden. Mehrere Quellen
beschreiben jedoch, dass Borsaure unter den stark wasserarmen Bedingungen der Schwefelsdure
zu Sulfato-Bor-Komplexen, wie etwa Tetra(hydrogensulfato)borsaure, reagiert, welche als supera-
cide Lewis- beziehungsweise Brensted-Sauren die Sulfonierungsreaktionen effektiv fordern
(Chhaperwal et al. 2025; Flowers et al. 1956; Gillespie und Robinson 1962). Die in Anwesenheit von
Borat verstarkte Sulfonierung stabilisiert das Chromophor, da die durch die positive Ladung des
Xanthylium-Systems stark acidifizierte (erstsubstituierte) Sulfonsduregruppe in konzentrierter
Schwefelsaure deprotoniert vorliegt. Dadurch wird die positive Ladung teilweise kompensiert, und
es entsteht ein energetisch stabileres, nach auRen neutrales Chromophor. Weitere Deprotonierun-
gen sind aufgrund der sinkenden Aciditat der Sulfonsauregruppen bei Mehrfachsubstitution un-
wahrscheinlich.

Diese Ergebnisse belegen somit, dass Borat nicht sie Selektivitat der Analyse gegenuber der US
bzw. 5FFA an sich, sondern vielmehr die Bildung und Stabilisierung der Xanthylium-Chromophore
forciert, da eine gesteigerte interferierende Chromophorbildung durch Abbauprodukte der Neutral-
zucker nicht ausgeschlossen werden konnte.

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit das Verstandnis der chemischen Prozesse wahrend der
photometrischen Analyse des Gesamturonsauregehalts wesentlich vertieft, zentrale Schwachstel-
len der photometrischen Methode aufgezeigt und zugrundeliegende Ursachen identifiziert werden
(Abbildung 70). Diese bestehen insbesondere in den uronsaurespezifisch variierenden Abbauraten
zu 5FFA bei den im Assay gewahlten Erhitzungsbedingungen, welche eine gemeinsame Quantifi-
zierung verschiedener US in einer Probe nicht erlaubt, sowie in der hohen Anfalligkeit des Verfah-
rens gegenuber geringen Schwankungen von Temperatur und Erhitzungsdauer beim Abbau der US
in konzentrierter Schwefelsaure. Das Ausmaf} verschiedener Nebenreaktionen wie Kondensation
der Furanderivate untereinander und/oder mit weiteren gebildeten, hoch reaktiven Verbindungen
wie a-Dicarbonylen wahrend des Erhitzens der Probe, ist in dieser Analyse nahezu nicht kontrol-
lierbar und fuhrt zu einem unbekannten Verlust des Analyten. In Kombination mit der Interferenz
durch die aus Abbauprodukten der in pflanzlichen Proben meist im deutlichen Uberschuss vorkom-
menden Neutralzuckern gebildeten Xanthylium-Chromophore fihrt dies zu einer nicht nachvoll-
ziehbaren Beeinflussung der Ergebnisse, die zur Unter- oder Uberbestimmung der US beitragen
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kann. Dariiber hinaus bleibt unklar, in welchem Umfang die Umsetzung der Abbauprodukte zum
Chromophor erfolgt und wie Konzentrationsunterschiede der Reaktionsprodukte die Kinetik der
Farbbildung beeinflussen. Diese Effekte kdnnen durch die matrixunabhangig angefertigte externe
Kalibrierung des Assays nicht ausgeglichen werden, wodurch diese keine reprasentative Quantifi-
zierungsgrundlage der Methode bieten kann.

wo 3PP

Xanthylium-
0 Chromophore
0 o P SFFAbasiert
95 °C, 5 min
OH 0 HMF, Furfural
basiert
mangelnde Reproduzierbarkeit des matrixabhangige
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Abbildung 70: Vergleich der Gesamturonsaurebestimmung mittels Photometrie (oben) und Flissigkeitschro-
matographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS, unten). Beide Verfahren basieren auf der Behand-
lung der uronsaurehaltigen Probe in konzentrierter natriumtetraborathaltiger Schwefelsaure, wobei das Ab-
bauprodukt 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) aus der Uronsaure (US) gebildet wird. Weitere enthaltene
Neutralzucker bilden zudem die Furfuralderivate 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) und Furfural, die in der pho-
tometrischen Methode ebenfalls ein Chromophor mit 3-Phenylphenol (3PP) ausbilden und interferieren.
Durch Zusatz einer ¥*C-markierten US als interne Standardsubstanz stellt die LC-MS Methode eine Stabiliso-
topenverdiinnungsanalyse (SIVA) dar (SIM: engl. Single lon Monitoring).

Da die photometrische Methode aufgrund der dargelegten Punkte keine zuverlassige Quantifizie-
rung erlaubt, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit eine alternative, chromatographiebasierte
Analysemethode entwickelt. Ziel war es, die Bestimmung des Gesamturonsduregehalts unabhangig
von der Farbreaktion sowie von den unkontrollierbaren Nebenreaktionen des klassischen
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photometrischen Assays zu gestalten. Dabei sollte eine Methode entstehen, die empfindlich, repro-
duzierbar, fur verschiedene Probenmatrizes geeignet und zugleich instrumentell einfach umsetzbar
ist.

Das entwickelte SIVA-Verfahren (Abbildung 70) beruht ebenfalls auf dem Sdureabbau der US zu
5FFA unter kontrollierten Bedingungen, gefolgt von einer Extraktion dieses Abbauprodukts und
dessen MS-Detektion nach UHPLC-Trennung (vgl. Kapitel 4.5.1). Die Maximierung der 5FFA-Aus-
beuten der einzelnen in pflanzlichen und algenbasierten Polysacchariden relevanten US durch die
Optimierung der Erhitzungszeit und -temperatur zwischen 5 — 15 min sowie 60 - 95 °C ermoglicht
hier eine maximal empfindliche Analyse der US (vgl. Kapitel 4.5.3). Zudem wurden in einer weiteren
Optimierung Abbaubedingungen fir die Kombinationen aus GalA + GlcA sowie ManA + GulA erar-
beitet, welche eine gemeinsame Analyse (vergleichbare Empfindlichkeit) dieser Paarungen ermaog-
licht.

Das Einbinden einer vollstandig *C-markierten US als interne Standardsubstanz sowie die damit
notwendige MS-Detektion bei Verwendung diagnostischer SIM-Spuren des 5FFAs sowie seines *C-
markierten Analogons stellt einen zentralen Vorteil der SIVA-Methode dar (vgl. Kapitel 4.5.4). Da
sowohl die Standardsubstanz als auch die US dieselben Reaktionsschritte durchlaufen (Abbau zu
5FFA) und somit wahrend der Analyse dieselben Einflisse und Verluste (z.B. Abbauschwankungen,
matrixbedingte Nebenreaktionen, Extraktionsverluste) erfahren, ist davon auszugehen, dass deren
Verhaltnis dabei unverandert bleibt. Durch die Extraktion der Saureabbauprodukte wird zudem der
Gehalt an HMF und Furfural aufgrund einer schlechteren Extrahierbarkeit (HMF) sowie der héheren
Fluchtigkeit (Furfural) beim Trocknen des Extrakts minimiert. In Kombination mit der gezielten Aus-
wertung der Flachenverhaltnisse der fiir 5FFA bzw. **C-5FFA charakteristischen SIM-Spuren kénnen
Matrixeffekte somit nahezu vollstandig eliminiert werden.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde ein besonderes Augenmerk auf die Untersuchung po-
lymerer Uronsaurederivate gelegt, da US in realen Proben iberwiegend in Oligo- und Polymerform
vorliegen. Zu diesem Zweck wurden HGO sowie AOS mit einem DP von 3 - 10 semipraparativ iso-
liert (vgl. Kapitel 4.6.1.1), ebenso wie GXOS mit variierender Kettenlange (DP 5 - 7, vgl. Kapitel
4.6.3.1). Ziel war es, den Einfluss des DPs, aber auch spezieller Bindungstypen, wie der Aldobiuron-
saurebindung, auf die Wiederfindung der US in der chromatographischen Quantifizierung zu klaren.

Die Untersuchungen zeigten, dass HGO und AQOS (DP 3 - 10) unter den optimierten Reaktionsbe-
dingungen in vergleichbarem Umfang wie die entsprechenden Uronsduremonomere abgebaut wer-
den (vgl. Kapitel 4.6.1.2). Es lieR® sich somit kein signifikanter Einfluss des DPs auf die Wiederfin-
dung gegenuber einem mitgefiihrten Monosaccharidstandard nachweisen. Daraus wurde geschlos-
sen, dass der saure Abbau polymerer US unter Bedingungen der SIVA-Analyse weitgehend unab-
hangig von dem DP verlduft und die glycosidische Bindung zwischen Uronsaureeinheiten die Kine-
tik des Abbaus unter den verwendeten Bedingungen kaum beeinflusst.

Demgegenuber zeigte die Analyse der GXOS-Fraktionen einen deutlichen Einfluss der Aldobiuron-
saurebindung: Die 4-0O-Me-GlcA-Substituenten, die in diesem Bindungstyp vorliegen, wurden nur
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zu etwa 73 % wiedergefunden (DP 5 und 6), im GXOS mit einem DP von 7 sogar nur zu etwa 64 %
(vgl. Kapitel 4.6.3.2). Versuche, die Ausbeute durch veranderte Erhitzungszeiten zu erhéhen, blieben
erfolglos. Dies deutet darauf hin, dass die verringerte Wiederfindung nicht auf einen unvollstandi-
gen Abbau der US zu 5FFA zurtickzufiihren ist, sondern vielmehr auf die hohe Stabilitat der Aldobi-
uronsaurebindung, die eine vollstandige Freisetzung der Monomere im Rahmen der Analyse ver-
hindert. Zudem besteht ebenfalls die Mdglichkeit, dass 5FFA direkt nach Hydrolyse und Abbau mit
weiteren, v.a. xylosebasierten Abbauprodukten, kondensiert, was nur unzureichend durch die in-
terne Standardsubstanz kompensiert wird. Auch die Position der US innerhalb des Oligomers wurde
als moglicher Einflussfaktor diskutiert. Dabei konnte jedoch nur fiir einen Standard (XU*™XXX) die
vollstandige Struktur per NMR verifiziert werden, fur die Gbrigen Standardsubstanzen waren die
Probenmengen zu gering, sodass hier nur eingeschrankte Aussagen maoglich waren. In Summe le-
gen diese Ergebnisse nahe, dass in komplexen GX-haltigen Matrizes die 4-O-Me-GlcA-Komponente
systematisch unterbestimmt wird. Dem steht moglicherweise entgegen, dass bei der Analyse von
unloslichem Probenmaterial, wie GX-haltigen Holzproben, eine saure Vorbehandlung erforderlich
ist. Diese dient der Solubilisierung der Probe durch Disruption der Zellulosematrix und verbessert
dadurch die Zuganglichkeit der US. Es ist denkbar, dass bereits in diesem Schritt eine partielle
Hydrolyse der Uronsaurebindungen stattfindet, was die Detektion der 4-O-Me-GlcA-Komponente
beeinflussen kann. Die Beantwortung dieser Frage, insbesondere hinsichtlich des Einflusses einer
Vorbehandlung auf unldsliches Probenmaterial, sollte in zukinftigen Untersuchungen ndher be-
trachtet werden.

Abschliefsend wurden sowohl die photometrische Methode als auch die entwickelte SIVA hinsicht-
lich ihrer Eignung zur quantitativen Gesamturonsdureanalyse validiert (vgl. Kapitel 4.7.1). Dabei
zeigte sich, dass die SIVA eine signifikant hohere Prazision und Richtigkeit aufweist. Wahrend die
photometrische Bestimmung stark von der Zusammensetzung der Probe und der genauen Einhal-
tung der Reaktionsbedingungen abhangt, erwies sich die SIVA als robust gegeniber Variationen
der Reaktionsbedingungen sowie weitgehend matrixunabhanig. Darlber hinaus konnte eine ver-
besserte Linearitat des Messsignals Uber einen weiten Konzentrationsbereich nachgewiesen wer-
den. Der fur die photometrische Uronsaureanalyse in der Originalliteratur empfohlene Kalibrierbe-
reich von 10 — 85 mg/L US beginnt stets unterhalb der tatsachlichen BG, wodurch eine verlassliche
quantitative Aussage in diesem Konzentrationsbereich nicht moglich ist. Die ermittelten NG und
BG der SIVA belegen, dass durch Anpassung der Abbaubedingungen eine etwa fiinffache Verbesse-
rung der Empfindlichkeit gegentber der photometrischen Methode erzielt werden konnte. Zudem
weist die SIVA mit einem mittleren Verfahrensvariationskoeffizienten von lediglich 1,95 % eine
deutlich hohere Prazision auf als die photometrische Analyse (10,9 %). Der Einsatz der internen
Standardsubstanz zeigt hierbei einen eindeutig positiven Effekt auf die Prazision. Aufgrund der
massenspektrometrisch gewonnenen Spezifitat der SIVA liegen sowohl die externen Wiederfindun-
gen als auch die Wiederfindungen in realen Matrizes bei anndhernd 100 %. Dies zeigt, dass ein
Matrixeinfluss weitgehend eliminiert werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse der
photometrischen Methode deutliche Abweichungen zwischen externer und matrixbasierter Wie-
derfindung, was die in den vorhergehenden Abschnitten diskutierte Uber- bzw.
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Unterbestimmungen des Gesamturonsduregehalts bestatigt. Die zugrunde liegenden Ursachen die-
ser Schwankungen sind komplex und bislang nicht vollstandig verstanden.

Die abschlieRende Anwendung der entwickelten SIVA sowie der photometrischen Methode zur Ana-
lyse von pektinhaltigen Karotten-, Zitronen- und Apfel-LBS bzw. UBS, sowie Hartholzproben, ver-
schiedenen Hydrokolloiden (Xanthan, Gummi arabicum, Karayagummi) und einer Braunalgenprobe
bestatigten, dass es bei der Analyse komplexer Proben grundsatzlich schwierig ist, die absolute
Richtigkeit eines Messergebnisses zu beurteilen (vgl. Kapitel 4.7.2). Eine Bewertung kann meist nur
relativ, im Vergleich zu alternativen Methoden mit demselben Zielparameter erfolgen.

Die Gite einer Methode lasst sich weitaus besser beurteilen, wenn ein grundlegendes Verstandnis
der chemischen Prozesse und der Kontrolle tber deren Einflussfaktoren besteht. Die photometri-
sche Bestimmung ist in hohem Mafe von einer Vielzahl solcher Einflussgrofien abhangig: von der
Probenvorbehandlung, der Kalibrierung mit lediglich einer US unter nicht optimierten Bedingun-
gen, Uber die unkontrollierte Nebenreaktion von 5FFA mit Abbauprodukten bis hin zur Farbreaktion
selbst, deren Kinetik bislang nur unzureichend verstanden ist. Hinzu kommen die bis zum jetzigen
Zeitpunkt nicht quantifizierten Effekte weiterer Matrixkomponenten auf die Bildung der Triarylme-
than-Vorstufe und des finalen Xanthylium-Chromophors. Da keine praktikablen Ansatze zur Mini-
mierung dieser Unsicherheitsfaktoren gefunden werden konnten, wurde mit der entwickelten SIVA
eine alternative Methode eingesetzt, welche dieselbe Fragestellung, die Bestimmung des Gesamt-
uronsauregehalts, adressiert, dabei jedoch auf der direkten Quantifizierung des charakteristischen
Abbauprodukts 5FFA beruht. Durch den Verzicht auf die Farbreaktion und die Verwendung einer
isotopenmarkierten internen Standardsubstanz werden systematische Fehler, insbesondere jene
durch Kondensationsreaktionen und unvollstandigen Abbau, weitgehend eliminiert. Aufgrund ihrer
ausgepragten Robustheit und Selektivitat stellt die SIVA trotz des erforderlichen zusatzlichen Ex-
traktionsschritts einen verldsslichen und differenzierten Ansatz zur quantitativen Bestimmung des
Gesamturonsauregehalts in komplexen biologischen Matrizes dar.
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Uronsauren (US) sind Monosaccharide, die durch eine Carboxygruppe am terminalen Kohlenstoff
charakterisiert sind und in zahlreichen Zellwandpolysacchariden phototropher Organismen vertre-
ten. Sie sind wesentliche Strukturkomponenten von Pektin in Zellwanden hoherer Pflanzen sowie
von Glucuronoxylan (GX), eine Hemicellulose der Hartholzer. Pektin besteht aus Homogalacturo-
nan- und Rhamnogalacturonan-dominierten Domanen. Ersteres besitzt ein lineares Ruckgrat aus a-
1,4-verkniipfter D-Galacturonsaure (GalA), wahrend Rhamnogalacturonan | alternierende Einheiten
aus Rhamnose und GalA enthalt. In GX der Hartholzer ist das Xyloserlickgrat haufig mit 4-O-Methyl-
Glucuronsaure (GlcA) substituiert. Auch mikrobielle oder exsudatbasierte Hydrokolloide wie Xan-
than, Gummi arabicum und Karayagummi enthalten variable Anteile an GalA und GlcA. In Zellwan-
den von Braunalgen bilden Mannuronsaure (ManA) und Guluronsdure (GulA) die Bausteine des Al-
ginats, das der Zellwandhydration dient und als Lebensmittelzusatzstoff von Bedeutung ist.

Die Quantifizierung von US besitzt zum einen eine hohe Relevanz fiur die Strukturaufklarung und
Charakterisierung komplexer Polysaccharide, zum anderen setzen regulatorische Vorgaben, wie
etwa der nach Verordnung (EU) Nr. 231/2012 vorgeschriebene Mindesturonsauregehalt von 65 %
im Pektin, eine zuverlassige Quantifizierung dieser Zucker voraus. Traditionell erfolgt die Analyse
der Monomerbausteine im Rahmen der Monosaccharidverteilung nach Hydrolyse des Polymers und
anschliefiender chromatographischer Erfassung. Diese liefert jedoch stark von der hydrolytischen
Freisetzung der US aus verschiedenen Polymerstrukturen abhangige Ergebnisse. Fur absolute Best-
immungen werden daher kolorimetrische Verfahren eingesetzt, die auf der Bildung farbiger Chro-
mophore nach Abbau der US im stark Sauren beruhen. Ein Standardverfahren zur Bestimmung von
US wurde 1973 von Blumenkrantz und Asboe-Hansen entwickelt. Dabei werden US in natriumtet-
raborathaltiger konzentrierter Schwefelsdure zu 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) abgebaut, die
mit 3-Phenylphenol (3PP) ein magentafarbenes, photometrisch quantifizierbares, Chromophor bil-
det. Das Vorgehen ist einfach und schnell, zeigt jedoch deutliche Schwachen in Bezug auf die Se-
lektivitat, insbesondere hervorgerufen durch Neutralzucker, und fihrt hdufig zu schlecht reprodu-
zierbaren Ergebnissen. Der zugrundeliegende Reaktionsmechanismus und die Struktur des Chro-
mophors waren bislang unzureichend verstanden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Mechanismus des Blumenkrantz-Asboe-Hansen-Assays erst-
mals detailliert untersucht und die Struktur des farbgebenden Chromophors aufgeklart. Durch Ex-
traktion aus konzentrierter Schwefelsaure und anschlieftiende NMR-Analysen konnte folgendes aro-
matisches Triarylmethan-Derivat identifiziert werden: 5-(Bis(3-hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)me-
thyl)furan-2-carbonsdure. Dieses tritt in unterschiedlichen Sulfonierungsgraden auf und stellt eine
Vorlauferstruktur des eigentlichen Chromophors dar, das aufgrund geringer Stabilitat wahrend der
Isolierung nicht direkt charakterisiert werden konnte. Quantenchemische Berechnungen bestatig-
ten, dass das aus diesem Triarylmethan-Derivat durch intramolekulare Etherbildung und Oxidation
entstehende Xanthylium-Derivat 9-(5-Carboxyfuran-2-yl)-3,6-diphenyl-9H-xanthen-9-ylium das

experimentell beobachtete Absorptionsspektrum reproduziert und die farbgebende Struktur im
141



5. Zusammenfassung

Assay bildet. Zur experimentellen Verifizierung wurde der instabile 5FFA-Baustein durch 4-Car-
boxybenzaldehyd ersetzt. Diese Modifikation fuihrte zur Bildung eines strukturell analogen, jedoch
deutlich stabileren Chromophors, das mittels NMR-, Massenspektrometrie und quantenchemischer
Berechnungen eindeutig als Xanthylium-Spezies charakterisiert werden konnte. Untersuchungen
mit neutralzuckerbasierten Abbauprodukten wie Hydroxymethylfurfural und Furfural zeigten, dass
diese zwar ebenfalls Farbreaktionen eingehen, die Konzentration der daraus gebildeten Chromo-
phore jedoch geringer ist, da 3PP bevorzugt mit 5FFA reagiert.

Durch Zugabe von Borat kann die Empfindlichkeit der Analyse gesteigert werden. Borat fordert
sowohl den Abbau der US zu 5FFA, insbesondere bei lactonisierbaren US wie GlcA, ManA und GulA,
als auch die Stabilitat der gebildeten Farbstoffe. Dies steht im Zusammenhang mit einer verstarkten
Sulfonierung der 3PP-Einheiten, wodurch die positive Ladung des Chromophors stabilisiert wird.

Trotz der mechanistischen Aufklarung konnten wesentliche Einschrankungen des photometrischen
Verfahrens hinsichtlich Prazision und Matrixunabhangigkeit nicht beseitigt werden. Daher wurde
eine alternative, chromatographiebasierte Methode entwickelt, die auf dem Prinzip der Stabiliso-
topenverdinnungsanalyse (SIVA) beruht. Die Methode verzichtet auf die Chromophorbildung und
quantifiziert das gebildete 5FFA direkt nach Extraktion aus der Sdure. Durch den Einsatz einer **C-
markierten US als interne Standardsubstanz werden Verluste infolge von Kondensation, Extrakti-
onsschwankungen oder variablen Abbaubedingungen bei der Saurebehandlung kompensiert. Die
Quantifizierung erfolgt massenspektrometrisch uber die relativen Signalflachen von nativem und
C-markiertem 5FFA. Die Abbaubedingungen wurden systematisch hinsichtlich Temperatur und
Reaktionszeit fiir jede US sowie relevante Uronsaure-kombinationen optimiert. Zudem wurden Ein-
flusse struktureller Variationen wie Polymerisationsgrad (DP), Methylveresterung oder Methylie-
rung auf die Analyse untersucht. Hierzu dienten isolierte GalA-, Alginat- und Glucuronoxylanoli-
gosaccharide (DP 3 - 10) als Modellsysteme. Die Ergebnisse zeigten, dass die Methode unabhangig
vom DP stabile und reproduzierbare Resultate liefert. Lediglich bei GX-basierten Oligomeren wurde
eine geringere Wiederfindung beobachtet, was auf die Stabilitat der Aldobiuronsaurebindung zu-
ruckgefuhrt wurde. Die Validierung der Methode ergab gegeniber der photometrischen Analyse
eine rund funffach verbesserte Nachweisgrenze sowie eine deutlich héhere Prazision.

Die Anwendung beider Methoden auf verschiedene Proben, darunter Apfel- und Karottentrester,
Zitronenschale, Braunalgen, Buchen- und Eukalyptusholz sowie verschiedene Hydrokolloide, zeigte
teils deutliche Abweichungen zwischen den Ergebnissen. Aufgrund des umfassenderen methodi-
schen Verstandnisses sowie der Korrektur der inkonsistenten Uronsauredegradation ist jedoch da-
von auszugehen, dass die mittels SIVA erzielten Ergebnisse die tatsachlichen Gesamturonsaurege-
halte zuverlassiger widerspiegeln.

Diese Arbeit liefert somit einen umfassenden mechanistischen Einblick in die photometrische Stan-
dardmethode zur Gesamturonsdaurebestimmung, klart die Struktur des zugrunde liegenden Chro-
mophors und den Reaktionsmechanismus dessen Bildung auf und etabliert mit der SIVA eine ro-
buste, hochprazise Methode zur verlasslichen Quantifizierung des Gesamturonsauregehalts in kom-

plexen Polysaccharidmatrices.
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7. Chemikalien und Instrumente

7.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller Reinheit Gefahren- H-Satze P-Satze
piktogramme
(GHS)
2-Deoxy-D-glucose Merck 299,0% - - -
2-Furancarbonsaure Thermo 98,0 % 05, 07 315, 318, 280,302 +
Scientific 335 352,304 +
340, 305 +
351 + 338,
310
3-Methoxybiphenyl Merck 05,07 302, 315, 261, 264,
318,335 280, 301 +
312,302 +
352,305 +
351 + 338
3-Phenylphenol Merck 100 % 07 319, 315, 261,305 +
335 351 + 338
4-Carboxybenzalde- Thermo 96,0 % 07,08 315, 335, 261, 260, 302
hyd Scientific 319,373 + 352, 280,
305 + 351 +
338
4-0-Methyl-D- Santa 2950% - - -
glucuronsaure Cruz Bio-
techno-
logy
5-Formyl-2-furancar-  Apollo 99,5 % 07 315, 319, 302 + 352,
bonsaure Scientific 335 305 + 351 +
338,304 +
340,312,280
5-Hydroxymethyl- Apollo 99,5 % 07 315, 319, 261,280, 302
furfural Scientific 335 + 352,305 +
351 + 338
5-Methylfurfural Merck 99,0 % - - -
Aceton VWR 299,8 % 02,07 225,319, 210, 233, 305
336 + 351 + 338
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Aceton-d; Deutero 99,5 %D 02,07 225, 319, 210, 233, 305
336 +351 + 338
Acetonitril VWR LC-MS 02,07 225,302 + 210, 240, 302
grade 312 + 332, + 352,305 +
319 351 + 338,
403 + 233
Ameisensdure VWR 98 -100 % 02,05,06 226,302, 210, 280, 301
314,331 + 330 + 310,
304 + 340,
305+ 351 +
338,308 +
310
Ammoniumformiat VWR 299,0 % 07 315,319, 280,302 +
335 352,304 +
340, 305 +
351 + 338,
308 + 311
Buchenxylan Mega- >95,0% - - -
zyme
D-[UL-**C¢] Galacturo- Omicron 99,6 % - - -
nsdure Kaliumsalz
D-[UL-*C¢] Glucuron- ~ Omicron 99,0 % - - -
sdure Natriumsalz
Deuteriumoxid Deutero 99,9 %D - - -
D-Fructose Merck 2990 % - - -
D-Galactose Merck 299,0% - - -
D-Galacturonsaure Fluka 2970 % - - -
Monohydrat
D-Glucose Merck 2995 % - - -
D-Glucuronolacton Merck - - -
D-Glucuronsaure Merck 298,0% - - -
Dichlormethan VWR 299,5 % 07,08 315, 319, 201, 280, 302
351,336 + 352,304 +
340, 305 +
351 + 338,
308 + 311
Dimethylsulfoxid-ds Deutero 2998 %D - - -
Dinatriumhydrogen- Merck 299 % - - -

phosphat, wasserfrei
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D-Mannose Merck 299,0% - - -
D-Mannuronsaure Biosynth  Analytical - - -
Natriumsalz Standard
D-Xylose Merck 2 99,9 % - - -
Essigsaure Merck 299,8 % 02,05 226,314 210, 233,
240, 280, 303
+ 361 + 353,
305 + 351 +
338
Ethanol, vergallt VWR 299,0% 02,07 225,319 210, 240, 305
+ 351 + 338,
403 + 233
Ethylacetat VWR 99,9 % 02,07 225,319, 210, 243, 205
336 + 351 + 338
Furfural Merck 99,0 % 02,06,08 226, 301, 210, 273,
312, 330, 280, 303 +
315, 319, 361, 353,304
335,351, + 340 + 310,
412 305 + 351 +
338
Isomaltotriose Merck 295% - - -
Isopropanol VWR 2990 % 02,07 225,319, 210, 250, 305
336 + 351 + 338,
403 + 223
L-Arabinose Merck 299,0% - - -
L-Fucose Alfa Aesar 99,0 % - - -
L-Guluronsaure Natri- Biosynth  Analytical - - -
umsalz Standard
Lithiumchlorid Merck 2999 % 07 302, 315, 264,270,
319 280, 301 +
312,302 +
352,305 +
351 + 338
L-Rhamnose Merck >99,0% - - -
Methanol-d. Deutero 99,8 %D 02,06,08 225,301 + 210,301 +
311 + 331, 311 + 331,
370 370
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Methanolische Merck 1,25M 02,06,08,05 225,290, 210, 233,
Salzsaure 301 +311+ 280,301 +
331,370 310,303 +
361 + 353,
304 + 340 +
311
Natrium-3-trimethyl-  Merck 298 %D - - -
silyl propionat-
2,2,3,3-d4
Natriumacetat Ho- 2 99,0 % - - -
neywell
Natrium-Alginat PanReac 290,8 - - -
Appli-
Chem
Natriumcarbonat, Fluka 2 99,0 % 07 319 305 + 351 +
wasserfrei 338,337 +
313
Natriumchlorid Roth 2 99,0 % - - -
Natriumdihydrogen- VWR p.a. - - -
phosphat Dihydrat
Natriumhydroxid Merck 49-51% 05 290, 314 280, 301 +
330 + 331,
305+ 351+
338,308 +
310
Natriumsulfat, VWR 2990 % - - -
wasserfrei
Natriumtetraborat Merck 2990 % 07,08 319, 360FD 201, 308+313
Polygalacturonsaure Mega- >95,0% - - -
zyme
Salzsaure Merck 37 % 05,07 290, 314, 260, 280, 301
335 + 330 + 331,
302 + 352,
304 + 340,
305+ 351 +
338,308 +
310
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Schwefelsaure Merck 95,0 05 290, 314 234,280, 301
97,0% + 330 + 331,
303 + 361 +
353,304 +
340 + 310,
305+ 351 +
338
Schwefelsadure-d; Deutero 99,5 %D 05 290,314 234,280, 301
+ 330 + 331,
303 + 361 +
353,304 +
340 + 310,
305 + 351 +
338
Starke Merck - - - -
Tetrahydrofuran-ds Deutero 99,5 %D 02,07,08 225, 302, 210,280, 305
319, 335, + 351+ 338,
336,351 308 + 313
Toluol Roth 299,5 % 02,07,08 225, 304, 210,280,302
315, 336, + 352,308 +
361d, 373, 313,331
412
Trifluoressigsaure Merck 2990 % 05, 07 314,332,412 261, 280, 303
+361 + 353,
304 + 340 +
310, 305 +
351 + 338
Xylobiose Mega- >95,0 % - - -
zyme
Xylohexaose Mega- >95,0% - - -
zyme
Xylopentaose Mega- >95,0% - - -
zyme
Xylotetraose Mega- >95,0% - - -
zyme
Xylotriose Mega- >90,0 % - - -
zyme
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GHS02 GHSO05 GHS06 GHSO07 GHS08 GHS09
Entzindlich Atzend Giftig Gesundheits-  Systemische Umweltge-
schadlich Gesundheits- fahrlich
gefdhrdung
7.2 Enzyme
Enzym Herkunft EC-Nummer Aktivitat Hersteller
Amyloglucosidase Aspergillus niger 3.2.13 2260 U/mL Sigma-Aldrich
a-Amylase Bacillus lichenifor-  3.2.1.1 2 500 U/mg Pro- Sigma-Aldrich
(Termamyl 120 L) mis tein (Biuret)
endo-Polygalacturo- ~100-200 ppm kommerzielles
nase Enzympraparat
endo-1,4-B-Xylanase Neocallimastix pat-  3.2.1.8 ~ 800 U/mg Megazyme
riciarum
Xylanase 10B Clostridium ther- 3.2.18 ~ 1400 U/mg NZYtech
mocellum

7.3 Reagenzien, Losungen und Puffer

Natriumtetraborat (12,5 mM) in konzentrierter 2,515 g Na;B407 | 1 L H,SO4
Schwefelsaure

gesattigte Natriumchlorid-Losung NaCl in 1 L Reinstwasser unter Rihren Losen, bis
sich ein Bodensatz bildet

3-Phenylphenol-Losung (0,15 % in 0,5 % NaOH) 1,5 mg 3PP |1 mL NaOH 0,5 %

US-Stammloésungen (200 mg/L)

e GalA-Stammlosung 1,10 mg GalA*H,0 | 5 mL

e GlcA-Stammldsung 1,00 mg GlcA | 5 mL

e ManA-Stammldsung 1,11 mg ManA-Natriumsalz | 5 mL

e GulA-Stammldsung 1,11 mg GulA-Natriumsalz | 5 mL
NaOH (4 M) 210 mL NaOH 50 %ig | 1L
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Natriumphosphatpuffer (0,08 M, pH 6)

Schwefelsaure (12 M)

TFA (2 M)

TMSP-Losung (0,5 mg/mL)

I: 12,41 g Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat | 1L

[1: 13,31 g Dinatriumhydrogen-
phosphat | 1 L

Unter Vorlage von | einen pH-Wert von 6 mit Il
einstellen.

66,50 mL H,SO4 | 100 mL
15,40 mLTFA| 100 mL
25 mg Natrium-TMSP | 50 mL D,0

7.4 Instrumente

7.4.1 Verwendete Saulen

Saule Partikel- Mafde Hersteller
grofde (Lange x Innendurchmesser)

Acquity UPLC BEH

) 1,7 um 150 x 2,1 mm Waters
Amide
Kinetex C18 2,6 um 150 x 4,6 mm Phenomenex
Luna Omega C18 Polar 1,6 um 150 x 2,1 mm Phenomenex
Luna C18 (2) 5 um 250 x 10 mm Phenomenex
XBridge BEH Amide 5pm 250 x 10 mm Waters
CarboPac PA200 5 um 250 x 3,0 mm Dionex™, ThermoFisher

Scientific™

SweetSept AEX200 5um 4,0 x 200 mm Antec Scientific

7.4.2 Analysegerate

HPAEC-PAD (Monosaccharidanalyse)

Hersteller
Bezeichnung
Pumpe
Autosampler
Saulenofen
Detektor

AntecScientific
ALEXYS Analyzer

P6.1L

AS6.1L

r21

DECADE Elite, elektrochemischer Detektor
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HPAEC-PAD/MS (Oligosaccharidanalyse)

Hersteller ThermoFisher Scientific™
Bezeichnung Dionex™ 1CS-6000 System
Pumpen Dionex™ 1CS-6000 SP (Eluent)

Dionex™ AXP (Regenerent)
Dionex™ AXP-MS (LiCl)

Autosampler Dionex™ AS-AP
Detektoren PAD/CD: DionexTM ICS-6000 DC, elektrochemischer Detektor, Leitfa-
higkeitsdetektor
MS: ISQ IC Mass Spectrometer
Suppressor Dionex™ AERS 500 (4 mm)

HPAEC-PAD (Oligosaccharidanalyse)

Hersteller ThermoFisher Scientific™

Bezeichnung Dionex™ 1CS-5000 System

Pumpen Dionex™ 1CS-5000 Dual Pump

Autosampler Dionex™ AS-AP

Detektor Dionex™ ICS-5000 DC, elektrochemischer Detektor

HPLC-UV/ELSD (Fraktionieren)

Hersteller Knauer

Pumpe AZURA P2.1L

Autosampler Smartline Autosampler, Optimas
Saulenofen Spark, Mistral™

UV-Detektor AZURA UVD2.1L

ELSD-Detektor Sedex 85LT, Sedere
Fraktionsventil AZURAV2.1S

UHPLC-PDA/MS

Hersteller Shimadzu
Bezeichnung Nexera X2
Kommunikationsmo- ~ CBM-20A

dul

Pumpe LC-30AD
Autosampler SIL-30AC
Saulenofen CTO-20AC
Detekor PDA: SPD-M30A

MS: LCMS 2020 mit ESI-lonenquelle
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UHPLC-UV
Hersteller
Bezeichnung
Pumpe
Autosampler
Saulenofen
Detektor

UHPLC-Orbitrap-MS
Hersteller
Bezeichnung
Detektor

NMR-Spektrometer
Hersteller
Bezeichnung
Feldstarke
Probenkopf

Photometer
Hersteller
Bezeichnung

Shimadzu
Nexera XS
LC-40D XS
SIL-40C XS
CTO-40S
SPD-40

ThermoFisher Scientific™
Vanquish Flex Binary UHPLC System
Q Exactive™ Plus

Bruker

Ascend 500

500 MHz

Prodigy, Kryoprobenkopf

Jasco
V-550 UV/Vis Spectrophotometer
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8. Arbeitsvorschriften

8.

8.1

8.1.1

Arbeitsvorschriften

Charakterisierung des Probenmaterials

Praparative Ballaststoffisolierung

Einwaage von 15 g Probenmaterial in einen 500 mL Erlenmeyerkolben und Zugabe von
200 mL (Braunalge: 400 mL) Natriumphosphatpuffer (0,08 M, pH 6,0)

Die Probe nach Zugabe von 1,5 mL a-Amylase bei 92 °C fir 20 min im Wasserbad inkubie-
ren, dabei alle 5 min schwenken

Die Probe auf Raumtemperatur abkuhlen und mit 0,275 M NaOH-L&sung einen pH-Wert von
7,5 einstellen

Die Probe nach Zugabe von 700 pL Protease fiir 30 min bei 60 °C im Wasserbad unter stan-
digem Schiitteln inkubieren

Die Probe auf Raumtemperatur abkiihlen lassen. Im Falle von starkem Andicken einer
Braunalgenprobe mit Phosphatpuffer verdiinnen, anschlief’en den pH-Wert mit 0,325 M
Salzsaure auf 4,5 einstellen

Die Probe nach Zugabe von 700 pL Amyloglucosidase fur 30 min bei 60 °C im Wasserbad
unter standigem Schutteln inkubieren

Abtrennen der UBS

Zentrifugieren der warmen Losung fiir 15 min bei 5000 rpm, Uberstand in 5 L GefaR tber-
fuhren (zur LBS-Isolierung)

Waschen des Rickstands mit zweimal 100 mL und einmal 50 mL 60 °C warmem Wasser,
Zentrifugieren nach jedem Waschschritt, Uberstande aufbewahren und mit vorherigen ver-
einigen (zur LBS-Isolierung)

Waschen des Rickstands mit einmal 100 mL und einmal 50 mL Ethanol (99,5 %), Zentrifu-
gation nach jedem Waschschritt, Uberstidnde verwerfen

Waschen des Riickstands mit einmal 100 mL und einmal 50 mL Aceton, Zentrifugation nach
jedem Waschschritt, Uberstinde verwerfen

Trocknen des Riickstands bei 60 °C Gber Nacht

Abtrennen der LBS

Aufbewahrte Uberstande durch Zugabe der vierfachen Menge Ethanol (99,5 %) ausfllen,
Prazipitatbildung Uber Nacht

Ethanolische Uberstdnde unter Zurlickhalten des Prazipitats abgieRen und ggf. zentrifugie-
ren (5000 rpm)

Waschen des Ruckstands mit einmal 100 mL und einmal 50 mL Ethanol (78 %), Zentrifuga-
tion nach jedem Waschschritt, Uberstdnde verwerfen
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8.1.2
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Waschen des Rickstands mit einmal 100 mL und einmal 50 mL Ethanol (99,5 %), Zentrifu-
gation nach jedem Waschschritt, Uberstdnde verwerfen

Waschen des Riickstands mit einmal 100 mL und einmal 50 mL Aceton, Zentrifugation nach
jedem Waschschritt, Uberstinde verwerfen

Trocknen des Rickstands bei 60 °C Uber Nacht

Analyse der Monosaccharidzusammensetzung

Analyse des unloslichen Probenmaterials

Schwefelsdurehydrolyse

Einwaage von 10 mg Ballaststoffmaterial in ein 3,5 mL Vial, mit wenigen Glasperlen ver-
setzen

150 yL 12 M Schwefelsdure zugeben und vortexen

30 min im Eisbad stehen lassen, dabei alle 10 min vortexen

2 h bei Raumtemperatur stehen lassen, dabei alle 30 min vortexen

Mit 975 yL Wasser verdiinnen und 3 h bei 100 °C im Trockenschrank hydrolysieren
Abkuhlen lassen und alles durch einen PTFE-Spritzenfilter (0,45 uM) filtrieren.

100 pL Filtrat mit 75 yL 4 M NaOH und 825 yL Wasser versetzen

Eine zur Analyse mittels HPAEC-PAD (Tabelle 16) geeignete Verdiinnung herstellen, Zugabe
von 2-Deoxy-D-glucose als internen Standard bis zur Endkonzentration von 25 uM

Methanolyse

6 mg der Probe in ein 1,5 mL-Vial einwiegen und mit 0,5 mL 1,25 M methanolischer Salz-
sdure versetzen

Mit geschlossenem Deckel bei 80 °C 16 h im Trockenschrank behandeln

Abkuhlen lassen und 40 pL moglichst partikelfrei in ein GC-Vial pipettieren

Im Evaporator zur Trockne eindampfen.

500 pL 2 M TFA-L6sung zugeben und verschlossen bei 121 °C 1 h im Trockenschrank be-
handeln

Im Evaporator zur Trockne eindampfen

Zweimal je 200 yL Ethanol zufligen und zur Trockne eindampfen

In 200 pL Wasser aufnehmen und eine zur Analyse mittels HPAEC-PAD (Tabelle 16) geeig-
nete Verdunnung herstellen, Zugabe von 2-Deoxy-D-glucose als internen Standard bis zur
Endkonzentration von 25 uM

Analyse des Ldslichen Probenmaterials

Methanolyse

Losung der zu analysierenden Probe herstellen und ein Volumen, das ca. 20 pg Poly- bzw.
Oligosaccharid enthalt, in ein GC-Vial pipettieren.
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Im Evaporator zur Trockne eindampfen

Mit 0,5 mL 1,25 M methanolischer Salzsaure versetzen und mit geschlossenem Deckel bei
80 °C 16 h im Trockenschrank behandeln

Im Evaporator zur Trockne eindampfen

500 yL 2 M TFA-L6sung zugeben und verschlossen bei 121 °C 1 h im Trockenschrank be-
handeln

Im Evaporator zur Trockne eindampfen

Zweimal je 200 pL EtOH zufuigen und zur Trockne eindampfen

In 200 pL Wasser aufnehmen und eine zur Analyse mittels HPAEC-PAD (Tabelle 16) geeig-
nete Verduinnung herstellen, Zugabe von 2-Deoxy-D-glucose als internen Standard bis zur
Endkonzentration von 25 uM

Kalibrierung

Kalibriert wird fur folgende Monosaccharide: Fuc, Fru, Man, Rha, Xyl, Ara, Gal, Glc, GalA,
GlcA, GulA, ManA. Jeder Kalibrierpunkt enthalt 25 yM 2-Deoxy-D-glucose als internen Stan-
dard
Es werden zwei 5-Punkt Kalibrierungen fur alle Monosaccharide durchgefihrt:

o Kalibrierung 1: 1 uM, 6 pM, 12 uM, 18 uM, 25 uyM

o Kalibrierung 2: 25 pM, 50 uM, 75 uM, 100 pM, 125 yM
Die Anpassung aller Kalibrierungen erfolgt quadratisch
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Tabelle 16: Bedingungen der Monosaccharidanalyse mit Hochleistungsanionenaustauschchromatographie
(engl. High Performance Anion Exchange Chromatography, HPAEC) mit gepulstamperometrischer Detektion
(PAD)

HPAEC-Bedingungen

Saule SweetSept AEX200, 4 x200 mm, 5 um, Antec Scientific

Eluent A: Wasser
B: 10 mM NaOH
C: 100 mM NaOH + 100 mM NaOAc

Gradient Zeit/min A/% B/% C/%
0,00 60 40 0
12,50 60 40 0
17,00 0 0 100
23,00 0 0 100
28,50 60 40 0
41,00 60 40 0

Flussrate 0,7 mL/min

Injektionsvolumen 25 uL

Ofentemperatur 30 °C

Detektion: PAD

Elektrode Pt/H,

8.1.3 Bestimmung des Acetylierungs- und Methylierungsgrades pektinhaltiger Proben

e 20 mg der Probe in ein 3,5 mL Glasvial einwiegen und mit 1,5 mL NaOH 2 M (in D,0) und
150 pL TMSP-L6sung (0,5 mg/mL in D,0) versetzen

e 2 h bei Raumtemperatur im Ultraschallbad behandeln

e Uberstand in ein Eppi Uberflihren und Riickstand abzentrifugieren

e Uberstand abnehmen und durch einen PTFE-Spritzenfilter (0,45 pm) filtrieren

o 550 pyL zur NMR-Analyse gemaf’ Tabelle 17 in ein NMR-Rdhrchen Gberfiihren
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Tabelle 17: Mess- und Prozessierungsparameter der kernspinresonanzspektroskopischen Messungen zur Er-
mittlung des Veresterungsgrades pektinhaltiger Proben

8.2

8.2.1

Messparameter
Pulsprogramm zg30
Kern 'H
Inkrementzahl 65536
Scans 32
Dummy Scans 2
Spektrale Breite/ppm 20
D:-Delay/s 35

Prozessierungsparameter

Datenpunkte zero filling 131072
Window function EM
Linienbreite/Hz 0,3

Isolierung von Uronsaureoligosaccharid-Standardsubstanzen

Gesattigte Homogalacturonsaureoligosaccharide

Fir einen Ansatz 0,5 g Polygalacturonsaure in 100 mL Wasser losen.

Durchfiihren von zwei getrennten Ansatzen: Nach Zugabe von je 9 U/g endo-Polygalacturo-
nase 2 h (1) bzw. 1,5 h (2) bei 35 °C im Schittelinkubator behandeln

Das Enzym 10 min bei 95°C inaktivieren

Abgekiihlte Suspensionen vereinigen, mit 200 mL Acetonitril fallen und den Uberstand ab-
zentrifugieren (5000 rpm)

Das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernen, Ubriges Wasser uber Nacht gefrier-
trocknen

Den Rickstand in 5 mL Acetonitril 50 %ig losen und zur Fraktionierung (Tabelle 18) unver-
dinnt verwenden.

Das Losungsmittel der einzelnen Fraktionen am Rotationsverdampfer entfernen und den
wassrigen Ruckstand Uber Nacht gefriertrocknen

Fraktionen auswiegen und Reinheit mittels UHPLC-MS gemaf

Tabelle 19 bestimmen
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Tabelle 18: Bedingungen der semipraparativen Isolierungen von gesattigten Homogalacturonsaureoligosac-
chariden mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie und Lichtstreudetektion (engl. High Performance
Liquid Chromatography-Evaporative Lightscattering Detector, HPLC-ELSD)

HPLC-Bedingungen

Saule XBridge BEH Amide, 10 x 250 mm, 5 pym, Waters
Eluent A: 80:20 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensdure
B: 20:80 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensdure
Gradient Zeit/min B/%
0,00 100
1,00 100
22,00 45
40,00 20
45,00 20
50,00 100
65,00 100
Flussrate 4.0 mL/min
Injektionsvolumen 100 pL
Ofentemperatur 50 °C
Detektion: ELSD
Temperatur 40 °C
Reciver gain 4

Tabelle 19: Bedingungen der chromatographischen Trennung von gesattigten Homogalacturonsaureoli-
gosacchariden mittels Ultra-Hochleistungsflussigkeitschromatographie (engl. Ultra High Performance Liquid
Chromatography, UHPLC) und massenspektrometrischer Detektion nach Elektrosprayionisation (ESI-MS) (m/z:
Masse-zu-Ladungsverhaltnis, GalA: Galacturonsaure)

UHPLC-Bedingungen

Saule

Acquity UPLC BEH-Amide, 150 x 2,1 mm, 1,7 ym, Waters

Eluent

A: 80:20 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensaure +
10 mM Ammoniumformiat

B: 20:80 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensaure +
10 mM Ammoniumformiat

Gradient
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36,00 100
41,00 100

Flussrate 0,4 mL/min

Injektionsvolumen 10 yL

Ofentemperatur 50 °C

Detektion: ESI-MS

ESI-Modus negativ

Scan SIM:m/z 193 GalA [M-H]
369 GalA; [M-H]
545 GalAsz [M-H]
721 GalA, [M-H]
897 GalAs [M-H]
536 GalAg [M-2H]*
624 GalA; [M-2H]*
712 GalAg [M-2H]*
800 GalAs [M-2H]*
888 GalAo [M-2H]*
976 GalAn [M-2H]*
1064 GalArn [M-2H]*
768 GalAss [M-3H]*
826 GalAs [M-3H]*
885 GalAss [M-3H]*
944 GalAs [M-3H]*
1003 GalAyy [M-3H]*
1061 GalAss [M-3H]*
1120 GalAss [M-3H]*
1179 GalAy [M-3H]*

Spray Voltage -4,5 kV

Interfacetemperatur 350 °C

Desolvation Line Temperatur 250 °C

Nebulizing Gas Flow 1,5 L/min

Drying Gas Flow 15 L/min

Heat Block 200 °C
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8.2.2 Alginatoligosaccharide

e Fur einen Ansatz 0,5 g Alginat in eine 250 mL Schottflasche einwiegen und unter Rihren
in 100 mL Wasser losen. Einen pH-Wert von 4 mit 0,25 M Salzsdure einstellen

e Durchfiihren von zwei getrennten Ansdtzen: Die Ansatze bei 100 °C und geschlossenem
Deckel 3 h (1) und 2 h (2) im Trockenschrank hydrolysieren und anschliefiend bei Raum-
temperatur abkihlen

o Die vereinigten Ansatze mit NaOH (0,25 M) neutralisieren, mit 660 mL EtOH 96 % fallen
und den Uberstand abzentrifugieren (5000 rpm)

o Das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernen und Ubriges Wasser iber Nacht ge-
friertrocknen

e Den Rickstand in 5 mL Acetonitril 50 % losen und zur Fraktionierung (Tabelle 20) unver-
dinnt verwenden

e Das Losungsmittel der einzelnen Fraktionen am Rotationsverdampfer entfernen und den
wassrigen Ruckstand uber Nacht gefriertrocknen

e Die Fraktionen auswiegen und Reinheit mittels UHPLC-MS gemaf Tabelle 21 bestimmen

Tabelle 20: Bedingungen der semipraparativen Isolierungen von Alginatoligosacchariden mittels Hochleis-
tungsflussigkeitschromatographie und Lichtstreudetektion (engl. High Performance Liquid Chromatography-
Evaporative Lightscattering Detector, HPLC-ELSD)

HPLC-Bedingungen

Saule XBridge BEH Amide, 10 x 250 mm, 5 ym, Waters
Eluent A: 80:20 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensaure
B: 20:80 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensdure
Gradient Zeit/min B/%
0,00 80
30,00 30
55,00 0
60,00 0
65,00 80
80,00 80
Flussrate 4,0 mL/min
Injektionsvolumen 100 pL
Ofentemperatur 50°C

Detektion: ELSD

Temperatur 40 °C

Recivergain 6
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Tabelle 21: Bedingungen der chromatographischen Trennung von Alginat-Oligosacchariden (AOS) mittels
Ultra-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography, UH-
PLC) und massenspektrometrischer Detektion nach Elektrosprayionisation (ESI-MS) (m/z: Masse-zu-Ladungs-

Verhaltnis)

UHPLC-Bedingungen

Saule Acquity UPLC BEH-Amide, 150 x 2,1 mm, 1,7 pm, Waters
Eluent A: 80:20 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensaure +
10 mM Ammoniumformiat
B: 20:80 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensaure +
10 mM Ammoniumformiat
Gradient Zeit/min B/%
0,00 100
1,00 100
60,00 40
65,00 0
70,00 0
75,00 100
80,00 100
Flussrate 0,4 mL/min
Injektionsvolumen 10 yL
Ofentemperatur 50 °C
Detektion: ESI-MS
ESI-Modus negativ
Scan SIM: Gula/
193 [M-H] 976 A0S [M-2H]*
m/z ManA
369 AOS; [M-HJ 1064 AOS:i; [M-2H]*
545 A0Ss; [M-HJ 768 AOS;z  [M-3HJ*
721  AOS: [M-HJ 826 A0S [M-3H]*
897 AOSs [M-HJ 885 A0S  [M-3H]*
536 AOS¢  [M-2H]* 944 A0S [M-3H]*
624 AOS; [M-2H]* 1003 AOS;; [M-3H]*
712 A0Sz  [M-2H]* 1061 AOSis [M-3H]*
800 A0S, [M-2H]J* 1120 A0S,  [M-3H]*
888 A0Sy [M-2H]* 1179 A0Sy [M-3H]*
Spray Voltage -4,5 kV
Interfacetemperatur 350 °C
Desolvation Line Temperatur 250 °C
Nebulizing Gas Flow 1,5 L/min
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Drying Gas Flow 15 L/min
Heat Block 200 °C
8.2.3 Glucuronoxylanoligosaccharide

Optimierung des Enzymverdaus

1,5 mL einer Buchenxylan-Standardlosung (10 mg/mL) mit jeweils der gewunschten En-
zymmenge des GH10 oder des GH11-Enzyms (0,5 pL, 1 pL, 1 pL und 5 plL) versetzen
Inkubation bei 75 °C (GH10) oder 50 °C (GH11) fur 1,5, 2, 3,4, 5, 6, 16 und 24 h

Das Enzym durch Zugabe von 1,6 mL Ethanol inaktivieren und anschlieRend fur 5 min zent-
rifugieren

500 pL des Uberstandes evaporieren und erneut in 500 yL Wasser aufnehmen

Die Proben zur Analyse mittels HPAEC-PAD bzw. -MS (Tabelle 22) entsprechend verdiinnen
und mit 10 uM Isomaltotriose versetzen

Tabelle 22: Hochleistungsanionenaustauschchromatographie (engl. High Performance Anion Exchange Chro-
matography, HPAEC)-Bedingungen der Analyse der Xylooligosaccharide und Glucuronoxylanoligosaccharide
mit gepulstamperometrischer (PAD) sowie massenspektrometrischer (MS) Detektion (m/z: Masse-zu-Ladungs-

verhaltnis)
HPAEC-Bedingungen

Saule CarboPac PA200, 250 x 3,0 mm, 6,0 um

Eluent A: Wasser
B: 100 mM NaOH
C: 100 mM NaOH + 500 mM NaOAc

Gradient Zeit/min A/% B/% C/%
-30,0 0 0 100
-20,0 0 0 100
-19,9 90 10 0
0,0 90 10 0
10,0 35 65 0
18,0 35 63,5 1,5
22,0 35 63,5 1,5
50,0 35 53 12
57,0 35 53 12
57,1 0 0 100
65,0 0 0 100

Flussrate 0,4 mL/min

Injektionsvolumen 25 L

Ofentemperatur 25 °C
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Detektion: PAD

Elektrode Au (Arbeitselektrode), PdH (Referenzelektrode)

Detektion: MS

Elektrolytisch regenerierter Suppressor im Gegenstrom mit
Reinstwasser

ESI-Modus positiv, Li-Addukte nach Zufiihrung von 0,5 mM LiCl
Scan SIM 157 X [M+Li]* 507 XeU*™2  [M+2 Li]*
m/z

289 X, [M+Li]* 573 X;U*m2  [M+2 Li]*
421 X [M+Li]* 428 XsU*™m  [M+3 Li]*
553 X4 [M+Li]* 472 XoU*™  [M+3 LiJ*
658 Xs [M+Li]* 516  XjpU*™  [M+3 Li]*
412 X [M+2 Li]* 465 XU [M+Li]*
478 X7 [M+2 Li]* 497 XU [M+Li]*
544  Xs [M+2 Li]* 368  XiU [M+2 Li]*
409 X [M+3 Li]* 434  XsU [M+2 Li]*

453 X [M#3LI* 500 XU [M+2 L
479 XU [M#3 LiJ* 566 XU [M+2 Li]*
309 XsU*m  [M+2 Li]* 424 XU [M#3LiJ*
375 XU [M+#2Li]* 468 XoU  [M+3LiP*
441 XsU*™ [M+2Li]* 512 XpU  [M#3Li]*

Upscale-Ansatz

100 mL einer Buchenxylan-Losung (10 mg/ml) in einem 250 mL Erlenmeyerkolben mit
250 pL der GH11-Xylanase versetzen

Inkubation bei 50 °C fir 5 h im Schuttelinkubator, anschliefdend das Enzym durch Zugabe
von 400 mL Ethanol inaktivieren

In 50 mL Tubes uberfihren und bei 5000 rpm 7 min zentrifugieren

Die Uberstande in Rundkolben zusammenfiihren und am Rotationsverdampfer einengen
Die wassrigen Ruckstande gefriertrocknen

Abtrennung der GXOS von den X0OS

Abtrennen der GXOS mittels Anionenaustauscher-SPE:
o Konditionieren: dreifaches Kartuschenvolumen MeOH danach Agquilibrieren mit
sechsfachem Volumen Reinstwasser
o Probenaufgabe: 1 mL der getrockneten GXOS-X0S-Mischung (10 mg/ml)
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o Waschen: zweimal mit 2 mL Reinstwasser waschen (aufgefangene Waschldsung

kann zur Kontrolle gemaR Tabelle 20 mittels HPAEC analysiert werden)
o Elution der GXOS: 9 mL 100 mM Ameisensaure
e Mit 1 M NaOH den pH-Wert des Eluats auf 5 einstellen und Eluat gefriertrocknen, zur Kon-

trolle des Produktspektrums eine entsprechende Verdiinnung der Probe gemaf Tabelle 20

mittels HAPEC analysieren

Semipraparative Fraktionierung der GXOS

o Das gefriergetrocknete GXOS-Gemischt (90 mg/mlin 25 % Acetonitril) semipraparativ mit-
tels HILIC-ELSD fraktionieren (Tabelle 23)
e Das Losungsmittel der einzelnen Fraktionen am Rotationsverdampfer entfernen und den

wassrigen Ruckstand dber Nacht gefriertrocknen

e Fraktionen auswiegen und Reinheit mittels HPAEC-PAD gemaf3 Tabelle 22 bestimmen

Tabelle 23: Bedingungen der semipraparativen Isolierungen von Glucuronoxylanoligosacchariden mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie und Lichtstreudetektion (engl. High Performance Liquid Chromato-
graphy-Evaporative Lightscattering Detector, HPLC-ELSD)

HPLC-Bedingungen

Saule XBridge BEH Amide, 10 x 250 mm, 5 pm, Waters
Eluent A: 95:5 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensaure
B: 20:80 (Wasser:Acetonitril) + 0,2 % Ameisensdure
Gradient Zeit/min B/%
0,00 70
5,00 70
35,00 49
38,00 10
48,00 10
51,00 70
61,00 70
Flussrate 4,0 mL/min
Injektionsvolumen 100 pL
Ofentemperatur 50 °C
Detektion: ELSD
Temperatur 40 °C
Reciver gain 6
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Strukturcharakterisierung mittels NMR-Spektroskopie

2 - 3 mgder jeweiligen GXOS-Fraktion einwiegen und nach Lésen in 200 pyL Deuteriumoxid
gefriertrocknen. Den Trocknungsvorgang insgesamt zwei Mal durchfiihren

Die getrocknete Probe in 500 pL Deuteriumoxid aufnehmen und 0,5 pL Aceton hinzugeben
Die Proben gemaf Tabelle 24 mittels NMR analysieren

Tabelle 24: Zur Strukturaufklarung verwendete kernspinresonanzspektroskopische Experimente und die da-
zugehorigen Mess- und Prozessierungsparameter (HSQC: engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence,
HMBC: engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlaton, TOCSY: engl. Total Correlation Spectroscopy, H2BC: engl.
Heteronuclear 2-Bond Correlation)

'H HSQC (F2/F1) HMBC HSQC/TOCSY  H2BC (F2/F1)
(F2/F1) (F2/F1)
Messparameter
Pulsprogramm zg30 hsqcedetgp hmbcg- hsqcetgpml h2bctgpl3
plpndgf
Kern H B3C/*H B3C/*H BC/*H BC/HH
Inkrementzahl 65536 1024/1024 2048/2048 2048/2048 256/2048
Scans 32 8 16 8 32
Dummy Scans 2 16 16 16 16
Spektrale 20 8,5/165 4,0/165 4,0/180 4,0/180
Breite/ppm
Ds-Delay/s 1t 1,5 1,5 1,5 1,5
NUS-Anteil/% - 50 50 50 50
Prozessierungsparameter
Datenpunkte 131072  2048/2048 4194/4194 4194/4194 512/4194
zero filling
Window function  EM QOSINE QOSINE QOSINE QSINE
Linienbreite/Hz 0,3 1/0,3 1/0,3 1/0,3 1/0,3

1 Zur Bestimmung des Lacton-Saure-Gleichgewichts wurde ein Wert von 35 s verwendet.

8.3

Quantifizierung der Abbauprodukte von Zuckern im Sauren

Eine wassrige Losung, die 1 - 2 pmol der zu analysierende Monosaccharide enthalt, zur
Trocknen eindampfen

Unter kurzem Vortexen 0,5 mL konzentrierte Schwefelsaure (bzw. Natriumtetraboratldsung,
12,5 mM in konzentrierte Schwefelsaure) zugeben und die Probe 3 min auf Eis kiihlen

Die Probe bei 95 °C flr 5 min im Wasserbad erhitzen und anschlief’end 5 min auf Eis kiihlen
0,5 mL Wasser und 2 mL 4 M NaOH vorsichtig unter Kuihlen zugeben und vortexen

Den Ruickstand durch einen PTFE-Spritzenfilter (0,45 um) filtrieren und unverdunnt mittels
UHPLC-DAD gemaf? Tabelle 25 analysieren
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Tabelle 25: Bedingungen der chromatographischen Trennung von Furfuralderivaten mittels Ultra-Hochleis-
tungsflissigkeitschromatographie (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC)

UHPLC-Bedingungen

Saule Luna Omega C18 Polar, 150x2,1 mm, 1,6 ym, Phenomenex

Eluent A: Wasser + 0,2 % Ameisensaure
B: Acetonitril

Gradient Zeit/min B/%
0,00 0
12,00 0
20,00 80
25,00 80
27,00 0
38,00 0

Flussrate 0,2 mL/min

Injektionsvolumen 25 uL

Ofentemperatur 40 °C

Detektion: UV
Wellenlange 260 nm
Kalibrierung

e Ausgehend von einer Furan-Stammldsung, die jeweils 400 uM 5FFA, Furfural, HMF, F2A

sowie 5MF in 5 % Acetonitril enthalt, zwei Kalibrierungen erstellen (10 - 90 yM; 50 -

250 uM, Tabelle 26)

Tabelle 26: Pipettierschema zum Erstellen der Kalibrierung zur Quantifizierung der Saureabbauprodukte von

Monosacchariden
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Konzentration/pM Verdiinnung der Stammldsung
10 5uL|200 uL

30 15 pL | 200 pL

50 25 pL | 200 pL

70 35 pL | 200 pL

90 45 pL| 200 pL

100 50 pL | 200 pL

150 75 L | 200 pL

200 100 pL | 200 pL

250 125 pL | 200 pL




8. Arbeitsvorschriften

8.4

8.4.1

Tabelle
(D2S04)

8.4.2

Analysen zum Einfluss von Borat

NMR-spektroskopische Analyse der Lactonisierung von Uronsauren

Je 1 mg der zweimal mit Deuteriumoxid gefriergetrockneten Probe in ein 4 mL Glasvial
einwiegen und ggf. 1 mg Natriumtetraborat hinzufligen

Probe in 150 pL 0,5 mg/mL TMSP-d, und entsprechend der gewunschten Saurekonzentra-
tion in variierende Mengen an Deuteriumoxid lésen (Tabelle 27)

Geloste Probe im Eis-Wasserbad vorkiihlen, mit entsprechendem Volumen D,SO. versetzten
(Tabelle 25), vortexen und umgehend 5 min kuhlen, anschlieRend weitere 5 min bei Raum-
temperatur halten

Inkubation fuir 5 min im Trockenschrank bei 100 °C, anschlieRend sofort fiir 5 min im Eisbad
kithlen gefolgt von 5 min bei Raumtemperatur

Mittels NMR gemafs den Angaben in Tabelle 24 analysieren

27: Volumina des zu pipettierenden Deuteriumoxids (D,0O) und der deuterierten Schwefelsaure
Konzentration/M  D,0/pL D,S0.4/pL
0 450 -
1 417 33
2 383 67
4 133 317
8 183 267

Bestimmung des Sulfonierungsgrades von 3-Phenylphenol bzw. 3-Methoxybiphenyl

5 mg 3PP bzw. m-3PP in ein Pyrexglas einwiegen und 1,2 mL konzentrierte Schwefelsaure
bzw. natriumtetraborathaltige konzentrierte Schwefelsaure (12,5 mM) zugeben

Die Mischung bei Raumtemperatur 20 min stehen lassen

Vorsichtige Zugabe von 1,5 mL gekuhltem Wasser, dabei die Probe im Eiswasser-Bad stetig
schwenken, damit diese sich nicht zu stark erhitzt

Vorsichtige Zugabe von 3 mL NaOH (4 M), dabei die Probe im Eiswasser-Bad stetig schwen-
ken, damit diese sich nicht zu stark erhitzt

Die Probe aus dem Eisbad herausnehmen und zweimal mit jeweils 3 mL Ethylacetat im
Pyrexglas extrahieren

Die organische Phase unter Stickstoff trocknen und den Ruickstand in 500 pL Aceton-ds auf-
nehmen

Mittels NMR gemafs den Angaben in Tabelle 24 analysieren

Zur Stabilitatsuberprifung von 5FFA in konzentrierter Schwefelsaure wurden die Schritte aquiva-

lent durchgefiihrt. Anstelle einer Standzeit von 20 min bei Raumtemperatur, wurde die Probe 5 min
bei 95 °C im Wasserbad erhitzt und anschlief3end 5 min auf Eis gekihlt.
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8.5 Quantifizierung des Gesamturonsauregehalts

8.5.1 Photometrische Quantifizierung nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973)

Vorbehandlung von unloslichem Probenmaterial

Unlosliche Probenmaterialien (UBS oder Holzmaterial) bendtigen eine Vorbehandlung:

5 mg des unloslichen Probenmaterials in ein 8 mL Glasvial einwiegen, wenige Glasperlen
zugeben und mit 200 uL 12 M Schwefelsdure versetzen

Gut vortexen und 15 min auf Eis kihlen, anschliefend weitere 2 h bei Raumtemperatur
schutteln

1,3 mL Wasser zugeben und weitere 10 min bei Raumtemperatur schutteln.

Nach der Zugabe von 3,5 mL Wasser durch einen PTFE-Spritzenfilter filtrieren (0,45 pym)
und Filtrat zur Analyse entsprechend verdiinnen

Quantitative Analyse

200 L einer entsprechend verdiinnten uronsaurehaltigen Losung in ein 15 mL Pyrexglas
pipettieren und in einem Eiswasser-Bad abkuhlen, ein Blindwert wird zu jeder Probe mit-
gefuhrt

Nacheinander unter kurzem Vortexen 1,2 mL Natriumtetraboratlosung (12,5 mM in konz.
Schwefelsdaure) zugegeben und umgehend in das Eisbad zurtickstellen

Die Proben 3 min im Eisbad abkihlen und anschliefend 5 min bei Raumtemperatur stehen
lassen

Die Proben fir 5 min bei 95°C im Wasserbad erhitzen und anschlief3end umgehend im Eis-
bad 5 min und dann weitere 5 min bei Raumtemperatur abkihlen lasse.

Zu jeder Probe 20 pL 0,15 %ige 3PP-Losung zugeben und mindestens 30 Sekunden vorte-
xen Im Blindwert diese durch 0,5 %ige NaOH ersetzen

Die Proben in Kiivetten Uberfihren und die Absorption bei 520 nm nach 20 min messen

Kalibrierung
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Eine externe Kalibrierung mit Hilfe einer entsprechenden Uronsaurestammlosung
(200 mg/L) gemaf’ Tabelle 28 erstellen. Zur Kalibrierung jeweils 200 uL jeder Kalibrierlo-
sung verwenden, die Vorgehensweise erfolgt analog zur Probe (mit Blindwert).
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Tabelle 28: Pipettierschema zur Erstellung der Kalibrierlosungen zur photometrischen Gesamturonsaurebe-

stimmung

Konzentration/mg/L  Verdiinnung der Stammlosung

10
25
40
55
70
85

50 pL | 1000 pL
125 pL | 1000 pL
200 pL | 1000 uL
275 pL | 1000 uL
350 pL | 1000 uL
425 plL | 1000 pL

8.5.2 Quantifizierung von 5-Formyl-2-furancarbonsaure zur Optimierung der Analyse

e Erhitzen einer uronsaurehaltigen Probe in konzentrierter Schwefelsaure gemaf; Abschnitt

8.4.3 (DoE-Ansatz): Variation der Erhitzungszeiten von 5, 10 und 15 min sowie Temperatu-
ren von 60, 77,5 und 95 °C

e 5FFA mittels UHPLC-UV gemaf} Tabelle 29 analysieren

e Zur Quantifizierung zwei Kalibrierungen gemaf Tabelle 26 ausgehend von einer 400 uM

5FFA-Stammldsung erstellen

Tabelle 29: Chromatographische Bedingungen der Quantifizierung von 5-Formyl-2-furancarbonsaure mittels
Ultra-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography,

UHPLQ)
UHPLC-Bedingungen
Saule Luna Omega C18 Polar, 150x2,1 mm, 1,6 ym, Phenomenex
Eluent A: Wasser + 0,2 % Ameisensaure
B: Acetonitril
Gradient Zeit/min B/%
0,00 0
10,00 0
15,00 80
18,00 80
23,00 0
25,00 0
Flussrate 0,4 mL/min
Injektionsvolumen 25yl
Ofentemperatur 40 °C
Detektion: UV
Wellenlange 280 nm
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8.5.3

Quantifizierung mittels LC-MS

Vorbehandlung von unloslichem Probenmaterial

Unlosliche Probenmaterialien (UBS oder Holzmaterial) benétigen eine Vorbehandlung ge-
maf 8.5.1.
Pektinhaltige LBS anstelle von Reinstwasser zur Analyse in 0,05 M NaOH Losen

Quantitative Analyse

Tabelle

100 pL einer entsprechend verdiinnten uronsaurehaltigen Losung und 100 pL des entspre-
chend verdiinnten *C-markierten internen Standards (Tabelle 30) in ein 15 mL Pyrexglas
pipettieren und in einem Eiswasser-Bad abkiihlen

Unter kurzem Vortexen 1,2 mL Natriumtetraboratlosung (12,5 mM in konzentrierter Schwe-
felsaure) zugegeben und umgehend in das Eisbad zuriickstellen

Die Proben 3 min im Eisbad abkihlen und anschliefend 5 min bei Raumtemperatur stehen
lassen

In Abhangigkeit der zu analysierenden US-Probe im Wasserbad gemaf} Tabelle 30 erhitzen
und anschliefend umgehend im Eisbad 5 min und dann weitere 5 min bei Raumtemperatur
abkidhlen lassen

30: Analyseparameter der Uronsdaurebestimmung uber das Abbauprodukt 5-Formyl-2-furancarbon-

saure (GalA: Galacturonsaure, GlcA: Glucuronsaure, ManA: Mannuronsaure, GulA: Guluronsaure)

Uronsduren in der Tempera- Zeit/min interner Stan-  Verdiinnung des internen
Probe tur/°C dard Standards *

GalA 77,5 5 BC-GalA 400 puL |1 mL

GlcA 95 15 BC-GlcA 400 puL |1 mL

ManA 77,5 15 BC-GalA 400 L |1 mL

GulA 95 10 BC-GalA 400 pL |1 mL

GalA + GlcA 77,5 15 BC-GalA 400 pL |1 mL

ManA + GulA 60 15 BC-GalA 400 puL |1 mL

L ausgehend von einer 200 mg/L Stammldsung
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Vorsichtige Zugabe von 1,5 mL gekuhltem Wasser, dabei die Probe im Eiswasser-Bad stetig
schwenken, damit diese sich nicht zu stark erhitzt

Vorsichtige Zugabe von 3 mL NaOH (4 M), dabei die Probe im Eiswasser-Bad stetig schwen-
ken, damit diese sich nicht zu stark erhitzt

Die Probe aus dem Eisbad herausnehmen und zweimal mit jeweils 3 mL Ethylacetat im
Pyrexglas extrahieren

Die gesammelte organische Phase zweimal mit je 1,5 mL NaCl ges. waschen. Die wassrige
Phase verwerfen

Die gewaschene organische Phase unter Stickstoff trocknen
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e Zum Entfernen der NaCl Reste, den Riickstand in 0,5 mL Acetonitril losen und in ein Eppi
uberfihren (die Salzrickstande dabei nicht mit pipettieren)

e Nochmals unter Stickstoff trocknen

e Den Ruckstand in 100 pL Acetonitril (10 %) aufnehmen und zum vollstandigen Lésen 1 min
im Ultraschallbad behandeln. Anschliefiend durch Zugabe von 100 uL Wasser auf eine Ace-
tonitril-Konzentration von 5 % verdinnen. Treten hier Tribungen auf, kdnnen diese abzent-
rifugiert werden.

e Die Probe unverdiinnt gemaf: Tabelle 32 mittels UHPLC-MS analysieren

Kalibrierung

o Kalibrierungen ausgehend von einer 200 mg/L US-Stammldsung gemaf Tabelle 31 erstel-
len, folgende Bereiche werden kalibriert:
GalA, GlcA, ManA, GulA: 10 - 85 mg/L (Kalibrierlosungskonzentration
20 - 170 mg/L)
GalA + GlcA: 10 - 85 mg/L (Kalibrierlosungskonzentration 20 - 170 mg/L)
ManA + GulA: 25 - 100 mg/L (Kalibrierlésungskonzentration 50 - 200 mg/L)
Der BC-markierte interne Standard (200 mg/L) wird geméaft der Probenanalyse nach Ta-
belle 30 verdinnt.
e Zur Kalibrierung 100 pL der Kalibrierlosung und 100 pL der internen Standardlosung in ein
15 mL Pyrexglas pipettieren, entsprechend den Proben behandeln und wie in Tabelle 32
analysieren

Tabelle 31: Pipettierschema zum Erstellen der Kalibrierlosungen zur Bestimmung des Gesamturonsdurege-
halts Uber das Abbauprodukt 5-Formyl-2-furancarbonsdure

Konzentration/mg/L Verdiinnung der Stammloésung

20 100 pL | 1000 pL
50 260 pL | 1000 pL
80 400 pL | 1000 pL
110 550 pL | 1000 pL
140 700 uL | 1000 pL
170 850 pL | 1000 pL
200 unverdiinnt
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Tabelle 32: Bedingungen der chromatographischen Analyse von 5-Formyl-2-furancarbonsaure mittels Ultra-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) und

massens

pektrometrischer (MS) Detektion (ESI: Elektrosprayionisation, m/z: Masse-zu-Ladungsverhaltnis)

UHPLC-Bedingungen

Saule Luna Omega C18 Polar, 150x2,1 mm, 1,6 ym, Phenomenex
Eluent A: Wasser + 0,2 % Ameisensaure
B: Acetonitril
Gradient Zeit/min B/%
0,00 0
10,00 0
15,00 80
18,00 80
23,00 0
25,00 0
Flussrate 0,4 mL/min
Injektionsvolumen 25 L
Ofentemperatur 40 °C
Detektion: ESI-MS
ESI-Modus negativ
Scan SIM myz 139, 145
Kappilartemperatur 320 °C
Spray Voltage -2,5 kV
8.6 Strukturaufklarung des Chromophors
8.6.1 Analyse der aromatischen Reaktionsprodukte ausgehend von 5-Formyl-2-furancar-
bonsaure und 3-Phenylphenol
a) analytischer Ansatz
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Einwaage von 2 mg 5FFA oder 2 mg US in ein 15 mL Pyrexglas
Zugabe von 1,2 mL konzentrierter Schwefelsaure oder schwefelsaurer Natriumtetraborat-
losung (12,5 mM), vortexen
Wird die Analyse ausgehend von 5FFA durchgefiihrt, kdnnen nachfolgende Schritte ber-
sprungen werden

o Das Pyrexglas verschlossen 5 min bei 95 °C in Wasserbad erhitzen

o 5 minim Eisbad und 5 min bei Raumtemperatur abkihlen
Nach der Zugabe von 6,4 mg 3PP (dreifacher molarer Uberschuss) gut vortexen und 20 min
zur Ausbildung der Pinkfarbung stehen lassen
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e Zugabe von 4 mL gekiihltem Wasser unter Schwenken im Eisbad, kurz vortexen und sofort

wieder im Eisbad abkulihlen lassen

e Nach dem Abkuhlen Glas aus dem Eisbad nehmen und durch Zugabe von NaOAc einen pH-

Wert von 4 - 5 einstellen (Test mit pH-Papier). Gegebenenfalls kann hier Na,SO4 ausfallen

e Den wassrigen Uberstand mittels RP-PFP SPE wie folgt entsalzen:
o Konditionieren: 4 mL Acetonitril, 4 mL H,0
o Probenaufgabe: 4 mL
o Waschen: 6 mL Acetonitril 5 %
o Elution: 3 mL Acetonitril 80 % + 0,2 % Ameisensaure
o Das Eluat unverdiinnt mittels UHPLC-DAD/MS analysieren (Tabelle 33)

Tabelle 33: Bedingungen der chromatographischen Trennung des organischen Extraktes aus der Farbreaktion
von 5-Formyl-2-furancarbonsdaure mit 3-Phenylphenol mittel Ultra-Hochleistungsflussigkeitschromatogra-
phie (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC), und der Detektion mit Diodenarray-Detek-
tor (DAD) sowie Massenspektrometrie nach Elektrosprayionisation (ESI-MS) (m/z: Masse-zu-Ladungsverhalt-

nis)
UHPLC-Bedingungen
Saule Kinetex C18, 150 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex
Eluent A: Wasser + 0,2 % Ameisensaure
B: Acetonitril
Gradient Zeit/min B/%
0,00 20
17,00 48
24,00 54
40,00 85
45,00 85
50,00 20
55,00 20
Flussrate 0,4 mL/min
Injektionsvolumen 10 - 50 pL (Anpassung je nach Versuch)
Ofentemperatur 25 °C

Detektion: DAD und ESI-MS

Detektionswellenlangen 220-700 nm
ESI-Modus negativ
Scan Full-Scan (m/z 80 - 1000)
SIM myz: 461 Triarylmethan [M-H]
541 Triarylmethan + 1 x-SOsH [M-H]
621 Triarylmethan + 2 x-SO:H [M-H]
701 Triarylmethan + 3 x-SO:H [M-H]
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477 Triarylmethan -OH [M-H]
539 Triarylmethan Kation + 1 x - [M-2H]
SO:H
619 Triarylmethan Kation + 2 x - [M-2H]
SO:H
699 Triarylmethan Kation + 3 x - [M-2H]
SOzH
443 Etherderivat [M-H]
523 Etherderivat + 1 x-SOsH oder [M-H]
Triarylmethan -OH [M+HCOOJ]
603 Etherderivat + 2 x-SOsH [M-H]
683 Etherderivat + 3 x-SOsH [M-H]
459 Xanthylium-lon -OH [M-HT
505 [M+HCOO]
521 Xanthylium-lon + 1 x-SOsH [M-2H]
601 Xanthylium-lon + 2x-SOzH [M-2H]
681 Xanthylium-lon + 3 x-SOzH [M-2H]
Interfacetemperatur 350 °C
Desolvation Line Temperatur 250°C
Nebulizing Gas Flow 1,5 L/min
Drying Gas Flow 15 L/min
Heat Block 200 °C
b) praparativer Ansatz zum Anreichern der einzelnen Farbvorstufen

Ansatz nach Kreppenhofer et al. (2011)

e Einwaage von 128 mg 3PP und 440 mg 5FFA in ein 30 mL Pyrexglas

o Nach Zugabe von 8 mL Wasser den pH-Wert mit Schwefelsaure auf ca. 2,8 einstellen, Deckel
verschlieen und gut vortexen

e Bei 100 °C fur 2,5 h im Trockenschrank erhitzen

e Nach dem Abkuhlen zweimal mit jeweils 6 mL DCM extrahieren, die gesammelte DCM-
Phase zweimal mit je 2 mL Wasser waschen

e Die organische Phase unter Stickstoff bis zur Trockenen eindampfen und zur praparativen
Trennung (Tabelle 34) in 2 - 3 mL Acetonitril aufnehmen.
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Tabelle 34: Bedingungen der semiprdparativen Fraktionierung des organischen Extraktes aus der Reaktion
von 5-Formyl-2-carbonsaure mit 3-Phenylphenol mittel Hochleistungsflussigkeitschromatographie (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC).

HPLC-Bedingungen

Saule Luna C18 (2),250 x 10 mm, 5 ym, Phenomenex
Eluent A: Wasser + 0,2 % Ameisensaure
B: Acetonitril
Gradient Zeit/min B/%
0,00 35
35,00 85
40,00 85
42,00 35
55,00 35
Flussrate 2,0 mL/min
Injektionsvolumen 100 pL
Ofentemperatur 25 °C
Detektion: UV
Detektionswellenldange 265 nm
8.6.2 Synthese und Isolierung von chromophoren Strukturen aus dem Modellsystem 4-

Carboxybenzaldehyd und 3-Phenylphenol

Einwaage von 1,7 g 3PP und 0,83 g 4CBA in einen 500 mL Rundkolben

Nach der Zugabe von 25 mL konzentrierte Schwefelsdure in einem Olbad 2 h bei 120 °C
reagieren lassen, bis sich eine dunkelrote bis pinke Farbe bildet

Unter Eiskihlung 200 mL gekuhlte Wasser zugeben und 30 min bei Raumtemperatur rihren
Mit NaOAc einen pH-Wert von 4 - 5 einstellen

Die farbigen Reaktionsprodukte mit DCM: Isopropanol (3:1, 5 x 200 mL) extrahieren und
den Extrakt Uber Natriumsulfat trocknen

Den organischen Extrakt am Rotationsverdampfer vollstandig eindampfen und verblei-
bende Essigsaure mit wenig Toluol coevaporieren

Den Ruickstand in Wasser suspendieren und gefriertrocknen

Die Probe in Acetonitril losen, mittels UHPLC-MS analysieren (Tabelle 35) und semiprapa-
rativ fraktionieren (Tabelle 36)
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Tabelle 35: Bedingungen der chromatographischen Trennung der Reaktionsprodukte aus der Reaktion von
4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol mittel Ultra-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl.
Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) und der Detektion mit Diodenarray-Detektor (DAD) so-
wie Massenspektrometrie (MS) (m/z: Masse-zu-Ladungsverhaltnis)

UHPLC-Bedingungen

Saule Kinetex C18, 150 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex
Eluent A:Wasser + 0,2 % Ameisensaure
B: Acetonitril
Gradient Zeit/min B/%
0,00 10
40,00 90
42,00 90
44,00 10
50,00 10
Flussrate 0,4 mL/min

Injektionsvolumen

10 - 50 pL (Anpassung je nach Versuch)

Ofentemperatur

25°C

Detektion: DAD und ESI-MS

Detektionswellenlangen 220 = 700 nm

ESI-Modus negativ

Scan Full-Scan (m/z 80 — 1000)
Interfacetemperatur 350 °C

Desolvation Line Temperatur 250°C

Nebulizing Gas Flow 1,5 L/min

Drying Gas Flow 15 L/min

Heat Block 200 °C
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Tabelle 36: Chromatographische Bedingungen der semipraparativen Trennung chromophorer Verbindungen
aus der Reaktion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol mittels Hochleistungsfliissigkeitschroma-

tographi

e (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC)

HPLC-Bedingungen

Saule Luna C18 (2),250 x 10 mm, 5 ym, Phenomenex
Eluent A: Wasser + 0,1 % Trifluoressigsaure

B: Acetonitril + 0,1 % Trifluoressigsaure
Gradient Zeit/min B/%

0,00 10

1,00 10

25 80

30 10

40 10
Flussrate 2,0 mL/min
Injektionsvolumen 100 pL
Ofentemperatur 25 °C

Detektion: UV
Detektionswellenldange 520 nm
8.6.3 Synthese und Isolierung einer Triarylmethan-Vorstufe ausgehend von 4-Carboxy-

benzaldehyd und 3-Phenylphenol

200 mg 3PP und 90 mg 4CBA in ein 15 mL Pyrexglas einwiegen

1 mL Eisessig und 40 pL konzentrierte Schwefelsaure zugeben und 4 h bei 60 °C im Tro-
ckenschrank erhitzen

4 mL gekuhltes Wasser zugeben und mit zweimal 2 mL DCM extrahieren

Den organischen Extrakt zweimal mit je 1 mL Wasser waschen und anschliefsend semipra-
parativ fraktionieren (Tabelle 37). Es wurden zwei Ansatze angefertigt. Zur Kontrolle der
Reinheit der Fraktionen wurde die UHPLC-DAD/MS Methode gemaf} Tabelle 35 verwendet
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Tabelle 37: Chromatographische Bedingungen der semipraparativen Trennung aromatischer Reaktionspro-
dukte aus der Reaktion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol mittels Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC)

HPLC-Bedingungen

Saule Luna C18 (2),250 x 10 mm, 5 ym, Phenomenex

Eluent A: Wasser + 0,2 % Trifluoressigsaure
B: Acetonitril

Gradient Zeit/min B/%
0,00 50
5,00 50
29,00 70
34,00 70
36,00 90
42,00 90
45,00 50
55 50

Flussrate 2,0 mL/min

Injektionsvolumen 100 pL

Ofentemperatur 25 °C

Detektion: UV

Detektionswellenldnge 280 nm
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8.6.4 Strukturaufklarung der Fraktionen mittels NMR-Spektroskopie

e Mindestens 5 mg der zu analysierenden Probe in 500 yL deuteriertem Losungsmittel losen

und mittels NMR-Spektroskopie analysieren (Tabelle 38)

Tabelle 38: Zur Strukturaufkldarung verwendete kernspinresonanzspektroskopische Experimente und die da-
zugehorigen Mess- und Prozessierungsparameter (COSY: engl. Correlation Spectroscopy, HSQC: engl. Hetero-
nuclear Single Quantum Coherence, HMBC: engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

'H 13¢C COSY (F2/F1) HSQC(F2/F1) HMBC (F2/F1)
Messparameter
Pulsprogramm zg30 zgpg30 cosygpppqf hsqcedetgp hmbcgplpndgf
Kern H BC 'H/'H BC/H BC/H
Inkrementzahl 65536 65536 1024/1024 1024/1024 2048/2048
Scans 128 2056 8 32 32
Dummy Scans 2 4 16 16 16
Spektrale 20 263,6369 8,3/8,3 8,5/165 9,0/220
Breite/ppm
Ds-Delay/s 1 2 1,9 1,5 1,5
NUS-Anteil/% - 50 50 50
Prozessierungsparameter

Datenpunkte 131072 131072 2048/2048 2048/2048 4194/4194
zero filling
Window function — EM EM QSINE QSINE QSINE
Linienbreite/Hz 0,3 - 1/0,3 1/0,3 1/0,3
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9. Anhang

9. Anhang

9.1 Abbildungen

Bestandteile

e
% Zutaten: Wasser,Fruktosesirup, Mangosaft (5 %), modifizierte Starke,
Y. o Geliermittel: Natri}ljmalginat, Carrageen; Verdickungsmittel: Xanthan,
“é““g\g\—;ﬁ Sauerungsmittel: Apfelsdure, Konservierungsmittel: Kaliumsorbat,
Yo ” Farbstoff: Allurarot AC und Tartrazin, Sdureregulator: Calciumlactat,
‘ f Aromen. Allurarot AC und Tartrazin: (E1450, E420, E1520, E330),

Farbstoff E129* Dieses Lebensmittel enthilt den Farbstoff E129, der die
Aktivitdt und Aufmerksamkeit von Kindern beeintrdchtigen kann.

120 g Bubble Tea Perlen

Abbildung A1: Analysierte Bubble-Tea Perlen, Typ Mango, sowie deren Zutatenliste (Quelle: Amazon.de)

konz. H,SO,
90 % H,SO,
80 % H,S0,
70 % H,S0O,
60 % H,S0,

Absorption

1 ]

20 40 60 80

5FFA-Konzentration in mg/L

Abbildung A2: Photometrisch (520 nm) aufgenommene Kalibriergeraden des Chromophors aus der Reaktion
von verschiedenen Konzentrationen an 5-Formyl-2-furancarbonsaure (5FFA) mit 3-Phenylphenol in variie-
renden Schwefelsaurekonzentrationen (ohne Zusatz von Borat)
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Abbildung A3: Heteronuclear Single Quantum Coherence-Spektrum des isolierten Triarylmethans (36), aufge-

nommen in Methnol-d, und referenziert auf das Losungsmittelsignal (6x.c= 3,30/49,00 ppm).

40
150
60
L70
180
190

1100 .
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Abbildung A4: Chromatogramm (detektiert bei 520 nm) des zu fraktionierenden Chromophors aus der Reak-
tion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol. Die grau hiterlegte Fraktion konnte in ausreichender

Reinheit abgetrennt werden.
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Abbildung A5: Heteronuclear Single Quantum Coherence-Spektrum des isolierten Xanthylium-Chromophors
(38) aus der Reaktion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol, aufgenommen in Tetrahydrofuran-ds
und referenziert auf das Losungsmittelsignal (&nc= 3,59/67,57 ppm)
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CO0
O SIS
38 44

Abbildung A6: Zu Tabelle 2 zugehorige Strukturen des Triarlymethans (36, 39), des Triarylmethan-Kations
(36b, 39b), des Xanthens (40, 41) sowie des Xanthylium-lons (37, 38) aus der Reaktion von 5-Formyl-2-furan-
carbonsdure bzw. 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol. Zum Vergleich wurden die Struktur des Pyro-
nins (44) sowie entsprechenden Vorlauferstrukturen (42, 43) herangezogen.
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Abbildung A7: Aufgenommene Absorptionsspektren der verschiedenen Kalibrierpunkte einer Kalibrierung mit
Galacturonsaure nach Abbau und Reaktion mit 3-Phenylphenol in konzentrierter Schwefelsaure im Blumen-
krantz-Asboe-Hansen Assays ohne Zusatz von Borat (A) und mit Boratzusatz (12,4 mM) (B)
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Abbildung A8: Correlation Spectroscopy-Spektrum (A), Heteronuclear Single Quantum Coherence-Spektrum (B)
sowie Heteronuclear Multiple Bond Correlation-Spektrum (C) des synthetisierten Triarylmethans (39) aus der
Reaktion von 4-Carboxybenzaldehyd mit 3-Phenylphenol. Die Spektren wurden in Aceton-ds aufgenommen
und auf das Lésungsmittelsignal (6x/c = 2,05/ 29,84 ppm) referenziert.
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Abbildung A9: Berechnete Absorptionsspektren des doppelt sulfonierten Xanthylium-Chromophors aus der
Reaktion von 5-Formyl-2-furancarbonsaure mit 3-Phenylphenol. Hier werden die beiden Grenzfalle der voll-
standigen Protonierung (A) sowie der vollstandigen Deprotonierung (B) der Sulfonsauregruppen betrachtet.
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Abbildung A10: Heteronuclear Single Quantum Coherence-Total Correlation Spectroscopy-Spektrum der Analyse
von Glucuronsdure (GlcA) nach Erhitzen in borathaltigem Deuteriumoxid bei 95 °C fur 5 min. Neben dem
Spinsystem der a- und B-D-GLcA (turkis und gruin), wurde ein weiteres nicht zuordenbares Spinsystem identi-
fiziert (gelb). Das Spektrum wurden in Deuteriumoxid aufgenommen und auf 3-(Trimethylsilyl)propionsaure-
dy4 (61/c = 0/0 ppm) referenziert.
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sulphonierte Spezies

-

pi

= J L 3PP ohne Borat
f'c.'f it A

5

C

(=]

2

” \ . N N . . . 3PP mit Blorat
0 10 20 30 40 50

Zeit in min

Abbildung A11: Chromatogramme (detektiert bei 265 nm) des mit konzentrierter Schwefelsdure (sowohl bo-
rathaltig als auch boratfrei) behandelten 3-Phenylphenols (3PP)
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Abbildung A12: Correlation Spectroscopy-Spektrum (A) Heteronuclear Single Quantum Coherence-Spektrum (B)
sowie Heteronuclear Multiple Bond Correlation-Spektrum (C) des mit borathaltiger konzentrierter Schwefel-
sdure behandelten 3-Phenylphenols. Hierbei wurde selektiv die 5-Methoxybiphenyl-2-sulfonsaure gebildet.
Die Spektren wurden in Aceton-ds aufgenommen und auf das Losungsmittelsignal (6¢+ = 2,05/ 29,84 ppm)

referenziert.
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Signalintensitat
S

e\ —
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit in min
—— Acetonitril, 100 % —— Acetonitril, 50 % —— Acetonitril, 25 %
—— Acetonitril, 10 % —— Acetonitril, 5% ——Wasser

Abbildung A13: Elutionsprofil (detektiert bei 280 nm) von 5-Formyl-2-furancarbonsdure, injiziert in verschie-
denen Acetonitrilkonzentrationen
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x/x = Enzymmenge in U/g / Inkubationszeit in h

GalA,  GalA,  GalA,  Galp,  GalA, GalA,  GalA,  GalA GalA,  GalA,
m18/2 m18/1,5 m 18/1 = 18/05 ™ 9/2 W 9/1,5 m 9/1 = 9/05 W 45/2 W45/1,5m 4,5/1 m 45/0,5

Abbildung A14: Relative Ausbeuten der verschiedenen Homogalacturonsaureoligosaccharide (GalAi.10) in Ab-
hangigkeit der gewahlten Bedingungen wie Enzymmenge und Inkubationszeit bei 35 °C der Fermentation
der Polygalacturonsaure mit einer endo-Polygalacturonase
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Signalintensitat

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit in min
Abbildung A15: Mittels Lichtstreudetektor detektiertes Chromatogramm der semipraparativen Trennung mit-

tels hydrophiler Interaktionschromatographie der verschiedenen Homogalacturonsaureoligosaccharide (Po-
lymerisationsgrad 1 - 17).

Signalintensitat

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit in min
Abbildung A16: Mittels Lichtstreudetektor detektiertes Chromatogramm der semiprdparativen Trennung mit-

tels hydrophile Interaktionschromatographie der verschiedenen Alginatoligosaccharide (Polymerisationsgrad
1-20)
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x/x = Enzymmenge in U/mg / Inkubationszeit in h

X4U4m2 X5U4m2 X6U4m2 X7U4m2 X8U4m2
m0,66/6 W0,66/5 m0,66/4 0,66/3 0,66/2 m0,33/24
m0,33/16 m0,33/6 m0,33/5 0,33/4 0,33/3 0,33/2

Abbildung A17: Relative Ausbeuten der verschiedenen Glucuronoxylanoligosaccharide in Abhangigkeit der
gewahlten Bedingungen wie Enzymmenge und Inkubationszeit bei 50 °C der Fermentation eines Bu-

chenxylanstandards mittels einer Glycosylhydrolase 11. Die Benennung der Oligosaccharide erfolgt dabei
gemafd der Nomenklatur nach Fauré et al. 2009.
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Abbildung A18: Gepulstamperometrisch detektiertes Hochleistungsanionenaustauschchromatographie-
Chromatogramm des Ameisensaureeluats der Glucuronoxylanoligosaccharide nach Abtrennung der Xylo-
oligosaccharide mittels Festphasenextraktion an einem Anionenaustauscher (oben). Das Eluat wurde mit
Natonlauge neutralisiert und zur semipraparativen Fraktionierung verwendet (mittels Lichtstreudetektor
aufgenommenes Chromatogramm unten) (IMT: Isomaltotriose). Die Benennung der Glucuronoxylan-
oligosaccharide erfolgt gemaf Fauré et al. 2009.
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Abbildung A19: 'H-Kernspinresponanzspektrum-Spektrum (500 MHz) (A), Heteronuclear Single Quantum
Coherence - Total Correlation Spectroscopy-Spektrum (B) und Heteronuclear 2 Bond Correlation-Spektrum (C)
des isolierten Glucuronoxylanstandards XU*"2XXX. Alle Spektren wurde in Deuteriumoxid aufgenommen und
auf das Signal von Aceton (6x/c = 2,22/30,89 ppm) referenziert. Die zugehorigen chemischen Verschiebungen
sind in Tabelle A5 gelistet.
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Abbildung A20: Heteronuclear Multiple Bond Correlation-Spektrum des isolierten XU*m2XXX-Standards. Durch
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die Identifikation der entsprechenden gekennzeichneten heteronuklearen Kopplungen konnte die Reihen-
folge der Xyloseeinheiten (Xyl) im Riickgrat des Oligosaccharids bestimmt sowie die Position der Methylie-
rung der Uronsdure (US) bestatigt werden. Die Benennung der Einheiten erfolgt gemaf Abbildung 65. Das
Spektrum wurde in Deuteriumoxid aufgenommen und auf das Signal von Aceton (6x/c = 2,22/30,89 ppm)

referenziert.
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9.2 Tabellen

Tabelle Al: Chemische Verschiebungen der 5-(bis(3-hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)furan-2-carbon-
saure (36), aufgenommen in Methanol-d, und referenziert auf das Losungsmittelsignal (6w/c = 3,30/49,00
ppm). Die folgenden Werte wurden innerhalb des durchgefiihrten *H-, sowie der verschiedenen 2D-Kernspin-
resonanzspektroskopie-Experimente ermittelt.

Nr. 6yinppm  Anzahlder Kerne Multiplizitit KopplungskonstanteinHz  &¢ in ppm
1 7,29 2 t 7,5 128
2 7,39 4 t 7,6 129
3 7,58 4 dd 8,3;1,3 127
4 - - - - 143
5 - - - - 142
6 700-705 2 m 6,7 119
7 - - - - 157
8 - - - - 142
9 694 2 d 6,6 131
10 7,00-705 2 m 6,6 118
11 6,22 1 S - 38,6
12 - - - - 147
13 7,07 1 d 2,8 114
14 5,95 1 d 3,0 110
15 - - - - 143
16 - - - - 163

Tabelle A2: Berechnete und experimentell ermittelte Absorptionsmaxima A sowie die Extinktionskoeffizien-
ten € der verschiedenen betrachteten Chromophore. Als Losungsmittel wurde jeweils konzentrierte Schwe-
felsaure verwendet (3PP: 3-Phenylphenol, 5FFA: 5-Formyl-2-furancarbonsaure, 4CBA: 4-Carboxybenzalde-

hyd, Tr: Triarylmethan)

Amaxberechnet in

€ berechnet in

Amax €xperimentell in

nm L/(molxcm) nm
5FFA + 3PP 525
5FFA + 3PP Tr* 604 66600
5FFA + 3PP xanthen* 546 100100
5FFA + 3PP xanthen* /-SO;H 538 106100
5FFA + 3PP xanthen* /-SOs 536 105500
4CBA + 3PP 525
4CBA + 3PP Tr* 646 61800
4CBA + 3PP xanthen* 528 95600
4CBA + 3PP xanthen* /-SOsH 528 75400
4CBA + 3PP xanthen* /-SOs 525 8400
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Tabelle A3: Chemische Verschiebungen des 9-(4-carboxyphenyl)-3,6-diphenyl-9H-xanthen-9-ylium-lonos
(38), aufgenommen in Tetrahydrofuran-ds und referenziert auf das Losungsmittelsignal (8w« = 3,58/67,57
ppm). Die folgenden Werte wurden innerhalb des durchgefiihrten *H-, sowie der verschiedenen 2D-Kernspin-
resonanzspektroskopie-Experimente ermittelt.

Nr. &uwinppm  Anzahlder Kerne Multiplizitit Kopplungskonstante inHz  &¢in ppm
1 710-718 2 m 7,1; 8,3 127
2 722 4 t 7,6 129
3 789 4 bd 8,0 130
4 - - - - 146
5 - - - - 147
6 749 2 s - 125
7 - - - - 156
8 - - - - 142
9 725 2 d 8,3 129
10 7,75 2 d 7,8 121
11 - - - - 168
12 - - - - 148
13 710-718 2 m 7,1; 8,3 129
14 790 2 d 7,8 131
15 - - - - 131
16 - - - - 168
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9. Anhang

Tabelle A4: Chemische Verschiebungen der 4-(bis(3-hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)benzoesaure (39),
aufgenommen in Aceton-ds und referenziert auf das Losungsmittelsignal (6x/.c = 2,05/29,84 ppm). Die folgen-
den Werte wurden innerhalb des durchgefiihrten *H-, sowie der verschiedenen 2D-Kernspinresonanzspektro-
skopie-Experimente ermittelt.

Nr. &8uinppm Anzahlder Kerne  Multiplizitit Kopplungskonstante in Hz Sc in ppm
1 7,28 2 t 7,4 128
2 7,38 4 t 8,0 129
3 7,57 4 dd 8,0; 1,2 128
4 - - - - 142
5 - - - - 142
6 7,08 2 s - 114
7 - - - - 156
8 - - - - 142
9 6,82 2 d 8,1 132
10 7,00 2 dd 8,0;1,8 119
11 6,27 1 s - 443
12 - - - - 151
13 722 2 d 8,3 130
14 794 2 d 8,3 130
15 - - - - 129
16 - - - - 170

Tabelle A5: Kalibrierdaten zu den in Abbildung 58 gezeigten photometrischen Kalibrierungen von 5-Formyl-
2-furancarbonsaure (5FFA), 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) und Furfural in Abhangigkeit eines Boratzusatzes
(12,5 mM). Die Kalibrierung wurde in einem Bereich von 51,4 - 438,2 mM erstellt (R?: Korrelationskoeffizient).

5FFA HMF Furfural
mit Borat ohne Bo- mit Borat ohne Bo- mit Borat ohne Bo-
rat rat rat?
mittlere Absorption 1,227 0,831 0,122 0,080 0,071 0,0056
Absorptionssteige-
rung durch Borat in 476 53,3 1153,0

%
Geradensteigung
RZ

0,004940 0,003830
0,9994 0,9982

0,000196 0,000308
0,9958

0,9996 0,8897

0,000015 0,000018

0,7112

1 Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass gemessene Absorptionen teilweise unterhalb der BG lagen,

somit sind die angegebenen Ergebnisse nicht als zuverladssig zu bewerten.

215



9. Anhang

Tabelle A6: Chemische Verschiebungen des isolierten und identifizierten Glucuronoxylanoligosaccharidstan-
dards XU*mXXX gemessen in Deuteriumoxid und referenziert auf das Signal von Aceton
(61/c = 2,22/30,89 ppm). Die Benennung der Einheiten erfolgt gemaf Abbildung 65. Die folgenden Werte wur-
den innerhalb des durchgefiihrten H-, sowie der verschiedenen 2D-Kernspinresonanzspektroskopie -Experi-
mente ermittelt.

Scuin 1 2 3 4 5 6 Methyl

Einheit

T a 92,7/5,18 72,1/3,54 71,6/3,75 77,2/3,75 59,5/3,74; - -
3,81

T.B 97,2/5,58 74,7/3,24 74,6/354 770/3,77 63,6/3,37; - -
4,05

M1 102/4,47 73,4/3,24 74,4/3,55 76,7/3,79 63,6/3,37; - -
4,05

M2 102/4,47 73,4/3,24 74,4/3,55 77,1/3,79 63,6/3,29; - -
4,08

S 102/4,62 73,1/3,62 77,5/3,42 77,5/3,79 56,9 - -

NR 103/4,45 73,5/3,25 76,3/3,42 69,8/3,61 66,8/3,29; - -
3,97

us 98,4/5,28 71,7/3,52 73,0/3,78 82,6/3,27 nn - 60,7/3%,48
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