Entwicklung und Anwendung analytischer
Verfahren zur Strukturcharakterisierung
von Arabinoxylanen

Zur Erlangung des akademischen Grades eines

DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN

(Dr. rer. nat.)

von der KIT-Fakultat fir Chemie und Biowissenschaften
des Karlsruher Instituts fur Technologie (KIT)

genehmigte
DISSERTATION
von
M. Sc. Lukas Sitter
1. Referent: Prof. Dr. Mirko Bunzel

2. Referentin: Prof. Dr. Andrea Hartwig
Tag der mundlichen Prifung: 20.07.2026






,Denkt daran, den Blick zu den Sternen zu richten und nicht nach unten
auf eure FiiBBe.”

— Stephen Hawking






Eidesstattliche Versicherung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig verfasst habe und keine
anderen als die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe. Darlber hinaus erklare ich, dass die
Arbeit nicht anderweitig als Prifungsarbeit oder als Dissertation bei einer anderen Fakultat

verwendet wird oder wurde.

Karlsruhe, den 06.08.2026

Lukas Sitter



Hinweis zu bereits veroffentlichten Teilen der Arbeit

Teile der in dieser Dissertation dargestellten Ergebnisse wurden bereits in folgenden
wissenschaftlichen Publikationen veroffentlicht:

Sitter, L. & Bunzel, M. (2026). 2D-NMR characterization of higher substituted oligo-
saccharides isolated from enzymatic wheat flour arabinoxylan hydrolysates. Frontiers in Plant
Science, 17, 1784230. DOI: https://doi.org/10.3389/fpls.2026.1784230

Sitter, L. & Bunzel, M. (2026). Advanced structural profiling of arabinoxylans from cereal
grains by high performance anion exchange chromatography with parallel pulsed
amperometric and mass spectrometric detection. Carbohydrate Research, 569, 110074.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.carres.2026.110074

Die betreffenden Abschnitte wurden fir die vorliegende Arbeit in angepasster oder erweiterter
Form Gbernommen.



Inhaltsverzeichnis

T EINLEITUNG ...caaaeeeeccceeenetttcccnssseneeessstescssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
1.1 Die Zellwand VON GEIrEIAE. ...t ssssessse s sesessssesssessses s s s sssessen 2
1.1.1 Der Aufbau von Getreidepflanzen und -KOrNErn ... 2
1.1.2 Der Aufbau und die Funktion der pflanzlichen Zellwand ... 3
1.1.3 Die Grundbausteine pflanzlicher Zellwandpolysaccharide...........ccccoovomrnrionrinnricnrinnris 4
1.1.4 Das Netzwerk aus Cellulose und HemicellUlOSEN ..., 5
115 PEKEINE oottt bbb 7
1.2 Die Struktur der ferulasaurehaltigen ArabinOXYlane ... 9
1.2.1 Die Variabilitat der Substitution mit Arabin0Se ... 11
1.2.2 WeItere SUDSTITUBNTEN ...t 16
1.2.2.T ACELYIGIUPPE oottt 16
1.2.2.2 Glucuronsaure und deren 4-O-Methylderivat ... 17
1.2.2.3 Seitenketten mit estergebundenen HydroxyzimtSauren ...........eneeonreenrenne 18
1.2.2.4 Oligomere, ferulasdurefreie SeItENKETtON ... 21

1.2.3 Die Ausbildung von Ferulasaure-CroSsIiNKs............oeneinisenecneneseeesesisesseeneiens 21
1.2.3.T CycloODULANAIMEIE.......coie et 22
1.2.3.2 DehydrodifErUlaSAUIEN ...ttt 22

1.3 Enzymatischer Abbau von ArabinOXYlanen ... seeeecaeees 25
1.4  Erndhrungsphysiologische Aspekte von Arabinoxylanen ... 28
1.4.1 Definition vON BallastStOffeN ...t 28
1.4.2 Prabiotische Wirkung von Arabinoxylanen und deren Oligosacchariden...................... 30
1.5  Lebensmitteltechnologische Eigenschaften von Arabinoxylanen............ene. 31
2 ZIELSETZUNG.........orueeeennericccisssssnenessssssccsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnes 33
3 MATERIAL UND METHODEN .........iiiiiinnriccscnneecssssnserecsssnsssscsssssssscsssssssseces 35
3.1 Beschreibung des eingesetzten Probenmaterials ........c..ccoevrinrinrierenerensinsinsiesisesesssesesssins 35
3.2 Aufarbeitung der GetreidePrODEN ...ttt sse s sseessssesseeees 36
3.2.1 Prédparative BallastStOffiSOlEIUNG ...t esie s sisseeseeees 36

3.2.2 Extraktionsmethoden zur Analyse der Arabinoxylanstruktur ... 37



3.3 Charakterisierung der Polysaccharide in den Getreideballaststoffen...........ccoooveionriunnce. 40

3.3.1 Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung nach Saurehydrolyse................... 40
3.3.2 Methylierungsanalyse zur Bestimmung der Bindungsverhaltnisse.........c.cccoevveeveuenenn. 43
3.4  Freisetzung und Isolierung von Oligosacchariden aus Arabinoxylanen...........ccooveeiunne. 45
3.4.1 Freisetzung von Oligosacchariden aus ArabinoXylanen...........coneeneeneneeneceneceneeenennn. 46
3.4.2 lIsolierung und Aufreinigung von Arabinoxylooligosacchariden..........cccovneienriennen. 48

3.4.3 Trennung der ferulasdurehaltigen von den ferulasdurefreien

ArabinoXylooligOSACCRAMNAEN ...ttt 50
3.44 lIsolierung und Aufreinigung ferulasdurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide............. 51
3.4.5 Massenspektrometrische Analyse der isolierten Standardsubstanzen.............ccccoo.e...... 52
3.5 NMR-spektroskopische MEthOAEN.........ieiree e 55
3.5.1 Ein- und zweidimensionale NMR-Experimente zur Strukturaufklarung von
OlIgOSACCNANAEN ...ttt sttt 57
3.5.2 Quantifizierung mittels ein- und zweidimensionaler NMR-Spektroskopie.................... 61
3.5.3 Inversion-Recovery-Experiment zur Bestimmung der T1-Relaxationszeit............c.......... 65
3.5.4 Prozessierung der NMR-SPEKEIEN ...t sssessssss s ssssssssssssssssssssens 66
3.6 Entwicklung einer HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode.........ccoorrrrereineineeeseseiseieeinne 68
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION......cuuueiiiiiiinnnncnnnnessesecssssssssssssssssssssssssssssssssses 69
4.1  Isolierung und Charakterisierung von Standardsubstanzen ...........ccvronrrnrnecnninnnnn. 69
4.1.1 Charakterisierung der AusgangsmMaterialieN........co..coevrerrerrineiseeresreeseeeesesesssessssssseseenes 69
4.1.2 lIsolierung der Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen............ccccoovovrenrreeennee. 73
4.1.3 Strukturaufklarung der Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen...................... 75

4.1.4 lIsolierung der ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen82

4.1.5 Strukturaufklarung der ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharid-

StANAArASUDSTANZEN ... bbb bbb 84
4.2  Entwicklung und Anwendung einer HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode........ccccccovvenecunncee 91
4.2.1 Bestimmung relativer Responsefaktoren und Validierung.........ccooereeerernneonricnrererennnns 93
4.2.2 Trennung auf einem alternativen Saulenmaterial.........c..cooooreirerrrinrinriseseseesiesenes 96

4.2.3 Anwendung der Methode zur Untersuchung der Arabinoxylanfeinstruktur auf
verschiedene GetreideballastStoffe. ...ttt enes 97

4.3  NMR-spektroskopisches Profiling von Strukturelementen in Arabinoxylanen............... 103



4.3.1 Markersignale von Xylo- und Arabinoxylooligosacchariden..........cccccoeveenieoneirninecennee. 103

4.3.2 Markersignale zur qualitativen Analyse von ferulasaurehaltigen
ArabinoxylooligOSACCRANAEN ... nees 106

4.3.3 Auswahl der HSQC-Aufnahmeparameter fur die Quantifzierung und Bestimmung
relativer RESPONSEfaKtOrEN ...ttt nesee 108

4.3.4 Enzymatische Freisetzung und Trennung ferulasdurehaltiger und -freier

OlIgOSACCNATIAE ...ttt sttt bbbt sttt s s saes 112

4.3.5 Anwendung der Methode zur Analyse der in Getreidehydrolysaten vorkommenden

SETUKEUTEIEMIENTE ..ot 115
4.3.5.1 (Arabino-)Xylooligosaccharide aus unldslichen Ballaststoffen ..., 116
4.3.5.2 LOSIIChe BallastSTOffe. ...t ssssssse s ssseseen 118

4.3.5.3 Qualitative Analyse ferulasaurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide aus

unloslichen WeizenballastStoffen ... 121

44 Zusammenfassende DiSKUSSION .......cc.ouruerreeeicrieciieeeisessesesessesseessssessesesssssessesessssesssneses 123
5 ZUSAMMENFASSUNG.......ccccovumiiiisrrnnnrecsssnteeccsssssecsssssssrecssssssescsssssssssssssssssens 129
6 LITERATURVERZEICHNIS ..........eeerricciisneeeeeneetecccssssennnnssssssccsssssnnsssssssnes 133
7 CHEMIKALIEN UND INSTRUMENTE.......ccccocettiirrrrnrreccssrnerccsssnnerccsssnssenccsnnsane 151
7.1 ChemiKalENIISTE ...ttt 151
7.2 Hergestellte Pufferldsungen und REAGENZIEN ... 154
T3 ENZYIME ettt s s e 154
T4 INSITUMENTE ...t e 155
8 ARBEITSVORSCHRIFTEN.......cccctttienneriiccisscssnneeneerecccssssssenssssssessssssssnssssssssnns 159
8.1 AUSGANGSMATEIIAIEN ..ottt 159
8.2  Aufarbeitung der GetreidepProDEN ...t 159
B.2.T IMANIEN .o e 159
8.2.2 ENTFOTEEN oottt 159
8.2.3 Préparative Isolierung der unldslichen und |8slichen Ballaststoffe........coconeceneennne. 160
8.3  Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide in den Getreideballaststoffen............... 161
8.3.1 Bestimmung der MonosaccharidzusammenSetZung ...........cccueucereeeeceneeeneeeeneeneceeneennee 161
8.3.2 Bestimmung der Bindungsverhaltnisse mittels Methylierungsanalyse.............c........ 163



8.4  Gewinnung von Arabinoxylooligosacchariden............ecneenenee e 165

8.4.1 Freisetzung der Arabinoxylooligosaccharide aus Weizenarabinoxylan...........cc........ 165
8.4.2 Aufreinigung der Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen.............c.coco... 166
8.5  Gewinnung ferulasaurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide.........coovenrinnrenrinnrinnnnnn. 168

8.5.1 Freisetzung ferulasaurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide aus unldslichen
BallSTSEOTION ..ovee st 168

8.5.2 Aufreinigung der ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharid-

StaNAardSUDSTANZEN ...t 169
8.6  Strukturcharakterisierung der isolierten Standardsubstanzen.............ccoeovvovricnniverirnrees 170
8.6.1 Monosaccharidzusammensetzung nach Trifluoressigsdaure-Hydrolyse..........c.cc...... 170
8.6.2 Bestimmung der MolekUIMassen........cicninieeecreseseie e 171
8.6.3 NMR-SPEKIIOSKOPIE ...ttt sss sttt sssssnnens 172
8.7  Quantifizierung mittels "H-NMR-SpektroskOpie..................ccccoemmmmmmmrrrrereeevvvveresssssssssssssseeeseeee 172
8.8  Bestimmung der Ti-Relaxationszeiten mittels Inversion-Recovery-Experiment.............. 173

8.9  HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode zur Strukturcharakterisierung von Arabinoxylanen
AUS GOITITE. ...ttt et 173

8.10 HSQC-Profilingmethode zur Bestimmung verschiedener Strukturelemente von
ATADINOXYIANEN ...t 175

8.10.1 Enzymatische Freisetzung von (Arabino-)Xylooligosacchariden aus
GetreidebDallastSTOTIEN. ... 175

8.10.2 Chromatographische Trennung ferulasaurefreier und -haltiger

Arabinoxylooligosaccharide aus den unldslichen Ballaststoffen.........onecnnrnecenn 176
8.10.3 Analyse mittels "H,>C-HSQC-NMR .....ccrvrvvveeceemmmrrrereeecsssseseeevosessssesesssssssssssssesssssssssssssessssnns 177
9 ANHANG ......erittttccsnnetccssessetcsssesstecsssssssscsssssssessssssssesssssssssssssssssessssanes 179
10 PUBLIKATIONSLISTE .....cooooiiiiininniicnssnnetccssnnseccsssnssecsssssssnecssssssecssssssssessanes 237




Abkiirzungsverzeichnis

AACC American Association of Cereal Chemists
AOAC Association of Official Analytical Chemists
Ara L-Arabinose

AX Arabinoxylan

A/X Arabinose-zu-Xylose-Verhaltnis

AXOS Arabinoxylooligosaccharide

BS Ballaststoffe

C zyklisch, engl. cyclic

CAZymes Carbohydrate-Active enZymes

cb Leitfahigkeitsdetekor, engl. Conductivity Detector

Cosy Correlated Spectroscopy

DAc Acetylierungsgrad (engl. Degree of Acetylation)

dc decarboxyliert

DFS Dehydrodiferulasdure

DGE Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung

DMSO Dimethylsulfoxid

DP Polymerisationsgrad, engl. Degree of Polymerization

DS Substitutionsgrad, engl. Degree of Substitution

dXyl disubstituierte Xylose

El ElektronenstoBionisation

ELSD Lichtstreudetektor, engl. Evaporative Light Scattering Detector

ESI Elektronensprayionisation

f Furanose

FA 5-O-trans-Feruloyl-a-L-Arabinofuranose

FAX B-D-Xylopyranose-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-a-L-Arabinofuranose
FAXG a-L-Galactopyranose-(1—2)-B-D-Xylopyranose-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-a-L-

Arabinofuranose



FAXGG

FAXGX

FID
FID*
FS
Gal
GalA
Glc
GC
GIcA
GAX
GH
HILIC

HMBC

HPLC

HPAEC

HSQC
H2BC
LOD
LoQ
LT
IMT
INEPT
ISt

LC
MeGlc

\

a-D-Galactopyranose-(1—3)-a-L-Galactopyranose-(1—2)-f-D-Xylopyranose-(1

—2)-5-O-trans-Feruloyl-a-L-Arabinofuranose

a-D-Xylopyranose-(1—3)-a-L-Galactopyranose-(1—2)-p-D-Xylopyranose-(1—
2)-5-O-trans-Feruloyl-a-L-Arabinofuranose

Flammenionisationsdetektion

freier Induktionsabfall, engl. Free Induction Decay
Ferulasaure

D-Galactose

D-Galacturonsaure, engl. Galacturonic Acid
D-Glucose

Gaschromatographie

D-Glucuronsaure, engl. Glucuronic Acid
Glucuronoarabinoxylane

Glykosidhydrolase

Hydrophile Interaktionschromatographie, engl. Hydrophilic Interaction
Chromatography

Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Hochleistungsflissigkeitschromatographie, engl. High Perfomance Liquid
Chromatography

Hochleistungsanionenaustauschchromatographie, engl. High Performance
Anion Exchange Chromatography

Heteronuclear Single Quantum Coherence
Heteronuclear 2-Bond Correlation

Nachweisgrenze, engl. Limit of Detection
Bestimmungsgrenze, engl. Limit of Quantification
Laminaritriose

Isomaltotriose

Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer
interne Standardsubstanz

Flissigchromatographie, engl. Liquid Chromatography

Methyl-a-D-Glucopyranosid



MLG
MsS
MS/MS
mXyl
m/z

nc
NMR
NUS
nPGC
(0

PAD
PGC
PMAA
PS
Rha

RI

RP
RRF
RRT
SCFA
SEC
SIM
S/N
SPE
SSB
TFA
TOCSY
TriFS

tXyl

mixed-linked B-Glucane

Massenspektrometrie

Tandem-Massenspektrometrie

monosubstituierte Xylose

Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis

nicht-zyklisch, engl. non-cyclic

Kernspinresonanz, engl. Nuclear Magnetic Resonance

Non-Uniform Sampling

nicht-poréser graphitischer Kohlenstoff, engl. Non-Porous Graphitic Carbon
Oligosaccharide

Pyranose

gepulst amperometrische Detektion, engl. Pulsed Amperometric Detection
pordser graphitischer Kohlenstoff, engl. Porous Graphitic Carbon

partiell methylierte Alditolacetate

Polysaccharide

L-Rhamnose

Brechungsindex, engl. Refractive Index

Umkehrphase, engl. Reversed Phase

relativer Responsefaktor, engl. Relative Response Factor

relative Retentionszeit, engl. Relative Retention Time

kurzkettige Fettsauren, engl. Short-Chain Fatty Acids
GroBenausschlusschromatographie, engl. Size Exclusion Chromatography
Selected lon Monitoring

Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, engl. Signal-to-Noise-Ratio
Festphasenextraktion, engl. Solid Phase Extraction

Sine Bell Shift

Trifluoressigsaure, engl. Trifluoroacetic Acid

Total Correlated Spectroscopy

Dehydrotriferulasaure

terminale Xylose

VI



UBS
uXyl
WEAX
WUAX
XO0s
Xyl

XYLagv

XYL1o

XYL

2D

VI

unlésliche Ballaststoffe

unsubstituierte Xylose

wasserlosliches Arabinoxylan, engl. Water-Extractable Arabinoxylan
wasserunldsliches Arabinoxylan, engl. Water-Unextractable Arabinoxylan
Xylooligosaccharide

D-Xylose

endo-B-1,4-Xylanase aus der Glykosidhydrolase-Familie 11 von der Firma AB
Vista (Trichoderma reesei, EC 3.2.1.8)

endo-B-1,4-Xylanase aus der Glykosidhydrolase-Familie 10 von Nzytech
(Clostridium thermocellum, EC 3.2.1.8, CtXyn10B)

endo-B-1,4-Xylanase aus der Glykosidhydrolase-Familie 11 von Megazyme
(Neoxallimastix patriciarum, EC 3.2.1.8, E-XYLNP)

zweidimensional



1 Einleitung

Getreide zahlt weltweit zu den wichtigsten Nahrungs- und Futtermitteln und bildet eine
zentrale Lebensgrundlage fiir einen GroBteil der Weltbevdlkerung. Die globalen
Getreideerntemengen sind in den letzten Jahren kontinuierlich gestiegen und werden fir das
Erntejahr 2025/26 auf rund 2,9 Milliarden Tonnen geschatzt. Zu den bedeutendsten
Getreidearten zahlen Mais, Weizen, Reis und Gerste, deren Anbauflachen regional stark
variieren (Statista, 2025). Neben ihrem hohen Starke- und Proteingehalt sind Getreidekdrner
auch wertvolle Lieferanten von Mineralstoffen, Vitaminen und Ballaststoffen (BS), welche sich
vor allem in den duBeren Schichten des Getreidekorns und im Keimling befinden. BS werden
nach der American Association of Cereal Chemists (AACC) definiert als ,essbare Pflanzenteile
oder analoge Kohlenhydrate, die im menschlichen Diinndarm weder verdaut noch resorbiert
werden kdnnen und im Dickdarm vollstandig oder teilweise fermentiert werden.” Sie sind fiir
die menschliche Erndhrung nicht essenziell, spielen dennoch eine groBe Rolle, da eine
ballaststoffreiche Ernahrung mit zahlreichen positiven Effekten auf die Gesundheit verbunden
sind wie der Senkung des Cholesterin- und/oder Blutzuckerspiegels (AACC, 2001). Dariiber
hinaus fungieren BS als Prabiotika und tragen zum Wachstum gesundheitsférdernder
Mikroorganismen im Dickdarm bei. Bei BS handelt es sich zum Uberwiegenden Teil um
Polysaccharide (PS) der pflanzlichen Zellwand. Dazu zdhlen Cellulose, Hemicellulosen und
Pektine. Arabinoxylane (AX) stellen neben mixed-linked B-Glucanen (MLG) die mengenmaBig
bedeutendste Gruppe von Hemicellulosen in Getreidezellwanden dar und tragen zu deren
Stabilitat und Festigkeit bei. Im Hinblick auf ihre lebensmitteltechnologischen Eigenschaften
spielen AX beispielsweise beim Brotbacken eine zentrale Rolle, da sie sowohl die
Wasserbindung des Teigs als auch dessen Struktur und Gashaltefahigkeit wahrend der
Teiggarung beeinflussen. Des Weiteren werden sie auch als Verdickungs- und Geliermittel in
Lebensmitteln genutzt, was im Wesentlichen auf die Struktur der AX zurlickzufiihren ist. Durch
Substitution mit trans-Ferulasaure (FS) kdnnen AX im Rahmen eines enzymkatalysierten
oxidativen Kopplungsprozesses kovalent miteinander vernetzt werden, wodurch Hydrogele
entstehen, die die Textur eines Lebensmittels maBgeblich beeinflussen kénnen. Als potenzielle
Prabiotika riicken auch Xylooligosaccharide (XOS) und Arabinoxylooligosaccharide (AXOS), die
durch den hydrolytischen Abbau der AX entstehen, zunehmend in den Fokus der Lebens- und
Futtermittelindustrie. Auch hier wurde in zahlreichen Studien ein Zusammenhang zwischen den
prabiotischen Effekten und der Struktur der Poly- und Oligosaccharide belegt (Pollet et al,
2012; Van Craeyveld et al, 2008). Daten zu Struktur-Wirkungsbeziehungen beim Menschen
sind jedoch nur begrenzt verfligbar. Da die Struktur der AX sowohl zwischen verschiedenen
Getreidearten als auch innerhalb der unterschiedlichen Schichten des Getreidekorns stark
variiert, bedarf es analytische Methoden zur strukturellen Charakterisierung der AX.



1 Einleitung
1.1 Die Zellwand von Getreide

1.1.1  Der Aufbau von Getreidepflanzen und -kdrnern

Aus botanischer Sicht gehort Getreide zur Familie der StBgraser (Poaceae) und demnach zur
Ordnung der Grasartigen (Poales). Viele der heutigen kultivierten Getreidepflanzen ahneln sich
in ihrem Aufbau und lassen sich im Wesentlichen in vegetative (Wurzeln, Halm, Blatter) und
reproduktive (Bliitenstand, Ahre/Rispe, Frucht) Pflanzenorgane unterteilen. Das verzweigte
Wourzelsystem der Getreidepflanzen dient der Verankerung im Boden und gewahrleistet
zugleich die Aufnahme von Wasser sowie mineralischen Nahrstoffen, die flr das vegetative
und generative Wachstum erforderlich sind. Der oberirdische Sprossapparat umfasst den Halm
und die Ahre. Der Halm ist durch mehrere Knoten (Nodien) gegliedert, aus denen Blattscheiden
und Blatter hervorgehen. Der Blutenstand differenziert sich im Verlauf der generativen
Entwicklungsphase zum Fruchtstand, welcher die Getreidekdrner (Karyopsen) tragt, und je nach
Getreideart unterschiedliche morphologische Auspragungen aufweist. Bei Weizen (Triticum
aestivum L.), Roggen (Secale cereale L.) und Gerste (Hordeum vulgare L.) handelt es sich um
eine Ahre, wahrend bei Hafer (Avena sativa L.) und Reis (Oryza sativa L.) eine Rispe ausgebildet
wird. Eine Ahre besteht aus einem einfachen, unverzweigten Bliitenstand, bei dem die Ahrchen
kompakt und direkt entlang der Hauptachse (Rhachis) angeordnet sind. Im Gegensatz dazu
weist die Rispe einen verzweigten Blitenstand auf, bei dem die Ahrchen Uber gestielte
Seitenachsen an der Hauptachse sitzen. Die Maispflanze (Zea mays L.) hingegen bildet einen
Kolben als charakteristischen Fruchtstand aus. Des Weiteren gehéren Getreide zu den
monokotylen Pflanzen, die beim Keimen nur ein Keimblatt ausbilden.

Das Getreidekorn ist eine einsamige Schlie3frucht, bei der die Fruchtwand mit der Samenschale
verwachsen ist (Karyopse). Das Getreidekorn dient primar als Speicherorgan fur die Nahrstoffe,
die wahrend der Keimung dem Embryo zur Verfigung stehen. Die duBeren Schichten des
Getreidekorns umfassen die Fruchtwand (duBeres und inneres Perikarp) und die Samenschale
(Testa, Epidermis). Diese enthalten bezogen auf das gesamte Getreidekorn, die groéften
Mengen an BS (Zellwand-PS, Lignin bzw. lignindhnliche Polymere) und Mineralstoffen (Saulnier
et al, 2012). Darunter liegt das Endosperm mit der Aleuronschicht, die den starkehaltigen
Mehlkorper von den duBeren Kornschichten abgrenzt, und reich an Proteinen, Lipiden,
Vitaminen und Enzymen ist. Letztere steuern wahrend der Keimung den Nahrstoffabbau im
Endosperm. Das Endosperm (Aleuronschicht + Mehlkorper) bildet das zentrale Speicher-
gewebe und macht den GroBteil des Getreidekorns (~ 70 - 80 %) aus. Der Mehlkorper besteht
aus dinnwandigen Zellen, die Starke und Speicherproteine (Prolamine, Gluteline) enthalten.
Der Keimling, der einen hohen Gehalt an Lipiden und Vitaminen (B-Vitamine und Tocoperhole)
aufweist, besitzt die embryonalen Anlagen fiir die neue Pflanze und wird wahrend der Keimung
Uber das Schildchen (Scutellum) mit Nahrstoffen aus dem Endosperm versorgt. Bei der
Verarbeitung der Getreidekorner zu Mehl wird je nach Ausmahlungsgrad der Keimling und die
Kleie, welche die auBeren Schichten des Getreidekorns und den gréBten Teil der Aleuronschicht
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umfasst, abgetrennt, was den Verlust von Vitaminen, Mineralstoffen und BS zur Folge hat. Aus
diesem Grund sind Vollkornprodukte, die alle Bestandteile des Getreidekorns enthalten, aus
erndhrungsphysiologischer ~ Sicht positiver zu bewerten. So konnte in einigen
epidemiologischen Studien bereits gezeigt werden, dass der regelmaBige Verzehr von
Vollkornprodukten mit gesundheitlichen Vorteilen wie einem geringeren Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen und Typ-2-Diabetes verbunden ist (Mellen et al,, 2008; Ye et al.,
2012).

1.1.2  Der Aufbau und die Funktion der pflanzlichen Zellwand

Die pflanzliche Zellwand spielt eine zentrale Rolle fir die strukturelle Integritat und Funktion
von Pflanzenzellen. Sie umgibt den Protoplasten und verleiht der Zelle mechanische Stabilitat
und Form, in dem sie dem inneren Tugordruck entgegenwirkt. Dadurch bildet sie eine
natlrliche, elastische Schutzbarriere gegeniiber duBeren Einfliissen (mechanische Belastung,
pathogene Mikroorganismen). Des Weiteren reguliert sie den osmotischen Wasserhaushalt der
Zelle, ermoglicht die Kommunikation zwischen Zellen, steuert den kontrollierten
Stoffaustausch, beeinflusst das Zellwachstum und tragt zur Spezialisierung und Ausbildung
verschiedener pflanzlicher Gewebe bei (Zhang et al.,, 2025).

Die Eigenschaften der pflanzlichen Zellwand sind auf ein hochkomplexes und variables
Netzwerk aus PS, Strukturproteinen und phenolischen Verbindungen zuriickzufiihren, deren
Zusammensetzung und Wechselwirkungen in Abhangigkeit von Pflanzenart, Zelltyp, Gewebe,
Entwicklungsstadium der Pflanze und duBeren Umweltfaktoren stark variieren kénnen. Die
auBerste Schicht bildet die Mittellamelle, welche vor allem aus Pektinen besteht. Sie verbindet
benachbarte Zellen miteinander und sorgt somit fir die Gewebestabilitat. Darauf folgt die
Primarzellwand, welche sich aus einem unl&slichen, mechanisch stabilen Gerust aus Cellulose-
Mikrofibrillen zusammensetzt. Dieses GerUst ist in einer wassrigen Matrix aus Hemicellulosen,
Pektinen, 16slichen  Strukturproteinen (Extensine, Arabinogalactan-Proteine) sowie
anorganischen lonen (Ca®*-lonen) eingebettet. Anders als die Typ I-Priméarzellwiande von
Dikotyledonen (und nicht-commeliniden Monokotyledonen), die Uberwiegend in Obst und
Gemiuse vorkommen, enthalten Typ lI-Primarzellwande von Grasern gréBere Mengen an
Xylanen (20 - 40 %) und MLG (10 - 30 %), wahrend Xyloglucane (1 - 5 %), (Gluco-)Mannane
(< 1 %) und Pektine (5 %) eine untergeordnete Rolle spielen. Der Anteil an Cellulose ist bei
beiden Zellwandtypen in etwa gleich (15 - 30 %). Sobald das Zellwachstum beendet ist, wird
bei bestimmten Zelltypen, beispielsweise in Xylem- und Sklerenchymzellen, zusatzlich eine
Sekundarzellwand aufgelagert. Diese enthdlt im Vergleich zur Priméarzellwand gréBere Mengen
an Cellulose (35-45%) und Xylanen (40 -50 %) sowie Lignin (20 %), ein komplexes,
polyphenolisches Makromolekdil (Vogel, 2008). Aufgrund der starren Molekilstruktur und des
hydrophoben Charakters von Lignin nimmt die Flexibilitat und Permeabilitat der Zellwand bei
Auflagerung einer Sekundarschicht ab, was beispielsweise den Wassertransport im Leitgewebe
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ermoglicht. Des Weiteren kénnen weitere phenolische Verbindungen, die mit der Epidermis
und Cuticula assoziiert vorliegen wie Cutin, Suberin und pflanzliche Wachse vorkommen
(McDougall et al., 1996; Vogel, 2008). Im Folgenden werden die Strukturen der fiir die Typ-II-
Primarzellwand relevanten Zellwand-PS naher erldutert, welche sich in drei Gruppen
unterteilen: Cellulose, Hemicellulosen, darunter AX und MLG, sowie Pektine.

1.1.3  Die Grundbausteine pflanzlicher Zellwandpolysaccharide

Die PS der pflanzlichen Zellwand zeichnen sich durch eine ausgepragte strukturelle Diversitat
aus, die auf eine Vielzahl unterschiedlicher Monosaccharide zuriickgefiihrt werden kann. Diese
unterscheiden sich unter anderem in der Anzahl der Kohlenstoffatome (Pentose/Hexose), der
Ringform (Furanose (f)/Pyranose (p)), der Chiralitat (/L) sowie der anomeren Konfiguration
(o/B) (McDougall et al., 1996). Durch die Verknlipfung der Monomereinheiten zu einem PS wird
die anomere Konfiguration (mit Ausnahme der reduzierenden Enden) in der glykosidischen
Bindung fixiert. Die in der pflanzlichen Zellwand am haufigsten vorkommenden
Monosaccharide sind in Abbildung 1 dargestellt. Dazu zahlen die neutralen Hexosen
D-Glucopyranose (Glcp), D-Galactopyranose (Galp) und D-Mannopyranose, die aus Hexosen
abgeleiteten Uronsauren D-Glucopyranuronsaure (GlcpA, engl. Glucuronic Acid) und
D-Galactopyranuronsaure (GalpA, engl. Galacturonic Acid), die Pentosen D-Xylopyranose (Xylp),
L-Arabinofuranose (Araf)/-pyranose (Arap) und L-Apiofuranose, sowie die Desoxyzucker
L-Fucopyranose und L-Rhamnopyranose (Rhap). Die monomeren Bausteine der PS k&nnen tber
frei vorliegende Hydroxygruppen, die nicht durch die Halbacetalbildung im Ring gebunden
sind, miteinander verknlpft sein. Es gibt sowohl lineare als auch verzweigte PS, deren
Seitenketten gleichmaBig oder in Clustern entlang des Rickgrats angeordnet sein kdnnen.
AuBerdem tragen weitere Substituenten wie Methyl- und Acetylgruppen wesentlich zu den
funktionellen und strukturellen Eigenschaften der PS bei. Insbesondere in Getreidezellwdnden
spielen auch die an AX Uber Estergruppen gebundenen Hydroxyzimtsaurederivate wie die
trans-FS eine zentrale Rolle bei der Ausbildung inter- und intramolekularer Vernetzungen

(s. Kapitel 1.1.4 und 1.2.3).

D-Glucopyranuronsdure D-Galactopyranuronsiure

D-Xylopyranose

D-Apiofuranose
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Abbildung 1: Strukturen der am hé&ufigsten in Zellwandpolysacchariden vorkommenden Monosaccharide
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1.1 Die Zellwand von Getreide
1.1.4 Das Netzwerk aus Cellulose und Hemicellulosen

Cellulose ist das am haufigsten natirlich vorkommende Biopolymer auf der Erde und
struktureller Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwénde. Es besteht aus einer linearen Kette
von B-(1-4)-glykosidisch verknlpften D-Glcp-Einheiten, bei der jede nachfolgende Einheit um
180° gedreht ist. Die Anordnung der Hydroxymethylgruppe in Position C5 der Glcp ist
entscheidend fiir die Ausbildung starker intra- und intermolekularer Wasserstoffbriicken-
bindungen. Bis zu 15.000 Monomereinheiten kénnen in den Polymerketten gebunden sein,
wobei angenommen wird, dass die in Primarzellwanden vorkommende Cellulose ein weitaus
niedrigeren Polymerisationsgrad (DP, engl. Degree of Polymerization) als die in
Sekundarzellwanden vorkommende Cellulose besitzt (O'Sullivan, 1997). Die Polymerketten
bilden Mikrofibrillen mit 30 - 100 Ketten im Durchmesser aus, die je nach Lokalisation innerhalb
der Zellwand unterschiedlich orientiert sein kdnnen und damit das Zellwachstum steuern
(McDougall et al., 1996). Bis zu sechs polymorphe Strukturen der Cellulose werden beschrieben,
die ineinander konvertierbar sind und sich in der Ausrichtung der Kettenstrange und den
daraus resultierenden Wasserstoffbriickenbindungen unterscheiden (O'Sullivan, 1997). So stellt
Cellulose | mit parallel angeordneten Strangen die native Form dar und kann durch
Alkalibehandlung in Cellulose Il mit antiparallelen Strangen umgewandelt werden. Dartber
hinaus wird zwischen weniger geordneten (amorphen) und hochgeordneten (kristallinen)
Bereichen der Cellulose unterschieden. Primarzellwande enthalten vermehrt amorphe Bereiche,
wahrend in Sekundarzellwanden fast ausschlieBlich hochkristalline Bereiche vorzufinden sind
(McDougall et al., 1996).

Hemicellulosen, deren Bezeichnung etymologisch aus der Cellulose abgeleitet ist, besitzen
ebenfalls ein Riickgrat aus B-(1—4)-verknipften D-Pyranosen und stellen eine weitere wichtige
Komponente der pflanzlichen Zellwand dar. Uber Wasserstoffbriickenbindungen kénnen sie
die rdumlich unterschiedlich orientierten Cellulosemikrofibrillen miteinander verknipfen und
tragen so zur Ausbildung einer dreidimensionalen Netzwerkstruktur bei. In Grasern wird diese
Rolle vor allem von der strukturell vielfaltigen Gruppe der Xylane Ubernommen.
Glucuronoxylane und (Glucurono-)arabinoxylane besitzen ein Rickgrat aus [-(1-4)-
verknlpften Xylp-Einheiten. Im Falle der Glucuronoxylane, die vermehrt in Sekundarzellwanden
sowohl von monokotylen als auch von dikotylen Pflanzen (Holzer) vorzufinden sind, liegen
unregelmaBig Uber die O2-Position im Rickgrat ao-D-GlcpA- bzw. 4-O-Methyl-a-D-GlcpA-
Einheiten gebunden vor (Vogel, 2008). Dagegen werden die in den Typ-II-Primarzellwanden
vorkommenden Xylane im Allgemeinen als AX bezeichnet, da hier das Xylp-Rickgrat
Uberwiegend mit a-L-Araf substituiert vorliegt. Kommt zusatzlich GIcA als Substituent vor, wird
seltener auch von Glucuronoarabinoxylanen (GAX) gesprochen. Die Anzahl und das Muster der
Araf-Substitution variiert je nach Getreideart und Gewebetyp (s. Kapitel 1.2.1) und hat direkten
Einfluss auf die molekularen Wechselwirkungen mit Cellulose. Entscheidend ist hierbei das
Vorkommen von langeren Abschnitten an unsubstituierten Xylp-Einheiten, die mit den
Cellulosestrangen interagieren kdnnen. Dies geht in der Regel mit einer Abnahme der
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Wasserl6slichkeit der AX einher (Kéhnke et al, 2011). Es wird davon ausgegangen, dass
Pflanzen durch Veranderung der Substitution der AX mit Ara den Feuchtigkeitsgehalt im
Gewebe kontrollieren kénnen, wodurch die Wasserdiffusion durch die Zellwand entweder
erleichtert oder eingeschrankt wird (Saulnier et al, 2012). Uber Esterbindungen kdénnen
zusatzlich Hydroxyzimtsaurederivate gebunden Uber die O5-Position der Araf vorliegen, die
ein weiteres strukturgebendes Element von Getreidezellwanden darstellen und die
Funktionalitat der AX maBgeblich beeinflussen. Hierbei ist die trans-FS am haufigsten vertreten,
deren Vorkommen mit Ausnahme von \Vertretern der Fuchsschwanzgewachse
(Amaranthaceae), der beispielsweise die Zuckerriibe, der Spinat oder auch Pseudogetreide wie
Quinoa angehoren, auf commelinide Monokotyledonen beschrankt ist (Ishii & Tobita, 1993;
Ralet et al., 2005; Wefers et al,, 2015). Im Zuge radikalinitiierter oxidativer Kopplungsreaktionen
kénnen FS-Reste Di- und Oligomere ausbilden, die die AX sowohl intra- als auch intermolekular
untereinander oder mit anderen Zellwandbesteilen wie Lignin vernetzen (Allerdings et al., 2005;
Bunzel, 2010; Bunzel et al, 2008; Jilek & Bunzel, 2013; Ralph et al, 1995). Diese kovalenten
Bindungen tragen malBgeblich zur mechanischen Stabilitat und Festigkeit der pflanzlichen
Zellwande von Gramineen bei. Insbesondere die in den duBeren Schichten des Getreidekorns
vorkommenden sauren GAX enthalten im Vergleich zu AX aus Endospermzellwdanden groBere
Mengen an monomerer und oligomerer FS (Antoine et al, 2003). Das Vorkommen und die
genaue Struktur der Di- und Oligomere der FS wird in Kapitel 1.2.3.2 ndher betrachtet.

MLG treten im Pflanzenreich nach bisherigen Kenntnissen neben Grasern auch noch in Pflanzen
der Gattung der Schachtelhalme (Equisetum) auf (Serensen et al., 2008). Die unverzweigten PS
bestehen aus einer Kette von p-(1-4)- und p-(1-3)-glykosidisch verknipften
D-Glcp-Einheiten. Die [B-(1—4)-verknipften Glcp bilden Uberwiegend Blocke aus drei
(Cellotriosyl-) und vier (Cellotetraosyl-)Einheiten, die tber -(1—3)-Bindungen unterbrochen
werden und deren molares Verhéltnis je nach Getreideart zwischen 1,5 und 4,5 variiert
(Lazaridou & Biliaderis, 2007). Dieses Verhaltnis beeinflusst unter anderem die
Wasserloslichkeit der MLG. Strukturen, in denen entweder Cellotriosyl-Einheiten oder
Cellotetraosyl-Einheiten dominieren, nehmen in der Regel eine gleichmaBigere Konformation
an und sind daher besser in der Lage, unldsliche Aggregate zu bilden. Typische Getreide mit
einem sehr hohen Gehalt an MLG sind Gerste und Hafer mit 3,0 - 8,0 % bzw. 4,0 - 6,0 % bezogen
auf die Trockenmasse des Getreidekorns (Lee et al., 1997; Nishantha et al, 2018). Sie kommen
vermehrt in Zellwanden des Endosperms vor, mit Ausnahme von Weizen, bei dem sie primar
in der Aleuronschicht vorzufinden sind. Die genaue Funktion der MLG in Getreidezellwanden
ist noch nicht abschlieBend geklart. Zwar kénnen die MLG aufgrund ihrer flexiblen Struktur an
die  Oberflaiche der Cellulosemikrofibrillen  adsorbieren, die intermolekularen
Wechselwirkungen sind jedoch schwécher als bei AX oder Xyloglucanen (Kiemle et al., 2014).
Neue Studien gehen davon aus, dass enzymatisch freigesetzte Oligosaccharide (OS) aus MLG
entscheidend an der Immunabwehr von Pflanzen gegen pathogene Mikroorganismen beteiligt
sind (Barghahn et al,, 2021; Rebaque et al., 2021).
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Im Gegensatz zu Typ-I-Primarzellwanden dikotyler Pflanzen spielen Xyloglucane in Getreide-
zellwdnden anteilsmaBig nur eine untergeordnete Rolle. Sie sind in ihrer Grundstruktur aus
einem Glcp-Rickgrat aufgebaut, das in regelmaBigen Abstanden Uber die O6-Position mit
Xylp-Einheiten substituiert vorliegt. Der Substitutionsgrad (DS, engl. Degree of Substitution)
liegt in Dikotyledonen bei 60 - 75 % und in Grasern bei 30 - 40 % (Fry, 1989). Je nach Herkunft
des Pflanzenmaterials oder dessen Entwicklungszustand kdnnen Xyloglucan-Seitenketten um
bis zu drei zusatzliche Monosaccharide erweitert werden. Typischerweise wird die Xylose an
der O2-Position durch eine B-D-Galp erganzt. Zudem tritt ein weiteres Strukturelement auf, bei
dem diese Galactose an ihrer O2-Position zusatzlich mit einer a-L-Fucopyranose versehen ist
(Steck et al, 2021). Neben diesen im Pflanzenreich haufig vorkommenden Motiven gibt es
weitere Seitenkettenstrukturen, die jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter thematisiert
werden. In der Familie der StiBgraser bildet der XXGn-Typ (n = 1 - 5) den sich wiederholenden
Grundbaustein der Xyloglucane. Daneben sind auch galactosylierte Xyloglucane vorzufinden,
wahrend fucosylierte Seitenketten nicht auftreten (Hsieh & Harris, 2009).

Mannane stellen eine mengenmaBig kleine, aber strukturell vielfaltige Gruppe der
Hemicellulosen dar. So kénnen sie in Homo-, Gluco-, Galacto- und Galactoglucomannane
unterteilt werden. In Getreidezellwanden kommen Uberwiegend lineare Mannane vor, die aus
B-(1—-4)-verknlipften D-Mannopyranosen bestehen, und Glucomannane, die aus einer
zufdlligen Abfolge aus Mannose- und Glc-Einheiten aufgebaut sind. In den Zellwanden des
Endosperms dienen sie primar als Speicherpolysaccharide, die wahrend der Keimung durch
endo-B-(1—-4)-Mannanasen abgebaut werden kdnnen (Verhertbruggen et al,, 2019; Wilson et
al, 2012).

1.1.5 Pektine

Pektine sind neben Cellulose und Hemicellulosen zentrale Bestandteile pflanzlicher Zellwande
und stellen eine sehr heterogene und komplexe Gruppe von PS dar, deren Struktur
weitestgehend aus der Uronsdure D-GalpA sowie neutralen Monosacchariden wie L-Rhap-,
L-Araf- und L-Galp-Einheiten aufgebaut ist. Pektine kommen vor allem in der Mittellamelle, aber
auch in der Primar- und Sekundarzellwand vor, wobei Typ-I-Primarzellwande deutlich gréBere
Mengen an Pektinen (20 - 35 %) enthalten als Typ-llI-Priméarzellwande (5 %) (Vogel, 2008).
Aufgrund ihrer komplexen und variablen Struktur ibernehmen sie eine Reihe an strukturellen
und regulatorischen Funktionen. So tragen sie unter anderem zur mechanischen Stabilitat und
Flexibilitat der Zellwand bei, sind verantwortlich fir die Zelladhdsion benachbarter Zellen,
regulieren die Porenstruktur der Zellwand und damit die Diffusion von Wasser und gel6sten
Molekulen im Apoplasten (Peaucelle et al,, 2012; Voragen et al., 2009).

In dem von de Vries und Mitarbeitenden (1981) erstmals beschriebenen Modell zur Definition
der raumlichen Gesamtstruktur der Pektine enthalten diese sowohl smooth als auch hairy
regions (de Vries et al., 1981). Die unverzweigten Homogalacturonane, die oft den gréBten Teil
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des Pektins (~ 60 %) ausmachen, bestehen aus einer linearen Kette von a-(1—-4)-verknipften
D-GalpA-Einheiten und bilden daher die smooth regions. Die GalpA-Einheiten kdnnen Uber die
O6-Position methylvererstert und/oder Uber die Positionen O2 und/oder O3 acetyliert
vorliegen. Pektine werden je nach Grad der Methylveresterung in niedrig- und hochveresterte
Pektine eingeteilt (Voragen et al, 2009). Der Veresterungsgrad hat direkten Einfluss auf die
Ausbildung von inter- oder intramolekularen Crosslinks. In langeren, esterfreien Abschnitten
des Homogalacturonans kénnen divalente Kationen, beispielsweise Ca®*-lonen, an die
deprotonierten Carboxylgruppen binden und somit zu einer Vernetzung der Pektine bzw. zur
Ausbildung einer Gelstruktur (,Egg-Box"-Modell) fihren (Peaucelle et al,, 2012).

Die sogenannten hairy regions umfassen die Rhamnogalacturonane Typ | und Il, die nach
diesem Modell kovalent an das Homogalacutronan gebunden sind. Typ | besitzt ein
alternierendes Ruckgrat aus o-(1—4)-gebundenen D-GlcpA- und a-(1—-2)-gebundenen
L-Rhap-Einheiten. Analog zum Homogalacturonan kénnen die GlcA-Einheiten zusatzlich
methyliert bzw. acetyliert sein. Darliber hinaus enthalt Rhamnogalacturonan Typ | neutrale
Seitenketten wie Arabinane, Galactane und/oder Arabinogalactane Typ |, die Uber die
O4-Position der Rhap an das Ruckgrat geknipft sind. Arabinane bestehen aus einem
Grundgerist von a-(1-5)-verbundenen L-Araf-Einheiten, welches Uber die Positionen O2
und/oder O3 verzweigt vorliegen kann (Westphal et al, 2010). Unter ,Galactanen” werden
meist unverzweigte, lineare Ketten aus B-(1—4)-verknlpften D-Galp-Einheiten verstanden.
Enthalten diese zusatzlich Araf-Einheiten beispielsweise in Position O3 der Hauptkette, werden
diese im Allgemeinen als Arabinogalactane Typ | bezeichnet. Dariiber hinaus treten auch
zusatzliche D-Galp in Position O6 oder L-Arap am terminalen, nicht-reduzierenden Ende auf
(Voragen et al., 2009). Des Weiteren sind die Arabinogalactane vom Typ Il zu nennen, die in der
Literatur haufig gemeinsam mit Pektinen behandelt werden. Im Gegensatz zu den
Arabinogalactanen Typ | sind sie aus B-(1—3)-verkniipften Galp-Einheiten aufgebaut, die
zusatzlich an Position O6 monomere oder oligomere Seitenketten aus -(1—6)-verknlpften
Galp tragen kdnnen. Diese Seitenketten kdnnen ihrerseits mit Araf verzweigt sein. Bis heute ist
nicht abschlieBend geklart, ob diese PS direkt an Rhamnogalacturonan Typ | gebunden
vorliegen oder lediglich indirekt Uber stark assoziierte, hydroxyprolinreiche Proteine verknipft
sind.

Bei Rhamnogalacturonan Typ Il handelt es sich sinngemaf um ein substituiertes Galacturonan,
welches sich durch komplexe, aber hochkonservierte Seitenkettenstrukturen auszeichnet, die
Uber die Positionen O2 und O3 an das GalpA-Rickgrat gebunden sind. Die Seitenketten
enthalten bis zu zwolf verschiedene Monosaccharide, darunter auch in der Zellwand selten
vorkommende Zucker wie D-Apiofuranose (O'Neill et al, 2004). Durch die enzymatische
Hydrolyse der homogalacturonanreichen Abschnitte des Pektins konnte gezeigt werden, dass
Rhamnogalacturonan Typ Il tatsachlich freigesetzt wird. Dies weist darauf hin, dass es kovalent
an das Homogalacturonan gebunden ist (Ishii & Matsunaga, 2001).
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1.2 Die Struktur der ferulasaurehaltigen Arabinoxylane

FS-haltige AX stellen die dominierenden Hemicellulosen in Getreidezellwanden dar.
Charakteristisch ist das aus [B-(1—4)-glykosidisch verknlpften Xylp-Einheiten aufgebaute
Rickgrat, an das eine Vielzahl an unterschiedlichen Substituenten geknipft sein kann. Am
haufigsten treten o-L-Araf-Einheiten auf, die in den Positionen O2 und/oder O3 der
Xylp-Einheiten gebunden vorliegen kénnen (s. Abbildung 2) (McCleary et al,, 2015; Schendel et
al, 2016b). Die Anzahl und Verteilung der Araf-Substituenten entlang des Xylp-Rlckgrats
variiert stark nach Getreideart und Gewebetyp, weshalb in Kapitel 1.2.1 naher darauf
eingegangen wird. Die in Position O3 gebundenen Araf-Reste kdnnen lber deren O5-Position
teilweise mit Hydroxyzimtsauren verestert sein (Schendel et al., 2016b). Insbesondere in Mais,
der groBere Mengen an zellwandgebundener FS enthdlt, treten komplexere, FS-haltige
Seitenketten auf, in denen neben der Araf weitere Neutralzucker wie D-Xylp und D/L-Galp
gebunden vorliegen kénnen (s. Kapitel 1.2.1.4) (Allerdings et al, 2006; Saulnier et al, 1995).
Daruber hinaus konnten naturlicherweise vorkommende oligomere Seitenketten aus a-D-Xylp-
(1-3)-L-Ara identifiziert werden, die typisch fir Getreide-AX sind und keine zusatzlich
estergebundene FS tragen (Schendel & Bunzel, 2025). Einen weiteren Substituenten stellt die
zu den Uronsauren gehoérende GlcpA und deren 4-O-Methylderivat dar. Diese kann Uber die
O2-Position an das Xylp-Rickgrat geknlpft sein und konnte beispielsweise in AX aus Mais,
Hafer und Hirse beobachtet werden (Huisman et al.,, 2000; Tian et al, 2015; Verbruggen et al.,
1998). AX kdnnen zudem acetyliert vorliegen, was die strukturelle Vielfalt nochmals erweitert
(Ishii, 1991; Schendel et al, 2016b; Wende & Fry, 1997b). Das Uber Jahrzehnte gewonnene
Wissen Uber die Struktur der AX beruht neben der semiquantitativen Bestimmung des molaren
Verhaltnisses an vorkommenden Monomeren und deren Bindungspositionen vor allem auf der
Isolierung und Charakterisierung von OS, die partiell durch enzymatische oder
saurekatalysierte Hydrolyse aus AX freigesetzt wurden (Allerdings et al,, 2006; Gruppen et al,
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Abbildung 2: Schematische Struktur ferulasdurehaltiger Arabinoxylane. Das Riickgrat besteht aus B-(1—-4)-
verknipften D-Xylopyranose-Einheiten (schwarz), an das verschiedene Substituenten gebunden sein kénnen. Am
haufigsten treten a-L-Arabinofuranosen (griin) auf, die an die Positionen O2 und/oder O3 der Xylose geknupft sind
und zusatzlich Gber die Position O5 der Arabinofuranose mit trans-Ferulasdure (rot) verestert sein kdnnen.
Komplexe, ferulasdurehaltige Seitenketten konnen dariiber hinaus weitere Neutralzucker, wie D-Xylo- und
D/L-Galactopyranosen, enthalten. Zu den weiteren moglichen Substituenten zahlen D-Glucopyranuronsduren
(hellgrau), sowie deren 4-O-Methylderivate und Acetylgruppen (braun).
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1992¢; McCleary et al,, 2015; Saulnier et al, 1995; Schendel et al, 2016b). Die enzymatische
Hydrolyse von AX mittels endo-(1—-4)-Xylanasen, die zur Freisetzung von AXOS und XOS fihrt,
ist ein gangiger Ansatz, um die beschriebenen Strukturen nachzuweisen (McCleary et al., 2015;
Schendel et al, 2016b), funktioniert jedoch nur fiir enzymatisch zugangliche AX aus
Getreidearten wie Weizen oder Roggen. Komplexere AX-Strukturen, wie sie beispielsweise in
Mais vorkommen, sind nur durch vorherige Behandlung des Zellwandmaterials enzymatisch
abbaubar (Appeldoorn et al., 2013). Die enzymatische Hydrolyse von AX wird in Kapitel 1.3
naher thematisiert.

Die Gesamtheit an moglichen Struktureinheiten ist vielfaltig und komplex. Zur Beschreibung
der Strukturmotive in den AX bzw. deren hydrolytischen Abbauprodukten bedarf es daher einer
einheitlichen und eindeutigen Nomenklatur. Auf der Grundlage der Terminologie von
Xyloglucanoligosacchariden entwickelte die Arbeitsgruppe um Fauré (2009) ein System fir die
Nomenklatur von OS aus Heteroxylanen. Hierbei wird jedem Segment aus der Hauptkette ein
bestimmter GroBbuchstabe zugeordnet. Die resultierenden Einbuchstabencodes beginnen mit
dem nicht-reduzierenden, terminalen Ende der Hauptkette. Der Buchstabe ,X" steht fur
unsubstituierte oder endstandige B-(1—4)-verknipfte Xylp-Einheiten. An das Xylan-Rickgrat
gebundene Seitenketten werden ebenfalls mit einem GroBbuchstaben versehen. Hierbei steht
A" fir eine L-Araf-Einheit, die an die Xylp aus dem Riickgrat gebunden vorliegt. Auch gréBere
Seitenketten, die aus mehreren Einheiten bestehen und haufiger vorkommen, kdnnen mit Hilfe
von GroB3buchstaben beschrieben werden. Der Buchstabe ,D” steht z. B. fir das Strukturmotiv
B-D-Xylp-(1—7?)-a-L-Araf-(1—7?)- innerhalb eines Seitenkettensegments. Die jeweiligen
Bindungspositionen der Seitenketten werden durch eine oder mehrere hochgestellte Ziffern
angezeigt. Ausgehend vom terminalen nicht-reduzierenden Ende der Seitenkette werden die
Ziffern jeweils nacheinander aufgefiihrt und durch Kommata getrennt. Die letzte Ziffer in der
Sequenz deutet die Verkniipfung mit dem Xylan-Riickgrat an, z. B. beschreibt A® eine
Araf-Einheit, die an die O3-Position der Xylp gebunden ist. Eine zweifache Substitution mit Araf
wird durch ein ,Plus”-Zeichen kenntlich gemacht. Zudem werden hochgestellte
Kleinbuchstaben zur Kennzeichnung von nicht-glykosidischen Substituenten wie FS (f) oder
Acetylgruppen (a) genutzt. Demnach steht z. B. A’® fiir eine in O5-Position feruloylierte
Araf-Einheit, die Uber die O3-Position an das Xylan-Ruckgrat geknipft ist. In Abbildung 3 ist
beispielhaft ein FS-haltiges Arabinoxylooligosaccharid (FAXOS) dargestellt, das mit Hilfe der
Nomenklatur eindeutig beschrieben werden kann (Fauré et al,, 2009; Schendel et al., 2015).

Anders als die Struktur der AX variiert deren Gehalt nicht nur zwischen verschiedenen Getreide-
arten und Gewebetypen, sondern auch zwischen verschiedenen Sorten innerhalb einer
Getreideart. Darliber hinaus haben duBere Faktoren wie Anbau- und Umweltbedingungen
einen groBeren Einfluss auf den AX-Gehalt (Korge et al, 2023). Innerhalb des Getreidekorns
kommen FS-haltige AX vor allem in den duBBeren Randschichten (Aleuronschicht, Frucht- und
Samenschale), den Kleiebestandteilen, vor. So betragt beispielsweise der AX-Gehalt in
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Abbildung 3: Eingefiihrte Nomenklatur am Beispiel eines ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids.
Unsubstituierte Xylopyranose (Xylp)-Einheiten (schwarz) werden mit einem X" gekennzeichnet. Im Falle einer
Substitution der Xylp mit Arabinofuranose (Araf)-Einheiten (griin) wird stellvertretend der Buchstabe ,A” verwendet.
Nicht-glykosidische Substituenten wie die trans-Ferulasaure (FS, rot) werden mit einem hochgestellten
Kleinbuchstaben (f) abgekurzt. Wahrend die vorangestellte Ziffer die Bindungsposition der FS zur Araf anzeigt, stellt
die letzte Ziffer in der Sequenz die Verknupfung zum Xylp-Ruckgrat dar.

WeiBBmehl aus herkdmmlichem Winter- und Sommerweizen, das zum gréBten Teil aus
Bestandteilen des Endosperms besteht, bei 1,4 - 2,8 % bzw. 1,7 - 2,8 % der Trockenmasse,
wahrend der AX-Anteil in der Kleie bei 13,2 - 22,1 % bzw. 12,7 - 19,2 % der Trockenmasse liegt
(Gebruers et al, 2008). Andere, wirtschaftlich bedeutende Getreidearten, wie Roggen
(3,0 - 3,3 % im Endosperm, 12,1 - 13,3 % in der Kleie) oder Gerste (1,7 - 2,2 % im Endosperm,
48-98% in der Kleie), weisen in den &duBeren Schichten des Getreidekorns, je nach
betrachteter Sorte, etwas niedrigere AX-Gehalte auf (Andersson et al, 2008; Shewry et al,
2010). Ublicherweise werden Gehaltsangaben auf Basis der Monosaccharidzusammensetzung
gemacht, die den AX-Anteil aus der Summe der freigesetzten Ara und Xyl nach saurer
Hydrolyse durch Multiplikation mit einem Korrekturfaktor (0,88) berechnen. Dabei ist zu
beachten, dass je nach Beschaffenheit des eingesetzten Probenmaterials Ara und Xyl auch aus
anderen Zellwand-PS wie Arabinanen, Arabinogalactanen oder Xyloglucanen freigesetzt
werden konnen. Zudem kann es im sauren Milieu teilweise zu einem Abbau dieser
Monosaccharide kommen (s. Kapitel 3.3.1). Beides kann das Ergebnis beeinflussen und muss
bei der Interpretation der Daten entsprechend berlcksichtigt werden.

1.2.1 Die Variabilitdt der Substitution mit Arabinose

Die ausgepragte strukturelle Heterogenitat der AX wird maBgeblich durch den Grad und das
Muster der Substitution mit Araf bestimmt, die in Abhangigkeit von Getreideart, Gewebe,
Entwicklungsstadium sowie genetischen und umweltbedingten Faktoren variiert. Zur
Beschreibung der Substitution wird haufig das Arabinose-zu-Xylose-Verhaltnis (A/X)
herangezogen, das aus der Monosaccharidzusammensetzung (s. Kapitel 3.3.1) abgeleitet wird
und eine Abschatzung der durchschnittlichen Substitutionsdichte ermdglicht. Bei der
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Betrachtung des A/X ist jedoch zu berlcksichtigen, dass sowohl Ara als auch Xyl aus anderen
Zellwand-PS bzw. aus oligomeren (FS-haltigen) Seitenketten (s. Kapitel 1.2.2.3) der AX
freigesetzt werden konnen. Zur Unterscheidung zwischen unsubstituierten (uXyl),
monosubstituierten (mXyl) und disubstituierten Xylose-Einheiten (dXyl) wird zudem eine
Methylierungsanalyse (s. Kapitel 3.3.2) durchgefiihrt, die eine semiquantitative Bestimmung
der in AX vorkommenden Bindungspositionen erlaubt (Saulnier et al., 2007). Beide Analysen
liefern jedoch keine Informationen dariber, wie die Araf-Substituenten raumlich verteilt sind,
was entscheidend flr die physikochemischen Eigenschaften der AX ist. In Kapitel 1.1.4 wurde
bereits thematisiert, dass die Wasserldslichkeit der AX in direktem Zusammenhang mit der
Verteilung der Araf-Substituenten entlang des Xylan-Riickgrats steht. Demnach neigen AX mit
langeren Abschnitten an uXylp starker zur Aggregation und kdnnen besser mit den
Cellulosestrangen interagieren, wodurch diese AX vermehrt wasserunloslich sind (WUAX, engl.
Water-Unextractable Arabinoxylan). Die Wasserl6slichkeit von AX wird demnach weniger durch
die absolute Anzahl der Araf-Substituenten bestimmt, sondern vielmehr durch deren
Verteilung entlang des Xylan-Ruckgrats sowie durch das Vorkommen von uXylp. Wasserl&sliche
AX (WEAX, engl. Water-Extractable Arabinoxylan) zeichnen sich tendenziell durch einen
geringen Anteil an uXylp sowie eine moglichst regelmaBige Anordnung von mXylp und/oder
dXylp aus, was ihre Loslichkeit in Wasser beglnstigt (Kéhnke et al, 2011). Neben dem
Substitutionsmuster mit Ara haben das Molekulargewicht und das Vorkommen von
FS-Crosslinks (s. Kapitel 1.2.3) ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die Wasserl&slichkeit
der AX (Maes & Delcour, 2002; Saulnier et al, 2007). Die durch enzymatische Hydrolyse
freigesetzten XOS und AXOS liefern Informationen Uber die Verteilung der Araf-Substituenten.
Der Einsatz von endo-Xylanasen ist jedoch nur bedingt mdglich, da diese zwei oder drei
aufeinanderfolgende uXylp zur Spaltung bendtigen (Pollet et al, 2010). Hochsubstituierte AX
sind daher haufig resistent gegen eine enzymatische Hydrolyse. Erganzend oder alternativ zur
enzymatischen Hydrolyse kann auch eine Periodatoxidation durchgefihrt werden, bei der
selektiv vicinale, freie Hydroxylgruppen gespalten und zu Aldehyden oxidiert werden. Demnach
werden bevorzugt uXylp oxidiert, wahrend mXylp und dXylp intakt bleiben. Aus der Menge der
oxidierten Fragmente lasst sich statistisch ableiten, wie viele uXylp im Durchschnitt zwischen
substituierten Xylp-Einheiten liegen. Aussagen Uber die exakte Sequenz der Araf-Substituenten
kdnnen jedoch nicht getroffen werden (Izydorczyk & Biliaderis, 1994).

Weizen

Obwohl WEAX nur zu geringen Anteilen in den Kleiebestandteilen verschiedener Weizensorten
vorkommen (0,30 - 0,55 % Anteil an der Trockenmasse), variiert deren A/X stark (0,70 - 1,70),
unabhangig von der betrachteten Weizensorte (Gebruers et al, 2008). Durch eine gestufte
Ethanolfallung konnten Unterschiede im A/X der WEAX aus Weizenkleie aufgezeigt werden,
wobei mit zunehmender Ethanolkonzentration (20 - 80 %) ein Anstieg von 0,31 auf 0,85
beobachtet wurde (Maes & Delcour, 2002). Der lberwiegende Anteil der in Weizenkleie
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vorkommenden AX ist jedoch wasserunloslich (8,6 % - 17,6 % Anteil an der Trockenmasse).
Alkalisch extrahierte WUAX aus Weizenkleie zeigen ein durchschnittliches A/X von 0,71, wobei
anteilig vermehrt AX mit hoherem A/X (> 1,01) vorkommen. AX aus Weizenkleie besitzen
zudem einen hohen Anteil an dXylp (15,8 %) und O3-monosubstituierter Xylp (18,1 %), wobei
einer kleiner Anteil von 1,6 % auch in Position O2 monosubstituiert vorliegt (Schooneveld-
Bergmans et al, 1999). AuBerdem enthalten die AX auch groBe Menge an terminaler Xylose
(tXyl) von 11,6 %, die sowohl aus dem nicht-reduzierenden Ende der AX als auch aus
oligomeren (FS-haltigen) Seitenketten stammen konnen (s. Kapitel 1.2.2.3). Bei naherer
Betrachtung der &duBeren Schichten des Weizenkorns zeigt sich, dass die AX in der
Aleuronschicht (A/X =0,37) und in der Samenschale aus Nucellar-Epidermis und Testa
(A/X = 0,13) nur gering substituiert vorliegen, was die geringe Wasserloslichkeit dieser AX
erklart (Parker et al, 2005). Dagegen sind AX aus der inneren (A/X = 1,06) und &auBeren
Perikarpschicht (A/X = 1,14) starker substituiert. Letztere weisen zudem einen hohen Gehalt an
kovalent verknlpften Dimeren der FS auf (4,1 mg/qg), die zu einer Vernetzung der AX fiihren,
wodurch deren Wasserldslichkeit abnimmt (Saulnier et al., 2007).

Der durchschnittliche Gehalt an WEAX und WUAX in den Zellwéanden des Weizenendosperms
betragt 0,5 % bzw. 1,7 %, somit sind etwa ein Viertel der enthaltenen AX wasserldslich (Ordaz-
Ortiz & Saulnier, 2005). Zahlreiche Studien belegen, dass sowohl WEAX als auch WUAX aus
dem Weizenendosperms als Gemische mit stark heterogener Struktur vorliegen (Cleemput et
al., 1995; Dervilly-Pinel et al., 2001; Gruppen et al., 1992a, 1992b; Izydorczyk & Biliaderis, 1994).
So variiert beispielsweise das A/X innerhalb der WEAX von 0,51 bis 0,91 (Izydorczyk & Biliaderis,
1994) und in den WUAX zwischen 0,36 und 1,08 (Gruppen et al., 1992b). Auch die prozentualen
Anteile der Bindungspositionen innerhalb verschiedener Subfraktionen der WEAX (uXylp:
51,9 - 63,1 %, mXylp: 13,2 - 21,7 %, dXylp: 14,6 - 33,2 %) und der WUAX (uXylp: 51,7 - 70,3 %,
mXylp: 13,6 - 22,4 %, dXylp: 6,6 - 32,7 %) sind unterschiedlich, jedoch lassen sich dhnliche
Strukturen fir WUAX und WEAX ableiten (Gruppen et al., 1992b). Postulierte Strukturmodelle
von AX aus Weizenendosperm, die auf Ergebnissen aus enzymatischen Hydrolysen und
Periodatoxidationen basieren, gehen von einer nicht-zufalligen Verteilungen der
Araf-Substituenten aus (Dervilly-Pinel et al,, 2004; Gruppen et al., 1993). Die AX lassen sich in
hoch- und niedrigsubstituierte Bereiche einteilen. In den hochsubstituierten Bereichen kénnen
Cluster von ein bis drei aufeinanderfolgenden substituierten Xylp-Einheiten vorkommen,
gefolgt von einer uXylp. Mit steigender Substitutionsdichte der AX werden vermehrt AXOS mit
dXylp und entsprechend weniger mit mXylp freigesetzt, was darauf hindeutet, dass in diesen
Bereichen die Disubstitution bevorzugt wird. Die niedrigsubstituierten Bereiche kdnnen
Abschnitte mit bis zu sieben aufeinanderfolgenden uXylp enthalten. Innerhalb dieser Bereiche
treten die substituierten Xylp-Einheiten entsprechend einzeln (isoliert) oder paarweise auf
(Gruppen et al,, 1992¢; Gruppen et al., 1993).
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Roggen

In den Kleiebestandteilen des Roggens ist der WEAX-Anteil mit 1,04 - 1,21 % (bezogen auf die
Trockenmasse) etwas hoher als im Weizen. Dabei betragt das A/X der in Roggenkleie
enthaltenen WEAX zwischen 0,72 und 0,78. Im Endosperm von Roggen ist dagegen ein leicht
hoherer Anteil an WEAX von 1,28 - 1,44 % (bezogen auf die Trockenmasse) zu beobachten.
Damit sind etwa ein Drittel der im Endosperm vorkommenden AX wasserloslich (Shewry et al.,
2010). Sie besitzen ein zum Weizen vergleichbares A/X, jedoch kommen vermehrt mXylp vor
und weniger uXylp und dXylp (Dervilly-Pinel et al, 2001). Die Arbeitsgruppe um Vinkx (1995)
konnte nach gestufter Ammoniumsulfatfallung drei Subfraktionen von WEAX aus Roggen
isolieren, die sich erheblich in ihrer Struktur unterschieden. Demnach kdonnen die WEAX in
niedrigsubstituierte (A/X = 0,55), moderat substituierte (1,09) und hochsubstituierte
Populationen (1,42) unterteilt werden. Mit zunehmendem A/X nahmen die prozentualen
Anteile an uXylp (von 50 % auf 22 %) und mXylp (von 47 % auf 18 %) ab, wahrend der Anteil
an dXylp (von 3 % auf 60 %) groBer wurde. Ebenfalls auffallig war der starke Anstieg an mXylp,
die in Position O2 substituiert vorlag (02/03-Verhaltnis = 0,02 - 3,50).

WUAX aus Roggen zeigen eine zum Weizen ahnliche strukturelle Komplexitat. Demnach variiert
deren A/X zwischen 0,40 und 1,04. Im Durchschnitt sind etwa 49,2 % der Xylp-Einheiten
unsubstituiert, 30,6 % monosubstituiert und 20,2 % disubstituiert. Mit zunehmender
Substitutionsdichte nimmt der Anteil an dXylp zu. Im Gegensatz zu AX aus Weizen bleibt jedoch
der Anteil an mXylp auch in héher substituierten Bereichen relativ konstant (Verwimp et al,
2007).

Gerste

WEAX aus der Gerste kommen zu gleichen Anteilen (bezogen auf die Trockenmasse) in
Endosperm (0,15 - 0,38 %) und Kleie (0,15 - 0,35 %) vor (Andersson et al.,, 2008). Aufgrund des
hohen Gehalts an MLG in der Gerste, die durch stufenweise Fraktionierung nur schwer
abzutrennen sind, erfordert die strukturelle Analyse der vorhandenen AX einen vorherigen
Abbau der MLG mittels Lichenase und B-Glucosidase. Analog zu Weizen und Roggen ist die
Struktur der WEAX ebenfalls heterogen, was sich in einem A/X von 0,40 bis 0,92 widerspiegelt.
Daruiber hinaus enthalten WEAX aus Gerste einen hoheren Anteil an O2-monosubstituierten
Xylp-Einheiten (~ 5,0 %) (Dervilly et al., 2002).

Ein vergleichbares Substitutionsmuster zeigt sich auch fiir alkalisch-extrahierte AX aus Gerste,
wobei noch groBere Mengen an O2-monosubstituierten Xylp (6,2 - 14,0 %) nachgewiesen
werden konnten (Storsley et al., 2003). Anhand des Profils enzymatisch freigesetzter XOS und
AXOS konnte ein Strukturmodell fir WUAX aus Gerste abgeleitet werden. Dabei besteht das
AX aus Blocken, die resistent gegen eine enzymatische Hydrolyse sind, jedoch nicht stark
substituiert sind. Daraus lasst sich vermuten, dass diese Blocke aus ein bis zwei
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aufeinanderfolgenden substituierten Xylp-Einheiten (mXylp und dXylp) aufgebaut sind, die
jeweils durch eine uXylp voneinander getrennt sind. Da im Vergleich zum Ausgangsmaterial
nur geringe Mengen an O2-monosubstiuierten Xylp und dXylp in den freigesetzten OS
nachgewiesen werden konnten, liegen diese Strukturmerkmale vermehrt in den
enzymresistenten Bereichen vor (Viétor et al,, 1994) .

Hafer

Der AX-Gehalt von Haferkornern kann bis zu 11,6 % des Gesamtkorns betragen, wobei das
Verhaltnis von WEAX zu WUAX ungefahr 1:10 betragt (Tian et al, 2015). In der Literatur wird
von unterschiedlichen A/X-Werten fir alkalisch extrahierte AX aus Hafer berichtet. Demnach
werden sowohl niedrig substituierte AX mit einem A/X von 0,11 - 0,61 (Tian et al, 2015), als
auch moderat substituierte AX (0,45 - 1,00) beschrieben (Virkki et al., 2005). Im Allgemeinen
lasst sich jedoch sagen, dass die AX eine geringe Substitutionsdichte zeigen, was auch anhand
der Anteile enzymatisch freigesetzter XOS und AXOS aus alkalisch extrahierten AX abgelesen
werden kann. Die ermittelten Anteile deuten darauf hin, dass AX aus Hafer eine clusterartige
Struktur aufweisen, die durch langere Abschnitte aus uXylp mit partiell eingestreuten mXylp
gekennzeichnet ist und zudem Bereiche enthalt, die vollstdndig gegeniber einer
enzymatischen Hydrolyse resistent sind. Bei der Analyse des substituierten Anteils wurden
uberwiegend O3-monosubstituierte und in geringen Mengen O2-monosubstiuierte AXOS
freigesetzt, jedoch keine AXOS mit dXylp (Tian et al, 2015). Nach derzeitigem Stand wurden
keine Methylierungsdaten zu AX aus Hafer beschrieben, die eine verlassliche Aussage Uber die

vorkommenden Bindungspositionen ermdglichen.

Reis

WEAX aus Reis zeigen ein durchschnittliches A/X von 0,84 mit variablen Anteilen an
unterschiedlichen Bindungspositionen (uXylp: 30,6 - 40,4 %; mXylp: 38,2 -51,8 %, dXylp:
17,6 - 21,4 %). Ahnlich zur Gerste kommen in WEAX aus Reis auch gréBere Mengen an
O2-monosubstituierten Xylp-Einheiten vor (3,7 - 13,9 %) (Rao & Muralikrishna, 2007). Fiir die
WUAX wurde ein zu den WEAX vergleichbares Bindungsmuster beschrieben, wobei der Anteil
an mXylp im Endosperm grofBer ist als in der Kleie (Shibuya & Iwasaki, 1985). Die begrenzte
enzymatische Zugdnglichkeit der Strukturen fuhrt dazu, dass bisher nur wenig Uber die
Verteilung der Araf-Substituenten bekannt ist.

Hirse

Im Vergleich zu anderen Getreidearten werden fir AX aus Hirse hohere A/X (~ 0,8 - 1,2)
beschrieben (Subba Rao & Muralikrishna, 2004; Verbruggen et al,, 1995). Die groBere Anzahl
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an Araf-Substituenten kommt unter anderem durch das Vorkommen von Arabinobiose-
Seitenketten zustande (s. Kapitel 1.2.2.4), die bereits in isolierten AXOS aus Hirse nachgewiesen
werden konnten (Mazumder & York, 2010; Verbruggen et al,, 1998). Das Substitutionsmuster
der AX ist mit dem von Reis vergleichbar und weist prozentuale Anteile von 22,8 - 44,4 % uXylp,
9,7 - 17,8 % dXylp sowie 38,1 - 59,9 % mXylp auf (Verbruggen et al,, 1995).

Mais

AX aus Mais weisen eine ausgepragte strukturelle Komplexitat auf, was neben der Substitution
mit Araf-Einheiten auf das Vorkommen von komplexen, FS-haltigen Seitenketten und gréBeren
Mengen an Acetylgruppen und Uronsduren zuriickzuflihren ist, welche in den nachfolgenden
Kapiteln naher beschrieben werden (Akshatha et al, 2024). AX, die durch milde alkalische
Hydrolyse aus Maisfasern isoliert worden sind, besitzen ein moderates A/X von 0,73. Das A/X
in Mais stellt jedoch keinen verlasslichen Indikator fir den DS der AX dar, da Mais-AX im
Vergleich zu anderen Getreidearten einen hoheren Anteil an tXylp-Einheiten (16,1 %)
aufweisen, die aus komplexen, FS-haltigen Seitenketten stammen. Zudem enthalten Mais-AX
gegenuber Weizen mehr O3-monosubstituierte Xylp (26,0 %) und geringere Anteile an dXylp
(10,5 %) (Kang et al,, 2019).

1.2.2 Weitere Substituenten
1.2.2.1 Acetylgruppe

Die Substitution mit Acetylgruppen stellt ein weiteres Strukturmerkmal von AX dar. Im
Gegensatz zu Glucuronoxylanen aus Harthdlzern, in denen Acetylgruppen in den Position O2
und/oder O3 der Xylp-Einheit vorkommen kénnen, liegt in AX nach bisherigen Kenntnissen
ausschlieBlich die O2-Position der Xylp-Einheit acetyliert vor. Aufgrund der eingeschrankten
enzymatischen Zuganglichkeit acetylierter Strukturen ist die Anzahl an erbrachten Nachweisen
durch Isolierung und Charakterisierung von Standardsubstanzen nach wie vor begrenzt. Aus
Maiskleie konnten beispielsweise FAXOS isoliert werden, bei der eine Xylp-Einheit sowohl eine
FS-haltige Arabinoseseitenkette in Position O3 als auch ein Acetylgruppe in Position O2 tragt
(Appeldoorn et al., 2013). Eine O2-Acetylierung kann auch am terminalen, nicht-reduzierenden
Ende, das in Nachbarschaft zur feruloylierten Arabinoseeinheit liegt, auftreten, wie am Beispiel
eines isolierten FAXOS (X*°A°3X) aus Weizenkleie gezeigt werden konnte (Schendel et al,
2016b). In der Literatur werden zudem FAXOS-Strukturen beschrieben, die aus Zellwanden von
Bambussprossen (Ishii, 1991) und Zuckerrohr-Bagasse (Azuma et al., 1990) isoliert worden sind,
bei der die feruloylierte Araf-Einheit in der Seitenkette in der O2-Position acetyliert ist.
Derartige Strukturen konnten in Getreidezellwanden noch nicht nachgewiesen werden. Durch
eine intramolekulare Umesterungsreaktion kénnen Acetylgruppen zwischen verschiedenen
Positionen innerhalb des Molekils migrieren, was die exakte Lokalisation der Bindungsposition
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zusatzlich erschwert. Dabei handelt es sich um eine regioselektive Reaktion, in der die
Acetylgruppe nucleophil von einer freien Hydroxylgruppe, unter Ausbildung einer Ringstruktur
als Zwischenstufe, angegriffen wird (s. Abbildung 4). Eine Migration der Acetylgruppe konnte
sowohl zwischen den Positionen 02, O3 und O4 innerhalb einer tXylp-Einheit (Puchart & Biely,
2015) als auch zwischen den O2-Positionen einer Xylp- und einer Araf-Einheit beobachtet
werden, die Uber eine (1-3)-glykosidische Bindungen miteinander verbunden sind (Puchart et
al., 2025).

Ausgangsverbindung Zyklisches Intermediat Endprodukt nach Acetylmigration

Abbildung 4: Migration der Acetylgruppe (braun) zwischen einer Xylopyranose-Einheit (Xylp, schwarz) und
einer (1-3)-glykosidisch gebundenen Arabinofuranose-Einheit (Araf, griin). Durch eine regioselektive
Umesterungsreaktion unter Ausbildung einer Ringstruktur als Zwischenstufe kommt es zur Migration der
Acetylgruppe zwischen der O2-Position der Xylp und der Araf (modifiziert nach Puchart et al,, 2025).

Der Grad der Acetylierung (DAc, engl. Degree of Acetylation) ist sowohl von der jeweiligen
Getreideart als auch von dem betrachteten Gewebetyp abhangig. Unter den verschiedenen
Getreidearten enthalten vor allem AX aus Mais groBere Mengen an Acetylgruppen. So betragt
deren Gehalt in Maiskleie beispielsweise 3,9 % bezogen auf die Trockenmasse, wobei
durchschnittlich etwa ein Viertel der Xylp-Einheiten acetyliert (DAc = 0,26) vorliegen (Agger et
al, 2010). Auch fir AX aus Gerste (0,17), Hafer (0,20) und Hirse (0,26) werden groBere DAc
beschrieben (Kabel et al, 2002; Tian et al., 2015; Verbruggen et al,, 1993). AX aus Weizenkleie
sind dagegen nur schwach acetyliert (DAc = 0,07) (Kabel et al,, 2002).

1.2.2.2 Glucuronsaure und deren 4-O-Methylderivat

Neben Acetylgruppen kénnen auch GlcpA und deren 4-O-Methylderivat tUber die O2-Position
der Xylp-Einheit an das AX-Rlckgrat gebunden vorliegen (Verbruggen et al,, 1998). GlcpA und
das entsprechende 4-O-Methylderivat werden in Methylierungsanalysen von AX nur selten
erfasst, da deren Bestimmung eine vorherige Reduktion der Carboxylgruppe voraussetzt,
wodurch ein zusatzlicher, zeitaufwendiger Arbeitsschritt notwendig wird (Sims et al., 2018). Ein
experimenteller Nachweis, dass die GlcpA tatsachlich als Substituent in AX vorkommt, gelang
erstmals durch die Isolierung und Charakterisierung glucuronidierter AXOS aus Sorghumhirse,
in denen GlcpA-Substituenten isoliert oder in Nachbarschaft zur einer arabinosylierten
Xylp-Einheit auftreten (Verbruggen et al, 1998). In enzymatischen Hydrolysaten aus Hafer
konnten ebenfalls glucuronidierte XOS identifiziert werden, die in O2-Position am terminalen,
nicht-reduzierenden Ende eine (4-O-Methyl)-GlcpA tragen (Tian et al, 2015). Basierend auf
Ergebnissen  der  Monosaccharidanalyse  pflanzlicher  Zellwand-PS  konnten in
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1 Einleitung

wasserunloslichem Zellwandmaterial aus Sorghumbhirse (9,0 %) und Mais (8,5 %) erhdhte
Anteile an GIcA nachgewiesen werden (Huisman et al, 2000). Dagegen enthadlt Weizen
geringere Mengen an Uronsduren, wobei der Anteil in der Kleie (5,0 %) groBer ist als im
Endosperm (2,6 %) (Nandini & Salimath, 2001). Wahrend der Getreideentwicklung kommt es
zu einer lokalen Anreicherung der GIcA in den duBeren Schichten des Getreidekorns. Dabei
nimmt der Anteil an GIcA bis zu bestimmten Entwicklungsphasen zu, was auf eine
Gewebespezifitat bei der Substitution von AX mit GIcA hindeutet (Costes et al., 2025).

1.2.2.3 Seitenketten mit estergebundenen Hydroxyzimtsauren

Die zu den sekunddren Pflanzenstoffen zahlenden Hydroxyzimtsauren sind eine zentrale,
strukturgebende Komponente in Getreidezellwanden. Die Substitution der AX mit
Hydroxyzimtsauren stellt ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zu Xylanen aus dikotylen und
nicht-commeliniden monokotylen Pflanzen dar. Neben trans-FS, die in Getreidezellwdnden am
haufigsten vorkommt, sind auch die trans-p-Cumarsaure und die trans-Sinapinsaure von
Bedeutung (s. Abbildung 5). Die cis-FS, die cis-p-Cumarsaure und die trans-Kaffeesaure
(s. Abbildung 5) konnte ebenfalls in kleineren

HO O

= Mengen aus verschiedenen Getreidezellwanden
B ) o, o durch alkalische Hydrolyse freigesetzt werden
- oo D (Bunzel, 2001; Schendel et al, 2015). Die

OH

cis-konfigurierten Hydrozimtsauren kommen

HsCO oct;  aber in der Regel nicht in nativer Form vor, da
OH

trans-sinapinszure ~ Pflanzen fast ausschlieBlich die energetisch
A~ OH stabileren trans-lsomere bilden. Im Zuge der
o é\g Probenaufarbeitung kann es durch auBere

Lichteinflisse  zur Isomerisierung der

trans-p-Cumarséure

_ OH 5
4
© HO
OCHjy =
OH
cis-Ferulasdure
OH

OH
cis-p-Cumarsdure

Doppelbindung kommen und damit zur Bildung
OH

von cis-lsomeren (Moni et al, 2021). Der

trans-Kaffeesdure

FS-Gehalt (Summe aus cis- und trans-lsomer) in
Abbildung 5: Strukturen der nach alkalischer
Hydrolyse von Getreidezellwédnden freigesetzten
Hydroxyzimtsiuren. p = para-Stellung der verschiedenen Getreidearten liegt zwischen 4,4
phenolischen Hydroxygruppe

den unloslichen Ballaststoffen (UBS) aus

mg/g UBS und 8,3 mg/g UBS mit Ausnahme von
Mais, der grof3e Mengen an zellwandgebundener FS enthalt (24,8 mg/g UBS). In Mais und Reis
kommen zudem gréBere Mengen an trans- und cis-p-Cumarsaure vor (2,2 mg/g UBS) (Bunzel,
2001). Zum Nachweis der Bindung der trans-FS an das AX iber die O5-Position der Araf kann
eine milde Saurehydrolyse durchgefiihrt werden (Saulnier et al, 1995). Die glykosidischen
Bindungen der Araf zum Ruickgrat der AX sind unter diesen Bedingungen nicht stabil, weshalb
es zu einer teilweisen Abspaltung der FS-haltigen Seitenketten kommt ohne Spaltung des
Esters. Dies ermdglicht die Analyse FS-haltiger Seitenkettenstrukturen, die eine groBere
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1.2 Die Struktur der ferulasaurehaltigen Arabinoxylane

Komplexitat aufweisen kdnnen. Tabelle 1 zeigt die nach milder Sdurehydrolyse der UBS aus
verschiedenen Getreidearten nachgewiesen Mengen FS-haltiger Seitenketten.

Tabelle 1: Gehalt (umol/g unlésliche Ballaststoffe) an ferulasdurehaltigen Seitenketten von Arabinoxylanen,
die nach milder Saurehydrolyse aus verschiedenen Getreidearten freigesetzt worden sind, modifiziert nach
Schendel et al., 2016. FA, 5-O-trans-Feruloyl-L-Araf; FAX, B-D-Xylp-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf, FAXG, a-L-Galp-
(1-2)-B-b-Xylp-(1—-2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf

FA? FAX? FAXG?

Weizen 29,82 + 1,47 0,72 £ 0,09 0,18 £ 0,01
Roggen 21,59 + 6,30 1,11 £ 0,25 0,15 + 0,03
Dinkel 38,17 + 3,18 0,99 + 0,06 0,17 £ 0,02
Gerste 23,74 + 4,04 2,10 £ 0,41 -b
Hafer 4,97 + 1,61 1,10 + 0,41 -b
Rispenhirse 26,82 + 1,55 1,25 + 0,05 0,25 + 0,01
Langkornreis 27,58 + 4,10 2,21 £ 0,24 0,71 £ 0,03
Mais 100,23 £ 2,75 12,70 £ 0,73 3,78 £ 0,28

aMittelwert + Standardabweichung (n = 3). Alle Werte wurden um Restprotein- und Aschegehalt korrigiert.
bDetektiert, aber nicht quantifizierbar

Die ubiquitér in allen Getreidearten vorkommende Seitenkette aus 5-O-trans-Feruloyl-L-Araf
(FA), deren Struktur in Abbildung 6 dargestellt ist, wird dabei anteilsmaBig am meisten
freigesetzt (Schendel et al, 2016a). Die FA-Seitenkette ist Uber die 0O3-Position
monosubstituierter Xylp an das Rickgrat der AX geknlpft. FAXOS, bei denen die
entsprechende FA-Seitenkette (cis- und trans-Konfiguration) entweder am terminalen,
nicht-reduzierenden Ende (A®X) oder innerhalb des Xylp-Riickgrats gebunden vorliegt
(XASBX/XA>BXX), wurden bereits in verschiedenen Getreidearten wie Weizen, Roggen oder Reis
durch enzymatische Hydrolyse mit endo-(1—4)-Xylanasen identifiziert (Bunzel et al, 2002;
Schendel et al, 2016b; Steinhart & Bunzel, 2003). Interessanterweise konnte bis heute nicht
nachgewiesen werden, dass FA-Seitenketten auch in disubstituierten oder in
O2-monosubstituierten Xylp-Einheiten vorkommen. Sie kdnnen jedoch in Nachbarschaft zu
einer mXylp-Einheit auftreten, wie am Beispiel isolierter Oligosaccharide (XA’A>X und A2A°®X)
aus mehrjahrigem Weizengras (Thinopyrum intermedium) und Weizenkleie (Triticum aestivum)
gezeigt wurde (Schendel et al,, 2015; Schendel et al., 2016b). Wahrend der iberwiegende Teil
der in der Pflanze gebildeten trans-p-Cumarsdure Uber Esterbindungen an Monolignol-
Einheiten des Lignins gebunden vorliegt, kommen auch geringe Mengen als 5-O-trans-
Cumaryl-L-Araf-Seitenketten von AX vor (s. Abbildung 6), welche in sauren Hydrolysaten aus
Maiskleie identifiziert wurden (Allerdings et al, 2006; Ralph et al, 1994a). Obwohl trans-
Sinapinsaure in den alkalischen Hydrolysaten von Getreidezellwanden vorzufinden ist, fehlt bis
heute der Nachweis der zu FA entsprechenden Seitenkette (Bunzel et al., 2002).
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Abbildung 6: Strukturen bekannter hydroxyzimtsaurehaltiger Seitenkettenelemente in Arabinoxylanen,
zusammengesetzt aus Arabinofuranose (Araf, griin), Xylopyranose (Xylp, schwarz), Galactopyranose (Galp, hellblau)
sowie trans-Ferulasaure (rot) und para-Cumarsaure (orange). FA, 5-O-trans-Feruloyl-L-Araf, FAX, B-D-Xylp-(1—-2)-5-
O-trans-Feruloyl-L-Araf, FAXG, o-L-Galp-(1—2)-B-D-Xylp-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf, CA, 5-O-trans-para-
Cumaryl-L-Araf, FAXGX, a-D-Xylp-(1—3)-a-L-Galp-(1—2)-B-b-Xylp-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf, FAXGG, a-D-
Galp-(1—3)-a-L-Galp-(1—2)-B-b-Xylp-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf

Eine weitere, neben FA in den meisten Getreidearten auftretende FS-haltige Seitenkette ist die
B-D-Xylp-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf (FAX), deren Struktur in Abbildung 6 dargestellt ist
(Allerdings et al., 2006; Bunzel et al.,, 2002; Schendel et al,, 2016a). Mit Ausnahme von Mais mit
ca. 13 umol/g UBS (s. Tabelle 1) kommt diese jedoch weitaus seltener vor als die FA-Seitenkette
(Schendel et al,, 2016a). Bunzel und Mitarbeiter (2002) konnten zudem eine entsprechende
AXOS-Standardsubstanz aus den UBS von Wildreis isolieren und charakterisieren, die die
entsprechende FAX-Seitenkette in der O3-Position gebunden an das Xylp-Rlckgrat tragt
(D2'5f3X).

Die FAX-Seitenkette kann darlber hinaus in Position O2 der Xylp mit einer zusatzlichen
a-L-Galp-Einheit substituiert sein (FAXG). Die entsprechende Seitenkette wurde erstmals aus
Maiskleie isoliert und charakterisiert (Saulnier et al, 1995). Schendel und Mitarbeiter (2016)
konnten zudem nachweisen, dass diese auch in geringen Mengen in anderen Getreidearten
vorkommt (s. Tabelle 1). Durch die enzymatische Hydrolyse von vorbehandeltem
Zellwandmaterial aus Mais lieBen sich auBerdem acetylierte AXOS mit FAXG-Seitenkette
identifizieren (Appeldoorn et al., 2010).

Die von Allerdings und Mitarbeitern (2006) aus Maiskleie isolierten, komplexen Seitenketten
a-D-Galp-(1—3)-a-L-Galp-(1—2)-B-D-Xylp-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf (FAXGG) und a-D-
Xylp-(1—3)-a-L-Galp-(1—2)-B-D-Xylp-(1—2)-5-O-trans-Feruloyl-L-Araf (FAXGX) haben das
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1.2 Die Struktur der ferulasaurehaltigen Arabinoxylane

Spektrum moglicher FS-haltiger Seitenketten nochmals erweitert (s. Abbildung 6). Nach
bisherigen Kenntnissen ist deren Vorkommen jedoch auf Mais-AX beschrankt und AXOS mit
entsprechender FAXGG- bzw. FAXGX-Seitenkette wurden bis dato nicht nachgewiesen.

1.2.2.4 Oligomere, ferulasaurefreie Seitenketten

Neben den FS-haltigen, komplexen Seitenketten wird hdufig auch das Vorkommen oligomerer
Seitenketten beschrieben, die keine estergebundenen Hydroxyzimtsauren tragen. Diese
Annahme wird oftmals auf Basis der Ergebnisse der Methylierungsanalyse von
Zellwandmaterial aus Getreide getroffen, bei der haufig (1-2)-, (1-3)- und (1-5)-Araf
nachgewiesen wird. AXOS, die eine (1—2)-gebundene Arabinobiose-Seitenkette in der O3-
Position der Xylp tragen, wurden beispielsweise aus AX der Sorghum- und Rutenhirse isoliert
(Mazumder & York, 2010; Verbruggen et al, 1998). Bei AX, die alkalisch aus der pflanzlichen
Zellwand extrahiert wurden, ist es nicht auszuschlieBen, dass vorkommende Seitenketten
urspriinglich eine estergebundene Hydroxyzimtsaure enthielten. So handelt es bei der oftmals
als ,nativ vorkommend” beschriebenen, oligomeren Seitenkette o-D-Xylp-(1—2)-L-Ara
vermutliche um ein experimentelles Artefakt, das im Zuge der alkalischen Extraktion durch
Spaltung der Esterbindung aus der FAX-Seitenkette freigesetzt wurde (Pastell et al,, 2009). Eine
Seitenkette, deren Vorkommen aber zweifelsfrei bestatigt ist, ist die a-D-Xylp-(1-3)-L-Ara
(s. Abbildung 7). Durch Isolierung und Struktur- o 0 ..
charakterisierung der Seitenkette aus Mais-AX, HO

welches nicht alkalisch extrahiert wurde, konnte %

gezeigt werden, dass diese natirlicherweise in AX

aus Getreide vorkommt (Schendel & Bunzel, 2025).

Strukturen, die (1-5)-glykosidisch gebundene Araf Abbildung 7: Struktur der in natiirlicherweise in
Arabinoxylanen vorkommenden, oligomeren
Seitenkette, bei der eine a-D-Xylopyranose
oligomeren Seitenketten (Izydorczyk & Blliaderis, (schwarz) tiber eine (1-3)-glykosidische Bindung

1993), aber diese Seitenketten sind bis heute nicht 2" die o-L-Arabinofuranose (grtin) geknipft ist.

eindeutig nachgewiesen worden. (1-5)-gebundene Araf ist eine haufig vorkommende

enthalten, stammen mdoglicherweise auch aus

Struktureinheit in Arabinanen (vgl. Kapitel 1.1.5), weshalb eine Freisetzung aus mitextrahierten
Pektinen denkbar ware.

1.2.3  Die Ausbildung von Ferulasaure-Crosslinks

Durch die photochemische und/oder enzymkatalysierte, oxidative Dimerisierung der an AX
gebundenen Hydroxyzimtsauren, allen voran der trans-FS, kommt es zu einer inter- und/oder
intramolekularen Vernetzung von AX. Diese Crosslinks tragen entscheidend zur Stabilitat und
Festigung der Getreidezellwande bei und starken damit zugleich deren Abwehr gegentiber
pathogenen Organismen wie Pilzen oder Insekten (Bunzel, 2010). Darliber hinaus kdnnen auch
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Vernetzungen der AX zu anderen Zellwandkomponenten wie Lignin und Proteinen entstehen
(Piber & Koehler, 2005; Ralph et al., 1995).

1.2.3.1 Cyclobutandimere

Hydroxyzimtsauren konnen Uber eine lichtinduzierte [2+2]-Cycloaddition Dimere ausbilden,
sogenannte Truxillsdure (,Head-to-Tail")- bzw. Truxinsaure (,Head-to-Head")-Derivate
(vgl. Abbildung 8). Hierbei kommt es zur Bildung eines Cyclobutanrings zwischen den
Positionen 7 und 8 der Hydroxyzimtsauren (vgl. Abbildung 5 in Kapitel 1.2.2.3). Diese Reaktion
konnte in-vitro sowohl an freier als auch an gebundener trans-FS und trans-p-Cumarsaure, die
Homo- und Heterodimere ausbilden, gezeigt werden (Ford & Hartley, 1989; Hartley et al,
1990). In getrockneten Halmen aus Maispflanzen, die iber einen langeren Zeitraum UV-Licht
ausgesetzt waren, wurden nach alkalischer Hydrolyse bis zu 18 verschiedene Cyclobutan-
Dimere aus trans-FS und/oder trans-p-Cumarsaure nachgewiesen (Dobberstein & Bunzel,
2010a). Auch in Extrakten aus Blattern der Gerste konnten Cyclobutandimere identifiziert
werden (Ostrowski et al., 2016). Obwohl die Bedeutung der Photodimerisierung im Vergleich
zur enzymkatalysierten, oxidativen Kopplung als gering eingeschatzt wird, fehlt es nach wie vor
an analytischen Methoden, die neben dem qualitativen Nachweis eine Quantifizierung dieser
Substanzen ermdglichen. Methoden, die auf einer gaschromatographischen (GC) oder
flissigchromatographischen Trennung (LC, engl. Liquid Chromatography) in Kombination mit
der Massenspektrometrie (MS) bzw. Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) beruhen, bilden
dafiir vielversprechende Ansatze (Dobberstein & Bunzel, 2010a; Ostrowski et al., 2016).

OH
H5CO

| | O |
O (0] (@) O (@) O
A <
L LU

OCH, OCH, OCHs
OH OH OH
Truxinsaure-Derivat Truxillsaure-Derivat
(,Head-to-Head") (,Head-to-Tail")

Abbildung 8: Médgliche Strukturen der durch
Photodimerisierung entstehenden Cyclobutandimere
am Beispiel der trans-Ferulasidure

1.2.3.2 Dehydrodiferulasauren

Die radikalische Dimerisierung von estergebundenen FS-Resten zu Dehydrodiferulasauren
(DES) ist ein oxidativer Kopplungsprozess, der in der pflanzlichen Zellwand durch die dort
lokalisierten Enzyme Peroxidase und/oder Laccase katalysiert wird (s. Abbildung 9A). Wahrend
Peroxidasen zusatzlich H,O; als Substrat bendétigen, erfolgt die Kopplung mit Laccase bereits
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1.2 Die Struktur der ferulasaurehaltigen Arabinoxylane

mit Luftsauerstoff (Mnich et al, 2020; Ralph et al, 2004). Die Abstraktion des phenolischen
Wasserstoffs in Position O4 der FS fihrt zur Bildung eines Phenoxyradikals. Durch die
Delokalisierung des Radikals konnen verschiedene mesomere Grenzstrukturen (s. Abbildung
9A) entstehen, die theoretisch zu einer 5-5-, 4-O-5-, 8-5-, 8-8- und 8-0-4-Kopplung flihren
kénnen (Bunzel, 2010).
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Abbildung 9: A: Enzymkatalysierte (Peroxidase/H.0. und/oder Laccase/0.), oxidative Kopplung zweier
estergebundener Ferulasdure (FS)-Reste zu Dehydrodiferulasauren (DFS). Die Reaktion erfolgt Uber
radikalische, mesomeriestabilisierte Zwischenstufen und kann neben der 8-8nc-DFS auch noch zu weiteren,
unterschiedlichen Kopplungen fiihren (B). c, zyklische Form; nc, offene (nicht-zyklische) Form; dc, decarboxylierte
Form; THF, Tetrahydrofuran

Wie bereits am Beispiel der monomeren Hydroxyzimtsauren (vgl. Kapitel 1.2.2.3) beschrieben
wurde, werden die Esterbindungen zwischen den Araf-Einheiten und der DFS durch eine
alkalische Hydrolyse gespalten. Nach der Ansduerung des Hydrolysats und der Extraktion der
DFS in organische Losungsmittel, beispielsweise Diethylether oder Ethylacetat, kdnnen diese
im Anschluss mit geeigneten LC- und GC-basierten Methoden analysiert werden (Bunzel et al,
2001; Dobberstein & Bunzel, 2010b). Gleichwohl sind zur Quantifizierung dieser Verbindungen
Standardsubstanzen notwendig, die sowohl aus der pflanzlichen Zellwand isoliert oder in-vitro
synthetisiert worden sind (Dobberstein & Bunzel, 2010b; Ralph et al, 1994b). Zu den in
Getreidezellwadnden identifizierten DFS z&hlen die 8-5-, 8-8-, 5-5, 8-O-4- und die 4-O-5-DFS
(s. Abbildung 9B), wobei die 8-5-DFS meist dominieren (Bunzel et al, 2001; Dobberstein &
Bunzel, 2010b). Der Gehalt an DFS in den UBS verschiedener Getreidearten variiert zwischen

23



1 Einleitung

2,4 und 12,6 mg/g (Bunzel et al, 2001). Einige der DFS, treten zusatzlich in zyklischer (c, engl.
cyclic), nicht-zyklischer (nc, engl. non-cyclic) und decaboxylierter (dc) Form auf, sowie als
Tetrahydrofuran-Dimere (s. Abbildung 9B). Es wird angenommen, dass sowohl die 8-5nc- als
auch die 8-5dc-DFS nicht nativ in Pflanzen vorkommen, sondern ausschlieBlich im Zuge der
alkalischen Hydrolyse aus der 8-5c-DFS freigesetzt werden (Bunzel, 2010). Obwohl die Bildung
von Dehydrodimeren aus cis-p-Cumarsaure theoretisch moglich ist, konnten derartige
Strukturen bislang in pflanzlichem Gewebe nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
wurden sowohl Homodimere der trans-Sinapinsaure als auch Kreuzprodukte mit FS in den
Zellwanden von Getreiden identifiziert (Bunzel et al., 2003).

Im Zuge des radikalischen Kopplungsprozesses kdnnen dariiber hinaus Dehydrotrimere (TriFS)
bzw. Dehydrotetramere der FS ausgebildet werden. TriFS und Dehydrotetramere konnten
beispielsweise aus Maiskleie isoliert werden (Bunzel et al,, 2006). Auf deren Struktur wird aber
an dieser Stelle nicht weiter eingegangen. Die Ausbildung hoherer Oligomere der FS in
pflanzlichen Zellwdanden von Getreide tritt jedoch weitaus seltener auf als die Dimerisierung,
da hierfur die gleichzeitige, rdaumliche Nahe von mehreren FS-Resten notwendig ist,
unabhdngig davon, ob die Verknlipfung inter- oder intramolekular stattfindet (Bunzel, 2010).
So liegt beispielsweise der Gehalt an TriFS in den UBS aus Mais bei 0,92 mg/g (Dobberstein &
Bunzel, 2010b).

Trotz umfassender Studien zur Strukturcharakterisierung und Quantifizierung von
FS-Oligomeren wurde der Nachweis der Bindung von DFS an AX bislang nur selten erbracht.
Uber eine milde S&urehydrolyse (vgl. Kapitel 1.2.2.3) oder enzymatisch mit Hilfe von
Arabinofuranosidasen, die die glykosidische Bindungen zum Riickgrat der AX spalten, kdnnen
diarabinosylierte DFS freigesetzt werden, bei denen je eine reduzierende Araf-Einheit an die
Carboxylgruppen der DFS gebunden vorliegt (Bunzel, 2010). Auf diese Weise konnten
diarabinosylierte 5-5-DFS, 8-0-4-DFS und 8-8c-DFS nachgewiesen werden (Allerdings et al,
2005; Bunzel et al., 2008; Saulnier et al,, 1999). Allerdings und Mitarbeiter (2005) identifizierten
zudem Strukturen, bei denen die 8-0O-4-DFS neben einer gebundene Araf-Einheit auch noch
eine urspringliche FAX-Seitenkette (vgl. Kapitel 1.2.2.3) enthalt (s. Abbildung 10). Demnach
sind auch komplexere FS-haltige Seitenketten an der Ausbildung von FS-Crosslinks beteiligt.
Obwohl die 8-5c-DFS die dominierende DFS in nahezu allen Getreidearten darstellt, konnte die
diarabinosylierte Form bislang nicht aus den Zellwanden von Getreide isoliert werden.
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Abbildung 10: Struktur des aus Maiskleie isolierten 8-O-4-Diferulasdure (DFS)-Oligosaccharids. Eine
L-Arabinofuranose-Einheit (Araf, griin) ist Gber die O5-Position an die Einheit A der 8-0-4-DFS (rot) gebunden. Die
an Einheit B verknupfte Araf tragt zusétzlich eine B-D-Xylopyranose (schwarz) in Position O2 und entstammt
urspriinglich der FAX-Seitenkette. Dariiber hinaus wurden Strukturen nachgewiesen, bei denen beide Einheiten der
8-0-4-DFS ausschlieBlich arabinosyliert vorliegen oder bei denen Einheit A die FAX-Seitenkette darstellt.

1.3 Enzymatischer Abbau von Arabinoxylanen

Der enzymatische Abbau von AX ist sowohl fur die Strukturanalyse als auch fur zahlreiche
industrielle Anwendungen von zentraler Bedeutung. In der Backwarenindustrie beispielsweise
werden haufig AX abbauende Xylanasen zur Verbesserung der rheologischen
Teigeigenschaften zugesetzt (Butt et al, 2008). GleichermalRen kdnnen in der Schweine- und
Geflligelmast durch den enzymatischen Abbau von AX deren antinutritive Eigenschaften in
getreidehaltigen Futtermitteln minimiert werden, was zu einer besseren Nahrstoffverfligbarkeit
und Futtereffizienz flihren kann (He et al.,, 2020; Zarghi, 2018). Die Auswahl geeigneter Enzyme
oder Enzymgemische zur Depolymerisierung richtet sich nach dem angestrebten Zweck der
Hydrolyse, dem Ursprung des Xylans und den vorherigen Verarbeitungsschritten, z. B. der
eingesetzten Extraktionsmethode. Die Depolymerisierung von AX kann durch eine Reihe
spezifischer Enzyme wie endo-B-(1—4)-Xylanasen, 3-Xylosidasen, a-L-Arabinofuranosidasen,
a-Glucuronidasen oder Acetylxylanesterasen erfolgen (Biely et al, 2016; Hamann & Noronha,
2022). Im Allgemeinen wirken diese Enzyme synergistisch, d. h. durch den Einsatz einer
Enzymmischung lassen sich AX deutlich effizienter abbauen als bei einer sequentiellen
Anwendungen einzelner Enzyme (Schmitz et al., 2022).

Endo-B-(1-4)-Xylanasen spalten die B-(1—4)-glykosidischen Bindungen innerhalb des Xylp-
Ruckgrats der AX. Dies fiihrt zur Freisetzung von XOS und AXOS, die im weiteren Verlauf dieser
Arbeit auch als (A)XOS zusammengefasst werden. Sowohl in der Literatur als auch in der
Datenbank fiir kohlenhydrataktive Enzyme (CAZymes, engl. Carbohydrate-Active enZymes)
werden bis dato neun verschiedene Glykosidhydrolase (GH)-Familien beschrieben, die eine
derartige Aktivitat zeigen: GH5 (Subfamilien 4 und 25), GH7, GH8, GH10, GH11, GH30
(Subfamilien 7 und 8), GH43, GH51 und GH141 (Mendonca et al., 2023). Fiir den Abbau von AX
sind vor allem die Familien GH5, GH10 und GH11 von Bedeutung, im Falle einer Substitution
mit GlcpA bzw. mit dessen 4-O-Methylderviat auch noch die Familie GH30 (Biely et al., 2016;
Correia et al,, 2011; Pollet et al, 2010). Fir analytische Anwendungen werden diese Enzyme
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haufig rekombinant aus verschiedenen Mikroorganismen wie Bakterien oder Pilzen gewonnen.
Neben dem Ursprung der Enzyme und ihrer Zugehdrigkeit zu bestimmten Familien wird die
Aktivitat und Spezifitat von einer Vielzahl weiterer Faktoren beeinflusst. Dazu zahlen die Anzahl
und Verteilung der Substituenten entlang des AX-Rlickgrats, der DP des AX, die strukturelle
Zuganglichkeit im Zellwandverbund sowie physikochemische Bedingungen wie pH-Wert,
Temperatur, lonenstarke und das Vorhandensein von Aktivatoren bzw. Inhibitoren. Auch die
Enzymkonzentration und das Enzym-Substrat-Verhaltnis sind entscheidend fir die katalytische
Wirksamkeit. Im Folgenden wird ndher auf das Spaltungsmuster und das Produktspektrum der
Xylanasen eingegangen.

GH10-Xylanasen spalten bevorzugt glykosidische Bindungen, die benachbart zu mono- bzw.
disubstituierten Xylp-Einheiten in Richtung des nicht-reduzierenden Endes der AX liegen. Sie
bendtigen zwei aufeinanderfolgende uXylp-Einheiten zur Spaltung und generieren daher in
der Regel kirzere OS, vorwiegend mit einem DP von 2 - 5. Lineare XOS werden auf bis zu zwei
Einheiten abgebaut (Xz). In Abhangigkeit der jeweiligen Bindungsposition der Araf-Einheit
stellen A®X, A*>XX und A***XX die kleinsten, substituierten Hydrolyseprodukte dar (Biely et al,
2016; Pollet et al., 2010). Dartber hinaus tolerieren GH10-Xylanasen auch Araf-Substituenten
in der +1I Bindungstelle des Enzyms, weshalb es beispielsweise auch zur Freisetzung von XA?X
bzw. XA*X kommen kann, deren nicht-reduzierendes Ende unsubstituiert ist (Davies et al., 1997;
McCleary et al,, 2015). Im Vergleich zu den Vertretern der GH10-Familie sind in Hydrolysaten
der GH11-Xylanasen groBere (A)XOS mit einem DP von 3 - 10 vorzufinden. Da sie bis zu drei
aufeinanderfolgende uXylp-Einheiten fir die Spaltung bendtigen, werden sie durch eine
groBere Substitution mit Araf deutlich starker in ihrer Hydrolyseaktivitat beeintrachtigt als
GH10-Xylanasen. Je nach GH11-Xylanase stellt X, oder X3 das kleinste, unsubstituierte OS dar.
Alle GH11-Xylanasen haben jedoch gemeinsam, dass sie AXOS mit einer uXylp-Einheit am
nicht-reduzierenden Ende und mit zwei ausgehend vom reduzierenden Ende bilden.
Demzufolge besteht das Rickgrat der AXOS aus mindestens vier Xylp-Einheiten, deren
vorletzte Einheit in Richtung des nicht-reduzierenden Endes substituiert vorliegt, wie in XA*XX
oder XA?*3XX (Biely et al,, 2016; McCleary et al,, 2015). In einer Studie der Arbeitsgruppe um
Gruppen (1992¢) konnte zudem gezeigt werden, dass endo-B-(1—4)-Xylanasen auch hdher
substituierte Bereiche von AX hydrolysieren kdnnen, wenngleich zu einem geringeren Ausmag.
Dies flhrte zur Freisetzung mehrfach substituierter AXOS mit aufeinanderfolgenden,
substituierten Xylp-Einheiten wie XA3A2*3XX oder A*3A%3XX. Hierbei ist das Muster an
unsubstituiert vorliegenden Xylp-Einheiten vergleichbar mit denen der kleineren AXOS. Die
Hydrolyse mit GH10- bzw. GH11-Xylanasen fihrt auch zur Freisetzung von FAXOS mit z. T.
komplexeren, FS-haltigen Seitenketten. Einige dieser Strukturen wurden bereits in Kapitel
1.2.2.3 beschrieben. Analog zu den AXOS zeigt sich, dass A*®X, XA>®X und XA>PXX die kleinsten
Hydrolyseprodukte darstellen (Schendel et al, 2015; Schendel et al, 2016b). Weiterhin kann
die Acetylierung des AX-Ruckgrats die Aktivitat von endo-Xylanasen teilweise einschranken.
Demnach tolerieren GH10-Xylanasen keine acetylierten Xylp-Einheiten in den
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Bindungspositionen -ll, -1 und +ll. Durch den Einsatz von Acetylxylanesterasen kdnnen
Acetylgruppen aus den Position O2 und/oder O3 der Xylp-Einheit abgespalten werden, was die
enzymatische Zuganglichkeit des Rlckgrats verbessert (Biely et al,, 2013).

Endo-Xylanasen der Familie GH5 weisen eine hohe Substratspezifitdt gegenliber AX, weshalb
sie haufig auch als Arabinoxylanasen bezeichnet werden. Anders als GH10- und GH11-
Xylanasen greifen sie ausschlieBlich hochsubstituierte Bereiche von AX an und zeigen eine
hohe Affinitdt gegeniiber in O3-Position mXylp-Einheiten. Die Bindungsstellen -II bis +I|
konnen jeweils mit substituierten Xylp-Einheiten besetzt sein, entscheidend fir die Hydrolyse
ist jedoch die Besetzung der -1 Bindungsstelle. Die Hydrolyse von AX mit GH5-Xylanasen flhrt
daher Gberwiegend zur Freisetzung von AXOS, deren reduzierende Xylp-Einheit in Position O3
monosubstituiert vorliegt (Biely et al., 2016; Correia et al., 2011; Davies et al., 1997).

GH30-Xylanasen spalten bevorzugt an GlcpA- bzw. 4-O-Methyl-GlcpA substituierten Bereichen
des Xylp-Ruckgrats. Glucuronoxylane aus Harthdlzern, bei denen durchschnittlich jede zehnte
Einheit mit Uronsdauren substituiert vorliegt, werden durch diese Xylanasen effektiv zu
glucuronylierten XOS abgebaut. Aus diesen kdnnen durch den Einsatz von a-Glucuronidasen,
welche die (1-2)-Bindung der GlcpA bzw. 4-O-Methyl-GlcpA zum Rickgrat spalten, XOS
gebildet werden. Bisher ist wenig bekannt Uber die Wirkungsweise von GH30-Xylanasen
gegenuber GAX, es wird jedoch eine dhnliches Spaltungsmuster erwartet. Demnach wird die
zweite glykosidische Bindung nach der Verzweigung in Richtung des reduzierenden Endes
gespalten. Aufgrund der vergleichsweise geringen Anzahl an GlcpA- bzw. 4-O-Methyl-GlcpA-
Subsituenten in GAX waren groBBe OS zu erwarten. Ferner ist noch unklar, wie benachbarte
Araf-Substituenten die Erkennung der glucuronidierten Einheit beeinflussen und ob
GH30-Xylanasen auch anderen Seitenketten erkennen kdnnen (Biely et al, 2016; Nordberg
Karlsson et al,, 2018).

Anders als bei den endo-Xylanasen, die bevorzugt glykosidische Bindungen innerhalb der
Hauptkette der AX spalten, handelt es sich bei der Gruppe der -Xylosidasen um Enzyme mit
exo-Aktivitat. Sie setzen monomere Xyl aus dem terminalen, nicht-reduzierenden Ende des AX-
Ruckgrats frei. Lineare XOS konnen somit sukzessive zu Monomeren abgebaut werden.
Dariber hinaus wird auch von einer Aktivitat dieser Enzyme gegeniber Seitenkettenstrukturen
von AX berichtet. Demnach konnte durch den Einsatz von -Xylosidasen die FAX-Seitenkette
zu FA (vgl. Kapitel 1.2.2.3) umgewandelt werden (Wende & Fry, 1997a). B-Xylosidasen gehdren
den GH-Familien 3, 39, 43 und 52 an, deren Substratspezifitat je nach Herkunft stark variieren
kann (Lagaert et al,, 2014).

a-L-Arabinofuranosidasen kénnen in die GH-Familien 43, 51, 53 und 62 eingeteilt werden.
Grundsatzlich lassen sich zwei Enzymgruppen voneinander abgrenzen, die sich in ihrer
Selektivitat bezlglich der Bindungsposition der Araf-Einheiten unterscheiden. Demnach setzen
a-L-Arabinofuranosidasen mit m2,3-Aktivitat bevorzugt Araf aus den Positionen O2 oder O3
von mXylp-Einheiten frei und sind in allen erwdhnten GH-Familien vertreten. Die kleinere
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Gruppe der d3 a-L-Arabinofuranosidasen greifen ausschlieBlich a-(1—3)-gebundene Araf in
dXylp-Einheiten an, zu der beispielsweise Vertreter der GH43-Familie aus Bifidobacterium
adolescentis oder Humicola insolens zahlen (Biely et al, 2016; Lagaert et al., 2014; McCleary et
al,, 2015). Seitenkettenstrukturen, in denen zusatzlich eine FS in O5-Position oder eine B-D-Xylp
in O3-Position der Araf gebunden ist (vgl. Kapitel 1.2.2.3 und 1.2.2.4), sind in der Regel resistent
gegenlber eine Hydrolyse mit a-L-Arabinofuranosidasen. Die Ausnahme bilden GH51-Enzyme
aus Clostridium thermocellum und Cellvibrio japonicus. Die Inkubation isolierter FAXOS mit
diesen Enzymen fihrte zu einer partiellen Freisetzung der FA-Seitenkette (Schendel et al,
2016c¢). Der Abbau komplexerer FS-haltiger Seitenketten wie FAX oder FAXG erfordert darlber
hinaus den Einsatz von weiteren Enzymen. FS-Esterasen katalysieren die Hydrolyse der
Esterbindung in O5-Position zur Araf, was zur Freisetzung von trans-FS fihrt (Biely et al., 2016).
Dartber hinaus lassen sich mit Hilfe dieser Enzyme auch DFS aus AX freisetzen, was eine
schonendere Alternative zur alkalischen Hydrolyse darstellt (Lin et al, 2022). Um die Galp-
Einheit aus der FAXG-Seitenkette abzuspalten, kdnnen beispielsweise a-Galactosidasen
eingesetzt werden. In Abbildung 11 sind die am enzymatischen Abbau von AX beteiligten
Enzyme zusammengefasst.

a-L-Arabinofuranosidase (d3) a-Glucuronidase
Acetylxyl t ~
~ cety pylanesterase o-L-Arabinofuranosidase (m2,3)

J 2/" RN ,
. E j

exo-B-Xylosidase ‘ “
. endo-B-Xylanase
Ferulasdureesterase
o-Galactosidase
m D-Xylopyranose L-Arabinofuranose m D-Galactopyranose (4-0-Methyl)-p-Glucopyranuronséaure

@ trans-Ferulasidure € O-Acetylgruppe

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Spaltungsstellen relevanter Arabinoxylan abbauender Enzyme

1.4 Ernahrungsphysiologische Aspekte von Arabinoxylanen
1.4.1  Definition von Ballaststoffen

Aus ernahrungsphysiologischer Perspektive werden sowohl AX als auch deren
Hydrolyseprodukte den BS zugeordnet. Die Deutsche Gesellschaft flr Ernahrung (DGE)
empfiehlt zur Sicherstellung einer ausreichenden Ballaststoffzufuhr den regelmaBigen Verzehr
ballaststoffreicher Lebensmittel, darunter Obst, Gemuse, Vollkornprodukte und Hulsenfriichte.
Der positive Einfluss von BS auf verschiedene Aspekte der menschlichen Gesundheit gilt
grundsatzlich als wissenschaftlich belegt. Als Referenzwert gibt die DGE eine tagliche
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Aufnahmemenge von 30 g BS an, der in der deutschen Bevélkerung jedoch im Durchschnitt
deutlich unterschritten wird (DGE & OGE, 2025)

Der Begriff BS (engl. dietary fiber) kam erstmals im Jahre 1953 auf und wurde als Sammelbegriff
von fur den Menschen nicht verdaubaren Pflanzenbestandteilen wie Cellulose, Hemicellulosen
oder Lignin verwendet (Hipsley, 1953). Erst einige Jahre spater wurden BS mehr im Kontext
gesundheitsrelevanter Aspekte gesehen und das Spektrum an Substanzen, die den BS
zugeordnet werden, wurde standig erweitert. Die zwischen 1972 und 1976 erschienenen
Arbeiten von Burkitt, Trowell und Painter postulierten Zusammenhange zwischen dem Konsum
von BS und dem reduzierten Risiko an bestimmten chronischen Krankheiten zu erkranken,
welche auch als ,dietary fiber hypotheses” bezeichnet wurden. Der Begriff BS wurde hier zur
Beschreibung von Pflanzenriickstdnden benutzt, die gegenliber der Hydrolyse durch
menschliche Verdauungsenzyme resistent waren. Im Jahre 2001 wurde schlieBlich von der
American Association of Cereal Chemists (AACC) eine bis heute geltende, tiefergehende
Definition von BS veroffentlicht. In dieser werden BS als ,essbare Pflanzenteile oder analoge
Kohlenhydrate bezeichnet, die im menschlichen Dinndarm weder verdaut noch resorbiert
werden koénnen und im Dickdarm vollstandig oder teilweise fermentiert werden.” Zu den BS
gehoren demnach ,PS, OS, Lignin und damit assoziierte Pflanzensubstanzen”. Weiterhin
werden BS mit ,positiven physiologischen Wirkungen, darunter die Regulierung der
Darmtatigkeit und/oder die Senkung des Blutcholesterinspiegels und/oder Blutzuckerspiegels”
verbunden (DeVries, 2003). In Deutschland gilt die in Anhang | der Verordnung (EU)
Nr. 1169/2011 aufgefiihrte europaische Definition von BS. Demzufolge sind BS ,natirliche oder
synthetische Kohlenhydratpolymere aus drei oder mehr Monomereinheiten, die im
menschlichen Dinndarm weder verdaut noch resorbiert werden kénnen und eine positive
physiologische Wirkung besitzen.” Diese Definition ist wissenschaftlich weiterhin Gegenstand
kontroverser Diskussionen. Sie geht im Wesentlichen auf die Richtlinien zu Nahrwertangaben
des Codex Alimentarius aus dem Jahr 2009 zurtick. Die Codex-Richtlinie berticksichtigt neben
Kohlenhydratpolymeren auch bestimmte Nicht-Kohlenhydrat-Komponenten, sofern sie eine
vergleichbare physiologische Wirkung wie Ballaststoffe aufweisen. Diese werden dort Uber eine
FuBnote in die Definition miteinbezogen. Im Unterschied dazu schliet die europaische
Regelung solche Nicht-Kohlenhydrat-Bestandteile ausdricklich aus. Die Entscheidung, OS ab
einem DP von 3 bis 9 ebenfalls in die Definition mitaufzunehmen, beruhte auf der Annahme,
dass die Wirkung der Kohlenhydrate als BS allein von der Kettenlange abhangig ist (de
Menezes et al.,, 2013). Neben dem bereits beschriebenen Effekten wird der Verzehr von BS mit
einer Reihe weiterer, physiologisch positiver Wirkungen assoziiert. Dazu zahlen ein deutlich
geringeres Risiko flr koronare Herzkrankheiten, Schlaganfalle, Bluthochdruck, Typ-II-Diabetes,
Adipositas, sowie fir bestimmte Magen-Darm-Erkrankungen, beispielsweise Divertikulitis,
Verstopfung oder Hamorrhoiden (Anderson et al, 2009). BS konnen dariber hinaus
prabiotische Eigenschaften besitzen. Da AX und deren Hydrolyseprodukte ein deutliches
prabiotisches Potenzial aufweisen, wird dies im Folgenden genauer erlautert.
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1.4.2 Prabiotische Wirkung von Arabinoxylanen und deren Oligosacchariden

Als Prabiotika werden unverdauliche Nahrungsbestandteile bezeichnet, die von den korper-
eigenen Verdauungssdften und -enzymen im Magen und Dinndarm nicht abgebaut werden
und gleichzeitig gegen die gastrointestinale Resorption resistent sind. Sie gelangen
unverandert in den Dickdarm, wo sie von der dort ansassigen Mikrobiota fermentiert werden.
Dabei fordern sie selektiv das Wachstum bzw. die Aktivitat von Bakterien, die sich nachweislich
positiv auf die menschliche Gesundheit auswirken (Gibson et al., 2004). Neben bestimmten PS
der pflanzlichen Zellwand gibt es im Lebensmittelbereich auch noch weitere Kohlenhydrate,
die diese Kriterien erflllen. Zu den bekanntesten Vertretern, die teilweise auch kommerziell als
Prabiotika vermarktet werden, gehoren Inulin, Fructooligosaccharide, Galactooligosaccharide
und OS aus der Muttermilch. Des Weiteren kann das Konzept von Prabiotika auch auf Nicht-
Kohlenhydrat-Substanzen  auBerhalb des Lebensmittelbereichs erweitert  werden.
Voraussetzung ist, dass die Substanzen ,selektiv von Mikroorganismen des Wirts verwertet
werden und einen gesundheitlichen Nutzen bringen”. Zudem mussen die prabiotischen
Eigenschaften in vivo bei Tieren und/oder Menschen nachgewiesen worden sein (Gibson et al.,
2017).

In der Literatur werden zahlreiche in vitro und in vivo Studien beschrieben, die die prabiotische
Wirkung der AX und (A)XOS untersucht haben. Die Daten stammen hauptsachlich aus
Tierversuchen, in denen bestimmte prabiotische Effekte beobachtet wurden (Courtin et al,
2008; Damen et al, 2011; Pan et al, 2019; Van Craeyveld et al, 2008). Demnach fihrt die
Aufnahme von AX und/oder (A)XOS zu einem selektiven Anstieg gesundheitsforderlicher
Bakterienstamme, wie Bifidobacterium, Lactobacillus oder Firmicutes, im Colon bzw. Caecum
der Tiere. Des Weiteren kommt es durch die Fermentation der AX und (A)XOS zur Bildung
kurzkettiger Fettsauren (SCFA, engl. Short-Chain Fatty Acids), wie Acetat, Propionat und Butyrat,
die zu einer Abnahme des pH-Wertes im Dickdarm fiihren. Dies kann eine verbesserte
Mineralstoffaufnahme zur Folge haben sowie eine Hemmung des Wachstums pathogener
Bakterien, u. a. E. coli oder spezieller Clostridien-Spezies. Ein erhdhter Butyratgehalt wird
zudem mit einem reduzierten Krebsrisiko im Dickdarm in Verbindung gebracht. Zugleich
verringert sich der Anteil verzweigter SCFA, wie Isobutyrat oder Isovalerat. Die Bildung
verzweigter SCFA dient als Marker fir die Fermentation von Proteinen, aus der potenziell
toxische Endprodukte, z. B. Ammoniak, Phenole oder Thiole, hervorgehen kénnen (Broekaert
etal, 2011).

Bei Menschen konnten ebenfalls prabiotische Eigenschaften von AX und (A)XOS festgestellt
werden. In einer Studie mit Gbergewichtigen Menschen mit Anzeichen eines metabolischen
Syndroms konnte gezeigt werden, dass die tagliche Aufnahme von (A)XOS (10,4 g/Tag Uber
4 Wochen) zu einer gesteigerten Population bestimmter Bakterienstamme im Dickdarm, u. a.
von Bifidobacterium spp. und Prevotella spp. fiihrte, welche an der Biosynthese von Vitaminen,
Cofaktoren und Neurotransmittern beteiligt sind (Benitez-Paez et al, 2019). Ahnliches wurde
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auch fir Probanden beobachtet, die Uber einen Zeitraum von drei Wochen Weizen- oder
Roggenbrot zu sich genommen haben, denen Xylanasen zur in situ Bildung der (A)XOS
beigefligt worden sind. Die geschatzte, durchschnittliche Aufnahmemenge von 2,1 g AXOS pro
Tag flhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer deutlichen Zunahme an SCFA,
insbesondere an Butyrat, und Bifidobakterien in den Faeces (Damen et al,, 2012).

Das AusmaB der mikrobiellen Fermentation der AX und (A)XOS steht auch in direktem
Zusammenhang mit deren Struktur (Van Craeyveld et al, 2008). In einem in vitro-Modell des
menschlichen Magen-Darm-Trakts werden AXOS mit kleinerem durchschnittlichen DP und
kleinerem A/X schneller fermentiert und flihren zu einem starkeren Anstieg an SCFA. Des
Weiteren wurde eine erhdhte Aktivitat AX abbauender mikrobieller Enzyme festgestellt (Pollet
etal, 2012). Bei Menschen konnte zudem beobachtet werden, dass das vermehrte Vorkommen
von FS-Crosslinks die Fermentation der AX durch die intestinale Mikrobiota verlangsamt
(Hopkins et al., 2003). Allerdings lieB3 sich dieser Zusammenhang in einer weiteren Studie nicht
bestatigen, wonach die bisherige Datenlage insgesamt als nicht eindeutig zu bewerten ist (Funk
et al., 2007). Daten zu Struktur-Wirkungsbeziehungen der AX bzw. (A)XOS sind nach wie vor
nur begrenzt verflgbar, insbesondere im Hinblick auf Humanstudien.

1.5 Lebensmitteltechnologische Eigenschaften von
Arabinoxylanen

Aufgrund ihrer strukturellen Heterogenitat weisen AX und (A)XOS vielfaltige,
technofunktionelle Eigenschaften auf, die bei der Verarbeitung von Lebensmitteln eine zentrale
Rolle spielen. In der Backwarenindustrie haben AX beispielsweise einen groBen Einfluss auf die
Teig- und Brotqualitat, was im Wesentlichen auf die hohe Wasserbindefahigkeit der AX und der
damit einhergehenden Zunahme der Viskositat zurlickzufiihren ist. Insbesondere WEAX wirken
sich dabei positiv auf die Teigqualitat aus (Buksa et al, 2013). Sie erhdhen die Viskositat der
wassrigen Phase, die die Gasblasen umgibt, wodurch eine vorzeitige Koaleszenz der Gasblasen
verhindert wird. Das eingeschlossene Gas kann nicht entweichen, was zu einem gréBeren
Brotvolumen sowie zu einer feineren und gleichmaBigeren Krumenstruktur fihrt. Im Gegensatz
dazu kénnen WUAX die Teigqualitdt negativ beeinflussen, indem sie mit dem Gluten um
verflgbares Wasser konkurrieren, Glutenproteine an der Ausbildung eines stabilen Netzwerks
storen und vorhandene Gasblasen destabilisieren (Courtin & Delcour, 2002; Goesaert et al.,
2005). Demzufolge werden bei der Teigbereitung haufig endo-Xylanasen beigemischt, die
bevorzugt die WUAX zu kleineren WEAX abbauen, welche sich wiederum positiv auf die
rheologischen Eigenschaften auswirken kénnen (Guo et al., 2018).

Im Brauprozess werden WEAX aus der Gerste neben den MLG fir die schlechte Filtrierbarkeit
wahrend dem Lautervorgang der Maische verantwortlich gemacht. Dabei geht ein
abnehmendes Filtratvolumen mit einem steigenden Gehalt und einem héheren Molekular-
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gewicht der PS einher. Dariiber hinaus wird die Zunahme der Wirzeviskositat oftmals als
Indikator fir die Filtrierbarkeit diskutiert. Zwar fiilhren WEAX und MLG zu einer hoheren
Viskositat, eine direkter Zusammenhang zwischen Filtrierbarkeit und Viskositat kann jedoch
nicht festgestellt werden (Sadosky et al, 2002). Im Gegensatz dazu wirken sich AX aufgrund
ihrer viskositatserhohenden Eigenschaften im Bier vermutlich positiv auf bestimmte
sensorische Parameter wie Vollmundigkeit und Mundgefiihl aus und kénnen zusatzlich die
Schaumstabilitat des Bieres verbessern (Langenaeken et al,, 2020; Li et al., 2025).

AX besitzen emulgierende Eigenschaften, die vermutlich auf assoziierte, grenzflachenaktive
Proteine zurlckzufiihren sind. Wahrend sich die hydrophoben Bereiche des Proteins in
Richtung der Grenzflache ausrichten, zeigt das hydrophile Kohlenhydratgerist zur wassrigen
Phase hin. Infolge der erhohten elektrostatischen und sterischen AbstoBungskréfte der
dispergierten Tropfchen kommt es zur Stabilisierung der Emulsion. Beispiele fiir Emulgatoren,
die nach diesem Prinzip funktionieren, sind Gummi Arabicum (E414) oder extrahierte
Zuckerribenpektine (E440), die bereits als Zusatzstoffe in der Lebensmittelindustrie eingesetzt
werden. Eine dazu vielversprechende Alternative stellen alkalische Extrakte aus Maisfaser dar,
die auch als Maisfaser-Gummi (engl. corn fiber gum) bezeichnet werden. Diese enthalten neben
den mitextrahierten Proteinen groBere Mengen an hochverzweigten AX, wodurch sich stabile
Emulsionen ausbilden (Yadav et al, 2007).

Lebensmittelverpackungsmaterialien auf Basis von Nebenstromen der Getreideindustrie sind
Gegenstand intensiver Forschung. Demnach kénnen AX aus Weizen- und Maiskleie, die bei der
Getreidevermahlung anfallen, sowie Trockenschlempe (engl. dried distillers grain) als
Nebenprodukt der Bioethanolproduktion zur Herstellung biologisch abbaubarer Materialien
genutzt werden und stellen eine Alternative zu fossilen Kunststoffverpackungen dar. In
mehreren Erhitzungsschritten werden aus einer Ldsung der extrahierten AX und zugesetzten
Weichmachern wie Glycerol oder Sorbitol Biofilme hergestellt. Dabei sind die mechanischen
Eigenschaften dieser Materialien unter anderem vom Molekulargewicht und dem
Substitutionsmuster der AX, sowie der Konzentration der Weichmacher abhangig (Anderson &
Simsek, 2019).

(A)XOS werden wegen ihrer prabiotischen Wirkung zunehmend in der Human- und
Tierernahrung eingesetzt. Enzymatisch aus Weizenkleie gewonnene Extrakte mit bis zu 70 %
AXOS mit einem durchschnittlichen DP von 3 -8 gelten gemaB der Verordnung (EU)
Nr. 2015/2283, die auch als Novel Food-Verordnung bekannt ist, als neuartige Lebensmittel.
(A)XOS treten in immer starker werdender Konkurrenz zu etablierten Prabiotika wie Inulin,
Fructo- und Galactooligosaccharide, die neben gesundheitlichen Vorteilen auch zur
Verbesserung von Textur und Geschmack der Lebensmittel beitragen (Singla & Chakkaravarthi,
2017).
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2 Zielsetzung

Eine zuverlassige Untersuchung moglicher Struktur-Wirkungsbeziehungen der in Getreide
vorkommenden AX erfordert aufgrund ihrer ausgepragten strukturellen Vielfalt den Einsatz
differenzierter analytischer Methoden. In der Kohlenhydratanalytik etablierte Verfahren wie die
Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung oder die Methylierungsanalyse liefern
jedoch nur begrenzte strukturelle Informationen und sind haufig mit hohem Arbeitsaufwand
verbunden. Ziel dieser Arbeit ist daher die Entwicklung enzymatischer Profilingmethoden, die
eine detailliertere Strukturcharakterisierung der AX ermdoglichen. Hierbei werden die AX
teilweise durch endo-Xylanasen abgebaut und die dabei freigesetzten OS anschlieBend
analysiert. Fur die Entwicklung derartiger Methoden sind jedoch Standardsubstanzen
notwendig, die nur begrenzt kommerziell verfiigbar sind. Um ein mdglichst umfassendes Bild
der AX-Struktur zu erhalten, sollen daher sowohl AXOS- als auch FAXOS-Standardsubstanzen
aus geeigneten Ausgangsmaterialien isoliert und strukturell charakterisiert werden. Fur die
Quantifzierung der (A)XOS soll die Hochleistungsanionenaustauschchromatographie (HPAEC,
engl. High Performance Anion Exchange Chromatography) mit gepulst amperometrischer
Detektion (PAD, engl. Pulsed Amperometric Detection) eingesetzt werden, die sich durch eine
hohe Sensitivitdt und Spezifitat auszeichnet. Die Kopplung der HPAEC-PAD mit der MS kann
zusatzlich fur die Identifizierung der Analyten eingesetzt werden. Im Zuge der Entwicklung und
Validierung der Profilingmethode soll auch deren Anwendbarkeit auf verschiedene Getreide-BS
getestet werden, um daraus Informationen Uber die Feinstruktur der AX ableiten zu kénnen.
Ein weiteres potenzielles Anwendungsgebiet der zu entwickelnden Methode kann die Analyse
(A)XOS-haltiger Praparate, die beispielsweise im Lebens- und Futtermittelbereich eingesetzt
werden, darstellen. Obgleich Tierversuche bereits Hinweise darauf liefern, dass (A)XOS
prabiotische Eigenschaften besitzen, sind entsprechende Daten beim Menschen nach wie vor
begrenzt. Die hier vorgeschlagene, erweiterte Profilingmethode wird die Méglichkeit eréffnen,
in zuklinftigen Studien die Fermentation von (A)XOS durch die intestinale Mikrobiota sowie die
zugrunde liegenden molekularen Abbaumechanismen gezielt zu untersuchen. Ein weiterer
Profilingansatz besteht in der Entwicklung einer Methode auf Basis der zweidimensionalen (2D)
Kernspinresonanz (NMR, engl. Nuclear Magnetic Resonance)-Spektroskopie. Durch den Einsatz
des Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC)-Experiments, bei dem Korrelationen
zwischen Protonen und 'C-Kernen (iber eine Bindung gemessen werden, sollen
charakteristische Markersignale fir verschiedene Strukturelemente des AX identifiziert werden.
Uber eine Volumenintegration ist es anschlieBend méglich, halbquantitative Aussagen (iber
deren Vorkommen zu treffen. Auf diese Weise sollen samtliche OS des Hydrolysats,
einschlieBlich groBerer Fragmente, die das entsprechende Strukturmerkmal enthalten, erfasst
werden, was einen wesentlichen Vorteil gegentliber chromatographischen Methoden darstellen
kann. Darlber hinaus wird eine chromatographische Trennung der (A)XOS und FAXOS
angestrebt, die eine getrennte Analyse beider Fraktionen mittels HSQC-NMR ermdglichen soll.
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3 Material und Methoden

3.1 Beschreibung des eingesetzten Probenmaterials

Um die Anwendbarkeit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Profilingmethoden zu testen,
sowie zur Isolierung von (A)XOS- und FAXOS-Standardsubstanzen wurden verschiedene
AX-reiche Ausgangsmaterialien verwendet. Grundsatzlich dienten BS, die im praparativen
Mafstab aus entfetteten Vollkornmehlen verschiedener Getreidearten isoliert worden sind (s.
Kapitel 3.2), als Substrat fir die enzymatischen Hydrolysen. Die Vollkornmehle stammten
entweder aus dem lokalen Handel oder wurden durch Vermahlung kommerziell erhaltlicher
Getreidekorner (< 0,5 mm) hergestellt. Ein limitierender Faktor bei der Auswahl der
Getreidearten war die enzymatische Zuganglichkeit der AX-Strukturen, wie sie in nativer Form
in den Getreide-BS vorkommen. Demnach wurden ausschlieBlich Getreidearten ausgewahlt,
bei denen ohne vorherige Extraktionsschritte der AX und nach enzymatischer Hydrolyse mit
endo-Xylanasen in ausreichenden Mengen OS freigesetzt worden sind. Dazu zéhlten zum einen
verschiedene Arten innerhalb der Gattung Triticum, wie Weizen (Triticum aestivum), Emmer
(Triticum dicoccum), Einkorn (Triticum monococcum), Dinkel (Triticum spelta) und Kamut
(Khorasan-Weizen, Triticum turanicum), um zu evaluieren, ob Unterschiede in der Feinstruktur
der AX in phylogenetisch eng verwandten Getreidearten zu erkennen sind. Daneben wurden
auch weitere Getreidearten, die jeweils verschiedenen Gattungen angehoéren, wie Roggen
(Secale cereale) und Gerste (Hordeum vulgare) ausgewahlt, bei denen gréBere Unterschiede in
der Feinstruktur der AX zu erwarten sind.

Als Ausgangsmaterial fir die Isolierung von AXOS-Standardsubstanzen wurde ein kommerziell
erhaltliches, wasserldsliches AX aus Weizenmehl (mittlere Viskositat) von der Firma Megazyme
verwendet. Laut Herstellerangaben wurde das AX alkalisch extrahiert und besitzt eine
analytische Reinheit von > 95 %. Im Allgemeinen eignen sich aufgereinigte PS-Préparate sehr
gut fur die Isolierung von Standardsubstanzen, da deren enzymatische Hydrolyse fast
ausschlieBlich die gewlinschten Produkte freisetzt, was die anschlieBende Fraktionierung und
Aufreinigung der OS erleichtert. Des Weiteren verbessert die Wasserloslichkeit des PS die
enzymatische Zuganglichkeit, was in der Regel in einer héheren Ausbeute an freigesetzten OS
resultiert.

Aufgrund der Abspaltung der FS im Zuge der alkalischen Extraktion der AX sind derartige
Praparate ungeeignet fur die Isolierung von FAXOS-Standardsubstanzen. Als Ausgangs-
materialien wurden daher UBS aus kommerziell erhaltlichem Roggenvollkornmehl der Firma
Alnatura sowie UBS aus vermahlenen Maiskdrnern (Zea mays) der Firma Dehner verwendet.
Insbesondere Mais enthalt in groBeren Mengen FS-haltige Seitenketten. Die AX im Mais sind
jedoch im Gegensatz zu denen im Roggen resistent gegentiber einer enzymatischer Hydrolyse
mit endo-Xylanasen (Huisman et al, 2000; Schendel et al, 2016a). Im Rahmen der
Promotionsarbeit von Daniela Schafer (2023) wurden durch eine milde Saurehydrolyse der UBS

35
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aus Maiskornern komplexere, FS-haltige Seitenketten isoliert. Auch wenn die AX-Strukturen
dadurch teilweise abgebaut worden sind, fihrte dies zu einer verbesserten enzymatischen
Zuganglichkeit des Ruckstands, was die Freisetzung von FAXOS aus dem BS-Préparat
ermdglichte (s. Kapitel 3.4).

3.2 Aufarbeitung der Getreideproben

Da die getrockneten und entfetteten Vollkornmehle erhebliche Mengen an Starke und
Proteinen enthalten, welche die durchgefiihrten Analysen beeintrachtigen konnen, wurden
diese Bestandteile vor der Untersuchung der Zellwand-PS entfernt. Je nach Fragestellung
lassen sich die AX entweder aus dem isolierten Zellwandmaterial, welches weitgehend durch
die Ballaststoffe reprasentiert wird, oder alternativ direkt aus dem unbehandelten Mehl
gewinnen. Daflr stehen eine Reihe an chemischen und/oder enzymatischen
Extraktionsverfahren zur Verfligung, die im Folgenden naher erldutert werden.

3.2.1 Praparative Ballaststoffisolierung

Die praparative Gewinnung von BS aus pflanzlichen Materialien beruht urspringlich auf einer
enzymatisch-gravimetrischen Methode, die von Prosky und Mitarbeitern (1985) entwickelt
wurde. In einer Annaherung an die menschliche Verdauung kommen hierbei Enzympraparate
zum Einsatz, die einen vollstandigen Abbau der Starke sowie den weitgehenden Abbau der
Proteine ermdglichen. Die nach dem enzymatischen Verdau zurlckbleibenden
niedermolekularen Bestandteile werden durch Waschen mit Ethanol/Wasser 80:20 (v/v)
entfernt. Der Rickstand wird um Restprotein und den Aschgehalt korrigiert und stellt den
Gesamtballaststoffgehalt dar. Diese Methode wurde von der Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) offiziell als Methode 985.29 zur Bestimmung des Gesamtballaststoffgehalts
vorgestellt. Des Weiteren wurde basierend auf der Loslichkeit der Ballaststoffpolymere eine
Unterscheidung in UBS und LBS vorgenommen. Auch die UBS und die LBS werden um ihren
Restprotein- und Aschegehalt korrigiert. Die Verwendung einer thermostabilen a-Amylase
ermdglicht einen Starkeabbau bei Temperaturen von nahezu 100 °C, bei denen es zur
Verkleisterung der Starkekdrner und in Folge zu einer besseren Solubilisierung der Starke
kommt. Dadurch wird die Starke effizient von der a-Amylase abgebaut. Diese Bedingungen
spiegeln jedoch nicht die im menschlichen Verdauungstrakt vorherrschenden Gegebenheiten
wider, weshalb die Methode angepasst werden musste. Die AOAC 2009.01 Methode stellt eine
Weiterentwicklung der urspriinglichen Methode dar. Durch die Verwendung einer Pankreas
a-Amylase unter physiologisch relevanten Bedingungen (37 °C, pH 6) anstelle der
thermostabilen a-Amylase werden resistente Starken nicht abgebaut und infolgedessen
korrekt als Ballaststoffkomponenten erfasst. Des Weiteren kdnnen durch einen zusatzlichen
saulenchromatographischen Aufreinigungsschritt auch nicht-verdaubare OS detektiert
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werden, die definitionsgemal ebenfalls zu den BS zdhlen. Demnach umfasst die AOAC 2009.01
den Gesamtballaststoffgehalt basierend auf der Richtlinie des Codex Alimentarius von 2009
(McCleary et al, 2013). In den darauffolgenden Jahren wurde die offizielle AOAC-Methode
(AOAC 2017.16, AOAC 2022.01) weiter verbessert und modifiziert, u. a. durch eine Verkiirzung
der Inkubationszeiten von 16 h auf 4 h sowie einer verbesserten chromatographischen
Abtrennung der niedermolekularen, 16slichen BS (McCleary et al, 2019; McCleary &
McLoughlin, 2022).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte praparative Isolierung der BS aus den
Vollkornmehlen der verschiedenen Getreidearten erfolgte in Anlehnung an die AOAC 985.29
Methode mit kleineren Anpassungen (s. Arbeitsvorschrift 8.2.3). Da die resistenten Starken
nicht von Interesse waren, sollte durch den Einsatz einer thermostabilen a-Amylase bei hohen
Temperaturen ein moglichst vollstandiger Starkeabbau erreicht werden. Demzufolge wurden
die entfetteten Mehle in Pufferldsungen nacheinander mit thermostabiler a-Amylase (pH 6;
92 °C), Protease (pH 7,5; 60 °C) und Amyloglucosidase (pH 4,5; 60 °C) inkubiert. AnschlieBend
wurden die  hochmolekularen,  wasserunloslichen  Ballaststoffkomponenten  durch
Zentrifugation abgetrennt und nacheinander mit Wasser, Ethanol und Aceton gewaschen und
schlieBlich getrocknet. Diese Fraktion wird als UBS bezeichnet. Der Uberstand wurde mit den
wassrigen Waschfraktionen vereint und enthdlt neben den verdauten Proteinen bzw. der
verdauten Starke auch noch die wasserloslichen, nichtpolymeren und polymeren
Ballaststoffkomponenten. Durch Zugabe der vierfachen Menge an Ethanol (Endkonzentration
= 78 % (v/v)) zum wassrigen Uberstand wurde die als LBS bezeichnete Ballaststofffraktion tiber
Nacht prazipitiert. AnschlieBend wurde die LBS-Fraktion abzentrifugiert, mit Ethanol und
Aceton gewaschen und getrocknet. Da die im Fokus dieser Arbeit stehenden AX lediglich in
den hohermolekularen Ballaststofffraktionen zu erwarten sind, wurde auf eine praparative
Isolierung der im wéssrigen Uberstand verbleibenden, niedermolekularen BS verzichtet. Zudem
wurden die isolierten BS nicht um ihren Asche- und Restproteingehalt korrigiert und bei
Analysen, in denen Bezug auf die BS-Einwaage genommen wird, wird im Folgenden stets der
unkorrigierte Wert verwendet.

3.2.2 Extraktionsmethoden zur Analyse der Arabinoxylanstruktur

In der Literatur werden verschiedene Verfahren zu lIsolierung von AX aus pflanzlichen
Zellwdnden beschrieben, die groBtenteils auf chemischen, enzymatischen oder
thermomechanischen Methoden basieren. Die Gewinnung von WEAX kann durch
Suspendierung von entfetteten und feingemahlenen Probenmaterialien in Wasser erfolgen. Da
ein groBer Anteil der in Endospermzellwdanden vorkommenden AX wasserloslich ist (> 30 % in
Weizen), wird als Ausgangsmaterial haufig einfaches Getreidemehl verwendet. Wahlweise wird
auch Getreidekleie eingesetzt, die jedoch im Vergleich zum Endosperm nur einen geringen
Anteil an WEAX besitzt (< 3 %). Zur Inaktivierung von endogenen Enzymen wird das Mehl vor
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der eigentlichen Extraktion erhitzt und/oder mit Ethanol/Wasser 80:20 (v/v) gewaschen, um
niedermolekulare Bestandteile zu entfernen (Ganguli & Turner, 2008; Marcotuli et al, 2016).
Der nach der wassrigen Extraktion zurilickbleibende, unl&sliche Riickstand wird abzentrifugiert
oder abfiltriert. Da im wassrigen Extrakt neben den WEAX auch noch groBere Mengen an
geloster Starke vorkommen, wird diese durch Zugabe von starkeabbauenden Enzymen wie
a-Amylase und/oder Amyloglucosidase teilweise oder vollstandig abgebaut (Ganguli & Turner,
2008; Ordaz-Ortiz & Saulnier, 2005). Stérende, wasserlosliche Proteine konnen sowohl durch
Adsorption an Bentonit oder Aluminiumsilikate (Courtin & Delcour, 1998; Ganguli & Turner,
2008) als auch durch Zugabe von Proteasen entfernt werden (Maes & Delcour, 2002). In
Anlehnung an die praparative Ballaststoffisolierung (s. Kapitel 3.2.1) kann die enzymatische
Behandlung auch bereits mit dem Rohmaterial erfolgen. Bei einigen Getreidearten,
insbesondere bei Gerste und Hafer, die groBere Mengen wasserldslicher MLG enthalten, kann
zudem der Einsatz von Enzymen sinnvoll sein, welche den Abbau der MLG bewirken,
beispielsweise Lichenase und/oder B-Glucosidase (Dervilly et al, 2002). Die WEAX werden
schlieBlich durch Zugabe von Ethanol aus dem wassrigen Extrakt prazipitiert (65 %
Endkonzentration (v/v)), gewaschen und getrocknet (Ganguli & Turner, 2008).

Der Grof3teil der AX ist aufgrund starker Wechselwirkungen mit Cellulose sowie kovalenter
FS-Crosslinks, die zwischen einzelnen AX-Strangen und zu anderen Zellwandkomponenten
auftreten konnen, wasserunldslich. Sie kommen anteilsmaBig vermehrt in den &duBeren
Schichten des Getreidekorns vor (Marcotuli et al., 2016). Fir die Extraktion der WUAX werden
bevorzugt alkalische Extraktionsverfahren eingesetzt, bei denen die Wasserstoffbricken-
bindungen zwischen AX und Cellulose aufgebrochen und die Esterbindungen zur FS gespalten
werden. Dadurch wird die Loslichkeit der AX deutlich erhdht. Die Wahl der Base und deren
Konzentration, als auch die eingesetzte Temperatur und Extraktionsdauer beeinflussen
entscheidend die Selektivitdt der Extraktion sowie die Ausbeute und Eigenschaften der
extrahierten AX. Es werden sowohl alkalische Ldsungen monovalenter Basen wie
Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid oder Natriumcarbonat, als auch divalenter Basen wie
Calciumhydroxid oder Bariumhydroxid eingesetzt. (Aguedo et al, 2014; Bender et al., 2017;
Gruppen et al., 1991; Reis et al,, 2015). Der Einsatz von Bariumhydroxid hat den Vorteil, dass
unldsliche MLG durch die Anwesenheit von Ba®*-lonen nicht solubilisiert werden, was zu einer
selektiven Extraktion von AX fihrt, wodurch die Ausbeute und Reinheit der PS erhoht wird
(Gruppen et al, 1991). In einigen Féllen werden den alkalischen Lésungen auch noch geringe
Mengen (2 %) an Wasserstoffperoxid zugesetzt (Escarnot et al., 2011; Maes & Delcour, 2002).
Dadurch werden bevorzugt Ligninstrukturen oxidiert und teilweise depolymerisiert, was zu
einer Lockerung der Zellwandmatrix und damit zu einer besseren Solubilisierung der WUAX
fuhrt (Zhan et al,, 2024). Bei der Wahl der Reaktionsbedingungen ist zu beachten, dass es unter
alkalischen Bedingungen zu einer Depolymerisierung der AX kommen kann. Dabei wird
zwischen der alkalischen Hydrolyse und dem alkaline peeling unterschieden. Im Zuge der
alkalischen Hydrolyse erfolgt die Spaltung glykosidischer Bindungen Uber reaktive
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Zwischenstufen. Durch die Deprotonierung der zur Acetalgruppe benachbarten
Hydroxygruppe kommt es zur Ausbildung eines reaktiven Epoxids. Dieses kann mit Wasser
reagieren, was zu einer Spaltung der glykosidischen Bindung fiihrt. Die Spaltung findet
bevorzugt zwischen Seitenketten und Rickgrat der AX statt, was zu einem Verlust der
Seitenketten wahrend der Extraktion flihren kann. Hierflr sind jedoch harschere Bedingungen
notwendig (pH > 12, hohe Temperaturen, lange Extraktionszeiten). Im Gegensatz dazu flhrt
das alkaline peeling zu einem sukzessiven Abbau des Xylanriickgrats ausgehend vom
reduzierenden Ende unter Abspaltung monomerer Xylp-Einheiten. Bei dieser Reaktion kommt
es zu einer Isomerisierung der Aldehydgruppe am C1 der reduzierenden Einheit zu einer
Ketogruppe an Position C2 Uber ein 1,2-Endiol als Zwischenstufe. Nach der Bildung eines
2,3-Endiols flhrt eine B-Alkoxy-Eliminierung zur Spaltung der glykosidischen Bindung an der
O4-Position des Ruckgrats, wodurch ein neues reduzierendes Ende entsteht, was wiederum
tautomerisieren kann (Henriksson et al, 2024). Die Reaktion wird durch Zugabe von
Natriumborhydrid (NaBH,) zur alkalischen Extraktionsldsung unterdriickt (Gruppen et al., 1991;
Reis et al., 2015). Dabei wird die reduzierende Einheit reduziert, wodurch kein 1,2-Endiol mehr
ausgebildet werden kann und es infolgedessen nicht mehr zu einem Abbau des Xylanriickgrats
kommt. Aufgrund der hohen Salzmengen, die bei der alkalischen Extraktion eingesetzt werden
bzw. nach Neutralisation entstehen, werden die extrahierten WUAX durch Dialyse aus dem
Extrakt isoliert, gegebenenfalls nochmal abzentrifugiert und schlieBlich gefriergetrocknet
(Escarnot et al., 2011; Maes & Delcour, 2002). Zur weiteren Steigerung der Extraktionseffizienz
konnen alkalische Extraktionsverfahren zusatzlich ultraschall- oder mikrowellenunterstitzt
durchgefiihrt werden (Janker-Obermeier et al, 2012; Jiang et al, 2019). Trotz der hohen
Ausbeute und Reinheit der isolierten AX, die durch alkalische Extraktionsverfahren erzielt
werden kdnnen, geht damit immer eine Abspaltung der estergebundenen FS einher, weshalb
diese Methoden nicht zur Analyse der nativen Struktur von FS-haltigen AX geeignet sind. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde daher auf eine alkalische Extraktion der AX aus dem
Zellwandmaterial verzichtet.

Die nach der Extraktion erhaltenen AX liegen typischerweise als heterogene Gemische
unterschiedlicher MolekilgréBen, Verzweigungsgrade und Substitutionsmuster vor. Zur
Gewinnung homogener und hochreiner Fraktionen werden im Anschluss haufig noch
|6slichkeitsbasierte Trennmethoden eingesetzt, wie die Fraktionierung durch eine gestufte
Ethanol- (Dervilly et al., 2000; Maes & Delcour, 2002) oder Ammoniumsulfatfallung (Izydorczyk
& Biliaderis, 1992). Durch eine schrittweise Erhéhung der Konzentration des Fallungsmittels
lassen sich Fraktionen mit variierenden Strukturmerkmalen isolieren. Typischerweise nimmt mit
steigender Ethanol- bzw. Ammoniumsulfatkonzentration das A/X sowie der Anteil an
substituierten Xylp zu. Eine direkte Korrelation zwischen dem durchschnittlichen
Molekulargewicht der AX und der Konzentration des Fallungsmittels konnte dagegen nicht
festgestellt werden (Dervilly et al,, 2000; Izydorczyk & Biliaderis, 1992; Maes & Delcour, 2002).
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3.3 Charakterisierung der Polysaccharide in den
Getreideballaststoffen

Die pflanzliche Zellwand ist ein hochkomplexes Polymernetzwerk, dessen mechanische
Stabilitdét und pflanzenphysiologischen  Funktionen maBgeblich durch die darin
vorkommenden Nicht-Starke-Polysaccharide bestimmt wird. Diese PS weisen eine ausgepragte
strukturelle Variabilitat auf, die sowohl von der Art, dem betrachteten Gewebe und vom
Entwicklungsstadium der Pflanze abhangig ist. Fir ein tieferes Verstandnis der Zellwand ist
daher eine detaillierte Analyse der Feinstruktur der beteiligten PS notig. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die in den Getreide-BS enthaltenen PS hinsichtlich ihrer Monosaccharid-
zusammensetzung sowie der vorliegenden glykosidischen Bindungstypen untersucht. Auf
dieser Basis konnten erste strukturelle Rickschlisse auf die in den BS-Proben enthaltenen AX
gezogen werden. Die Entwicklung enzymbasierter Profilingmethoden ermdoglichte darliber
hinaus eine selektivere und detailliertere Strukturanalyse von AX.

3.3.1  Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung nach Saurehydrolyse

Die Analyse der Monosaccharidzusammensetzung der Getreide-BS liefert erste Hinweise auf
die zugrunde liegenden PS-Strukturen. Glykosidische Bindungen lassen sich durch saure
Hydrolyse spalten, wodurch die monomeren Bestandteile freigesetzt werden. Da die
Monosaccharide prinzipiell aus verschiedenen PS stammen kdnnen, liefert die Analyse lediglich
Hinweise auf einen vorliegenden Polysaccharidtyp. Je nach Probenmaterial und den zu
erwarteten PS werden hierflr unterschiedliche saure Hydrolyseverfahren eingesetzt. Zur
Analyse der UBS, die typischerweise hohe Mengen an Cellulose enthalten, hat sich die
Schwefelsdaurehydrolyse nach Saeman et al (1945) als Standardmethode etabliert
(s. Arbeitsvorschrift 8.3.1). Dabei werden sowohl kristalline Cellulose als auch schwer
zugangliche, neutrale PS durch die Schwefelsdure aufgeschlossen. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass Polyuronsduren und Desoxyhexosen dabei nur teilweise erfasst werden (De Ruiter
et al, 1992; Willfor et al,, 2009). Fur die Analyse der PS aus den LBS kénnen mildere Reagenzien
wie verdlnnte Salzsaure oder Trifluoressigsaure (engl., Trifluoroacetic Acid, TFA) eingesetzt
werden. Insbesondere bei pektinreichem Material bietet sich eine Methanolyse mit
anschlieBender TFA-Hydrolyse an, die von De Ruiter und Mitarbeitern (1992) entwickelt wurde.
Die zweistufige Reaktion wird dabei in methanolischer Salzsdure (80 °C, 16 h) durchgefiihrt.
Durch die Protonierung des Sauerstoffs in der glykosidischen Bindung kommt es zur einer
positiven Polarisierung des anomeren Kohlenstoffs, der infolgedessen nucleophil von
Methanol angegriffen wird und stabile Methylglycoside bildet. Die freigesetzten
Methylglycoside kénnen im Anschluss durch TFA wieder in Monosaccharide umgewandelt
werden (121 °C, 1 h). Ein weiterer Vorteil der eingesetzten Hydrolysereagenzien ist, dass sie
durch Evaporation leicht zu entfernen sind (De Ruiter et al, 1992). Obwohl in
Getreidezellwanden lediglich geringe Pektinmengen (~ 5%) zu erwarten sind (Vogel, 2008),
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wurde die Methanolyse zur Bestimmung der Monosaccharidverteilung in den LBS-Proben
verwendet. Auch zur Charakterisierung des kommerziell erhdltlichen Weizen-AX wurde eine
Methanolyse durchgefiihrt, da nicht auszuschlieBen war, dass bei der Isolierung des AX geringe
Mengen an Pektinen mitextrahiert wurden (s. Arbeitsvorschriften 8.3.1).

Fur die Bestimmung der freigesetzten Monosaccharide stehen verschiedene Analysemethoden
zur  Verfigung. Klassischerweise wird die GC in  Kombination mit der
Flammenionisationsdetektion (FID) eingesetzt, die sich als Standardmethode zur Analyse von
Kohlenhydratgemischen etabliert hat (Albersheim et al, 1967; Blakeney et al., 1983; de Neef,
1969; Willfor et al, 2009). Aufgrund der geringen Fllchtigkeit der Monosaccharide ist eine
vorherige Derivatisierung der Analyten zu Trimethylsilylethern (de Neef, 1969) oder
Alditolacetaten (Albersheim et al, 1967) notwendig, was in einem erhdhten Zeitaufwand
resultiert. Zur Reduktion der Anzahl potenziell entstehender Derivate werden die
Monosaccharide vor der eigentlichen Derivatisierung mittels Natriumborhydrid zu
Zuckeralkoholen umgesetzt (Albersheim et al, 1967; Blakeney et al, 1983). GleichermaBen
muss fur die Analyse der Uronsduren deren Carboxylgruppe reduziert werden. Durch die
Kopplung der GC mit der MS lassen sich die derivatisierten Monosaccharide nicht nur anhand
ihres Retentionsverhaltens, sondern zusatzlich Uber ihre charakteristischen
Fragmentierungsmuster identifizieren (Sassaki et al., 2005). Die Quantifizierung erfolgt durch
Kalibrierung mit einem internen Standard (Sorbitol) oder Uber relative Responsefaktoren
(Sweet et al, 1975; Willfor et al, 2009). Analysemethoden, die auf einer Trennung der
Monosaccharide mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC, engl. High
Performance Liquid Chromatography) beruhen, werden ebenfalls eingesetzt. Die hohe Polaritat
der Monosaccharide sowie die fehlende UV/Vis- und Fluoreszenz-Absorption schranken
jedoch die Auswahl an mdglichen Trennsystemen und kompatiblen Detektionsmdglichkeiten
ein. Eine Trennung von Monosacchariden auf Umkehrphasen (C18) ist grundsatzlich moglich,
setzt jedoch eine vorherige Derivatisierung der Zucker voraus. Hierzu werden die
Monosaccharide haufig mit chromophoren Verbindungen wie 1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon
markiert, wodurch eine Detektion im UV-Bereich ermoglicht wird (Fu & Oneill, 1995). Allerdings
sind diese Verfahren durch einen erhdhten Arbeitsaufwand sowie eine eingeschrankte
Selektivitat und Trennleistung gekennzeichnet. Zur Detektion von Monosacchariden kénnen
auch ein Brechungsindex- (RI, engl. Refractive Index) oder ein Lichtstreudetektor (ELSD, engl.
Evaporative Light Scattering Detector) eingesetzt werden, die eine Analyse der Monosaccharide
im underivatisierten Zustand ermdglichen. Die RI-Detektion stellt eine einfache und
kostenguinstige Detektionsmdglichkeit fiir Kohlenhydrate dar, eignet sich jedoch ausschlieBlich
fur isokratische Trennungen (Chavez-Servin et al,, 2004). Zu den Nachteilen der RI-Detektion
zdhlen neben ihrer Anfalligkeit gegenliber Druck- und Temperaturschwankungen auch die
vergleichsweise geringe Empfindlichkeit. Bei der Detektion mittels ELSD wird die mobile Phase
durch ein Zerstdubergas (engl. nebulizing gas), meist Stickstoff, in kleine Tropfchen zerstaubt
und anschlieBend verdampft. Dabei bleiben die nicht-fliichtigen Analyten als Partikel zurick,
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an deren Oberflache das Licht gestreut wird, welches letztendlich gemessen wird. Der ELSD
erlaubt eine empfindliche und robuste Detektion nicht-flichtiger Substanzen und eignet sich
zudem fir komplexe Trennungen, die den Einsatz einer Gradientenelution erfordern. So wird
die Detektion mittels ELSD haufig in Kombination mit der Hydrophilen
Interaktionschromatographie (HILIC, engl. Hydrophilic Interaction Chromatography) verwendet,
wodurch eine wirksame Trennung und sensitive Detektion der Monosaccharide ermoglicht wird
(Karlsson et al,, 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die HILIC-ELSD zwar nicht zur Analyse
der  Monosaccharide  eingesetzt, jedoch  zur  Aufreinigung der isolierten
AXOS-Standardsubstanzen angewendet (s. Kapitel 3.4.2).

In den letzten Jahrzehnten hat sich HPAEC-PAD als bevorzugte Methode zur Analyse von
Kohlenhydraten etabliert. Durch die Kombination von HPAEC und PAD lassen sich sowohl
Mono- und Disaccharide, als auch OS gezielt voneinander trennen und anschlieBend mit hoher
Sensitivitdt und Selektivitat detektieren (Lee, 1990; Rohrer, 2012). Bei dieser Variante der
Anionenaustauschchromatographie erfolgt die Trennung der Analyten auf lonenaustausch-
prozessen an einer stationaren Phase aus quervernetztem Polystyrol, das mit positiv geladenen
quartaren Ammoniumgruppen funktionalisiert ist. Als mobile Phase wird Ublicherweise
verdinnte Natronlauge verwendet, bei komplexeren Trennproblemen wird alternativ auch ein
Gradient aus Natronlauge und Natriumacetat eingesetzt. Da der Kontakt der Eluenten mit
atmospharischem Kohlenstoffdioxid zur Bildung von Carbonaten flihren kann, die die
chromatographische Trennleistung signifikant beeintrachtigen kénnen, werden die Eluenten
unter Inertgasatmosphare, beispielsweise Stickstoff oder Helium, gelagert. Unter den stark
alkalischen Bedingungen (pH 12 - 13,5) liegen die Hydroxylgruppen der Kohlenhydrate
teilweise oder vollstandig deprotoniert vor, wodurch elektrostatische Wechselwirkungen mit
der stationdren Phase ermdglicht werden. Aufgrund von Unterschieden in den pKs-Werten, der
Anzahl und Position der Hydroxylgruppen und der Konformation der Zucker werden die
Analyten unterschiedlich stark von der stationaren Phase retardiert, wodurch sie zeitlich
getrennt voneinander eluieren. Im Anschluss an die chromatographische Trennung erfolgt die
Detektion mittels PAD, wobei die erhdhte Oxidierbarkeit der Zucker im alkalischen Milieu
ausgenutzt wird. Die Analyten werden an einer Goldelektrode oxidiert und der dabei
freiwerdende Elektronenstrom, der proportional zur Konzentration der Analyten ist, in
Coulomb gemessen. Durch Abfiihren des Elektronenstroms Uber eine Hilfselektrode wird das
angelegte Potential zwischen Arbeits- und Referenzelektrode konstant gehalten, wodurch eine
reproduzierbare Detektion der Analyten ermdglicht wird. Der elektrochemische Detektor
arbeitet zudem mit zyklischen Spannungspulsen, um Ablagerungen auf der Goldelektrode zu
verhindern. Nach der Oxidation der Analyten wird das Potential kurzzeitig erhéht, wodurch
organische Ablagerungen auf der Elektrodenoberflache vollstandig oxidiert werden. Durch
Absenken des Potentials werden die entstandenen Goldoxide im Anschluss wieder reduziert
und entfernt. Diese selbstreinigende Funktion ist essenziell fir die Signalempfindlichkeit
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(> 10 pmol) und -reproduzierbarkeit des PAD und tragt dartber hinaus entscheidend zur
Lebensdauer der Goldelektrode bei (Rohrer, 2012).

Die aus den Getreide-BS nach saurer Hydrolyse freigesetzten Monosaccharide wurden mittels
HPAEC-PAD bestimmt. Aufgrund der unterschiedlichen PAD-Response der Zucker wurde eine
externe Kalibrierung unter Zugabe einer internen Standardsubstanz (ISt) durchgefiihrt. Als ISt
eignet sich Ublicherweise eine Verbindung, die den Analyten in ihrer chemischen Struktur
ahnelt, jedoch natirlicherweise nicht in den untersuchten Proben enthalten ist. Fir die
Bestimmung der Monosaccharide wurde 2-Desoxy-D-Glucose eingesetzt.
Signalverdnderungen, die durch variierende Injektionsvolumina oder durch Matrixeinfllsse
entstehen, koénnen durch Quantifizierung Uber das Peakflachenverhaltnis zwischen
Monosacchariden und ISt teilweise kompensiert werden. Zudem dient 2-Desoxy-D-Glucose als
KontrollgréBe zur Uberwachung der Stabilitit des chromatographischen Systems. Die
einzelnen Analysenschritte zur Bestimmung der Monosaccharidverteilung konnen in der
Arbeitsvorschrift 8.3.1 nachgelesen werden.

3.3.2 Methylierungsanalyse zur Bestimmung der Bindungsverhaltnisse

Zur Untersuchung der glykosidischen Bindungspositionen in den PS der Getreide-BS,
insbesondere der AX, wurde eine Methylierungsanalyse durchgefihrt (s. Abbildung 12). Bei
dieser etablierten Standardmethode werden die aus den PS freigesetzten, derivatisierten
Monosaccharide, die Informationen Uber die jeweiligen Bindungspositionen enthalten,
zunachst mittels GC-MS strukturell aufgeklart. Die Bestimmung ihrer relativen Verhaltnisse
erfolgt anschlieBend durch die Analyse mittels GC-FID. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Methylierungsanalyse orientiert sich an der Methode nach Nunes et al. (2008),
die wiederum von der Arbeitsgruppe um Wefers (2015) angepasst wurde (s. Arbeitsvorschrift
8.3.2).

Die Permethylierung der freien Hydroxylgruppen der PS, welche nicht in glykosidische
Bindungen involviert sind, stellt den ersten Schritt der Methylierungsanalyse dar
(s. Abbildung 12). Unter Zugabe von frisch gemdrsertem Natriumhydroxid in Dimethylsulfoxid
(DMSO) in Anlehnung an Ciucanu und Kerek (1984) kommt es zu einer Deprotonierung der
Hydroxylgruppe, welche anschlieBend in einer elektrophilen Substitution mit dem Methyliodid
unter Austausch der Methylgruppe reagiert. Zur Vermeidung einer Untermethylierung werden
schwerl6sliche Proben haufig Uber Nacht in DMSO quellen gelassen bzw. wird der
Methylierungsschritt zweimal durchgefihrt (Pettolino et al, 2012). Das Vorkommen von
vollacetylierten Zuckeralkoholen im GC-Chromatogramm kann auf eine Untermethylierung
hindeuten. Bei Interesse an enthaltenen Uronsdauren muss deren Carboxylgruppe vor der
eigentlichen Methylierung reduziert werden, was einen zusatzlichen, zeitintensiven
Arbeitsschritt erfordert (Kim & Carpita, 1992). Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf die
Reduktion verzichtet, da in den Getreideproben lediglich geringe Mengen an GalA und GIcA
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Abbildung 12: Schematischer Ablauf der Methylierungsanalyse am Beispiel eines Ausschnitts aus einem
Arabinoxylan, in dem eine L-Arabinofuranose (Araf, griin) ber eine (1-3)-Bindung an eine D-Xylopyranose (Xylp,
schwarz) geknipft ist in Nachbarschaft zu einer unsubstituierten, 1,4-glykosidischen gebundenen Xylp-Einheit. t,
terminal; GC, Gaschromatographie; FID, Flammenionisationsdetektion; MS, Massenspektrometrie

zu erwarten waren und der Fokus auf der Substitution der AX mit Arabinose lag. Im nachsten
Schritt werden die glykosidischen Bindungen der permethylierten PS saurehydrolytisch
gespalten. Als Hydrolysereagenz wird 2 M TFA eingesetzt, welche anschlieBend durch
Evaporation wieder entfernt werden kann. Aufgrund der Mutarotation der freigesetzten Zucker
geht die Information Uber deren anomere Konfiguration (o/B) verloren. Nach der
Saurehydrolyse erfolgt eine Reduktion der partiell methylierten Monosaccharide zu
Zuckeralkoholen mit Natriumbordeuterid. Die dabei erfolgende Ring6ffnung fiihrt zum Verlust
der Information Uber die urspriingliche Ringform der Monomereinheiten. Natriumbordeuterid
hat den Vorteil gegenuber undeuteriertem Natriumborhydrid, dass die C1-Position
deuteriummarkiert wird, was zur massenspektrometrischen Unterscheidung mancher
Zuckerderivate notwendig ist. Beispielsweise fiihrt die Reduktion von 1,2-gebundener Xylp, die
in komplexen, FS-haltigen Seitenketten von AX (s. Kapitel 1.2.2.3) auftreten kann, und
1,4-gebundener Xylp aus dem Ruckgrat der AX zur Bildung von Produkten mit identischem
Substitutions- und Fragmentierungsmuster. Durch die Deuteriummarkierung sind die
entstehenden charakteristischen Fragmente von 1,2- und 14-Xylp teilweise um eine
Masseneinheit verschoben, was trotz Koelution beider Zuckerderivate eine Unterscheidung
ermoglicht (Bjorndal et al, 1970). Zuletzt werden die freigesetzten Hydroxylgruppen, die
urspriinglich am Ringsystem oder an glykosidischen Bindungen beteiligt waren, mit
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Acetanhydrid und 1-Methyimidazol als Katalysator acetyliert (Blakeney et al,, 1983). Auf diese
Weise werden partiell methylierte Alditolacetate (PMAA) erhalten, deren Flichtigkeit im
Vergleich zu den underivatisierten Monosacchariden deutlich erhoht ist. Da keine
Standardsubstanzen von PMAA zur Verfligung stehen, erfolgt die Zuordnung anhand der
Elutionsreihenfolge der PMAA sowie den charakteristischen Massenspektren nach Analyse
mittels GC-MS. Die Fragmentierung erfolgt mittels ElektronenstoBionisation (El), bei der
thermisch emittierte Elektronen durch ein zwischen Glihkathode und Anode angelegtes
Potential beschleunigt und unter Hochvakuumbedingungen mit einer definierten kinetischen
Energie von typischerweise 70 eV auf die Analytmolekdile treffen. Nach der lonisation der
Analyten kommt es durch Restenergie zu charakteristischen und gut reproduzierbaren
Fragmentierungsreaktionen. Demzufolge stellt die El eine harte lonisationstechnik dar. Dabei
treten Bindungsbriiche bevorzugt an Positionen auf, an denen zwei methoxysubstituierte
Kohlenstoffatome oder ein methoxysubstituiertes und ein acetoxysubstituiertes
Kohlenstoffatom benachbart zueinander liegen. Aus den dabei entstehenden
Primarfragmenten kdnnen sich anschlieBend weitere, strukturabhdngige Sekundarfragmente
bilden. Je nach Art und Position der Substituenten entstehen dadurch spezifische
Fragmentierungsmuster (Bjorndal et al, 1967). Durch Vergleich mit Literaturdaten bekannter
PS und OS sowie Onlinedatenbanken lassen sich die PMAA zuordnen (Bjorndal et al, 1967;
CCRC, 2007; Sassaki et al., 2005; Sims et al.,, 2018). Zur Bestimmung der molaren Verhaltnisse
der identifizierten PMAA werden Korrekturfaktoren angewendet, die auf der Effective Carbon
Response-Theorie basieren und von der Arbeitsgruppe um Sweet (1975) berechnet wurden. Fur
die GC-FID-Analyse werden zur GC-MS identische chromatographische Bedingungen
eingesetzt, welche in der Arbeitsvorschrift 8.3.2 ndher beschrieben sind.

3.4 Freisetzung und Isolierung von Oligosacchariden aus
Arabinoxylanen

In der Kohlenhydratanalytik etablierte Standardmethoden wie die Monosaccharidanalyse oder
die Methylierungsanalyse geben einen ersten Uberblick tiber die Struktur der AX. Sie liefern
jedoch keine Informationen Uber die Verteilung der Substituenten entlang des Riickgrats der
AX sowie dem Vorkommen von Nicht-Kohlenhydratkomponenten wie Hydroxyzimtsauren oder
Acetylgruppen. Profilingmethoden, die auf einer enzymatischen Freisetzung von OS aus
isoliertem Zellwandmaterial beruhen, die im Anschluss durch geeignete LC- oder LC-MS-
basierte sowie NMR-spektroskopische Verfahren analysiert werden, stellen schnelle und
reproduzierbare Verfahren dar, um einen tiefergehenden Einblick in die Feinstruktur von PS zu
gewinnen (Steck et al, 2021; Wefers & Bunzel, 2016a, 2016b). Zur Entwicklung derartiger
Methoden werden jedoch Standardsubstanzen von OS bendétigt, die meist nur begrenzt zur
Verfligung stehen. In einem aufwendigen Prozess werden diese aus der pflanzlichen Zellwand
isoliert (Schendel et al., 2015; Wefers et al, 2014). Fir eine moglichst umfassende Analyse der
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AX-Struktur werden daher aus ausgewahlten Ausgangsmaterialien durch Anwendung von
endo-Xylanasen sowohl (A)XOS als auch FAXOS in ausreichenden Mengen freigesetzt, die
anschlieBend isoliert, chromatographisch aufgereinigt und strukturcharakterisiert werden.
Hierzu geeignete Verfahren werden in den folgenden Kapiteln beschrieben.

3.4.1 Freisetzung von Oligosacchariden aus Arabinoxylanen

Zur Freisetzung von OS aus FS-haltigen AX konnen sowohl sdaurehydrolytische als auch
enzymatische Verfahren eingesetzt werden. Um zu verhindern, dass AX vollstandig zu
Monosacchariden abgebaut werden, sind die bei der Saurehydrolyse ausgewahlten
Bedingungen von besonderer Bedeutung. Schendel und Mitarbeiter (2015) haben auf Basis der
von Saulnier et al. (1995) beschrieben milden TFA-Hydrolyse (50 mM, 100 °C, 2 h) sowohl
komplexe, FS-haltige Seitenketten als auch FAXOS aus Weizenkleie isoliert. Die milde TFA-
Hydrolyse flihrt bevorzugt zur Spaltung der glykosidischen Bindungen zwischen den Araf-
Seitenketten und den Xylp-Einheiten des Ruickgrats und ermdglicht dadurch eine semiselektive
Freisetzung der Seitenketten. Esterbindungen zwischen Araf-Einheiten und Hydroxyzimtsauren
bleiben unter diesen Bedingungen weitestgehend stabil. Im Vergleich zur enzymatischen
Hydrolyse resultiert die saure Hydrolyse jedoch in einer Vielzahl an zufélligen Produkten und
kann auch zum Abbau einzelner Monosaccharide fihren. Aus diesen Griinden sowie in
Anbetracht dessen, dass FS-haltige, komplexe Seitenketten nicht im Fokus dieser Arbeit stehen,
wurde die enzymatische Hydrolyse zur gezielten Freisetzung von OS bevorzugt.

In Kapitel 1.3 wurde bereits ausfihrlich auf die Spezifitat von endo-B-(1—4)-Xylanasen aus den
GH-Familien 10 und 11 eingegangen, die die p-(1—4)-glykosidischen Bindungen im Riickgrat
der AX an bestimmten Positionen spalten. Dies flhrt zur Freisetzung von (A)XOS bzw. FAXOS
mit variablen DP und Substitutionsmustern (Gruppen et al, 1992¢; McCleary et al, 2015;
Schendel et al, 2015). Der Einsatz von GH10- bzw. GH11-Xylanasen ist jedoch dadurch
eingeschrankt, dass sie mindestens zwei bis drei uXylp-Einheiten zur Spaltung bendtigen,
wodurch héher substituierte Bereiche von AX unzugéanglich bleiben (Pollet et al, 2010). Eine
vielversprechende Alternative stellen GH5-Xylanasen dar, die gezielt diese hochsubstituierten
Strukturen abbauen kdnnen (Biely et al., 2016; Correia et al, 2011). Neben der Spezifitat der
Xylanasen ist auch die Beschaffenheit des Ausgangsmaterials von Bedeutung bei der Auswahl
der Enzyme. Bei isolierten Zellwandmaterialien, in denen die AX noch fest in den
Zellwandverbund eingebunden sind, empfiehlt sich zur Steigerung der Produktausbeute der
Einsatz von Enzymmischungen, die neben Xylanasen auch weitere zellwandabbauende Enzyme
enthalten. Driselase ist ein kommerziell erhéltliches Enzympraparat, das aus Pilzen der Gruppe
der Basidiomyceten gewonnen wird und neben endo-Xylanasen auch beispielsweise Cellulasen
bzw. B-Cellobiosidasen enthalt, die zum Abbau von Cellulose fihren. Da Driselase keine
FS-Esteraseaktivitat zeigt (Micard et al., 1994), ist es zur Isolierung von FAXOS aus pflanzlichen
Zellwandmaterialen geeignet (Bunzel et al, 2002; Schendel et al, 2015). Ein Nachteil der
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Verwendung von Enzymmischungen besteht darin, dass sie zur Bildung von zum Tell
unerwiinschten Produkten fiihren, die die chromatographische Aufreinigung der OS
erschweren. Endo-Xylanasen, die durch rekombinante Genexpression aus Mikroorganismen
wie Bakterien oder Hefen gewonnen werden, zeichnen sich durch eine hohe Reinheit aus und
zeigen wenige bis keine Nebenaktivitaten. Sie werden sowohl in Kombination mit bereits
aufgereinigten, wassrig oder alkalisch extrahierten AX eingesetzt (Courtin & Delcour, 2007;
Gruppen et al, 1992¢; McCleary et al, 2015) als auch direkt auf isoliertes Zellwandmaterial
angewandt (Ordaz-Ortiz et al., 2005; Schendel et al., 2016b). In Abhangigkeit des eingesetzten
Substrats werden dadurch tberwiegend die gewlinschten OS freigesetzt.

Fur die Isolierung von AXOS wurde das alkalisch extrahierte Weizen-AX (Megazyme) im
praparativen MafBstab in Reinstwasser geldst (~ 1g/80 mL). Es wurden jeweils zwei
Inkubationsansatze durchgefiihrt, bei der zum einen eine GH10-Xylanase der Firma Nzytech
(Clostridium thermocellum, EC 3.2.1.8, CtXyn10B) zugesetzt worden ist (560 U/g Substrat) und
zum anderen eine GH11-Xylanase der Firma Megazyme (Neoxallimastix patriciarum, EC 3.2.1.8,
E-XYLNP, 4000 U/g Substrat), um ein moglichst breites Spektrum an unterschiedlichen
Spaltungsmustern abzudecken. Beide Enzyme werden im Folgenden als XYLio bzw. XYL,
bezeichnet. Das AX wurde jeweils 4 h lang bei 75 °C (XYL10) bzw. 50 °C (XYL11) inkubiert und
der Enzymverdau durch Zugabe von Ethanol (60 % Endkonzentration, (v/v)) gestoppt. Eine zu
erwartende Prazipitatbildung von unverdautem polymerem Substrat blieb aus, was darauf
schlieBen lasst, dass das AX zum groBten Teil in niedermolekulare, Ethanol/Wasser-l6sliche
Bestandteile abgebaut worden ist. Auf die Zugabe von Puffersalzen, die sich stérend auf die
nachfolgenden Aufreinigungsschritte auswirken konnten, wurde verzichtet. Des Weiteren
wurde auch keine Anpassung des pH-Wertes vorgenommen. Da das pH-Optimum der
Xylanasen (XYL1o: pH 6,8; XYL11: pH 6) im neutralen bis schwach sauren Bereich liegt, wird der
Einfluss als gering eingeschatzt. Die genauen Hydrolysebedingungen von XYLio bzw. XYLi;
kénnen in der Arbeitsvorschrift 8.4.1 nachgelesen werden. Zuletzt wurden beide Hydrolysate
fur die weitere Isolierung und Aufreinigung eingedampft und schlieBlich gefriergetrocknet.

In Anlehnung an die Arbeiten von Schendel et al. (2015) und Bunzel et al. (2002) wurde zur
Freisetzung von FAXOS aus isolierten UBS von Roggenvollkornmehl ein Driselasepraparat
(Sigma-Aldrich) eingesetzt. Die UBS (~ 9 g) wurden dafir in Reinstwasser suspendiert
(~ 1g9/100 mL), etwa 1 g Driselase hinzugefligt und fiir 48 h bei 40 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Enzyme hitzeinaktiviert (92 °C) und unldsliche Rickstdnde abzentrifugiert bzw.
abfiltriert (s. Arbeitsvorschrift 8.5.1). Der Uberstand wurde entsprechend eingeengt.

Dariiber hinaus konnte bei der Isolierung weiterer FAXOS-Strukturen auf die Promotionsarbeit
von Daniela Schafer (2023) zuritickgegriffen werden. AX aus Mais besitzen grof3e Anteile an
komplexen, FS-haltigen Seitenketten wie FA, FAX und FAXG (Schendel et al., 2016a), sind jedoch
ohne vorherige Behandlung des Zellwandmaterials resistent gegeniiber einer enzymatischen
Hydrolyse mit endo-Xylanasen. Schafer (2023) hat aus isolierten UBS von Maiskdrnern
(insgesamt 90 g getrennt auf mehrere Ansatze) die beschriebenen Seitenketten durch eine
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milde TFA-Hydrolyse mit leicht angepassten Bedingungen (50 mM TFA, 95 - 100 °C, 20 min)
freigesetzt und im praparativen MaBstab isoliert und aufgereinigt. Dadurch hat sich die
Enzymzuganglichkeit des dabei zurlickbleibenden, unl6slichen Riickstands (~ 76 g) verbessert,
welcher nach wie vor groBe Mengen an FS-haltigen AX enthielt. Dieser wurde anschlieBend in
vollentsalztem Wasser mit einer thermostabilen GH11-Xylanase der Firma AB Vista
(Trichoderma reesei, EC 3.2.1.8, 1020000 BXU/qg) fiir 6 h bei pH 6,3 und 80 °C inkubiert. Diese
wird im weiteren Verlauf als XYLasv abgekirzt. Neben der Xylanaseaktivitat weist das Enzym
auch nicht standardisierte Nebenaktivitaiten wie [-Glucanase-, Mannanase- und
Cellulaseaktivitaten auf. Durch Aufkochen des Hydrolysats wurde die Xylanase inaktiviert. Der
nach Ethanolfillung (80 % Endkonzentration, (v/v)) gewonnene Uberstand, der neben FAXOS
auch (A)XOS enthalt, wurde anschlieBend weiter fraktioniert und aufgereinigt.

3.4.2 Isolierung und Aufreinigung von Arabinoxylooligosacchariden

Aufgrund der hohen Viskositat der aufkonzentrierten, enzymatischen Hydrolysate erfolgte eine
Vorfraktionierung der (A)XOS mittels praparativer GroBenausschlusschromatographie (SEC,
engl. Size Exclusion Chromatography). Als stationare Phase wurde eine Polyacrylamidphase
(Bio-Gel P2) eingesetzt, bei der die (A)XOS ausschlieBlich nach ihrem hydrodynamischen
Volumen im Wassrigen getrennt werden. Diese Art der SEC-Trennung wurde bereits mehrfach
fur die Fraktionierung von (A)XOS beschrieben (Gruppen et al., 1992c; McCleary et al, 2015;
Pastell et al., 2009). Der vom Hersteller angegebene Molekulargewichtsbereich liegt zwischen
100 bis 1800 Da, wonach (A)XOS bis zu einem DP von zehn getrennt werden kénnen (Gruppen
et al, 1992c). Die Saule mit einer Lange von 85 cm und einem Innendurchmesser von 2,6 cm
ermdglicht zudem, groBe Probenmengen aufzugeben. Jedoch enthalten die einzelnen
Fraktionen aufgrund der geringen Auflésung der Trennung meist mehrere (A)XOS mit zum Teil
unterschiedlichen DP, weshalb eine weitere Aufreinigung oftmals notwendig ist. Entgegen den
Herstellerempfehlungen, die wassrige Pufferlésungen als Elutionsmittel vorschlagen, wurde die
Bio-Gel-P2-Saule isokratisch mit Reinstwasser bei 40 °C betrieben, um eine Beeintrachtigung
nachfolgender Aufreinigungsschritte durch Salze auszuschlieBen. Die zeitliche Elution der
(A)XOS wird mit Hilfe eines RlI-Detektors erfasst. In festgelegten Zeitintervallen werden die
einzelnen Fraktionen durch einen Fraktionssammler aufgefangen und gemaB dem
Chromatogramm vereinigt (s. Arbeitsvorschrift 8.4.2).

Im Anschluss an die SEC folgten eine Reihe an HPLC-basierten, semipraparativen Verfahren, um
die (A)XOS-Fraktionen weiter aufzureinigen. Infolge der hohen Polaritat der (A)XOS sind
Umkehrphasen (RP, engl. Reversed Phase) mit unpolaren Modifikationen wie C18- oder
Phenyl-Hexyl-Phasen fir die Trennung von (A)XOS ungeeignet, da diese keine ausreichende
Retention ermdglichen. Da in der RP-HPLC mit wassrig-organischen Eluenten oder zum Teil
auch mit reinem Wasser gearbeitet wird, kommt es darliber hinaus zur Mutarotation des a-
und B-Anomers des reduzierenden Endes der OS, was zu einer Verbreiterung der Peakform bis
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hin zu Doppelpeaks fihrt (El Rassi, 1996). Aus diesen Grinden musste auf andere
Trennmechanismen zuriickgegriffen werden. Fiir polare Analyten eignen sich beispielsweise
HILIC-Saulen auf Silicagelbasis, die mit polaren funktionellen Gruppen wie Diolen,
Aminogruppen, Amiden oder Sulfobetainen modifiziert sind (Buszewski & Noga, 2012). Die
mobile Phase besteht aus Wasser mit hohen Anteilen an organischen Losungsmitteln
(70 - 80 %), die zur Kontrolle von pH-Wert und lonenstarke zusatzlich Puffersalze wie
Ammoniumacetat oder -formiat enthalten kann. Es wird allgemein davon ausgegangen, dass
die Trennung der polaren Analyten hauptsachlich durch deren Verteilung zwischen einer
wasserreichen, an der stationaren Phase immobilisierten Schicht und dem organischen Anteil
des Eluenten bestimmt wird. Die Voraussetzung fiir die Verwendung von HILIC-Phasen ist, dass
die Analyten in der jeweiligen FlieBmittelzusammensetzung 16slich sind. Insbesondere bei
Mischungen mit OS hoher Konzentration kann das Ausfallen der Analyten auf der stationaren
Phase zu Trennproblemen fihren. HILIC-Saulen wurden bereits zur analytischen Trennung von
(A)XOS-Gemischen eingesetzt (Juvonen et al,, 2019; Kouzounis et al., 2022).

Als Alternative zu HILIC-Phasen bieten sich auch Saulen aus porésem graphitischem
Kohlenstoff (engl. PGC, Porous Graphitic Carbon) an, die im Gegensatz zu klassischen RP-Saulen
keine gebundenen, funktionellen Gruppen enthalten, sondern aus einer spharischen
Graphitschicht aus hexagonal angeordneten Kohlenstoffen bestehen. Dabei basiert die
Trennung der Kohlenhydrate auf einer Kombination aus dispersiven Wechselwirkungen,
induzierten Dipolkraften sowie spezifischen Adsorptions- und Polarisationseffekten an der
Oberflache der Graphitschicht. Demzufolge wird die Retention an PGC-Phasen vor allem durch
die Polarisierbarkeit der Analyten sowie deren raumliche Struktur und Konformation bestimmt.
Es werden zu RP-Phasen vergleichbare Eluenten mit geringem organischem Anteil eingesetzt,
der wahrend des chromatographischen Laufs langsam gesteigert wird. Durch eine zusatzliche
Temperierung der Sdule auf 70 °C kann dartber hinaus der Einfluss der o/p-Mutarotation
minimiert werden (Westphal et al,, 2010).

Fur die Fraktionierung der AXOS wurde eine semipraparative HILIC-Saule (Waters) als auch eine
PGC-Saule (Thermo) mit Gradienten aus Wasser und Acetonitril eingesetzt (s. Arbeitsvorschrift
8.4.2). Aufgrund der stark unterschiedlichen Trennmechanismen bildeten beide Sadulen eine
ideale Erganzung zueinander, wodurch AXOS, die zuvor auf einer Sdule coeluierten,
anschlieBend auf der anderen Saule trennbar waren. Beide Saulen wurde mit einer
automatisierten Probenaufgabe und einem programmierbaren 16-Wege-Ventil kombiniert.
Aufgrund der Gradientenelution wurden die (A)XOS mittels ELSD detektiert. Bedingt durch die
hohen Flussraten (1,5 - 4,0 mL/min) musste das Eluat nach der chromatographischen Trennung
im Splitverhaltnis 1:20 aufgeteilt werden, wobei der gréRere Anteil durch das Ventil fraktioniert
wurde. Auf diese Weise wurden AXOS-Standardsubstanzen mit Mengen zwischen 1 und 9 mg
erhalten, von denen die meisten eine mittels HPAEC-PAD bestimmte Reinheit von mindestens
90 % aufwiesen.

49



3 Material und Methoden

Trotz HILIC- und PGC-Trennung konnte bei einzelnen, wenigen AXOS-Fraktionen noch nicht
die fur analytische Zwecke erforderliche Reinheit erreicht werden. Diese Fraktionen wurden im
Anschluss mittels einer semipraparativen HPAEC-S&aule (Thermo) weiter aufgereinigt. In Kapitel
3.3.1 wurde bereits die hohe Selektivitat und Trennleistung der analytischen HPAEC-PAD fir
Kohlenhydratgemische dargestellt. Die Anwendung praparativer HPAEC-Saulen zur
Fraktionierung von (A)XOS ist zudem in der Literatur beschrieben (Bowman et al, 2012;
Verbruggen et al, 1998). Da diese jedoch relativ teuer sind, werden sie im Vergleich zu
analytischen Saulen seltener eingesetzt. Die Aufreinigung der restlichen AXOS-Fraktionen lief
aufgrund eines programmierbaren Fraktionssammlers ebenfalls vollstandig automatisiert ab.
Gleiche Fraktionen wurden anhand des entsprechenden PAD-Chromatogramms miteinander
vereint. Um einen alkalisch induzierten Abbau der gesammelten AXOS (s. Kapitel 3.2.2) zu
vermeiden, wurden die Fraktionen unmittelbar nach der Aufarbeitung mit verdiinnter Salzsaure
neutralisiert. Aufgrund des hohen Salzeintrags folgte anschlieBend eine Abtrennung der Salze
Uber eine Festphasenextraktion (SPE, engl. Solid Phase Extraction) an nicht-porésem
graphitischem Kohlenstoff (nPGC, engl. Non-Porous Graphitic Carbon). Durch Waschen mit
Reinstwasser konnten die Salze sowie enthaltene Monosaccharide entfernt und im Anschluss
die OS mit Wasser/Acetonitril (50:50) von der Saule eluiert werden. Nach Abdampfen des
Acetonitrils wurden die aufgereinigten AXOS-Fraktionen schlieBlich gefriergetrocknet (s.
Arbeitsvorschrift 8.4.2).

3.43 Trennung der ferulasdurehaltigen von den ferulasdurefreien
Arabinoxylooligosacchariden

Der Anteil an FAXOS im enzymatischen Hydrolysat der Roggen-UBS ist im Vergleich zu den
restlichen FS-freien OS gering, weshalb diese zunachst mit Hilfe einer praparativen
Saulenchromatographie abgetrennt und aufkonzentriert worden sind (s. Arbeitsvorschrift
8.5.2). Als Saulenmaterial wurde Amberlite XAD-2 verwendet, bei dem es sich um ein zur
Aufreinigung von FAXOS haufig eingesetztes Polystyrol-Divinylbenzol-Harz handelt (Allerdings
et al, 2006; Bunzel et al, 2002; Schendel et al,, 2015). Die Trennung basiert auf hydrophoben
Wechselwirkungen sowie van-der-Waals-Kraften zwischen dem Sdulenmaterial und dem
aromatischen Ringsystem der FS. Monosaccharide und FS-freie OS werden dagegen nicht
zurtickgehalten, weshalb sie durch Waschen mit Wasser entfernt werden konnen. Im Anschluss
werden die FAXOS mit Wasser/Methanol (50:50) von der S&ule eluiert und das Saulenmaterial
mit Methanol gereinigt. Bei groBeren FAXOS mit einem hoheren DP kann es vorkommen, dass
die Wechselwirkungen mit dem Amberlite-XAD-2-Material zu schwach sind, da das polare
Kohlenhydratgerist Uberwiegt, weshalb diese oftmals in der wassrigen Fraktion enthalten sind.
Bunzel und Mitarbeiter (2002) berichteten von Anteilen der FAXOS in der wassrigen Fraktion
von 7 % nach saurer und bis zu 75 % nach enzymatischer Hydrolyse. Aufgrund der grof3en
Saulenkapazitat wurde sich dennoch fir dieses Saulenmaterial zur praparativen Aufreinigung
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der FAXOS entschieden Die FAXOS aus den enzymatisch behandelten Mais-UBS wurden
ebenfalls durch Amberlite XAD-2 abgetrennt und aufkonzentriert. Dieser Schritt wurde bereits
im Zuge der Promotionsarbeit von Daniela Schafer (2023) vorgenommen.

Fur die Entwicklung einer NMR-spektroskopischen Profilingmethode (vgl. Kapitel 4.3) wurde
eine getrennte Analyse der aus den Getreide-BS freigesetzten (A)XOS und FAXOS nach
enzymatischer Hydrolyse mit XYL1o und XYL11 angestrebt. Die gezielte Aufkonzentrierung der
FAXOS ist fir eine NMR-spektroskopische Analyse wiinschenswert und kann dartber hinaus
die Auswertung der Spektren erleichtern, da sich die Anzahl an zum Teil Uberlagernden
Signalen verringert. Eine auf Amberlite XAD-2 basierende praparative Sdulenchromatographie
erwies sich jedoch fiir eine quantitative Trennung beider Fraktionen als ungeeignet. Als
Alternative bietet sich die RP-HPLC an. Junker und Bunzel (2024) trennten enzymatisch
freigesetzte FS-freie und -haltige Arabino- und Galactooligosaccharide auf einer Phenyl-Hexyl-
Phase unter Anwendung eines Wasser/Methanol-Gradienten. Die Elution der FS-freien OS
wurde anhand ihres ELSD-Signals verfolgt, wahrend FS-haltige OS durch ein zusatzliches
UV-Signal bei 325 nm erkennbar waren. Die gesammelten Fraktionen konnten anschlieBend
mittels HPAEC-PAD getrennt voneinander analysiert werden. In Anlehnung an diese Arbeit
wurde eine entsprechende Methode fir (A)XOS und FAXOS etabliert, die eine getrennte
NMR-spektroskopische Analyse beider Fraktionen erméglichte (s. Kapitel 4.3.4).

3.44 Isolierung und Aufreinigung ferulasaurehaltiger
Arabinoxylooligosaccharide

Die von den FS-freien OS abgetrennten FAXOS aus dem Roggenhydrolysat wurden zunachst
nach ihrer GroBe Uber eine praparative SEC getrennt. Im Gegensatz zu den (A)XOS wurde als
Saulenmaterial ~ Sephadex  LH20-Material  eingesetzt, das aus quervernetztem,
hydroxypropyliertem Dextran aufgebaut ist, wodurch es sowohl hydrophile als auch liphophile
Eigenschaften aufweist. Wahrend die Trennung auf dem Bio-Gel-P2-Material ausschlieBlich auf
einem GroRenausschlussmechanismus beruht, kommt es bei dem Sephadex LH20-Material
zusatzlich zu Adsorptions- und Verteilungseffekten. Als Eluent wurde vollentsalztes Wasser
verwendet (Allerdings et al., 2006; Bunzel et al., 2002). Bei anspruchsvolleren Trennproblemen,
beispielsweise zur Trennung von monomeren, FS-haltigen Seitenketten und DFS-Sacchariden
kann die Elution auch stufenweise erst durch reines Wasser und anschlieBend mit
Wasser/Methanol (80:20) erfolgen (Allerdings et al, 2005). Die FAXOS wurden mit Hilfe eins
automatisierten Fraktionssammlers in festen Zeitintervallen aufgefangen und hinsichtlich ihres
UV-Chromatogramms (325 nm) verschiedenen Fraktionen zugeordnet und vereint (s.
Arbeitsvorschrift 8.5.2). Eine Sephadex LH20-Trennung wurde auch flr die FAXOS aus dem
Maishydrolysat durchgefiihrt (Schéfer, 2023). Die anschlieBenden Aufreinigungsschritte der
Sephadex-Fraktionen erfolgten in dieser Arbeit.
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Die hinsichtlich ihres DP getrennten FAXOS wurde mit Hilfe der semipraparativen HPLC unter
Verwendung einer C18-Phase (Wasser/Methanol-Gradient) und der zuvor beschriebenen
HILIC-Phase aufgereinigt. Auf die Problematik der o/B-Mutarotation auf RP-Phasen wurde
bereits in Kapitel 3.4.2 hingewiesen (El Rassi, 1996). Aufgrund mangelnder Alternativen (zu
starke Retention auf PGC-Phasen, alkalische Bedingungen bei der HPAEC) wurde sich dennoch
fur diese Art der Aufreinigung entschieden (s. Arbeitsvorschrift 8.5.2). Wahrend des gesamten
Isolierungsprozesses wurde stets darauf geachtet, die Fraktionen vor Licht zu schiitzen, um eine
cis/trans-Isomerisierung der FS zu verhindern. Die Mengen an isolierten und aufgereinigten
FAXOS-Standardsubstanzen variierten zwischen 0,7 und 55,4 mg, die eine mit RP-HPLC-UV
(325 nm) bestimmte Reinheit von mindestens 85 % aufwiesen.

3.4.5 Massenspektrometrische Analyse der isolierten Standardsubstanzen

Um erste Hinweise auf die Struktur der isolierten AXOS- und FAXOS-Standardsubstanzen zu
bekommen, wurde deren Monosaccharidzusammensetzung nach saurer Hydrolyse mittels
HPAEC-PAD (vgl. Kapitel 3.3.1) bestimmt. Da lediglich Xylp und Araf als monomere Bestandteile
zu erwarten waren, wurde ausschlieBBlich eine kurze TFA-Hydrolyse der gut |6slichen OS ohne
weitere Behandlung mit methanolischer Salzsaure durchgefihrt (s. Arbeitsvorschrift 8.6.1).
Anhand der molaren Verhaltnisse der freigesetzten Monosaccharide wurde das A/X bestimmt,
aus dem Aussagen uber den DS der OS abgeleitet werden konnten.

Die Bestimmung des Molekulargewichts der OS mit Hilfe massenspektrometrischer Analyse-
methoden stellte einen weiteren wichtigen Schritt in der Strukturaufklarung der OS dar. In
Kombination mit dem Verhaltnis der Monosaccharide lieferte der DP der OS Ruckschlisse auf
die konkrete Anzahl an beteiligten Xylp- und Araf-Einheiten. Fur die Analyse der AXOS wurde
die HPAEC-PAD in Kombination mit MS verwendet, die neben der Bestimmung der Reinheit
auch eine Bestimmung des Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses (m/z) der OS ermdglichte. Die in
der HPAEC eingesetzten Eluenten weisen eine hohe Salzkonzentration auf, wodurch eine
direkte MS-Kopplung erheblich erschwert wird. Um dennoch eine parallele Detektion mittels
PAD und MS zu ermdglichen, wird das Eluat nach der chromatographischen Trennung
aufgeteilt (s. Abbildung 13). Dabei wird ein Teil unmittelbar zum PAD geleitet, wahrend der
verbleibende Anteil vor der MS-Analyse einer Entsalzung unterzogen wird. Die Entsalzung
erfolgt mithilfe eines elektrolytisch regenerierenden Suppressors. Hierbei wird im Gegenstrom
Wasser elektrolytisch gespalten, wobei die entstehenden Hydroniumionen Uber eine
lonenaustauschermembran selektiv mit den im Eluat vorhandenen Natriumionen ausgetauscht
werden. Die im Eluenten zurtickbleibenden bzw. angereicherten Acetationen stéren die
nachfolgende MS-Analyse nicht. Um das MS-System zusatzlich zu schiitzen, wird durch einen
Leitfahigkeitsdetektor (CD, engl. Conductivity Detector) kontrolliert, ob die storenden Salze aus
dem Eluat entfernt worden sind. Zur Optimierung der lonisierungseffizienz wird dem entsalzten
Eluat von auBen eine geringe Menge Lithiumchlorid zugesetzt, um die gezielte Bildung von
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Abbildung 13: Schematischer Aufbau der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit paralleler
gepulst amperometrischer (PAD) und massenspektrometrischer (MS) Detektion. CD, Leitfahigkeitsdetektor;
H,0, Reinstwasser; LiCl, Lithiumchlorid; NaOAc, Natriumacetat; NaOH, Natronlauge

Injektion

Lithiumaddukten wahrend der lonisierung zu fordern. Die anschlieBende lonisierung der
Analyten, bei der vorrangig Quasimolekilionen [M+Li]* gebildet werden, erfolgt mittels
Elektronensprayionisation (ESI). Dabei handelt es sich um eine schonende lonisierungstechnik,
die den Ubergang geldster Analytionen in die Gasphase erlaubt und bei der es nur zu geringen
Fragmentierungen kommt, wodurch die Struktur der Analyten weitestgehend unbeeinflusst
bleibt. Bei der lonisierung groBerer Molektle (DP > 6) kann es jedoch vorkommen, dass sich
zweifache Lithiumaddukte mit doppelter Ladung bilden. Infolge der Ladungstrennung durch
das angelegte elektrische Feld kommt es an der Spitze der beheizbaren Kapillare zur
Ausbildung eines Taylor-Konus. Mit Hilfe eines Zerstaubergases wird aus dem Kegel ein feiner
Strahl stark geladener Tropfchen emittiert, der zur Gegenelektrode hin beschleunigt wird. Mit
fortschreitender Losungsmittelverdampfung kommt es zur Reduktion der TropfchengréBe und
schlieBlich zur Coulomb-Explosion unter Freisetzung der geladenen Analytionen. Der Zerfall
der geladenen Tropfchen wird auch als ,Droplet Jet Fission” bezeichnet. Obwohl letzteres
Phanomen bislang noch nicht vollstandig geklart ist, bieten theoretische Modelle wie das
.Charged-Residue”- und das ,lon-Evaporation“-Modell maogliche Erkldrungsansatze. Der
lonenstrom wird schlieBlich tUber eine Transferkapillare in den Massenanalysator geleitet. Der
Quadrupol separiert die ankommenden lonen nach ihrem m/z. Dieser besteht aus vier
quadratisch angeordneten Stabelektroden, zwischen denen sich die lonen auf stabilen bzw.
instabilen Bahnen bewegen. Dabei wird meist das Verhaltnis von Gleich- zu Wechselspannung
konstant gehalten, wahrend die absoluten Spannungsamplituden simultan erhoht werden.
Dadurch verschiebt sich das Stabilitatsfenster kontinuierlich zu héheren m/z-Werten, sodass
sukzessive lonen unterschiedlicher m/z den Quadrupol passieren kénnen. Der
Massenanalysator kann entweder im Full-Scan- oder im Selected-lon-Monitoring-(SIM-)Modus
betrieben werden. Im Full-Scan-Modus wird der gesamte m/z-Bereich nacheinander erfasst,
wodurch sich dieser Modus insbesondere zur Identifizierung von Verbindungen eignet. Mit
zunehmender GroBe des gescannten m/z-Bereichs verringert sich jedoch die Anzahl der pro
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Peak aufgenommenen Scans. Im SIM-Modus hingegen passieren ausschlieBlich lonen mit
vordefinierten m/z-Werten den Quadrupol. Da keine Zeit fur das Scannen analytisch
irrelevanter m/z-Bereiche aufgewendet wird, erhoht sich die Empfindlichkeit der Messung
deutlich.

Die Bestimmung des Molekulargewichts sowie eine stufenweise Fragmentierung der isolierten
FAXOS-Standardsubstanzen erfolgte durch Direktinjektion in eine lineare lonenfalle unter
Verwendung einer Spritzenpumpe. Lineare lonenfallen-Massenanalysatoren bestehen
ebenfalls aus einem Satz an Quadrupolstaben, die ein zweidimensionales Hochfrequenzfeld
erzeugen, sowie Endkappen, zwischen denen lonen Uber einen breiten m/z-Bereich
gespeichert werden kdénnen. Durch Potentialanderungen werden die lonen nacheinander aus
der Falle ausgestoBen und deren m/z in aufsteigender Reihenfolge detektiert. Die simultane
Speicherung und zeitliche Anreicherung von lonen vor der Detektion fiihrt zu einer héheren
Empfindlichkeit im Full-Scan-Modus im Vergleich zu einfachen Quadrupolen. GleichermafBen
fuhrt dies zu einer geringeren Toleranz gegentiiber stark matrixbehafteten Proben, in denen die
Detektion der in kleineren Mengen vorliegenden Analyten beeintrachtigt werden kann.
Daruber hinaus kdnnen lonen mit bestimmten m/z gezielt zurlickgehalten und mit Hilfe eines
Kollisionsgases Uber eine kollisionsinduzierte Dissoziation fragmentiert werden (entspricht
MS?). Dieser Vorgang kann mit den entstehenden Tochterionen wiederholt werden, was
wiederum zu einem MS3-Spektrum fiihrt. Theoretisch ist eine mehrfache Wiederholung dieses
Experiments moglich, was jedoch durch die Konzentration an Analytionen begrenzt wird. Die
Fragmentierungsmuster der OS in MS"-Experimenten geben Rickschlisse auf bestimmte
Substituenten und zum Teil auch auf deren Position im Molekil. Dabei kommt es sowohl zur
Spaltung von glykosidischen Bindungen als auch zur Spaltung innerhalb der Ringstruktur
(.Crossring-Fragmente”), was auf bestimmte Bindungspositionen hindeuten kann (Bauer, 2012;
Domon & Costello, 1988). Im positiven Modus bilden FAXOS groBtenteils Alkaliaddukte, wobei
Quasimolekilionen mit ubiquitar vorkommenden Natriumionen ([M+Na]*) das Spektrum
dominieren (Ruthes et al., 2017; Schendel et al.,, 2015). Fragmentierungsmuster der FAXOS im
negativen Modus wurde ebenfalls beschrieben (Wang et al,, 2009). Die Versuchsdurchfiihrung
sowie die spezifischen Bedingungen zur massenspektrometrischen Analyse der FAXOS-
Standardsubstanzen sind in der Arbeitsvorschrift 8.6.2 beschrieben.

Fur eine eindeutige Strukturaufklarung der isolierten Standardsubstanzen bedarf es neben der
Bestimmung der monomeren Bausteine und der Molekilmasse der Anwendung von
eindimensionalen und 2D-NMR-Experimenten. Diese werden im Folgenden vorgestellt.
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Das Prinzip der NMR-Spektroskopie beruht darauf, dass Kerne mit einem Eigendrehimpuls P
ein magnetisches Moment i erzeugen und demnach magnetische Dipole darstellen. Der
Zusammenhang zwischen beiden GréBen wird durch das gyromagnetische Verhaltnis y
beschrieben.

A=vyP Q)
Diese kernspezifische Konstante tragt unter anderem zur Nachweisempfindlichkeit eines
NMR-Experiments bei. Protonen und das *C-Isotop gehéren zu den NMR-aktiven Kernen und
besitzen beide eine Kernspinquantenzahl / = /2. Wahrend das Proton das mit Abstand haufigste
Wasserstoffisotop (~ 99,98 %) darstellt und somit fir die NMR-Spektroskopie von grofBer
Bedeutung ist, liegt das naturliche Vorkommen des 3C-Isotops etwa bei 1,1 %, wodurch die
Empfindlichkeit von 13C—NMR—Messungen deutlich reduziert wird. Atomkerne, die eine
Kernspinquantenzahl / gleich Null und folglich kein magnetisches Moment besitzen, werden in
der NMR-Spektroskopie nicht detektiert. Dazu zéhlt zum Beispiel das Kohlenstoff-Isotop '°C,
welches die Grundlage aller organischer Verbindungen bildet, wodurch deren
NMR-spektroskopische Analyse im Allgemeinen erschwert wird (Claridge, 2016).

Werden Atomkerne mit / = V2 in ein statisches Magnetfeld By gebracht, richten sich die Spins
entweder parallel oder antiparallel zur Richtung des externen Magnetfeldes aus. Die
Ausrichtungen entsprechen zwei Energieniveaus, die als a- und B-Zustand bezeichnet werden.
Durch den Einfluss des duBeren Magnetfeldes wird eine Prazessionsbewegung der Kerndipole
um die raumliche Achse des Magnetfeldes induziert, was in der klassischen Betrachtungsweise
einem Doppelkegel dhnelt. Die Frequenz der Prazession wird als Larmorfrequenz wo bezeichnet
und ist der magnetischen Flussdichte By proportional:

wo = -yBo/rad - s oder Vo = - ;_nBO/ Hz @)

Durch Absorption elektromagnetischer Strahlung kénnen Kerne ihren Energiezustand andern.
Dabei tritt nur dann Resonanz ein, wenn die Frequenz der elektromagnetischen Strahlung vo
der Larmorfrequenz entspricht. Die zugehdrige Energie ist gegeben durch:

hyB,
2T

AE = hvo = 3)

Hierbei bezeichnet h das Planksche Wirkungsquantum. Der Besetzungsunterschied ist gemal
der Boltzmann-Verteilung abhadngig von der Magnetfeldstdrke des externen Magnetfeldes By,
der Temperatur und dem gyromagnetischen Verhaltnis y der Spins. Im Gleichgewichtszustand
besteht ein geringer Besetzungsiiberschuss des energiearmeren a-Niveaus. Durch
Summierung aller magnetischen Kernmomente in einer Probe ergibt sich eine makroskopische
Magnetisierung Mo, die im Gleichgewichtszustand in Richtung des externen Magnetfeldes M,
ausgerichtet ist (Claridge, 2016).

55



3 Material und Methoden

Durch das Einstrahlen eines magnetischen Wechselfeldes B1 im Radiofrequenzbereich wird das
thermische Gleichgewicht gestort. Es kommt zur Auslenkung der makroskopischen
Magnetisierung Mo in Richtung der transversalen x'-y'-Ebene. Der Auslenkungswinkel © ist
dabei von der Amplitude B1 und der Impulsdauer 7, abhangig. Bei Anwendung eines 90°-Pulses
wird entsprechend transversale, detektierbare Magnetisierung erzeugt, die sich gemalB der
Larmorfrequenz wo um die z-Achse bewegt. Nach Abschalten des eingestrahlten Magnetfelds
B; kommt es zu Relaxationsprozessen, wodurch die transversale Magnetisierung abnimmt.
Hierbei werden entsprechend den Bloch-Gleichungen zwei Arten unterschieden. Die
longitudinale Relaxation bzw. Spin-Gitter-Relaxation beschreibt die Wiederherstellung der
urspriinglichen Besetzungsverhaltnisse zwischen den beiden Spinzustanden, wodurch die
makroskopische Magnetisierung wieder in Richtung der z-Achse ausgerichtet wird. Dies wird
durch die Ti-Relaxationszeit ausgedriickt. Dagegen stellt die transversale Relaxation, die auch
als Spin-Spin-Relaxation bezeichnet wird, die Dephasierung der Spins unter Verlust der
Phasenkohdrenz dar und wird durch die T,-Zeit beschrieben. Da die abklingende
Magnetisierung weiterhin mit der Larmorfrequenz wo um die z-Achse prazediert, wird in einer
Detektorspule ein oszillierendes Signal erzeugt, der sogenannte freie Induktionsabfall (FID*,
engl. Free Induction Decay), der Informationen Uber die Resonanzfrequenzen und -intensitaten
enthalt. Zur Darstellung eines NMR-Spektrums wird der FID* mathematisch tber eine Fourier-
Transformation aus der Zeitdoméne in die Frequenzdomane Uberfiihrt (Claridge, 2016).

In diamagnetischen Molekilen ist das lokal am Kernort wirkende Magnetfeld von der
chemischen Umgebung der Kerne abhangig. Demzufolge werden chemisch nicht-aquivalente
Kerne unterschiedlich stark abgeschirmt, wodurch sich unterschiedliche Resonanzfrequenzen
ergeben:

v = 21 (1 - 0)Bo @)
TT

Die Abschirmungskonstante o ist eine dimensionslose GroBe, die allein von der jeweiligen
elektronischen und magnetischen Umgebung der Kerne abhangt und nicht durch das duBere
Magnetfeld beeinflusst wird. Dagegen sind die Resonanzfrequenzen v der Kerne stets tber
die Resonanzbedingung (Gleichung (4)) mit der magnetischen Flussdichte By verknlpft. Aus
diesem Grund wird in der NMR-Spektroskopie die chemische Verschiebung &, die eine
dimensionslose GroBe darstellt, definiert. Sie beschreibt die Differenz zwischen der
Resonanzfrequenz eines Kerns und der einer Referenzsubstanz, ist unabhangig von der
Magnetfeldstarke und wird in ppm angegeben:

v -V
Ssubstanz = Zsubstanz ~ PReferenz ., 1 ()6 -
VReferenz

Die in geringen Mengen zur Messldsung zugesetzte Referenzsubstanz sollte chemisch inert
und gut I6slich im verwendeten Losungsmittel sein sowie ein einzelnes, nicht aufgespaltenes
Signal liefern. Zudem darf sie keine Wechselwirkungen mit der Probe eingehen und sollte
idealerweise auBerhalb des Signalbereichs des Analyten liegen. In dieser Arbeit wurde Aceton
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als Referenzsubstanz verwendet, da es aufgrund der sechs chemisch aquivalenten Protonen
ein einzelnes, klar getrenntes Singulettsignal liefert, im Wassrigen [8slich ist und nach der
Messung leicht durch Verdampfen entfernt werden kann (s. Kapitel 3.5.4).

3.5.1 Ein- und zweidimensionale NMR-Experimente zur Strukturaufklarung von
Oligosacchariden

Um ein vollstandiges Bild der Struktur der isolierten AXOS- und FAXOS-Standardsubstanzen zu
erhalten, war der Einsatz von ein- und zweidimensionalen NMR-Experimenten notwendig. Aus
diesem Grund wurde von jeder Standardsubstanz sowohl ein eindimensionales Protonen ("H)-
Spektrum, als auch eine Reihe an 'H-"*C-korrelierten 2D-NMR-Spektren aufgenommen. Die
strukturellen Erkenntnisse, die aus den jeweiligen Spektren abgeleitet werden konnten, fiihrten
in ihrer Gesamtheit zu einer vollstandigen Struktur im Hinblick auf die Ringform der beteiligten
Monomere, deren anomere Konfiguration sowie die jeweiligen Bindungspositionen. Von
zentraler Bedeutung bei der NMR-Analyse von OS ist die Wahl des Losungsmittels. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten NMR-Experimente wurden ausschlieBlich in reinem
Deuteriumoxid durchgefiihrt. Durch den Austausch von Protonen der leicht sauren
Hydroxygruppen mit Deuterium, werden in "TH-NMR-Experimenten lediglich die Signale der an
Kohlenstoffen gebundenen Protonen detektiert. Schendel und Bunzel (2022) berichteten von
einem Abbau FS-haltiger Seitenketten in Deuteriumoxid unter spontaner Spaltung der
Esterbindung. Als Alternative schlugen sie die Durchfiihrung der NMR-Analyse in DMSO-ds
vor, da die untersuchten Substanzen in diesem Losungsmittel Gber mehrere Wochen stabil
waren. Ein derartiger Abbau in Deuteriumoxid konnte fiir die isolierten FAXOS-Standard-
substanzen jedoch nicht beobachtet werden, weshalb die NMR-Messungen in Deuteriumoxid
erfolgten (s. Arbeitsvorschrift 8.6.3).

'H-NMR-Experiment

Die Durchfiihrung eines 'H-NMR-Experiments stellte den ersten, grundlegenden Schritt in der
Strukturaufklarung der OS dar. Zur Impulsanregung wurde ein 30°-Puls eingesetzt, wodurch
keine maximale Magnetisierung in der transversalen Ebene erreicht wird, jedoch benétigen die
Spins weniger Zeit, um in den Ausgangszustand zurlickzukehren. Durch die Wiederholung des
Pulsprogramms (Scanzahl = 64 - 256) kommt es zu einer Steigerung des Signal-zu-Rausch-
Verhaltnisses (S/N, engl. Signal-to-Noise-Ratio), da aufgenommene FIDs* akkumuliert werden,
wobei das S/N mathematisch mit der Wurzel der Scanzahl korreliert (Bharti & Roy, 2012).

Eindimensionale "H-NMR-Spektren von OS sind in der Regel durch eine hohe Signaliiber-
lagerung gekennzeichnet. Nur wenige Resonanzen lassen sich eindeutig einzelnen Protonen
zuordnen, wahrend der GroBteil der Signale als komplexe Multipletts erscheint. Besonders
diagnostisch sind jedoch die Signale der anomeren Protonen, die sich typischerweise im
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chemischen Verschiebungsbereich zwischen 4,3 und 5,9 ppm befinden und gegeniber den
Ubrigen Signalen der Ringprotonen deutlich ins Tieffeld verschoben sind. Diese Resonanzen
liefern zentrale Strukturinformationen Uber die beteiligte Monosaccharideinheiten und deren
glykosidische Verknipfungen. Beispielsweise variieren die anomeren Protonensignale der
Araf-Einheiten (8w = 5,2 - 5,4 ppm) in Abhangigkeit von der jeweiligen Bindungsposition zur
Xylp-Einheit (02, O3 oder O2+03) sowie von der Position der Xylp-Einheit innerhalb des OS
(terminale, nichtreduzierende oder interne Einheit).

Sowohl die (A)XOS als auch die FAXOS besitzen am nichtterminalen Ende eine reduzierende
Xylp-Einheit. Aufgrund der Mutarotation der Halbacetal-Gruppe stellt sich in wassriger Losung
ein Gleichgewicht zwischen der a- und B-Konfiguration der reduzierenden Xylp-Einheit ein.
Entsprechend erscheinen im "TH-NMR-Spektrum zwei separate Signale fiir das anomere Proton.
Dabei liegen die Resonanzsignale anomerer Protonen von a-Glykosiden im Vergleich zu denen
der B-Glykoside um etwa 0,3 - 0,7 ppm weiter im Tieffeld, was eine erste Unterscheidung der
Konfiguration ermdglicht (Agrawal, 1992). Zusatzlich wird das anomere Signal durch die
vicinale */u-Kopplung zwischen dem anomeren und dem dazu benachbarten Proton an
Position 2 zu einem Dublett aufgespalten. Die GroBe der Kopplungskonstante erlaubt eine
eindeutige Bestimmung der anomeren Konfiguration. Nach der Karplus-Beziehung
( = Jocos’p - 0,28) hingt die 3Jun-Kopplung vom Interplanarwinkel ¢ zwischen den
gekoppelten Protonen ab (Karplus, 1963). Im Falle der reduzierenden Xylp-Einheiten liegt die
Hydroxylgruppe an Position 2 in &quatorialer Orientierung vor, so resultiert fir ein
a-konfiguriertes anomeres Proton typischerweise eine Kopplungskonstante von etwa 3 - 4 Hz.
Dagegen weist ein B-konfiguriertes anomeres Proton aufgrund der trans-diaxialen Anordnung
eine groBere Kopplungskonstante von etwa 7 - 8 Hz auf (s. Abbildung 14).

312=%3-4Hz hp=%7-8Hz Abbildung 14: Kopplungskonstanten mit
® ~ 60° @ ~180° dazugehérigen Interplanarwinkeln ¢ fiir
HO H,o HO H,O die Kopplung zwischen dem anomeren
2 H OH und dem dazu benachbarten Proton (rot
HO oH |1 HO OH markiert) in einer a- und B-konfigurierten
OH H D-Xylopyranose
«o-D-Xylopyranose B-p-Xylopyranose

Zweidimensionale 'H,"*C-korrelierte Experimente

Im Gegensatz zu eindimensionalen Methoden wird in 2D-NMR-Experimenten eine zusatzliche
Frequenzdimension erhalten. Die in dieser Arbeit aufgenommenen Spektren reprasentieren
Korrelationen zwischen skalar gekoppelten Kernen. Jedes Signal ist durch eine spezifische
Intensitat sowie durch zwei Frequenzkoordinaten beschrieben, die beispielsweise den
chemischen Verschiebungen des detektierten Kerns und des Korrelationspartners entsprechen.
Infolgedessen erscheinen die Signale aufgeldst entlang zweier Frequenzachsen. 2D-NMR-
Experimenten lassen sich grundsatzlich in vier verschiedene Phasen einteilen: Praparation,
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Evolution, Mischphase und Detektion. Abbildung 15 zeigt den schematischen Aufbau eines aus
zwei Scans aufgebauten 2D-NMR-Experiments.

Erholzeit

D, t, t, tw tg D, t, t, tw tq
- 5 | B
| = : | —
| Préaparation | Evolution | Mischphase I Detektion I Préparation | Evolution | Mischphase I Detektion |

Abbildung 15: Aufbau eines aus zwei Scans bestehenden zweidimensionalen NMR-Experiments. D+, Wartezeit
zwischen zwei Scans; t;, Inkrementierungszeit; t,, Impulsdauer; tm, Mischzeit; t.q, Akquisitionszeit (modifiziert nach
Claridge, 2016; Fels, 2021)

Die durch den Impuls (t,) erzeugte transversale Magnetisierung prazediert wahrend der
Evolutionsphase unter dem Einfluss der chemischen Verschiebung sowie skalarer Kopplungen.
Um die zweite Frequenzdimension (F1) zu erhalten, wird die Evolutionszeit t; inkrementiert. Die
Verlangerung von t; erfolgt schrittweise, wobei nach jedem einzelnen Inkrement ein FID*
aufgezeichnet wird. Entsprechend ist fir jedes Inkrement eine erneute Wiederholung der
Pulssequenz notwendig. Eine hohe digitale Auflésung in der zweiten Dimension erfordert bei
gegebener spektraler Breite eine grofBe Anzahl an Inkrementen, wodurch sich jedoch auch die
Gesamtexperimentdauer erheblich verlangert. In der Mischphase kommt es infolge skalarer
Kopplungen zu einer Ubertragung der Magnetisierung (Koharenztransfer) zwischen den
Korrelationskernen. Im Anschluss wird die Magnetisierung als FID*-Signal erfasst, was der
direkten Frequenzdimension entspricht (F2). In der quantitativen NMR-Spektroskopie kommt
der Wahl des Di-Delays eine besondere Bedeutung zu (s. Kapitel 3.5.2). Da die Relaxation der
Kernspins nach Ende der Akquisitionszeit (t.g) noch nicht abgeschlossen ist, muss insbesondere
bei quantitativen Messungen darauf geachtet werden, dass zwischen einzelnen Scans ein
ausreichend langer Dj-Delay eingestellt wird, sodass die Kernspins vollstandig in den
Gleichgewichtszustand zurtickkehren konnen. Dies hat jedoch ebenfalls Einfluss auf die
Gesamtexperimentdauer (Claridge, 2016).

Fur die Strukturaufklarung organischer Molekdile ist die Abbildung von Korrelationen zwischen
3C-Kohlenstoffkernen und direkt gebundenen Protonen von zentraler Bedeutung. Derartige
Korrelationen Uber eine Bindung hinweg ('Jnc) kénnen durch das 'H,"C-HSQC-Experiment
sichtbar gemacht werden (s. Abbildung 16). Demnach lassen sich am Beispiel des A*X jeder
einzelnen Position im Kohlenstoffgeriist der Araf- und Xylp-Einheiten sowohl eine 'H- als auch
eine "*C-chemische Verschiebung zuordnen (im Falle von CH,-Gruppen werden zwei
Kreuzsignale beobachtet). Der Informationsgehalt von HSQC-Spektren ist mit dem klassischer
C,H-korrelierter Experimente vergleichbar. Durch die inverse Versuchsfiihrung, bei der die
Signale des empfindlicheren Protons anstelle des weniger empfindlichen Kohlenstoffkerns
gemessen werden, lasst sich jedoch eine deutlich héhere Sensitivitat erzielen. Dies flihrt in der
Praxis zu erheblich verkirzten Messzeiten ohne Verlust der Spektrenqualitdat. Im
HSQC-Spektrum ist die chemische Verschiebung der Protonen in der F1-Dimension (x-Achse)
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und jene der *C-Kerne in der F2-Dimension (y-Achse) dargestellt. Zusatzlich fiihrt die
Projektion des "H-Spektrums in die "*C-Dimension zu einer verbesserten spektralen Auflésung
der Korrelationssignale.

Monosaccharideinheiten innerhalb eines OS bilden jeweils in sich geschlossene Spinsysteme.
Das HSQC/Total Correlated Spectroscopy (TOCSY)-Experiment nutzt diese Eigenschaft aus,
indem es Korrelationen innerhalb eines gemeinsamen Spinsystems sichtbar macht und
dadurch die Zuordnung der C/H-Signale zu einzelnen Monosaccharideinheiten erleichtert
(s. Abbildung 16). Ausgehend von einem Startsignal, beispielsweise dem anomeren Proton,
lassen sich im HSQC/TOCSY-Spektrum sukzessive die weiteren C/H-Korrelationen derselben
Monosaccharideinheit verfolgen. Insbesondere in den Bereichen der Ringpositionen C2 bis C5
der Xylp-Einheiten ermdglicht dieses Experiment eine verbesserte Zuordnung der Signale im
Vergleich zum reinen HSQC-Spektrum.

HSQC HSQC/TOCSY
" H H H
H OH H OH
‘ 0 ‘ o
H/]ﬁ/ © H OH ©
H H H H
H
Hoq o OH o OH
- O 3 1_0_4
LH  OoH © OH °©
H H |1 H H H
H

Abbildung 16: Darstellung der fiir die Strukturaufkldrung isolierter Standardsubstanzen verwendeten
zweidimensionalen NMR-Korrelationsexperimente am Beispiel des Arabinoxylooligosaccharids A3X.
D-Xylopyranose (schwarz), L-Arabinofuranose (griin); HSQC, Heteronuclear Single Quantum Coherence; TOCSY, Total
Correlated Spectroscopy; H2BC, Heteronuclear 2-Bond Correlation; HMBC, Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Erganzend dazu zeigt das Heteronuclear 2-Bond Correlation (H2BC)-Experiment Korrelationen
von Protonen und protonentragenden Kohlenstoffen, die durch zwei kovalente Bindungen
getrennt sind (s. Abbildung 16). Ausgehend vom anomeren C/H-Signal lassen sich so
schrittweise die direkten Nachbarn tber %}i;c-Kopplungen identifizieren (Petersen et al., 2006).

Zur Bestimmung der Positionen glykosidischer Bindungen ist das Heteronuclear Multiple Bond
Correlation (HMBC)-Experiment von entscheidender Bedeutung. Im HMBC-Spektrum werden
C/H-Korrelationen Uber zwei bis maximal vier Bindungen hinweg detektiert, wodurch auch
Kopplungen Uber glykosidische Bindungen hinweg zwischen benachbarten Monosaccharid-
einheiten sichtbar werden (Bubb, 2003). Am Beispiel des A3X (s. Abbildung 16) kann durch die
gezeigte Korrelation zwischen dem C1 der terminalen und dem H4 der reduzierenden
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Xylp-Einheit entsprechend die (1—4)-Bindung nachgewiesen werden. Daruber hinaus deutet
die Korrelation zwischen dem H1 der Araf-Einheit mit dem C3 der tXylp auf eine Verkniipfung
der Araf Uber die O3-Position der tXylp hin.

3.5.2 Quantifizierung mittels ein- und zweidimensionaler NMR-Spektroskopie

In der Lebensmittelanalytik hat die quantitative 'H-NMR-Spektroskopie zunehmend an
Bedeutung gewonnen. Im Kontext sogenannter Metabolomics Studien hat sie sich als
leistungsfahige, schnelle und reproduzierbare Analysemethode zur simultanen Erfassung
zahlreicher Metabolite etabliert. In Kombination mit multivariater Datenauswertung kénnen so
Lebensmittelverfalschungen aufgedeckt, die geographische Herkunft bestimmt und Marker fir
die Authentizitat von Lebensmitteln identifiziert werden (Consonni & Cagliani, 2019). Da die
Signalflachen direkt proportional zur Anzahl angeregter Kerne sind, kann die Quantifizierung
direkt durch Zugabe einer ISt ohne die Aufnahme von Kalibrierkurven erfolgen, was einen
groBen Vorteil der "H-NMR-Spektroskopie darstellt (Bharti & Roy, 2012).

In Anlehnung an Steck und Mitarbeitende (2021) sowie Wefers und Bunzel (2016a) wurde die
'H-NMR-Spektroskopie zur Konzentrationsbestimmung der (A)XOS-Standardsubstanzen
eingesetzt. Hierbei erfolgte die Quantifizierung durch Zugabe von Acetanilid als ISt in fester
Konzentration zur Losung der Analyten in Deuteriumoxid. Acetanilid ist zur Quantifizierung
geeignet, da es eine hohe Reinheit aufweist, chemisch nicht mit den Analyten interagiert, nicht
flichtig oder hygroskopisch ist, kurze Relaxationszeiten besitzt und sich im ausgewahlten
Losungsmittel 16sen lasst (Rundlof et al,, 2014). Dartiber hinaus erzeugt die Methylgruppe von
Acetanilid ein separiertes und intensives Singulettsignal (&n = 2,17 ppm). Eine wichtige
Voraussetzung fir die korrekte Quantifizierung eines Analyten ist die vollstandige Relaxation
aller Spinsysteme vom angeregten Zustand in den Grundzustand. Der zwischen einzelnen
Scans eingestellte Di-Delay sollte daher mindestens das Fiinffache der T;-Zeit betragen. Ein D+
von 15s wurde als ausreichend fir die Quantifzierung der (A)XOS angesehen. Bei der
Prozessierung der "H-NMR-Spektren wurde fiir alle (A)XOS-Standardsubstanzen ein méglichst
einheitliches Vorgehen angewandt. Dies betraf insbesondere die Durchfiihrung der Integration
sowie der Basislinien- und Phasenkorrektur. Die Konzentrationsbestimmung der (A)XOS
erfolgte auf Grundlage ausgewshlter 'H-Resonanzsignale unter Anwendung der
nachfolgenden Gleichung (6):

. =c MW,X nISt,x Ax
x=Cist" > " —— °
Mwist  PHx  Aist

(6)

Hierbei stehen Mw,x und Mw,s: fir die Molekulargewichte der (A)XOS und des ISt in g/mol, nyx
und nw,st fir die Anzahl an Protonen, die die ausgewahlten Signale im NMR-Spektrum (bei
Acetanilid entsprechend drei Protonen) erzeugen, sowie A und As: fir die Flachen unter den
entsprechenden Resonanzsignalen (Rundlof et al,, 2014).
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Aufgrund von Signallberlappungen und der daraus resultierenden Komplexitat der Spektren
ist die "H-NMR-Spektroskopie nur bedingt zur Quantifizierung von Kohlenhydratgemischen
geeignet. Ein vielversprechende Alternative stellen hierfiir 2D-NMR-Experimente dar, die durch
die zusatzliche Dimension zu einer hoheren Auflosung der Signale und damit zu deutlich
weniger Signaliberlappungen fihren. In der Kohlenhydratanalytik werden vor allem
homonukleare 2D-Experimente wie TOCSY und Correlated Spectroscopy (COSY), hetero-
nukleare Experimente wie das HSQC-Experiment, sowie Experimente, die nach der Kopplungs-
konstante auftrennen (engl. J-resolved) fir quantitative Bestimmungen eingesetzt. Keines
dieser 2D-Experimente ist grundsatzlich besser zur Quantifizierung geeignet, weshalb die Wahl
von der jeweiligen analytischen Fragestellung abhingen sollte. 'H,"*C-korrelierte Experimente
weisen im Vergleich zu rein protonengekoppelten Methoden eine geringere Sensitivitat auf,
was sowohl auf die niedrigere natiirliche Isotopenhaufigkeit von C als auch auf dessen
reduziertes gyromagnetisches Verhaltnis (y13c ~ 0,25 - y1n) zurlickzufiihren ist. Dariber hinaus
sind langere Messzeiten erforderlich, da ein deutlich groBerer Bereich chemischer
Verschiebungen erfasst werden muss. Dagegen fiihrt die *C-Korrelation jedoch meist zu einer
besseren Trennung Uberlappender Resonanzsignale im Vergleich zu homonuklearen
Protonenexperimenten (Giraudeau, 2014).

In 2D-NMR-Spektren erfolgt die Quantifizierung durch Integration des Signalvolumens,
welches in der Praxis meist schwer abzugrenzen ist. Im Gegensatz zu eindimensionalen
NMR-Methoden, bei denen die Signalintensitat ausschlieBlich von der Anzahl aquivalenter
Spins und der Konzentration des Analyten abhangt, wird das Signalvolumen in
mehrdimensionalen  Experimenten von einer Vielzahl zusatzlicher proben- und
pulssequenzspezifischer Faktoren beeinflusst. Dazu zahlen unter anderem die longitudinalen
und transversalen Relaxationszeiten, homo- und heteronukleare Kopplungskonstanten,
Impulswinkel, Transferzeiten, Wartezeiten zwischen einzelnen Scans sowie off-resonance-
Effekte. Darliber hinaus wirken sich, wie auch bei eindimensionalen NMR-Experimenten,
externe Parameter wie Viskositat, Temperatur, pH-Wert oder Salzkonzentration auf die
Signalresponse aus. Die Gesamtheit dieser Abhangigkeiten erschwert die absolute
Quantifizierung von Analyten erheblich und wird im Folgenden durch einen unbekannten
Abschwachungsfaktor k zusammengefasst:

V =k (Ty, T, Jcn, Jun, delays, ...) -p-c- Vs (7)

Hierbei beschreibt p die Anzahl aquivalenter Kerne, ¢ die Konzentration des Analyten und Vs
das spezifische Signalvolumen. Neben der Anpassung der Pulssequenz, durch die die
Abhangigkeit von Kopplungskonstanten und/oder Relaxationszeiten aufgehoben wird, sowie
der theoretischen, computergestitzten Berechnung von k, werden zur Quantifizierung von
Kohlenhydraten mittels 2D-NMR vor allem Kalibrierfunktionen eingesetzt (Giraudeau, 2014).

Anwendungen quantitativer 'H,"?C-HSQC-Methoden zur strukturellen Analyse von PS werden
in der Literatur umfassend beschrieben. Sassaki und Mitarbeitende (2014) bestimmten die
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Monosaccharidzusammensetzung von Glucanen nach einer Saurehydrolyse durch Integration
anomerer Kreuzsignal der verschiedenen Monosaccharide. Durch die Erhéhung der Scanzahl
konnten Monosaccharide bis in den unteren mM-Bereich nachgewiesen werden, wobei die
Ergebnisse mit denen einer gaschromatographischen Bestimmung vergleichbar waren (Sassaki
et al, 2014). Unter Verwendung spezifischer HSQC-Markersignale entwickelten Schendel und
Bunzel (2022) ein semiquantitatives Verfahren zur Analyse FS-haltiger Seitenketten von AX, die
durch milde TFA-Hydrolyse aus Getreide-BS freigesetzt worden sind. Die Kalibrierung erfolgte
dabei mit isolierten Standardsubstanzen, wobei Koffein als ISt verwendet wurde. Die erzielten
Ergebnisse zeigten eine gute Ubereinstimmung mit denen einer HPLC-basierten Methode. Eine
ahnliche Vorgehensweise wurde auch zur semiquantitativen Bestimmung verschiedener
Strukturelemente von Arabinanen und Galactanen gewahlt, die auf der HSQC-Analyse
enzymatisch freigesetzter OS beruht (Wefers & Bunzel, 2016b). Aufgrund der begrenzten
Verfligbarkeit isolierter Standardsubstanzen wurde auf eine Kalibrierung verzichtet. Stattdessen
wurde ein Referenzsignal definiert, um die HSQC-Response der unterschiedlichen
Markersignale zu korrigieren. Auf diese Weise konnten Informationen zum Vorkommen
spezifischer Bindungspositionen gewonnen werden.

In Anlehnung an die HSQC-basierten Profilingmethoden von Schendel und Bunzel (2022) sowie
Wefers und Bunzel (2016b) wurde ein vergleichbares Verfahren zur semiquantitativen
Bestimmung verschiedener Strukturelemente von FS-haltigen AX entwickelt. Mit Hilfe isolierter
AXOS- und FAXOS-Standardsubstanzen konnten Markersignale im HSQC-Spektrum
identifiziert werden, die spezifisch ein bestimmtes Strukturelement der AX reprasentieren. Die
Korrektur der HSQC-Response erfolgte durch die Bestimmung relativer Responsefaktoren (RRF,
engl. Relative Response Factor) in Bezug zu einem Referenzsignal einer ISt in fester
Konzentration. Die Profilingmethode wurde im Anschluss auf enzymatische Hydrolysate
verschiedener Getreide-BS (UBS und LBS) angewandt (s. Kapitel 4.3.5). Durch eine vorherige
chromatographische Trennung der aus UBS freigesetzten (A)XOS und FAXOS (vgl. Kapitel 3.4.3)
konnte zudem eine getrennte Analyse beider Fraktionen erfolgen.

Sowohl zur Strukturaufklarung (s. Kapitel 3.5.1) als auch zur Quantifizierung im Rahmen der
entwickelten  Profilingmethode wurde ein phasensensitives, gradientenselektiertes
HSQC-Experiment ,hsqcedetgp” der Firma Bruker eingesetzt. Die zusatzliche
Phaseninformation ermdglicht die Differenzierung von CH/CHs- und CH,-Gruppen im HSQC-
Spektrum anhand positiver bzw. negativer Signalphasen. Dies erwies sich insbesondere bei der
Auswertung der HSQC-Spektren der Getreidehydrolysate (s. Kapitel 4.3.5) als vorteilhaft, da die
Multiplizitatseditierung der Signale neben der chemischen Verschiebung ein zusatzliches
Unterscheidungsmerkmal liefert und somit die Signalzuordnung erleichtert. Im Vergleich zu
einem konventionellen HSQC-Experiment ist die Experimentdauer der phasensensitiven,
gradientenselektierten Variante nur geringfligig erhéht, sodass der zusatzliche Zeitaufwand in
der praktischen Anwendung vernachlassigbar bleibt. Abbildung 17 zeigt den Aufbau der

+hsqcedetgp”-Pulssequenz.
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Abbildung 17: Darstellung der Pulssequenz ,hsqcedetgp” der Firma Bruker. Dabei werden folgende
Phasenzyklen angewendet: ¢1 = X, -X; ¢2 = X, X, -X, -X; ¢3 = 4(x), 4(-x). Die Wartezeit A wahrend des INEPT-Schrittes
entspricht A = 1/(4 Jcn). Phasenempfindlichkeit in der indirekten Dimension wurde durch die Echo-/Antiecho-
Koharenzordnungsselektion mit den zugehdrigen Gradientenverhéltnissen Gi1 =80 %, -80 % und Gz = 20,1 %,
20,1 % erhalten (modifiziert nach Fels, 2021). Dj, Wartezeit zwischen zwei Scans; INEPT, /nsensitive Nuclei
Enhancement by Polarization Transfer; tr, trim-Puls; DEC, Entkopplung

Zu Beginn wird durch einen 90°-Puls transversale Protonenmagnetisierung erzeugt, die sich
unter dem Einfluss der chemischen Verschiebung und heteronuklearen Kopplung Uber eine
Wartezeit A entwickelt. Wahrend der mittig platzierte 180°-Puls in 'H die chemische
Verschiebung wahrend der zweiten Wartezeit A refokussiert, kommt es durch den gleichzeitig
eingestrahlten 180°-Puls in "C zu einer Inversion der Prazissionsrichtung der
Protonenvektoren, wodurch sich die heteronukleare Kopplung weiterentwickeln kann. Die
anschlieBend vorliegende Antiphasemagnetisierung wird durch Einstrahlen von 90°-Pulsen von
den empfindlicheren Protonen auf die unempfindlicheren *C-Kerne (ibertragen. Dieser Schritt
wird auch als Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer (INEPT) bezeichnet und
stellt einen zentralen Bestandteil heteronuklearer 2D-Experimente dar. Wahrend der
Inkrementierungszeit t; entwickelt sich die chemische Verschiebung der indirekten Dimension,
die durch den 180°-Puls wieder refokussiert wird. Da wahrend der Evolutionsphase samtliche
Protonenmagnetisierung entlang der z-Achse ausgerichtet ist, findet keine Entwicklung
homonuklearer Jyx-Kopplung statt, wodurch Korrelationssignale in der indirekten Dimension
als einfache Singulett-Strukturen zu sehen sind. Die wihrend des INEPT-Schrittes nicht auf *C
Ubertragene Protonenmagnetisierung wird durch den ersten Gradienten der Echo-/Antiecho-
Selektion dephasiert und nicht wieder refokussiert. Im Vergleich zu einem Standard-HSQC-
Experiment kommt es durch den Einbau einer zusatzlichen Wartezeit und zweier
180°-Refokussierungspulse in beiden Dimension zu einer Multiplizitatseditierung der
Korrelationssignale im HSQC-Spektrum. SchlieBlich wird die Magnetisierung durch einen
weiteren INEPT-Schritt wieder auf die Protonen Ubertragen und durch den zweiten Gradienten
refokussiert, sodass letztlich Inphaseprotonenmagnetisierung detektiert wird (Claridge, 2016;
de la Vega-Hernandez & Antuch, 2015).
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Bei der Aufnahme der HSQC-Spektren wurde Non-Uniform Sampling (NUS) angewandt, bei
der ein zufdllig ausgewahlter Prozentsatz der regularen Datenpunkte aufgenommen wird,
wahrend die restlichen, fehlenden Datenpunkte durch mathematische Algorithmen
rekonstruiert werden. Durch dieses Prinzip lasst sich erheblich an Messzeit einsparen, ohne die
Auflésung der Signale und damit die Spektrenqualitat zu verschlechtern. Hierbei muss beachtet
werden, dass die Sampling-Rate nicht zu gering ist, da ansonsten der Anteil an Artefakten im
Spektrum stark zunimmt. Nach dem Nyquist-Theorem sollte die Sampling-Frequenz fs
mindestens doppelt so groB wie die Signalfrequenz sein (fs = V2 Vmax). Als
Rekonstruktionsverfahren wurde der compressed sensing-Ansatz gewadhlt (Bostock &
Nietlispach, 2017). Darliber hinaus fihrt ein abnehmender NUS-Anteil zu einer Verbesserung
des S/N, da bei der Aufnahme einer geringeren Anzahl von Datenpunkten statistisch weniger
Rauschen aufgenommen wird (Palmer et al, 2015). In dieser Arbeit wurde ein NUS-Anteil von
50 % fur die HSQC-Experimente gewabhlt, da hier kein erkennbarer Verlust an Spektrenqualitat
im Vergleich zu einem uniform aufgenommenen Spektrum festgestellt werden konnte. Auf
diese Weise konnte die Messzeit bis um die Halfte reduziert werden.

3.5.3 Inversion-Recovery-Experiment zur Bestimmung der T1-Relaxationszeit

Wie bereits erwahnt kommt der Wahl des D1-Delays in der quantitativen NMR-Spektroskopie
eine besondere Rolle zu. Da die Akquisitionszeiten bei 2D-NMR-Experimenten deutlich kleiner
sind als bei einem "H-NMR-Experiment, muss fiir eine ausreichende Erholzeit der D+-Delay
entsprechend angepasst werden. Eine Verlangerung der Akquisitionszeit in der direkten
Dimension ist zwar mdglich, fihrt jedoch aufgrund der wahrend der Detektion eingesetzten
3C-Breitbandentkopplung zu einem erhdhten Energieeintrag in Probe und Sonde. Die daraus
resultierende thermische Belastung ist insbesondere beim Einsatz von Kryoprobenk&pfen
problematisch, da deren Kuhlleistung starker beansprucht wird. Daher wird die Erholzeit in der
Praxis bevorzugt uber eine Verlangerung des Di-Delays realisiert. Fir die Auswahl des
Di-Delays fir die HSQC-basierte Profilingmethode wurden daher die longitudinalen
Relaxationszeiten der (A)XOS mithilfe des Inversion-Recovery-Experiments ermittelt (s.
Abbildung 18).

Durch einen 180°-Puls werden die Besetzungszahlen zwischen a- und B-Zustand umgekehrt,
das heiBt die Richtung der Magnetisierung wird invertiert. Wahrend der Wartezeit 7, die im
Laufe des Experiments inkrementiert wird, findet longitudinale Relaxation statt, wodurch sich
der Gleichgewichtszustand wieder einstellt. Nach jedem Inkrementierungsschritt wird die
Magnetisierung durch den 90°-Puls in die transversale Ebene gelenkt und als FID* gemessen.
Die Wiederherstellung der Gleichgewichtsmagnetisierung folgt dabei einer Kinetik 1. Ordnung
und kann durch folgende Gleichung beschrieben werden:

L@ =l (1-2-e™ ®)
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Hierbei steht /, fir die Signalintensitat zum Zeitpunkt T und /o bildet die maximal messbare
Intensitat ab. Durch eine graphische Auftrag von I, kann am Nulldurchgang (T = T; - In(2))
schlieBlich der Wert fiir T; abgelesen werden (Claridge, 2016).

180, 90

H A AAAn

z

z z
V 180, , T T
RF-Puls y y y y >y
X X X X X
T=0

T=T,-In(2) T>5-T,

Abbildung 18: Darstellung der Pulssequenz des Inversion-Recovery-Experiments (oben). D;, Wartezeit
zwischen zwei Scans; T, Wartezeit zwischen den Pulsen zur Relaxation. Darstellung der Impulsfolge anhand des
Vektormodells (unten). Die makroskopische Magnetisierung (blauer Pfeil) wird durch den 180°-Puls (roter Pfeil)
zunachst umgekehrt. Wahrend der inkrementierten Wartezeit 7 kehrt sie infolge longitudinaler Relaxation wieder in
den Gleichgewichtszustands zuriick. Der darauffolgende 90°-Puls lenkt die Magnetisierung anschlieBend in die
transversale Ebene, sodass das FID-Signal gemessen werden kann (modifiziert nach Claridge, 2016). /,, Intensitat
zum Zeitpunkt T; o, maximale Intensitat; Ty, longitudinale Relaxationszeit, RF, Radiowellenfrequenz

3.5.4 Prozessierung der NMR-Spektren

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten NMR-Experimente erfolgten unter Verwendung von
Aceton als Referenzsubstanz, das in Deuteriumoxid eine chemische Verschiebung von
2,22 ppm fir 'H und 30,89 ppm fiir *C aufweist (Gottlieb et al, 1997). Es wurde eine
automatische Basislinienkorrektur durchgefiihrt. Die Phasenkorrektur nullter und erster
Ordnung erfolgte anschlieBend manuell anhand ausgewahlter Korrelationssignale, die
verschiedene Bereiche des Spektrums reprasentieren.

Bei der Prozessierung von NMR-Spektren kann zur Verbesserung der Spektrenqualitat ein zero
filling angewandt werden. Hierbei wird der FID* klnstlich durch Datenpunkte der Amplitude
Null verlangert, ohne dass dem Spektrum neue Informationen hinzugefligt werden. Durch die
Erhdhung der Anzahl der Datenpunkte verbessert sich die digitale Auflésung. Dartiber hinaus
nimmt auch das S/N ab, da anteilsmaBig weniger Rauschen vorhanden ist (Claridge, 2016).

Insbesondere bei 2D-Experimenten féllt der FID* bedingt durch die kurzen Akquisitionszeiten
nicht auf null ab, weshalb hier oftmals zur Vermeidung sogenannter truncated FID*s ein linear
prediction durchgefiihrt wird. Durch eine Linearkombination kénnen die Werte der restlichen
Datenpunkte aus den Informationen der bereits aufgenommen Datenpunkte abgeschatzt
werden (Claridge, 2016). Dieses Verfahren liefert eine wesentlich bessere Annaherung als das
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zero filling und wurde flr beide Dimensionen verwendet. Die Wahl der Koeffizientenanzahl fir
die Linearkombination erfolgte in Abhangigkeit von der Anzahl an vorhandenen Signalen im
Spektrum. Im Zuge des linear prediction wurde die Datenpunktzahl des real aufgenommenen
Spektrums verdoppelt.

Durch sogenannte window functions werden bestimmte Bereiche des FIDs* gezielt gewichtet,
um entweder die Empfindlichkeit oder die Auflésung zu verbessern. Die Anwendung einer
exponentiellen Gewichtungsfunktion fihrt beispielsweise zu einem schnelleren Abklingen des
FIDs*. Dadurch wird zwar das S/N verbessert, jedoch kommt es auch zu einer
Linienverbreiterung. Da in dieser Arbeit der Fokus primar auf der Verbesserung der digitalen
Auflésung lag, wurde eine quadratische Sinusfunktion (QSINE) eingesetzt, die eine glocken-
formige Kurve abbildet. Der in beiden Dimensionen verwendete Wert von zwei fiir den Sine
Bell Shift (SSB) bewirkt eine Phasenverschiebung der Funktion um 90° (180°/SSB), wodurch
insbesondere der mittlere Bereich des FIDs* starker gewichtet wird, was zu einer verbesserten
Auflosung fuhrt.
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3.6 Entwicklung einer HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Entwicklung einer HPAEC-PAD-basierten
Profilingmethode zur semiquantitativen Bestimmung enzymatisch freigesetzter (A)XOS,
anhand derer Rlckschlisse auf die AX-Struktur verschiedener Getreidearten gezogen werden
kénnen. In der Literatur werden zahlreiche Anwendungsbeispiele der HPAEC-PAD zur Analyse
von (A)XOS beschrieben (Bhattacharya et al,, 2020; Joyce et al, 2023; McCleary et al, 2015;
Ordaz-Ortiz et al, 2005). Aufgrund der variierenden PAD-Response ist die Aufnahme von
Kalibrierkurven eine notwendige Voraussetzung fur die zuverldassige Quantifizierung von
(A)XOS (Joyce et al, 2023). Derartige Ansatze beruhen jedoch meist auf einer begrenzten
Auswahl an kommerziell erhaltlichen Standardsubstanzen, die nur bestimmte Abschnitte der
AX-Struktur reprasentieren. Die isolierten AXOS-Standardsubstanzen kdnnen zur quantitativen
Erfassung von bisher nicht abgebildeten Abschnitten des AX eingesetzt werden. In Anlehnung
an die enzymatischen Profilingmethoden von Wefers und Bunzel (2016a) sowie Steck und
Mitarbeitenden (2021) wurde daher eine dazu vergleichbare Methode fir (A)XOS entwickelt,
die sowohl kommerziell erhaltliche als auch isolierte Standardsubstanzen umfasst. Die
instrumentelle Erweiterung der HPAEC-PAD durch die simultane MS-Detektion (s. Kapitel 3.4.5)
erlaubt dartber hinaus sowohl bekannte als auch unbekannte Analyten anhand derer m/z zu
charakterisieren. Neben dem m/z wurden zu weiteren Identifizierung auch relative
Retentionszeiten (RRT, engl. Relative Retention Time) der (A)XOS in Bezug zu einer ISt bestimmt,
die im Gegensatz zu Retentionszeiten stabil gegen einen FlieBmittelwechsel oder eine zeitliche
Anderung des FlieBmittelzustands sein sollten. Da insbesondere die isolierten und
aufgereinigten AXOS nur in geringen Mengen (wenige Milligramm) vorlagen, wurden fir die
Quantifizierung der (A)XOS RRF unter Verwendung der ISt ermittelt. Die Profilingmethode
wurde dazu genutzt, (A)XOS, die durch enzymatische Hydrolyse der Getreide-BS (UBS und LBS)
mit XYL und XYL41 freigesetzt wurden, sowohl qualitativ als auch quantitativ zu erfassen. Aus
den molaren Anteilen der OS konnten schlieBlich Informationen Uber die Feinstruktur der
enthaltenen AX abgeleitet werden. Eine detailliertere Methodenentwicklung und -validierung
wird in Kapitel 4.2 beschrieben.
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In den folgenden Kapiteln wird zundchst auf die Isolierung und strukturelle Charakterisierung
der AXOS- und FAXOS-Standardsubstanzen eingegangen, die fir die Entwicklung der
chromatographischen und NMR-spektroskopischen Profilingmethode notwendig waren. Im
Anschluss werden die Entwicklung, Validierung und Anwendung der HPAEC-PAD/MS-
Profilingmethode zur strukturellen Charakterisierung verschiedener Getreide-AX dargestellt,
wodurch tiefere Einblicke in das Substitutionsmuster der AX mit Araf-Einheiten gewonnen
werden konnten. Zuletzt werden notwendige Schritte zur Etablierung eines HSQC-basierten
Profilings verschiedener Strukturelemente des AX dokumentiert und die Ergebnisse mit denen
der HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode und der Methylierungsanalyse verglichen.

4.1 Isolierung und Charakterisierung von Standardsubstanzen

4.1.1  Charakterisierung der Ausgangsmaterialien

Zur Charakterisierung der fur die Isolierung der AXOS- und FAXOS-Standardsubstanzen
verwendeten Ausgangsmaterialien (s. Kapitel 3.1 und 3.4) wurden die enthaltenen
Polysaccharidstrukturen mittels Monosaccharid- und Methylierungsanalyse untersucht. Da es
sich bei dem alkalisch extrahierten Weizen-AX um ein |6sliches PS handelte, wurde zur
Bestimmung der monomeren Zusammensetzung eine Methanolyse verwendet. Die PS in den
UBS aus Roggen und Mais wurden mit Hilfe einer Schwefelsaurehydrolyse gespalten. Da die
Mais-UBS fiir eine bessere Enzymzuganglichkeit zundchst durch eine milde TFA-Hydrolyse
vorhydrolysiert wurden (Schafer, 2023), erfolgte im Zuge der Methylierungsanalyse eine
getrennte Betrachtung der Bindungspositionen vor und nach der TFA-Hydrolyse. Dadurch
konnte besser abgeschatzt werden, inwiefern enthaltene Seitenkettenstrukturen bereits
abgebaut worden sind. Die Ergebnisse der Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung
sowie der Bindungspositionen sind in Abbildung 19 bzw. Tabelle 2 zusammengefasst.

100 -
80 1 41,8 35,1 Glucuronséure
| B Galacturonsiure
60 4
] H Xylose

40 - B Mannose

] M Galactose
20 - Arabinose
31,0
- B Glucose
0

Weizen AX Roggen UBS Mais UBS

Molare Anteile / mol%

Abbildung 19: Monosaccharidzusammensetzung (mol%, n = 3) der zur Isolierung von Standardsubstanzen
eingesetzten Ausgangsmaterialien nach Methanolyse bzw. Schwefelsdurehydrolyse. Bei den Ergebnissen der
UBS aus Mais handelt es sich um unveréffentlichte Daten aus der Promotionsarbeit von Daniela Schafer (2023). AX,
Arabinoxylan; UBS, unlésliche Ballaststoffe
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Tabelle 2: Ergebnisse der Methylierungsanalyse der fiir die Isolierung von Standardsubstanzen eingesetzten
Ausgangsmaterialien (mol% * Range/2, n = 2). Die mit milder Saurehydrolyse vorbehandelten, unldslichen
Ballaststoffe (UBS) aus Mais sind mit einem ,*" markiert. Araf, Arabinofuranose; Arap, Arabinopyranose; AX,
Arabinoxylan; Galp, Galactopyranose; Glcp, Glucopyranose, Manp, Mannopyranose; PMAA, partiell methylierte
Alditolacetate; Xylp, Xylopyranose

PMAA Weizen AX Roggen UBS Mais UBS Mais UBS*

Ara t-Araf 26,5+0,3 123 +£00 16,1+ 0,1 75+0,1

1,2-Araf 1,3+00 08 +£0,1 08 +0,0 1.3+0,1

1,3-Araf 02+0,0 1,1+01 09+00 12 +£0,1

1,5-Araf/1,4-Arap 0,7+0,0 1,7+0,2 32+00 1,5+0,0

1,2,3,5-Araf 02 +£0,0 06+£0,2 0,1+0,0 0,1+0,0

Summe 28,9 +0,3 16,5 + 0,6 21,1+ 0,1 11,6 £ 0,3

Xyl t-Xylp 21+03 24102 23+0,1 4,0 + 0,1

1,4-Xylp 399+09 26,7 £ 0,5 6,0+ 0,0 141+ 04

1,2,4-Xylp 14+02 0900 24 0,0 3301

1,3,4-Xylp 13,1 £ 0,1 69 +0,3 12,1 £0,1 7604

1,2,3,4-Xylp 143 £ 0,0 51+05 6,1+0,2 30+0.2

Summe 70,8 £ 1,5 420+ 15 289+ 04 32,0 £1,2

Glc t-Glep 0,1+0,0 1,6 £0,.2 1,7+00 16 £0,1

1,3-Glep 0,1+0,0 48 £ 0,2 20+0,2 22+0,2

1,4-Glcp 0,1+0,0 27,5+ 0,7 37,1 £ 01 42,5+ 1,3

1,4,6-Glcp - 12+03 2,100 2,7 +0,1

Summe 0,3+00 351+14 429 + 0,3 49,0 + 1,7

Gal t-Galp 0,1+0,0 09+0,1 1,8 +0,1 23+0,1

1,3-Galp 0,1+£00 02 +0,0 07+0,0 0700

1,4-Galp - 1,9 +£0,1 1,6 £0,0 1,8 £0,1

1,6-Galp - 0,1+00 0,1+00 02 +0,0

1,3,6-Galp - 06 +0,5 0200 0300

Summe 0,2 +0,0 3,7+0,7 44 + 0,1 53+0,2

Man t-Manp - 03+02 02 +0,0 01+0,0

1,4-Manp - 24 +0,1 22 %03 2301

Summe - 2,7+0,3 24 +0,3 24+0,1
Weizenarabinoxylan

Der Methanolyse zufolge ist das Weizen-AX ausschlieBlich aus Ara (32,1 mol%) und Xyl
(67,9 mol%) aufgebaut (s. Abbildung 19). Weitere monomere Bestandteile aus eventuell
mitextrahierten PS konnten nicht nachgewiesen werden, was auf eine hohe Reinheit des PS
hindeutet. Das ermittelte A/X-Verhaltnis von 0,47 spricht flr einen geringen Substitutionsgrad
entlang des AX-Rickgrats. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit denen von Gruppen et al.
(1992a), die von einem A/X von 0,52 fiir ein mit Bariumhydroxid extrahiertes AX aus
Weizenmehl berichten. Die Bestimmung der glykosidischen Bindungspositionen mit Hilfe der
Methylierungsanalyse vermittelte einen tieferen Einblick in die Struktur des Weizen-AX (s.
Tabelle 2). Aus der Summe der molaren Anteile der Bindungspositionen von Araf- und Xylp-
Einheiten (28,9 mol% bzw. 70,8 mol%) ergibt sich ein A/X von 0,41, was in Einklang mit den
Ergebnissen der Monosaccharidanalyse steht. Der GroBteil der Xylp-Einheiten liegen
unsubstituiert (etwa 60 %) vor, wohingegen die restlichen Xylp-Einheiten in etwa gleichen

70



4.1 Isolierung und Charakterisierung von Standardsubstanzen

Anteilen mono- bzw. disubstituiert auftreten. Das Substitutionsmuster ist mit alkalisch
extrahierten AX aus Weizenkleie vergleichbar, die zu 53 % aus uXylp, 20 % mXylp und
18 % dXylp bestehen (Schooneveld-Bergmans et al., 1999). Wahrend der iberwiegend Anteil
der Araf terminal gebunden vorliegt, kommen auch geringe Mengen an 1,2-, 1,3- und 1,5-Araf
vor. Zwar wurden (1—-2)-gebundene Arabinobiose-Seitenketten bereits in Sorghum- und
Rutenhirse nachgewiesen (Mazumder & York, 2010; Verbruggen et al, 1995), fir das hier
untersuchte Weizen-AX erscheint jedoch ein anderer Ursprung wahrscheinlicher. Demnach
kdnnte die 1,2-Araf aus einer FAX-Seitenkette (vgl. Kapitel 1.2.2.3) stammen, bei der die
estergebundene FS im Zuge der alkalischen Extraktion abgespaltet wurde. Das Vorkommen
von 1,3-Araf lasst sich durch die nativ vorkommende, oligomere Seitenkette a-D-Xylp-(1-3)-
L-Ara erklaren, deren Existenz in Weizen bereits experimentell belegt worden ist (Schendel &
Bunzel, 2025). Strukturen mit (1-5)-glykosidisch gebundener Araf konnten ebenfalls aus
oligomeren Seitenketten hervorgehen (Izydorczyk & Biliaderis, 1993), diese konnten jedoch
bislang noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Neben PMAA der Araf und Xylp konnten
geringe Mengen aus Glcp- und Galp-Einheiten identifiziert werden. 1,3-Glcp und 1,4-Glcp
stammen vermutlich aus mitextrahierten MLG (vgl. Kapitel 1.1.4), wobei diese nur eine
untergeordnete Rolle in Weizen spielen (Lazaridou & Biliaderis, 2007).

Unlésliche Roggenballaststoffe

Die Monosaccharidzusammensetzung der PS aus den Roggen-UBS wird hauptsachlich durch
Glc, Xyl und Ara dominiert (s. Abbildung 19). Der hohe Glc-Anteil (31,0 mol%) ist vermutlich
auf Cellulose zurtickzufiihren. Obwohl keine Rha nachgewiesen wurde, sprechen die geringen
Anteile an GalA (0,5 mol%) und Gal (2,0 mol%) fiir das Vorkommen unldslicher Pektinstrukturen.
Dartber hinaus weisen die Roggen-UBS Mannane auf, was sich im molaren Anteil der Mannose
von 2,5 mol% in Kombination mit den Daten aus der Methylierungsanalyse widerspiegelt. Das
geringe A/X von 0,53 deutet darauf hin, dass die enthaltenen AX ebenfalls schwach substituiert
vorliegen. Die Arbeitsgruppe um Verwimp (2007) berichten von einem variablen A/X fir WUAX
aus Roggen zwischen 0,40 und 1,04. Die Annahme, dass das AX groBere Abschnitte an
unsubstituierten  Bereichen  besitzt, konnte auch durch die Ergebnisse der
Methylierungsanalyse bestatigt werden, in der fast zwei Drittel (~ 64 %) der enthaltenen PMAA
aus Xyl auf 1,4-Xylp zuriickgefiihrt werden kdnnen. Der durch die Methylierungsanalyse
ermittelte Wert fir A/X von 0,40 ist kleiner als bei der Monosaccharidanalyse. Im Gegensatz
zum Weizen-AX sind die O3-monosubstituierten Xylp-Einheiten (~ 16 %) etwas starker
vertreten als die dXylp-Einheiten (~ 12 %) bezogen auf die Gesamtanteile an PMAA aus Xyl.
Kleinere molare Anteile an tXylp-Einheiten (2,4 mol%) kénnten wie die 1,2-Araf (0,8 mol%) aus
der FAX-Seitenketten hervorgegangen sein, jedoch ist eine Abstammung aus dem terminalen
Ende der AX oder aus vorkommenden Xyloglucanen ebenfalls denkbar. Neben den AX lassen
sich auch die vermuteten Pektine naher charakterisieren. Die Methylierungsdaten legen das
Vorkommen Uberwiegend linearer 1,5-verknlpfter Arabinane nahe (1,7 mol% 1,5-Araf). Der
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geringe Anteil an 1,2,3,5-Araf (0,6 mol %) kdnnte auf Verzweigungen hinweisen, kann jedoch
auch auf eine partielle Untermethylierung wahrend der Derivatisierung zuriickzufiihren sein.
Darlber hinaus deutet das Auftreten von 13-, 14-, 16- und 1,36-Galp auf
Arabinogalactanstrukturen des Typ | und Il hin. Die groBen Anteile an 1,4-Glcp (27,4 mol%)
resultieren vermutlich Gberwiegend aus der Cellulose.

Unlo6sliche Maisballaststoffe (vor und nach der milden TFA-Hydrolyse)

Das Monosaccharidprofil der Mais-UBS ist durch dominante Anteile an Glc, Ara und Xyl
gekennzeichnet (vgl. Abbildung 2). Das ermittelte A/X von 0,81 entspricht ndherungsweise dem
fur alkalisch extrahierte AX aus Maisfasern berichteten Wert (0,73), stellt jedoch aufgrund des
verstarkten Vorkommens komplexer, FS-haltiger Seitenketten, die auch Xyl enthalten kdnnen,
keinen geeigneten Indikator fir den DS der Mais-AX dar (Kang et al, 2019; Schendel et al,
2016a). FS-haltige AX aus Mais enthalten auch geringe Mengen an Uronsduren (Akshatha et
al., 2024), was durch den Nachweis der GIcA (0,9 mol%) experimentell bestatigt werden konnte.
Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse vermittelten einen detaillierteres Bild der komplexen
Struktur des Mais-AX und wie diese im Zuge der milden TFA-Hydrolyse abgebaut wurde. Der
beobachtete Riickgang des molaren Anteils an t-Araf von 16,1 mol% auf 7,5 mol% bei
gleichzeitiger Erhéhung des 1,4-Xylp-Anteils von 6,0 mol% auf 14,1 mol% stellt ein erstes Indiz
fur eine Abnahme des DS der AX dar. In Mais-AX liegen die Xylp-Einheiten vermehrt in der O3-
Position monosubstituiert und weniger disubstituiert vor (Kang et al, 2019), was auch in den
untersuchten UBS der Fall ist (42 % bzw. 21 %). Auffallig ist, dass bis zu zwei Drittel der O3-
monosubstituierten Xylp und Uber die Halfte der dXylp durch die milde TFA-Hydrolyse
abgebaut worden sind. Dagegen kommt es zu einer Erhéhung der O2-Monosubstitution von
8 % auf 10 %, was darauf schlieBen lasst, dass die TFA-Hydrolyse zu einer bevorzugten
Abspaltung von 1,3-glykosidisch gebundenen Araf-Einheiten fiihrt. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass die milde TFA-Hydrolyse zu einer deutlichen Abnahme der
Arabinosesubstitution entlang des Riickgrats der AX fuhrte, wodurch die Zuganglichkeit far
endo-Xylanasen verbessert werden sollte. Eine prazise Aussage Uber das Ausmal3 des Abbaus
der komplexen, FS-haltigen Seitenketten |asst sich jedoch nicht ableiten.
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4.1.2 Isolierung der Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen

Fir die Freisetzung von AXOS aus dem alkalisch extrahierten AX aus Weizenmehl wurden zwei
getrennte praparative Inkubationsansatze mit XYLio und XYLs1 durchgefihrt (vgl. Kapitel 3.4.1).
Da in beiden Ansatzen nach Zugabe von Ethanol zur Inaktivierung der Enzyme keine sichtbare
Prazipitatbildung vorhanden war, ist davon auszugehen, dass das AX jeweils vollstandig zu
niedermolekular 16slichen Bestandteilen abgebaut worden ist. Dementsprechend konnten die
eingedampften und getrockneten Hydrolysate direkt zur SEC-Trennung der (A)XOS nach ihrem
DP eingesetzt werden. In Abbildung 20 sind die
RI-Chromatogramme der BioGel-P2-Trennung

der durch enzymatische Hydrolyse mit XYLiound / \\
XYLi; freigesetzten (A)XOS zu sehen. Insgesamt f /\
zeigten beide Chromatogramme eine grofe 1|2 [34/5|6| 7 t

Ahnlichkeit, jedoch resultierte die Hydrolyse mit

XYLio in  einer hdheren Anzahl an
unterscheidbaren Fraktionen (8) als bei XYL11 (7). _
Zudem ist der relative  Anteil an ‘_;’ AN
hohermolekularen (A)XOS, die einer weiteren : \
] _ o 1(2|3|4|5\/6|\7
enzymatischen Spaltung nicht zuganglich
0 200 400 600 800 1000

waren, bei GH11 deutlich groBer. Dies ist Retentionsseit / min
vermutlich darauf  zuriickzufiihren, dass Abbildung 20: RI-Chromatogramme der BioGel-
GH11-Xylanasen eine geringere Anzahl an P2-Trennung der enzymatischen Hydrolysate des
. .. Weizenarabinoxylans mit XYLio (GH10-Xylanase,
potenziellen Spaltstellen nutzen kdnnen als oben) und XYLy; (GH11-Xylanase, unten)
GH10-Xylanasen, was ihre limitierte
Hydrolysekapazitat erklart (Pollet et al.,, 2010). Die jeweiligen BioGel-Fraktionen wurden mittels
HPAEC-PAD/MS analysiert und die Retentionszeiten sowie die m/z-Werte mit denen
kommerziell erhaltlicher (A)XOS-Standardsubstanzen abgeglichen. Dadurch konnte bereits
eine Auswahl einzelner Fraktionen getroffen werden, um weitere Aufreinigungsschritte
Uberwiegend an bisher unbekannten Substanzen vorzunehmen. Insbesondere die Fraktionen
7 und 8 (XYL10) sowie 6 und 7 (XYL11) bestanden groBtenteils aus X, und X3 wurden daher fiir
eine weitere Aufreinigung nicht in Betracht gezogen. Zudem waren die héhermolekularen
Fraktionen mit DP > 9 (XYLio: 1; XYL11: 1, 2) flr eine chromatographische Trennung zu groB und
konnten daher nicht weiter aufgearbeitet werden. Ausgewahlte BioGel-P2-Fraktionen wurden
anschlieBend mit Hilfe der semipraparativen HPLC und HPAEC aufgereinigt (vgl. Kapitel 3.4.1
und Tabelle AT1). Hierzu wurden primar HILIC- und PGC-Phasen verwendet und der
Uberwiegende Anteil der AXOS-Standardsubstanzen lie sich erst durch eine Kombination
beider Trennverfahren ausreichend aufreinigen. Bei einzelnen, wenigen Fraktionen musste
zusatzlich die HPAEC eingesetzt werden, da diese eine deutlich héhere Trennscharfe der Signale
aufwies und somit eine bessere Fraktionierung zeitlich eng aufeinander eluierender Substanzen

ermdglichte. Unter Berlicksichtigung der fiinf kommerziell erhaltlichen AXOS konnten damit
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neun zusatzliche AXOS-Standardsubstanzen in ausreichenden Mengen (mg-Bereich) aus den
praparativen Ansatzen nach Verdau mit XYLio und XYLs1 isoliert und aufgereinigt werden. Die
AXOS weisen eine mittels HPAEC-PAD bestimmte Reinheit von mindestens 90 %, teilweise auch
Uber 95 % auf (s. Tabelle A1) und konnten daher fiir die Methodenentwicklung eingesetzt
werden. Die insgesamt 14 AXOS-Standardsubstanzen sind in Abbildung 21 dargestellt. Im
Folgenden werden die Ergebnisse der Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung und
des m/z, sowie die NMR-spektroskopischen Daten, die zur strukturellen Aufkldrung der
Substanzen fuhrten, ndher beschrieben.

OH OH OH
A3X XA3X*
OH OH
o} 0, o} 0,
AT A ARV A AN
A2XX AZ*3XX
OH OH OH
OH H OH
ASA3X* XA3XX
OH OH OH OH
AN XA RVES A=A A Av=u
XXA3X* XA2XX
OH OH OH OH
OH OH OH
XA3A3X* XAZ+3XX*

OH OH OH
A3A2+3XX* A2+3A2+3XX*
OH OH OH OH
o}
XA3A2+3XX* A2+3XA2+3XX*

Abbildung 21: Strukturen der Arabinoxylooligosaccharid (AXOS)-Standardsubstanzen. Die im Rahmen dieser
Arbeit isolierten AXOS sind mit einem ,*" markiert. Die Nomenklatur der AXOS entspricht den gangigen Richtlinien
(Fauré et al., 2009). Arabinofuranosen sind in griin und Xylopyranosen in schwarz dargestellt.
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4.1.3  Strukturaufklarung der Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen

Auf Basis des durch die Monosaccharidanalyse bestimmten A/X konnte in Kombination mit
den jeweiligen m/z-Werten auf die Anzahl der in den isolierten AXOS-Standardsubstanzen
enthaltenen Xylp- und Araf-Einheiten geschlossen werden (s. Tabelle 3). Beispielsweise wurde
fir A3A3X ein Quasimolekiilionen mit einem m/z von 685 ([M+Li]*) mittels HPAEC-PAD/MS-
Analyse detektiert, was finf Pentosen entspricht. Aus dem ermittelten A/X von 0,70 kann ein
Verhédltnis an Araf- und Xylp-Einheiten von 2:3 abgeleitet werden. Trotz kleinerer
Abweichungen in den Monosaccharidverhaltnissen der Ara und Xyl, die vermutlich auf geringe
Verunreinigungen oder auf einen partiellen Abbau der Monomere durch die TFA-Hydrolyse
zurlickgefuhrt werden kann, konnte diese Vorgehensweise auf alle isolierten AXOS-Standard-
substanzen angewandt werden. Weiter auffallig war, dass es bei AXOS ab einem DP von sechs
zu einer verstarkten Bildung von zweifachen Lithiumaddukten kommt. So wurde fir
AZ3XAP3XX, welche das groBte isolierte AXOS mit neun Pentosen darstellt, ein
Quasimolekiilion mit einem m/z von 611 (M+2:Li]**) nachgewiesen. Es lasst sich festhalten,
dass die Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung und des Molekulargewichts der
AXOS wertvolle strukturelle Informationen darstellen, die auch die nachfolgenden
NMR-spektroskopischen Analysen zur Bestimmung der Bindungspositionen vereinfachten.

Tabelle 3: Auflistung der Monosaccharidzusammensetzungen, der Masse-zu-Ladungsverhéltnisse (m/z), der
Molekulargewichte (MG), der Arabinose-zu-Xylose-Verhiltnisse (A/X) sowie der daraus abgeleiteten Anzahl
an Arabinose (Ara)- und Xylose (Xyl)-Einheiten der isolierten Arabinoxylooligosaccharide (AXOS). Die
Nomenklatur der AXOS entspricht den géngigen Richtlinien (Fauré et al., 2009).

m/z m/z MG / Monosaccharidanalyse / mol% Anzahl
AXOS . . A/X
[M+Li]* [M+2-Li]?* g/mol Ara Xyl Ara : Xyl
XA3X 553 - 547 26,9 73,1 0,37 1:3
XXA3X 685 - 679 21,6 784 0,28 1:4
XAZ+3XX - 412 811 339 66,1 0,51 2:4
XA3A3X - 412 811 34,6 65,4 0,53 2:4
A3A3X 685 - 679 41,1 58,9 0,70 2:3
XA3A2+3XX - 544 1074 39,2 61,8 0,63 3:5
A3A2+3XX - 478 942 43,8 56,2 0,78 3:4
A2+3XA+3IXX - 611 1206 45,6 54,4 0,84 4:5
A2+3A2+3XX - 544 1074 47,7 52,3 0,91 4:4

Zur vollstandigen Strukturaufklarung der isolierten AXOS-Standardsubstanzen, insbesondere
im Hinblick auf die glykosidische Verkniipfung der einzelnen Monomere, wurden "H-NMR- und
verschiedene 2D-NMR-Experimente durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.5.1). Unter Verwendung von
bereits publizierten Daten (Gruppen et al, 1992¢c; McCleary et al,, 2015) sowie vorhandener
Vergleichsspektren kommerziell erhaltlicher XOS (X2 bis Xs) und AXOS (A3X, A2XX, XA2XX, XA3XX
und A?*3XX) konnten die "H,"*C-Korrelationssignale der isolierten AXOS-Standardsubstanzen
schrittweise zugeordnet werden. Die zugehérigen "H-NMR- und HSQC-Spektren isolierter und

75



4 Ergebnisse und Diskussion

kommerziell erhaltlicher (A)XOS einschlieBlich der Tabellen mit zugeordneten
Korrelationssignalen sind im Anhang dargestellt (s. Abbildung A1 - A19 und Tabelle A2 - A20).

Aufgrund der zahlreichen Signalliberlagerungen ist der chemische Verschiebungsbereich der
Ringprotonen in den eindimensionalen "H-NMR-Spektren der (A)XOS (Su = 3,20 - 4,40 ppm)
wenig aussagekraftig und Signalzuordnungen sind nur bedingt mdglich. Konkretere Aussagen
lieBen sich dagegen durch die Betrachtung der anomeren Protonensignale treffen, die im
Vergleich zu den Ubrigen Ringprotonen deutlich ins Tieffeld (Sn = 4,40 - 5,40 ppm) verschoben
sind (s. Abbildung 22). Das reduzierende Ende der (A)XOS wird infolge der o/p-Mutarotation
durch zwei getrennte Dublettsignale reprasentiert. Unter Einbeziehung der Karplus-Beziehung
(Karplus, 1963) kann mit Hilfe der ermittelten vicinalen Kopplungskonstanten (3/u4) das Signal
bei 5,18 ppm dem a-Anomer (3Juu= 3,59 - 3,69 Hz) und das Signal bei 4,58 ppm dem
B-Anomer (Juu=7,83-7,97 Hz) der Xylp-Einheit am reduzierenden Ende der (A)XOS
zugeordnet werden. In den von der Arbeitsgruppe um McCleary (2015) bereitgestellten
erganzenden Daten wird ebenfalls eine Kopplungskonstante von 3Jyn = 7,80 - 7,90 Hz fiir
B-konfigurierte Xylp-Einheiten angegeben. Nach Erreichen des Gleichgewichtszustands liegen
die (A)XOS in wassriger Losung Uberwiegend in der B-Konfiguration vor, was sich aus dem
Integralverhaltnis der anomeren Protonensignale der a-und B-Xylp-Einheit (~ 1 : 2) ableiten
lasst. Die Zuordnung der weiteren Xylp-Einheiten und die damit verbundene Bestimmung ihrer
anomeren Konfiguration ist jedoch nur eingeschrankt moglich. Wahrend bei linearen XOS die
Protonensignale der tXylp- und internen Xylp-Einheiten im Bereich von 4,40 - 4,50 ppm
Uberlagern, fihrt die Arabinosesubstitution in den AXOS Ublicherweise zu einer Verschiebung
dieser Signale. Dadurch wird in einigen Fallen eine Zuordnung der Xylp-Einheiten ermoglicht.
Beispielsweise erscheinen die anomeren Protonensignale einer internen dXylp-Einheit (B-Xylpu,
én = 4,63 - 4,64 ppm) separiert von den restlichen Signalen (s. Abbildung 22). Die Signale der
Araf-Substituenten sind am weitesten ins Tieffeld verschoben (&1 = 5,20 - 5,40 ppm). In Folge
der schwachen Kopplung zwischen dem H1 und H2 der Araf-Einheiten dhneln die Signale mehr
einer (verbreiterten) Singulettstruktur. Eine Bestimmung der Kopplungskonstante war daher
aufgrund der geringen Signalaufspaltung nicht moglich. Die anomere Konfiguration der
Araf-Einheiten kann daher lediglich durch Abgleich der chemischen Verschiebungen mit
Literaturdaten bestimmt werden (Gruppen et al, 1992c; McCleary et al, 2015). Aus den
chemischen Verschiebungen der Arabinosesignale lassen sich zudem Bindungspositionen der
Araf-Einheiten am  Xyloserlickgrat ~ableiten. Demnach fihrt beispielsweise die
O3-Monosubstitution einer internen oder einer terminalen Xylp-Einheit zu einer
Tieffeldverschiebung der Protonensignale (a-Arafoswmim, &1 = 5,38 - 5,39 ppm bzw. a-Arafos,
&n = 5,32 -5,33 ppm). Auch die Signale der Araf, die in O2-Position einer mXylp-Einheit
gebunden vorliegen, weisen charakteristische chemische Verschiebungen auf (a-Arafoxq), Sn =
5,27 ppm bzw. a-Arafoxu, Sn = 5,28 ppm). Des Weiteren ist auffallig, dass die Arabinosesignale
einer dXylp am terminalen Ende der AXOS-Standardsubstanzen (a-Arafo2+o3(),
&n = 5,23 - 5,25 ppm) Uberlagern, wahrend sie bei einer internen dXylp, mit Ausnahme von
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Abbildung 22: "TH-NMR-Spektren ausgewihlter Xylooligosaccharide (XOS) und Arabinoxylooligosaccharide
(AXOS). Die Ausschnitte zeigen den Bereich der anomeren Protonensignale. Die Spektren wurden in DO mit einem
500 MHz Spektrometer aufgenommen und gegen die chemische Verschiebung von Aceton (én = 2,22 ppm)
kalibriert. Vollstandige Spektren der isolierten AXOS sind im Anhang (Abbildung A2) zu sehen. Die Nomenklatur
der (A)XOS folgt den gangigen Richtlinien (Fauré et al., 2009). Die Positionen der Xylopyranose (Xylp)-Einheiten im
Molekll werden im Subskript von rechts nach links, ausgehend vom reduzierenden Ende (r) bis zum terminalen
Ende (t) mit rémischen Ziffern (I-1ll) beschriftet. Bei den Arabinofuranosen (Araf) ist im Subskript die
Bindungsposition zur entsprechenden Xylp-Einheit (in Klammern) angegeben.

A*3XA2T3XX, getrennt voneinander erscheinen (a-Arafoxm, Sn = 5,22 ppm bzw. a-Arafosa,
&n = 5,26 - 5,29 ppm). Zuletzt kann zur Bestatigung der Ergebnisse der Monosaccharidanalyse
noch die Anzahl an vorhandenen Monomeren mit Hilfe der Integralverhaltnisse abgeschatzt
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werden. Dies setzt jedoch voraus, dass die jeweilige Einheit ein separiertes Signal erzeugt, was
nicht immer der Fall ist. Beispielsweise kann anhand der Integrale die Identitat von XA3A3X
bestatigt werden, dessen Arabinosesignale (a-Arafosg+n, &n = 5,38 - 5,39 ppm) aufgrund der
symmetrischen Struktur stark Gberlagern und daher falschlicherweise als ein Signal interpretiert
werden kdnnten. Da das Integral in etwa doppelt so groB ist wie das der Xylp-Einheiten kann
daraus abgeleitet werden, dass zwei Protonen und damit zwei Araf-Einheiten zu diesem Signal
beitragen.

Aus den eindimensionalen 'H-NMR-Spektren der isolierten AXOS-Standardsubstanzen
konnten bereits grundlegende strukturelle Informationen, wie die Position der glykosidischen
Bindungen sowie die anomere Konfiguration, gewonnen werden. Die eindeutige Zuordnung
der einzelnen Resonanzsignale wurde jedoch durch die Durchfihrung heteronuklearer
2D-Korrelationsexperimente wesentlich erleichtert. Dariiber hinaus lieB3 sich die exakte Sequenz
sowie die Verknlipfung der einzelnen Monomereinheiten innerhalb des Molekiils ausschlieBlich
mithilfe der eingesetzten 2D-NMR-Experimente eindeutig bestimmen. Von groBer Hilfe bei der
Zuordnung der 'H,*C-Kreuzssignale war die Beobachtung, dass identische Strukturelemente
in unterschiedlichen AXOS vergleichbare chemische Verschiebungen aufweisen. Beispielsweise
halfen bereits zugeordnete Signale der O3-monosubstituierten tXylp-Einheit in A’X sowie der
dXylp-Einheit in XA2*3XX bei der Interpretation der 2D-Spektren von A*’A**3XX. In Abbildung 23
ist das HSQC-Spektrum von A’A?**XX mit den zugeordneten 'H,'*C-Korrelationssignalen
dargestellt. Die Erweiterung des Protonenspektrums um die zusatzliche *C-Dimension hat
einen erheblichen Einfluss auf die spektrale Auflosung. Am starksten wird dieser Effekt im
Verschiebungsbereich der Ringprotonen (&n/c = 3,20 - 4,40 ppm/55,80 - 85,00 ppm) deutlich,
die nun Uberwiegend als separierte Signale erscheinen. Auch der Bereich der anomeren
Protonen erscheint im HSQC-Spektrum noch starker von den tbrigen Signalen getrennt, wobei
die C1H1-Signale der Araf-Einheiten die grofBte Tieffeldverschiebung aufweisen
(Shc = 5,22 - 5,32 ppm/108,78 - 109,35 ppm). Bei der Interpretation der entsprechenden
HSQC-TOCSY- und H2BC-Spektren bildeten die C1H1-Signale auch stets den Ausgangspunkt
fur die Identifizierung der C2H2- bis C5H5-Signale einer Monomereinheit. Demnach
erscheinen im HSQC-TOCSY-Spektrum alle Kreuzsignale, die einer bestimmten
Monomereinheit (Spinsystem) angehdren, in einer waagrechten Linie zum dem dazugehdrigen
anomeren Protonensignal. Durch die im H2BC-Spektrum sichtbaren %y c-Kopplungen konnten
dagegen ausgehend vom C1H1-Signal einer Monomereinheit schrittweise die direkten
Nachbarn identifiziert werden. Weiterhin grenzen sich im HSQC-Spektrum (s. Abbildung 23)
auch die Kreuzsignale der CH,-Gruppen aufgrund ihrer geringeren '*C-chemischen
Verschiebung (8¢ = 59,40 - 65,60 ppm) von den restlichen Ringprotonen ab. Da in der
C5-Position der Pentosen zwei Protonen gebunden vorliegen, werden folglich auch zwei
Signale erzeugt, die aufgrund der gemeinsamen '*C-chemischen Verschiebung eine
waagrechte Linie bilden. Bei der Aufnahme eines multiplizitatseditierten HSQC-Experiments
(vgl. Kapitel 3.5.2) weisen die CH,-Gruppen zudem eine gegensatzliche Phase (unterschiedliche
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Abbildung 23: HSQC-Spektrum des isolierten Arabinoxylooligosaccharids A3A2+3XX. Das Spektrum wurde in
D0 mit einem 500 MHz Spektrometer aufgenommen und gegen die chemische Verschiebung des Acetonsignals
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm) kalibriert. Die Bezeichnungen der Korrelationssignale der Arabinofuranosen (Araf, griin) und
der Xylopyranosen (Xylp, schwarz) entsprechen denen aus Abbildung 22 und sind zusétzlich durch die dargestellte
Struktur beschrieben.

Vorzeichen) auf, was ein zusatzliches Unterscheidungsmerkmal darstellt. Bei Betrachtung der
Ringprotonen der Araf-Einheiten fallt auf, dass die C2H2-Kreuzignale (&w/c = 4,14 - 4,17 ppm/
81,64 - 81,88 ppm) trotz der raumlichen Nahe zur glykosidischen Bindung stark tberlagern,
wahrend die C3H3- und C4H4-Kreuzsignale getrennt voneinander vorliegen. Weiterhin kann
im HSQC-Spektrum der Einfluss der glykosidischen Bindung auf die chemische Verschiebung
der Dbeteiligten Bindungspositionen nachverfolgt werden. Beispielsweise ist das
C3H3-Kreuzsignal der tXylp-Einheit in A’A>**XX im Vergleich zu AXOS mit einer uXylp-Einheit
am terminalen Ende (w/c = 3,41 - 3,42/76,24 ppm, vgl. Tabelle A8, A10 und A13) infolge der
Substitution mit einer Araf-Einheit in Position O3 verschoben (&w/c = 3,58/82,20 ppm). Dieses
Kreuzsignal ist zusammen mit dem anomeren Protonensignal der Araf-Einheit
(Sn/c = 5,32/108,78 ppm) charakteristisch  fir O3-monosubstituierte tXylp-Einheiten und
kommt ausschlieBlich in diesem Strukturelement vor. In Kapitel 4.3.1 wird im Zuge der
HSQC-basierten Profilingmethode naher auf derartige Markersignale eingegangen, die auch
fur andere Strukturelemente zu beobachten sind. Nach Auswertung der HSQC-, H2BC- und
HSQC-TOCSY-Spektren konnten mit Hilfe des HMBC-Spektrums die glykosidischen
Verknipfungen der einzelnen Monomere identifiziert werden. Abbildung 23 zeigt die
Uberlagerten HSQC- und HMBC-Spektren von A3A?*3XX. Die intensiven Kreuzsignale bei
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Abbildung 24: HMBC-Spektrum des isolierten Arabinoxylooligosaccharids A3A2+3XX, aufgenommen in D,O
mit einem 500 MHz Spektrometer, kalibriert auf die chemische Verschiebung von Aceton (Sw/c = 2,22/30,89 ppm).
Das HSQC-Spektrum ist zuséatzlich in grau hinterlegt. Die Bezeichnungen der Korrelationssignale, die die
glykosidische Bindungspositionen zwischen den Monomeren anzeigen, entsprechen denen in Abbildung 21 und 22.

Swc = 3,88/101,87 ppm  (Xylp: 4 = Xylpi 1), Swyc = 3,80/100,45 ppm  (Xylpy 1 = Xylpi 4) und
Src = 3,76/102,38 ppm  (Xylpi 1 = Xylpr 4)  werden durch die B-(1-4)-glykosidischen
Bindungen zwischen den Xylp-Einheiten im Rickgrat erzeugt. SchlieBlich kénnen durch die
Signale bei &n/c = 5,33/82,16 ppm (Araf 1 — Xylp: 3), Swc = 5,27/78,19 ppm (Araf 1 — Xylpi 3)
und Swc = 5,22/79,21 ppm (Araf 1 — Xylpy 2) die Bindungspositionen der Araf-Einheiten mit
dem Rickgrat nachgewiesen werden.

Obwohl das aus Weizenmehl extrahierte AX vergleichsweise schwach substituiert ist (vgl.
Kapitel 4.1.1), konnte durch die Isolierung und Strukturaufklarung teilweise komplexer AXOS
mit bis zu vier Araf-Substituenten (s. Abbildung 21) gezeigt werden, dass das Weizen-AX auch
hoher substituierte Bereiche enthalt. Diese waren bis zu einem bestimmten Ausmal3 zuganglich
fur eine enzymatische Hydrolyse mit XYLio und XYL11. Basierend auf den isolierten Strukturen
kann abgeleitet werden, dass XYLio mindestens zwei und XYL:1 mindestens drei
aufeinanderfolgende uXylp-Einheiten zur Spaltung des Xyloserlickgrats benétigt (Biely et al,
2016; Pollet et al., 2010). Zwar wurde aus den BioGel-Fraktionen von XYLi lediglich XA3A2*3XX
isoliert, jedoch zeigte die HPAEC-PAD/MS-Analyse, dass neben dem Hauptprodukt XA*XX auch
groBere Mengen an XA?"3XX durch eine enzymatische Hydrolyse mit XYL entstehen.
Demnach enthalten die durch XYL;; freigesetzten AXOS am terminalen, nicht-reduzierenden
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4.1 Isolierung und Charakterisierung von Standardsubstanzen

Ende jeweils eine uXylp-Einheit. Das Produktspektrum des XYLio-Hydrolysats war dagegen
vielfdltiger. Demnach konnten sowohl die isolierten als auch die kommerziell erhaltlichen
AXOS-Standardsubstanzen im XYLio-Hydrolysat des Weizen-AX nachgewiesen werden.
Weiterhin stimmen die Strukturen der isolierten AXOS mit den Ergebnissen der
Methylierungsanalyse des Weizen-AX Uberein (vgl. Kapitel 4.1.1.). Insbesondere in den hoher
substituierten Bereichen des Weizen-AX, die stellvertretend durch die komplexen AXOS
APBXAZEXX, APT3APBXX, XASA?T3XX und ASA**3XX reprasentiert werden, scheinen vermehrt
dXylp-Einheiten vorzukommen. Postulierte Strukturmodelle zu Weizen-AX gehen ebenfalls von
einer bevorzugten Disubstitution in diesen Bereichen aus (Dervilly-Pinel et al., 2004; Gruppen
et al, 1993). Die isolierten AXOS-Standardsubstanzen stellen keine komplett neuen Strukturen
dar. Hierbei sind vor allem die Arbeiten der Forschungsgruppen um Gruppen (1992¢) und
McCleary (2015) zu nennen, die sich mit der Aufklarung enzymatisch freigesetzter AXOS aus
alkalisch extrahierten AX aus Weizenmehl beschaftigt haben. Gruppen et al (1992¢)
verwendeten eine nicht naher spezifizierte endo-B-(1—-4)-Xylanase aus Aspergillus awamori zur
enzymatischen Spaltung des AX, bei der die beschriebenen AXOS ebenfalls freigesetzt worden
sind. Sie konnten darlber hinaus ein zusatzliches AXOS mit einem DP von zehn identifizieren
und strukturell charakterisieren. In der Studie von McCleary et al. (2015) kam neben einer
GH10-Xylanase aus Cellvibrio japonicus auch die im Rahmen dieser Arbeit verwendete XYL
zum Einsatz. Die enzymatisch freigesetzten Strukturen stimmen groBtenteils mit den isolierten
AXOS Uberein, jedoch zeigten die XYLs1-Produkte im Vergleich ein um eine Einheit verlangertes
Xyloseriickgrat. Demnach konnten beispielsweise AXOS wie XA*3XXX oder XA’AXX
identifiziert und strukturell charakterisiert werden. Es ist nicht auszuschlieBen, dass diese
Produkte ebenfalls bei der Hydrolyse des Weizen-AX mit XYL entstanden sind. Wie bereits
erwahnt, wurde der GroBteil der AXOS aus den BioGel-Fraktionen des XYLio-Hydrolysats
isoliert. Derartige Produkte wirden durch die enzymatische Hydrolyse mit GH10-Xylanasen in
der Regel nicht freigesetzt werden (McCleary et al,, 2015). AbschlieBend lasst sich festhalten,
dass im Zuge der Strukturaufklarung erstmals vollstindige 'H,"*C-NMR-Datensitze héher
substituierter AXOS erhalten wurden. Dies war eine zentrale Voraussetzung zur Etablierung
einer entsprechenden 2D-NMR-Profilingmethode.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.4 Isolierung der ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharid-

Standardsubstanzen

Die Freisetzung von FAXOS erfolgte durch die enzymatische Hydrolyse von UBS aus Roggen
mittels einer Driselasemischung sowie aus saurevorbehandelten Mais-UBS mithilfe der XYLagv
(vgl. Kapitel 3.4.1). Obwohl die Driselasemischung bzw. die XYLagv zahlreiche Nebenaktivitaten
(vgl. Kapitel 3.4.1) besitzen, konnte eine FS-Esterase-Aktivitdt bei beiden Enzymen nicht
nachgewiesen werden (Micard et al., 1994; Schéafer, 2023). Aus diesem Grund waren die Enzyme
fur die Freisetzung der FAXOS geeignet. In beiden Fallen konnten die FAXOS durch Adsorption
an das Amberlite-XAD-2-Material vom restlichen Hydrolysat abgetrennt werden. Die in der
Wasserfraktion enthaltenen FS-freien OS bestanden neben Monosacchariden und (A)XOS
Uberwiegend aus Cellooligosacchariden, deren Bildung wahrscheinlich auf die Cellulase-
Nebenaktivitat der Enzyme zuriickzufihren ist. Nach dem Eindampfen und Trocknen wurden
die (50:50)
Vorfraktionierung der FAXOS auf eine Sephadex-LH-20-Saule aufgegeben. Die Isolierung der

Wasser/Methanol-Fraktionen der Roggen- und Maishydrolysate zur
aus Mais freigesetzten FAXOS bis einschlieBlich der Sephadex-Trennung wurde, wie in Kapitel
3.4 beschrieben, im Rahmen der Promotionsarbeit von Daniela Schafer (2023) durchgefihrt.
Alle weiteren chromatographischen Aufreinigungsschritte erfolgten im Zuge dieser Arbeit.
Abbildung 25 zeigt die UV-Chromatogramme (325nm) der Sephadex-LH20-Trennung der
jeweiligen Wasser/Methanol-Fraktionen aus dem Roggen- und Maishydrolysat. In beiden
Chromatogrammen ist zu erkennen, dass ein groBer Anteil des Hydrolysats (jeweils die erste

Fraktion) nicht aufgetrennt werden konnte. Im Gegensatz zur Isolierung der AXOS wurde in

beiden Fallen kein Ethanol zur Inaktivierung der
Enzyme hinzugegeben. Demzufolge wurden
héher-molekulare, 16sliche Bestandteile nicht

UV-Signal

ausgefallt und verblieben im Hydrolysat. Die /\/\
einzelnen wurden 1T 1234 3 6
zunachst durch eine LC-UV/MS-Analyse auf

Sephadex-Fraktionen

vorkommende Molekiilmassen untersucht. Mit B
Ausnahme von Fraktion 6 aus dem H

Roggenhydrolysat (s. Abbildung 25A), die g

bereits eine hohe Reinheit aufwies und einem 1 2/3\:1\/5\/17

FAXOS mit drei Pentoseeinheiten entsprach, OJ L ||

waren in allen Fraktionen mehrere FAXOS mit
unterschiedlichen Molekilmassen vorhanden.
die
chromatographische Auflésung und auf die

Dies ist vermutlich auf geringe

zusatzlichen Adsorptions-

Retentionszeit / min
Abbildung 25: UV-Chromatogramme (325 nm) der
Sephadex-LH20-Trennung der ferulasidurehaltigen
Arabinoxylooligosaccharide aus dem Roggen- (A)
und Maishydrolysat (B)

und Verteilungseffekte auf dem Sephadex-LH20-Material

zurlickzufihren (vgl. Kapitel 3.4.4). Den dominierenden Molekiilmassen zufolge wurden FAXOS
mit einem DP von 3 bis 7 getrennt. Im Maishydrolysat wurden zudem in starkerem AusmafB
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4.1 Isolierung und Charakterisierung von Standardsubstanzen

Massen festgestellt, die acetylierten FAXOS entsprechen. Insbesondere in AX aus Mais kommen
groBere Mengen an estergebundenen Acetylgruppen vor (vgl. Kapitel 1.2.2.1). Ausgewahlte
Sephadex-Fraktionen wurden anschlieBend mittels semipraparativer HPLC auf einer C18- sowie
einer HILIC-Phase weiter aufgereinigt (vgl. Kapitel 3.4.4). Insgesamt konnten aus den
Hydrolysaten von Roggen und Mais neun FAXOS-Standardsubstanzen im mg-Bereich isoliert
werden. Die mittels HPLC-UV (325 nm) bestimmte Reinheit betrug in allen Fallen mehr als 85
% (s. Tabelle A20). Ein FAXOS (XA*®X) konnte sowohl aus dem Roggen- als auch aus dem
Maishydrolysat gewonnen werden. Die Strukturen der FAXOS sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Strukturen der isolierten Standardsubstanzen ferulasdurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide
(FAXOS) aus Roggen (A) und Mais (B). Die Nomenklatur der FAXOS entspricht den géngigen Richtlinien (Fauré et
al,, 2009). Zur Unterscheidung der cis- von der trans-Ferulasdure (rot markiert) wurde im Superskript zusétzlich ein
" eingefligt. Arabinofuranose: griin, Xylopyranose: schwarz, Acetylgruppe: braun
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.5 Strukturaufklarung der ferulasaurehaltigen Arabinoxylooligosaccharid-
Standardsubstanzen

Neben der Monosaccharidanalyse wurden die isolierten FAXOS-Standardsubstanzen fir eine
erste strukturelle Charakterisierung in ein lineares lonenfallen-Massenspektrometer injiziert
(vgl. Kapitel 3.4.5). Dadurch konnte nicht nur das Molekulargewicht bestimmt werden, sondern
zusatzlich Uber eine stufenweise Fragmentierung Hinweise auf glykosidische Bindungen und
vorhandene Substituenten gewonnen werden. Die dazugehorigen Full-Scan-Massenspektren
der FAXOS im positiven Modus nach Fragmentierung (bis MS% sind im Anhang
(Abbildung A20 - A25) einzusehen. Aus den ermittelten m/z-Werten der Quasimolekilionen
mit Natrium ([M+Na]*) konnte mit den Ergebnissen der Monosaccharidanalyse in Analogie zu
den AXOS auf die Anzahl der vorhandenen Araf- und Xylp-Einheiten geschlossen werden
(s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Auflistung der Monosaccharidzusammensetzungen, der Masse-zu-Ladungsverhéltnisse (m/z), der
Molekulargewichte (MG), der Arabinose-zu-Xylose-Verhiltnisse (A/X) sowie der daraus abgeleiteten Anzahl
an Arabinose (Ara)- und Xylose (Xyl)-Einheiten der Standardsubstanzen isolierter ferulasdurehaltiger
Arabinoxylooligosaccharide (FAXOS). Die Nomenklatur der FAXOS entspricht den gangigen Richtlinien (Fauré et
al, 2009). Zur Unterscheidung der cis- von der trans-Ferulasdure (rot markiert) wurde im Superskript zusétzlich ein
" eingefligt (vgl. Abbildung 26).

m/z[M+Nal* MG / g/mol Monosaccharidanalyse / mol% A/X Anzahl

Ara Xyl Ara : Xyl
ASBX 613 590 33,7 66,3 0,51 1:2
A5T3X 613 590 354 64,6 0,55 1:2
XASBX (R) 745 722 23,8 76,2 0,31 1:3
XA25f3Y 787 764 25,6 74,4 0,34 1:3
XASBXX 877 854 17,4 82,6 0,21 1:4
XD?563XX 1009 986 16,6 83,4 0,20 1:5
XA3ASBX 1009 986 34,4 65,6 0,52 2:4
XAZ+3p53X 1141 1118 45,3 54,7 0,83 3:4

(R) FAXOS-Standardsubstanz wurde aus Roggen und aus Mais isoliert; die hier dargestellten Daten beziehen sich auf das FAXOS aus Roggen.

Ausgehend von den Quasimolekilionen mit Natrium wurden an den isolierten FAXOS gezielt
Fragmentierungsreaktionen durchgefiihrt. Unter den entstehenden Tochterionen wurden
einzelne Spezies ausgewahlt und anschlieBend erneut fragmentiert. Abbildung 27 zeigt
exemplarisch den Fragmentierungsweg von XA?>8X, beginnend am reduzierenden Ende.
Hierbei ist jedoch zu berticksichtigen, dass FAXOS im ESI positiven Modus grundsatzlich vom
reduzierenden als auch vom nicht-reduzierenden Ende aus fragmentieren kénnen (Akshatha
et al, 2024). Aus diesem Grund ist die eindeutige Bestimmung der exakten Position von
Seitenketten nur in seltenen Fillen méglich. Das Quasimolekilion von XA%*®X mit einem
m/z ((M+Na]") von 787 lasst bereits darauf schlieBen, dass es sich bei dem isolierten FAXOS
um ein OS aus vier Pentosen mit einer veresterten FS sowie einer Acetylgruppe handelt. Die
Abspaltung einer Pentoseeinheit (jeweils ohne glykosidische Bindung) ist ein bei FAXOS haufig
zu beobachtender Massenubergang (A (m/z) = 132) (Akshatha et al, 2024). Dartber hinaus
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Abbildung 27: Exemplarischer Fragmentierungsweg des ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids
XAZ5BX mit den dazugehérigen ESI(+)-MS"-Spektren

resultieren auftretende Massendifferenzen von A (m/z) = 18 aus der Abspaltung von Wasser.
Die in allen MS"™-Spektren von XA**®X dominierende Crossring-Fragmentierung mit einem
Massenverlust von A (m/z) = 60 ist charakteristisch fir B-(1-4)-glykosidisch verbundene
Pentoseeinheiten (Akshatha et al, 2024; Wang et al, 2009). Zudem wird das Crossring-
Fragment mit einer Massendifferenz von A (m/z) = 90 ebenfalls haufig beobachtet, jedoch in
geringerem Ausmal. Anhand der Massenspektren kann die Position der Acetylgruppe auf die
FA-Seitenkette eingegrenzt werden. Demnach entsprechen die im MS3- und MS*-Spektrum
(s. Abbildung 27) vorkommenden Fragmente mit einem m/z von 373 bzw. 391 der Abspaltung
einer FA-Seitenkette und einer Acetylgruppe. Dies deutet daraufhin, dass die Acetylgruppe an
die Ara der FA-Seitenkette und nicht an das Xylosertickgrat gebunden vorliegt. Hingegen
beschreibt das Fragment mit einem m/z von 437 im MS?-Spektrum das nach Abspaltung der
acetylierten FA-Seitenkette zurtickbleibende Riickgrat aus drei Xylp-Einheiten. Mit steigendem
DP und Verzweigungsgrad der FAXOS wurde es jedoch zunehmend schwieriger, konkrete
Aussagen zu treffen. Ungeachtet dessen konnte durch die stufenweise Fragmentierung der
isolierten FAXOS-Standardsubstanzen sowohl das Vorkommen der FA- bzw. FAX-Seitenkette
bestatigt als auch erste Hinweise auf vorliegende Bindungstypen gewonnen werden.

Die vollstandige Aufklarung der Struktur der isolierten FAXOS-Standardsubstanzen wurde
schlieBlich durch die Interpretation der ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren (vgl.
Kapitel 3.5.1) ermoglicht. Die bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung der AXOS
gewonnenen Erkenntnisse (vgl. Kapitel 4.1.3) lieferten eine wertvolle Grundlage fiur die
Interpretation der 'H-NMR- und HSQC-Spektren der FAXOS. Dariiber hinaus konnten zur

85



4 Ergebnisse und Diskussion

Zuordnung der 'H,"*C-Korrelationssignale ergénzend Literaturdaten herangezogen werden
(Appeldoorn et al,, 2013; Bunzel et al., 2002; Ishii, 1991; Schendel et al., 2015; Schendel et al.,
2016b; Wende & Fry, 1997a). Die zugehdrigen 'H-NMR- und HSQC-Spektren der isolierten
FAXOS einschlieBlich der Tabellen mit zugeordneten Korrelationssignalen sind im Anhang
dargestellt (s. Abbildung A26 - A32 und Tabelle A21 - A28).

Bei der Betrachtung der eindimensionalen "H-NMR-Spektren der FAXOS-Standardsubstanzen
fallt zunachst das Protonensignal der FS zugehdrigen Methoxygruppe auf. Dieses erscheint
infolge dreier chemisch dquivalenter Protonen als intensives Singulett (&n = 3,85 - 3,92 ppm)
und lasst sich dadurch eindeutig von den Ringprotonensignalen abgrenzen. Die weiteren
Protonensignale der estergebundenen FS sind ins Tieffeld verschoben (&w = 5,93 - 7,75 ppm).
In Abbildung 28 ist der Bereich der anomeren Protonensignale der Araf-Einheiten sowie der
restlichen Protonensignale der FS dargestellt. Hierbei hat die trans/cis-Konfiguration der
estergebundenen FS einen groBen Einfluss auf die chemische Verschiebung der Signale, wie
anhand der "H-NMR-Spektren von A*®X und A>"3X zu erkennen ist. Dies macht sich vor allem
bei den Signalen der an der Doppelbindung der FS beteiligten Protonen bemerkbar. Demnach
erscheinen die Protonensignale in Position 7 und 8 um etwa 0,50 - 0,60 ppm verschoben. Durch
die Esterbindung zur FS in Position O5 der Araf-Einheit erfahren die entsprechenden
Ringprotonensignale (H2 bis H5) eine Tieffeldverschiebung, die sich bis in Bereich der
anomeren Protonensignale der Xylp-Einheiten erstreckt. Dadurch ist der Bereich zwischen 4,30
und 4,60 ppm durch viele Signaltberlagerungen gekennzeichnet (s. Abbildung A26), die eine
konkrete Zuordnung erschweren. Weiterhin weisen die anomeren Protonensignale der
FS-tragenden Araf-Einheiten (s. Abbildung 28), die Uber eine (1-3)-glykosidische Bindung an
mXylp (a-Araf(+FS)oswm) gebunden sind, keine oder nur eine geringflgige Verschiebung
gegenuber den korrespondierenden Signalen in AXOS-Spektren (vgl. Tabelle A7 - A19) auf.
Somit erlaubt die chemische Verschiebung dieser Signale keinen Riickschluss auf das Vorliegen
einer estergebundenen FS, liefert jedoch Hinweise auf die jeweilige Bindungsposition der
Araf-Einheit. Dagegen wird die chemische Verschiebung der anomeren Protonensignale von
Araf-Einheiten, die in direkter Nachbarschaft zur FA-Seitenkette vorkommen, durch die
Anwesenheit der estergebundenen FS beeinflusst. Beispielsweise erscheinen die H1-Signale
der in 02- und 0O3-Position der dXylp-Einheit gebundenen Araf in XA***A>®X bei 4,95 ppm
(a-Arafoaay) bzw. 5,35 ppm (a-Arafosqy), wahrend sie in strukturell vergleichbaren AXOS wie
XA?3XX oder XA*A**3XX bei 5,22 ppm (a-Arafoxay) bzw. 5,26/5,27 ppm (a-Arafosm) auftreten
(vgl. Tabelle A13 bzw. A17). SchlieBlich konnte anhand charakteristischer Verschiebungen in
den "H-NMR-Spektren von X**®X und XD?*®XX das Vorhandensein einer zusatzlichen
Acetylgruppe bzw. einer Xylp-Einheit in O2-Position der Araf-Einheit nachgewiesen werden.
Analog zur Methoxygruppe der FS bildet die Acetylgruppe aufgrund der drei dquivalenten
Protonen ein Singulettsignal bei &y = 2,10 ppm. Die Protonensignale der Araf-Einheit werden
durch die zusatzliche Esterbindung zur Acetylgruppe noch weiter ins Tieffeld verschoben.
Dieser Effekt zeigt sich besonders ausgepragt beim H2-Signal der Araf, das nun im Bereich der
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Abbildung 28: Eindimensionale "TH-NMR-Spektren der aus Roggen und Mais isolierten ferulasiurehaltigen
Arabinoxylooligosaccharide (FAXOS). Die Ausschnitte zeigen den Bereich der anomeren Protonensignale der
Arabinofuranosen (Araf) sowie die Protonensignale der estergebundenen trans-Ferulasaure (FS) und cis-FS (mit ,*”
markiert). Die Spektren wurden in DO mit einem 500 MHz Spektrometer aufgenommen und gegen die chemische
Verschiebung von Aceton (&n = 2,22 ppm) kalibriert. Vollstandige Spektren der isolierten FAXOS sind im Anhang
(s. Abbildung A26) zu sehen. Die Nomenklatur der FAXOS folgt den géngigen Richtlinien (Fauré et al, 2009). Die
Bezeichnungen entsprechen denen in Abbildung 22. Ac, Acetylgruppe; Xylp, Xylopyranose

anomeren Protonensignale erscheint (6w = 5,02 ppm; s. Abbildung 28). Interessanterweise
zeigt das H1-Signal der Araf-Einheit in XD**®XX durch die zusatzliche Xylp-Einheit in der
Seitenkette von allen anomeren Protonensignale die groBte chemische Verschiebung
(&1 = 5,57 ppm). Ein zur Acetylgruppe vergleichbarer Verschiebungseffekt auf das
Protonensignal der an der glykosidischen Bindung beteiligten Position (&x = 4,29 ppm) kann
jedoch nicht beobachtet werden. Trotz einer Signaltberlagerung mit dem H4-Signal der Araf-
Einheit (&n = 5,56 ppm) ist das anomere Protonensignal der Xylp-Einheit in der Seitenkette
deutlich als Dublettstruktur (& = 4,55 ppm) zu erkennen. Dementsprechend konnte durch die
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Bestimmung der vicinalen Kopplungskonstanten (*Jun = 7,83 Hz) in Verbindung mit der
Karplus-Beziehung (Karplus, 1963) schlieBlich die B-Konfiguration der Xylp bestatigt werden.

In Abbildung 29 und 30 sind die HSQC-Spektren der isolierten FAXOS-Standardsubstanzen
XAZHBABX bzw. XAZ5BX mit den dazugehdrigen 'H,*C-Korrelationssignalen dargestellt. Da die
Kreuzsignale der estergebundenen FS sowohl in der 'H- als auch in der *C-Dimension ins
Tieffeld verschoben sind, erscheinen diese isoliert am unteren linken Spektrenrand (trans-FS:
Sr/c = 6,40 - 7,80 ppm/112,00 - 148,00 ppm; cis-FS: 5,90 - 7,40 ppm/114,00 - 146,00 ppm).
Das intensive Kreuzsignal der Methoxygruppe ist infolge der niedrigen ">C-chemischen
Verschiebung (6c = 56,00 - 57,00 ppm) deutlich oberhalb des Ringprotonenbereichs lokalisiert.
Die Verknlpfung der FS mit der Araf-Einheit in O3-Position einer mXylp-Einheit zeigt sich
insbesondere in der chemischen Verschiebung der an der Esterbindung beteiligten
C5H5-Signale der Araf. Auffalligerweise liegen diese in den HSQC-Spektren von XA**3APX
(Swc = 4,13/65,53 ppm  bzw. 4,77/65,53 ppm; s. Abbildung 29) und XA3AEX
(Sh/c = 4,16/65,66 ppm bzw. 4,66/65,66 ppm; s. Abbildung A32/Tabelle A27) wesentlich weiter
auseinander als in den Spektren der restlichen FAXOS-Standardsubstanzen. Demnach scheinen
die in Nachbarschaft zur FA-Seitenkette vorkommenden mXylp- und dXylp-Einheiten die
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Abbildung 29: HSQC-Spektrum des aus Roggen isolierten ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids
XAZ+3A5BX, Das Spektrum wurde in DO mit einem 500 MHz Spektrometer aufgenommen und gegen die
chemische Verschiebung des Acetonsignals (Swc = 2,22/30,89 ppm) kalibriert. Die Bezeichnungen der
Korrelationssignale der Arabinofuranosen (Araf, grin) und der Xylopyranosen (Xylp, schwarz) sowie der
estergebundenen Ferulasdure (FS, rot) entsprechen denen aus Abbildung 28 und sind zusétzlich durch die
dargestellte Struktur beschrieben.
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Abbildung 30: HSQC-Spektrum des aus Mais isolierten ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids
XAZ58BX, Das Spektrum wurde in DO mit einem 500 MHz Spektrometer aufgenommen und gegen die chemische
Verschiebung des Acetonsignals (Sw/c = 2,22/30,89 ppm) kalibriert. Die Bezeichnungen der Korrelationssignale der
Arabinofuranosen (Araf, griin), der Xylopyranosen (Xylp, schwarz), der estergebundenen Ferulasaure (FS, rot) sowie
der Acetylgruppe (Ac, braun) entsprechen denen aus Abbildung 28 und sind zusétzlich durch die dargestellte
Struktur beschrieben.

Verschiebung dieser Signale zu beeinflussen. Der eindeutige Nachweis, dass die FS tatsachlich
an die O5-Position der Araf gebunden vorliegt, gelang schlieBlich durch die Aufnahme der
HMBC-Spektren der FAXOS. Dabei sind stets zwei Korrelationssignale zwischen der
C5H5-Position der Araf-Einheit und der Carbonylgruppe an Position 9 der FS
(6c ~ 169 - 170 ppm) zu sehen. Des Weiteren sind die chemischen Verschiebungen der
C2H2- bis C4H4-Signale der FS-tragenden Araf von der jeweiligen Bindungsposition der FA-
Seitenkette abhangig. Dementsprechend ergeben sich unterschiedliche Korrelationssignale fur
eine FA-Seitenkette, die am terminalen Ende oder im Inneren des Xylosertckgrats der FAXOS
gebunden vorliegt. Anhand der HSQC-Spektren von XA?®X (s. Abbildung 30, Tabelle A24) und
XD>*®XX (s. Abbildung A31, Tabelle A26) Isst sich zudem der starke Einfluss eines zusatzlichen
Substituenten innerhalb der FS-haltigen Seitenkette auf die chemische Verschiebung der
Arabinosesignale nachvollziehen. Folglich erscheint das C2H2-Kreuzsignal der Araf-Einheit in
XD?*BXX bei Snc = 4,29/89,49 ppm, wohingegen es beispielsweise in  XA*®X bei
Snic = 4,20/81,44 ppm  auftritt. Durch die Auswertung der jeweiligen HMBC-Spektren von
XA?58X und XD**®XX konnte schlieBlich die Bindungsposition der zusatzlichen Substituenten
in der FS-haltigen Seitenkette identifiziert werden. So sind auf der Hohe der jeweiligen
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C2H2-Position der Araf und dem CHs-Signal der Acetylgruppe (Sn/c = 2,10 ppm/20,90 ppm;
s. Abbildung 30) bzw. dem anomeren Protonensignal der seitenkettengebundenen
tXylp-Einheit (&n = 4,55 ppm/ 103,55 ppm) Korrelationssignale zu erkennen. Darlber hinaus ist
festzuhalten, dass die Ubrigen Korrelationssignale der tXylp-Einheit der FAX-Seitenkette
chemische Verschiebungen aufweisen, die denen der Xylp-Einheiten des Rickgrats stark
ahneln. Zusammenfassend lassen sich durch die Esterbindung zur FS sowie durch weitere
Substituenten charakteristische 'H,"3C-Kreuzsignale der Araf-Einheiten beobachten, die eine
Unterscheidung zu den Korrelationssignalen der unsubstituierten Araf-Einheiten ermoglichen.

Durch eine enzymatische Hydrolyse von UBS aus mehrjahrigem Weizengras (Thinopyrum
intermedium) mit Hilfe einer Driselasemischung konnten Schendel und Mitarbeitende (2015)
FAXOS-Standardsubstanzen isolieren, die mit den aus Roggen freigesetzten Strukturen
vergleichbar sind. Demzufolge stellen A*®X und XA’®X stets die Hauptprodukte der
enzymatischen Hydrolyse von Getreide-BS mit Driselase dar. Des Weiteren werden beim
Driselaseverdau ausschlieBlich FAXOS freigesetzt, bei der die FA-Seitenkette in direkter
Nachbarschaft zum reduzierenden Ende vorkommt. Neben dem bereits gezeigten XA*A>"X
(Schendel et al, 2015) konnte im Rahmen dieser Arbeit eine bis dato noch nicht gezeigte
Struktur XA?*3A%3X isoliert werden. Demnach kénnen endo-B-1,4-Xylanasen auch FS-haltige
Strukturen freisetzen, in denen mXylp- oder dXylp-Einheiten in unmittelbarer Nachbarschaft zu
einer mit einer FA-Seitenkette substituierten Xylp-Einheit vorliegen. Cis-konfigurierte FS
kommt in der Regel nicht in nativer Form vor, da Pflanzen fast ausschlieBlich das energetisch
stabilere trans-lsomer bilden. Die Bildung von A>"3X ist vermutlich auf duBere Lichteinfliisse im
Zuge des Isolierungsprozesses zurlckzuflhren, bei der es zu einer Isomerisierung der
Doppelbindung gekommen ist (Moni et al., 2021).

Die aus Mais-UBS durch XYLagy freigesetzten FAXOS-Standardsubstanzen entsprechen dem
typischen Spaltungsmuster einer GH11-Xylanase (Biely et al., 2016; Pollet et al., 2010). Folglich
besitzen alle FAXOS eine terminale uXylp-Einheit sowie ein oder zwei uXylp-Einheiten am
reduzierenden Ende. Dagegen konnte kein A’*X im Hydrolysat von XYLasy nachgewiesen
werden. Obwohl die Strukturabfolge von XD?®XX vermutlich erst durch die milde
TFA-Hydrolyse der Mais-UBS entstand (vgl. Kapitel 3.4.1), lieferte die Isolierung und
Strukturcharakterisierung dieser FAXOS-Standardsubstanz wertvolle NMR-Daten zur an das
Xylanrickgrat gebundenen FAX-Seitenkette, die ubiquitdr in Getreidepflanzen vorkommt
(Schendel et al, 2016a). Bei dem ebenfalls aus Mais isolierten FAXOS XA?PX, dessen
FA-Seitenkette acetyliert vorliegt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese im Zuge einer
intramolekularen Umesterungsreaktion gebildet wurde (vgl. Kapitel 1.2.2.1). Nichtsdestotrotz
wurde eine O2-Acetylierung der Araf-Einheit in FS-haltigen Seitenketten bisher ausschlieBlich
fur vegetative Strukturen von Grdsern beschrieben, nicht jedoch fir AX aus Zellwanden von
Getreidekaryopsen (Azuma et al.,, 1990; Ishii, 1991).
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4.2 Entwicklung und Anwendung einer HPAEC-PAD/MS-
Profilingmethode

In Vorversuchen mit XYLio und XYLi; zeigte sich, dass die Enzyme auch zur Hydrolyse der
AX-Struktur in den BS anderer Getreidearten geeignet sind. In den enzymatischen Hydrolysaten
der Getreide-BS konnten sowohl bekannte als auch die im Rahmen dieser Arbeit isolierten
AXOS-Standardsubstanzen identifiziert werden. Durch die Bestimmung der molaren Anteil der
freigesetzten (A)XOS konnen Riickschlisse auf die zugrundliegende Feinstruktur der in den
Getreide-BS enthaltenen AX gezogen werden. Vor diesem Hintergrund wurde eine
Profilingmethode basierend auf der HPAEC-PAD mit MS-Kopplung entwickelt, die sowohl eine
semiquantitative Bestimmung kommerziell verfiigbarer XOS (X, - Xs) und AXOS (A3X, A?XX,
XA3XX, A?*3XX) sowie der zusitzlich isolierten und strukturell aufgeklarten AXOS (vgl.
Abbildung 21 in Kapitel 4.1.2) ermdglicht.

Der erste Schritt in der Entwicklung der Profilingmethode lag in der Suche nach einem
passenden Gradientenprogramm, mit dem eine vollstandige Trennung der (A)XOS in einer
moglichst kurzen Zeit erzielt werden konnte. Da die Methode in die Abteilung fur Lebensmittel-
und Phytochemie integriert werden sollte, wurde mit vorgemischten FlieBmitteln aus Wasser,
Natronlauge und Natriumacetat gearbeitet. Als analytische Saule kam eine CarboPac PA200
(ThermoFisher Scientific) zum Einsatz, die bereits in zahlreichen Studien erfolgreich zur
Trennung von (A)XOS sowie weiteren, aus der pflanzlichen Zellwand stammenden OS
angewendet wurde (Bhattacharya et al., 2020; Joyce et al.,, 2023; McCleary et al., 2015; Steck et
al, 2021; Wefers & Bunzel, 2016a). Dartber hinaus wird in Kapitel 4.2.2 eine alternative
Anionenaustauschersaule (SweetSep AEX200, Antec Scientific) vorgestellt, welche ebenfalls
eine Trennung der (A)XOS ermdglicht. Bei der Optimierung des Gradientenprogramms konnte
auf Vorarbeiten einer vorausgegangen Masterarbeit (Sitter, 2022) zuriickgegriffen werden, in
der ein Gradient entwickelt wurde, bei der die kommerziell verfiigbaren (A)XOS vollstandig
voneinander getrennt vorlagen. Die Elutionskraft des anfanglichen Gradienten war fir die
Elution der hoher substituierten AXOS mit gréBerem DP > 6 zu gering, weshalb sich dafur
entschieden wurde, mit einem starkeren Acetatgradienten zu arbeiten. Hierbei musste jedoch
darauf geachtet werden, die Acetatkonzentration im FlieBmittel nicht mehr als erforderlich zu
steigern, da eine zu hohe Salzbelastung die potenziell gekoppelte MS-Detektion
beeintrachtigen kann. Des Weiteren zeigten XXA3X und XA3XX ein identisches
Retentionsverhalten, weshalb hier keine Trennung erreicht werden konnte. Im Gegensatz zu
XA’XX ist  XXA®X ein geringfiigig auftretendes Nebenprodukt in GH10- und
GH11-Hydrolysaten. Beide Xylanasen setzen typischerweise keine AXOS frei, deren zweite
Xylp-Einheit ausgehend vom nicht-reduzierenden Ende unsubstituiert bleibt (Biely et al., 2016;
Pollet et al., 2010). Aus diesem Grund wurde XXA*X in der weiteren Methodenentwicklung nicht
berticksichtigt. Die spatere Identifizierung und Quantifizierung der (A)XOS erfolgte mit Hilfe
RRT bzw. RRF in Bezug zu einer ISt (vgl. Kapitel 3.6). Ein geeigneter ISt sollte eine hohe Reinheit
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besitzen und zugleich kostenglinstig in ausreichender Menge verfligbar sein. Dartiber hinaus
sollte er den Analyten strukturell ahneln, naturlicherweise nicht in den untersuchten
Pflanzenmaterialien vorkommen und sich ohne Beeintrachtigung in die chromatographischen
Trennung der (A)XOS integrieren lassen. In diesem Zusammenhang erwies sich die
Isomaltotriose (IMT), die bereits in der Masterarbeit (Sitter, 2022) zur quantitativen
Bestimmung der kommerziell erhaltlichen (A)XOS eingesetzt wurde, auch fiir das erweiterte
Profiling als passender ISt. Neben der IMT wurden weitere OS als ISt getestet. Dabei erzeugte
die Laminaritriose (LT) ebenfalls ein von den (A)XOS getrenntes Signal, eluierte jedoch zu
deutlich spateren Retentionszeiten. Da es insbesondere wahrend des steilen Acetatgradienten,
in dessen Verlauf die gréBeren und hoher substituierten AXOS eluieren, zu Verschiebungen der
Retentionszeiten kommen kann, wurde LMT als zusatzlicher Bezugspunkt zur Identifizierung
der AXOS Uber RRT mitgefiihrt. Die HPAEC-Trennung der insgesamt 17 (A)XOS-Standard-
substanzen sowie der beiden ISt IMT und LT sind in Abbildung 31 dargestellt. Der dazugehdrige
Gradient sowie alle weiteren chromatographischen Bedingungen der HPAEC k&nnen in der
Arbeitsvorschrift 8.9 nachgelesen werden.
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Abbildung 31: Chromatogramm der Trennung der kommerziell erhéltlichen Xylooligosaccharide (XOS) und
Arabinoxylooligosaccharide (AXOS) sowie der isolierten AXOS und internen Standardsubstanzen (ISt) mit
Hilfe des entwickelten Gradienten der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie. Die Strukturen der
ISt Isomaltotriose (blau markiert) und Laminaritriose (grin markiert) sind ebenfalls dargestellt. Hydrolytische
Abbauprodukte der AXOS, die aus dem alkaline peeling resultieren und bei der Bestimmung der relativen
Responsefaktoren mitberticksichtigt wurden, sind rot markiert. Die Nomenklatur der (A)XOS entspricht den
géngigen Richtlinien (Fauré et al., 2009). Glc, Glucose

Mit dem optimierten Gradienten erfolgt eine vollstandige Basislinientrennung der 17 (A)XOS
sowie der beiden ISt. Wahrend die XOS in aufsteigender Reihenfolge nach ihrem DP vor den
AXOS eluieren, hangt das Retentionsverhalten der AXOS sowohl von der Lange des
Xyloseriickgrats als auch von der Anzahl und Position der Araf-Substituenten ab. AuBerdem ist
auffallig, dass strukturell dhnliche AXOS, beispielsweise XA**3XX und A%*3XX oder XA*AX und
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A3A3X, jeweils ,paarweise” in engen zeitlichen Abstanden eluieren. Mit Ausnahme von A*X und
XA3X eluieren jedoch die AXOS zuerst, die die gréBere Anzahl an Xylp-Einheiten im Riickgrat
enthalten. Des Weiteren ist bei groBeren AXOS mit einem DP > 6 nach etwa 60 min eine
zunehmende Verbreiterung der Peakform bis hin zur Ausbildung von Doppelpeaks (etwa im
Verhaltnis 80 : 20) zu beobachten. Die massenspektrometrische Analyse zeigte, dass es sich
hierbei vermutlich um hydrolytische Abbauprodukte handelt, die im Zuge der
chromatographischen Trennung entstanden sind. Demnach dominiert beispielsweise im
Massenspektrum des A**XA?*3XX das entsprechende m/z des zweifachen Lithiumaddukts
(IM+2:Li]**) von 611, wahrend in geringerer Intensitit das um eine Pentoseeinheit kleinere
Lithiumaddukt mit einem m/z von 544 zu sehen ist. In Kapitel 3.2.2 wurde bereits auf das
alkaline peeling eingegangen, bei dem es zu einem Abbau der AX unter alkalischen
Bedingungen kommt. Ausgehend vom reduzierenden Ende der AX wird das Xyloserlckgrat
unter Abspaltung einer monomeren Xylp-Einheit sukzessive abgebaut (Henriksson et al., 2024).
Da insbesondere die spat eluierenden AXOS Uber einen langeren Zeitraum den stark
alkalischen Bedingungen der HPAEC ausgesetzt sind, erscheint ein alkaline peeling als mogliche
Ursache plausibel, wodurch das Retentionsverhalten der betreffenden AXOS beeinflusst wird.
Bei der Bestimmung der RRF dieser AXOS-Standardsubstanzen wurde jedoch der Anteil des
hydrolytischen Abbauprodukts bei der Integration der Signale stets mitberticksichtigt.

4.2.1 Bestimmung relativer Responsefaktoren und Validierung

Zur Bestimmung von RRF der verschiedenen (A)XOS-Standardsubstanzen wurden zunachst
Stammldsungen mit definierter Konzentration bendtigt. Aufgrund des hygroskopischen
Charakters der (A)XOS wurde auf eine gravimetrische Mengenbestimmung verzichtet und
stattdessen die Konzentration mittels "H-NMR-Spektroskopie unter Einsatz von Acetanilid als
ISt ermittelt (vgl. Kapitel 3.5.2). Die Quantifizierung der Analyten erfolgte relativ zum CH3-Signal
des Acetanilids (6n = 2,17 ppm) durch Integration ausgewahlter 'H-Resonanzsignale der
(A)XOS, die moglichst separiert vorlagen und einer definierten Anzahl an Protonen zugeordnet
werden konnten. Mit Ausnahme von X, bei dem das anomere Protonensignal der tXylp-Einheit
(6n = 4,45 ppm) zur Quantifizierung herangezogen wurde, traten bei allen XOS (X3 - Xs)
ausschlieBlich die anomeren Protonensignale der reduzierenden Xylp-Einheit isoliert auf.
Dementsprechend wurde flr deren Konzentrationsbestimmung die Summe der Integrale aus
dem Signal des a-Anomers (&n = 5,18 ppm) und des B-Anomers (& = 4,58 ppm) verwendet.
Zur Quantifizierung der AXOS eigneten sich die anomeren Protonensignale der Araf-Einheiten
im chemischen Verschiebungsbereich von én = 5,20 - 5,40 ppm. In Fallen, in denen die
Arabinosesignale nicht vollstandig voneinander getrennt vorlagen, wurden Uberlagerte
Resonanzen gemeinsam integriert und die zugrunde liegende Protonenanzahl bei der
Berechnung berlcksichtigt. Auf diese Weise konnten alle isolierten AXOS-Standardsubstanzen
zuverldssig quantifiziert werden.
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Aus den mittels 'TH-NMR bestimmten Standardlésungen der (A)XOS wurden anschlieBend
Stammldsungen mit definierter Konzentration (1 mM) hergestellt. Die Bestimmung der RRF
erfolgte anhand einer Kalibrierreihe der jeweiligen (A)XOS in sechs aufsteigenden,
aquidistanten Konzentrationsschritten (0,1; 6; 12; 18; 24 und 30 pM) sowie einer festen
Konzentration (10 uM) der ISt IMT und LT. Aufgrund der zu erwartenden geringen
Freisetzungsmengen im Zuge der enzymatischen Hydrolyse wurde der Konzentrationsbereich
fir die beiden XOS Xs und Xs entsprechend angepasst (0,1; 3; 6; 9; 12 und 15 pM). Jeder
Kalibrierpunkt wurde dreifach mittels HPAEC-PAD bestimmt. Das Produkt aus der Peakflache
der IMT mit der Konzentration des entsprechenden XOS bzw. AXOS (x) wurde gegen das
Produkt aus der Peakflache der XOS bzw. AXOS mit der Konzentration der IMT (y) aufgetragen.
Die Steigung daraus resultierenden Regressionsgeraden entspricht dem RRF der (A)XOS. Die
Regressionsgeraden wiesen eine Pearson-Korrelation zwischen 0,99800 und 0,99999 auf, was
auf eine gute Linearitat des Analyseverfahrens schlieBen lasst (s. Tabelle A29). Des Weiteren
wurden Verfahrensvariationskoeffizienten von unter 10 % ermittelt, die wiederum eine hohe
Reproduzierbarkeit der Messungen innerhalb des eingesetzten Konzentrationsbereichs der
(A)XOS widerspiegeln (s. Tabelle A29). In Tabelle 5 sind die ermittelten RRF sowie weitere
Validierungsparameter der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode zusammengefasst.
Die Konzentration der (A)XOS in einer wassrigen Losung kann unter Verwendung folgender
Gleichung berechnet werden (9):

A
(A)XOS (9)

Ccayxos = RRF - ¢ - "
IMT

Hierbei stehen caxos bzw. cimr flir die Konzentrationen und Apyxos bzw. A flir die Peakflachen
der (A)XOS und der IMT. Bei der Verwendung der RRF muss darauf geachtet werden, dass diese
nur in den dafir angegeben linearen Konzentrationsbereichen gelten. Bei hdheren
Konzentrationen der (A)XOS in den Proben missen diese daher entsprechend verdiinnt
werden. Die Anwendung der ermittelten RRF erlbrigt in Zukunft die Notwendigkeit von
Standardsubstanzen sowie die Aufnahme einer Kalibrierung, die mit einem erhohten
Zeitaufwand verbunden ist. Bei identischen chromatographischen Bedingungen sollten die RRF
zudem auf andere HPAEC-Systeme Ubertragbar sein. Durch die Bildung des Quotienten aus der
RT der (A)XOS sowie der RT der ISt wurden zudem RRT bestimmt, die primar zur Identifizierung
der (A)XOS eingesetzt worden sind (s. Tabelle 5). Dabei wurde jene (A)XOS, die vor der LT
eluieren in Relation zur IMT gesetzt, wahrend die LT als Referenz fur die restlichen, spater
eluierenden AXOS verwendet wurde. Die RRT der (A)XOS sollten stabil gegen einen
FlieBmittelwechsel oder eine zeitliche Anderung des FlieBmittelzustands sein. Durch eine
optionale, simultane MS-Detektion kdnnen nach Anpassung des zeitlichen Versatzes zwischen
dem PAD und der MS zusatzlich die Molekilmassen der eluierenden Substanzen analysiert
werden. Die dabei detektierten m/z der Lithiumaddukte der (A)XOS (s. Tabelle 5) liefern ein
zusatzliches Identitatskriterium, insbesondere wenn neben den Zielanalyten weitere
unbekannte Verbindungen in der Probe vorhanden sind.
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Tabelle 5: Auflistung der von der entwickelten Profilingmethode umfassten Xylooligosaccharide (XOS) und
Arabinoxylooligosaccharide (AXOS) mit ihren relativen Retentionszeiten (RRT) in Bezug auf Isomaltotriose
(IMT) und Laminaritriose (LT), ihren relativen Responsefaktoren (RRF), ihren Masse-zu-Ladungsverhiltnissen
(m/z), ihren bevorzugt gebildeten Lithiumaddukten, ihren Molekiilmassen, den Konzentrationsbereichen
sowie den Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ). Die Nomenklatur der (A)XOS erfolgt nach den
gangigen Richtlinien (Fauré et al., 2009).

Molekiil-

(A)XOS RRT RRE m/z Quafi: massen / Konze.ntrations- LoD/ LoQ/
molekiilion g/mol bereich / yM HM HM

Xz 0,889MT 1,571 289 [M+Li]* 282 0,1-30 0,01 0,05

X3 1,069MT 1,122 421 [M+Li]* 414 0,1-30 0,01 0,05

Xa 1,421MT 1,056 553 [M+Li]* 547 0,1-30 0,025 0,075

Xs 1,898MT 1,041 685 [M+Lil* 679 01-15 0,025 0,075

Xe 2,418MT 1,221 412 [M+2-Li]>* 811 01-15 0,025 0,05
A2XX 2,677™T 1,220 553 [M+Li1* 547 0,1-30 0,025 0,05
A3X 2,922MT 1,691 421 [M+Li1* 414 0,1-30 0,025 0,075
XA3X 2,986MT 1,135 553 [M+Lil* 547 0,1-30 0,01 0,025
XA3XX 1,0667 1,242 685 [M+Li]* 679 0,1-30 0,01 0,05
XA2+3XX 1,199 1237 412 [M+2-Li]>* 811 0,1-30 0,01 0,05
AZ3XX 1,217 1,281 685 [M+Li1* 679 0,1-30 0,025 0,05
XA3A3X 14257 1,168 412 [M+2-Li]?* 811 0,1-30 0,01 0,05
A3A3X 14617 1,478 685 [M+Lil* 679 0,1-30 0,05 0,1
XA3A2+3XX 1,600 1,005 544 [M+2:Li]>* 1074 0,1-30 0,01 0,05
A3AZ+3XX 1,6377 1,085 478 [M+2-Li]>* 942 0,1-30 0,025 0,05
AZH3XAZ3XX 1,796 0,845 611 [M+2-Li]?* 1206 0,1-30 0,025 0,05
AZ+3A2+3XX 1,846 1,058 544 [M+2-Li]?* 1074 0,1-30 0,025 0,05

Als weiterer Validierungsparameter wurden Nachweisgrenzen (LOD, engl. Limit of Detection)
und Bestimmungsgrenzen (LOQ, engl. Limit of Quantification) fir die Bestimmung der (A)XOS
ermittelt. Die Stammldsungen wurden hierzu schrittweise verdlinnt, bis die Signalhéhen dem
Dreifachen bzw. dem Zehnfachen des Rauschens entsprachen. Die Betrachtung der fir die
jeweiligen (A)XOS bestimmten LOD- und LOQ-Werte unterstreicht erneut die hohe
Empfindlichkeit der HPAEC-PAD. Mit Hilfe der entwickelten Profilingmethode lassen sich die
(A)XOS bis in einen Konzentrationsbereich von etwa 10 bis 50 nM zuverlassig erfassen. Zudem
zeigen die ermittelten LOD und LOQ eine gute Ubereinstimmung mit den in der Literatur
beschriebenen Werten fiir die kommerziell erhaltlichen (A)XOS (Joyce et al., 2023).
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.2.2 Trennung auf einem alternativen Saulenmaterial

Neben der CarboPac-200-Saule (ThermoFisher Scientific) wurde zur chromatographischen
Trennung der (A)XOS-Standardsubstanzen zusatzlich eine SweetSep-AEX200-Saule des
Herstellers Antec Scientific getestet. Diese Sdule fand im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ebenfalls Anwendung bei der Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung der PS in den
untersuchten Getreide-BS (s. Kapitel 3.3.1 und Arbeitsvorschrift 8.3.1). Den Herstellerangaben
zufolge ist die Sdule sowohl fiir die Trennung von Monosacchariden als auch von OS bis hin zu
PS geeignet. Da die Saule als Alternative zur CarboPac-200 eingesetzt werden soll, wurde mit
gleichen FlieBmittelzusammensetzungen gearbeitet. Der zuvor entwickelte Gradient war
insbesondere zur Elution der hdher substituierten AXOS zu schwach. Aus diesem Grund wurden
héhere Anteile an Natronlauge sowie ein steilerer Acetat-Gradient eingesetzt. SchlieBlich
konnte mit Hilfe der SweetSep-AEX-200-Saule eine vollstandige Trennung der (A)XOS und der
ISt IMT und LT in zur CarboPac-200 vergleichbaren Analysezeiten erreicht werden (s.
Abbildung 32). Ausnahmen bildeten lediglich A*X und XA®X sowie XA2*3XX und A?*3XX firr die
keine vollstandige Basislinientrennung erzielt werden konnte. Das angepasste
Gradientenprogamm ist in der Arbeitsvorschrift 8.9 (s. Tabelle V20) beschrieben. Die
Elutionsreihenfolge der (A)XOS entspricht derjenigen auf der CarboPAC-200. Weiterhin wurde
Uberprift, ob die ermittelten RRF (s. Kapitel 4.2.1) auch zur Bestimmung der (A)XOS auf der
SweetSep-AEX200 eingesetzt werden kénnen. Hierzu wurden Mischungen der (A)XOS in
unterschiedlichen Konzentrationen injiziert, die den zur Bestimmung der RRF eingesetzten
Konzentrationen entsprachen (s. Kapitel 4.2.1). Mit wenigen Ausnahmen lag die Abweichung
zwischen theoretischer und experimentell ermittelter Konzentration der (A)XOS innerhalb von
+ 10 %. Dementsprechend sind die RRF auch zur Quantifzierung der (A)XOS auf der
SweetSep-AEX200 geeignet. Alle weiteren Kenndaten wie RRT sowie die LOD und LOQ zur
Bestimmung der (A)XOS sind im Anhang (s. Tabelle A30) aufgelistet.

L:-:) 3 IMT AKX XA3A2+3XX A2+3XA2+3XX
3 +
T T N
e X5 4 A3X N243%X \ / A2+3A2+3%X
2 AZXX LT A3A3X
9]
€
= X
5 X6 1
N
T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80

Retentionszeit / min

Abbildung 32: Chromatogramm der Trennung der kommerziell erhiltlichen Xylooligosaccharide (XOS) und
Arabinoxylooligosaccharide (AXOS) sowie der isolierten AXOS und internen Standardsubstanzen auf einer
SweetSep-200-Siule der Firma Antec Scientific mit Hilfe des angepassten Gradientenprogramms der
Hochleistungsanionenaustauschchromatographie. Die Isomaltotriose (IMT) ist blau und die Laminaritriose (LT)
grun markiert. Die Nomenklatur der (A)XOS entspricht den gangigen Richtlinien (Fauré et al., 2009).
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4.2 Entwicklung und Anwendung einer HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode

4.2.3 Anwendung der Methode zur Untersuchung der Arabinoxylanfeinstruktur
auf verschiedene Getreideballaststoffe

Die entwickelte Profilingmethode wurde zur Untersuchung der Arabinosesubstitution der AX
in den UBS und LBS verschiedener Getreidearten (vgl. Kapitel 3.1) eingesetzt. Durch den Einsatz
der ermittelten RRF (s. Kapitel 4.2.1) lassen sich die molaren Konzentrationen bzw. die relative
Zusammensetzung der durch enzymatische Hydrolyse der BS mit XYLio und XYL, freigesetzten
(A)XOS bestimmen. Die Auswahl der Inkubationsbedingungen fir die enzymatische Hydrolyse
der UBS und LBS mit XYLio und XYL1; orientierte sich an den fiir die praparative Isolierung der
AXOS-Standardsubstanzen aus Weizen-AX gewahlten Bedingungen (vgl. Kapitel 3.4.1).
Demnach wurde sowohl fir die Inkubation der UBS als auch der LBS eine Enzymmenge von
0,56 U XYL1o/mg BS bzw. 2,00 U XYL11/mg BS bei einer Temperatur von 75 °C (XYL1o) bzw. 50 °C
(XYL11) eingesetzt. Des Weiteren wurde anhand des enzymatischen Verdaus von UBS und LBS
aus Roggen untersucht, ob durch eine Veranderung der Inkubationsdauer groBere Mengen an
(A)XOS freigesetzt werden kdnnen. Hierbei erwies sich eine 24-stiindige Inkubation als am
besten geeignet. Zur Inaktivierung der Enzyme wurde Ethanol bis zu einer
Volumenkonzentration von 80 % (v/v) hinzugegeben. Obwohl bereits bei einer
Ethanolkonzentration von 50 % (v/v) keine Enzymaktivitat mehr nachweisbar ist, wurden zur
gleichzeitigen Prazipitation der hohermolekularen, wasserloslichen Komponenten groBere
Ethanolmengen eingesetzt. Dies diente insbesondere dem Schutz des HPAEC-Systems vor
moglichen Verunreinigungen. Sowohl die Gesamtmenge als auch die relativen Anteile der
durch die Profilingmethode erfassten (A)XOS mit einem DP < 9 in der niedermolekularen,
|6slichen Fraktion des Hydrolysats blieben dadurch unbeeinflusst. Der eingedampfte
Uberstand konnte im Anschluss direkt nach Zugabe der ISt IMT und LT vermessen werden
(s. Arbeitsvorschrift 8.9). Die molaren Anteile der freigesetzten und erfassten XOS und AXOS
nach enzymatischer Hydrolyse der UBS und LBS untersuchter Getreideproben mit XYL und
XYLi1 sind in Abbildung 33 dargestellt. Die vollstdandigen Daten kénnen im Anhang in den
Tabellen A31 - A32 nachgelesen werden. Die Analysen wurden jeweils in Doppelbestimmung
mit einer zusatzlichen enzymfreien Kontrollprobe durchgefiihrt. Des Weiteren sind in
Abbildung A33 im Anhang beispielhaft die Chromatogramme der enzymatischen Hydrolysate
der UBS und LBS aus Roggen und Emmer zu sehen. Aus der Anzahl der vorkommenden Araf-
und Xylp-Einheiten in den freigesetzten (A)XOS sowie deren jeweiligen Anteilen im Hydrolysat
konnte zudem das A/X nach enzymatischer Hydrolyse berechnet werden (s. Tabelle 6).
Zusatzlich wurde das im Zuge der Monosaccharidanalyse nach saurer Hydrolyse bestimmte
A/X angegeben (s. Kapitel 3.3.1 und Tabelle A33). Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass
die durch saure Hydrolyse freigesetzten Ara grundsétzlich auch aus anderen Zellwand-PS wie
Arabinanen oder Arabinogalactanen (s. Kapitel 1.1.5) stammen kdnnen. Um tendenzielle
Aussagen Uber dominierende Bindungspositionen in den verschiedenen Getreiden treffen zu
kénnen, sind in Tabelle 6 erganzend die aus den Ergebnissen der Methylierungsanalyse (vgl.
Kapitel 3.3.2) ermittelten Verhaltnisse der PMAA der Xylp-Einheiten aufgefihrt.
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Abbildung 33: Molare Anteile (in mol%, n = 2) der aus unléslichen und I6slichen Ballaststoffen (UBS, LBS)
verschiedener Getreide freigesetzten Xylooligosaccharide (XOS) und Arabinoxylooligosaccharide (AXOS)
nach enzymatischer Hydrolyse mit den endo-B-1,4-Xylanasen der GH-Familien 10 (XYL1) und 11 (XYL11),
bestimmt mittels der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Die Nomenklatur der (A)XOS entspricht den
gangigen Richtlinien (Fauré et al., 2009).
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Tabelle 6: Arabinose-zu-Xylose-Verhiltnisse in den unloslichen und l6slichen Ballaststoffen (UBS, LBS) der
untersuchten Getreidearten nach saurer Hydrolyse (A/Xs, n = 3) und nach enzymatischer Hydrolyse (A/Xg,
n = 2) mit den endo-B-1,4-Xylanasen der GH-Familien 10 (XYL1o) und 11 (XYL11). Zudem sind die mittels
Methylierungsanalyse bestimmten prozentualen Anteile der partiell methylierten Alditolacetate (PMAA) der
Xylopyranoseeinheiten (Xylp) angegeben. Die Anteile wurden in mol% (n = 2) aus den insgesamt bestimmten
PMAA der Xylp-Einheiten ermittelt. Aufgrund von Rundungen kann die Summe der Werte leicht von 100 %
abweichen. Die vollstandigen Daten der Methylierungsanalyse sind in den Tabellen A34 - A35 im Anhang aufgefihrt.

Weizen Roggen  Einkorn Emmer Kamut Dinkel Gerste

A/Xs 0,60 0,53 0,55 0,54 0,62 0,51 0,70

A/Xe XYL1o 0,19 0,18 0,23 0,18 0,25 0,24 0,44

XYL 0,11 0,09 0,10 0,08 0,11 0,10 0,26

UBS t-Xylp 39 57 48 4,0 4,5 4,6 49
1,4-Xylp 68,5 63,6 63,3 66,7 62,4 62,4 50,3
1,2,4-Xylp 2,5 23 2,8 2,6 3,0 2,7 56
1,3,4-Xylp 12,8 16,4 13,6 12,6 14,3 14,3 12,0
1,2,3,4-Xylp 12,4 12,2 15,5 14,1 15,8 16,0 27,2

A/Xs 0,65 0,52 0,79 1,16 0,79 0,91 0,65

AlXe XYLio 043 0,46 0,47 0,53 0,46 042 0,50

XYL 0,28 0,27 0,30 0,34 0,34 0,33 0,37

LBS t-Xylp 2,5 1,3 34 2,6 30 2,5 2,1
1,4-Xylp 65,7 50,2 59,1 56,0 60,4 67,7 58,7
1,2,4-Xylp 1,7 2,0 17 2,7 2,2 2,1 37
1,3,4-Xylp 10,2 31,5 12,5 8,8 11,2 9.8 7.5

1,2,3,4-Xylp 19,9 15,0 233 29,8 23,2 17,9 28,1

Bei der Betrachtung der relativen Zusammensetzung der (A)XOS in den XYLio- und XYLi1-
Hydrolysaten der Weizen-BS (s. Abbildung 33) zeigt sich zunachst, dass das Verhaltnis der aus
UBS und LBS freigesetzten, aufsummierten Anteile an XOS bzw. AXOS zwischen beiden
Enzymen vergleichbar ist. Wahrend aus den UBS vermehrt XOS mit einem Gesamtanteil von
71,0 mol% (XYLiwo) bzw. 76,9 mol% (XYLi) freigesetzt werden, dominieren in den
LBS-Hydrolysaten die AXOS mit jeweils 65,6 mol% (XYLio) und 59,8 mol% (XYL:1). Demnach
weisen die AX der UBS groBere Bereiche an uXylp-Einheiten auf, wahrend die AX der LBS starker
mit Araf substituiert sind, was zu einer erhdhten Wasserl6slichkeit beitragen kann (vgl. Kapitel
1.2.1). Dies spiegelt sich auch in den ermittelten A/Xe-Werten wider (s. Tabelle 6), die bei den
UBS mit 0,19 (XYLio) bzw. 0,11 (XYLs1) deutlich niedriger ausfallen als bei den LBS mit 0,43
(XYL10) bzw. 0,28 (XYL11). Bei den freigesetzten XOS ist stets X, am haufigsten vertreten, gefolgt
von Xs. Im XYLs1-Hydrolysat der UBS konnte zusatzlich groBere Anteile an X4 mit 5,2 mol%,
sowie geringe Mengen an Xs und Xs (~ 1,0 mol%) nachgewiesen werden. Darlber hinaus ist
die strukturelle Variation der durch XYL1o freigesetzten AXOS gréBer als bei XYL11. Demnach
konnten sowohl im XYLio-Hydrolysat der UBS als auch der LBS alle AXOS einschlieBlich der
strukturell komplexeren Strukturen mit DP > 7 quantitativ erfasst werden. Demzufolge machen
beispielsweise die AXOS XA3A?"3XX, A’AZ3XX sowie AZF3XA?"3XX und A?"3A2"3XX in Summe
3,1 mol% in den UBS- und 14,6 mol% in den LBS-Hydrolysaten der XYL aus. Von den
beschriebenen AXOS konnte lediglich XA’A?**XX in den XYLi1-Hydrolysaten mit Anteilen von
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1,2 mol% (UBS) bzw. 7,1 mol% (LBS) bestimmt werden. Dies ist vermutlich darauf
zurlckzufiihren, dass GH10-Xylanasen mehr Spaltstellen fir die Hydrolyse des Xylosertickgrats
nutzen kdnnen. Demnach sind fir eine Spaltung mit XYL1o lediglich zwei aufeinanderfolgende
uXylp-Einheiten notwendig, wahrend XYLs1 im Allgemeinen drei uXylp-Einheiten bendétigt (Biely
et al, 2016; Pollet et al, 2010). Aus den molaren Anteilen der PMAA der Xylp-Einheiten aus
Weizen-UBS (s. Tabelle 6) lasst sich ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen der
O3-Monosubstitution und der Disubstitution ableiten. In den starker substituierten AX der
Weizen-LBS treten hingegen vermehrt dXylp-Einheiten auf. Die Ergebnisse der
Methylierungsanalyse korrespondieren grundsatzlich mit den Strukturmerkmalen der durch
XYLio und XYLs1 aus Weizen freigesetzten AXOS, wenngleich in den enzymatisch abbaubaren
Bereichen der AX tendenziell vermehrt O3-monosubstituierte Strukturen vorkommen.
Beispielsweise bildet XA*XX das dominierende AXOS in den XYLi-Hydrolysaten der UBS
(14,9 mol%) und LBS (27,1 mol%), wahrend XA?**XX in kleineren Mengen (5,8 mol% bzw.
20,1 mol%) vorkommt.

Neben dem Weichweizen wurden weitere Vertreter der Gattung Triticum, darunter Einkorn,
Emmer, Kamut sowie Dinkel, hinsichtlich ihrer AX-Struktur untersucht. Infolge ihrer
phylogenetisch engen Verwandtschaft zeigen die Hydrolysate der analysierten Weizenarten
(A)XOS-Profile, die groBtenteils mit denen des Weizens Uibereinstimmen. Lediglich die LBS aus
Emmer stellen eine Ausnahme dar. Wie bereits beim Weizen beobachtet werden konnte, sind
in den UBS-Proben vermehrt XOS vorzufinden. Dies zeigt sich insbesondere am Beispiel der
XYLi1-Hydrolysate des Emmers und Dinkels, bei denen der Gesamtanteil an XOS tber 80 mol%
betragt (s. Abbildung 33). Im Gegensatz dazu dominieren in den LBS die AXOS-Anteile. Den
Methylierungsdaten zufolge (s. Tabelle 6) treten in den AX der LBS vermehrt dXylp-Einheiten
auf. Insbesondere in den LBS aus Emmer konnten molare Anteile an 1,2,3,4-Xylp von 29,8 mol%
nachgewiesen werden. Der hohe Grad an Disubstitution spiegelt sich auch in den aus Emmer
freigesetzten AXOS wider. Demnach wurden aus den AX der LBS vermehrt AXOS freigesetzt,
die ausschlieBlich dXylp-Einheiten enthalten. Beispielsweise bildet XA***XX das dominierende
AXOS mit molaren Anteilen von 33,3 mol% im XYL:1-Hydrolysat. Dagegen kommen im
XYLio-Hydrolysat auch gréBere Mengen der AXOS, die zwei dXylp-Einheiten enthalten, vor
(insgesamt 16,1 mol%). Durch Vergleich der A/X nach enzymatischer und saurer Hydrolyse der
verschiedenen Weizenarten (s. Tabelle 6) zeigt sich jedoch, dass insbesondere in den LBS héher
substituierte Bereiche vorkommen, die durch die Enzyme nicht hydrolysiert werden kénnen. So
betragt beispielsweise das durch die Monosaccharidanalyse bestimmte A/X der LBS aus Dinkel
0,92, wahrend das aus den AXOS-Anteilen ermittelte A/X bei 0,42 bzw. 0,33 liegt. Mithilfe der
Profilingmethode konnten dennoch wichtige Erkenntnisse zur Feinstruktur der AX dieser
Weizensorten gewonnen werden, die in der Literatur bislang nur unzureichend beschrieben
sind.

Zuletzt wurde die Profilingmethode auch zur Analyse von Getreidearten aus anderen
Gattungen wie Roggen (Secale cereale) und Gerste (Hordeum vulgare) eingesetzt. Aus den
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Methylierungsdaten (s. Tabelle 6) geht hervor, dass die AX-Struktur der Roggen-BS,
insbesondere in den LBS, maBgeblich durch O3-Monosubstitution bestimmt wird. Gleiches
zeigt sich auch in den von XYLio und XYLq; freigesetzten AXOS-Strukturen. XA3XX ist das
dominierende AXOS in den XYL1-Hydrolysaten mit molaren Anteilen von 15,3 mol% in den
UBS bzw. von 45,2 mol% in den LBS. Die dazu korrespondieren AXOS A*X und XA3X sind nach
enzymatischer Hydrolyse mit XYL1o ebenfalls zu gréBeren Anteilen von 8,9 und 9,3 mol% in den
UBS sowie von 15,5 und 13,5 mol% in den LBS vertreten. In den von beiden Enzymen erzeugten
LBS-Hydrolysaten wurden zudem vermehrt AXOS-Strukturen mit aufeinanderfolgenden
0O3-monosubstituierten Xylp-Einheiten nachgewiesen. Wahrend XYLio sowohl XA?A3X als auch
A3A’X mit einem molaren Gesamtanteil von 24,0 mol % freisetzte, wurde im XYL-Hydrolysat
ausschlieBlich XA*A3X (6,5 mol %) identifiziert. Fiir die Gerste zeichnet sich dagegen eine zu
Weizen und Roggen deutlich unterschiedliche AX-Struktur ab. Zunachst ist auffallig, dass der
aus den UBS der Gerste freigesetzte Gesamtanteil an AXOS sowohl bei XYL (67,8 mol%) als
auch bei XYLq1 (50,8 mol%) denjenigen der XOS Ubersteigt. Demnach fallen die Bereiche an
uXylp-Einheiten in den AX der UBS vergleichsweise klein aus. Die ermittelten PMAA-
Verhaltnisse (s. Tabelle 6), wonach etwa die Halfte der Xylp in den UBS substituiert vorliegt,
bestatigen diese Annahme. Neben einer dominierenden Disubstitution weisen die AX aus
Gerste auch hohere Anteile O2-monosubstituierten Xylp-Einheiten von 5,6 mol% bzw. 3,7
mol% auf. Demnach konnten in den XYLio-Hydrolysaten der UBS und LBS kleinere Mengen an
A*XX von 2,6 mol% bzw. 4,7 mol% nachgewiesen werden. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass die O2-monosubstituierten Xylp-Einheiten Uberwiegend in den enzymresistenten
Bereichen von Gersten-AX vorkommen und demnach fir eine Hydrolyse mit XYLio bzw. XYL
moglicherweise unzuganglich sein konnten (Viétor et al, 1994). Mit Ausnahme des
XYL11-Hydrolysats der UBS, in dem XA3XX den groBten Anteil (27,2 mol %) ausmacht, wurden
unter den freigesetzten AXOS verstarkt Strukturen mit dXylp-Einheiten nachgewiesen. Die aus
den Anteilen der mittels XYLo freigesetzten (A)XOS berechneten A/X-Werte von 0,44 (UBS)
bzw. 0,50 (LBS) unterscheiden sich nur geringfiigig von den Werten der Monosaccharidanalyse
(0,70 fir UBS bzw. 0,65 fir LBS). Dies deutet darauf hin, dass die flr XYLio unzuganglichen
Abschnitte des Gersten-AX nur geringfligig starker substituiert vorliegen. Vermutlich treten in
den fur Xylanasen unzuganglichen Bereichen sowohl uXylp-Einheiten als auch substituierte
Xylp-Einheiten auf, jedoch liegen die Araf-Substituenten derart verteilt vor, dass keine
Spaltstellen fur Xylanasen zur Verfligung stehen. Dies steht im Einklang mit postulierte
Strukturmodellen zu AX aus Gerste (Viétor et al., 1994).

Durch die Untersuchung von Getreide aus verschiedenen Gattungen bzw. verschiedener Arten
konnte gezeigt werden, dass die entwickelte Profilingmethode zur Analyse der
Substitutionsmuster mit Araf in enzymatisch zugdnglichen Bereiche der AX geeignet ist. Dabei
konnte die Profilingmethode sowohl zur strukturellen Charakterisierung der AX aus UBS als
auch aus LBS erfolgreich angewendet werden. Zudem betragt die aus der Doppelstimmung
resultierende relative Spannweite (,Range/2") der bestimmten Anteile der (A)XOS nur in
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einzelnen Fallen Uber 10 %, wonach die Prazision der Profilingmethode als ausreichend
bewertet wird. Aufgrund grundlegender methodischer Unterschiede ist ein direkter Vergleich
zwischen der Methylierungsanalyse, die ausschlieBlich relative Anteile von Bindungspositionen
erfasst, jedoch keine Aussagen zur Verteilung der Substituenten erlaubt, und dem im Zuge der
Profilingmethode gewahlten enzymatischen Ansatz nur eingeschrankt mdglich. Dennoch
korreliert die relative Zusammensetzung der freigesetzten (A)XOS mit den Ergebnissen der
Methylierungsanalyse, wodurch die Aussagekraft der Profilingmethode zusatzlich gestutzt
wird. Bei der Interpretation der Analysenergebnisse ist jedoch zu beachten, dass die
Profilingmethode ausschlieBlich AX-Strukturen abbildet, die durch Xylanasen der GH-Familien
10 und 11 hydrolysiert werden. Starker mit Araf-Einheiten substituierte Abschnitte des AX
bleiben folglich unberlicksichtigt. Neben der Arabinosesubstitution hat auch das Vorkommen
von Acetylgruppen (vgl. Kapitel 1.3) oder FS-Crosslinks (vgl. Kapitel 1.2.3) Einfluss auf die
Zuganglichkeit der AX-Struktur fir Xylanasen. Dies duBerte sich auch in den freigesetzten
Gesamtmengen an (A)XOS aus den unterschiedlichen Getreide-BS, wonach teilweise
Konzentrationsunterschiede von bis zu zwei Zehnerpotenzen beobachtet werden konnten.
Sowohl XYLio als auch XYLs1 setzen auch FAXOS aus Getreide-BS frei (vgl. Kapitel 4.3.4).
Aufgrund der stark alkalischen Bedingungen der HPAEC werden sowohl estergebundene FS als
auch Acetylgruppen abgespalten, weshalb diese Strukturen nur indirekt miterfasst werden.
Beispielsweise werden die nach enzymatischer Hydrolyse mit Xylanasen dominierenden
FAXOS-Strukturen A*®X und XA*®X, die auch im Rahmen dieser Arbeit als Standardsubstanzen
isoliert werden konnten (vgl. Kapitel 4.1.2), entsprechend als A*X und XA?*X bestimmt.
Insbesondere in den Hydrolysaten der LBS konnten zudem weitere pentosebasierte OS
nachgewiesen werden, die vermutlich zusatzliche, von der Profilingmethode nicht erfasste
AXOS-Strukturen darstellen. Auch groBere Fragmente mit einem DP > 9, die innerhalb eines
chromatographischen Laufs nicht detektiert werden, kdnnten im Hydrolysat enthalten sein.

Trotz der beschriebenen Limitierungen der Methode lasst sich festhalten, dass der entwickelte
Profilingansatz basierend auf der HPAEC-PAD mit simultaner MS-Detektion ein empfindliches
und schnelles, wenngleich semiquantitatives Analyseverfahren darstellt. Die Bestimmung der
molaren Verhaltnisse der durch spezifische endo--1,4-Xylanasen freigesetzten (A)XOS erlaubt
differenzierte Aussagen zur Anzahl, Position und Verteilung der Araf-Substituenten in AX
unterschiedlichen pflanzlichen Ursprungs. Damit ist die Profilingmethode nicht nur als
Ergdnzung zu etablierten Verfahren wie der Monosaccharidanalyse oder Methylierungsanalyse
anzusehen, sondern bietet dartber hinaus tiefere Einblicke in die Feinstruktur der AX.
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4.3 NMR-spektroskopisches Profiling von Strukturelementen in

Arabinoxylanen

Im Zuge der NMR-spektroskopischen Strukturaufkldrung der isolierten Standardsubstanzen
wurde beobachtet, dass die chemischen Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffe der
AXOS (vgl. Kapitel 4.1.2) sowohl von der Art als auch von den Bindungspositionen der
jeweiligen Monomereinheiten abhdngig sind. Dabei erzeugen strukturell unterschiedliche
AXOS, die jedoch das gleiche Strukturelement enthalten, vergleichbare "H,">C-Kreuzsignale im
HSQC-Spektrum. Die chemischen Verschiebungen dieser Signale sind gréBtenteils unabhangig
von der jeweiligen Kettenlange der AXOS sowie von den benachbarten Monomereinheiten.
Aus diesem Grund ist es mdglich, spezifische Markersignale in den HSQC-Spektren von (A)XOS
als auch von FAXOS zu identifizieren, die ausschlieBlich ein bestimmtes Strukturelement
reprasentieren. Durch Volumenintegration der charakteristischen Korrelationssignale kénnen
semiquantitative Aussagen uber das relative Vorkommen bestimmter Strukturelemente des AX
getroffen werden (vgl. Kapitel 3.5.2). In Anlehnung an das von Wefers und Bunzel (2016b)
entwickelte HSQC-basierte Profiling verschiedener Strukturelemente von Arabinanen und
Galactanen wurde ein dazu entsprechendes Verfahren fir AX entwickelt. Analog zur
entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode (s. Kapitel 4.2.3) wurden endo-f3-1,4-Xylanasen
eingesetzt, um AXOS und FAXOS aus Getreide-BS freizusetzen, die anschlieBend mittels
HSQC-NMR analysiert werden kénnen. Im Gegensatz zum chromatographischen Ansatz
werden dadurch samtliche im Hydrolysat enthaltenen OS erfasst.

4.3.1 Markersignale von Xylo- und Arabinoxylooligosacchariden

Zur ldentifizierung spezifischer Markersignale der verschiedenen Strukturelemente des AX
wurden die HSQC-Spektren sowohl der kommerziell erhaltlichen als auch der isolierten
(A)XOS-Standardsubstanzen (s. Abbildung A3 - A19) Ubereinander gelegt. Damit konnte
festgestellt werden, ob ein Korrelationssignal ausschlieBlich durch ein bestimmtes
Strukturelement der (A)XOS hervorgerufen wurde. In Abbildung 34 sind die fir die
HSQC-Profilingmethode ausgewahlten Markersignale der beschriebenen Strukturelemente der
XOS und AXOS mit ihren zugehérigen 'H- und *C-chemischen Verschiebungen dargestellt.

Da die reduzierenden Xylp-Einheiten der (A)XOS stets unsubstituiert vorliegen und nicht durch
die Ubrigen Monomereinheiten beeinflusst werden, sind deren Kreuzsignale bei allen
(A)XOS-Standardsubstanzen nahezu identisch. Als Markersignale (Signal 1) eignen sich die
anomeren CT1H1-Signale der reduzierenden Xylp in a-Konfiguration (&n/,c = 5,18/92,75 ppm)
und B-Konfiguration (Sn/.c = 4,58/97,26 ppm), da diese isoliert von den restlichen Signale im
Spektrum vorliegen. Die Verhadltnisse zwischen dem a- und [p-Anomer nach
Gleichgewichtseinstellung in wassriger Losung (~ 1:2) sind vergleichbar zwischen den
verschiedenen (A)XOS (s. Kapitel 4.1.3). Dennoch existieren minimale Unterschiede, weshalb im
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Abbildung 34: HSQC-Markersignale verschiedener Strukturelemente der (Arabino-)Xylooligosaccharide mit
ihren 'H- und '3C-chemischen Verschiebungen. Xylopyranosen (Xylp) sind in schwarz und Arabinofuranosen in
grun dargestellt. d, disubstituiert; u, unsubstituiert; Xyl, Xylose

einem enzymatischen Hydrolysat nur das durchschnittliche Verhaltnis aller vorliegenden
(A)XOS angegeben werden kann. Zur korrekten Bestimmung der reduzierenden Xylp-Einheiten
wurde daher die Summe der Volumenintegrale der a- und B-Signale ermittelt. Damit werden
die reduzierenden Enden aller beschriebenen (A)XOS erfasst. Fir terminale uXylp-Einheiten
konnten ebenfalls separierte Korrelationssignale identifiziert werden. Demzufolge zeigen
sowohl das C3H3- (8w« = 3,42/76,32 ppm) als auch das C4H4-Kreuzsignal (8w = 3,61/
69,87 ppm) keine Uberlappung mit anderen Signalen der (A)XOS. Somit sind grundsatzlich
beide Signale zur Bestimmung terminaler uXylp-Einheiten geeignet. Darliber hinaus wurde
Uberprift, ob eine Uberlappung mit méglicherweise im Hydrolysat vorhandener monomerer
Xylp vorliegt. Dabei erwies sich das C3H3-Kreuzsignal als besser geeignet, da es im Gegensatz
zum C4H4-Kreuzsignal eine deutlich klarere Abtrennung vom Signal der monomeren Xylp
aufweist. Aus diesem Grund wurde das C3H3-Signal als Markersignal (Signal 2) fir terminale
uXylp-Einheiten ausgewahlt. Die Identifizierung eines geeigneten Korrelationssignals zur
Bestimmung der B-1,4-glykosidisch gebundenen uXylp-Einheiten im Xyloserilickgrat von
(A)XOS erwies sich aufgrund der Nahe bzw. teilweisen Uberlappung mit den Signalen der
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reduzierenden B-Xylp-Einheit bzw. terminalen uXylp-Einheit als schwierig. Bei der Auswahl
eines geeigneten Kreuzsignals wurde die Bedeutung der HSQC-Parameter, insbesondere der
fur die Signalauflésung entscheidenden Datenpunktanzahl, deutlich (vgl. Kapitel 4.3.3). Durch
die Aufnahme von 1024 Inkrementen in der *C-Dimension sowie die Anwendung von linear
prediction und window functions (quadratische Sinusfunktion) im Zuge der Datenprozessierung
(vgl. Kapitel 3.5.4) erscheinen die C3H3-Signale der inneren, 1,4-gebundenen uXylp-Einheiten
und der reduzierenden B-Xylp-Einheiten anndhernd aufgeldst (s. Abbildung 35). Infolgedessen
kann das C3H3-Signal (&w/c = 3,55/85,42 ppm) mit den genannten Parameter als Markersignal
(Signal 3) furr 1,4-glykosidisch gebundene uXylp herangezogen werden.

TD13c = 512 TD13c = 1024
1,4-Xylp (Signal 3) " 1,4-Xylp (Signal 3) o ” 1,4-Xylp (Signal 3) e "
«p
m . . D (@v (=] .
r-Xylp (B) (C3H3) LS S r-Xylp (B) (C3H3) s
Xylp Gignal 2) t-Xylp (Signal 2) t-Xylp (Signal 2)
o~ 76 76
A Ve == o
@o © ©
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Abbildung 35: Ausschnitte aus den HSQC-Spektren eines enzymatischen Roggenhydrolysats (XYL11) mit
verschiedener Inkrementzahl in der '3C-Dimension (TDi3c). Die Ausschnitte zeigen die Bereiche der
ausgewahlten Markersignale fur die terminale (t-) und 1,4-glykosidisch gebundene Xylopyranose (Xylp)-Einheit.
Durch die Verdopplung der Datenpunktzahl in der 3C-Dimension sowie die anschlieBenden Prozessierungsschritte
(vgl. Kapitel 3.5.4) erscheinen beide Markersignale separiert von den Signalen der reduzierenden B-Xylp-Einheit bzw.
der monomeren B-Xylp.

In den AX der untersuchten Getreideproben Gberwiegt grundsatzlich die O3-Monosubstitution
oder die Disubstitution. Dennoch lieBen sich geringe Anteile O2-monosubstituierter Xylp
nachweisen, im Fall der Gersten-UBS traten erhdhte Anteile auf (vgl. Tabelle 6 in Kapitel 4.2.3).
Vor diesem Hintergrund erschien die Bestimmung eines Markersignals fir
O2-monosubstituierte Xylp ebenfalls sinnvoll. Hierfiir wurden die HSQC-Spektren von A2XX
(s. Abbildung A10) und XA*XX (in einer Mischung mit XA*XX, s. Abbildung A11) herangezogen.
Die C2H2-Kreuzsignale der terminalen, substituierten Xylp von A?XX (Sn/c = 3,40/78,77 ppm)
sowie der substituierten Xylp im Inneren des Xyloseriickgrats von = XA?XX
(/e = 3,44/78,61ppm) weisen charakteristische chemische Verschiebungen auf. Die
C2H2-Kreuzsignale von A2XX bzw. XA?XX liegen isoliert unterhalb des restlichen
Ringprotonenbereichs, zeigen jedoch eine leichte Uberlappung untereinander. Weiterhin ist
auffallig, dass die Kreuzsignale der in O2-Position gebundenen Araf-Einheit bei beiden AXOS
vergleichbar sind. Demnach erscheint z.B. das Kreuzsignal der anomeren Position der
Araf-Einheit in beiden AXOS bei einer chemischen Verschiebung von &n/c = 5,28/109,11 ppm.
Da zum Zeitpunkt der Methodenentwicklung lediglich A>XX zur Ermittlung des RRF zur
Verfiigung stand und der zu erwartende Anteil an O2-monosubstituierter Xylp im Hydrolysat
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dennoch als gering eingeschatzt wird, wurde sich fir das gemeinsame C1H1-Signal der Araf
von A2XX und XA2XX als Markersignal (Signal 4) fir die O2-Monosubstitution entschieden.

Ein dhnliches Bild zeigt sich auch bei den Korrelationssignalen O3-monosubstituierter Xylp am
terminalen Ende der AXOS sowie bei den entsprechenden Signalen der 1,3-glykosidisch
gebundenen Araf-Einheit. Das C3H3-Kreuzsignal der O3-monosubstituierten tXylp ist
gegeniiber dem der unsubstituierten tXylp entlang der '*C-Dimensiuon in Richtung héherer
Werte verschoben und erscheint bei &1,c = 3,58/82,20 ppm (vgl. Kapitel 4.1.3). Aufgrund der
separierten Lage eignet sich als Markersignal (Signal 5) fir die O3-Monosubstitution an
tXylp-Einheiten dennoch das C1H1-Signal der 1,3-gebundenen Araf-Einheit (Sw/c = 5,32/
108,70ppm) am besten, das ebenfalls charakteristisch fir dieses Strukturelement ist. Als
Markersignal (Signal 6) fir die O3-Monosubstitution einer inneren Xylp-Einheit wurde
hingegen das C4H4-Signal der Araf bei &w/c = 4,26/85,42 ppm ausgewahlt.

Bei der Betrachtung der HSQC-Spektren der AXOS mit einer dXylp-Einheit am terminalen,
nicht-reduzierenden Ende (A%"3XX, A" 3A273XX, A?"*XA**3XX) konnte ein Markersignal (Signal 7)
fur das entsprechende Strukturelement identifiziert werden. Dabei handelt es sich um das
C2H2-Signal der terminalen dXylp-Einheit (8w« = 3,52/78,73 ppm), das in allen AXOS mit
terminaler dXylp-Einheit konsistent vorkommt. Als Markersignal (Signal 8) fir eine
Disubstitution im Inneren des Xylp-Ruckgrats der AXOS wurde das C4H4-Signal der in
O3-Position der dXylp-Einheit gebundenen Araf-Einheit verwendet (&w/c = 4,30/84,94 ppm).
Dabei ist jedoch zu berlcksichtigen, dass es bei zwei aufeinanderfolgenden dXylp-Einheiten,
wie in A?3A%3XX, zu einer leichten Verschiebung des Markersignals (Sn/c = 4,33/85,14 ppm)
kommt. Demzufolge werden beim gleichzeitigen Auftreten beider Signale in den
HSQC-Spektren der Getreidehydrolysate beide Signalvolumina integriert und aufsummiert, um
alle internen dXylp-Einheiten zu erfassen.

4.3.2 Markersignale zur qualitativen Analyse von ferulasaurehaltigen
Arabinoxylooligosacchariden

Zur qualitativen Analyse der durch XYLio und XYLi; aus den BS der Getreide freigesetzten
FAXOS wurden die HSQC-Spektren der isolierten FAXOS-Standardsubstanzen (vgl. Kapitel
4.1.4) auch auf charakteristische Kreuzsignale hin untersucht. Diese sollten Riickschlisse auf
das Vorhandensein bestimmter FS-haltiger Seitenketten sowie deren Umgebung erlauben.
Zudem konnte in den HSQC-Spektren der aus dem enzymatischen Hydrolysat abgetrennten
FAXOS (vgl. Kapitel 4.3.4) zum Teil auch die fur (A)XOS ermittelten Markersignale identifiziert
werden. Diese werden an dieser Stelle nicht nochmal aufgefiihrt, kdnnen jedoch zusétzlich zur
strukturellen Charakterisierung der FAXOS beitragen. In Abbildung 36 sind die fiir verschiedene
FS-haltige Seitenketten der FAXOS ausgewahlten charakteristischen HSQC-Markersignale
dargestellt.
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Abbildung 36: HSQC-Markersignale der ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharide mit ihren 'H- und
13C-chemischen Verschiebungen. Die Ferulasiure (rot) ist dabei stets in O5-Position der Arabinofuranose (Araf,
grin) gebunden, welche Uber eine 1,3-glykosidische Bindung mit dem Xylopyranose (Xylp, schwarz)-Ruckgrat
verknUpft ist (FA-Seitenkette). Im Falle der FAX-Seitenkette tritt eine zusatzliche Xylp-Einheit in O2-Position der
Araf-Einheit auf. Je nach Substitution der zur FA-Seitenkette benachbarten Xylp-Einheit werden unterschiedliche
Korrelationssignale erzeugt. d, disubstituiert; u, unsubstituiert; Xyl, Xylose
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HO OCH,

Die 'H- und "*C-chemischen Verschiebungen der Kreuzsignale der tiber eine 1,3-glykosidische
Bindung mit dem Xyloserlickgrat verknlpften FA-Seitenkette (vgl. Kapitel 1.2.2.3) hangen
sowohl von deren Position als auch von der Substitution der dazu benachbarten Xylp-Einheiten
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ab. Liegt die FA-Seitenkette am terminalen, nicht-reduzierenden Ende der FAXOS gebunden
vor, erzeugt die C4H4-Position der Araf-Einheit ein charakteristisches Kreuzsignal bei
Swc = 4,41/82,12 ppm (Signal 9), das ausschlieBlich in diesem Strukturelement vorkommt. Bei
einer inneren Position der FA-Seitenkette im Xyloserlickgrat der FAXOS kann das
Korrelationssignal bei &n/c = 3,98/78,37 ppm (C3H3-Position der Araf) als charakteristisches
Markersignal (Signal 10) herangezogen werden. Letzteres gilt jedoch nur fir FA-Seitenketten,
in deren Nachbarschaft ausschlieBlich uXylp-Einheiten vorkommen. Im Falle einer
benachbarten O3-monosubstituierten Xylp- oder dXylp-Einheit verschieben sich die
Kreuzsignale der FA-Seitenkette. Zudem zeigen die Araf-Einheiten, die nicht mit FS substituiert
sind, im Vergleich zu den korrespondierenden Substitutionen in AXOS ebenfalls abweichende
Korrelationssignale. Dementsprechend kann das C2H2-Signal der unsubstituierten Araf-Einheit
(Signal 11, &w/c = 3,49/80,27 ppm) als Marker fir eine O3-Monosubstitution neben der
FA-Seitenkette verwendet werden. Zur Identifizierung einer benachbarten Disubstitution
diente das C2H2-Signal der in der O2-Position der dXylp gebundenen Araf-Einheit (Signal 12,
Swc = 4,01/81,72 ppm). Dartiber hinaus flhrt die cis/trans-Konfiguration der estergebundenen
FS zu einer Verschiebung der Korrelationssignale der FA-Seitenkette, weshalb hier ebenfalls
charakteristische Signale im HSQC-Spektrum identifiziert werden konnten. Insbesondere die
Verschiebung der Kreuzsignale der an der Doppelbindung beteiligten Position 7 und 8 der FS
(s. Abbildung 28 in Kapitel 4.1.5) deuten auf das Auftreten der cis-Konfiguration hin. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Signale auch durch freie cis-FS im Hydrolysat
erzeugt werden. Demnach wurde sich flir ein Arabinosesignal (C4H4 der Araf) bei
Swc = 4,32/81,92 ppm als Markersignal (Signal 13) flr eine cis-konfigurierte FA-Seitenkette am
terminalen, nicht-reduzierenden Ende des Xyloserlickgrats entschieden. Da keine FAXOS-
Standardsubstanz mit einer cis-konfigurierten FA-Seitenkette, die an eine innere Xylp-Einheit
gebunden ist, isoliert werden konnte, kdnnen hierzu keine Aussagen getroffen werden. Zuletzt
wurde ein Markersignal (Signal 14) fir die FAX-Seitenkette (s. Kapitel 1.2.2.3) identifiziert. Hier
bietet sich die an der 1,2-glykosidischen Bindung zur Xylp beteiligte C2H2-Position der Araf an,
deren Kreuzsignal bei &w/c = 4,29/89,49 ppm deutlich von den restlichen Signalen getrennt
vorliegt.

4.3.3 Auswahl der HSQC-Aufnahmeparameter fir die Quantifzierung und
Bestimmung relativer Responsefaktoren

Die identifizierten HSQC-Markersignale der XOS und AXOS ermdglichen eine semiquantitative
Abschatzung der relativen Anteile der verschiedenen Strukturelemente im enzymatischen
Hydrolysat von Getreide-BS. Im Gegensatz zu eindimensionalen NMR-Methoden hangt die
Signalintensitat im HSQC-Spektrum von zahlreichen proben- und pulssequenzspezifischen
Faktoren ab (s. Kapitel 3.5.2), weshalb die Signalvolumina nicht direkt ins Verhaltnis gesetzt
werden kénnen. Demnach unterscheiden sich beispielsweise die "Jci-Kopplungen der Protonen
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und '*C-Kerne sowohl zwischen verschiedenen (A)XOS als auch zwischen verschiedenen
Positionen innerhalb eines Molekiils. Bei der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten,
phasensensitiven HSQC-Pulssequenz ist der INEPT-Transferdelay (A = 1/(4Jcn)) standardmaBig
auf eine durchschnittliche Kopplungskonstante von "Jcy = 145 Hz eingestellt (s. Kapitel 3.5.2).
Daraus ergeben sich abhangig vom jeweiligen (A)XOS und der betrachteten Position
unterschiedliche Signalvolumina, sodass eine Korrektur der HSQC-Response erforderlich ist.
Die Aufnahme einer externen Kalibrierkurve ware hierfir wiinschenswert. Dies erfordert jedoch
groBe Mengen an (A)XOS-Standardsubstanzen. Da es sich hier um ein semiquantitatives
Verfahren handelt, bei dem keine absoluten Konzentrationen einzelner Analyten bestimmt
werden, sondern relative Anteile verschiedener Markersignale erfasst werden, wurde auf eine
Kalibrierung verzichtet. Stattdessen erfolgte die Korrektur der HSQC-Response durch die
Bestimmung von RRF der Markersignale in Bezug auf ein Referenzsignal einer ISt mit
konstanter Konzentration. In ihrer Masterarbeit untersuchte Johanna Braun (2023)
verschiedene Substanzen, die sich als ISt zur HSQC-basierten Quantifzierung von (A)XOS
eignen. Idealerweise sollten diese nicht in der pflanzlichen Zellwand vorkommen und zu den
(A)XOS unterscheidbare Signale im Spektrum erzeugen. Neben strukturahnlichen Sacchariden
wie Lactose, Saccharose, Trehalose, 2-Desoxy-D-Glucose und Methyl-a-D-Glucopyranosid
(MeGlc) wurde auch Koffein als mdgliche ISt getestet. Letzteres wurde beispielsweise in dem
von Schendel und Bunzel (2022) entwickelten HSQC-basierten Profiling verschiedener
FS-haltiger Seitenketten von AX als ISt eingesetzt, erwies sich jedoch fur die vorliegende
Fragestellung als nicht geeignet. Aufgrund der drei aquivalenten Protonen der in der anomeren
Position vorkommenden Methoxygruppe, die ein

intensives, isoliert  vorliegendes  Singulettsignal CH,OH
erzeugen, wurde sich fiir MeGlc als ISt entschieden HO
(s. Abbildung 37). Das Kreuzsignal der Methoxygruppe HO
liegt separiert oberhalb des Ringprotonenbereichs der OHO
. . N\
(A)XOS bei &h/c = 3,40/55,67 ppm und konnte daher fir 8,c = 3,40/55,67ppm CH;

die Bestimmung der RRF der Markersignale eingesetzt
Abbildung 37: Struktur des als interne

) Standardsubstanz eingesetzten Methyl-a-
wahrend der Messung auftretende instrumentelle p-Glucopyranosids (MeGlc). Die 'H, '3C-

Schwankungen bis zu einem bestimmten MaB zu chemische Verschiebung des verwendeten
Referenzsignals der Methoxygruppe des

kompensieren. Die im Rahmen dieser Arbeit MeGic (blau markiert) sind ebenfalls mit

werden. Der Einsatz der MeGlc als ISt diente ferner dazu,

durchgefiihrten NMR-spektroskopischen Messungen 2angegeben.

erfolgten an einem 500 MHz-Spektrometer, das mit einem stickstoffgekihlten Prodigy-
Kyroprobenkopf ausgestattet ist. Durch die kryogene Kiihlung (10 - 15 K) der in der Sonde
befindlichen Spulen wird das thermisch induzierte Rauschen vermindert. Dies hat zur Folge,
dass die Sensitivitat im Vergleich zu einem herkdmmlichen, ungekihlten Breitbandprobenkopf
deutlich erhoht wird, wobei das S/N um etwa das Zwei- bis Dreifache verbessert wird. Die
Sensitivitatssteigerung ist bei zunehmend leitfahigen, salzigen Proben jedoch eingeschrankt,
da deren Leitfahigkeit das Rauschen erhoht, was wiederum die Vorteile der Kryokiihlung
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mindert (Robosky et al, 2007). Dariiber hinaus kann bereits ein geringflgiger Verlust des fir
die thermische Isolation der Sonde essenziellen Vakuums zu einer Beeinflussung der
Leistungsfahigkeit des Kryoprobenkopfs fiihren. Bei der Aufnahme der HSQC-Spektren wurden
wiederholt ausgepragte ,Rauschspitzen” im FID*-Signal beobachtet, die die Signalintensitat im
resultierenden Spektrum erheblich beeintrachtigten und in einzelnen Fallen zum vollstandigen
Signalverlust fihrten. Bei dem als arcing bezeichneten Phdanomen kommt es innerhalb der
Sonde zu kurzzeitigen, elektrischen Spannungsiiberschlagen. Beguinstigt wird dieses Ereignis
insbesondere durch die wahrend der Detektionsphase eines HSQC-Experiments angewandte
kontinuierliche Hochfrequenzbestrahlung zur Aufhebung der Jcu-Kopplung (s. Kapitel 3.5.2).
Die hierfur erforderlichen hohen Impulsleistungen flihren zu starken elektrischen Feldstarken
in der Spule, wodurch das Risiko elektrischer Durchschlage, insbesondere bei einer
unzureichenden Evakuierung des Sondenraums, erhéht wird. Vor diesem Hintergrund wurde
MeGlc neben seiner Funktion als ISt auch zusatzlich zur Kontrolle und Sicherstellung der
Signalstabilitat mitgefuhrt.

Im nachsten Schritt wurden fir die Quantifzierung geeignete Aufnahmeparameter des
phasensensitiven HSQC-Experiments (,hsqcedetgp”) festgelegt. In Kapitel 4.3.1 wurde bereits
die Bedeutung einer erhdhten Inkrementzahl in der indirekten Dimension fur die digitale
Auflosung der Markersignale der (A)XOS diskutiert. Eine ausreichende digitale Aufldsung ist
entscheidend, um die Signale voneinander zu trennen. Allerdings geht einer Erhéhung der
Datenpunktzahl in der indirekten Dimension mit einer Erhdhung der Messzeit einher. Fur die
Aufnahme des HSQC-Experiments wurden dennoch flir eine bessere Signalaufldsung
1024 Datenpunkte in beiden Dimensionen gewahlt, wobei die dadurch verlangerte Messzeit
akzeptiert wurde.

Um eine ausreichende Empfindlichkeit der Messung zu gewahrleisten, kann die Scanzahl des
HSQC-Experiments gesteigert werden. In Vorversuchen mit kommerziell erhaltlichen
(A)XOS-Standardsubstanzen in gleichbleibender Konzentration wurde beobachtet, dass das
S/N mit der Wurzel der Scanzahl zunimmt. Die aus den Korrelationssignalen der (A)XOS und
des ISt gebildeten Integralverhdltnisse blieben dabei weitgehend konstant. Daher sollte die
Anzahl der Scans individuell an die Konzentration der freigesetzten (A)XOS im Hydrolysat
angepasst werden. Da im phasensensitiven HSQC-Experiment ein 8-stufiger Phasenzyklus
verwendet wird (s. Kapitel 3.5.2), sollten pro Inkrement dennoch mindestens acht Scans
aufgenommen werden, um alle Phasen vollstandig abzudecken und dadurch unerwiinschte
Koharenzen, die zur Artefaktbildung flihren kénnen, zu unterdriicken.

Fur eine korrekte Quantifzierung sollten die Kernspins der zu analysierenden (A)XOS vor jeder
Anregung vollstandig in den Gleichgewichtszustand zurlckgekehrt sein. Ein vollstandige
Relaxation der Spins wird durch einen ausreichend langen Di-Delay zwischen
aufeinanderfolgenden Scans (s. Kapitel 3.5.2) erreicht, welcher dem Finffachen der
T1-Relaxationszeit der (A)XOS entsprechen sollte (Giraudeau, 2014). Dies fihrt jedoch zu einer
erheblichen Verlangerung der Messzeit, sodass meist ein Kompromiss zwischen einem
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maoglichen Signalverlust und Analysendauer gefunden werden muss. Die durch das Inversion-
Recovery-Experiment ermittelten T;-Relaxationszeiten der (A)XOS (s. Kapitel 3.5.3) betragen
zwischen 0,7 und 3,0 s (s. Tabelle A36). Hierbei muss jedoch erwahnt werden, dass sich die
T1-Zeiten sowohl zwischen den einzelnen (A)XOS als auch zwischen unterschiedlichen
Positionen im Molekul unterscheiden. So wurden beispielsweise fiir die anomere Position des
reduzierenden Endes der (A)XOS in a-Konfiguration T;-Zeiten zwischen 2,1 und 3,0 s ermittelt.
Die Werte der B-konfigurierten, reduzierenden Xylp lagen hingegen nur bei 1,1 bis 1,5s. Auch
die anomeren Protonen der Araf in den AXOS besitzen Ti-Zeiten zwischen 1,0 und 1,5 s,
wahrend die Ubrigen Xylp-Einheiten teilweise Werte von unter 1,0 s aufweisen. Aus diesem
Grund wurde sich fuir den standardmaBig eingesetzten D1-Delay von 1,5 s entschieden. Obwohl
insbesondere bei der Quantifizierung des a-Anomers der reduzierenden Xylp-Einheit aufgrund
eines Di-Delays von 1,5 s geringfuigige Signalverluste nicht vollstandig auszuschlieBen sind,
wurde dieser Umstand im Hinblick auf eine praktikable Messdauer bewusst akzeptiert. Eine
Verlangerung des D1-Delays auf 3,0 s hatte eine Verdopplung der Experimentdauer zur Folge
gehabt. Unter den gewahlten Messbedingungen (1024 Datenpunkte in beiden Dimensionen,
8 Scans, ein Di-Delay von 1,5 s sowie ein NUS-Anteil von 50 % (vgl. Kapitel 3.5.4)) ergibt sich
eine Gesamtexperimentdauer von etwa 2 Stunden. Bei der semiquantitativen Bestimmung der
relativen Anteile einzelner Strukturelemente der (A)XOS werden potenziell im Hydrolysat
vorkommende hohermolekulare Fragmente ebenfalls berlicksichtigt, sofern sie das
entsprechende Strukturelement aufweisen. Mit zunehmendem DP der Molekiile nimmt jedoch
die molekulare Beweglichkeit ab, wodurch die Relaxation der Kernspins beeinflusst wird.
Demzufolge fihrt eine zunehmende MolekiilgroBe neben einer erhdhten Viskositat der
Messlosung zu abnehmenden Relaxationszeiten. Eine reduzierte transversale Relaxationszeit
(T>-Zeit, s. Kapitel 3.5) kann zu einer Signalverbreiterung und damit zu einer Beeintrachtigung
der spektralen Aufloésung fiihren (Claridge, 2016). Der Einfluss der Signalverbreiterung durch
abnehmende T,-Zeiten der (A)XOS auf die Quantifzierung der Strukturelemente lasst sich nicht
zuverlassig abschatzen, sollte jedoch bei der Interpretation der Ergebnisse berlicksichtigt

werden.

Die RRF der ausgewahlten Markersignale wurden im Anschluss durch Dreifachmessung von
5mM Lbésungen der (A)XOS mit MeGlc in Deuteriumoxid ermittelt. Hierbei wurde das
Verhaltnis zwischen dem Volumenintegral des Markersignals und des Referenzsignals der
MeGlc (s. Abbildung 37) gebildet. Unter Berlicksichtigung der entsprechenden Anzahl an
Protonen ((A)XOS: 1, MeGlc: 3), die zu den Signalvolumina beitragen, kdnnen basierend auf
den ermittelten Signalverhaltnissen die RRF der einzelnen Markersignale berechnet werden.
Dabei zeigte sich, dass die RRF verschiedener (A)XOS, die sich auf das gleiche Strukturelement
beziehen, vergleichbar sind. Daher wurden die RRF der verschiedenen Markersignale Gber alle
(A)XOS gemittelt, womit sich acht verschiedene RRF (je ein RRF pro Markersignal) ergaben.
Dennoch muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass dies zu Abweichungen fiihren kann, wenn
lediglich ein Teil der (A)XOS, die zur RRF-Ermittlung herangezogen wurden, im Hydrolysat
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enthalten ist. Diese Abweichungen sollten jedoch aufgrund der dhnlichen RRF vergleichsweise
gering sein, sodass eine semiquantitative Bestimmung der Strukturelemente der (A)XOS
moglich sein sollte. Die fur das HSQC-Profiling verwendeten RRF der verschiedenen
Markersignale sind in Tabelle A37 im Anhang aufgefiihrt. Die Bestimmung der ,molaren
Konzentration” eines Strukturelements im enzymatischen Hydrolysat der Getreide-BS erfolgte
schlieBlich durch folgende Formel (10):

VMarkersignaI Ny, Ist
Cstrukturelement = RRF - Cist - Y, ) (10)
ISt Ny x

Hierbei bezeichnet cis: die Konzentration der MeGlc (5 mM), Vmarkersignar und Vis; die
entsprechenden Volumenintegrale sowie nus: bzw. nux die Anzahl an Protonen, die zu den
jeweiligen Signalvolumina beitragen.

4.3.4 Enzymatische Freisetzung und Trennung ferulasaurehaltiger und -freier
Oligosaccharide

Fur das HSQC-basierte Profiling der verschiedenen Strukturelemente der (A)XOS in den
enzymatischen Hydrolysaten der Getreide-BS ist eine ausreichend hohe Konzentration der
(A)XOS in Losung erforderlich. Im Falle der UBS wurde nach dem enzymatischen Verdau durch
XYL1o und XYL41 zuséatzlich eine chromatographische Trennung der FS-freien und -haltigen OS
durchgefihrt, weshalb erh6hte Ausgangsmengen von 300 - 400 mg UBS fir die enzymatische
Hydrolyse eingesetzt wurden. Fir die LBS reichten dagegen aufgrund der insgesamt hoheren
Ausbeuten an freigesetzten (A)XOS bereits 100 mg fur die enzymatische Hydrolyse aus. Im
Vergleich zur HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode wurden die eingesetzten Enzymmengen von
XYLio bzw. XYL11 entsprechend der héheren BS-Einwaage angepasst. Wahrend der Inkubation
der Ballaststoffldsungen bzw. -suspensionen (c ~ 10 mg/mL) mit XYL und XYLs1 wurde auf
eine ausreichende Durchmischung durch Schitteln oder 360°-Drehung der Geféle geachtet.
Da durch die NMR-spektroskopische Analyse der freigesetzten OS auch groBere Molekiile
erfasst werden, ist eine vollstandige Spaltung zu den Endprodukten des enzymatischen
Verdaus mit XYLio und XYLs1 nicht zwingend erforderlich. Die Inaktivierung der Xylanasen
erfolgte durch die Zugabe von Ethanol bis zu einer Volumenkonzentration von 50 %. Die
zugesetzte Ethanolmenge wurde dabei so gewahlt, dass einerseits eine zuverldssige
Inaktivierung der Enzyme gewahrleistet ist, andererseits jedoch moglichst viele (A)XOS,
einschlieBlich der groBeren Molekiile, in Losung verbleiben. Bei der Analyse der LBS diente die
Ethanolzugabe ferner dazu, weitere geldste Zellwand-PS zu prazipitieren und so die Viskositat
der Losungen zu reduzieren. Dies war insbesondere bei den LBS aus Gerste relevant, da diese
groBere Mengen an geldsten MLG enthielten, welche die nachfolgende Probenaufarbeitung
und -messung erschweren wiirden. Nach Abzentrifugieren des Riickstands wurde ein mdglichst
groBes Aliquot des Uberstands entnommen und eingedampft. Der eingedampfte Uberstand
wurde anschlieBend direkt in Deuteriumoxid unter Zugabe von MeGlc in fester Konzentration
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analysiert bzw. in einem maoglichst kleinen, genau definierten Volumen an Reinstwasser fir die
chromatographische Trennung der (A)XOS und FAXOS gel6st (s. Arbeitsvorschrift 8.10.2).

Zur separaten HSQC-Analyse der Strukturelemente der aus den UBS freigesetzten FAXOS
wurden diese zuerst mittels semipraparativer RP-HPLC unter Verwendung einer Phenyl-Hexyl-
Phase von den (A)XOS abgetrennt (s. Kapitel 3.4.3). Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich
von Junker und Bunzel (2024) zur Trennung von FS-haltigen und -freien Arabino- und
Galactooligosacchariden angewandt. Die chromatographische Trennung wurde durch den
kombinierten Einsatz eines ELSD als universellen Detektor fir nichtfllichtige Analyten sowie
eines UV-Detektors tberwacht. Mit Hilfe der UV-Detektion bei 325 nm konnte gezielt die
Elution der FAXOS erfasst werden, da die (A)XOS kein UV-Signal aufweisen. Abbildung 38 zeigt
die UV- und ELSD-detektieren Chromatogramme der semipraparativen Trennung der im
enzymatischen Hydrolysat von Weizen-UBS enthaltenen FS-haltigen und -freien OS nach
enzymatischer Hydrolyse mit XYLio und XYLi.

(AXOS FAXOS
XYLy
uv
XYL,
uv
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit / min

Abbildung 38: UV- und ESLD-detektierte Chromatogramme der Trennung von ferulasaurefreien (Arabino-)
Xylooligosacchariden ((A)XOS) und ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosacchariden (FAXOS), die durch die
enzymatische Hydrolyse unldslicher Weizenballaststoffe mit den spezifischen endo-B-1,4-Xylanasen der
GH-Familien 10 (XYL1o) und 11 (XYL41) freigesetzt wurden. Die Trennung erfolgte auf einer semipraparativen Phenyl-
Hexyl-S&ule unter Anwendung eines Wasser/Methanol-Gradienten.

Die Hydrolysate lieBen sich in zwei Fraktionen auftrennen. Die erste Fraktion (8,0 - 13,0 min),
die den FS-freien OS zuzuordnen ist, erzeugte ein intensives Signal im ESLD bei gleichzeitig
schwacher UV-Absorption. Die zweite Fraktion (28,0 - 34,0 min) hingegen wies sowohl im UV-
als auch im ELSD-Chromatogramm intensive Signale auf, was auf die Elution der FS-haltigen
N hindeutet. Die Anpassung der chromatographischen Bedingungen
(s. Arbeitsvorschrift 8.10.2, Tabelle V22) fiir die Trennung erfolgte anhand ausgewahlter
Standardsubstanzen der (A)XOS und FAXOS, die sich ausschlieBlich durch die FS-Substitution
unterscheiden. Demnach eluierte sowohl A*X als auch XA’A®X innerhalb des beschriebenen
Zeitraums der ersten Fraktion, wahrend die entsprechenden FAXOS A*®X und XA3A>®X das
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Elutionsverhalten der zweiten Fraktion zeigten. Im Anschluss an die chromatographische
Trennung mittels semipraparativer RP-HPLC wurden die jeweiligen Fraktionen des XYL1o- und
XYLi1-Hydrolysats durch ein nachgeschaltetes Fraktionierventil im praparativen MaBstab zu
den beiden genannten Elutionszeitraumen gesammelt und zur Aufkonzentrierung getrocknet.
Das gravimetrisch ermittelte Verhaltnis beider Fraktionen variierte in Abhdngigkeit des
untersuchten Getreides zwischen 5:1 und 11:1, wonach die (A)XOS die FAXOS deutlich
uberwogen.

Basierend auf der massenspektrometrischen Analyse der isolierten FAXOS-Standardsubstanzen
(s. Kapitel 3.4.5) wurden die beiden erhaltenen Fraktionen am Beispiel der Weizen-UBS durch
Direktinjektion in ein lineares lonenfallen-Massenspektrometer untersucht, um Kenntnisse
uber die Molektlmassen der vorkommenden OS zu erlangen. Dabei wurde der ersten Fraktion
Lithiumchlorid zur besseren lonisierung der in Wasser geldsten, FS-freien OS zugesetzt. Die
Injektion der zweiten Fraktion, die die FS-haltigen OS enthielt, erfolgte hingegen in einem
Gemisch aus Wasser und Methanol. Das Massenspektrum der ersten Fraktion der XYL1o- bzw.
XYLi1-Hydrolysate zeigt die charakteristischen m/z-Werte von Quasimolekilionen [M+Li]"
pentosebasierter, FS-freier OS. Die Signale unterscheiden sich um A (m/z) = 132, was jeweils
einer Pentoseeinheit entspricht. Sowohl in der (A)XOS-Fraktion des XYL1o- als auch des XYLi1-
Hydrolysats wurden Molekilmassen von OS mit zwei bis zehn Pentoseeinheiten detektiert,
wobei das Signal bei einem m/z von 289 in beiden Féllen die hochste Intensitat aufwies.
Letzteres ist vermutlich auf die in den enzymatischen Getreidehydrolysaten in groBeren
Mengen vorkommende Xylobiose zuriickzufiihren. Die ermittelten Molekilmassen der OS
korrelieren mit den m/z-Werten der aus Weizen-UBS freigesetzten (A)XOS, die durch die
HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode erfasst wurden (s. auch Kapitel 4.2.3). Zudem konnten
Molekilmassen acetylierter, pentosebasierter OS identifiziert werden, die durch eine
Massendifferenz von A (m/z) = 42 im Vergleich zu nicht-acetylierten OS gekennzeichnet sind.
Diese konnten aufgrund der alkalischen Bedingungen der HPAEC bislang nicht im Hydrolysat
der Weizen-UBS nachgewiesen werden.

Auch die direkte Injektion der zweiten Fraktionen aus den Weizenhydrolysaten mit XYL und
XYL11 in die ESI-Quelle (positiver Modus) der linearen lonenfallen-MS ergab Massenspektren,
in denen die intensivsten Signale einen Massenunterschied von jeweils A (m/z) = 132 zeigten
(s. Abbildung A34 im Anhang). Die dominierenden Quasimolekilionen mit Natrium ([M+Na]")
entsprechen pentosebasierten OS, die mit einem FS-Rest sowie gegebenenfalls mit ein oder
zwei zusatzlichen Acetylgruppen verestert vorliegen. Wahrend im Massenspektrum des
XYLio-Hydrolysats FS-haltige OS mit einem DP von drei bis zehn beobachtet wurden, enthielten
die OS im XYLs1-Hydrolysat zwischen vier und zwolf Pentoseeinheiten. Das im Massenspektrum
der zweiten Fraktion des XYL1o-Hydrolysats dominierende m/z-Signal bei 613 ist vermutlich auf
A>BX zuriickzufiihren, das auch als Hauptprodukt bei der enzymatischen Hydrolyse von
Roggen-UBS mit XYLy isoliert werden konnte (vgl. Tabelle 4 in Kapitel 4.1.5). Dagegen hat das
m/z-Signal von 877 die hochste Intensitat im Massenspektrum des XYLs1-Hydrolysats. Hierbei
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kénnte es sich beispielsweise um XA*XX handeln, welches als Standardsubstanz aus dem
Maishydrolysat isoliert werden konnte (s. Kapitel 4.1.5). Die dabei eingesetzte XYLagv weist
ebenfalls eine GH11-Aktivitat auf.

Im Zuge der Methodenentwicklung wurde die Trennung in (A)XOS und FAXOS auch an
hydrolysierten LBS aus Getreide getestet, jedoch zeigte sich hier keine ausreichende Trennung
in eine UV-aktive und eine UV-inaktive Fraktion. Eine mogliche Ursache hierflir kdnnte sein,
dass in den LBS vermehrt hohermolekulare FAXOS-Strukturen vorkommen, die trotz
FS-Substitution nicht ausreichend vom Saulenmaterial retardiert werden und daher zusammen
mit den FS-freien OS eluieren. Dennoch konnte anhand der UBS-Hydrolysate gezeigt werden,
dass eine Trennung beider Fraktionen bis zu einem DP der OS von zwolf mdglich ist. Daher
lasst sich festhalten, dass die urspriinglich von Junker und Bunzel (2024) entwickelte und im
Rahmen dieser Arbeit adaptierte semi-praparative RP-HPLC-Methode mit einer Phenyl-Hexyl-
Phase geeignet ist, (A)XOS und FAXOS aus enzymatischen Hydrolysaten von UBS aus Getreide
zu trennen. Die Methode wurde erfolgreich auf ausgewdhlte Getreidearten wie Weizen,
Roggen, Emmer und Gerste angewandt.

4.3.5 Anwendung der Methode zur Analyse der in Getreidehydrolysaten
vorkommenden Strukturelemente

Mithilfe der ausgewahlten HSQC-Markersignale sowie der ermittelten RRF wurden die relativen
Anteile der verschiedenen Strukturelemente der durch enzymatische Hydrolyse mit XYL und
XYLi1 aus Getreide-BS freigesetzten (A)XOS bestimmt. Wahrend bei den UBS eine getrennte
Analyse der (A)XOS und FAXOS erfolgte, wurde die Zusammensetzung der hydrolysierten LBS
ohne vorherige Trennung der (A)XOS und FAXOS untersucht. Im Gegensatz zur
Methylierungsanalyse, die die Anteile der Bindungspositionen im gesamten AX abbildet,
erfasst die HSQC-Profilingmethode nur die enzymatisch freigesetzten OS. Da jedoch bei beiden
Methoden die relativen Verhaltnisse einzelner Strukturelemente bestimmt werden, bietet sich
ein Vergleich mit den Ergebnissen der Methylierungsanalyse an. Dabei ist zu beachten, dass
bei der HSQC-Methode ein GroBteil der tXylp-Einheiten im Zuge der enzymatischen Hydrolyse
mit XYL1o und XYL1 gebildet wird. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit denen der
Methylierungsanalyse wurde daher die Summe der Anteile der uXylp-Einheiten ermittelt. Zu
diesen zahlen neben den tXylp-Einheiten auch die Xylp-Einheiten am reduzierenden Ende
sowie die 1,4-glykosidisch gebundenen uXylp-Einheiten. Des Weiteren werden fiir die mittels
der HSQC-Profilingmethode ermittelten Anteile an O2- und O3-monosubstituierten Xylp-
sowie an dXylp-Einheiten ebenfalls Summenwerte angegeben. Alle Analysen wurden in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die halbe Spannweite (,Range/2") der ermittelten Anteile
der verschiedenen Strukturelemente betrug in den meisten Fallen weniger als 10 %, lag jedoch
vereinzelt Uber 20 %. Eine geringere Prazision der Bestimmung wurde insbesondere bei
Strukturelementen beobachtet, die im Hydrolysat in geringen Mengen (< 5 mol%) vorlagen.

115



4 Ergebnisse und Diskussion

Trotz eines einheitlichen Vorgehens bei der Prozessierung der Spektren (s. Kapitel 3.5.4) und
der Verwendung von Integrationsmasken zur vergleichbaren Integration der Marksignale
kdnnen geringfligige Abweichungen auftreten, die die Quantifzierung der Strukturelemente
beeinflussen konnen. Die Prazision kann fiir ein semiquantitatives Verfahren dennoch als

ausreichend angesehen werden.

4.3.5.1 (Arabino-)Xylooligosaccharide aus unldslichen Ballaststoffen

Die relative Zusammensetzung der Strukturmerkmale der enzymatisch aus UBS verschiedener
Getreidearten freigesetzten (A)XOS wird von uXylp-Einheiten dominiert, deren Anteil zwischen
74,3 und 86,1 mol% liegt (s. Tabelle 7). Die hohen Anteile lassen sich Uberwiegend auf die
Freisetzung von XOS zurlckfihren, die nach den Ergebnissen der chromatographischen
Profilingmethode zu etwa zwei Dritteln im Vergleich zu den AXOS aus UBS freigesetzt werden
(s. Kapitel 4.2.3). Mit Ausnahme der UBS aus Emmer (gleicher Anteil) weisen die
XYLi1-Hydrolysate stets einen hoheren Anteil an uXylp-Einheiten auf als die XYL1o-Hydrolysate.
Grundsatzlich sind die ermittelten Anteile verschiedener Strukturelemente nach enzymatischer
Hydrolyse mit XYL1o und XYLs1 vergleichbar. Jedoch setzte XYL;1 fast ausschlieBlich (A)XOS frei,
deren terminales, nicht-reduzierendes Ende unsubstituiert vorliegt. In Ubereinstimmung dazu
konnten keine Anteile von substituierten tXylp wie 1,3-Xylp oder 1,2,3-Xylp in den XYLis-

Hydrolysaten nachgewiesen werden.

Tabelle 7: Molare Anteile (mol%, n = 2) der in den unl6slichen Ballaststoffen von Getreide vorkommenden
Strukturelemente ferulasdurefreier (Arabino-)Xylooligosaccharide nach enzymatischer Hydrolyse mit
endo-B-1,4-Xylanasen der GH-Familien 10 (XYL10) und 11 (XYL41). Die Bezeichnung der Strukturelemente
orientiert sich an der der partiell methylierten Alditolacetate (PMAA), deren molaren Anteile (mol%, n = 2) ebenfalls
angegeben sind. Xylp, Xylopyranose; u, unsubstituiert; r, reduzierend; t, terminal; X, Summe der molaren Anteile

. Weizen Roggen Emmer Gerste
Signal Strukturelement
XYL1o XYLi1 XYL1o XYLi1 XYL1o XYL+ XYL1o XYL+
1 r-Xylp (o+p) 33,7 273 38,3 34,4 40,3 339 29,0 27,0
t-Xylp 35,1 32,6 334 337 26,7 30,5 27,6 25,5
1,4-Xylp 11,7 24,2 59 18,0 189 20,7 17,7 25,8
uXylp=%r-, t-, 1,4-Xylp 80,5 84,1 77,6 86,1 85,9 85,1 74,3 78,3
4 1,2-/1,2,4-Xylp 1,0 - 07 - 1,2 07 - -
5 1,3-Xylp 4,4 - 8,5 - 1,8 - - -
1,3,4-Xylp 52 10,1 10,0 11,7 43 6,6 11,9 89
z 1,3-/1,3,4-Xylp 9,6 10,1 18,5 11,7 6,1 6,6 11,9 8,9
7 1,2,3-Xylp 24 - 0.9 - 1,2 - - -
8 1,2,3,4-Xylp 6.5 59 23 2.2 55 7.5 13,9 12,9
X 1,2,3/1,2,3,4-Xylp 8,9 5,9 3,2 2,2 6,7 75 13,9 12,9
t-Xylp 3,9 57 40 49
1,4-Xylp 68,5 63,6 66,7 50,3
PMAA 1,2,4-Xylp 2,5 23 2,6 56
1,3,4-Xylp 12,8 16,4 12,6 12,0
1,2,3,4-Xylp 12,4 12,2 14,1 27,2

116
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Weiterhin ist der Anteil an 1,4-Xylp in den durch XYLy, freigesetzten (A)XOS héher, was auf die
unterschiedlichen Spaltungsmuster der endo-Xylanasen zuriickgefiihrt werden kann. Im
Gegensatz zu XYLio setzt XYLi1 aus den UBS von Getreide erhohte Mengen an X4, das zwei
1,4-glykosidisch gebundene uXylp-Einheit enthalt, frei (vgl. Kapitel 4.2.3). Zudem wurden beim
enzymatischen Verdau mit XYL1 bevorzugt AXOS wie XAXX bzw. XA?*3XX freigesetzt, deren
zweite Xylp-Einheit ausgehend vom reduzierenden Ende unsubstituiert vorliegt. Idealerweise
sollte der ermittelte Anteil der Summe an terminalen, (un-)substituierten Xylp-Einheiten sowie
der Anteil an reduzierenden Enden in den freigesetzten (A)XOS vergleichbar sein. Mit
Ausnahme der XYLio-Hydrolysate der Weizen- und Emmer-UBS, bei denen groBere
Abweichungen auftreten, trifft dies bei allen Getreidearten annahernd zu. GréBere Differenzen
kénnen auf eine Uber- oder Unterbestimmung eines einzelnen Strukturelements hindeuten.
Beispielsweise konnte eine vorliegende Acetylierung der terminalen, (un-)substituierten Xylp-
Einheiten (vgl. Kapitel 1.2.2.1) zu einer Verschiebung der Kreuzsignale im HSQC-Spektrum
fihren, wonach diese durch die Markersignale der terminalen uXylp- sowie dXylp-Einheiten
nicht vollstandig erfasst werden kdnnen.

Obwohl bei der NMR-spektroskopischen Profilingmethode lediglich Strukturelemente
enzymatisch abbaubarer Bereiche der AX bestimmt werden und freigesetzte FAXOS aufgrund
der chromatographischen Trennung nicht bertcksichtigt werden, sind die Ergebnisse mit den
Daten der Methylierungsanalyse vergleichbar (vgl. Tabelle 7). Demnach weisen die ermittelten
Anteile in Weizen- oder Emmer-UBS ein weitgehend ausgeglichenes Verhaltnis von
O3-monosubstituierten und dXylp-Einheiten in den (A)XOS auf, was sich ebenfalls in den
molaren Anteilen der entsprechenden PMAA widerspiegelt. Auch das haufige Vorkommen
einer O3-Monosubstitution in den aus Roggen-UBS freigesetzten AXOS (XYLio: 18,5 mol%;
XYLio: 11,7 mol%) korreliert mit dem erhéhten Anteil des entsprechenden PMAA (16,4 mol%).
Dennoch scheinen dXylp-Einheiten vermehrt in den enzymatisch weniger zuganglichen
Bereichen der AX in den Roggen-UBS vorzuliegen. In der Methylierungsanalyse wurde fir
Roggen-UBS ein Anteil von 12,2 mol% an PMAA aus dXylp-Einheiten bestimmt, der deutlich
Uber den aus dem HSQC-Profiling abgeleiteten Gesamtanteilen liegt (3,2 mol% fir XYL bzw.
2,2 mol% fir XYLq1). Als mogliche Ursachen fiir die gréBere Abweichung kommen neben einer
eingeschrankten enzymatischen Zuganglichkeit der AX auch eine Untermethylierung wahrend
der Probenaufarbeitung im Rahmen der Methylierungsanalyse in Betracht. Ein dhnliches Bild
zeigte sich auch fur die AX in den Gersten-UBS. Trotz eines erhdhten Anteils an 1,2,4-Xylp in
der Methylierungsanalyse (5,6 mol%) lieB sich in der HSQC-Analyse der Gersten-UBS keine
O2-Monosubstitution in den AXOS nachweisen. Damit wird die aus dem chromatographischen
(A)XOS-Profiling abgeleitete Hypothese gestitzt, dass O2-monosubstituierte Xylp-Einheiten in
Gersten-AX vorwiegend in enzymatisch unzuganglichen Bereichen lokalisiert sind. Dennoch
konnten im XYLio-Hydrolysat der Gersten-UBS geringe Anteile an A*XX mittels HPAEC-PAD
nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 4.2.3), dessen Signale im entsprechenden HSQC-Spektrum
jedoch nicht beobachtet wurden.
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.3.5.2 Losliche Ballaststoffe

Neben den UBS verschiedener Getreidearten wurde die HSQC-Profilingmethode auch auf die
enzymatischen Hydrolysate der LBS nach einer 50%-Ethanolfallung angewendet. In den
LBS-Hydrolysaten treten neben den durch XYLio und XYLi1 freigesetzten (A)XOS und FAXOS
auch zahlreiche weitere niedermolekulare, 16sliche Verbindungen auf. Folglich sind die
entsprechenden HSQC-Spektren durch eine hohe Anzahl an Signalen gekennzeichnet. In
Abbildung 39 ist beispielhaft das HSQC-Spektrum des XYLio-Hydrolysats der Emmer-LBS mit
den dazugehdrigen Markersignalen der (A)XOS dargestellt.
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Abbildung 39: HSQC-Spektrum des enzymatischen Hydrolysats von l6slichen Emmerballaststoffen nach
Behandlung mit einer endo-B-1,4-Xylanase der GH-Familie 10 und anschlieBender 50 %-Ethanolféllung (v/v).
Das Spektrum wurde in DO mit einem 500 MHz Spektrometer aufgenommen und gegen die chemische
Verschiebung des Acetonsignals (Swc = 2,22/30,89 ppm) kalibriert. Markersignale von Positionen in
Arabinofuranose-Einheiten sind griin, die von Xylopyranose-(Xylp-)Einheiten schwarz markiert. Die Bezeichnungen
der Markersignale entsprechen denen in Tabelle 8. Das Referenzsignal der internen Standardsubstanz Methyl-a-D-
Glucopyranosid (MeGilc) ist zusatzlich blau hervorgehoben.

Da hier keine vorherige Trennung der (A)XOS und FAXOS stattgefunden hat, sollten die Signale
freigesetzter FAXOS aus den LBS ebenfalls im Spektrum zu sehen sein. Jedoch konnten weder
in den XYLi- noch in den XYLii-Hydrolysaten der LBS Markersignale fir FS-haltige
Seitenketten beobachtet werden. Zwar traten in einzelnen Hydrolysaten Kreuzsignale im
Bereich von &n/c= 6,5 - 8,0/110 - 135 ppm auf, diese lieBen sich jedoch nicht eindeutig den
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4.3 NMR-spektroskopisches Profiling von Strukturelementen in Arabinoxylanen

Signalen einer estergebundenen trans-FS zuordnen. Auch das charakteristische und intensive
Kreuzsignal der Methoxygruppe der trans-FS bei etwa &w/c = 3,85 - 3,92/56,00 - 57,00 ppm
konnte nicht nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass entweder die Konzentration
der enthalten FAXOS firr eine NMR-spektroskopische Analyse zu gering war oder dass durch
die XYLio- und XYLis-Hydrolyse der LBS keine FAXOS freigesetzt wurden. Mdglicherweise
weisen die mit FA-Seitenketten substituierten Bereiche der AX aus den LBS zusatzliche eine
hohe Substitution mit Araf-Einheiten auf, wodurch keine ausreichenden Spaltstellen fiir XYL1o
oder XYL11 vorhanden sind. Allerdings konnten in den HSQC-Spektren der LBS-Hydrolysate die
Markersignale der (A)XOS identifiziert und die Strukturelemente in den (A)XOS mit Hilfe der
RRF semiquantitativ bestimmt werden.

Tabelle 8 zeigt die molaren Verhaltnisse der einzelnen Strukturelemente in den aus LBS
freigesetzten (A)XOS nach enzymatischer Hydrolyse mit XYL1io und XYLs1. Im Vergleich zu den
UBS kommen in den XYLio- und XYL11-Hydrolysaten der LBS vermehrt AXOS vor (vgl. Kapitel
4.2.3). Demzufolge sind in den LBS-Hydrolysaten eine geringere Anzahl an uXylp-Einheiten
vorzufinden (XYLio: 49,6 - 64,7 mol%; XYLi1: 54,1 - 63,9 mol%). In Analogie zu den UBS
zeichnen sich die durch XYL freigesetzten (A)XOS durch einen hoheren Anteil an 1,4-Xylp
(21,0 - 27,1 mol%) im Vergleich zu den durch XYL freigesetzten (A)XOS (8,8 - 17,7 mol%)
sowie durch eine geringe Anzahl an reduzierenden Enden aus. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen der HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode, wonach XYL:o aufgrund der hoheren
Anzahl mdglicher Spaltstellen eine groBeres Spektrum an strukturell unterschiedlichen AXOS
aus den LBS freisetzt als XYL11. Folglich ist der relative Anteil der reduzierenden Xylp-Einheit im
Vergleich zu anderen Strukturmerkmalen nach Hydrolyse mit XYLio héher als nach Hydrolyse
mit XYL:1. Auch in den (A)XOS der LBS-Hydrolysate lassen sich vergleichbare Werte fur die
Summe terminaler, (un-)substituierter Xylp-Einheiten und fir den Anteil reduzierender Enden
feststellen. Daruber hinaus zeigen die mittels HSQC-Profilingmethode nach enzymatischer
Hydrolyse mit XYLio und XYLs1 ermittelten Anteile der O3-monosubstituierten Xylp- und der
dXylp-Einheiten eine gute Ubereinstimmung untereinander. Da die HSQC-Profilingmethode
auch  hohermolekulare bzw. hohersubstituierte AXOS erfasst und durch die
50 %-Ethanolfallung lediglich ein kleiner Teil des hydrolysierten AX nicht im HSQC-Spektrum
abgebildet wird, spiegeln die relativen Verhaltnisse der Strukturmerkmale in den LBS die
Ergebnisse der Methylierungsanalyse noch deutlicher wider. Lediglich im Roggenhydrolysat
konnten groBere Abweichungen zwischen dem ermittelten Anteil der O3-monosubstituierten
Xylp (XYL10: 39,4 mol%; XYL11: 41,1 mol%) und dem Anteil des PMAA von 1,3,4-Xylp (31,5 mol%)
festgestellt werden. Gleichzeitig wurde in den Roggen-LBS im Vergleich zur
Methylierungsanalyse ein geringerer Anteil an dXylp-Einheiten nachgewiesen. Méglicherweise
kam es auch hier zu einer Untermethylierung des Probenmaterials im Zuge der
Methylierungsanalyse, die infolgedessen zu einer Uberbestimmung des Anteils an dXylp-
Einheiten gefihrt haben konnte.
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Tabelle 8: Molare Anteile (mol%, n = 2) der in den l6slichen Ballaststoffen von Getreide vorkommenden
Strukturelemente von (Arabino-)Xylooligosacchariden nach enzymatischer Hydrolyse mit endo-B-1,4-
Xylanasen der GH-Familien 10 (XYL10) und 11 (XYL14). Die Bezeichnung der Strukturelemente orientiert sich an
der der partiell methylierten Alditolacetate (PMAA), deren molare Anteile (mol%, n = 2) ebenfalls angegeben sind.
Xylp, Xylopyranose; r, reduzierend; t, terminal; £, Summe der molaren Anteile

. Weizen Roggen Emmer Gerste
Signal Strukturelement
XYL1o XYL11 XYL1o XYL14 XYL1o XYL14 XYL1o XYL11
r-Xylp (o+p) 33,6 23,5 24,4 12,8 25,2 19,4 29,7 21,7
2 t-Xylp 22,1 194 16,4 14,2 15,5 15,6 12,8 10,3
3 1,4-Xylp 9,0 21,0 8.8 271 17,7 22,6 17,0 24,8
Zr,t, 1,4-Xylp 64,7 63,9 49,6 54,1 58,4 57.6 59,5 56,8
1,2-/1,2,4-Xylp 1,1 - 1,2 - 2,0 - 37 2,7
5 1,3-Xylp 6.5 - 12,2 - 2,8 - 5.0 -
1,3,4-Xylp 8,0 13,6 27,2 41,1 4,0 59 43 6,0
% 1,3-/1,3,4-Xylp 14,5 13,6 39,4 411 6,8 5,9 9,3 6,0
7 1,2,3-Xylp 2,6 - 0,6 - 4,5 - 53 -
8 1,2,3,4-Xylp 17,0 22,5 8,6 4,8 28,2 36,5 22,2 34,5
Z1,2,3/1,2,3,4-Xylp 19,6 22,5 9,2 4,8 32,7 36,5 27,5 34,5
t-Xylp 2,5 13 2,6 21
1,4-Xylp 65,7 50,2 56,0 58,7
PMAA 1,2,4-Xylp 17 2,0 2,7 37
1,3,4-Xylp 10,2 31,5 8,8 7.5
1,2,3,4-Xylp 19,9 15,0 29,8 28,1

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die entwickelte HSQC-Profilingmethode zur
semiquantitativen Bestimmung der Strukturmerkmale in enzymatisch freigesetzten (A)XOS aus
unléslichen sowie Getreide-LBS geeignet ist. Es zeigte sich eine gute Ubereinstimmung
zwischen den molaren Verhaltnissen der Strukturmerkmale nach XYLio- und XYLs1-Hydrolyse.
Bei genauerer Betrachtung traten auch Unterschiede zwischen den Hydrolyseprodukten beider
Xylanasen hervor. Jedoch standen die ermittelten Anteile der verschiedenen Strukturmerkmale
im Einklang mit den dominierenden (A)XOS-Strukturen, die durch die HPAEC-PAD/MS-
Profilingmethode wurden. Die HSQC-Profilingmethode erwies sich insbesondere fir die
Untersuchung der Strukturmerkmale in LBS als vorteilhaft. Dies lasst sich darauf zurtickfuhren,
dass in dieser Fraktion ein groBerer Anteil der AX in geldster Form vorliegt, wodurch auch
strukturelle Bereiche erfasst werden kdnnen, die enzymatisch nur begrenzt zuganglich sind. Bei
den UBS hingegen stellt die eingeschréankte enzymatische Zugéanglichkeit der AX einen
limitierenden Faktor dar, wonach die AX nicht vollstandig hydrolysiert und in Lésung tUberfihrt
werden konnen. Im Hinblick auf den erforderlichen Arbeitsaufwand erweist sich die HSQC-
Profilingmethode dennoch als wertvolle Alternative zur Methylierungsanalyse, da sie in kurzer
Zeit Einblicke in das Vorkommen verschiedener Bindungspositionen innerhalb der AX

ermoglicht.

120



4.3 NMR-spektroskopisches Profiling von Strukturelementen in Arabinoxylanen

4.3.5.3 Qualitative Analyse ferulasaurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide aus
unldslichen Weizenballaststoffen

Zur Identifizierung verschiedener FA- bzw. FAX-Seitenketten in den HSQC-Spektren der aus
Getreide-UBS durch XYLio- bzw. XYLii-Hydrolyse freigesetzten FAXOS wurden die in
Kapitel 4.3.2 beschriebenen Markersignale herangezogen. AuBBerdem wurde Uberprift, ob
Strukturelemente der (A)XOS durch entsprechende Markersignale im HSQC-Spektrum der
FAXOS nachweisbar sind. Im Folgenden wird dies am Beispiel der FAXOS aus Weizen-UBS
erklart. Abbildung 40 zeigt das HSQC-Spektrum der im XYLio-Hydrolysat enthaltenen FAXOS.
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Abbildung 40: HSQC-Spektrum der aus unléslichen Weizenballaststoffen durch enzymatische Hydrolyse mit
der GH10-Xylanase freigesetzten ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharide. Das Spektrum wurde in
D0 mit einem 500 MHz Spektrometer aufgenommen und gegen die chemische Verschiebung des Acetonsignals
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm) kalibriert. Die zugeordnete Markersignale der verschiedenen Strukturelemente sind farblich
markiert. Dabei sind die Signale von Arabinofuranose-Einheiten in griin, diejenigen von Xylopyranosen (Xylp)-
Einheiten schwarz hervorgehoben. Die Kreuzsignale der estergebundenen trans-Ferulasauren (FS) sind ebenfalls
farblich (rot) markiert. Bei den Bezeichnungen der Markersignale einer FA-Seitenkette wurde der Bindungstyp der

dazugehdrigen Xylp zusatzlich im Subskript angegeben.

Die chemischen Verschiebungen der FS-Signale deuten darauf hin, dass, im Rahmen der
Nachweiseempfindlichkeit der HSQC-Profilingmethode, die FAXOS ausschlieBlich
trans-konfigurierte FS-Substituenten aufweisen. Im Einklang dazu ist im HSQC-Spektrum auch
kein Markersignal (Signal 13) fur cis-konfigurierte FS am terminalen, nicht-reduzierenden Ende
zu erkennen. Wahrend in den durch XYLio freigesetzten FAXOS sowohl FA-Seitenketten am
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terminalen Ende (Signal 9) als auch im Inneren des Xyloseriickgrats (Signal 10) auftreten,
enthalten die im XYLi1-Hydrolysat vorkommenden FAXOS ausschlieBlich FA-Seitenketten
(s. Abbildung A35 im Anhang), die an eine innere Xylp-Einheit gebunden sind. Die
Markersignale fiir eine FA-Seitenkette in Nachbarschaft zu einer O3-monosubstituierten
Xylp- (Signal 11) bzw. dXylp-Einheit (Signal 12) lieBen sich dagegen in den HSQC-Spektren der
FAXOS aus den XYLio- und XYLq1-Hydrolysaten der Weizen-UBS nicht nachweisen. In Kapitel
1.2.2.3 wurde bereits erwahnt, dass in AX aus Weizenkleie und mehrjahrigem Weizengras
mXylp-Einheiten in direkter Nachbarschaft zu mit FA-Seitenketten substituierten Xylp-Einheiten
vorkommen koénnen, wenngleich Weizengras zwar eng mit dem heutigen Weichweizen
verwandt ist, jedoch einer anderen Gattung (Thinopyrum) angehort (Schendel et al, 2015;
Schendel et al,, 2016b). Des Weiteren konnte keine FAX-Seitenkette in den FAXOS identifiziert
werden. Dies kdnnte auf das geringe Vorkommen von FAX-Seitenketten in Weizen-UBS
zuriickzufiihren sein (vgl. Tabelle 1 in Kap. 1.2.2.3). Zwar wurde beispielsweise XD**?XX als
Hydrolyseprodukt der XYLasv aus Mais-UBS isoliert und strukturell bestatigt (vgl. Kapitel 4.1.5),
jedoch bedeutet dies nicht, dass identische oder dazu vergleichbare Strukturen auch durch
XYLio bzw. XYLs; freigesetzt werden kdnnen. Zudem unterscheidet sich die AX-Struktur in
Weizen deutlich von der in Mais (vgl. Kapitel 1.2.1 und 1.2.2.3). Sowohl die durch XYL als auch
die durch XYLy freigesetzten FAXOS weisen ein intensives Markersignal (Signal 2) fir eine
terminale uXylp-Einheit auf. Dies steht im Einklang mit den bisher beschriebenen Ergebnissen
zu den Hydrolyseprodukten der XYLio und XYLs1, wonach XYLi; ausschlieBlich AXOS mit uXylp
am terminalen, nicht-reduzierenden Ende freisetzen, wahrend XYLio auch solche mit
substituiertem Ende bilden. Die entsprechenden Markersignale flr eine dXylp oder mXylp am
terminalen Ende konnten jedoch im HSQC-Spektrum der FAXOS aus dem XYLio-Hydrolysat
nicht nachgewiesen werden, wonach sich eine mogliche Substitution der tXylp-Einheit auf die
FA-Seitenkette beschrankt. Darlber hinaus weisen die FAXOS im XYLii-Hydrolysat
(s. Abbildung A35) ein intensiveres Markersignal (Signal 3) fur 1,4-glykosidisch gebundene
uXylp-Einheiten auf. Sowohl durch XYL als auch durch XYL wurden FAXOS freigesetzt, die
O3-monosubstituierte (Signal 6) sowie dXylp-Einheiten (Signal 8) im Inneren des Rickgrats
enthalten. Im XYLio-Hydrolysat (s. Abbildung 40) wurde zudem eine Verschiebung des
Markersignals der dXylp-Einheiten (Signal 8) beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass in den
durch XYLy freigesetzten FAXOS-Strukturen sowohl interne dXylp-Einheiten in Nachbarschaft
zu uXylp- und/oder O3-monosubsituierten Xylp-Einheiten als auch zu weiteren dXylp-Einheiten
vorkommen. Da keine mit FA-Seitenketten substituierten Xylp-Einheiten in unmittelbarer
Nachbarschaft zu mXylp- oder dXylp-Einheiten nachgewiesen wurden, ist anzunehmen, dass
die mit Araf substituierten Xylp-Einheiten im Rickgrat der FAXOS mindestens durch eine
unsubstituierte Xylp von der FA-substituierten Monomereinheit getrennt sind.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die im Rahmen dieser Arbeit bestimmten
Markersignale zur strukturellen Charakterisierung der FAXOS in Getreidehydrolysaten nach
vorheriger chromatographischer Abtrennung der (A)XOS geeignet sind. Dementsprechend
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4.4 Zusammenfassende Diskussion

konnten einige der Strukturmerkmale der isolierten AXOS- und FAXOS-Standardsubstanzen in
den von XYLio und XYLi; aus Getreide-BS freigesetzten Strukturen wiedergefunden werden.
Zwar konnen allgemeine Aussagen uber die Positionen der FA-Seitenketten oder
Araf-Substituenten getroffen werden, jedoch ist fir eine detaillierte Bestimmung der
Substituentenverteilung sowie fiir eine zuverlassige Quantifizierung der Strukturmerkmale die
Isolierung der entsprechenden FAXOS-Standardsubstanzen notwendig. In der Praxis ist dies
aufgrund der geringen enzymatischen Freisetzung dieser Strukturen meist nur schwer
realisierbar.

4.4 Zusammenfassende Diskussion

Fur die Analyse der in verschiedenen getreidebasierten Ausgangsmaterialien enthaltenen
PS-Strukturen  wurden konventionelle  Verfahren wie die Monosaccharid- und
Methylierungsanalyse eingesetzt. Die untersuchten Materialien dienten als Ausgangspunkt fir
die Isolierung von (A)XOS- und FAXOS-Standardsubstanzen, welche die Grundlage fir die im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten enzymatischen Profilingmethoden zur strukturellen
Charakterisierung von AX bildeten. Trotz einer nachgewiesenen geringen Substitution mit Araf
wurde das kommerzielle AX-Praparat aus Weizenmehl als geeignetes Ausgangssubstrat fir die
Freisetzung von AXOS mit Hilfe von endo-[3-1,4-Xylanasen befunden, da es eine hohe Reinheit
und Lo&slichkeit aufwies sowie enzymatisch gut zuganglich war. Wahrend sich das Vorkommen
FS-haltiger Seitenketten in Roggen-UBS Uberwiegend auf FA beschrankt (Schendel et al,
2016a), treten in Mais-UBS auch erhohte Anteile an komplexeren FS-haltigen Seitenketten-
strukturen auf. Aus diesem Grund wurden die UBS beider Getreidearten zur Isolierung von
FAXOS-Standardsubstanzen genutzt. Im Gegensatz zu Roggen-UBS war jedoch bei den
Mais-UBS eine Vorhydrolyse mit TFA notwendig, um die darin enthaltenen AX enzymatisch
zuganglich zu machen. Durch die Charakterisierung der AX-Struktur vor und nach milder
TFA-Hydrolyse der Mais-UBS konnte eine deutliche Abnahme der Substitution mit Ara,
insbesondere der O3-gebundenen Araf-Einheiten, festgestellt werden. Darliber hinaus gaben
die Daten der Methylierungsanalyse Hinweise auf einen mdglichen Abbau komplexer,
FS-haltiger Seitenketten. Neben AX wurden sowohl in den Roggen- als auch in den Mais-UBS
hohere Anteile an Cellulose sowie geringere Mengen an weiteren Hemicellulosen,
beispielsweise Mannanen, und Pektinen nachgewiesen.

Durch die enzymatische Hydrolyse des kommerziellen AX-Praparats aus Weizenmehl mit Hilfe
spezifischer endo-B-1,4-Xylanasen, die unterschiedlichen GH-Familien (XYLio und XYLi1)
angehoren, wurden im praparativen MaBstab AXOS freigesetzt. Die Isolierung und
Aufreinigung der AXOS-Standardsubstanzen erfolgte chromatographisch unter Einsatz
mehrerer Trennmethoden, darunter eine BioGel-P-2-basierte SEC sowie semipraparative HPLC.
Wahrend die SEC lediglich eine Vorfraktionierung der AXOS nach ihrem DP bzw.
hydrodynamischen Volumen ermdglichte, konnte durch die kombinierte Anwendung von
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4 Ergebnisse und Diskussion

HILIC- und PGC-Phasen ein GroBteil der AXOS in ausreichenden Mengen isoliert und
aufgereinigt werden. In Einzelfallen wurde zusatzlich die semipraparative HPAEC eingesetzt, die
aufgrund des erhohten Kosten- und Arbeitsaufwands selten in der Isolierung von
Standardsubstanzen aus pflanzlichen Zellwandmaterialien zum Einsatz kommt. Aufgrund ihrer
hoheren Trennscharfe eignete sich die semipraparative HPAEC besonders fir die
Fraktionierung zeitlich eng eluierender AXOS-Standardsubstanzen, die auf HILIC- und PGC-
Phasen keine ausreichende Trennung aufwiesen. Auf diese Weise konnten neben den bereits
finf  kommerziell ~ erhéltlichen ~ AXOS-Standardsubstanzen neun  weitere  AXOS-
Standardsubstanzen aus dem XYLio- und XYLii-Hydrolysat des Weizen-AX isoliert und
strukturell charakterisiert werden. Anhand der isolierten AXOS-Standardsubstanzen konnte
gezeigt werden, dass Weizen-AX auch hdher substituierte Bereiche aufweisen, die in gewissem
Umfang durch die eingesetzten endo-f-1,4-Xylanasen XYLio und XYLi; hydrolysiert werden
konnten (s. Abbildung 41A). Folglich werden auch Bereiche der AX mit aufeinanderfolgenden
mXylp- und/oder dXylp-Einheiten abgebaut, sofern gleichzeitig eine ausreichende Anzahl an
uXylp-Einheiten zur Spaltung vorhanden ist (Biely et al, 2016; Pollet et al.,, 2010). Obwohl die
isolierten AXOS bereits in friheren Studien in enzymatischen Hydrolysaten von Weizen-AX
identifiziert wurden (Gruppen et al,, 1992c; McCleary et al., 2015), konnten sie im Rahmen dieser
Arbeit in gréBeren Mengen isoliert und durch die Anwendung massenspektrometrischer
Methoden sowie ein- und zweidimensionaler NMR-Experimente umfassend charakterisiert
werden. In Kombination mit den NMR-Daten kommerzieller (A)XOS-Standardsubstanzen
wurden vollstandige 'H- und ">C-NMR-Datensatze zu verschiedenen in AX vorkommenden
Strukturelementen erhalten, welche eine zentrale Voraussetzung fur die Entwicklung der
HSQC-Profilingmethode darstellten.

Bei der chromatographischen Isolierung der FAXOS-Standardsubstanzen erwies sich die
Cellulase-Nebenaktivitat der eingesetzten Driselase-Mischung sowie der XYLagy als vorteilhaft,
da sie zu einer hoheren Ausbeute an FAXOS fuihrte, ohne die Aufreinigung durch freigesetzte
Nebenprodukte in starkerem Ausmal zu beeintrachtigen. Anhand der isolierten und strukturell
charakterisierten FAXOS-Standardsubstanzen konnten Rickschlisse auf die Spaltmuster der
eingesetzten endo-f-1,4-Xylanasen gezogen werden. Neben den bereits bekannten FAXOS
wurden auch neue Strukturen identifiziert, bei denen mit FA-Seitenketten substituierte
Monomereinheiten direkt benachbart zu dXylp-Einheiten auftreten (s. Abbildung 41B).
Aufgrund der Vorhydrolyse der Mais-UBS lassen sich die daraus isolierten FAXOS-Standard-
substanzen jedoch nicht auf die Struktur des nativen Polymers zurlickfiihren. Dennoch lieferte
die NMR-spektroskopische Charakterisierung wertvolle "H- und *C-Datensatze zu den in AX
vorkommenden FAX-Seitenketten sowie zu einer mdglichen O2-Acetylierung der Araf-Einheit
in den FS-haltigen Seitenketten (s. Abbildung 41C).
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Abbildung 41: In dieser Arbeit gewonnene Erkenntnisse zur Struktur von Arabinoxylanen (AX). A: Die
entwickelten Profilingmethoden ermdglichten Einblicke in hohersubstituierte Bereiche der AX verschiedener
Getreidearten mit aufeinanderfolgenden O3-monosubstituierten und/oder disubstituierten Xylopyranose (Xylp)-
Einheiten. B: Aus Roggen isolierte ferulasdurehaltige Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen zeigten, dass
5-O-trans-Feruloyl-L-Arabinofuranose (FA)-Seitenketten auch in direkter Nachbarschaft zu mono- oder
disubstituierten Xylp-Einheiten vorkommen kdnnen. C: Acetylgruppen konnen in der O2-Position der zur
FA-Seitenkette gehorenden Arabinofuranose-Einheit auftreten, moglicherweise infolge einer intramolekularen
Umesterungsreaktion. D: In AX aus Weizen liegen FA-substituierte Xylp-Einheiten durch mindestens eine
unsubstituierte Xylp-Einheit von substituierten Xylp-Einheiten getrennt vor. Zudem treten aufeinanderfolgende,
disubstituierte Xylp-Einheiten in den FA-substituierten Bereichen der Weizen-AX auf.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die neu etablierte HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode erlaubt durch die semiquantitative
Bestimmung von insgesamt 17 verschiedenen (A)XOS-Standardsubstanzen unter Verwendung
ermittelter RRF einen schnellen und umfassenden Einblick in die Verteilung von
Araf-Substituenten in AX aus verschiedenen Getreide-BS. Demnach konnten Unterschiede in
der Feinstruktur der AX sowohl zwischen verschiedenen Getreidegattungen als auch zwischen
Getreidearten nachgewiesen werden. Limitiert wird der Ansatz jedoch dadurch, dass
ausschlieBlich niedermolekulare Produkte der enzymatischen Spaltung erfasst werden kénnen.
Die Analyse der entstehenden (A)XOS ermdglicht daher keine vollstandige Abbildung der
zugrunde liegenden Struktur der PS. Im Zuge der enzymatischen Hydrolyse der Getreide-BS
zeigten sich deutliche Unterschiede in den durch XYLio und XYLqs freigesetzten Mengen an
(A)XOS. Zudem bilden die eingesetzten (A)XOS-Standardsubstanzen nahezu ausschlieBlich
Strukturen mit O3-monosubstituierten Xylp- und/oder dXylp-Einheiten ab (s. Abbildung 41A).
Daher konnen insbesondere bei der Analyse von Getreidearten mit erhohter
O2-Monosubstitution, beispielsweise  Gerste, Strukturen auftreten, die von der
Profilingmethode nicht erfasst werden. Durch die optionale MS-Kopplung kénnen unbekannte,
im Hydrolysat vorkommende Verbindungen hinsichtlich ihrer Molekiilmasse charakterisiert
werden. Aufgrund der alkalischen Bedingungen der HPAEC werden Strukturen, die
Substitutionen mit Acetyl- oder FS-Resten aufweisen, nicht direkt erfasst, sondern nur indirekt
Uber die (A)XOS, die nach Abspaltung der estergebundenen Substituenten vorliegen. Die fir
das qualitative HSQC-Profiling der freigesetzten FAXOS adaptierte chromatographische
Trennmethode auf Basis einer Phenyl-Hexyl-Saule kdnnte auch daflir genutzt werden, um
FAXOS-Strukturen mittels HPAEC-PAD/MS zu analysieren (Junker & Bunzel, 2024). Dies setzt
jedoch voraus, dass die Strukturen, die nach der Abtrennung der FS-Substituenten vorliegen,
weitestgehend durch die eingesetzten AXOS reprasentiert werden. Mit Ausnahme der FAXOS-
Strukturen XA**3*A®X und XD**®XX steht fiir jede isolierte FAXOS-Standardsubstanz eine
entsprechende FS-freie AXOS-Standardsubstanz zur Verfligung, wodurch eine Analyse mittels
HPAEC-PAD/MS moglich ware.

Im Gegensatz zum chromatographischen Ansatz werden durch die entwickelte HSQC-basierte
Profilingmethode die Strukturelemente aller geldsten OS erfasst. Dies ist moglich, da fir jedes
einzelne Strukturelement ein spezifisches Markersignal in den NMR-Datensatzen der
(A)XOS-Standardsubstanzen identifiziert werden konnte. Bei der Auswahl der Markersignale
wurde darauf geachtet, dass keine Uberlappung mit anderen vorkommenden Signalen
auftreten. Eine Beeinflussung der Markersignale durch benachbarte Signale konnte jedoch
trotz erhohter Inkrementzahl in der indirekten Dimension nicht immer vollstandig
ausgeschlossen werden. Des Weiteren wurden in den enzymatischen Hydrolysaten Signale
beobachtet, deren 'H- und *C-chemische Verschiebungen einzelnen Markersignalen dhnelten,
sich jedoch anhand der verfligbaren NMR-Datensdtze der (A)XOS-Standardsubstanzen keinem
spezifischen Strukturelement eindeutig zuordnen lieBen. Mdglicherweise handelt es sich dabei
um strukturell verwandte, bislang nicht charakterisierte (A)XOS-Strukturen. Insbesondere der
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Einfluss benachbarter O2-monosubstituierter Xylp-Einheiten sowie von Acetylgruppen lasst
sich ohne entsprechende Standardsubstanzen lediglich vermuten. Daher ist davon auszugehen,
dass die ausgewahlten Markersignale zwar nicht alle Strukturelemente des AX reprasentieren,
jedoch die dominierenden Einheiten abbilden. Die ermittelten RRF in Bezug zu einem
Referenzsignal einer ISt ermoglichten eine semiquantitative Abschatzung des Vorkommens der
verschiedenen Strukturelemente im enzymatischen Hydrolysat. Obwohl die Profilingmethode
eine ausreichende Prazision und Reproduzierbarkeit aufwies, kam es insbesondere bei der
Bestimmung selten vorkommender Strukturelemente zu groBeren Abweichungen. Um auch
Signale, die sich nur schwach vom Rauschen abheben, zuverlassig zu erfassen, sollte das
HSQC-Experiment daher stets mit einer angemessenen Anzahl an Scans durchgefiihrt werden.
Die ermittelten Anteile der Strukturelemente zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den
dominanten (A)XOS-Strukturen, die mittels HPAEC-PAD/MS nachgewiesen wurden. Beide
Methoden stellen eine ideale Erganzung dar und liefern somit ein moglichst umfassendes Bild
zur Position und Verteilung von Araf-Substituenten in AX. Wahrend die HPAEC-PAD/MS vor
allem lineare und enzymatisch gut zugangliche Bereiche der AX erfasst, erlaubt die 2D-NMR-
Spektroskopie zusatzlich die Identifizierung starker verzweigter und enzymatisch weniger
zuganglicher Regionen, sofern diese infolge der enzymatischen Hydrolyse in L&sung
ubergehen.

Die qualitative HSQC-Analyse der nach enzymatischer Hydrolyse mit XYL und XYLis aus
Weizen-UBS freigesetzten FAXOS lieferte neue Strukturinformationen. Demnach treten sowohl
mXylp- als auch dXylp-Einheiten in FA-substituierten Bereichen der Weizen-AX auf. Die im
Rahmen dieser Arbeit aus Roggen-UBS isolierten FAXOS-Standardsubstanzen XA?*3A>®X und
XAABX konnten im enzymatischen Hydrolysat der Weizen-UBS nicht nachgewiesen werden.
Demzufolge liegen die mXylp- und dXylp-Einheiten in mit FA-Seitenketten substituierten
Bereichen der Weizen-AX stets durch mindestens eine uXylp-Einheit von der FA-substituierten
Xylp-Einheit getrennt vor (s. Abbildung 41D). Nichtsdestotrotz ist das Strukturelement einer in
Nachbarschaft zur FA-Seitenkette befindlichen O3-monosubstituierten Xylp-Einheit nicht
ausschlieBlich in AX aus Roggen zu finden, sondern tritt auch in weiteren Vertretern der
SuBgraser (Poaceae) auf, wie anhand isolierter FAXOS-Strukturen aus mehrjahrigem
Weizengras (Thinopyrum intermedium) gezeigt werden konnte (Schendel et al,, 2015). Dartber
hinaus konnten FAXOS-Strukturen mit aufeinanderfolgenden dXylp-Einheiten im
enzymatischen Hydrolysat der Weizen-UBS mit Hilfe der HSQC-basierten Profilingmethode
identifiziert werden (s. Abbildung 41D). Um kiinftig auch quantitative Aussagen uber das
Vorkommen dieser Strukturelemente in den FAXOS treffen zu kdnnen, ist die Isolierung und
Charakterisierung weiterer Standardsubstanzen erforderlich.

Beim Vergleich der HPAEC-PAD/MS- und NMR-basierten Profilingansdtze mit der
Methylierungsanalyse mussen die methodischen Unterschiede und Einschrankungen der
jeweiligen Verfahren berlcksichtigt werden. Wie bereits erwdhnt, werden bei den auf
enzymatischer Hydrolyse basierenden Profilingmethoden ausschlieBlich jene Strukturelemente

127



4 Ergebnisse und Diskussion

der AX erfasst, die durch die eingesetzten Enzyme in 16sliche OS Uberfihrt werden kénnen.
Bereiche des PS, die aufgrund ihrer Einbindung in die Zellwandmatrix oder einer besonders
hohen strukturellen Komplexitdt enzymatisch nur schwer zuganglich sind, bleiben daher
weitgehend unbericksichtigt. Ungeachtet der methodischen Unterschiede zeigten die
entwickelten Profilingmethoden und die Methylierungsanalyse vergleichbare Tendenzen
hinsichtlich der dominierenden Bindungspositionen in den AX der untersuchten Getreidearten.
Insbesondere beim Vergleich des NMR-spektroskopischen Profilings von LBS-Hydrolysaten
korrelierten die ermittelten Anteile eng mit den Ergebnissen der Methylierungsanalyse. Anders
als bei der Analyse der UBS lagen in den LBS-Hydrolysaten auch jene Bereiche des AX, die
starker substituiert und daher enzymatisch nur schwer zuganglich sind, in Lésung vor und
konnten von der NMR-Profilingmethode erfasst werden. Eine direkte Analyse der LBS ohne
vorherige enzymatische Behandlung ware grundsatzlich ebenfalls mdglich, sofern eine
ausreichende Solubilisierung der Polymere gewahrleistet ist. Die Solubilisierung hoher
PS-Konzentrationen in Deuteriumoxid geht jedoch mit einer deutlichen Erhéhung der
Losungsviskositat einher. Gleichzeitig fihrt die zunehmende MolekiilgroBe der PS zu einer
reduzierten molekularen Beweglichkeit und damit zu veranderten Relaxationseigenschaften
der Kernspins. Verkirzte transversale Relaxationszeiten (T>) fiihren zu einer Signalverbreiterung
und damit zu einer geringeren spektralen Auflésung. Vor diesem Hintergrund wurden die AX
in den LBS ebenfalls einer enzymatischen Hydrolyse mit XYL und XYL unterzogen, um
(A)XOS zu generieren, welche anschlieBend NMR-spektroskopisch analysiert wurden. Im
Gegensatz zu den entwickelten, enzymatischen Profilingmethoden schlieBt die
Methylierungsanalyse samtliche PS der pflanzlichen Zellwand ein, wodurch neben AX auch
andere Zellwand-PS, beispielsweise Hemicellulosen, in die strukturelle Betrachtung mit
einbezogen werden. Gleichzeitig sind aufgrund der sauren Hydrolyse zu monomeren
Bausteinen der PS auch hier Einschrankungen der Methode zu berlcksichtigen, wonach
beispielsweise keine Aussagen Uber die Verteilung der Araf-Substituenten gezogen werden
kénnen. Durch den enzymatischen Ansatz in den Profilingmethoden kénnen beispielsweise
Strukturelemente mit aufeinanderfolgenden mXylp- und/oder dXylp-Einheiten analysiert
werden, was durch die Methylierungsanalyse nicht moglich ist. Zudem tritt insbesondere bei
der Methylierungsanalyse von unléslichem Zellwandmaterial haufig eine Untermethylierung
des Probenmaterials auf, wodurch die ermittelten Anteile glykosidischer Bindungspositionen
in den vorkommenden Zellwand-PS potenziell verfalscht werden konnen. Weitere Vorteile der
entwickelten Profilingmethoden liegen in einem deutlich geringeren Zeit- und Arbeitsaufwand
sowie dem Verzicht auf gesundheitlich bedenkliche Chemikalien.
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Arabinoxylane (AX) zahlen zu den dominierenden Polysacchariden in der pflanzlichen Zellwand
von Getreide und tragen entscheidend zu deren mechanischen Stabilitat und strukturellen
Integritat bei. Die Struktur der AX basiert auf einem Xylopyranose (Xylp)-Riickgrat, an das in
unterschiedlichen Positionen Arabinofuranose (Araf)-Einheiten gebunden sind. Dartber hinaus
liegen die Araf-Einheiten partiell mit Ferulasdure verestert vor, wodurch kovalente
Vernetzungen innerhalb der Zellwandmatrix ermdglicht werden, die wiederum maBgeblich zu
den funktionellen Eigenschaften der AX beitragen. Neben ihrer Rolle in der pflanzlichen
Zellwand besitzen AX zudem als Ballaststoffkomponenten eine hohe erndahrungsphysio-
logische Relevanz. Hierbei ist insbesondere die prabiotische Wirkung der AX hervorzuheben,
die eng mit der Struktur der AX zusammenhangt. Darliber hinaus nehmen AX Einfluss auf
verschiedene Verarbeitungsprozesse wahrend der Lebensmittelherstellung. Beispielsweise
fuhrt die hohe Wasserbindefahigkeit der AX zu einer erhdhten Teigviskositat und Gasretention
wahrend des Backprozesses, was sich wiederum positiv auf Brotvolumen und Krumenstruktur

auswirkt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue analytische Verfahren entwickelt, die eine detaillierte
Beschreibung der Feinstruktur der AX in Bezug auf Anzahl und Verteilung der
Araf-Substituenten ermdglichen sollen. Hierbei beruhen die entwickelten Profilingmethoden
auf einem enzymatischen Verdau der in Getreideballaststoffen vorkommenden AX mit Hilfe
von endo-Xylanasen, die das Xylp-Riickgrat an spezifischen Positionen spalten. Durch die
Analyse der dabei freigesetzten Xylooligosaccharide (XOS) und Arabinoxylooligosaccharide
(AXOS) sowie — beim Vorkommen von Ferulasdaure-Substituenten — der ferulasaurehaltigen
Arabinoxylooligosaccharide (FAXOS), konnen Rickschlisse auf die native Struktur der AX
gezogen werden.

Eine zentrale Voraussetzung flr die Etablierung enzymatischer Profilingmethoden stellte die
Gewinnung reprasentativer, kommerziell nicht verfligbarer AXOS- und FAXOS-Standard-
substanzen aus geeigneten, getreidebasierten Ausgangsmaterialien dar. Hierfiir wurden ein
kommerziell erhaltliches und aufgereinigtes AX-Praparat zur Isolierung von AXOS sowie
unl6sliche Roggen- und Maisballaststoffe fir die Isolierung von FAXOS ausgewahlt. Zur
Verbesserung der enzymatischen Zugdnglichkeit wurden die Maisballaststoffe zuvor einer
milden Saurehydrolyse unterzogen. Zur orientierenden Charakterisierung der in den
eingesetzten Materialien vorkommenden Polysaccharidstrukturen wurde die Monosaccharid-
zusammensetzung mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulst
amperometrischer Detektion (HPAEC-PAD, engl. High Performance Anion Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection) sowie die Position und Verteilung der
glykosidischen Bindungspositionen mittels Methylierungsanalyse bestimmt. So konnte
beispielsweise fur das AX-Praparat aus Weizenmehl ein niedriger Substitutionsgrad mit
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Araf-Einheiten sowie ein flir Weizen-AX typisches, ausgeglichenes Verhaltnis an mono- und
disubstituierten Xylp-Einheiten nachgewiesen werden. Ebenso lieB sich eine Reduktion der
Substitution mit Araf in den mit Saure vorbehandelten Mais-AX beobachten.

Mithilfe verschiedener endo-Xylanasen konnten aus den ausgewahlten Ausgangsmaterialien
im praparativen MaBstab AXOS und FAXOS gewonnen werden, die anschlieBend durch eine
Kombination unterschiedlicher chromatographischer Trennmethoden isoliert und aufgereinigt
wurden. Dabei wurde stets eine Vorfraktionierung der Substanzen mittels GréBenausschluss-
chromatographie durchgefiihrt, wahrend die anschlieBende Aufreinigung dieser Fraktionen
Uber semipraparative Verfahren der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC, engl. High
Perfomance Liquid Chromatography) und HPAEC erfolgte. Auf diesem Wege konnten neun,
nicht kommerziell erhéltliche AXOS-Standardsubstanzen aus dem AX-Praparat sowie neun
FAXOS-Standardsubstanzen aus den unloslichen Roggen- und Maisballaststoffen isoliert
werden. Durch Anwendung massenspektrometrischer (MS) Methoden sowie ein- und
zweidimensionaler Kernspinresonanz (NMR, engl. Nuclear Magnetic Resonance)-Experimente
wurden die Substanzen umfassend charakterisiert. Auch wenn die isolierten AXOS-Standard-
substanzen keine vollig unbekannten Strukturen widerspiegeln, erlaubt ihre Einbindung in die
entwickelten Profilingmethoden kiinftig Riickschliisse auf starker substituierte Bereiche von AX.
So konnten beispielsweise hdhersubstituierte AXOS mit aufeinanderfolgenden mono- und
disubstituierten Xylp-Einheiten gewonnen werden. Des Weiteren konnte durch die Isolierung
einer entsprechenden FAXOS-Struktur aus unldslichen Roggenballaststoffen erstmals gezeigt
werden, dass disubstituierte Xylp-Einheiten auch in direkter Nachbarschaft zu einer
Xylp-Einheit, die mit einer ferulasaurehaltigen Araf-Seitenkette substituiert ist, vorkommen
kénnen.

Unter Verwendung kommerziell erhaltlicher und isolierter (A)XOS-Standardsubstanzen wurde
eine HPAEC-PAD/MS-basierte Profilingmethode entwickelt, die neben einer Trennung der
Analyten auch deren semiquantitative Bestimmung Uber relative Responsefaktoren
ermdglichte. Durch enzymatische Hydrolyse von unl6slichen (UBS) und I6slichen Ballaststoffen
(LBS) aus verschiedenen Triticum-Arten sowie Getreide aus anderen Gattungen wie Roggen
und Gerste wurden mit Hilfe der endo-Xylanasen (A)XOS freigesetzt, die anschlieBend mittels
HPAEC-PAD analysiert wurden. Die zusatzliche MS-Kopplung ermdglichte die Bestimmung der
Molekilmassen und diente der Absicherung der Analyten sowie der vorlaufigen Identifizierung
weiterer, bisher unbekannter (A)XOS. Die aus der semiquantitativen Bestimmung abgeleiteten
Verhéltnisse der (A)XOS erlaubten Aussagen Uber die Position und Verteilung der Araf-
Substituenten sowie Uber die vorherrschenden Strukturelemente der AX in den UBS und LBS
der verschiedenen Getreide.

Ein weiterer Ansatz fiir die Analyse der in AX vorkommenden Strukturelemente beruhte auf der
zweidimensionalen NMR-Spektroskopie. Das Heteronuclear Single Quantum Coherence
(HSQQ)-Experiment, bei welchem Korrelationen zwischen 'H- und '*C-Kernen (ber eine
Bindung gemessen werden, zeichnet sich durch eine erhohte Signalauflésung im Vergleich zu
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5 Zusammenfassung

eindimensionalen NMR-Methoden aus. In den HSQC-Spektren der (A)XOS und FAXOS war es
daher moglich, Korrelationssignale zu identifizieren, die ausschlieBlich ein bestimmtes
Strukturelement der Oligosaccharide reprasentieren. Nach Korrektur der HSQC-Response
konnten durch Volumenintegration der spezifischen Markersignale die relativen Anteile der
Strukturelemente in enzymatischen Hydrolysaten von Getreideballaststoffen ermittelt werden.
Die Quantifizierung basierte dabei ausschlieBlich auf den fir (A)XOS bestimmten
Markersignalen. Dadurch wurden auch im Hydrolysat vorkommende, h6hermolekulare (A)XOS
erfasst, sofern sie das entsprechende Strukturelement aufwiesen. Dies stellt einen wesentlichen
Vorteil gegenuber chromatographischen Methoden wie der HPAEC-PAD dar, deren
Anwendungsbereich groBtenteils auf die niedermolekulare (A)XOS-Fraktion im enzymatischen
Hydrolysat beschrankt ist. Fir die qualitative Analyse der aus UBS freigesetzten FAXOS wurde
zusatzlich eine HPLC-Methode etabliert, die eine separate Untersuchung der (A)XOS und
FAXOS erlaubte. Die mit der HSQC-Profilingmethode ermittelten relativen Anteile der
Strukturelemente in den (A)XOS aus UBS und LBS korrelierten mit den Ergebnissen der
Methylierungsanalyse. Dartiber hinaus ermoglichte die Profilingmethode die Identifizierung
von Strukturelementen, die mit der Methylierungsanalyse nicht erfasst werden kénnen.

Zusammenfassend erlauben die entwickelten Profilingmethoden eine schnelle und effiziente
Analyse der AX-Strukturen in pflanzlichen Zellwanden von Getreide. Insbesondere im Hinblick
auf die Substitution mit Araf-Einheiten liefern sie deutlich detailliertere Informationen als
konventionelle Verfahren wie die Methylierungsanalyse, bei gleichzeitig vereinfachter
Durchfiihrung. Dadurch er6ffnen sie neue Mdéglichkeiten, Zusammenhange zwischen den AX-
Strukturen verschiedener Getreidegattungen bzw. -arten und deren pflanzenphysiologischen,
ernahrungsphysiologischen sowie technologischen Eigenschaften zu untersuchen.
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7 Chemikalien und Instrumente

7.1 Chemikalienliste

GHS-
Chemikalie Hersteller, Pikto- H-Sitze P-Siitze
Reinheit
gramme
280, 301+312+330,
L. Sigma-Aldrich, 301+330+331,
1-Methylimidazol > 99 % 05, 06 302, 311, 314 30343614353,
305+351+338
Sigma-Aldrich,
2-Desoxy-D-Glucose > 99 % - - -
23-a-L-Arabinofuranosyl- Megazyme,
xylotriose (A%2XX) >90 % i i i
23, 33-di-a-L-Arabinofuranosyl- Megazyme,
xylotriose (A%*3XX) > 95 % i i i
32-a-L-Arabinofuranosyl- Megazyme,
xylobiose (A3X) >95% i i i
33-a-L-Arabinofuranosyl- Megazyme,
xylotetraose (XA3XX) > 95 % ' ) )
33-a-L- plus 23-a-L- Megazyme
Arabinofuranosyl-xylotetraose > 95 9% ' - - -
(XA3XX/XA?XX) Mischung
Acetanilid Sigma-Aldrich, 07 302 301+312, 330
>999 %
Aceton VWR, > 99,8 % 02, 07 225,319, 336 210, 233, 305+351+338
o VWR 225, 210, 240, 302+352,
Acetonitril HPLC-Grade 02, 07 302+312+332, 305+351+338,
319 403+233
. . 261, 271, 273, 280,
. Sigma-Aldrich,
Ammoniak 25 9% 05, 07, 09 314, 335, 410 303+361+353,
305+351+338
Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich, 07 302, 319 264, 270, 280, 301+312,
99,9 % 305+351+338
Arabinoxylan (Weizenmehl, Megazyme,
mittlere Viskositit) > 95 % ] ] ]
Deuteriumoxid Deutero, - - -
99,9 %/99,95%
o-Eructose Sigma-Aldrich, i i i
>99 %
b-Galactose Sigma-Aldrich, i i i
>99 %
D-Galacturonsdure Monohydrat Fluka, > 97 % - - -
b-Glucose Sigma-Aldrich, i i i
>995%
p-Glucuronsiure Sigma-Aldrich, - - -
> 98 %
Di
chlormethan VR > 995% o708 315319336 201,280,3024352,
351 304 +340,
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305+351+338,
308+311

Dimethylsulfoxid

Carl Roth,
>995%

Dinatriumhydrogenphosphat

(wasserfrei)

Merk, > 99 %

. Sigma-Aldrich,
Dp-Mannit - - -
>99%
Sigma-Aldrich,
p-M - - -
annose > 99 %
Sigma-Aldrich,
D-Xylose - - -
y > 99,9 %
210, 233, 240, 280,
I Sigma-Aldrich,
Essigsdure 02, 05 226,314 303+361+353,
> 998 %
305+351+338
280, 310,
301+330+331,
L , Sigma-Aldrich, 226,302, 314, e
Essigsdureanhydrid > 99 9 02, 05, 06 330 304+340,
= 305+351+338,
308+310
210, 240,
Ethanol, vergiillt VWR, 99 % 02, 07 225,319 305+351+338,
403+233
Sigma-Aldrich,
Isomaltotriose Analytical - - -
Standard
Sigma-Aldrich,
Lactose (Monohydrat) Analytical - - -
Standard
i -Aldrich
Lactulose Sigma-Aldrich, - - -
> 98 %
Laminaritriose Megazyme,
>95%
Sigma-Aldrich,
-Arabi
L-Arabinose > 99 %
L-Fucose Alfa Aesar,
>99%
264, 270, 280, 301+312,
o A Sigma-Aldrich, *
Lithiumchlorid 07 302, 315, 319 302+352,
>999 %
305+351+338
Sigma-Aldrich,
L-Rhamnose - - -
>99%
210, 2 2 2 2
VWR, 225, 311, 331, 0. 233, 280, 302+352,
Methanol 02, 06, 08 304+340, 308+310,
HPLC-Grade 301, 370
403+235
Siagma-Aldrich 02. 05. 06 225, 290, 210, 233, 280, 301+310,
| - |
Methanolische Salzsaure 9 125 M ' ' 08’ " 301+311+331, 303+361+353,
' 370 304+340+311
Si -Aldrich,
Methyl-a-b-Glucopyranosid 'gma e - - -
>99 %
301+331, 312, 201, 280, 301+310,
Methyliodid VWR, >99% 06,08, 09 " y

315, 335, 351

302+352, 304+340, 311
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. Sigma-Aldrich,
Natriumacetat - - -
>99%
208, 301+330+331,
. . Carl Roth, 02, 05, 06 260, 301, 314, 302+352,
Nat bordeuterid A
atriumbordeutert >99% 08 360FD 305+351+338, 310,
402+404
N'atriumdihydrogenphosphat VWR p. a. i i )
Dihydrat
| Roth
Natriumthiosulfat Carl Roth, - - -
>99%
280, 301+361+353,
Merck,
Natronlauge 49 - 51 9% 05 290, 314 304+340+310,
? 305+351+338, 363
260, 280,
301+330+331,
Salzsidure Merck, 37 % 05, 07 290, 314, 335 302+352, 304+340,
305+351+338,
308+310
234, 280,
301+330+331,
] Sigma-Aldrich, ool
Schwefelsdaure 05 290, 314 303+361+353,
95-98 %
304+340+310,
305+351+338
261, 280,
Sigma-Aldrich, 303+361+353,
Trifl igsa 05, 07 314, 332, 412
rifiuoressigsaure >99% 304+340+310,
305+351+338
. Megazyme,
Xylob X - - -
ylobiose (Xz) > 95 9%
Megazyme,
Xyloh X - - -
ylohexaose (Xs) S 95 %
Xylopentaose (Xs) Megazyme,
yiop s > 95 %
Xylotetraose (X4) Megazyme,
y 4 > 95 %
Xylotriose (X3) Megazyme,
y 3 > 90 %
GHSO02 GSHO5 GSHO6 GSHO07 GSHO08 GSHO09
£ (& &
isch
L . . Gesundheits- Systemlsc. € Umwelt-
Entzindlich Atzend Giftig o Gesundheits- o
schadlich B gefahrlich
gefahrdung
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7.2 Hergestellte Pufferlosungen und Reagenzien

Ammoniak (2 M)

e 7,46 mL Ammoniak (25%)
e 50 mL Reinstwasser

Natriumphosphatpuffer (0,08 M, pH 6,0)

e 12,5 g Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat in 1 L Reinstwasser [6sen

e 11,36 g Dinatriumhydrogenphosphat (wasserfrei) in 1 L Reinstwasser 16sen

¢ Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat-L6sung vorlegen und mit Dinatriumhydrogen-
phosphat-Losung auf pH 6,0 einstellen

Natriumthiosulfat-L6sung

e 3,95 g Natriumthiosulfat
e 250 mL Reinstwasser

Trifluoressigsaure-Losung (2 M)

e 154 mL Trifluoressigsaure in 100 mL-Messkolben geben
¢ mit Reinstwasser auffillen

7.3 Enzyme
Enzym Herkunft Hersteller EC-Nummer Aktivitat

-Amyl > 500 U
a-Amylase Bacillus licheniformis Sigma-Aldrich 3.2.1.1 . (mg
(Termamyl 120L) Protein (Biuret)
Amylogl id

. Aspergillus niger Sigma-Aldrich 3.2.13 > 260 U/mL
(AMG 300L)
Driselase Basidomycetes sp. Sigma-Aldrich - -

do-B-1,4-Xyl .
endo-p ylanase Clostridium thermocellum Nzytech 3.2.1.8 1400 U/mg
(XYL10)
endo-B-1,4-Xylanase . . -

Neoxallimastix patriciarum Megazyme 3.2.1.8 10000 U/mL

(XYL11)

do-B-1,4-Xyl . . .
endo-p ylanase Trichoderma reesei AB Vista 3.2.1.8 1020000 BXU/g
(XYLagv)
Prot

rotease Bacillus licheniformis Sigma-Aldrich 34.21.62 24 U/g

(Alcalase 2.4 L)
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7.4 Instrumente

Liste der verwendeten LC- bzw. GC-Saulen

7 Chemikalien und Instrumente

MaB
Saule PartikelgroBe/Filmdicke . abe Hersteller
(Lange x Innendurchmesser)
Bio-Gel P-2 <45 uM 85 cm x 4,6 mm Bio-Rad
Pac PA1 Th Fish
Carbt.) ac ?0 85 UM 250 x 9 mm ermo '|§ er
(semipraparativ) Scientific
ThermoFisher
CarboPac PA20 6 uM 150 x 3 mm o
Scientific
Th Fish
CarboPac PA200 6 UM 250 x 3 mm ermorisher
Scientific
Agilent
DB-225/DB-225 (MS) 0,25 uM 30 m x 0,25 mm grent
Technologies
Agilent
DB-5/DB-5 (MS) 0,25 uM 30 m x 0,25 mm grent
Technologies
Hypercarb (PGC) 5uM 100 mm x 4,6 mm Thermo Scientific
L 1
una.C ?(2) . 5 UM 250 x 10 mm Phenomenex
(semipraparativ)
L Phenyl-Hexyl
una. :eny .exy 5uM 250 x 10 mm Phenomenex
(semipraparativ)
SweetSep AEX200 5uM 200 x 4 mm Antec Scientific
XBri BEH Ami
ridge BEH Amide 5 uM 250 x 10 mm Waters
(semipraparativ)
Systeme und Anlagen
e GC-FID
Hersteller: Shimadzu
Bezeichnung: GC-2010 Plus
Autosampler: AOC-20i Auto Injector
Detektor: FID-2010 Plus
e GC-MS
Hersteller: Shimadzu
Bezeichnung: GC-2010 Plus

Autosampler:
Detektor:

AOC-20i Auto Injector
GC-MS QP 2010 SE bzw. Ultra
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156

SEC-RI

Pumpe:
Detektor (RI)

Fraktionssammler:

HPAEC-PAD 1

Hersteller:
Bezeichnung:
Pumpe:
Autosampler:

Detektoren (PAD):
Fraktionssammler:

HPAEC-PAD 2

Hersteller:
Bezeichnung:
Pumpe:
Autosampler:

Detektoren (PAD):

HPAEC-PAD/MS

Hersteller:
Pumpe (Eluent):

Pumpe (Regenerent):

Pumpe (LiCl):
Autosampler:

Detektoren (PAD, CD):

Detektor (MS):
Suppressor:

HPLC Pump K-500 (Knauer)
Smartline RI-Detektor 2300 (Knauer)
SF2120 (Advantec)

Thermo Scientific

Dionex ICS-5000 System

Dionex ICS-5000 DP

Dionex AS-AP

ICS-6000 DC, 2 x Electrochemical Detector
UltiMate AFC-3000 Multiposition Fraction Collector

Antec Scientific

ALEXYS Carbohydrate Analyzer
P6.1L

AS 6.1L

DECADE Elite

Thermo Scientific
Dionex ICS-5000 DP
Dionex AXP

Dionex AXP-MS
Dionex AS-AP

ICS-6000 DC, Electrochemical & Conductivity Detector

ISQ EC Mass Spectrometer
Dionex AERS 500 (4 mm)

LXQ Linear lon Trap-Massenspektrometer mit ESI-lonenquelle

Hersteller:

Thermo Scientific
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¢ NMR-Spektrometer

Hersteller: Bruker
Bezeichnung : Ascend 500 mit CryoProbe Prodigy Probenkopf

e Semipraparative HPLC-UV/ELSD

Hersteller: Knauer

Pumpen (2x): AZURA P2.1L

Autosampler: Smartline Autosampler Optimas
Detektoren (UV/ELSD): UV: AZURA UVD2.1L, ELSD: Sedex 85 (ERC)
Fraktionsventil: AZURA V2.1S
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8 Arbeitsvorschriften

8.1 Ausgangsmaterialien

Rohmaterial

Hersteller/Marke

Weizenkorner
Triticum aestivum

dennree

Einkornvollkornmehl
Triticum monococcum

Chiemgaukorn

Emmervollkornmehl
Triticum dicoccum

Chiemgaukorn

Dinkelvollkornmehl
Triticum spelta

Alnatura

Kamutvollkornmehl (Khorasan-Weizen)
Triticum turgidum subsp. turanicum

Backerei Spiegelhauer

Roggenvollkornmehl

Alnatura
Secale cereale
Gerstenkorner, entspelzt
Davert
Hordeum vulgare
Maiskdrner (Futtermittel)
Dehner

Zea mays

8.2 Aufarbeitung der Getreideproben

8.2.1 Mahlen

e Falls kein Vollkornmehl vorhanden: Getreidekodrner zuerst auf einen Durchmesser

< 2,5 mm mahlen

e Dannauf <0,5 mm

8.2.2 Entfetten

e Probenmehl in der 1,5-fachen Menge Aceton (w/v) aufschlammen und 20 min riihren

e Bei 5000 rpm 5 min zentrifugieren

e Uberstand verwerfen

e Waschvorgang dreimal wiederholen

e Bei 60 °C im Trockenschrank Uber Nacht trocknen
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8.2.3 Praparative Isolierung der unléslichen und I6slichen Ballaststoffe

Unlosliche Ballaststoffe

30 g Probenmehl mit 400 mL Natriumphosphatpuffer (0,08 M, pH 6,0) in einen 500 mL
Erlenmeyerkolben geben

Zugabe von 3 mL thermostabiler a-Amylase (Termamyl 120 L, Sigma-Aldrich)
Inkubation fir 20 min bei 92 °C im Wasserbad, alle 5 min schwenken

Probe in Eis auf Raumtemperatur abkihlen lassen

pH-Wert mit NaOH (1 M) auf 7,5 einstellen

Zugabe von 1,4 mL Protease (Alcalase 2.4 L, Sigma)

Fur 30 min bei 60 °C unter standigem Schutteln inkubieren

Probe erneut in Eis auf Raumtemperatur abkihlen lassen

pH-Wert mit HCl (1 M) auf etwa 4,5 einstellen

Zugabe von 1,4 mL Amyloglucosidase (> 260 U/mL, Sigma-Aldrich)

Inkubation fiir 30 min bei 60° C im Schiittelwasserbad

Warme Losung fir 15 min bei 5000 rpm zentrifugieren

Uberstand abtrennen und aufheben

Rickstand mit 4 x 100 mL 60 °C warmem H;O waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und mit aufgehobenem Uberstand vereinigen
Rickstand mit 2 x 100 mL Ethanol (99 %) waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrennen und verwerfen

Ruckstand mit 2 x 100 mL Aceton waschen, nach jedem Waschschritt zentrifugieren,
Uberstand abtrennen und verwerfen

Rickstand bei 40 °C Gber Nacht trocknen - UBS

Losliche Ballaststoffe

160

LBS aus vereinigtem Uberstand der Waschschritte durch der vierfachen Menge Ethanol
(99 %) Uber Nacht ausfallen

Uberstand abgieBen

Restliche Lésung fiir 10 min bei 5000 rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen
Rickstand mit 2 x 100 mL Ethanol (80 %) waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren und Uberstand verwerfen

Rickstand mit 2 x 100 mL Ethanol (99 %) waschen, nach jedem Waschschritt
zentrifugieren, Uberstand abtrenne und verwerfen

Ruckstand mit 2 x 50 mL Aceton waschen, nach jedem Waschschritt zentrifugieren,
Uberstand abtrennen und verwerfen

Rickstand bei 50 °C Gber Nacht trocknen > LBS
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Starkenachweis

Spatelspitze UBS bzw. LBS in ca. 5 mL dest. H,O aufkochen
Abkuhlen lassen
Mit Jod-Kaliumiodid-Losung versetzen

8.3 Charakterisierung der Zellwandpolysaccharide in den

Getreideballaststoffen

8.3.1 Bestimmung der Monosaccharidzusammensetzung

Schwefelsaure-Hydrolyse

10 mg UBS in ein 4 mL-Vial (mit Deckel und Septum) einwiegen und mit Glasperlen
versetzen

150 pL Schwefelsaure (12 M) zugeben und vortexen

30 min im Eisbad stehen lassen und alle 10 min vortexen

2 h bei Raumtemperatur stehen lassen und alle 30 min vortexen

Mit 975 uL Reinstwasser verdiinnen

3 him Trockenschrank bei 100 °C hydrolysieren

Abkuhlen lassen

Alles mit einer Spritze aufnehmen und durch PTFE-Spritzenfilter (PorengréBe: 0,45 uM,
Filterdurchmesser: 13 mm, Chromafil Xtra) filtrieren

100 pL Filtrat mit 75 yL NaOH (4 M) und 825 uL Reinstwasser versetzen

In einem Schritt direkt in HPAEC-Vial verdinnen: 10 pL Probe mit 20 pL 2-Desoxy-D-
glucose-Losung (250 uM) versetzen und 170 pL Reinstwasser hinzufiigen

Messung mittels HPAEC-PAD

Methanolyse mit TFA-Hydrolyse

Losung der zu analysierenden Ballaststoffprobe herstellen (1 mg/mL), davon 60 pL in
ein GC-Vial pipettieren und zur Trockene eindampfen

500 uL methanolische HCI (1,25 M) zugeben und mit geschlossenem Deckel fiir 16 h
bei 80 °C im Trockenschrank behandeln

Im Evaporator bis zur Trockne eindampfen

500 pL TFA-LOsung (2 M) zugeben und mit geschlossenem Deckel fir 1 h bei 121 °Cim
Trockenschrank behandeln

Im Evaporator zur Trockene eindampfen

Zweimal je 200 pL Ethanol (99 %) hinzufligen und jeweils zur Trockene eindampfen
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e In 200 pL Reinstwasser aufnehmen und 20 pL Probe mit 10 pL pL 2-Desoxy-D-glucose-
Losung (250 uM) versetzen und 70 pL HO hinzufligen
e Messung mittels HPAEC-PAD

Tabelle V1: Parameter der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulst amperometrischer
Detektion (HPAEC-PAD) zur Analyse der Monosaccharide.

HPAEC-PAD von ThermoFisher Scientific HPAEC-PAD von Antec Scientific
Ssule Carbo-Pac PA-20 mit Vorsdule SweetSept AEX200 mit Vors_éul_e.
(6 uM, 30 x 3 mm, ThermoFisher Scientific) (5 pm, 50 x 4 mm, Antec Scientific)
Flussrate 0,4 mL/min 0,7 mL/min
Saulenofentemperatur 25 °C 30°C
Injektionsvolumen 25 L (full loop) 25 L (partial loopfill)
Detektionsparameter Goldelektrode (Arbeitselektrode) und Goldelektrode (Arbeitselektrode)
Ag/AgCl-Referenzelektrode (20 °C) mit fir und PdH-Referenzelektrode (20 °C)
Kohlenhydrate angepasster Wellenform mit fir Kohlenhydrate angepasster
(,Quad-Potential”) Wellenform (,Quad-Potential”)
Kalibrierung Quadratisch (zwei 5-Punkt-Kalibrierungsreihen), 10 Monosaccharide (Fucose,

Rhamnose, Arabinose, Galactose, Glucose, Xylose, Mannose, Fructose,
Galacturonsaure, Glucuronsaure): 1, 6, 12, 18 und 25 pyM; 25, 50, 75, 100 und 125 uM

Tabelle V2: Gradientenprogramme der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie zur Analyse der
Monosaccharidzusammensetzung. ThermoFisher Scientific Anlage: FlieBmittel A: Reinstwasser, FlieBmittel B: 100
mM Natronlauge, FlieBmittel C: 100 mM Natronlauge + 500 mM Natriumacetat; AntecScientific Anlage: FlieBmittel
A: Reinstwasser, FlieBmittel B: 10 mM Natronlauge, FlieBmittel C: 100 mM Natronlauge + 100 mM Natriumacetat

ThermoFisher Scientific Antec Scientific
Zeit / min A/ % B/ % C/% Zeit / min A/ % B/ % C/%
-20,0 0,0 100,0 0,0 0,0 60,0 40,0 0,0
-10,0 0,0 100,0 0,0 12,5 60,0 40,0 0,0
-9,9 90,0 10,0 0,0 18,0 0,0 0,0 100,0
0,0 90,0 10,0 0,0 24,0 0,0 0,0 100,0
1,5 97,0 3,0 0,0 24,5 60,0 40,0 0,0
22,0 97,0 3,0 0,0 59,0 60,0 40,0 0,0
27,0 0,0 100,0 0,0
27,1 0,0 60,0 40
37,0 0,0 60,0 40
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8.3.2 Bestimmung der Bindungsverhaltnisse mittels Methylierungsanalyse

Methylierung

Ca. 3 mg Getreide-UBS bzw. -LBS in ein Pyrexglas einwiegen

1 mL DMSO zugeben und 15 min im Ultraschallbad behandeln

Uber Nacht quellen lassen

Am nachsten Tag nochmal 15 min im Ultraschallbad behandeln

50 mg frisch unter Stickstoff gemorserte NaOH zugeben

Nacheinander 90 min im Ultraschallbad (Eis zugeben) und 90 min bei RT reagieren
lassen

0,5 mL Methyliodid zugeben und nacheinander 30 min im Ultraschallbad und 30 min
bei RT inkubieren

1,5 mL Dichlormethan zugeben

2,5 mL 0,17 M Natriumthiosulfatldsung zugeben und griindlich vortexen

Obere (wassrige) Phase verwerfen

Organische Phase 2x mit je 2,5 mL Reinstwasser waschen und wassrige Phase jeweils
verwerfen

Losungsmittel abrotieren, ggf. kleinen Rest mit Stickstoff komplett trocknen
Ruckstand tber Nacht im Vakuumtrockenschrank trocknen

Kompletten Vorgang wiederholen und anschlieBend mit nachstem Schritt fortfahren

Hydrolyse

Ruckstand nach zweifacher Methylierung in 2 mL TFA aufnehmen

90 min bei 121 °C im Trockenschrank hydrolysieren

Losung abkihlen lassen, danach Losungsmittel abrotieren und Rickstand ggf. mit
Stickstoff komplett trocknen

Reduktion

10 mg NaBD4 in 0,15 mL 2 M Ammoniak zugeben (Vorsicht: Schaumbildung!)
1 h bei RT stehen lassen

Abbruch der Reaktion durch Zugabe von 50 L Eisessig (Vorsicht: Schaumbildung!)

Acetylierung

Probe auf Eis kiihlen

225 pL 1-Methylimidazol und 1,5 mL Essigsaureanhydrid zugeben
30 min bei Raumtemperatur stehen lassen

Probe auf Eis abkiihlen und mit 1,5 mL Reinstwasser versetzen
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e Abkuhlen, 2,5 mL Dichlormethan zugeben und griindlich vortexen

e Obere (wassrige) Phase verwerfen

e Organische Phase 3x mit je 2,5 mL Reinstwasser waschen und wassrige Phase jeweils

verwerfen

e Restwasser Uber Nacht im Gefrierschrank (-18 °C) ausfrieren

e Organische Phase in anderes GefaB Gberflihren und mittels GC-MS/GC-FID analysieren

Zur Trennung, ldentifizierung und Quantifzierung der PMAA von 1,2,4- und 1,3,4-Xylp sowie

1,4-Galp wurde eine DB5-Trennsdule eingesetzt. Anhand der resultierenden Peakflachen

konnten die prozentualen Anteile der PMAA nach Analyse mittels DB-225-Trennsaule bestimmt

werden.

Tabelle V3: Gaschromatographische (GC) Bedingungen fiir die Bestimmung der partiell methylierten
Alditolacetate. MS, Massenspektrometer; FID, Flammenionisationsdetektor; El, ElektronenstoBionisation

GC-MS GC-FID
Séule DB-225MS DB-225
Tragergas Helium
Tragergasgeschwindigkeit 37 cm/s
Injektionsvolumen 1L 5uL
Injektortemperatur 220 °C
Injektionsmethode Split
Split Rate 1:10
El (70 eV)
. Scan Bereich: 41 - 350 m/z Detektortemperatur: 240 °C
Detektionsparameter Scanzeit: 0,1 s Makeup Gas: Stickstoff

Transferline-Temperatur: 220 °C

Tabelle V4: Temperaturprogramm
Alditolacetate.

zur gaschromatographischen Analyse der partiell methylierten

Heizrate / °C/min Endtemperatur / °C Haltezeit / min
- 140 1

20 170 0

2 200 0

20 220 20

164



8 Arbeitsvorschriften

Tabelle V5: Gaschromatographische (GC) Bedingungen zur Trennung, Identifizierung und Quantifizierung
der partiell methylierten Alditolacetate von 1,2,4-Xylp, 1,3,4-Xylp und 1,4-Galp. MS, Massenspektrometer; FID,
Flammenionisationsdetektor; El, ElektronenstoBionisation

GC-MS GC-FID
Séule DB-5MS DB-5
Trégergas Helium
Tragergasgeschwindigkeit 40 cm/s
Injektionsvolumen 1uL 5uL
Injektortemperatur 250 °C
Injektionsmethode Split
Split Rate 1:30 1:10
El (70 eV)
. Scan Bereich: 41 - 350 m/z Detektortemperatur: 325 °C
Detektionsparameter Scanzeit: 0,1 s Makeup Gas: Stickstoff

Transferline-Temperatur: 275 °C

Tabelle V6: Temperaturprogramm zur gaschromatographischen Analyse der partiell methylierten
Alditolacetate von 1,2,4-Xylp, 1,3,4-Xylp und 1,4-Galp auf einer DB-5-Trennsaule.

Heizrate / °C/min Endtemperatur / °C Haltezeit / min
- 140 2
1 180 5
10 300 5

8.4 Gewinnung von Arabinoxylooligosacchariden

8.4.1 Freisetzung der Arabinoxylooligosaccharide aus Weizenarabinoxylan

e 1 g AX-Praparat (Weizenmehl, mittlere Viskositat) in 80 mL Reinstwasser 16sen

e Jeweils ein Inkubationsansatz mit XYLio bzw. XYL11: Zugabe von 400 uL XYLio (7 U/mL)
bzw. 400 pL XYL41 (50 U/mL)

e Flr 4 h bei 75°C (XYL10) bzw. 50°C (XYL41) unter standigem Rihren inkubieren

e Zugabe von Ethanol (60 % Endkonzentration, v/v) zur Inaktivierung der Enzyme

e Ggf. Prazipitat durch Zentrifugation abtrennen

e Lésung/Uberstand einrotieren (50 °C) und Rest gefriertrocknen
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8.4.2 Aufreinigung der Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen
Fraktionierung mittels SEC-RI

e (A)XOS in Reinstwasser |6sen

e Auftrennung der Hydrolysate mittels praparativer SEC-RI

e Fraktionen gemaB dem Peakmuster vereinigen und anschlieBend mittels HPAEC-PAD
Uberprifen

e Fraktionen gefriertrocknen

Tabelle V7: Bedingungen zur Fraktionierung mittels GroBenausschlusschromatographie

Saule Bio-Gel-P2

FlieBmittel Reinstwasser, isokratisch

Flussrate 0,5 mL/min

Saulentemperatur 45 °C

Injektionsvolumen 10 mL

Detektion RI-Detektion

Fraktionierung Fraktionensammler im Anschluss zur Detektion,

Beginn frei wahlbar in Intervallen von 2,5 min

Fraktionierung mittels semipraparativer HPLC-ELSD

e Trockene Bio-Gel-P2-Fraktionen in mdglichst wenig Reinstwasser [6sen
e Mittels HPLC-ELSD fraktionieren
e Fraktionen einrotieren und mittels HPAEC-PAD Uberprifen

e Fraktionen gefriertrocknen und je nach Reinheit erneut fraktionieren

Tabelle V8: Bedingungen zur Fraktionierung mittels semipréaparativer Hochleistungsfliissigchromatographie

Ssule Hypercarb (PGC) mit Vorsaule XBridge BEH Amide mit Vorsaule
(5 uM, 100 x 4,6 mm, ThermoFisher Scientific) (5 M, 250 x 10 mm, Waters)
FlieBmittel A: Reinstwasser
B: Acetonitril
Flussrate 1,0 mL/min 4,0 mL/min
Gradientenprogramm  Individuell angepasst an die Fraktion
Saulenofentemperatur 70 °C 50 °C
Injektionsvolumen 10 - 100 pL (uL-pick-up)
Detektion ELSD (40 °C)
Fraktionierung Einstellbares Splitventil nach Saule, Verhaltnis 1 : 30, programmierbares

16-Wege-Fraktionierventil parallel zur Detektion
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Fraktionierung mittels semipraparativer HPAEC-PAD

e Fraktionen in geeigneten Verdlinnungen ansetzen

e Mittels semipraparativer HPAEC-PAD fraktionieren

e Fraktionen gemaB dem Peakmuster vereinigen und mit Salzsaure (0,1 M) neutralisieren
e Mittels nPGC-SPE (250 mg, 6 mL, Supelclean ENVI-Carb, Sigma Aldrich) entsalzen
o Konditionieren

Acetonitril 3 x 1T mL
Reinstwasser (3 x 1 mL)

o Probe schrittweise aufgeben

o Mit Reinstwasser (4 x 1 mL) waschen (Monosaccharide werden entfernt)

o Oligosaccharide mit Acetonitril/Reinstwasser (50 : 50, 3 x 1 mL) eluieren

o Rekonditionieren:

o

Acetonitril (4 x 1,5 mL)

Reinstwasser (4 x 1,5 mL)

Acetonitril (2 x 1,5 mL)

Zweiter Zyklus (nochmals Konditionieren, Probe aufgeben, Waschen, Eluieren)

und anschieBend Kartusche entsorgen

e Eluat evaporieren und gefriertrocknen

Tabelle V9: Bedingungen zur Fraktionierung mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit
gepulst amperometrischer Detektion

Semipraparative CarboPac-100

Séule (8,5 UM, 250 x 9 mm, ThermoFisher Scientific)
FlieBmittel A: Reinstwasser

B: 100 mM Natronlauge

C: 100 mM Natronlauge + 500 mM Natriumacetat
Flussrate 2,0 mL/min
Saulenofentemperatur 25 °C
Injektionsvolumen 50 pL

Gradientenprogramm

Individuell angepasst an die Fraktion

Detektion

Goldelektrode (Arbeitselektrode) und Ag/AgCl-Referenzelektrode (20 °C) mit fur
Kohlenhydrate angepasster Wellenform (,Quad-Potential”)

Fraktionierung

Einstellbares Splitventil nach S&ule, Verhaltnis 1 : 20, programmierbarer und
automatisierbarer Fraktionssammler parallel zur Detektion
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8.5 Gewinnung ferulasaurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide

8.5.1 Freisetzung ferulasaurehaltiger Arabinoxylooligosaccharide aus

unldslichen Ballaststoffen

Freisetzung aus unloslichen Roggenballaststoffen

8 - 9 g UBS aus Roggen in 900 mL Reinstwasser suspendieren (4 Ansatze)

Zugabe von 1 g Driselase-Mischung

Inkubation bei 40 °C fir 48 h unter sanftem Schitteln

Suspension fir 15 min bei 92 °C im Wasserbad erhitzen zur Inaktivierung des Enzyms
Suspension zentrifugieren (5000 rpm, 20 min) und Uberstand durch einen Faltenfilter
filtrieren

Filtrat bei max. 40 °C (!) auf ein Volumen < 50 mL einrotieren

mit Reinstwasser auf 50 mL auffillen (4 x 50 mL = 200 mL) - Amberlite XAD-2

Freisetzung aus unloslichen Maisballaststoffen (Schifer, 2023)

Milde TFA-Hydrolyse der UBS (gesamt 2 x 2 Durchlaufe, unter Lichtausschluss)

20 g bzw. 25 g UBS mit 300 bzw. 375 mL TFA (50 mM) versetzen

Flr 20 min auf einer Heizplatte unter Rihren bis 95 °C erhitzen

Auf Eis abkuhlen lassen

1200 bzw. 1500 mL Ethanol (80 % Endkonzentration (v/v)) zugeben

Rickstand abzentrifugieren (10 min, 5000 rpm), waschen (3 x 80% Ethanol, 2 x 100 %
Ethanol, 2 x Aceton) und trocknen

Enzymatische Hydrolyse (2 x 2 Durchgange, unter Lichtausschluss)
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Ca. 15,8 g bzw. 22,2 g Ruckstand nach TFA-Hydrolyse und Ethanolféllung in 300 bzw.
420 mL vollentsalztem Wasser aufnehmen

pH mit NaOH (2 M) auf 6,3 einstellen

314 bzw. 439 pL XYLasv zugeben

Im Wasserbad bei 80 °C fir 6 h inkubieren, alle 30 min schwenken

Enzym bei 100 °C inaktivieren und direkt auf Eis abkihlen

Uberstand abzentrifugieren und durch Miracloth-Filter filtrieren

Rickstand aufschlemmen, nochmal zentrifugieren und Uberstiande vereinigen
Uberstand auf ca. 100 mL einrotieren (max. 40 °C (1))

Mit 4-facher Menge Ethanol fallen und Gber Nacht prazipitieren lassen
Ruckstand abzentrifugieren

Uberstand auf ca. 30 mL einrotieren — Amberlite XAD-2
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8.5.2 Aufreinigung der ferulasaurehaltigen Arabinoxylooligosaccharid-
Standardsubstanzen

Abtrennung mittels Amberlite XAD-2 (Supelco, Sdulenvolumen ca. 300 mL)

e Konditionierung des Saulenmaterials mit mehreren Saulenvolumina an MeOH (3x) und
vollentsalztem Wasser (3x)

e Hydrolysate aus Roggen bzw. Mais (s. Kapitel 8.5.1) mit einer Tropfgeschwindigkeit von
ca. 1 Tropfen pro Sekunde auf die Saule aufbringen

e Mit 600 mL vollentsalztem Wasser waschen (H.O-Fraktion)

e FAXOS mit 600 mL Methanol/Wasser (50 : 50, v/v) von der Saule eluieren (MeOH/H,0-
Fraktion)

e Mit 500 - 600 mL MeOH spuilen (MeOH-Fraktion)

e H,O-Fraktionen aus mehreren Ansatzen vereinigen, einengen und ggf. nochmal mittels
Amerblite XAD-2 fraktionieren (falls noch ferulasdurehaltige Substanzen nachweisbar
sind)

e MeOH/H,O-Fraktionen einrotieren, vereinigen und weiter einengen (Volumen < 50 mL)

e Unter Lichtausschluss gefriertrocknen (braune 50 mL-Tubes verwenden!)

Fraktionierung mittels SEC-UV

e gefriergetrocknete MeOH/H,O-Fraktion in Reinstwasser |6sen

e Auftrennung der Fraktion mittels praparativer SEC-UV

e Fraktionen gemaB dem Peakmuster vereinigen, einrotieren und mittels LC-UV/MS
Uberprifen

e Fraktionen einfrieren und gefriertrocknen

Tabelle V10: Bedingungen zur Fraktionierung mittels GroBenausschlusschromatographie

Saule Sephadex LH-20

FlieBmittel Vollentsalztes Wasser, isokratisch

Flussrate 0,5 mL/min

Saulentemperatur Raumtemperatur

Injektionsvolumen 10 mL

Detektion UV-Detektion (350 nm)

Fraktionierung Fraktionensammler im Anschluss zur Detektion,

Beginn frei wahlbar in Intervallen von 6 min
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Fraktionierung mittels semipraparativer HPLC-UV/ELSD

Trockene Sephadex-Fraktionen in moglichst wenig Reinstwasser 16sen
Mittels HPLC-UV/ELSD fraktionieren

Fraktionen einrotieren und mittels LC-UV/MS Uberprifen

Fraktionen gefriertrocknen und je nach Reinheit erneut fraktionieren

Tabelle V11: Parameter zur Fraktionierung mittels semipraparativer Hochleistungsfliissigchromatographie

Ssule Luna 5u C18(2) 100 A XBridge BEH Amide mit Vorsaule

(5 UM, 250 x 10 mm, Phenomenex) (5 uM, 250 x 10 mm, Waters)
. . A: Reinstwasser A: Reinstwasser

FlieBmittel -
B: Methanol B: Acetonitril

Flussrate 1,0 mL/min 4,0 mL/min

Gradientenprogramm  Individuell angepasst an die Fraktion

Sadulenofentemperatur Raumtemperatur 40 °C

Injektionsvolumen 10 - 100 pL (uL-pick-up)

Detektion UV-Detektion (325 nm), ELSD (40 °C)

Fraktionierung Einstellbares Splitventil nach Saule, Verhaltnis 1 : 30, programmierbares

16-Wege-Fraktionierventil parallel zur Detektion

8.6 Strukturcharakterisierung der isolierten Standardsubstanzen
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(A)XOS- bzw. FAXOS-Standardsubstanzen in 200 pL DO I6sen und gefriertrocknen (2x)
Gefriergetrocknete Probe fiir NMR-Messung in 550 pL DO I&sen

8.6.1 Monosaccharidzusammensetzung nach Trifluoressigsaure-Hydrolyse

1 - 3 pyL der NMR-Messlosung der AXOS- bzw. FAXOS-Standardsubstanz in ein 1,5 mL-
Glasvial pipettieren und im Evaporator bis zur Trockene eindampfen

500 pL TFA-Losung (2 M) zugeben und mit geschlossenem Deckel fiir 1 h bei 121 °Cim
Trockenschrank behandeln

Im Evaporator zur Trockene eindampfen

Zweimal je 200 pL Ethanol (99 %) hinzufligen und jeweils zur Trockene eindampfen

In 200 pL Reinstwasser aufnehmen und 20 pL Probe mit 10 pL pL 2-Desoxy-D-glucose-
Losung (250 uM) versetzen und 70 pL H>O hinzufligen

Messung mittels HPAEC-PAD (s. Kapitel 8.3.1)
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8.6.2 Bestimmung der Molekilmassen
HPAEC-PAD/MS-Analyse der AXOS-Standardsubstanzen

e AXOS-Proben mit ausreichender Reinheit wurden mittels HPAEC-PAD/MS analysiert

Tabelle V12: Bedingungen zur Bestimmung der Molekiilmassen der isolierten Arabinoxylooligosaccharid-
Standardsubstanzen mittels Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit paralleler gepulst
amperometrischer Detektion (PAD) und massenspektrometrischer Detektion (MS)

CarboPac-200 mit Vorsaule

(5,5 uM, 50 x 3 mm, ThermoFisher Scientific)
FlieBmittel A: Reinstwasser

B: 100 mM Natronlauge

C: 100 mM Natronlauge + 500 mM Natriumacetat

Saule

Flussrate 0,4 mL/min
Split nach S&ule: 0,17 ml/min (PAD), 0,3 mL/min (MS)
Saulenofentemperatur 25 °C
Injektionsvolumen 25 L (full loop)
Gradientenprogramm Individuell angepasst an die Fraktion
Detektion Goldelektrode (Arbeitselektrode) und PdH-Referenzelektrode (20 °C) mit fur

Kohlenhydrate angepasster Wellenform (,Quad-Potential”)

Elektrolytisch regenerierender Suppressor im Gegenstrom mit Reinstwasser und
anschlieBender Leitfahigkeitsdetektion zur Kontrolle der Entsalzung (20 °C)
Zusatz von 0,5 mM Lithiumchlorid-Losung (0,05 mL/min)

ESI im Positivmodus: (Full Scan m/z: 200 - 1300)

Tabelle V13: Gradientenprogramm der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie zur Bestimmung
der Molekiilmassen der isolierten Arabinoxylooligosaccharid-Standardsubstanzen. ThermoFisher Scientific
Anlage: FlieBmittel A: Reinstwasser, FlieBmittel B: 100 mM Natronlauge, FlieBmittel C: 100 mM Natronlauge +
500 mM Natriumacetat

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

0,0 90,0 10,0 0,0
10,0 35,0 65,0 0,0
18,0 35,0 63,5 15
22,0 35,0 63,5 1,5
60,0 31,0 53,0 16,0
80,0 27,0 49,0 24,0
80,1 0,0 0,0 100,0
90,0 0,0 0,0 100,0
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Stufenweise Fragmentierung der FAXOS-Standardsubstanzen mittels linearer lonenfalle

e 5L der NMR-Messlosung der FAXOS wurden mit 195 uL H.O/MeOH (60 : 40) versetzt
e Von jedem FAXOS wurde ein Full-Scan-Spektrum aufgenommen
e Ausgewahlte lonen wurden in der linearen lonenfalle stufenweise fragmentiert (MS")

Tabelle V14: Bedingungen zur Analyse der ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharide mittels linearer
lonenfalle

lonisierung ESI, Positiv-Modus
Tuning Automatischer Tune auf A3X, A5BX
Injektion Spritzenpumpe mit 10 - 20 pL/min

8.6.3 NMR-Spektroskopie

e 0,5 pL Aceton zur Lésung der (A)XOS und FAXOS in D,O zugeben
e Losungen wurden in NMR-R6hrchen tberfihrt und mit einem 500 MHz-Spektrometer
gemessen

Tabelle V15: Parameter der fiir die Strukturcharakterisierung der Standardsubstanzen eingesetzten NMR-
Experimente

Referenzierung Aceton (6w = 2,22 ppm/éc = 30,89 ppm)

Pulssequenzen Alle Experimente wurden mit den Standardparametersatzen der Firma Bruker
durchgefiihrt.
Experiment Pulsprogramm  Datenpunkte (F2xF1) Scanzahl NUS
H zg30 65536 128 - 512 -
HsQc - hsqcedetgp 1024x1024 16 - 32 50 %
(phasensensitiv)
HSQC-TOCSY hsqcetgpml 2048x2048 16 50 %
HMBC hmbcgplpndgf 2048x2048 16 - 32 50 %
H2BC h2bcetgpl3 2048x256 32-64 50 %

8.7 Quantifizierung mittels "H-NMR-Spektroskopie

e Gefriergetrocknete (A)XOS-Standardsubstanzen in 550 pL 0,5 mg/mL Acetanilid in D,O
|6sen

e In NMR-R&hrchen tberfiihrt und mit einem 500 MHz-Spektrometer gemessen

e Quantifizierung anhand des Flachenverhaltnisses der Methylgruppe (drei Protonen) des
Acetanilids und eines Analytsignals mit bekannter Anzahl an Protonen
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Tabelle V16: Aufnahmeparameter des fiir die Konzentrationsbestimmung der (Arabino-)xylooligosaccharide
eingesetzten 'TH-NMR-Experiments

Referenzierung Acetanilid (&n = 2,17 ppm)
Aufnahmeparameter 'H (zg30)
Scanzahl: 64

Spektrale Breite / ppm: 19,9947

Anzahl an aufgenommenen FID-Datenpunkten: 65536
Akquisitionszeit / s: 3,277

D1-Delay: 15 s

8.8 Bestimmung der T1-Relaxationszeiten mittels Inversion-

Recovery-Experiment

o Gefriergetrocknete (A)XOS-Standardsubstanzen in 550 yL D,O I6sen und 0,5 uL Aceton
hinzugeben
e Losungen wurden in NMR-R6hrchen tberfihrt und mit einem 500 MHz-Spektrometer

gemessen

Tabelle V17: Aufnahmeparameter des Inversion-Recovery-Experiments zur Bestimmung der longitudinalen
Relaxationszeiten (T;) der (Arabino-)Xylooligosaccharide

Referenzierung Aceton (& = 2,22 ppm)

Aufnahmeparameter Pulsprogramm: t1ir,
Anzahl der Scans: 16
Spektrale Breite / ppm: 19,9947
Anzahl an aufgenommenen FID-Datenpunkten: 16384
Akquisitionszeit / s: 0,819
Di-Delays /s:0,1,0,5,1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0

8.9 HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode zur
Strukturcharakterisierung von Arabinoxylanen aus Getreide

e 5 mg UBS bzw. LBS aus Getreide in ein 2 mL ReaktionsgefaB einwiegen und in 400 pL
Reinstwasser suspendieren/l6sen

e 2 pLXYL10(1400 U/mL) bzw. T uL XYL14 (10000 U/mL) zugeben und 24 h bei 75 °C (XYLio)
bzw. 50 °C (XYL11) im Schittelinkubator inkubieren

e Zum Abbruch der Reaktion 1,6 mL Ethanol zugeben, 1 h prazipitieren lassen und
zentrifugieren (136000 rpm, 10 min)

e 500 uL Uberstand abnehmen und im Evaporator bis zur Trockene eindampfen

e Trockener Rickstand in 500 uL Reinstwasser aufnehmen
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8 Arbeitsvorschriften

e Ldsung fur HPAEC-Messung ggf. verdiinnen und IMT- und LT-Lésung hinzugeben
(Endkonzentration im HPAEC-Vial: jeweils 10 uM)
e Kontrollprobe: 10 mg Probenmaterial ohne Enzymzugabe mitfiihren und analysieren

Tabelle V18: Bedingungen zur Analyse der (Arabino-)Xylooligosaccharide mittels der entwickelten
Profilingmethode basierend auf der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit paralleler gepulst

amperometrischer Detektion (PAD) und massenspektrometrischer Detektion (MS)

CarboPac-200 mit Vorsaule

Saule (5,5 uM, 50 x 3 mm, ThermoFisher Scientific)
FlieBmittel A: Reinstwasser

B: 100 mM Natronlauge

C: 100 mM Natronlauge + 500 mM Natriumacetat
Flussrate 0,4 mL/min

Split nach Saule: 0,17 ml/min (PAD), 0,3 mL/min (MS)
Saulenofentemperatur 25 °C

Injektionsvolumen

25 L (full loop)

Gradientenprogramm

Individuell angepasst an die Fraktion

Detektion

Goldelektrode (Arbeitselektrode) und PdH-Referenzelektrode (20 °C) mit fir
Kohlenhydrate angepasster Wellenform (,Quad-Potential”)

Elektrolytisch regenerierender Suppressor im Gegenstrom mit Reinstwasser und
anschlieBender Leitfahigkeitsdetektion zur Kontrolle der Entsalzung (20 °C)
Zusatz von 0,5 mM Lithiumchlorid-Losung (0,05 mL/min)

ESI im Positivmodus: (Full Scan m/z: 150 - 1000) oder SIM-Modus (m/z der
(A)XOS in Tabelle 5)

Tabelle V19: Gradientenprogramm der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie zur Bestimmung
der (Arabino-)Xylooligosaccharide mittels der entwickelten Profilingmethode. ThermoFisher Scientific Anlage:
FlieBmittel A: Reinstwasser, FlieBmittel B: 100 mM Natronlauge, FlieBmittel C: 100 mM Natronlauge + 500 mM

Natriumacetat

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

0,0 90,0 10,0 0,0
10,0 40,0 59,0 1,0
30,0 40,0 57,0 30
60,0 27,0 56,0 17,0
80,0 17,0 53,0 30,0
80,1 0,0 0,0 100,0
90,0 0,0 0,0 100,0
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Tabelle V20: Gradientenprogramm der Hochleistungsanionenaustauschchromatographie zur Trennung der
(Arabino-)Xylooligosaccharide auf einer SweetSep-AEX200-S&ule (Antec Scientific). ThermoFisher Scientific
Anlage: FlieBmittel A: Reinstwasser, FlieBmittel B: 100 mM Natronlauge, FlieBmittel C: 100 mM Natronlauge +
500 mM Natriumacetat

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

0,0 90,0 10,0 0,0
10,0 45,0 54,0 1,0
35,0 25,0 70,0 5,0
80,0 24,0 40,0 36,0
80,1 0,0 0,0 100,0
90,0 0,0 0,0 100,0

8.10 HSQC-Profilingmethode zur Bestimmung verschiedener

Strukturelemente von Arabinoxylanen

8.10.1 Enzymatische Freisetzung von (Arabino-)Xylooligosacchariden aus
Getreideballaststoffen

e 400 mg UBS (bei Verzicht auf die Trennung von (A)XOS und FAXOS genligen auch
200 mg UBS, jedoch muss die Enzymmenge entsprechend angepasst werden) bzw.
100 mg LBS in ein 50-mL-Tube einwiegen

e Zugabe von Reinstwasser bis zu einer Konzentration von 10 mg BS/mL

e UBS: 80 pL XYL1o (1400 U/mL) bzw. 80 pL XYL41 (10000 U/mL) zugeben
LBS: 20 pL XYL1o (1400 U/mL) bzw. 20 pL XYL4; (10000 U/mL) zugeben

e (iber Nacht bei 75°C unter 360°-Rotation (XYLio) bzw. bei 50°C (XYL1) im
Schuttelinkubator inkubieren

e Zum Abbruch der Reaktion Ethanol bis zu einer Volumenkonzentration von 50 %
zugeben und 1 h prazipitieren lassen, UBS fur Ethanolfallung auf zwei ReaktionsgefaBe
aufsplitten (jeweils 20 mL + 20 mL Ethanol)

e Zentrifugieren (5000 rpm, 10 min) und méglichst groBes Aliquot des Uberstands
entnehmen und am Rotationsverdampfer eindampfen

e Wiassriger Riickstand gefriertrocknen
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8.10.2 Chromatographische Trennung ferulasaurefreier und -haltiger
Arabinoxylooligosaccharide aus den unldslichen Ballaststoffen

e Gefriergetrocknete Hydrolysate der UBS (s. Kapitel 8.10.1) in 1,5 mL Reinstwasser 16sen,
ggf. unldsliche Bestandteile abzentrifugieren (13600 rpm, 10 min)

e 1 mL Hydrolysat in ein 1,5 mL-Glasvial mit Deckel + Septum tberfiihren

e 900 pL mittels semipraparativer RP-HPLC (s. Tabelle V21 und V22) aufreinigen
(entspricht neun Laufen mit je 100 uL Injektionsvolumen)

e Fraktionen der ferulasdurefreien und -haltigen OS in lichtgeschitzten GefaBen
(250 mL-Rundkolben) sammeln und am Rotationsverdampfer eindampfen

e Wiassrige Rickstéande gefriertrocknen

Tabelle V21: Bedingungen zur Fraktionierung der ferulasdurefreien und -haltigen Oligosaccharide mittels
Hochleistungsfliissigchromatographie mit paralleler UV- und Lichtstreudetektion (ELSD).

Luna Phenyl-Hexyl

Saule (5 UM, 250 x 10 mm, Phenomenex)
FlieBmittel A: Reinstwasser
B: Methanol
Flussrate 1,5 mL/min
Saulentemperatur Raumtemperatur
Injektionsvolumen 100 pL (uL-pick-up)
Detektion ELSD und UV-Detektion (325 nm)
Fraktionierung Einstellbares Splitventil nach Séule, Verhaltnis 1 : 30, programmierbares

16-Wege-Fraktionierventil parallel zur Detektion
Ferulasaurefreie Oligosaccharide: 6,0 - 16,0 min
Ferulasaurehaltige Oligosaccharide: 25,0 - 37,0 min

Tabelle V22: Gradientenprogramm der Hochleistungsfliissigchromatographie fiir die Auftrennung von
ferulasdurefreien und -haltigen Oligosacchariden. FlieBmittel A: Reinstwasser, FlieBmittel B: Methanol

Zeit / min A/% B/%
0,0 80,0 20,0
18,0 80,0 20,0
19,0 20,0 80,0
35,0 20,0 80,0
36,0 80,0 20,0
40,0 80,0 80,0
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8 Arbeitsvorschriften
8.10.3 Analyse mittels "H,"*C-HSQC-NMR

e Gefriergetrocknete (A)XOS- und FAXOS-Fraktionen (s. Kapitel 8.10.2) bzw. Hydrolysate
der LBS in 550 pL 5 mM MeGlc in D20 I8sen und 0,5 pL Aceton hinzugeben

e In NMR-R&hrchen Gberfiihrt und mit einem 500 MHz-Spektrometer gemessen

e Zur semiquantitativen Abschatzung der in (A)XOS vorkommenden Strukturelemente
wird der Anteil eines Strukturelements mithilfe der RRF (s. Tabelle A37) sowie der
Integralverhaltnisse zwischen dem Markersignal und dem Referenzsignal des MeGlc
unter Anwendung der Formel (10) berechnet

Tabelle V23: Aufnahmeparameter des Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC)-Experiments zur
semiquantitativen Bestimmung verschiedener Strukturelemente von (Arabino-)Xylooligosacchariden sowie
zur qualitativen Analyse von ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosacchariden

Referenzierung Aceton (&n/c = 2,22/30,89 ppm)

Aufnahmeparameter Pulsprogramm: hsqcedetgp
Anzahl der Scans: 8 - 32
Anzahl an aufgenommenen Datenpunkten: 1024x1024 (F1xF2)
Non-Uniform Sampling: 50 %
D1-Delay: 1,5 s
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9 Anhang

Tabelle A1: Chromatographische Aufreinigungsschritte der isolierten Arabinoxylooligosaccharide (AXOS)
aus den enzymatischen Hydrolysaten des Weizenmehl-Arabinoxylans nach der BioGel-P2-Trennung. XYL,
GH10-Xylanase; XYLy1, GH11-Xylanase; HILIC, Hydrophilie Interaktionschromatographie; PGC, Pordser, graphitierter
Kohlenstoff, HPAEC-PAD, Hochleistungsanionenaustauschchromatographie mit gepulst amperometrischer
Detektion

BioGel-P2-Fraktion Aufreinigungsschritte HPAEC-PAD
AXOS XYL1o Hydrolyse XYL11 Hydrolyse HILIC PGC HPAEC Reinheit
XA3X 5 - - X - >95%
XXA3X 4 - X X - >90 %
A3A3X 4 - X X - >95 %
XAZ+3XX 34 - - X X >95 %
XA3A3X 3 - - X - > 90 %
A3AZ+3XX 2,3 - X X - >95 %
XA3A2+3XX - 3 X X - > 90 %
A2+3A2+3XX 2 - X X - >95 %
A2+3XAZ+3XX 2 - X X X >95 %
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Abbildung A1: Erweiterte Ausschnitte der 'TH-NMR-Spektren der kommerziell erhiltlichen Standards der
Xylooligosaccharide (XOS) und Arabinoxylooligosaccharide (AXOS). Die Ausschnitte zeigen sowohl den Bereich
der Ringprotonen- als auch der anomeren Protonensignale der (A)XOS. Das intensive Signal bei &y = 4,7 - 4,9 ppm
wird durch Restwasser im Losungsmittel hervorgerufen. Die Spektren wurden in DO mit einem 500 MHz
Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Acetonsignals kalibriert (&u = 2,22 ppm). Die
Nomenklatur der (A)XOS entspricht den géngigen Richtlinien (Fauré et al,, 2009).
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Abbildung A2: Erweiterte Ausschnitte der 'TH-NMR-Spektren der aus Weizenmehl-Arabinoxylan isolierten
Standardsubstanzen der Arabinoxylooligosaccharide (AXOS). Die Ausschnitte zeigen sowohl den Bereich der
Ringprotonensignale als auch der anomeren Protonensignale der AXOS. Das intensive Signal bei &y = 4,7 - 4,9 ppm
wird durch Restwasser im Losungsmittel hervorgerufen. Die Spektren wurden in DO mit einem 500 MHz
Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Acetonsignals kalibriert (&u = 2,22 ppm). Die
Nomenklatur der AXOS entspricht den gangigen Richtlinien (Fauré et al,, 2009).
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Tabelle A2: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Xylooligosaccharids Xz, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz (Swic = 2,22/30,89 ppm). In
Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3J4y) zum benachbarten Proton angegeben. Die
Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

. . H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
c1 Cc2 c3 Cc4 c5
5,18 (3,65) 3,53 3,75 3,74 3,80/3,74
a-Xylpr
92,69 72,06 71,58 77,24 59,52
4,58 (7,85) 3,24 3,54 3,77 4,05/3,37
B'Xylpr
97,14 74,65 74,57 77,08 63,65
4,45 (7,98) 3,24 342 3,62 3,96/3,30
B-Xylp:
102,52 73,44 76,27 69,88 65,83
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Abbildung A3: HSQC-Spektrum und Struktur des Xylooligosaccharids X,. Das Spektrum wurde in D,O mit
einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton kalibriert

((SH/C = 2,22/30,89 ppm).
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Tabelle A3: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Xylooligosaccharids X3, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz (Swic = 2,22/30,89 ppm). In
Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3J4y) zum benachbarten Proton angegeben. Die
Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

L H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
C1 c2 c3 c4 c5
5,18 (3,65) 3,53 3,74 3,80/3,74
a-Xylpr
92,69 72,06 71,58 77,24 59,44
4,58 (7,90) 3,24 3,54 3,77 4,05/3,37
B-Xylpr
97,14 74,65 74,57 76,99 63,65
4,47 (7,91) 3,28 3,55 3,78 4,10/3,37
B-Xylpl
102,30 73,36 74,32 77,00 63,65
| 4,45 (7,82) 3,25 3,42 3,62 3,96/3,30
B-Xylpt 102,48 73,44 76,27 69,88 65,87
= 60
=x=>
= T
[==>>] 70
<
=D
= =
=
=
£
o
80 &
~
o
w
90
[>>]
HO Q HO P Q
H%/Ow OH%OH F100
>
5.0 45 40 35

8 ("H) / ppm

Abbildung A4: HSQC-Spektrum und Struktur des Xylooligosaccharids X3. Das Spektrum wurde in D,O mit
einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton kalibriert
((SH/C = 2,22/30,89 ppm).
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Tabelle A4: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Xylooligosaccharids X4, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz (Swic = 2,22/30,89 ppm). In
Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3J4y) zum benachbarten Proton angegeben. Die
Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

o H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
C1 Cc2 c3 C4 c5
5,18 (3,65) 3,53 3,75 3,74 3,80/3,74
o-Xylp:
92,69 72,06 71,58 77,24 59,44
4,58 (7,90) 3,24 3,54 3,78 4,05/3,37
B'Xylpr
97,14 74,65 74,57 76,99 63,65
4,47 3,29 3,55 3,79 4,10/3,37
B-Xylpiu
102,32 73,36 74,33 76,99 63,64
4,45 (7,88) 3,25 342 3,62 3,96/3,30
B-Xylp:
102,48 73,44 76,27 69,88 65,87
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Abbildung A5: HSQC-Spektrum und Struktur des Xylooligosaccharids X4. Das Spektrum wurde in DO mit
einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton kalibriert

(Styc = 2,22/30,89 ppm).
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Tabelle A5: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Xylooligosaccharids Xs, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz (Swic = 2,22/30,89 ppm). In
Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3J4y) zum benachbarten Proton angegeben. Die

Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

o H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
C1 Cc2 c3 C4 c5
5,18 (3,66) 3,54 3,74 3,74 3,81/3,74
o-Xylp:
92,69 72,06 71,58 77,24 59,44
4,58 (7,90) 3,24 3,54 3,78 4,04/3,37
B'Xylpr
97,14 74,65 74,57 76,99 63,65
4,47 3,28 3,55 3,79 4,09/3,37
B-Xylpi-im
102,32 73,36 74,33 77,00 63,65
4,45 (7,90) 3,25 3,42 3,62 3,96/3,30
B-Xylp:
102,49 73,44 76,27 69,87 65,90
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Abbildung A6: HSQC-Spektrum und Struktur des Xylooligosaccharids Xs. Das Spektrum wurde in DO mit
einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton kalibriert

((SH/C = 2,22/30,89 ppm).
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Tabelle A6: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Xylooligosaccharids Xs, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz (Swic = 2,22/30,89 ppm). In
Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3J4y) zum benachbarten Proton angegeben. Die
Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

o H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
c1 c2 c3 ca cs
5,18 (3,65) 3,54 3,74 3,74 3,81/3,74
o-Xylp:
92,69 72,06 71,58 77,24 59,45
4,58 (7,87) 3,24 3,54 3,77 4,05/3,37
B'Xylpr
97,14 74,65 74,57 77,00 63,65
Byl 4,47 3,29 3,55 3,79 4,10/3,37
Yipiv 102,32 73,36 7433 77,00 63,65
4,45 (7,99) 3,25 3,42 3,62 3,96/3,30
B-Xylp:
102,48 73,44 76,27 69,88 65,87
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Abbildung A7: HSQC-Spektrum und Struktur des Xylooligosaccharids Xe. Das Spektrum wurde in DO mit
einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton kalibriert
(SH/c = 2,22/30,89 ppm).
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Tabelle A7: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Arabinoxylooligosaccharids A3X, gemessen in DO mit Aceton als Referenzsubstanz (Su/c = 2,22/30,89 ppm).
In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jyu) zum benachbarten Proton angegeben. Die
Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

. H1 H2 H3 Ha4 H5
inhel
1 c2 c c4 cs
ol 5,18 (3,65) 3,53 374 375 3.81/3,74
a-
Ypr 92,60 72,06 71,58 77,24 59,53
Byl 4,58 (7,85) 3,25 354 377 4,05/3,37
YPr 97.14 7465 7457 7716 63,65
Byl 4,48 (7,88) 3,40 3,59 3,69 4,00/3,33
Y 102,40 73,52 82,09 6842 65,67
. 533 417 3.95 418 3,81/3,70
a-Arafos 108,79 81,85 77,16 84,68 61,87
< = 160
= =
[=—>1
r70
@
80 £
- 5
~
9
©
90
100
=
h . r110
5.‘0 415 410 315
& ("H) / ppm

Abbildung A8: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids A3X. Das Spektrum wurde in D,0
mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton
kalibriert (6n/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A8: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Arabinoxylooligosaccharids XA3X, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz (Su/c = 2,22/30,89 ppm).
In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jyu) zum benachbarten Proton angegeben. Die
Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

. . H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
Cc1 c2 c3 C4 C5
518 (3,72) 3,75 3,54 3,75 3,81/3,75
a-Xylpr
92,67 71,57 72,01 77,25 59,44
4,58 (7,85) 3,25 3,54 3,78 4,05/3,36
B'Xylpr
97,11 74,63 74,55 77,08 63,60
4,51 (7,72) 3,44 3,74 3,83 4,12/3,41
B-Xylp:
102,26 73,91 77,77 74,23 63,43
4,44 (7,82) 3,24 341 3,59 3,91/3,27
B-Xylp:
102,10 73,58 76,24 69,80 65,75
5,39 4,16 3,90 4,27 3,79/3,72
d-Arafos(n
108,22 81,32 77,85 85,43 61,94
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Abbildung A9: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids XA3X. Das Spektrum wurde in
D,0 mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton
kalibriert (6w/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A9: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-Spektrum
des Arabinoxylooligosaccharids A2XX, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz (Su/c = 2,22/30,89 ppm).
In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jyu) zum benachbarten Proton angegeben. Die
Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

o H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
c1 c2 c ca s
5,18 (3,66) 3,54 3,74 3,74 3,80/3,74
o-Xylp:
92,69 72,06 71,58 77,16 59,44
4,58 (7,93) 3,24 3,54 3,76 4,05/3,37
B'Xylpr
97,14 74,65 74,57 77,08 63,65
4,46 (7,77) 3,28 3,55 3,78 4,13/3,40
B-Xylp:
102,40 73,36 74,41 76,75 63,73
455 (7,51) 3,41 3,55 3,66 3,98/3,30
B-Xylp:
100,94 78,78 76,34 69,72 65,67
527 416 3,94 414 3,81/3.71
a-Arafoz 109,11 81,69 77,32 85,25 61,95
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Abbildung A10: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids A2XX. Das Spektrum wurde in
D,0 mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton
kalibriert (6n/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A10: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum einer Mischung aus den Arabinoxylooligosacchariden XA2XX und XA3XX, gemessen in D,O mit
Aceton als Referenzsubstanz (Sw,c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Ju )
zum benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22

und 23.
o H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
1 c2 c3 c4 cs
5,18 (3,60) 3,74 3,53 3,74 3,81/3,74
o-Xylp:
92,69 71,58 72,06 77,24 59,45
4,58 (7,85) 3,24 3,54 3,78 4,05/3,36
B-Xylpr
97,14 74,65 74,57 77,06 63,65
4,46 3,29 3,55 3,78 4,13/3,40
B-Xylpi (XA2XX)
102,34 73,36 74,33 76,67 63,70
B-Xylp: (XATYO0 4,47 3,29 3,55 - 4,10/3,37
v 102,32 73,36 74,33 - 63,65
, 4,58 3,45 3,69 - 4,11/3,39
B-Xylpu (XAXX) 100,70 78,61 74,33 - 63,45
; 4,51(7,79) 3,44 3,74 3,82 4,11/3,39
B-Xylpu (XAXX) 102,31 73,96 77,81 74,25 63,45
, 4,46 3,25 3,43 3,63 3,96/3,30
B-Xylp: (XAXX) 102,56 73,44 76,27 69,88 65,87
| ; 4,44 3,24 3,41 3,60 3,91/3,27
B-Xylp: (XA®XX) 102,15 73,60 76,27 69,89 65,75
5,28 4,16 3,94 4,13 4,12/3,39
o-Arafozqn 109,11 81,69 77,32 85,25 63,46
5,39 4,15 3,90 4,27 4,12/3,39
o-Arafosan 108,22 81,36 77,89 85,41 63,46
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Abbildung A11: HSQC-Spektrum und Strukturen der Arabinoxylooligosaccharide XA2XX und XA3XX. Das
Spektrum wurde in D,O mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des
Signals von Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in

Abb. 23.
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Tabelle A11: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids XXA3X, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

L. H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
c1 c2 c3 Cc4 c5
5,18 (3,69) 3,75 3,55 3,75 3,82/3,75
a-Xylpr
92,68 71,57 72,05 77,29 59,46
4,59 (7,84) 3,25 3,54 3,78 4,05/3,37
B'Xylpr
97,11 74,63 74,55 77,08 63,59
4,52 (7,77) 3,44 3,74 3,83 4,11/3,41
B-Xylp:
102,26 73,91 77,93 74,31 63,43
4,47 (7,52) 3,27 3,54 3,75 4,04/3,35
B-Xylpu
101,94 73,58 74,31 76,97 63,52
4,45 (7,65) 3,25 3,42 3,62 3,97/3,29
B-Xylp:
102,42 73,42 76,24 69,80 65,85
539 4,16 3,91 4,27 3,81/3,78
(X-Arafog(n
108,30 81,40 77,85 85,34 61,90
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Abbildung A12: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids XXA3X. Das Spektrum wurde
in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von
Aceton kalibriert (Sn/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A12: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids A2*3XX, gemessen in DO mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

et H1 H2 H3 H4 H5
inhel
c1 c2 c3 c4 cs
o 5,17 (3,66) 3,54 3,74 3,74 3,81/3,74
a-
Yipr 92,64 72,01 71,57 77,21 59,45
5%y 4,58 (7,78) 3,24 3,54 3,77 4,04/337
YPr 97.15 7463 74,55 77,01 63,59
5%y 4,46 (7,82) 3,28 3,55 3,78 4,14/3 41
v 102,40 73,36 74,41 76,59 63,65
ol 4,59 (7,49) 3,53 3,69 3,71 4,01/3,34
B-Xylp 100,65 78,74 82,81 68,67 65,41
A 5,23 414 3,95 412 3,82/3,72
a-Arafoz 109,35 81,84 77,34 85,02 61,86
5,24 417 3,97 419 3,80/3,71
a-Arafos 109,11 81,76 77,13 84,66 61,82
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Abbildung A13: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids A2+*3XX. Das Spektrum wurde
in D,O mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von
Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A13: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids XA2*3XX, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

L. H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
c1 C2 Cc3 c4 Cc5
Xl 5,18 (3,67) 3,54 3,74 3,74 3,81/3,74
a-
YiPr 92,63 72,01 71,57 77,21 59,45
4,58 (7,81) 3,25 3,54 3,77 4,04/3,37
B'Xylpr
97,14 74,63 74,55 77,01 63,59
4,46 (7,99) 3,29 3,56 3,79 4,14/3,41
B-Xylp:
102,36 73,34 74,35 76,36 63,59
4,63 (7,12) 3,57 3,82 3,86 4,14/3,43
B-Xylpu
100,49 79,22 78,18 74,39 63,17
4,43 (7,76) 3,25 3,41 3,60 3,92/3,27
B-Xylp:
102,02 73,66 76,24 69,88 65,73
522 4,14 3,95 4,12 3,80/3,72
o-Arafoz
109,35 81,84 77,31 85,06 61,86
527 4,16 3,93 4,30 3,78/3,73
o-Arafos)
108,72 81,60 77,81 84,94 61,72
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Abbildung A14: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids XA2+3XX. Das Spektrum wurde
in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von
Aceton kalibriert (Sn/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A14: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids A3A3X, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

b H1 H2 H3 Ha4 H5
inhei
c1 c2 c c4 s
ol 518 (3,67) 3,54 375 375 3,81/3,74
- r
yP 92,66 72,01 7157 7727 59,45
Byl 4,59 (7,83) 3,25 354 378 4,05/3,37
YPr 97.14 7463 74,55 77,09 63,62
Byl 451 (7.76) 3.44 374 3,83 412/3.83
v 102,26 73.95 77,85 7427 62,43
Byl 4,48 (7.91) 3,40 3,57 3,66 3,94/3,31
Yt 101,98 73.70 82,12 6843 65,57
539 415 3.89 427 3.80/3,72
d-Arafos(n
108,26 8136 77,85 85,41 61,94
532 417 3.95 418 3.81/3,71
(X-Al‘afo3(t)
108,78 81,84 7713 84,62 61,86
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Abbildung A15: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids A3A3X. Das Spektrum wurde in
D,0 mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von Aceton
kalibriert (6w/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A15: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids XA3A3X, gemessen in DO mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

o H1 H2 H3 H4 H5
Einheit
C1 C2 C3 c4 C5
xvi 5,18 (3,59) 3,54 3,75 3,74 3,82/3,74
a-
YiPr 92,67 72,05 71,57 77,29 59,44
4,58 (7,89) 3,24 3,54 3,78 4,05/3,37
B'Xylpr
97,11 74,63 74,55 77,13 63,61
4,51 (7,80) 3,44 3,73 3,83 4,12/3,39
B-Xylp:
102,26 73,91 77,85 74,31 63,44
4,49 (7,97) 3,43 3,73 3,79 4,06/3,39
B-Xylpu
101,94 74,22 77,85 74,15 63,41
4,43 (7,91) 3,23 3,40 3,59 3,90/3,28
B-Xylp:
102,06 73,58 76,24 69,80 65,74
5,39 4,15 3,90 4,27 3,79/3,72
(X-Arafog(n
108,22 81,35 77,86 85,43 61,94
5,38 4,15 3,90 4,27 3,79/3,72
o-Arafos)
108,30 81,35 77,86 85,43 61,94
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Abbildung A16: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids XA3A3X. Das Spektrum wurde
in D,O mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals von
Aceton kalibriert (Sn/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A16: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids A3A2+3XX, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

it H1 H2 H3 H4 H5
inhei
c1 c2 c3 c4 cs5
o 5,18 (3,69) 3,54 3,75 3,74 3,81/3,74
a-
YPr 92,67 71,97 71,57 77,21 59,44
5%y 4,58 (7,97) 3,24 3,54 3,77 4,04/3,37
YPr 97.15 7463 74,46 77,04 63,59
B-Xyl 4,46 3,29 3,56 3,79 4,14/3,41
v 102,34 7334 7439 76,40 63,59
5%y 4,64 (7,16) 3,57 3,82 3,87 4,14/3,43
yipu 100,49 79,22 78,21 74,47 63,19
5%y 4,46 (7,92) 3,40 3,58 3,67 3,95/3,30
Y 101,94 73.74 82,20 68,50 65,53
5,22 4,14 3,95 412 3,81/3,72
o-Arafozq)
109,35 81,84 77,29 85,06 61,82
5,26 416 3,93 4,30 3,79/3,71
o-Arafos )
108,78 81,64 77,77 84,94 61,74
5,32 417 3,95 418 3,81/3,72
(X-Al‘afo3(t)
108,78 81,88 77,13 84,62 61,82
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Tabelle A17: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids XA3A2+3XX, gemessen in DO mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

et H1 H2 H3 H4 H5
inhei
c1 c2 c ca cs
o 5,18 (3,66) 3,55 3,75 3,74 3,82/3,74
a-
¥Pr 92,68 72,05 7157 77.21 59,44
5%y 4,58 (7,83) 3,25 3,55 3,77 4,05/3,37
YPr 9711 7463 7447 77.05 63,62
5%y 4,46 (7,75) 3,29 3,55 3,79 4,14/3,41
v 102,34 7334 7439 76,40 63,59
5%y 4,64 (7,22) 3,56 3,84 3,87 4,14/3,43
yipu 100,49 79,23 78,20 74,55 63,19
5%y 4,47 (7,64) 3,44 3,73 3,83 4,12/3,83
yipu 101,86 74,31 77,85 74,27 62,43
5%y 4,43 (7,91) 3,23 3,40 3,59 3,26/3,89
Yip 102,02 73,59 76,24 69,80 65,73
5,22 414 3,95 4,12 3,81/3,72
o-Arafoz
109,35 81,80 77,29 85,10 61,82
5,26 416 3,93 4,30 3,79/3,71
o-Arafos)
108,77 81,64 77,85 84,94 61,74
5,40 415 3,90 4,27 3,80/3,72
o-Arafozany
108,22 81,32 77,93 85,43 61,94
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Abbildung A17: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids XA3A2+3XX. Das Spektrum
wurde in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals
von Aceton kalibriert (&w,c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A18: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids A2+3A2*3XX, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

Einheit H1 H2 H3 H4 H5
c1 c2 c3 C4 c5
«-Xylp: 5,17 (3,68) 3,74 3,54 3,74 3,81/3,73
92,63 71,57 72,01 7717 59,45
B-Xylp: 4,58 (7,84) 3,24 3,54 3,76 4,04/3,37
97,14 74,63 74,55 77,01 63,59
B-Xylp: 4,46 (7,75) 3,28 3,55 3,78 4,13/3,41
102,38 73,34 74,39 76,32 63,59
B-Xylpn 4,62 (7,19) 3,56 3,85 3,85 4,13/3,48
100,61 79,46 78,05 74,50 63,35
B-Xylp: 4,54 (7,72) 3,54 3,66 3,68 3,95/3,29
100,61 78,77 83,13 68,71 65,41
a-Arafozu 522 4,14 3,95 4,12 3,82/3,72
109,39 81,84 77,29 85,02 61,82
a-Arafosm 529 4,16 3,93 4,33 3,82/3,72
108,62 81,56 77,89 85,14 61,82
a-Arafoz 525 4,14 3,97 4,16 3,82/3,72
109,23 81,91 77,36 84,94 61,82
a-Arafos 524 417 3,97 4,19 3,82/3,72
109,11 81,80 77,13 84,58 61,82
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Abbildung A18: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids A2*3A2+3XX. Das Spektrum
wurde in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals
von Aceton kalibriert (Sn/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A19: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des Arabinoxylooligosaccharids A2+3XA2+3XX, gemessen in D,O mit Aceton als Referenzsubstanz
(Sh/c = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3un) zum benachbarten Proton
angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22 und 23.

Einheit H1 H2 H3 H4 H5
c1 c2 c3 C4 c5
a-Xylp: 5,18 (3,69) 3,74 3,54 3,74 3,81/3,74
92,59 71,57 72,01 7713 59,41
B-Xylp: 4,58 (7,85) 3,24 3,54 3,76 4,11/3,38
97,10 74,63 74,47 77,04 63,59
B-Xylp: 4,46 (7,82) 3,29 3,55 3,78 4,11/3,38
102,34 73,34 74,39 76,40 63,59
B-Xylpu 4,63 (7,05) 3,56 3,82 3,86 4,13/3,42
100,49 79,22 78,25 74,39 63,19
B-Xylpu 4,43 (7,81) 3,28 3,55 3,75 4,11/3,38
101,94 73,58 74,39 76,56 63,59
B-Xylp. 4,58 (7,85) 3,53 3,68 3,71 4,01/3,32
100,65 78,73 82,85 68,67 65,45
a-Arafozu 523 4,14 3,95 4,12 3,81/3,72
109,35 81,88 77,29 85,02 61,82
a-Arafosm 527 4,16 3,93 4,30 3,81/3,72
108,78 81,64 77,86 84,94 61,82
a-Arafoz 523 4,14 3,95 4,12 3,81/3,72
109,35 81,88 77,29 85,02 61,82
a-Arafos 524 417 3,97 4,19 3,81/3,72
109,11 81,77 77,16 84,62 61,82
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Abbildung A19: HSQC-Spektrum und Struktur des Arabinoxylooligosaccharids A2*3XA2+3XX. Das Spektrum
wurde in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des Signals
von Aceton kalibriert (&w,c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in Abb. 23.
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Tabelle A20: Aufreinigungsschritte der isolierten ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharide (FAXOS)
aus den enzymatischen Hydrolysaten der unléslichen Roggen- und Maisballaststoffe. HILIC, Hydrophilie
Interaktionschromatographie; HPLC, Hochleistungsfliissigchromatographie; SEC, GroBenausschluss-
chromatographie

Aufreinigungsschritte

HPLC-UV (325 nm)

FAXOS SEC Semipraparative HPLC L.
Reinheit
Sephadex Cc18 HILIC
ASBX X X - > 95 %
A53X X X - > 85 %
Roggen XAS5X X X - >95%
XA3A5BX X X X > 85 %
XA2+3p58X X X X > 85 %
XAS5BX X X - > 90 %
. XA23553X X X - >90 %
Mais
XASBXX X X - > 90 %
XD2583XX X X - >95%
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Abbildung A20: ESI-(+)-MS"-Spektren des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids A5®3X. Das erste
Spektrum entspricht dem Full Scan und weist das Quasimolekilion des Analyten als einfaches Natriumaddukt auf.

Die Ubrigen Spektren zeigen die sukzessive Fragmentierung des Analyten ausgehend von ausgewdhlten
Fragmentionen. m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis
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Abbildung A21: ESI-(+)-MS"-Spektren des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA*#X. Das erste
Spektrum entspricht dem Full Scan und weist das Quasimolekilion des Analyten als einfaches Natriumaddukt auf.

Die Ubrigen Spektren zeigen die sukzessive Fragmentierung des Analyten ausgehend von ausgewdhlten
Fragmentionen. m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis
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Abbildung A22: ESI-(+)-MS"-Spektren des ferulasidurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA#XX. Das
erste Spektrum entspricht dem Full Scan und weist das Quasimolekilion des Analyten als einfaches Natriumaddukt

auf. Die Ubrigen Spektren zeigen die sukzessive Fragmentierung des Analyten ausgehend von ausgewahlten
Fragmentionen. m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis
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Abbildung A23: ESI-(+)-MS"-Spektren des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XD25%3XX. Das
erste Spektrum entspricht dem Full Scan und weist das Quasimolekilion des Analyten als einfaches Natriumaddukt
auf. Die Ubrigen Spektren zeigen die sukzessive Fragmentierung des Analyten ausgehend von ausgewahlten
Fragmentionen. m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis
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Abbildung A24: ESI-(+)-MS"-Spektren des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA3A5%3X. Das
erste Spektrum entspricht dem Full Scan und weist das Quasimolekilion des Analyten als einfaches Natriumaddukt

auf. Die Ubrigen Spektren zeigen die sukzessive Fragmentierung des Analyten ausgehend von ausgewahlten
Fragmentionen. m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis

209



9 Anhang

1004 Full Scan 1141
2
~
5
c
(O]
<
® 582
O - T T - T T T IL o IL A T 4
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
m/z
1004 MS?2 (1141) 1081
° 1009
~
5
Z
[0}
S
® 833 94\5 1051
613 991 1123
O- : b |J |;JI Ly LJI 1 ]'| l Ill.
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
m/z
1004 MS3 (71741, 1009) 877 949
N
~
5
2
[0}
S
E_; 613 701 979
| 245 85|9 919| /991
0 pohd e L ) |I..J.J i — |I |.I
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z
1004 MmS4 (1141, 1009, 877) 745
X 817
~
5
e 613
(O]
€ 569
— 847
g 727
437 l 787 859
04 I||.II| 1 I LAy |I ||
300 400 500 600 700 800 900
m/z

Abbildung A25: ESI-(+)-MS"-Spektren des ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA2+3A5%3X. Das
erste Spektrum entspricht dem Full Scan und weist das Quasimolekilion des Analyten als einfaches Natriumaddukt

auf. Die Ubrigen Spektren zeigen die sukzessive Fragmentierung des Analyten ausgehend von ausgewahlten
Fragmentionen. m/z, Masse-zu-Ladungsverhaltnis
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Abbildung A26: Erweiterte Ausschnitte der 'H-NMR-Spektren der aus Roggen- und Maisballaststoffen
isolierten Standardsubstanzen der ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharide (FAXOS). Die Ausschnitte
zeigen sowohl den Bereich der Ringprotonen als auch die Protonensignale der anomeren Positionen sowie der
estergebundenen Ferulasaure. Das intensive Signal bei & = 4,7 - 4,8 ppm wird durch Restwasser im Losungsmittel
hervorgerufen. Die Spektren wurden in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die
chemische Verschiebung des Acetonsignals kalibriert (&n = 2,22 ppm). Die Nomenklatur der FAXOS entspricht den
gangigen Richtlinien (Fauré et al., 2009).
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Tabelle A21: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids A5®BX, gemessen in DO mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und

29.
. . H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8
Einheit -OCH;3;
c1 Cc2 Cc3 c4 c5 ce6 Cc7 c8
5,18 3,73/
3,73 3,53 3,73 - - - -
a-Xylp: (3.69) 3,79
92,59 71,57 71,97 77,29 59,48 - - - -
4,57 3,36/
3,24 3,53 3,77 - - - -
B-Xylp, (7,94) 4,04
97,11 74,56 74,55 77,13 63,67 - - - -
4,48 3,41 3,58 3,69 333/ - - - -
B-Xylp: (7.87) 3,99
102,42 73,42 82,28 68,27 65,69 - - - -
535 4,21 4,06 4,41 441/ - - - -
(X-Al’af(+FS)o3(t) 4,50
108,87 81,80 77,45 82,12 64,40 - - - -
- 7,25 - - 6,92 7,16 7,68 6,41 3,88
trans-FS
- 111,92 - - 116,44 124,29 147,37 114,34 56,51
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Abbildung A27: HSQC-Spektrum und Struktur des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids A5®X. Das

Spektrum wurde in D,O mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung des
Signals von Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der in

Abb. 29.
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Tabelle A22: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasidurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids A573X, gemessen in DO mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und

29.
. . H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8
Einheit -OCH;
Cc1 c2 c3 Cc4 c5 C6 Cc7 c8
5,18 3,73/
3,53 3,73 3,73 - - - -
o-Xylp, (3,66) 3,80
92,68 71,97 71,57 77,29 59,49 - - - -
4,58 3,37/
3,25 3,53 3,77 - - - -
B-Xylp: (7.92) 4,03
97,11 74,63 74,55 77,09 63,60 - - - -
445 338 350 362 oY ] ] ) ]
B-Xylp: 3,95
102,34 73,34 82,37 68,35 65,61 - - - -
5,26 4,16 3,93 4,32 427/ - - - -
a-Araf(+FS)os 4,44
108,87 81,64 77,37 81,92 64,48 - - - -
. - 733 - - 6,90 7,06 7,04 593 3,85
cis-FS
- 114,26 - - 115,71 124,82 145,20 116,92 56,51
.- 60
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Abbildung A28: HSQC-Spektrum und Struktur des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids A5f3X.
Das Spektrum wurde in D;O mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung
des Signals von Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der

in Abb. 29.
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Tabelle A23: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA5%X, gemessen in DO mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und

29.
. . H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8
Einheit -OCH;3;
C1 C2 Cc3 c4 C5 c6 Cc7 c8
5,18 3,74/
3,54 3,74 3,74 - - - -
a-Xylpr (3,56) 3,80
92,68 72,01 71,57 77,25 59,46 - - - -
4,57 3,35/
3,24 3,53 3,77 - - - -
B-Xylp: (7.93) 4,04
97,11 74,63 74,55 77,09 63,60 - - - -
450 3,44 3,71 3,81 340/ - - - -
B-Xylp: (7,87) 411
102,26 73,90 78,58 74,39 63,51 - - - -
442 3,26 3,39 3,58 3:25/ - - - -
B-Xylp (7,81) 3,90
102,34 73,66 76,24 69,88 65,74 - - - -
5,39 4,20 3,98 4,55 434/ - - - -
a-Araf(+FS)os3q) 4,50
108,62 81,43 78,37 82,61 64,88 - - - -
- 7,30 - - 6,93 7,19 7,71 6,46 3,90
trans-FS
- 112,09 - - 116,36 124,25 147,37 114,66 56,59
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Abbildung A29: HSQC-Spektrum und Struktur des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA5fX.
Das Spektrum wurde in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung
des Signals von Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der

in Abb. 29.
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Tabelle A24: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasidurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA2258X, gemessen in DO mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Uber eine Esterbindung an die Arabinofuranose-Einheit gebundene
Acetylgruppe weist eine chemische Verschiebung von &uyc = 2,170 ppm/20,90 ppm auf. Die Bezeichnungen der
Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und 29.

o H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 Hs
Einheit -OCH:;
c1 c2 c3 ca s c6 c7 cs

5,18 3,74/
3,54 3,74 375 - - - ;

o-Xylp, (3,69 3,80
92,59 7197 7157 7729 5941 - - - -

457 3,36/

3,24 3,54 3,78

B-Xylp: (7.87) 404

97,10 7455 7455 77,12 63,59

4,50 3,45 373 3,85 341/

B-Xylp: (7,74) 412

10226 7374 7866 7431 63,51

443 3,26 3,40 359 2%

B-Xylp (7,91) 3,91

10226 7366 7624 69,80 6575

4,40/
a-;\;afc:(,, 548 5,02 417 4,63 25l - - - ]
GFS +A) 0637 8373 7632 8293 6421 - - - -
] 7,31 - - 6,90 7,21 7.73 6,45 3,89

trans-FS

; 112,01 ; - 11676 12457 14770 11394 56,50
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Tabelle A25: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA5%XX, gemessen in DO mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und
29.

L H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8
Einheit -OCH;
Cc1 Cc2 Cc3 c4 C5 c6 Cc7 H8
5,18 3,74/
3,54 3,74 3,74 - - - R
a-Xylp, (3,65) 3,81
92,59 71,97 71,57 77,21 59,44 - - - -
4,58 3,25 3,54 3,78 336/ - - - -
B-Xylp, (7.93) 4,04
97,11 74,63 74,55 77,05 63,59 - - - -
445 3,28 3,53 3,77 340/ - - - -
B-Xylp: (7,62) 4,11
102,34 73,34 74,31 77,05 63,51 - - - -
4,49 3,38/
3,44 3,71 3,81 - - - -
B-Xylpu (7:86) 4,08
102,26 73,91 78,58 74,35 63,59 - - - -
44T 3,26 3,40 3,59 3:25/ - - - -
B-Xylp: (7,80) 3,90
102,34 73,66 76,24 69,87 65,74 - - - -
5,40 4,20 3,98 4,54 433/ - - - -
o-Araf(+FS)ozq) 4,50
108,54 81,40 78,34 82,60 64,88 - - - -
- 7,25 - - 6,91 7,16 7,67 6,42 3,88
trans-FS
- 112,01 - - 116,36 124,25 147,37 114,50 56,51
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Abbildung A30: HSQC-Spektrum und Struktur des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA#XX.
Das Spektrum wurde in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung
des Signals von Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der

in Abb. 29.
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Tabelle A26: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasidurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XD?5%XX, gemessen in D,O mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und
29. Die Xylopyranose (Xylp)-Einheit in der Seitenkette wird mit einem S im Subskript angegeben.

o H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 Hs
Einheit -OCH;
c1 c2 c3 ca s c6 c7 Hs
518 3,74/
3,54 3,75 3,74 _ ] ] )
«-Xylp: (3,56) 3,81
92,67 7205 7161 7724 5949 - - - -
4,58 3,25 3,54 378 3¢/ - - - ;
B-Xylp: (7.87) 4,05
97,19 7463 7455 77,09 63,63 - - - -
4,46 3,28 3,54 377 >4V - - - ;
B-Xylp, (7,88) 411
10234 7334 7431 7709 63,54 - - - -
449 343 3,69 3,81 3,38/ ; ; - ;
B-Xylpu (7:64)
10230 73,87 7890 7443 63,63 - - - -
44T 3,26 3,40 358 2/ - - - ;
B-Xylp: (7,94) 3,91
10238 7374 7628 6984 6577 - - - -
455 3,26 3,44 358 2 - - - ;
B-Xylps (7,69) 3,95
103,55 7358 7628 6984 6593 - - - -
4,34/
c(F-sAraj)’?gl(") 5,57 429 413 456 A0 - - - ;
+FS, +
CFS +Xylps) 0738 8949 7705 8208 64,64 - - - -
- 7,26 - - 6,92 717 7,66 6,42 3,89
trans-FS
- 112,05 - - 11640 12429 14745 11463 56,59
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Abbildung A31:
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HSQC-Spektrum und Struktur des ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids

XD2583XX. Das Spektrum wurde in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische
Verschiebung des Signals von Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur

entspricht der in Abb. 29.
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Tabelle A27: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA3A5%X, gemessen in DO mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und
29.

. . H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8
Einheit -OCH;3;
C1 C2 Cc3 c4 C5 c6 Cc7 H8

5,19 3,75/
3,55 3,75 3,75 - - - -

o-Xylp, (3,62) 3,82
92,67 72,05 71,57 77,25 59,49 - - - -

4,58 3,26 3,55 3,78 336/

B-Xylp: (7,93) 4,05

97,14 74,63 74,55 7713 63,61
4,52 3,42 3,66 3,79 342/ - - - -

B-Xylp: (7,71) 410
102,26 73,99 79,95 75,12 63,68 - - - -

442 3,44 3,68 3,65 3.32/

B-Xylpu (7:93) 4,02

102,58 74,71 76,28 74,31 63,27
434 3,18 3,36 3,54 321/ - - - -

B-Xylp: (7,93) 3,81
102,10 73,58 76,24 69,80 65,77 - - - -
5,29 3,49 3,67 4,14 364/ - - - -

a-Arafozn 3,70
107,66 80,27 78,18 86,15 62,26 - - - -
5,31 4,20 3,91 4,62 416/ - - - -

a-Araf(+FS)os3q) 4,66
109,27 81,80 78,74 81,96 65,66 - - - -

- 7,33 - - 6,97 7,21 7,73 6,47 3,92
trans-FS
- 112,01 - - 116,32 124,41 147,61 114,75 56,56
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Abbildung A32: HSQC-Spektrum und Struktur des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA3A5#X.
Das Spektrum wurde in D2O mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und auf die chemische Verschiebung
des Signals von Aceton kalibriert (Sw/c = 2,22/30,89 ppm). Das Farbschema der chemischen Struktur entspricht der

in Abb. 29.
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Tabelle A28: Chemische Verschiebungen der korrelierten Protonen und Kohlenstoffe aus dem HSQC-
Spektrum des ferulasiurehaltigen Arabinoxylooligosaccharids XA2+3A58X, gemessen in D,O mit Aceton als
Referenzsubstanz (Suc = 2,22/30,89 ppm). In Klammern ist die vicinale Kopplungskonstante in Hz (3Jun) zum
benachbarten Proton angegeben. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 28 und
29.

L. H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8
Einheit -OCH;3;
C1 C2 Cc3 c4 C5 c6 Cc7 H8
5,18 3,74/
3,53 374 3,74 : - . _
o-Xylp, (3.,53) 3,80
92,68 71,98 71,57 77,21 59,49 - - - -
4,58 3,24 3,53 3,76 336/ - - - -
B-Xylp: (7,96) 4,05
97,10 74,63 74,55 77,05 63,60 - - - -
450 3,40 3,66 3,75 344/ - - - -
B-Xylp: (7,97) 4,08
102,26 73,99 80,11 75,28 63,90 - - - -
448 333 370 367 Y ] ] ) ]
B-Xylpu (7:97) 4,02
101,05 79,95 77,37 74,24 63,19 - - - -
437 3,21 3,39 3,56 327/ - - - -
B-Xylp: (7,89) 3,89
102,10 73,59 76,24 69,88 65,85 - - - -
4,96 4,01 3,90 4,12 373/ - - - -
(X-Arafoz(u) 3,81
109,59 81,72 77,37 85,02 61,98 - - - -
5,10 3,61 3,78 4,20 3.64/ - - - -
a-Arafoz 371
108,22 80,76 77,93 85,47 61,91 - - - -
5,35 4,20 3,92 4,58 413/ - - - -
a-Araf(+FS)os) 4.77
109,31 81,48 78,58 82,69 65,53 - - - -
- 7,29 - - 6,96 723 7,76 6,47 3,92
trans-FS
- 112,49 - - 116,36 124,25 147,78 114,75 56,59
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Tabelle A29: Validierungsparameter der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode zur strukturellen
Charakterisierung von Arabinoxylanen aus Getreide. Die (Arabino-)Xylooligosaccharide ((A)XOS) sind nach der
von Fauré et al. (2009) eingefiihrten Nomenklatur benannt.

(A)XOSs Kalibrierbereich / phM  Korrelationskoeffizient  Verfahrensvariationskoeffizient / %
X2 0,1-30 0,99997 0,94
X3 0,1-30 0,99980 2,66
X4 0,1-30 0,99959 3,77
Xs 0,1-15 0,99903 5,73
Xe 0,1-15 0,99821 7,73
AXX 0,1-30 0,99985 2,25
A3X 0,1-30 0,99988 2,08
XA3X 0,1-30 0,99989 2,07
XA3XX 0,1-30 0,99949 4,22
XA2+3XX 0,1-30 0,99902 5,76
AZ+3XX 0,1-30 0,99939 4,59
XA3A3X 0,1-30 0,99983 2,39
A3A3X 0,1-30 0,99988 2,08
XA3AZ+3XX 0,1-30 0,99969 3,28
A3AZ+H3XX 0,1-30 0,99976 2,88
AZ+3XAZ*3XX 0,1-30 0,99946 4,31
AZ+3AZH3XX 0,1-30 0,99960 3,69

Tabelle A30: Relativen Retentionszeiten (RRT) sowie Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) der
durch die entwickelte HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode erfassten (Arabino-)Xylooligosaccharide ((A)XOS)
bei Analyse auf einer SweetSepAEX200-Saule (Antec Scientific). Die RRT sind in Bezug auf die internen
Standardsubstanzen Isomaltotriose (IMT) und Laminaritriose (LT) angegeben. Die (A)XOS sind nach der von Fauré et
al. (2009) eingefihrten Nomenklatur benannt.

(A)XOS RRT LOD / pM LOQ / uM
Xz 0,823MT 0,05 0,075
X3 1,091MT 0,05 0,075
Xa 1,407™MT 0,025 0,075
Xs 1,733MT 0,025 0,05
Xe 2,067MT 0,05 0,075
AZ2XX 2,178MT 0,025 0,075

A3X 2,261™MT 0,05 0,1

XA3X 2,294MT 0,025 0,05
XA3XX 1,04417 0,025 0,075
XAZ+3XX 1,146 0,01 0,05
AZ+3XX 1,159 0,025 0,05
XA3A3X 1,289 0,025 0,05
A3A3X 1,316 0,025 0,05
XA3A2+3XX 1,400 0,01 0,05
A3AZ+3XX 1,428 0,01 0,05
AZ+3XA2+3XX 1,53347 0,01 0,025
AZ+3A2+3XX 1,573 0,01 0,025
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Tabelle A31: Molare Anteile (mol%, n = 2) von Xylooligosacchariden (XOS) und Arabinoxylooligosacchariden
(AXOS) nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Getreide mit einer endo--1,4-Xylanase der GH-Familie
10 (XYL10), bestimmt mittels der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Die Nomenklatur der (A)XOS
erfolgt nach den gangigen Richtlinien (Fauré et al,, 2009). UBS, Unlosliche Ballaststoffe; LBS, Losliche Ballaststoffe

XOS AXOS
Xz 523 +15 APXX 08 +0,0 XA3A3X 1,2 £01
X3 180+ 24 A3X 63 +0,5 A3A3X 1,8 £0,1
UBS X4 0,7+0,2 XA3X 76+04 XA3AZ+3XX 05+0,0
Xs - XA3XX 06 +0,2 ASAZ3XX 07 +0,1
X - XAZ+3XX 43 +£00  AZ3XA2*3XX 08+0,0
Weizen AZ*3XX 33+0,1 A2+3A2+3XX 1,1+£00
Xz 292+ 04 APXX 09+0,1 XA3A3X 23+00
X3 52+05 A3X 96 +0,0 A3A3X 23+0,0
LBS X4 - XA3X 11,6 +04 XA3AZH3XX 38+0,1
Xs - XA3XX 04 +0,1 ASAZ+3XX 4,0 +0,0
Xs - XAZ*+3XX 13901  A23XA2*3XX 29+0,0
AZ+3XX 10,1+ 0,0 AZ+372+3XX 38+00
X2 51,7 £ 1,2 AZXX 0,7 +£0,1 XA3A3X 25+0,1
X3 169 + 0,5 A3X 89+0,1 ASA3X 41+ 01
UBS X4 05+0,1 XA3X 93+00 XA3AZ3XX 02 +0,0
Xs - XA3XX 08 +0,1 ASAZ+3XX 0300
Xs - XAZ*+3XX 1,5+00  A2*3XAZ*3XX 05+0,0
Roggen AZ+3XX 1,2 +00 AZ+3A2+3XX 09+0,0
Xz 192 +0,0 APXX 05+00 XA3A3X 10,1+ 0,0
X3 56+ 0,1 A3X 155+0,2 ASAZX 13,9+ 0,1
LBS X4 - XA3X 13,5+ 0,0 XA3AZ+3XX 16 £0,0
Xs - XA3XX 33+0.2 ASAZH3XX 28+0,1
X - XAZ+3XX 3,101  A?3XA%+3XX 31+00
A2+3XX 28+ 0,1 A2F3AZ+3XX 51+0,0
Xz 478 £ 0,7 APXX 0,7+0,1 XA3A3X 1,7+ 01
X3 17,5+ 0,1 A3X 79+0,.2 ASA3X 27 +0,1
UBS X4 - XA3X 92+ 0,1 XA3AZ+3XX 0,7+0,0
Xs - XA3XX 09+00 ASAZH3XX 1,1+£0,0
Xe - XAZ+3XX 3,700  AZ*3XA2*3XX 1,0 £0,0
AZ+3XX 3,1+00 AZ+3A2+3XX 19+ 01
Einkorn

Xz 26,9 £ 0,5 AZXX 08 +0,0 XA3A3X 3600
X3 4,2 +0,2 A3X 10,5 + 0,1 ASA3X 44 +0,0
LBS X4 - XA3X 10,7 £ 0,0 XA3AZH3XX 42 +0,0
Xs - XA3XX 03+0,0 ASAZ+3XX 4,7 +£0,0
Xs - XAZ+3XX 11,6 £00  AZ3XA2*3XX 34+ 0,1
A2*+3XX 94 +0,0 A2+3A2+3XX 53+0,0
X2 420+ 1,5 A2XX - XA3A3X 14 +£0,0
X3 25,9 +0,0 A3X 4,6 £ 0,0 A3A3X 2,1+£0,0
X4 4,6 +0,7 XA3X 7,5+ 0,1 XA3AZH3XX -

Emmer UBS
Xs - XA3XX - A3AZ*3XX 03+0,0
Xs - XA2+3XX 53+03  A?*3XA2*3XX 1,2 £01

A2+3XX 35+0,1 A2F3A2+3XX 16 £0,1
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Fortsetzung von Tabelle A31

Xz 22,6 £ 0,1 APXX 12+00 XA3A3X 1,5+00
X3 44 + 01 A3X 48 + 0,0 A3A3X 1,4 +£00
X4 - XA3X 6,3 +0,0 XA3AZ3XX 3600

Emmer LBS
Xs - XA3XX 04+0,0 A3AZ*3XX 34+00
Xs - XAZ*+3XX 18,8 £ 0,1  A2*3XA2*3XX 6,9 0,1
AZ+3XX 155+ 0,0 AZ+372+3XX 92+0,0
X2 430+ 0,2 A2XX - XA3A3X 1,6 £0,0
X3 180+ 0,5 A3X 74 +£0,.2 ASA3X 2,7+0,0
X4 1,0+0,2 XA3X 91+0,1 XA3AZH3XX 08 +0,0
uBs Xs - XA3XX 1,3+0,1 A3AZ*3XX 09 0,1
X - XAZ*+3XX 6,0 £0,0  A**3XA2*3XX 1400
Kamut AZ+3XX 4,7 + 0,1 AZ+372+3XX 2001
Xz 288 +03 APXX 09+00 XA3A3X 2600
X3 4,7+03 A3X 87 +0,1 ASA3X 3500
LBS X4 - XA3X 98 +0,0 XA3AZ+3XX 3300
Xs - XA3XX - ASAZH3XX 3400
Xs - XAZ+3XX 14,1 £0,1  AZ*3XA2*3XX 3700
A2+3XX 109 + 0,0 A2F3AZ+3XX 56 0,0
Xz 528 £ 2,5 APXX 09+00 XA3A3X 1,5+00
X3 142 +1,9 A3X 48 +0,0 ASA3X 24 +0,0
UBS X4 - XA3X 74 + 0,1 XA3AZ+3XX 09+0,0
Xs - XA3XX - ASAZH3XX 1,0£0,0
Xs - XAZ+3XX 57 £0,1  A%*3XA2*3XX 1,2+£00
Dinkel AZ+3XX 52+0,2 A2+372+3XX 1,9+0,0
X2 26,7 + 0,6 AZXX 1,1+£00 XA3A3X 1,9+0,1
X3 89+ 1,1 A3X 80+04 A3A3X 2,6 £0,1
LBS X4 - XA3X 104 £ 0,2 XA3AZH3XX 36 +£0,1
Xs - XA3XX 1.6+04 ASAZ+3XX 3,101
Xe - XAZ+3XX 146 + 04  A?*3XA2*3XX 37 +01
AZ+3XX 10,1 £ 0,5 AZ+3A2+3XX 36 +£01
X2 24,5 + 0,1 AZXX 26 +0,.2 XA3A3X 21+0,0
X3 7,7+03 A3X 11,9+0.2 ASA3X 36 +£0,1
UBS X4 - XA3X 10,0 £ 0,1 XA3AZH3XX 1400
Xs - XA3XX 04 +£0,0 ASAZH3XX 1,3+00
Xs - XAZ+3XX 12,1 £02  AZ*3XA2*3XX 3700
A2+3XX 152 + 0,1 A2F3AZ+3XX 3600

Gerste

Xz 234 +05 AZXX 4,7 +05 XA3A3X 1,2 +01
X3 2,6 +0,1 A3X 6,3+ 0,0 A3A3X 19 +0,2
. X4 - XA3X 63 +0,1 XA3AZ*3XX 48 + 0,1
Xs - XA3XX - A3AZ*3XX 46 £ 0,5
Xs - XA2+3XX 16,9+ 02  A*3XA2*3XX 51+0.2

A2+3XX 17,1+ 01 A2+3A2+3XX 51+01

226



9 Anhang

Tabelle A32: Molare Anteile (mol%, n = 2) von Xylooligosacchariden (XOS) und Arabinoxylooligosacchariden
(AXOS) nach enzymatischer Hydrolyse verschiedener Getreide mit einer endo--1,4-Xylanase der GH-Familie
11 (XYL11), bestimmt mittels der entwickelten HPAEC-PAD/MS-Profilingmethode. Die Nomenklatur der (A)XOS
erfolgt nach den gangigen Richtlinien (Fauré et al,, 2009). UBS, Unlosliche Ballaststoffe; LBS, Losliche Ballaststoffe

XOsS AXOS
Xz 44,5 + 0,5 APXX - XA3A3X 06 +0,0
X3 25,5+ 0,1 A3X - A3A3X -
UBS X4 52+01 XA3X 06 +0,0 XA3AZ+3XX 1201
Xs 1,1+0,0 XA3XX 149 £ 0,2 ASAZ3XX -
Xe 06 0,0 XAZ+3XX 58 £0,5  A%*3XA2*3XX -
Weizen A2*¥3XX _ AZH3A2+3XX -
Xz 27,7+10 APXX - XA3A3X -
X3 125+05 A3X - A3A3X -
LBS X4 - XA3X 42 +0,2 XA3AZH3XX 71 +0,1
Xs - XA3XX 284 + 0,5 ASAZ+3XX -
X - XAZ*+3XX 20,1 £ 01 AZ+3XAZ*3XX -
A2+3XX - A2+3A2+3)X -
X2 674+ 0,8 AZXX - XA3A3X 09+0,0
X3 38+0,6 A3X 03+0,0 ASA3X -
UBS X4 72+0.2 XA3X 04+0,0 XA3AZ3XX 0300
Xs 1,3+£00 XA3XX 153 +0,3 ASAZ+3XX -
Xe 09+00 XAZ*+3XX 1,9+0,1 AZ+3XAZ*3XX -
Roggen AZ+3XX 03+00 AZ+3A2+3XX -
X2 20,0 £ 0,2 APXX - XA3A3X 6,5+ 0,0
X3 98+0,3 A3X - ASAZX -
LBS X4 1,0+0,0 XA3X 42 + 0,1 XA3AZ+3XX 4,7+ 0,0
Xs - XA3XX 45,2 + 0,1 ASAZH3XX -
Xe - XAZ+3XX 85+ 00  A¥3XAZ3XX -
A2+3XX _ A2+3A2+3XX _
X2 54,7 + 4,3 APXX - XA3A3X 05+0,0
X3 16,8 £ 4,9 A3X - ASA3X -
UBS X4 6,3 +0.2 XA3X 06 +0,1 XA3AZ+3XX 1,1+0,1
Xs 1,3+00 XA3XX 135+ 04 ASAZH3XX -
Xe 0800 XAZ+3XX 44 +02  A?3XA2*3XX -
Einkorn A2+3XX - A2+3A2+3YX -
X2 292+ 1,0 AZXX - XA3A3X 1,5+03
X3 92 +0,5 A3X - ASA3X -
LBS X4 - XA3X 32+09 XA3AZH3XX 85+03
Xs - XA3XX 27,1+ 04 ASAZ+3XX -
X - XAZ+3XX 21,3 +£0,7  AZ*3XAZ3XX -
A2¥3XX - A2+3A2+3XX -
X2 473+ 1,2 A2XX - XA3A3X 03+00
X3 274+ 09 A3X 0400 A3A3X -
X4 7204 XA3X 03+00 XA3AZH3XX 04 +0,0
Emmer UBS
Xs 14+0,1 XA3XX 10,1 £ 0,0 A3AZ*3XX -
Xe 08+0,0 XA2+3XX 43+ 0,1 AZ+3XA*3XX -
A2+3XX - A2+3A2+3%X -
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Fortsetzung von Tabelle A32

Xz 27,8 £ 0,2 APXX - XA3A3X 1400
X3 98 +0,6 A3X - A3A3X -
X4 - XA3X 29+ 0,1 XA3AZ3XX 95+13
Emmer LBS
Xs - XA3XX 153 +0,.2 A3AZ*3XX -
X - XAZ*+3XX 333+04  A23XAZ3XX -
A2+3XX _ A2+3A2+3XX _
X2 46,5 + 0,6 A2XX - XA3A3X 05+0,0
X3 240+ 03 A3X 02+0,0 ASA3X -
X4 52+00 XA3X 06+0,0 XA3AZH3XX 1200
uBs Xs 1,0+£00 XA3XX 139+0.2 A3AZ*3XX 03+00
Xe 05+00 XAZ*+3XX 59+01 AZ+3XA*3XX -
Kamut AZ+3XX 02+0,0 AZ+372+3XX -
X2 27,0+ 0,5 APXX - XA3A3X 14+0,0
X3 11,4 £ 0,0 A3X - ASA3X -
LBS X4 - XA3X 1,6 £0,0 XA3AZ+3XX 69 £ 0,1
Xs - XA3XX 24,3 £ 0,1 ASAZH3XX -
Xe - XAZ+3XX 21,6 £ 0,0  A?*3XA2*3XX 59+ 0,1
A2+3XX _ A2+3A2+3XX _
X2 62,8 + 1,8 APXX - XA3A3X 04 +0,0
X3 99+17 A3X - ASA3X -
UBS X4 64 +0,3 XA3X 05+0,0 XA3AZ+3XX 1,001
Xs 1,1+0,1 XA3XX 11,5+0.2 ASAZH3XX -
Xe 0,7+0,0 XAZ+3XX 57 £0,3  A%*3XA2*3XX -
Dinkel A2+3XX _ A2+3A2+3XX _
X2 430+ 2,0 AZXX - XA3A3X 36 +£0,1
X3 - A3X - A3A3X -
LBS X4 - XA3X 1,8+00 XA3AZH3XX 5603
Xs - XA3XX 20,2+ 0,5 ASAZ+3XX -
X - XAZ+3XX 21,2 £ 1,1 AZ+3XAZ*3XX 46 +0,1
A2+3XX _ A2+3A2+3XX _
X2 43,5+ 0,5 AZXX - XA3A3X 1,1+0,0
X3 57+06 A3X - ASA3X -
UBS X4 - XA3X 1,8+0,1 XA3AZH3XX 24 +0,0
Xs - XA3XX 27,2+ 0,2 ASAZH3XX 04 +0,0
Xe - XAZ+3XX 149 + 0,1 AZ3XAZ3XX 30+ 01
Gerste A2+3XX R A2+3A2+3XX -
X2 28,1+ 0,1 AZXX - XA3A3X -
X3 84 +0,5 A3X - A3A3X -
LBS X4 - XA3X - XA3AZ*3XX 7,7+0.2
Xs - XA3XX 17,4 £ 0,6 A3AZ*3XX -
X - XA2+3XX 324 +0,9  A?3XAZ3XX 6,1+0,1
A2+3XX _ A2+3A2+3XX -
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Abbildung A33: Chromatogramme des HPAEC-PAD-Profilings von (Arabino-)Xylooligosacchariden aus
unloslichen und l6slichen Ballaststoffen (UBS, LBS) von Roggen (blau markiert) und Emmer (rot markiert)
nach enzymatischer Hydrolyse mit endo-f-1,4-Xylanasen der GH-Familien 10 (XYL10) und 11 (XYL11)
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Tabelle A33: Molare Anteile der Monosaccharide (mol% * Standardabweichung, n = 3) in verschiedenen
Getreiden nach saurer Hydrolyse, bestimmt mittels HPAEC-PAD. UBS, Unl6sliche Ballaststoffe; LBS, Losliche
Ballaststoffe; Ara, Arabinose, Gal, Galactose; Glc, Glucose; Xyl, Xylose; Man, Mannose; GalA, Galacturonsaure; GlcA,
Glucuronsaure

Weizen Roggen Einkorn Emmer Kamut Dinkel Gerste
Ara 254+04 223+02 260+02 249+01 265+04 231+02 233:+06
Gal 1,301 20+00 1600 2300 16 +£0,0 1,700 1,5+00
Glc 281+05 310+02 224+03 237+01 273+05 280x+04 389+02

UBS Xyl 426+09 418+02 469+03 463+02 425+08 45505 323+09
Man 15+ 0,1 250,11 16 +0,1 15+02 0600 10+ 0,1 4002

GalA - 05+00 05+00 05+00 04 +00 - -

GlcA 12+00 - 1,0+00 08 +00 1.0+00 07+00 -

Ara 240+03 252+01 298+04 350+01 288=+02 252+02 63+03

Rha 06 +0,1 - 08 +0,1 0,7+00 06 +0,1 - -

Gal 95+04 2,8 +0,0 96+02 152+02 109+00 114+02 1,6 +0,1
Glc 160+14 184+01 109+03 100+02 115+10 254+03 78007
Xyl 367+18 481+02 378+11 30304 365+04 27701 97+03
Man 13,0 £ 0,4 54+01 115+02 88+02 11,2+06 104 +0,1 4,4 +0,1
GalA 05+%00 - - - 04 +0,0 - -
GlcA - - - - - - -

LBS
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Tabelle A34: Ergebnisse der Methylierungsanalyse von unléslichen Ballaststoffen (UBS) aus verschiedenen
Getreiden (mol% * Range/2, n = 2). Araf, Arabinofuranose; Arap, Arabinopyranose; Galp, Galactopyranose; Glcp,
Glucopyranose, Manp, Mannopyranose; PMAA, partiell methylierte Alditolacetate; Xylp, Xylopyranose

PMAA Weizen Einkorn Emmer Kamut Dinkel Gerste

Ara t-Araf 13,3+0,3 16,0 £ 0,0 15,0+ 0,2 15,0 £ 0,3 13,5+09 15,5+ 0,2
1,2-Araf 050,11 13+00 08 +0,1 090,11 06+ 0,1 08 +0,0

1,3-Araf 1,0 £ 0,1 12 +£0,1 1,2+ 0,1 1,1+00 1,1+£0,1 09 +0,0
1,5-Araf/1,4-Arap 20+0,3 1,5+ 0,1 2,1+0,1 1,5+00 1,7 £ 0,1 1,3+00
1,2,3,5-Araf 060,11 02+00 0200 030,11 01+00 01+00

Summe 174109 202+02 193+05 188+05 17012 18,6 +0,2

Xyl t-Xylp 2,1+0,3 26+ 0,1 2,1+0,0 22+ 0,1 2,1+0,1 1,7 £ 01
1,4-Xylp 373+18 33,8+0,2 341 +0,8 309+ 21 286 + 3,0 16,8 £ 0,4

1,2,4-Xylp 13+02 1,5+01 1,3 +01 1,5+0,1 1,2 +£0,1 19 +0,2

1,3,4-Xylp 70+08 73+0,3 64 + 0,0 71+0,1 6603 4002

1,2,3,4-Xylp 6,7 +0,9 83+0,0 72+0,1 7806 73109 91+08

Summe 544140 535+07 511+10 495+30 45844 335117

Glc t-Glecp 1,2+ 0,1 09100 09+0,1 1,0 £ 0,1 1,2 £ 0,1 18 +04
1,3-Glep 31+0,3 26 +0,1 23+0.2 27 +0,2 34+00 68 +0,1

1,4-Glep 194 +27 16,9 + 0,1 20,2 £ 0,6 22,2+ 04 24,9 + 1,2 300+ 16

1,4,6-Glcp 08 +0,1 08+ 0,1 09+00 12 +0,1 1,1+£0,1 09 +0,1

Summe 245132 212+03 243+09 271+08 306114 395+22

Gal t-Galp 09+04 07+0,0 1,2+ 0,1 0,7+0,0 1,1+00 07 +0,1
1,3-Galp 0,100 02 %00 0200 0300 06 0,1 0500

1,4-Galp 1,0 £ 0,1 1,7 £ 0,1 1,6 £ 0,1 14 £ 0,1 1,6 £0,2 24 +0,0

1,6-Galp - 01+00 01+00 01+00 01+00 01+00

1,3,6-Galp - 01+00 02=+00 03+0,1 04 =011 0301

Summe 2,0+0,5 2,8+0,1 3,3+0,2 2,8 +0,2 3,8+04 4,0+ 0,2

Man t-Manp 02=+00 01+00 02=+00 01+00 02+00 02=+00

1,4-Manp 16 £05 23 +0,1 19+02 1,8 £0,1 24 +0,3 4,2 + 0,1
Summe 1.8%+0,5 2,4+0,1 2,1+0,2 1,9+0,1 2,6 +0,3 44 +0,1
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Tabelle A35: Ergebnisse der Methylierungsanalyse von ldslichen Ballaststoffen (LBS) aus verschiedenen
Getreiden (mol% * Range/2, n = 2). Araf, Arabinofuranose; Arap, Arabinopyranose; Galp, Galactopyranose; Glcp,
Glucopyranose, Manp, Mannopyranose; PMAA, partiell methylierte Alditolacetate; Xylp, Xylopyranose

PMAA Weizen Roggen Einkorn Emmer

Ara t-Araf 22,2 +0,.2 239+00 253 £ 0,1 28,6 £ 0,0
1,2-Araf 04 +0,0 02+00 1,2+0,0 06 +0,0

1,3-Araf 03+0,0 02+00 04 +0,0 04 +£0,0

1,5-Araf/1,4-Arap 1,1+00 08 +0,0 08+0,0 1,0+£0,0
1,2,3,5-Araf 0,100 01+00 0,100 01+00

Summe 24,1 +£0,2 25,2 +0,0 27,8 £ 0,1 30,7 £ 0,0

Xyl t-Xylp 1,2+00 07+0,0 1,7+ 00 1200
1,4-Xylp 30,8 £ 0,1 259+ 04 29,5+ 0,1 25,1+0,0

1,2,4-Xylp 0800 1,0+ 0,1 080,11 1201

1,3,4-Xylp 48+ 0,1 16,3 +£0,3 62 %0, 39+0,1

1,2,3,4-Xylp 93+0,1 78 0,1 11,6 £ 0,0 13,3102

Summe 46,9 + 0,3 51,7+ 0,9 49,8 + 0,3 44,7 + 0,4

Glc t-Glecp 19+0,1 1,7+ 0,1 1,600 1,200
1,3-Glep 32+0,1 43+0,2 2,1+0,1 1,5+ 0,1

1,4-Glep 700,11 10,0 £ 0,0 34101 28101

1,4,6-Glcp - - - .

Summe 12,1+0,3 16,0 £ 0,3 71+0,2 55+0,.2

Gal t-Galp 05+00 03 +0,1 04 +00 05+00
1,3-Galp 1,0+ 00 02 +0,0 1,0+ 00 1,7+ 0,1

1,4-Galp 2,1+0,1 20+0,0 22 %00 08 +00

1,6-Galp 1,5+0,0 03+00 1,5+0,0 2,0 £0,1

1,3,6-Galp 71+£00 14+0,0 6,2+00 11,6 £ 0,0

Summe 12,2 £ 0,1 4,2 + 0,1 11,3+0,0 16,6 + 0,2

Man t-Manp 1,7 £ 0,1 0,6 £ 0,1 1,3+0,0 1,5+0,0
1,4-Manp 30+0,1 2,2 +0,1 28+00 08 +0,0

Summe 4,7 + 0,2 2,8+0,2 4,1+0,0 2,3+0,0
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PMAA Kamut Dinkel Gerste

Ara t-Araf 24,7 £ 0,0 22300 135+ 04
1,2-Araf 0,700 04 0,1 02 %00

1,3-Araf 0400 04 0,1 0300

1,5-Araf/1,4-Arap 12+0,1 1404 1,301

1,2,3,5-Araf 0,100 0200 0501

Summe 27,1+ 0,1 24,7 £ 0,6 15,8 £ 0,6

Xyl t-Xylp 1,5+0,1 1,2+00 05+0,0
1,4-Xylp 294+ 04 31,205 153 +£0,7

1,2,4-Xylp 1,1+£00 1,0+00 1,000

1,3,4-Xylp 55 +0,1 45+03 20+0,0

1,2,3,4-Xylp 11,3+ 0,1 83+1,0 73+04

Summe 48,8 + 0,7 46,2 + 1,8 26,1+ 1,1

Glc t-Glecp 1,6 £0,0 22 +0,2 31+00
1,3-Glep 2,7 +0,1 34+ 0,1 12,5+0,8

1,4-Glcp 4,5+ 0,1 76 +0,7 346 + 16

1,4,6-Glcp - - -

Summe 8,8+0,2 13,2+ 1,0 502 %24

Gal t-Galp 06 £0,0 0,7 +£0,1 03+0,0
1,3-Galp 1,2 +00 1,0£0,0 09+0,0

1,4-Galp 1,0+£0,0 16 £0,2 1,1+0,1

1,6-Galp 1,6 £0,0 12+0,2 05+0,0

1,3,6-Galp 82 +0,1 70+ 0,1 24 +0,2

Summe 12,6 £ 0,1 11,5+ 0,6 52103

Man t-Manp 1,6 £0,0 1,5+03 06 +0,1
1,4-Manp 1,2+0,0 29+00 22 +0,3

Summe 2,810,0 44 +0,3 2804
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Tabelle A36: Longitudinale Relaxationszeiten (T1-Zeit) der anomeren Positionen in den Monomereinheiten
der (Arabino-)Xylooligosaccharide ((A)XOS). Die T;-Zeiten wurden mittels dem Inversion-Recovery-Experiment
bestimmt. Die Bezeichnungen der Monomereinheiten entsprechen denen in Abb. 22. Die Nomenklatur der (A)XOS
erfolgt nach den gangigen Richtlinien (Fauré et al,, 2009).

(A)XOS o-Xylpr B-Xylp: B-Xylp: B-Xylp: B-Xylpu B-Xylpu
Xz 2,101 1,228 0,691 - - -
X3 2,167 1,366 0,722 n. b. - -
Xa 2,419 1,43 n. b. n. b. n. b. -
Xs 2,152 1,446 n. b. n. b. n. b. n. b.
Xe 2,726 1,49 n. b. n. b. n. b. n. b.
A3X 2,965 1,367 0,946 - - -
A2XX 2,484 1,373 0,726 0,754 - -
A2+3XX 2,327 - - 0,834 - -
XA3XX 2,866 1,228 0,976 0,924 0,899 -
XXA3X 2,552 1,358 - 0,804 - -
XA3X 2,032 1,336 0,691 0,706 - -
XAZ+3XX 1,986 1,398 0,746 0,778 0,723 -
A3SA3X 2,497 1,415 0,762 0,795 - -
XA3A3X 2,498 1,358 0,738 - - -
A3AZ+3XX 2,723 1,429 n. b. n. b. 0,913 -
XA3A2+3XX 2,933 1,475 0,976 0,978 -
A2+3A2+3XX 2,935 1,38 0914 0,923 0,903 -
A2+3XAZ+3XX 2,574 n. b. - 0,973 0,957 0,975
(A)XOS a-Arafos a-Arafosa/m/m a-Arafozq) a-Arafoza/m
X - - - -
Xs - - - -
Xa - - - -
Xs - - - -
Xe - - - -
AX 1,463 - - -
A2XX - - -
A2+3XX 1,286 - - -
XA3XX - 1,418 - -
XXA3X - 1,477 - -
XA3X - 1,358 - -
XA2+3XX - 1,130 - 1,085
A3A3X 1,317 1,380 - -
XA3A3X - 1,44 - .
A3AZ+3XX 1,484 1,396 - 1,277
XA3A2+3XX - 1,49 - 1,355
AZ+3p2+3XX 1,325 1,418 - 1,323
AZ+3XAZ+3XX 1,46 1,463 - 1,333
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Tabelle A37: Relative Responsefaktoren der HSQC-Markersignale verschiedener Strukturelemente von Xylo-
und Arabinoxylooligosacchariden. Xylp, Xylopyranose; r, reduzierend; t, terminal

Markersignal Strukturelement Relativer Responsefaktor
1 r-Xylp (a+p) 1,166
2 t-Xylp 0,997
3 1,4-Xylp 0,990
4 1,2-/1,2,4-Xylp 2,079
5 1,3-Xylp 1,828
6 1,3,4-Xylp 1,069
7 1,2,3-Xylp 0,898
8 1,2,3,4-Xylp 1,043
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Abbildung A34: ESI(+)-Massenspektren der durch eine semiprédparative Trennung auf einer Phenyl-Hexyl-
Sdule gewonnenen ferulasdurehaltigen (Arabino-)Xylooligosaccharide (FAXOS) aus dem enzymatischen
Hydrolysat der unléslichen Weizenballaststoffe mit den eingesetzten endo-pB-1,4-Xylanasen der GH-Familien
10 (XYL1o) und 11 (XYL44). Die Spektren wurden durch Direktinjektion in ein lonenfallen-Massenspektrometer
erhalten. Die Spektren zeigen die typischen Natriumaddukte pentosebasierter, ferulasdurehaltiger Oligosaccharide
mit einem Massenunterschied von 132 Da (vgl. Tabelle 4 in Kapitel 4.1.5). Die Natriumaddukte der FAXOS, die eine
oder zwei zusatzliche Acetylgruppen enthalten, sind rot markiert.
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Abbildung A35: HSQC-Spektrum der aus unléslichen Weizenballaststoffen durch enzymatische Hydrolyse
mit der GH11-Xylanase (XYL1) freigesetzten ferulasdurehaltigen Arabinoxylooligosaccharide. Das Spektrum
wurde in DO mit einem 500 MHz-Spektrometer aufgenommen und gegen die chemische Verschiebung des

Acetonsignals (8w/c = 2,22/30,89 ppm) kalibriert.
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