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Abstract

The aim of this thesis is to establish a method for analysing galacturonic acid in cell wall
material of gherkins (cucumis sativus) by high performance liquid chromatography.

Seven methods are found in the literature and compared on the basis of different criteria. The
HPLC-PAD method of Kressmann (2001) is chosen and checked in the laboratory of the
Hochschule Neubrandenburg. This method is divided into two steps. First the alcohol insoluble
substances are dissolved out of the sample and hydrolysed in two stages with sulfuric acid.
Second a sample of 25 ul is quantified by HPLC on a Carbopac PA100 column (Dionex) at 20
°C with 400 mM sodium hydroxide as the mobile phase, coupled with pulsed amperometric
detection.

In laboratory a standard of galacturonic acid is quantified by HPLC on a RCX-30 column
(Hamilton) at 30 °C. The other conditions are identical to the method of Kressmann (2001). The
effectiveness of this column is not given whereby another column was bought. The Carbopac
PA1 (Dionex) is checked with the same conditions and is qualified for this analysis. The
standard of galacturonic acid (200 pg/ml) is detected after 10,83 minutes.

Furthermore a reference method is done to estimate the concentration of galacturonic acid in

gherkins (cucumis sativus). The amount is 151 pg/g in fresh gherkins.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen, Symbole sowie Einheiten

AIS
DVB
EDTA
FLD
GalA
HPAEC
HPLC
n.a.
NaAc
PAD
PS-DVB
RID
SDVB
TFA

alkohol-unlésliche Substanz
Divinylbenzol
Ethylendiamintetraessigsdure
Fluoreszenzdetektor

Galakturonsdure
Hochleistungs-Anionenaustauschchromatographie
Hochleistungs-Fliissigchromatographie
nicht angegeben

Natriumacetat

gepulster amperometrischer Detektor
Polystyrol-Divinylbenzol
Brechungsindexdetektor
Styrol-Divinylbenzol

Trifluoressigsdure

Mittelwert



1 Einleitung

An Obst und Gemiise, welches unverarbeitet in den Handel gelangt, werden verschiedenste
Anspriiche gestellt. Die grofite Bedeutung bei der Kaufentscheidung des Verbrauchers hat die
Frische dieser Produkte. Obst und Gemiise sollen knackig, fest und matt glinzend sein und eine
typische Farbung aufweisen. Diese meist unbewusste Beurteilung geht vor allem auf die Textur
des Obst und Gemiises zurtick.

Die Textur kann sehr einfach iiber die Sensorik beurteilt werden. Das heif3t, Obst und Gemiise
werden mit den physiologischen Eigenschaften von mehreren Priifern beschrieben. Jedoch ist die
Auswertung schwierig, da diese subjektiv, in den meisten Féllen nicht fachgerecht und somit
nicht vergleichbar ist. Eine objektive Methode ist das Ermitteln der chemischen Struktur, um
daraus Erkenntnisse zur Texturverbesserung zu erzielen.

Eine Methode kann die Bestimmung von Galakturonsdure sein. Diese ist ein Baustein des
Polysaccharids Pektin, welches zu den Hauptbestandteilen der pflanzlichen Zellwand aller
hoheren Pflanzen zéhlt. Durch enzymatische Reaktionen, die wiahrend der Lagerung ablaufen,
werden die Polymere teilweise in Monomere abgebaut, so dass die feste Struktur aufgebrochen
wird und das Gewebe erweicht. Auch thermische Prozesse konnen dazu beitragen. Daraus
resultieren negative Auswirkungen auf die Textur und demzufolge auf die Kaufentscheidung des
Verbrauchers. Es existieren bereits verschiedenste Moglichkeiten diese Vorgédnge zu verhindern,
doch dabei ist entscheidend, den exakten Gehalt der einzelnen Bestandteile zu kennen. In diesem
Fall wird der Gehalt an Galakturonsdure in pflanzlichem Zellwandmaterial mit Hilfe der
Hochleistungs-Fliissigchromatographie bestimmt, um aus den gewonnenen Erkenntnissen
weitere Moglichkeiten zur Texturverbesserung zu betrachten.

In dieser Arbeit soll eine Methode zur Bestimmung von Galakturonsdure in pflanzlichem
Zellwandmaterial mittels HPLC etabliert werden. Der erste Schwerpunkt liegt auf der Recherche
nach geeigneten Methoden und ihrem Vergleich. Ein zweiter Schwerpunkt umfasst die Auswahl

einer Methode und ihre Uberpriifung im Labor der Hochschule Neubrandenburg.



2 Stand der Wissenschaft und Technik
2.1 Autfbau der Zellwand

Die Zellwand ist ein Bestandteil der pflanzlichen Zelle und setzt sich hauptsidchlich aus
Kohlenhydraten, aber auch aus Proteinen und Polyphenolen zusammen.

Cellulose als Polysaccharid triagt zur Primérstruktur bei und kommt mit verschiedenen Ein- und
Auflagerungen vor. Des Weiteren sind die Nicht-Cellulose-Polysaccharide vorhanden, welche
die sauren Polysaccharide wie Pektin und die neutralen Polysaccharide wie Hemicellulose

enthalten (Linskens, Jackson, 1996), was in Abbildung 1 veranschaulicht ist.

Abbildung 1: Autbau der pflanzlichen Zellwand (McCann et al., 1991)

Die Zellwand besteht aus mehreren aufeinander gelagerten Wénden, um alle ihre Aufgaben zu
erfilllen. Die Primordialwand (1) ist eine diinne Haut, die als Mittellamelle stets erhalten bleibt
und hauptsidchlich aus Pektin besteht (Kressmann, 2001). Sie verbindet die Zellwénde
benachbarter Pflanzenzellen miteinander, sodass ein stabiles Zellgewebe entsteht. Darauf
aufgelagert ist die Primdrwand (2) aus Cellulose, in der Mikrofibrillen regellos gelagert sind. Sie
ist eine noch dehnungsfihige Schicht mit Streuungstextur, die bis zum Erreichen der endgiiltigen
ZellgroBBe wichst. Der Hauptteil der pflanzlichen Zellwand ist die Sekunddrwand, die nicht in
der Abbildung 1 dargestellt ist. Sie ist eine relativ starre, von beiden Seiten aufgelagerte Schicht
mit Paralleltextur und somit fiir das Dickenwachstum verantwortlich. Die dullerste angelagerte
Schicht ist die Tertidrwand, welche als Abschlusslamelle dient (Hoff, Jaenicke, Miram, 1994).

Die Zellwand dient der Zelle als Schutz und Stiitze. Die Cellulosefibrillen sorgen hierbei fiir die
Stabilitdt und Elastizitdt, wihrend die Pektine und Hemicellulosen gleichzeitig fiir die Plastizitit

verantwortlich sind. Pektin spielt dabei eine besondere Rolle, da es beispielsweise durch Enzyme



wihrend der Lagerung abgebaut werden kann. Daraus resultiert eine Beeintrachtigung der
Stabilitat und Wasserregulierung der Zellwand. Das Obst oder Gemiise erweicht und wird vom

Verbraucher nicht mehr als frisch angesehen.

2.2 Pektin

Pektin ist ein komplexes, saures Polysaccharid, welches als Hauptbestandteil der pflanzlichen
Zellwand in vielen Pflanzen, insbesondere in Obst und Gemiise vorkommt. Es wird im Golgi-
Apparat der Pflanzenzelle gebildet und erhélt durch den hohen Gehalt an Uronsduren seinen
niedrigen pH-Wert. Seiner chemischen Struktur nach ist es ein verzweigtes, stark hydratisiertes
Polyuronid (Kressmann, 2001). Das bedeutet, dass die enthaltenen Uronsduren mit vielen
Wassermolekiilen verbunden sind. Pektin wird auch als Rhamnogalacturonan bezeichnet. Diese
Bezeichnung beruht auf der Blockform, die es strukturell annimmt (Linskens, 1996). Es setzt
sich aus glatten, unverzweigten (Homogalacturonan) und behaarten Regionen (Rhamno- und
Xylogalacturonan) zusammen, was in Abbildung 2 veranschaulicht wird. Homogalacturonan (1)
ist eine lineare Kette von a-1,4-gebundenen Galakturonsiure-Einheiten, dessen Carboxylgruppen
am C-6-Atom mit Methanol verestert sein konnen. Das prozentuale molare Verhéltnis zwischen
veresterter Galakturonsdure und der Gesamtgalakturonsdure wird als Veresterungsgrad
angegeben (Kressmann, 2001). Rhamnogalacturonan (2) besteht zum einen aus alternierender
Rhamnose und Galakturonsédure-Einheiten, an die neutrale Zucker, wie beispielsweise Glukose,
Galaktose oder Mannose, angelagert sind. Zum anderen werden zwolf verschiedene Zucker, wie
2-O-methyl-Xylose oder 2-O-methyl-Fucose, tiber 20 unterschiedliche Verbindungen zu einem

Komplex (Hilz, 2007).
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Abbildung 2: Aufbau des Pektins (Hess, 1991)



Die Aufgaben des Pektins sind die Kontrolle der interzellularen Adhésion, der Porositéit und der
ionischen Umgebung der Zellwand (Sila et al., 2009). Herbstreith und Fox (1997) definieren
Pektin als eine weille, amorphe Substanz, die in Wasser eine zéhfliissige Losung ergibt. Diese
Féhigkeit zur Gelbildung macht sich die Lebensmittelindustrie zu Nutzen, da beispielsweise die
Konsistenz von Joghurts und Desserts verbessert werden kann. Pektin ist leicht 16slich und
chemisch reaktiv, sodass es leicht verdnderbar ist. Dies wirkt sich allerdings negativ auf die
Textur von Obst und Gemiise aus (Van Buren, 1979). Diese Vorgidnge werden deshalb mit dem

Ziel erforscht, Verfahren zur Minimierung beziehungsweise Hemmung zu entwickeln.

2.3 Galakturonsiure

Galakturonsdure ist ein Monosaccharid aus der Gruppe der Uronsduren, welche die Form einer
oxidierten D-Galaktose annimmt, wie in Abbildung 3 dargestellt ist. Sie ist mit weiteren
Monosacchariden am Aufbau des Pektins beteiligt und damit Bestandteil der pflanzlichen

Zellwand (Kressmann, 2001).

COOH

Abbildung 3: Strukturformel von Galakturonsiure (Pektowin, 2010)

Der Gehalt von Galakturonsédure in Pektin ist wichtig fiir biologische Studien, aber auch fiir die
pharmazeutische und die Lebensmittelindustrie. Fiir die quantitative Analyse stehen einige
Methoden zur Verfiigung. Dazu gehdren unter anderem das kalorimetrische Verfahren, die
Diinnschicht- und Gaschromatographie sowie die Kapillarelektrophorese (Burana-osot et al.,
2010). Dariiber hinaus ist die Hochleistungs-Fliissigchromatographie dafiir geeignet, da die
Trennung in die einzelnen Komponenten priziser und die Analysendauer stark verkiirzt ist. Um
Galakturonsdure mit dieser Methode nachweisen zu kénnen, muss zunichst die alkohol-
unlosliche Substanz (AIS), die das Gesamtpektin in Form von polymerer Galakturonsiure ergibt,
aus dem Untersuchungsmaterial gelost werden (Krause und Bock, 1973). Darauf folgt eine

Hydrolyse der AIS, um die Polymere groftenteils in ithre Monomere zu spalten und den



Trennvorgang damit zu beglinstigen.

2.4 Hochleistungs-Fliissigchromatographie

Die Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC, engl. High Performance Liquid
Chromatography) ist eine analytische Methode, die zur Trennung von Stoffgemischen eingesetzt
wird. Gegeniiber anderen chromatographischen Verfahren wird hier mit hohem Druck gearbeitet,
sodass die Trennung exakter und innerhalb kiirzester Zeit eintritt. Daraus resultiert die hiufig
verwendete Bezeichnung Hochdruck-Fliissigchromatographie (Meyer, 1999).

Die HPLC arbeitet mit einer stationiren und einer mobilen Phase. Die stationére
beziehungsweise ruhende Phase ist in der Trennsédule enthalten und hat die Féhigkeit, die
Bestandteile der Probe zu adsorbieren. Die mobile Phase, auch als Eluens oder FlieBmittel
bezeichnet, stromt konstant durch das System und transportiert die Probe hindurch. Hierbei wird
vorausgesetzt, dass die Probe im FlieBmittel 16sbar ist. Die Zerlegung in die einzelnen
Bestandteile erfolgt durch die unterschiedliche Anhaftung an die stationdre Phase und die
Ablosung durch die mobile Phase (Unger, 1989).

Fiir die Bestimmung von Galakturonsdure wird in der Regel die lonenaustauschchromatographie
eingesetzt. Dabei werden Ionen aus der Probe an das Austauschermaterial der Trennséule
gebunden und gegen Ionen gleicher Ladung ausgetauscht, die im Austauschermaterial enthalten
sind. Bei der Galakturonsdurebestimmung werden Anionen aus dem Untersuchungsmaterial
vorwiegend mit Ammonium-Verbindungen ausgetauscht. Es ergeben sich daraus reversible

Gleichgewichtsprozesse, welche die Trennung der Probe ausmachen (Corradini, 2010).

Die HPLC-Anlage besteht aus der Versorgungseinheit, der Dosiervorrichtung, dem
Trennsdulensystem, sowie dem Detektions- und Auswertesystem (Unger, 1989), wie in

Abbildung 4 veranschaulicht ist.
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Abbildung 4: Aufbau einer HPLC-Apparatur

Die Versorgungseinheit beinhaltet den FlieBmittelvorrat (1), die Zuleitung mit einer Fritte (2),
den Degasser (3) und die Pumpe (4). Das FlieBmittel als mobile Phase wird mit Hilfe der Pumpe
in einem konstanten Fluss durch das System geleitet. Fiir die Bestimmung von Galakturonsidure
wird vorwiegend Natronlauge eingesetzt, da eine Auftrennung von Kohlenhydraten in Losungen
mit hohem pH-Wert eintritt (Lee, 1996). Daher sollte die Fritte nicht aus Edelstahl bestehen, weil
Natronlauge diese verstopfen kann. Generell konnte auch Schwefelsdure als FlieBmittel
eingesetzt werden, doch Auskristallisationsvorgénge und der Einsatz des amperometrisch
gepulsten Detektors beeinflussen den Trennvorgang negativ. Zusétzlich wird das FlieBmittel
entgast, um den gelosten Sauerstoff beziehungsweise Luftblasen zu entfernen, die Stérungen bei
der Detektion hervorrufen kénnen. Somit stellen die einwandfreie Zusammensetzung und ein
konstanter Fluss des FlieBmittels eine bedeutende Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Trennung
eines Stoffgemisches dar (Lindsay, 1996). Wenn alle Bedingungen konstant gehalten werden,
spricht man von einer isokratischen Trennung. Dariiber hinaus konnen die einzelnen
Komponenten des FlieBmittels in einem unterschiedlichen Mischungsverhéltnis dem
Trennvorgang zugefiihrt werden, um die Trennung von komplexen Gemischen zu verbessern.
Diese so genannten Gradientensysteme sind entweder bindr, tertidr, in Stufen oder stufenlos. Der
bindre Gradient enthdlt zwei Komponenten, die in verschiedenen Konzentrationen eingeleitet

werden, der Tertidre drei. Ein Gradient in Stufen bringt das FlieBmittel mit der jeweiligen
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Konzentration fiir bestimmte Zeitintervalle in das Trennsystem ein, wihrend beim stufenlosen
Gradient die Konzentration kontinuierlich gesteigert wird (Belcheva, 2004).

Um die Probe in das System zu bringen, ist eine Dosiervorrichtung (5) vorhanden. Dies kann
entweder automatisch mit einem Autosampler oder manuell mit einer Spritze erfolgen. Die Probe
wird in das System injiziert und iiber eine Probenschleife gleichméBig auf den Anfang der
Trennsédule gegeben. Da die manuelle Einspritzung hiufig mit Fehlern verbunden ist, wird die
automatische Injektion in der Regel bevorzugt (Unger, 1989).

Das Trennsdulensystem (6) besteht aus einer Sdule und einem Ofen, um bestimmte
Temperaturen einstellen zu konnen. Teilweise ist es moglich die Sdule in einen beheizbaren
Detektor zu integrieren, sodass der Einbau eines Ofens nicht notwendig ist. Die Trennsdule
enthélt die feste stationdre Phase, die fiir die Bestimmung von Galakturonsdure aus unpolarem
Polymermaterial wie Polystyrol oder Ethylvinylbenzol, die mit Divinylbenzol quervernetzt sind,
besteht. Diese weisen eine geringe Porengrofle auf, sodass der Trennvorgang damit unterstiitzt
wird (Corradini, 2010). Zusétzlich kann eine Vorsdule eingebaut werden, um storende
Substanzen zu entfernen, die den Trennvorgang beeinflussen konnten.

Durch das Detektionssystem (7) stromt kontinuierlich die mobile Phase, die eine bestimmte
Zusammensetzung aufweist. Wenn diese sich @ndert, wird es vom Detektor wahrgenommen und
in Form eines elektrischen Signals an den Bildschirm oder Schreiber weitergeleitet. Das Signal
ist entweder proportional zur Konzentration oder zum Stoffstrom der nachzuweisenden Substanz
(Meyer, 1999). Das FlieBmittel und die getrennte Probe werden als Abfall (8) abgefiihrt. Fiir den
Nachweis von Galakturonsdure werden vorwiegend der amperometrisch gepulste (PAD), der
Brechungsindexdetektor (RID) oder der Fluoreszenzdetektor (FLD) eingesetzt.

Der PAD nutzt die elektrochemische Aktivitit von Substanzen aus, die an einer Elektrode
ablduft. Speziell fiir Kohlenhydrate wird eine Elektrode aus Gold verwendet, weil durch starke
Laugen als FlieBmittel ein hoher pH-Wert gegeben ist. Die Detektion lauft dreistufig ab: Zuerst
wird eine positive Spannung angelegt, um den gesuchten Analyten an der Elektrode zu sammeln.
In der zweiten Stufe wird ein Impuls ausgelost, der stirker positiv ist und durch den die
Reaktionsprodukte mittels Oxidation an der Elektrode gemessen werden. Mit Hilfe eines dritten
negativen Impulses werden die Oxide auf der Elektrodenoberfliche reduziert und damit wieder
entfernt (Strasser, 2002).

Der RID hat die Fahigkeit alle Substanzen zu registrieren, die eine andere Brechung als die
mobile Phase aufweisen. Dabei ist entscheidend, dass der Unterschied der Brechungen zwischen
Eluent und Probe sehr groB ist, denn dadurch entsteht ein stirkeres Signal. Es wird ein

Lichtstrahl durch die Probe und eine vorhandene Referenzzelle geleitet, iiber einen Spiegel
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reflektiert, nochmals durch die Probe und die Referenzzelle geleitet und anschlieBend der
Unterschied zwischen dem Brechungsindex der beiden Proben mit Hilfe einer Fotozelle
bestimmt. Dieser Unterschied wird als Signal weitergegeben (Library4Science, 2008).

Beim FLD wird die Probe mit UV-Licht einer bestimmten Wellenldnge bestrahlt. Die
nachzuweisenden Substanzen fluoreszieren, das bedeutet, dass das Licht absorbiert und in alle
Richtungen emittiert wird. Vorrausetzung dafiir ist, dass in der Probe fluoreszierende Substanzen
vorhanden sind oder durch eine Nachsdulenderivatisierung diese Eigenschaft annehmen. Die
Fluoreszenz wird senkrecht zur Einstrahlungsrichtung gemessen (Scientific Instruments
Manufacturer GmbH, 2010).

Das Auswertesystem (9) zeichnet ein Chromatogramm auf, in dem die Signale des Detektors als
GauBsche Glockenkurven, auch Peaks genannt, dargestellt sind. Zur Auswertung wird die
Retentionszeit herangezogen. Das ist die Zeit, die eine Substanz vom Einspritzen bis zur
Detektion bendtigt. Mit Hilfe eines Standards kann diese vorher ermittelt werden und als
Vergleich dienen. Die Hohe und Fldche der Peaks tragen zur Quantifizierung der untersuchten
Substanz bei, da sie proportional zur Stoffmenge sind. Mittels einer Kalibrierfunktion kann die

genaue Konzentration damit bestimmt werden (Meyer, 1999).

2.5 HPLC-Analysenmethoden zur Bestimmung von Galakturonsdure

Es werden sieben HPLC-Analysenmethoden zur Bestimmung von Galakturonsédure beschrieben.

Eine tibersichtliche Darstellung in Form von Tabellen befindet sich in Anlage 1.

Methode HPLC-PAD - isokratisch mit Natronlauge:

Die Methode von Kressmann (2001) bestimmt Uronsduren in schwarzen Johannisbeeren mittels
HPLC, um den Pektingehalt von Friichten mit unterschiedlichem Reifegrad zu ermitteln und
daraus die Auswirkungen auf die Saftherstellung zu beurteilen. Er stiitzt seine Untersuchungen
auf Grundlagen von Patz et al. (1993) und optimiert diese. Aus den schwarzen Johannisbeeren
wird zundchst die AIS extrahiert. AnschlieBend wird die zweistufige Saeman-Hydrolyse (1954)
eingesetzt, da schwarze Johannisbeeren nach Kressmann (2001) schwer zu hydrolysieren sind.
Vom Hydrolysat werden 25 ul Probe filtriert (0,2 pm) und injiziert. Die Apparatur besteht unter
anderem aus einer Carbopac PA100-Hauptsdule (4 x 250 mm) und einer Carbopac PA100-
Vorsédule (4 x 50 mm) von Dionex, die in einem Ofen auf 20 °C temperiert werden. Der PAD

enthdlt eine Elektrode aus Gold und wird auf ,Integrierende Amperometrie* eingestellt. Zur



12

Quantifizierung wird ein externer Standard mit einer Konzentration von 30 bis 40 pg/ml genutzt.
Die Trennung erfolgt isokratisch mit 400 mM Natronlauge als FlieBmittel bei einer Flussrate von
I ml/min. Kressmann (2001) hat dabei festgestellt, dass die optimalen Hydrolysebedingungen
bei schwarzen Johannisbeeren in der Haupthydrolyse bei 120 °C fiir 60 min liegen und der
Gehalt an Galakturonsdure 26 Gew% betrdgt. Die HPLC-Analyse ist nach Kressmann (2001)
zwar fiir diese Art von Bestimmung moglich, aber gegentiber der Gaschromatographie in Bezug
auf das FlieBmittel und die Temperatur nicht stabil genug.

Diese HPLC-Analysenmethode wird im Labor der Hochschule Neubrandenburg mit
vorhandenen Apparaturbestandteilen durchgefiihrt. Die Griinde dafiir folgen im Verlauf der

Arbeit.

Methode HPLC-RID - isokratisch mit Calcium-Dinatrium-EDTA:

Chen et al. (2003) untersuchen den Gehalt an Uronsduren mittels HPLC in griinem Tee, da
Kohlenhydrate positiv auf den menschlichen Organismus wirken. Aus den Tee-Konjugaten wird
die AIS gelost, fraktioniert, filtriert (0,45 um) und jeweils 20 pl injiziert. Zuvor wird die
Kalibration mit einem externen Standard mit Konzentrationen von 100 bis 4000 pg/ml
durchgefiihrt. Die Anlage besteht unter anderem aus einer Sugar-Pak I-Saule (6,5 x 300 mm) von
Waters und einem RID. Die mobile Phase setzt sich aus 1 mM Calcium-Dinatrium-EDTA und
Wasser zusammen. Bei einer Flussrate von 0,6 ml/min wird Galakturonsiure isokratisch bei 90
°C getrennt. Es wird in den Tee-Konjugaten ein Gehalt von 50 % an Galakturonsdure ermittelt.
Chen et al. (2003) haben mit ihren Untersuchungen in Erfahrung gebracht, dass die Uronsdure

direkt und mit einer hohen Ausbeute mit diesem Verfahren bestimmt werden kann.

Methode HPAEC-FLD - isokratisch mit Borsdure:

Burana-osot et al. (2010) analysieren Galakturonsdure in Pomelopektin. Bei der
Probenvorbereitung wird aus dem Pomelopektin erst die AIS hergestellt und dann mit TFA bei
100 °C fiir sechs Stunden hydrolysiert. Die Analyse, basierend auf Ausarbeitungen von Toyoda
et al. (1988), nutzt die HPAEC mit Nachsdulenderivatisierung in Verbindung mit dem
Fluoreszenzdetektor. Es wird die TSK gel Sugar AXI — Séule (4,6 x 150 mm) von Tosoh auf 70
°C temperiert und 0,5 M Borsdure als FlieBmittel bei einer Flussrate von 0,5 ml/min gefiihrt. Die
Kalibration erfolgt mit einem externen Standard mit Konzentrationen zwischen 5 und 100 pg/ml.
Fiir die Nachsdulenderivatisierung werden 1 M Natronlauge und 0,5 %iges 2-Cyanoacetamid bei
einer Flussrate von 0,33 ml/min und einer Temperatur von 120 °C eingesetzt. Die Fluoreszenz

der Reaktionsprodukte wird bei einer Wellenlédnge von 331 nm bestimmt.
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Methode HPAEC-PAD - linearer Gradient mit Natronlauge und Natriumacetat:

Eine weitere Analyse von Burana-osot et al. (2010) verwendet die HPAEC mit dem PAD (ED-
3000). Es wird die Probe filtriert (0,2 um) und 10 pl in die Carbopac PA1-Vorsdule (4 x 25 mm)
mit einer Carbopac PA1-Anionentauschersdule (4 x 100 mm) von Dionex injiziert. Die sauren
Monosaccharide werden mit einem linearen Gradienten von 0-150 mM Natriumacetat in 100
mM Natronlauge innerhalb von 20 min eluiert. Die Flussrate liegt bei 1 ml/min. Es wird mit
einem externen Standard mit Konzentrationen zwischen 50 und 300 pg/ml kalibriert. Burana-
osot et al. (2010) haben beide Methoden verglichen und festgestellt, dass die HPAEC mit dem
FLD eine um 13 % hohere Ausbeute an Galakturonséure erzielt als die HPAEC-PAD.

Methode HPAEC-PAD - Stufengradient mit Natronlauge und Natriumacetat:

Eine weitere Methode ist die nach Coenen (2007). Er untersucht Apfelpektin mit HPAEC-PAD,
wobei die Bedingungen auf De Ruiter (1992) basieren. Die Proben werden durch eine Hydrolyse
mit 2 M Salzsdure fiir 16 Stunden bei 80 °C und anschlieBend mit TFA fiir eine Stunde bei 121
°C vorbehandelt. Es kommen unter anderem die Carbopac PA1-Hauptsdule (4 x 250 mm) mit
der Carbopac PA1-Vorsdule (4 x 25 mm) von Dionex und der PAD (ED-40) zum Einsatz. Das
FlieBmittel wird mit einem tertidren Gradienten bei einer Flussrate von 1 ml/min gefiihrt. In der
Zeit von 0-15 min wird 30mM Natronlauge gefiihrt, von 15-16 min lduft 30-100 mM
Natronlauge und von 16-55 min wird 0-500 Natriumacetat in 0,1 M Natronlauge als mobile
Phase eingesetzt. Letztendlich hat Coenen (2007) herausgefunden, dass in Apfelpektin 42 mol%

Galakturonsidure vorkommen.

Methode HPAEC-PAD - Stufengradient mit Natronlauge und Natriumacetat:

Koswig et al. (1997) untersuchen mit HPAEC-PAD Dickungsmittel in Fruchtsédften. Neben dem
natiirlich vorkommenden Pektin in Friichten, wird zu Fruchtsédften oftmals Pektin hinzugegeben,
was nicht erlaubt ist (Koswig et al., 1997). Um dies nachzuweisen, muss der natiirliche Gehalt
ermittelt werden. Die Methode beruht auf Garleb et al. (1989), bei der zundchst die AIS
hergestellt und dann die Hydrolyse mit konzentrierter Schwefelsdure bei 120 °C fiir 90 min
erfolgt. Diese Bedingungen werden durch verschiedene Uberpriifungen als optimal angesehen.
Das Hydrolysat wird filtriert (0,2 pm) und mit einem Volumen von 50 pl eingespritzt. Hier
verwendet man eine Carbopac PA100-Vorsdule (4 x 50 mm) und eine Carbopac PA100-
Hauptsdule (4 x 250 mm) von Dionex, sowie den PAD mit einer Gold-Elektrode. Das FlieBmittel
wird bei einer Flussrate von 0,7 ml/min im Stufengradienten gefiihrt. Dabei werden destilliertes

Wasser, 1 M Natronlauge, 0,5 M Natriumacetat und 0,1 M Natronlauge eingesetzt. Die
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Kalibration erfolgt mit einem extern bezogenen Galakturonsdure-Standard (3,3 pg/ml). Koswig
et al. (1997) beschreiben diese Methode als wirkungsvoll. Sie konnten Galakturonsdure in

Traganth mit 8,3 % und Apfelpektin mit 31,9 % nachweisen.

Methode HPAEC-PAD - Stufengradient mit Kaliumoxalat:

Hotchkiss et al. (1996) bestimmen Galakturonsdure in Pfirsichen mit unterschiedlichem
Reifegrad mittels HPAEC-PAD. Das Zellwandmaterial wird isoliert, extrahiert und mit 0,1 M
Salzsdure hydrolysiert (pH 4). Anschliefend wird mit Kaliumhydroxid ein pH-Wert von 6
eingestellt und die Losung fiir zehn Minuten in kochendem Wasser erhitzt. Vor der Einspritzung
wird die Probe filtriert (0,45 um). Auch hier kommen die CarboPac PA1-Séule (4 x 250 mm) mit
der Carbopac PA1-Vorsdule (3 x 25 mm) der Firma Dionex und der PAD mit einer Gold-
Elektrode zum Einsatz. Der Detektor ist auf ,,Integrierte Amperometrie* gestellt. Die mobile
Phase wird mit 25 — 500 mM Kaliumoxalat tiber 100 min im Stufengradienten gefiihrt. Hotchkiss
et al. (1996) stellen fest, dass der Gehalt an Galakturonsdure bei Pfirsichen in den verschiedenen
Reifestadien unterschiedlich ist, sodass die Methode fiir diese Art von Untersuchungen

reprasentative Ergebnisse liefert.
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3.1 Verwendetes Untersuchungsmaterial

Es wird das Zellwandmaterial von ,,Original Spreewélder Gurken* (MHD 15.12.2012) der Carl

Kiihne KG untersucht. Die verschiedenen Chargen weisen eine unterschiedliche Textur auf.

Diese und weitere Angaben befinden sich in Tabelle 1. Um das Probenmaterial {iber einen

langeren Zeitraum verwenden zu konnen, wurde es teilweise gefriergetrocknet und mit einer

Miihle pulverisiert.

Tabelle 1: Angaben zu den Gurkenchargen der Carl Kiihne KG

Charge | Texturbewertung* | Texturbewertung* | Gefriertrocknung | AIS AIS
Kiihne Hochschule Einwaage | Auswaage

Neubrandenburg [g] Ig]

72G15 |34 2-3 Nein - -

08:50

7ZG15 |2 3 Nein - -

09:24

72G15 |2 2 Ja 30,008 6,034

13:58

7ZG16 |4 4 Nein - -

08:27

7ZG16 |2 3-4 Ja 30,440 5,415

13:37

72G21 |4 4-5 Ja 30,022 8,170

15:41

* Notenvergabe: 1 = sehr weich, 5 = sehr fest

3.2. Probenvorbereitung

Zunidchst wird die AIS hergestellt. Das Gesamtpektin ist alkohol-unloslich und ergibt die

polymere Galakturonsdure. Alle weiteren Bestandteile des Untersuchungsmaterials sind alkohol-

16slich und werden demnach abgeschieden. Die Durchfiihrung basiert auf den Entwicklungen

von Krause und Bock (1973).
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Gerdite
e Wasserbad
e Heizpilz
e Siedesteinchen
o Keramikfilter
e Papierfilter
e Trockenschrank

e diverse Kleinteile

Reagenzien
e 80 %iges Ethanol

e Aceton

Durchfiihrung

Es werden 15 g des Untersuchungsmaterials mit der zehnfachen Menge an 80 %igem Ethanol
angereichert. Das Gemisch wird im Rundkolben mit Hilfe eines Heizpilzes zum Sieden gebracht
und 45 min in diesem Zustand gehalten. AnschlieBend wird die Losung durch einen
Keramikfilter mit zusétzlichem Papierfilter unter Vakuum filtriert. Der verbleibende feste
Riickstand wird nochmals mit der zehnfachen Menge an 80 %igem Ethanol versetzt und wieder
fiir 45 min auf Siedetemperatur gebracht. Dieser Vorgang wird insgesamt dreimal wiederholt.
Nach dem letzten Durchgang wird der feste Riickstand mit der zehnfachen Menge an Aceton
gespiilt, um Lipide, Chlorophyll, Ethanol und Wasser zu entfernen, und im Trockenschrank bei

40 °C fur drei Stunden getrocknet.

3.3 Probenuntersuchung mittels HPLC

Die Untersuchung der Probe mittels HPLC wird nach den Angaben von Kressmann (2001)
durchgefiihrt, wobei die Apparatur nach den Gegebenheiten der Hochschule Neubrandenburg

ausgerichtet ist.

Gerdite
e Steuereinheit: LC-CaDi 22-14, Bischoff
e Pumpe: HPLC Compact Pump, Bischoff
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e Auto Sampler: HITACHI AS-2000, Merck
e Degasser: DG-1310, Bischoff
e Siule: RCX-30 Anionenaustausch, Hamilton

e Detektor PAD: Bio Quant PAM 2-MU, Bischoff

Durchfiihrung

Zunéchst wird das FlieBmittel hergestellt, dessen einwandfreie Zusammensetzung eine grof3e
Bedeutung fiir die Empfindlichkeit des Detektors hat. Das Reinstwasser muss vor der
Verwendung mit einem Membranfilter (0,45 pum) filtriert und anschlieBend fiir 10 min im
Ultraschallbad entgast werden. Danach werden 400 mM 50 %ige Natronlauge und 1 mM
Bariumhydroxid hinzugegeben, um die Bildung von Carbonaten zu verhindern. Vor der
Untersuchung der Proben wird die Anlage vollstdndig mit dem FlieBmittel gespiilt.

AnschliefSend folgt die Herstellung der Standardlosung fiir die Kalibration. Dabei wird aus dem
externen Standard eine Losung mit der entsprechenden Galakturonsdure-Konzentration
angesetzt, mit Reinstwasser aufgefiillt und im Ultraschallbad entgast. Versuchsweise erfolgt die
Losung des Standards in FlieBmittel an Stelle von Reinstwasser. Die Anlage wird durch
mehrmaliges Einspritzen der Standardlésung konditioniert und auf konstante Retentionszeiten
und Signalstérken hin tiberpriift.

Bevor eine Probe mit einem Volumen von 20 pul in die HPLC eingespritzt werden kann, wird die
AIS mit konzentrierter Schwefelsdure hydrolysiert. Dafiir werden 50 mg der AIS in ein 20 ml
Becherglas eingewogen, 2 ml konzentrierte Schwefelsdure hinzugegeben und dies vorsichtig in
einem Eisbad verriihrt. Dann werden 0,5 ml destilliertes Wasser tropfenweise hinzugegeben und
die Losung fiir 5 min geriihrt, um das Zellwandmaterial zu 16sen. Nun werden nochmals 0,5 ml
destilliertes Wasser dazu getropft und so lange geriihrt bis das Zellwandmaterial vollstindig
gelost und die Losung homogen ist. Dies wird anschlieend in ein 10 ml Messkolben tiberfiihrt
und bis zum bezeichneten Volumen aufgefiillt. Auf Grund der zugefiihrten Schwefelsdure ist der
pH-Wert der Probelosung zu gering fiir die Trennung mittels HPLC. Daher wird eine
Neutralisierung auf pH 7 — 9 mit Natronlauge vorgenommen. Zusétzlich wird die Probe entgast,
um gelosten Sauerstoff zu entfernen.

Der Detektor ist auf die Betriebsart: “Integrierende Amperometrie® und mit dem Programm aus

Tabelle 2 eingestellt.
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Tabelle 2: Detektorprogramm

t[s] E [V]
0,5 +0,10
0,1 + 0,60
0,1 - 0,60
Sample Time: 60 ms

Galakturonsdure wird isokratisch mit 400 mM Natronlauge bei einer Flussrate von 1 ml/min und

einer Temperatur von 30 °C getrennt.

Auswertung
Die in den Chromatogrammen enthaltenen Peaks werden auf Hohe und Fléche tiberpriift. Die
Retentionszeiten einer Komponente sollten stets gleich bleiben. Des Weiteren sollte das

Grundrauschen gering sein und iiber den Trennvorgang hinweg ein konstanter Druck herrschen.

3.4 Referenzmethode

Es wird die photometrische Methode von Ahmed und Labavitch (1977) zur Bestimmung von

Uroniden in der pflanzlichen Zellwand eingesetzt.

Gerdite
e Photometer
e Riihrer und Rithrfisch

e Heizplatte

Reagenzien
e 0,15 %ige meta-Hydroxydiphenyl-Losung
e 0,5 %ige Natronlauge
e 12,5 mM Natriumtetraborat
e konzentrierte Schwefelsdure
o destilliertes Wasser

e Monogalakturonsiure
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Materialien
e Bechergldser
e Reagenzgliser
e Messkolben

e Kiivetten

Durchfiihrung

Zunichst wird die meta-Hydroxydiphenyl-Losung hergestellt. Dabei werden 150 mg meta-
Hydroxydiphenyl in 0,5 %iger Natronlauge gelost und auf 100 ml aufgefiillt. Der Messkolben
wird mit Alufolie umwickelt, um die Zufuhr von Licht auszuschlieen. Bei der
Schwefelsdure/Natriumtetraborat-Losung werden 23,8 mg Natriumtetraborat in konzentrierter
Schwefelsdure gelost und auf 50 ml aufgefiillt, sodass eine 12,5 mM Losung entsteht.

Es werden 5 mg der AIS in ein 20 ml Becherglas eingewogen, 2 ml konzentrierte Schwefelséure
hinzugegeben und dies vorsichtig in einem Eisbad verriihrt. Dann werden 0,5 ml destilliertes
Wasser tropfenweise hinzugegeben und die Losung fiir 5 min geriihrt, um das Zellwandmaterial
zu losen. Nun werden nochmals 0,5 ml destilliertes Wasser dazu getropft und so lange geriihrt
bis das Zellwandmaterial vollstandig gelost und die Losung homogen ist. Dies wird anschlie3end
in ein 10 ml Messkolben tiberfiihrt und bis zum bezeichneten Volumen aufgefiillt.

Fiir die Untersuchung von Galakturonsdure werden 0,6 ml der zuvor hergestellten Losung mit
3,6 ml der Schwefelsdure/Natriumtetraborat-Losung in einem Reagenzglas vermischt. Dies wird
fiir 5 min in kochendem Wasser erhitzt und anschliefend mit Leitungswasser abgekiihlt. Zuletzt
kommen 60 pl der meta-Hydroxydiphenyl-Losung hinzu. Hierbei reagieren aber nur die
Uronsduren, andere Zucker nicht. Es erfolgt eine Doppelbestimmung, bei der die Extinktion bei
520 nm gemessen wird.

Um den Gehalt an Galakturonsidure erhalten zu konnen, wird eine Standardfunktion mit
Monogalakturonsdure erstellt. Dabei werden 100, 500 und 1000 pg/ml Monogalakturonsédure in
destilliertem Wasser gelost und wie die Probe weiterbehandelt. Aus den Extinktionen wird eine

Funktion mit der Form

y=mx+n (1)

erstellt, um den Gehalt an Galakturonsdure in der Probe zu ermitteln.
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Auswertung
Zunichst wird der Extinktionswert in die ermittelte Kalibrierfunktion eingesetzt, um den

gemessenen Galakturonsduregehalt zu erhalten. Das Ergebnis bezieht man mit folgender Formel
auf die AIS.

GalA cemessen
GalA = T (2)

GalA ... gesuchte Menge an GalA [pug/mg]
GalAgemessen ... Menge an GalA, die mit der Kalibrierfunktion ermittelt wurde [ug/mg]

AIS ... Einwaage an AIS: hier 5 mg

Das Ergebnis wird anschlieBend mit nachstehender Formel auf frische Gurken bezogen.

GalAgemmz = M (3)
‘ Gurken

GalAgesamt ... Menge an GalA in frischer Gurke [png/g]

GalA ... mit Formel (2) ermittelte Menge [pug/mg]

AIS ... Einwaage AIS der frischen Gurken [mg]

Gurken ... Einwaage der frischen Gurken [g]
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4 Ergebnisse
4.1 Methodenvergleich

Alle Methoden, die in Abschnitt 2.5 beschrieben sind, beziehen sich auf die Bestimmung von
Galakturonsdure mittels HPLC. Der Vergleich wird anhand verschiedener Kriterien

durchgefiihrt.

Untersuchungsmaterial

Die vorgestellten Methoden beziehen sich auf die Untersuchung von Obst beziehungsweise
Fruchtséften oder Tee. Es konnte keine Methode gefunden werden, die speziell Galakturonséure
in Gurken analysiert, wie es in dieser Arbeit durchgefiithrt wird. Dennoch ist das pflanzliche
Zellwandmaterial dieser Untersuchungsmaterialien grundsétzlich vergleichbar, sodass die
Analysemethoden auch fiir die Untersuchung des Zellwandmaterials von Gurken eingesetzt

werden konnen.

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung variiert zwischen den in der Literatur gefundenen Methoden. Aus dem
Probenmaterial wird zunédchst die AIS hergestellt. Dies wird bei allen, auler den Methoden
HPLC-RID und HPAEC-PAD mit Kaliumoxalat, durchgefiihrt. Die Vorteile liegen darin, dass
die AIS die polymere Galakturonsdure darstellt und alle weiteren, eventuell storenden
Probenbestandteile, bereits abgeschieden werden. Dadurch wird die Genauigkeit der Analyse
stark erhoht.

In jedem Fall wird eine Hydrolyse in konzentrierter Saure durchgefiihrt, um die polymere
Galakturonsdure in ihre Monomere zu spalten. Die Bedingungen dafiir schwanken stark, da das
Probenmaterial eine unterschiedliche Hydrolysierbarkeit aufweist. Kressmann (2001) zahlt die
Kolloide der schwarzen Johannisbeeren zu den schwer hydrolysierbaren Polysacchariden und
optimiert deshalb die Vorgaben bei seiner Methode HPLC-PAD. Auch bei der Methode
HPAEC-PAD mit Stufengradient nach Koswig et al. (1997) wird eine Optimierung durchgefiihrt,
um die Bedingungen genau auf das Untersuchungsmaterial abzustimmen. Dabei muss darauf
geachtet werden, dass die Polysaccharide ausreichend gespalten, aber auf der anderen Seite die
vorhandenen Monosaccharide nicht zerstort werden. Koswig et al. (1997) fanden heraus, dass in
Untersuchungsmaterial, welches mit konzentrierter Schwefelsdure hydrolysiert wird, ein hoherer
Gehalt an Uronsduren nachgewiesen werden kann. Aber auch die anderen Analysenmethoden,

die mit Salzsdure oder TFA gearbeitet haben, erzielen repriasentative Ergebnisse.
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Bei den Analyseverfahren werden unterschiedliche Trennsdulen eingesetzt. Herausragend ist,

dass fiinf der Methoden die Carbopac PA-Sdulen (Dionex) einsetzen und nur jeweils einmal die

TSK gel Sugar AXI (Tosoh) und die Sugar-Pak I (Waters) benutzt werden. In Tabelle 3 ist an

verschiedenen Parametern ein Vergleich dieser Sdulen aufgezeichnet.

Tabelle 3: Vergleich der verwendeten Trennsdulen

TSK gel Sugar Carbopac PA1* | Carbopac Sugar-Pak I*
AXIT* PA100*
Anwendung Mono- und Mono- und Oligosaccharide Mono- und
Disaccharide, Disaccharide Disaccharide,
Zuckeralkohole Polyole und
Alkohole
Abmessung 4,6 x 150 mm 4 x 250 mm 4 x 250 mm 6,5 x 300
Sdulenmaterial | PS-DVB mit PS-DVB mit Ethylvinylbenzol/ | SDVB mit
Trimethyl- Ammoniumlatex | DVB mit Calcium
ammonium Ammoniumlatex
Korngrofle 8 um 10 pm 8,5 um 8 um
Austausch- > 1,2 meq/ml 100 peq/Séule 90 peq/Saule n.a.
kapazitit
Porengrofle 6 10° mm 2 mm 2 mm n.a.
Eluent Borsidure Acetat, Hydroxid | Natriumhydroxid, | Wasser mit
Natriumacetat Calcium-EDTA
Temperatur- 25-80°C 4-55°C 4-60°C max. 85 °C
bereich
Maximaldruck | 450 psi 4000 psi 4000 psi 600 psi
Kompatibilitit | pH 1 - 14 pH O - 14, pH 0 - 14, pH 7
der 2 % mit 100 % mit
mobilen Phase allgemein allgemein
verwendeten verwendeten
Losemitteln Losemitteln

* Angaben des Herstellers
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Die verwendeten Sdulen sind alle speziell fiir Kohlenhydrate entwickelt worden. Da
Galakturonsdure zu den Monosacchariden zihlt, ist die Carbopac PA100 (Dionex), die fiir
Oligosaccharide eingesetzt wird, weniger zweckméBig. Andererseits ist die Sdulenwahl abhingig
von der Probenmatrix. Wenn viele Oligosaccharide in der Probe enthalten sind, kann die
Verwendung der Carbopac PA100 (Dionex) vorteilhaft sein (Rattmann, 2011). Da aber in
diesem Fall die AIS hydrolysiert wird, ist der Gehalt an Oligosacchariden relativ gering.
Demzufolge sind alle, auBler die Carbopac PA100-Sédule (Dionex), fiir die Bestimmung von
Galakturonsdure in Gurken geeignet. Das Sdulenmaterial besteht aus polymerisiertem Polystyrol
und Divinylbenzol, siche Abbildung 5, beziehungsweise Ethylvinylbenzol und Divinylbenzol,
siche Abbildung 6, als Matrix.

m n

Abbildung 5: Strukturformel von PS-DVB (Sigma-Aldrich, 2011)

CH CH,

"~ICH,

o
H,C

Abbildung 6: Strukturformel von DVB (Merck, 2011)

Die Ionentauscher sind bei der TSK gel Sugar AXI (Tosoh), der Carbopac PA1 und der
Carbopac PA100 (Dionex) Ammonium-Verbindungen, wihrend die Sugar-Pak 1 (Waters)
Calcium enthilt. Grundsétzlich sind beide Verbindungen fiir den lonenaustausch moglich. Die
KorngroBe des Sdulenmaterials liegt bei 8 um, auBer bei der Carbopac PA1 (Dionex), das 10 pm
aufweist. Die PorengroBe der TSK gel Sugar AXI (Tosoh) betriigt 6 © 10° mm, wihrend die
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Carbopac PA-Sdulen (Dionex) 2 mm aufweisen. Generell verhilt es sich so, dass mit sinkender
PorengroBe der Gegendruck steigt, aber die Trennleistung verbessert wird (Corradini, 2010). Die
Carbopac PA-Sédulen (Dionex), die mit einer Porengrof3e von 2 mm einem Druck von 4000 psi
standhalten konnen, erbringen damit die hochste Leistung. Bei den eingesetzten Eluenten tritt
hervor, dass mit Sdure, Lauge und neutralem Losungsmittel gearbeitet wird. Es ist jedoch
bewiesen, dass eine Trennung bei hohen pH-Werten mit nach geschaltetem PAD am besten
eintritt (Lee, 1996). Demzufolge werden die Carbopac PA-Sdulen (Dionex) hier in Betracht
gezogen.

Letztendlich ist mit Hilfe dieses Vergleichs die Carbopac PA1 (Dionex) fiir die Bestimmung von
Galakturonsdure am geeignetsten. Die fiir Mono- und Disaccharide zur Verfiigung stehende
Trennsdule hat die hochste Austauschkapazitit, hilt einem hohen Gegendruck stand, ist bei
Normaltemperaturen einsetzbar und mit Sduren oder Laugen kompatibel. Der einzige Nachteil
ist, dass diese Sdule nicht 16semittelstabil ist. Da hier nicht mit Losemitteln gearbeitet wird, stellt

dies kein Problem dar.

Temperaturen

Die Methoden legen dar, dass verschiedene Temperaturen bei der Trennung von
Galakturonsdure moglich sind. Die Methode HPLC-PAD nach Kressmann (2001) fiihrt dies bei
20 °C durch, da die hier verwendete Trennsdule hohe Leistungen erzielt und das FlieBmittel eine
geringe Viskositdt aufweist. Bei der Methode HPAEC-FLD wird bei 70 °C getrennt. Dies ist
notwendig, da Borsédure als FlieBmittel mit einigen Kohlenhydraten Gele bilden kann (Kliegel,
1980). Dadurch erhoht sich die Viskositdt und der Trennvorgang wird negativ beeinflusst. Um
dies zu verhindern werden hohere Temperaturen gewihlt, bei denen die Viskositit sinkt. Die
Methode HPLC-RID nach Chen et al. (2003) analysiert bei 90 °C, um die Trennleistung zu stark
zu erhohen. Im Allgemeinen sind alle Temperaturen fiir Galakturonsdure geeignet, wobei

Anpassungen an die vorliegenden Bedingungen ausgearbeitet werden miissen.

Gradientensysteme

Es ist auffillig, dass sowohl isokratisch als auch mit Gradientensystemen analysiert wird. Wenn
ein Gradientensystem eingesetzt wird, tritt die Trennung schneller ein. Das ist bei den Methoden
HPAEC-PAD - linearer Gradient mit Natronlauge und Natriumacetat nach Burana-osot et al.
(2010), HPAEC-PAD - Stufengradient mit Natronlauge und Natriumacetat nach Coenen (2007),
HPAEC-PAD - Stufengradient mit Natronlauge und Natriumacetat nach Koswig et al. (1997)
und HPAEC-PAD - Stufengradient mit Kaliumoxalat nach Hotchkiss et al. (1996) der Fall. Der
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zeitliche und apparative Aufwand ist jedoch viel hoher, da mehrere FlieBmittel hergestellt
werden, sowie mehrere Pumpen zur Verfiigung stehen miissen. Hierbei muss je nach
Gegebenheit entschieden werden. Am glinstigsten ist es, wenn isokratisch eine hohe

Trennleistung erzielt werden kann.

Detektoren
In Bezug auf die Detektoren zeigen die Methoden, dass der PAD in fiinf von sieben Féllen fiir
die Untersuchung von Galakturonsdure reprédsentative Ergebnisse liefert. In der Tabelle 4 sind

die verwendeten Detektoren vergleichend dargestellt.

Tabelle 4: Vergleich der eingesetzten Detektoren

PAD FLD RID
Messung elektrochemische Emission Brechungsindex
Aktivitat
Detektion selektiv selektiv universell
Empfindlichkeit sehr hoch hoch geringer als PAD, FLD
Abhéngigkeit von Temperatur Temperatur Temperatur und Druck
Gradient geeignet geeignet nicht geeignet
Reproduzierbarkeit | gut sehr gut gut

Wie schon in Punkt 2.4 beschrieben, enthédlt der PAD eine Elektrode aus Gold, nutzt die
elektrochemische Aktivitdt der Substanzen aus und ist damit genau auf Kohlenhydrate
abgestimmt. Im Vergleich zu den anderen Detektoren ist die Robustheit und die Selektivitit
hoher sowie die Detektionsgrenzen geringer. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Trennsédule in den
Detektor integriert werden kann. Er ist beheizbar, sodass ein Séulenofen nicht benétigt wird.
Beim FLD, der nach der Methode HPAEC-FLD von Burana-osot et al. (2010) verwendet wird,
ist eine Nachsédulenderivatisierung notwendig. Diese erhoht zwar die Sensitivitit
beziehungsweise die Selektivitidt des Detektors, stellt aber einen zusitzlichen apparativen und
zeitlichen Aufwand dar. Auch der RID, der von Chen et al. (2003) bei der Methode HPLC-RID
eingesetzt wird, zeigt sich als ungeeignet. Er ist universell einsetzbar, weist aber eine geringere
Empfindlichkeit auf, wodurch die Nachweisgrenze sinkt. Dariiber hinaus ist der RID fiir
Gradientensysteme ungeeignet und durch seine zusétzliche Druckabhingigkeit gegeniiber den

anderen Detektoren benachteiligt.
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Auswahl

Letztendlich sollte die Probenvorbereitung die Herstellung einer AIS aus dem
Untersuchungsmaterial und dessen Hydrolyse mit konzentrierter Schwefelsdure beinhalten, um
im ersten Schritt die polymere Galakturonsdure zu erhalten und im zweiten Schritt diese in ihre
Monomere zu spalten. Fiir die Trennung dieser vorbehandelten Probe eignet sich die Carbopac
PA1-Sdule (Dionex) am besten, die mit dem PAD verkniipft ist. Die Sdule ist genau auf diese
Art von Untersuchung angepasst. Das Arbeiten mit Natronlauge als FlieBmittel erhoht die
Selektivitdt des Detektors und benétigt eine relativ geringe Temperatur von 20 °C bis 30 °C.
Durch die isokratische Trennung ist nur eine Pumpe notwendig, sodass der apparative Aufwand
gering gehalten wird. Es wird nach diesen Feststellungen die Methode HPLC-PAD nach

Kressmann (2001) empfohlen, die zusitzlich alle relevanten Untersuchungsbedingungen enthélt.

4.2 Laborversuch

4.2.1 Untersuchungen mit HPLC

Es wird die HPLC-Anlage mit dem hergestellten FlieBmittel gespiilt. Dies geschieht fiir mehrere
Stunden bei einer Flussrate von 1 ml/min, um die Anlage zu reinigen und einen einwandfreien
Fluss zu gewihrleisten. Zur Kontrolle wird das FlieBmittel als Probe eingespritzt. Das
Chromatogramm dazu befindet sich in Anlage 2, Abbildung 9. Es sind drei Peaks darin
erkennbar, wobei der erste der Einspritzpeak ist und nicht gewertet wird. Die beiden anderen
Peaks unterscheiden sich in Hohe und Fldche sehr stark, sind jedoch nicht identifizierbar. Es
konnten Verunreinigungen in der Anlage sein.

AnschlieBend werden die Standardsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen eingespritzt und

die Chromatogramme ausgewertet. Die Angaben dazu befinden sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Versuchsplan mit der RCX-30-Saule (Hamilton)

Standardlésung in Konzentration des Temperatur | Druck

Standards [°C] [MPa]
1. Versuch | Reinstwasser 50 pg/ml 31 6,6
2. Versuch | Reinstwasser 5 pg/ml 31 6,6
3. Versuch | FlieBmittel 5 pg/ml 31 6,9

Beim ersten Versuch ist der Standard mit einer Konzentration von 50 pg/ml in Reinstwasser
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gelost. Diese Konzentration erweist sich jedoch als viel zu hoch, denn die Siule ist zu Beginn
der Messung iiberladen. Nach dem verhéltnismédBig hohen Einspritzpeak folgen zwei weitere
kleine Peaks, was in Abbildung 10, Anlage 2 veranschaulicht ist. Nach 50 min wird ein kleiner,
sehr breiter Peak aufgenommen, welcher der Standard sein kénnte.

Beim zweiten Versuch wird auf Grund dieser Erkenntnisse eine geringere Konzentration des
Standards von 5 pg/ml gewihlt. Doch auch hier ist die Sdule nach der Einspritzung iiberladen.
Das Chromatogramm dhnelt dem des ersten Versuchs. Da der Einspritzpeak wieder sehr hoch ist,
liegt nahe, dass zu viel Wasser in der Probe enthalten ist und deshalb wird die Standardsubstanz
nun im FlieBmittel gelost. Die Konzentration bleibt gleich. Alle weiteren vorhandenen Peaks
konnen nicht identifiziert werden und werden demzufolge als Verunreinigungen angesehen.

Der dritte Versuch dhnelt den ersten beiden, was die Abbildung 11 in Anlage 2 zeigt. Die
Trennsédule ist zu Beginn iiberladen und es entsteht nach 7 min ein sehr kleiner Peak, der mit
dem bei der Messung des FlieBmittels vergleichbar ist. Die Vermutung, dass die Probe zu viel
Wasser enthilt, bestdtigt sich demnach nicht. Nun liegt es sehr nahe, dass die Standardsubstanz
bereits mit dem Einspritzpeak detektiert wird. Dabei kann die Galakturonsdure nicht von der
stationdren Phase zuriickgehalten werden. Eine weitere Vermutung ist, dass die Substanzen zu
lange an der stationdren Phase anhaften und dadurch Retentionszeiten von 50 min entstehen. In
jedem Fall wird die verwendete Trennséule als ungeeignet angesehen.

Der Einspritzpeak ist bei allen Versuchen sehr hoch, was ungewohnlich ist. Da beim dritten
Versuch bestétigt wird, dass dies nicht am Wasser liegt, kann darauf geschlossen werden, dass
die Probe zu viel Sauerstoff enthélt. Deshalb sollte auch die Probe vor der Einspritzung entgast
werden.

Die Trennsdule RCX-30 von Hamilton wird auf Grund der vorliegenden Ergebnisse als
ungeeignet angesehen. Bei den vorgestellten Methoden wird am héufigsten die Carbopac PAI
(Dionex) verwendet, die im Vergleich in Abschnitt 4.1 positiv bewertet wurde. Um die

Differenzen herauszufinden, wird in Tabelle 6 ein Vergleich zwischen diesen Sdulen aufgestellt.
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Tabelle 6: Vergleich der Trennsdulen RCX-30 (Hamilton) und Carbopac PA1 (Dionex)

RCX-30* Carbopac PA1*
Anwendung Mono-, Di- und Polysaccharide Mono- und Disaccharide
Abmessung 4,6 x 250 mm 4 x 250 mm
Sédulenmaterial PS-DVB mit PS-DVB mit Ammoniumlatex
Trimethylammoniumtauscher
Korngrofie 7 pm 10 pm
Austauschkapazitit | 1,6 meq/Séule 0,1 meq/Saule
Porengrofle 10” mm 2 mm
Eluent Hydroxid Acetat, Hydroxid
Temperaturbereich | pH1-79 — 5-60°C 4-55°C
pH8-13 —-5-30°C
Maximaldruck 5000 psi 4000 psi
Kompatibilitit der | pH 1 — 13, pH O - 14,
mobilen Phase 100 % mit wissrigen, organischen | 2 % mit allgemeinen HPLC-
Losemitteln Losemitteln
Detektor PAD, RID PAD
Pumpe n.a. metallfrei

* Angaben des Herstellers

Die RCX-30 (Hamilton) ist fiir die Untersuchung von Mono-, Di- und Polysacchariden
bestimmt. Da das Probenmaterial hydrolysiert wird, liegen vorwiegend Mono- und Disaccharide
vor, sodass beide Sdulen dafiir geeignet sind. Das Sdulenmaterial ist dasselbe, wobei sich die
KorngréBe um 3 um unterscheidet. Da die PorengroBe der RCX-30 (Hamilton) bei 10° mm
liegt, ist eine sehr enge Packung der Sdule daraus zu schlieen. Dadurch ist die Anhaftung der
Substanzen an die stationdre Phase zwar gegeben, jedoch kann dies zu lange andauern und der
Gegendruck stark ansteigen. Damit wére die Retentionszeit von 50 min bei den bisherigen
Versuchen zu erkldaren. Die Carbopac PA1 (Dionex) hat eine Porengré3e von 2 mm, sodass die
Substanzen schneller durch das Trennsystem geleitet werden konnen. Im Hinblick auf die
Austauschkapazitit ist die RCX-30 (Hamilton) vorteilhafter, da diese mit 1,6 meq/Saule etwas
hoher ist. Beide Saulen sind fiir das verwendete FlieBmittel geeignet, konnen einem sehr hohen
Gegendruck standhalten und sind mit dem PAD einsetzbar. Ein Nachteil der Carbopac PA1
(Dionex) ist, dass sie nicht losemittelstabil ist. Da hier nicht mit Losemitteln gearbeitet wird, ist

dies jedoch zu vernachléssigen.
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Letztendlich ist auf Grund dieses Vergleichs und einer Empfehlung von Rattmann (2011) der
Herstellerfirma Dionex die Carbopac PA1 fiir die Bestimmung von Galakturonsdure zu

bevorzugen.

Die Carbopac PA1 (Dionex) wurde bezogen und nach denselben Bedingungen wie mit der RCX-

30 (Hamilton) tiberpriift. In Tabelle 7 sind diese kurz zusammengefasst.

Tabelle 7: Untersuchungsbedingungen mit der Carbopac PA1 (Dionex)

Eluent Flussrate Temperatur Einspritzvolumen | Druck

400 mM NaOH | 1 ml/min 30 °C 20 pul 6,6 mPa

Der Standard wird nun mit einer Konzentration von 200 pg/ml in die HPLC-Anlage eingespritzt.
Dabei hat sich das Chromatogramm in Abbildung 7 ergeben. Weitere Angaben befinden sich im
Chromatogramm in Anlage 2, Abbildung 12.
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Abbildung 7: Chromatogramm der Standardeinspritzung (200 pg/ml)

Fiir den Galakturonsdure-Standard hat sich eine Retentionszeit von 10,83 min ergeben. Das
teilweise sehr hohe Grundrauschen ist auf die hohe Empfindlichkeit des Detektors
zurlickzufiithren. Der konstante Druck von 6,6 MPa zeigt eine regelméBige FlieBmittelférderung
und das keine Lecks vorhanden sind. Es ist zu schlussfolgern, dass die Carbopac PA1 (Dionex)

sehr gut fiir die Bestimmung von Galakturonsdure aus Zellwandmaterial geeignet ist.
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4.2.2 Referenzmethode

Die Referenzmethode wird mit der AIS der Gurkencharge ZG 21 15:41 durchgefiihrt. Alle
Angaben des Untersuchungsmaterials befinden sich in Tabelle 11 der Anlage 3.

Die Kalibration mit Monogalakturonsdure in verschiedenen Konzentrationen ergibt eine
Funktion, die in Abbildung 8 dargestellt ist. Die Daten dazu und die Extinktionen der Proben
befinden sich in Anlage 3, Tabelle 12 und 13.
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Abbildung 8: Kalibrierfunktion mit Monogalakturonsdure

Daraus ergibt sich folgende Regressionsgerade

y=0,007x + 0,0867 4)
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,9985. Es kann damit der Gehalt an Galakturonsiure

1m Probenmaterial ermittelt werden.

Tabelle 8: Gehalt an Galakturonsdure im Untersuchungsmaterial

gemessene GalA [ng/5 mg AIS] | GalA/AIS [ng/mg| GalA/Gurke [pg/g]
7ZG21_1 |27,07 5,41 138,93
72G21 2 |31,79 6,36 163,21
x =151,07

Der Gehalt an Galakturonsdure in der AIS liegt bei rund 6 pg/mg, wie Tabelle 8 zu entnehmen

ist. Bezogen auf ein Gramm Gurke sind dies circa 151 pg.
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5 Diskussion

Es wurden sieben HPLC-Analysenmethoden bei der Literaturrecherche gefunden und
verglichen. Allgemein ist die HPLC nach allen Methoden fiir die Bestimmung von
Galakturonsdure einsetzbar. Es ergeben sich in jedem Fall représentative Ergebnisse. Probleme
treten jedoch hdufig bei der Zusammensetzung des FlieBmittels auf. Es muss ohne jegliche
Verunreinigung und sauerstofffrei sein. Auch die Temperatur muss konstant gehalten werden,
um gleiche Retentionszeiten zu erhalten. Diese und weitere Gegebenheiten konnten dazu
beitragen, diese Untersuchungsmethode nicht in die Routineanalytik einzufiihren.

Bei dem Vergleich stellte sich heraus, dass die Methode HPLC-PAD - isokratisch mit
Natronlauge nach Kressmann (2001) fiir die Bestimmung von Galakturonsiure in pflanzlichem
Zellwandmaterial fiir die Durchfiihrung an der Hochschule Neubrandenburg am zweckmaBigsten
ist.

Die Probenvorbereitung beinhaltet das Herauslosen der AIS aus dem Untersuchungsmaterial,
sowie dessen Hydrolyse. Die AIS muss zwar {iber mehrere Schritte aus den gefriergetrockneten
Gurken gelost werden, jedoch stellte sich dies als sehr einfach und reproduzierbar heraus.
AuBerdem werden dadurch Bestandteile der Probe entfernt, die die Untersuchung storen
beziehungsweise beeinflussen konnten. Demzufolge sollte in jedem Fall diese Vorbehandlung
stattfinden. Anschlielend wird eine Hydrolyse mit konzentrierter Schwefelsdure durchgefiihrt,
die nach Koswig et al. (1997) den hochsten Gehalt an Uronsduren ergibt. Dies ist jedoch
abhingig von der Hydrolysierbarkeit des Untersuchungsmaterials. Kressmann (2001) fiihrt die
zweistufige Hydrolyse nach Saeman (1954) durch. Durch die zwei Schritte, bei denen hohe
Temperaturen und lange Reaktionszeiten einzuhalten sind, wird ein hoher apparativer und
zeitlicher Aufwand benétigt. Daher wird die Hydrolyse der Referenzmethode mit konzentrierter
Schwefelsdure bevorzugt. Hier sind keine hohen Temperaturen und nur kurze Reaktionszeiten
notwendig. Praktisch konnte dies nicht tberpriift werden. Da in der AIS der Gurken
hauptsidchlich Mono- und Disaccharide vorliegen, miisste theoretisch die Spaltung damit
gegeben sein.

Die Methode HPLC-PAD analysiert mit der Carbopac PA100-Sdule (Dionex) in Verbindung mit
dem PAD, die auf Grund ihrer Eigenschaften eine prazise Bestimmung von Galakturonsiure aus
Zellwandmaterial voraussetzt. Natronlauge als FlieBmittel erzielt mit dem hohen pH-Wert eine
prizise Trennung und eine hohe Selektivitit des Detektors. Bei der Uberpriifung der Methode
wird die RCX-30 (Hamilton) eingesetzt. Doch damit sind bereits beim Konditionieren der

HPLC-Anlage Probleme aufgetreten. Die Séule ist nach der Einspritzung tiberladen, der Druck
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schwankt und erst nach 50 Minuten konnte ein Peak aufgezeichnet werden. Die
Schlussfolgerung daraus ist, dass diese Séule zu eng gepackt und die Anhaftung der Probe an die
stationdre Phase zu lange eingetreten ist. Es wurde die Carbopac PA1 (Dionex) bezogen und
unter denselben Bedingungen iiberpriift. Bei der Standardeinspritzung ergab sich fiir
Galakturonsdure eine Retentionszeit von 10,83 min. Bei Kressmann (2001) kann
Galakturonsiure nach 10,5 min detektiert werden, sodass diese Ubereinstimmung fiir den Einsatz
der Carbopac PA1 (Dionex) spricht. Mit dieser Erkenntnis wird die positive Bewertung der
Saule (siehe 4.1) bestétigt.

Eine weitere Abweichung zu den Angaben der gewdhlten Methode ist die Temperatur. Die
vorgegebenen 20 °C konnten nicht eingehalten werden, da die Raumtemperatur hoher und der
Saulenofen nicht kiihlbar ist. Deshalb wurde eine Sdulentemperatur von 30 °C gewdéhlt, die sich
als positiv herausstellte. Der Trennvorgang wurde dadurch nicht beeinflusst, kann sogar
verbessert worden sein. Die isokratische Bestimmung hilt den zeitlichen und apparativen
Aufwand gering, da nur ein FlieBmittel und eine Pumpe benétigt werden. Jedoch konnte in
weiteren Untersuchungen iberpriift werden, ob die Trennung mit einem Gradientensystem
schneller eintreten wiirde.

Des Weiteren erfolgt die Bestimmung mittels HPLC-PAD direkt, sodass keine weiteren Schritte,
wie eine Nachsédulenderivatisierung bei der Verwendung des FLD, erfolgen miissen. Der PAD
zeigte eine hohe Selektivitdt bei den Versuchen. Nachteilig ist die hohe Empfindlichkeit dieses
Detektors, die sich im hohen Grundrauschen widerspiegelt. Nur durch eine einwandfreie
Zusammensetzung des FlieBmittels und einen konstanten Druck kann dies gering gehalten

werden.

Da fiir das verwendete Untersuchungsmaterial keine Angaben zum Galakturonsduregehalt
vorliegen, wurde eine Referenzmethode durchgefiihrt. Die photometrische Bestimmung stellte
sich als sehr einfach heraus. Fiir die Charge ZG 21 15:41 ergibt sich ein Galakturonsiduregehalt
von 151 pg/g frische Gurken. Jarvis (1982) ermittelte einen Gehalt von 27 mg/g in Gurken,
wéhrend Bock und Krause (1968) 2 — 3 mg/g Pektin als Gesamt-Anhydrogalakturonsdure in
Gurken mit unterschiedlichem Reifegrad nachweisen konnten. Im Vergleich zu den in den
Methoden ermittelten Gehalten an Galakturonsdure ist der in Gurken mit unter einem Prozent
sehr gering. Beispielsweise sind in Apfelpektin 32 % (Koswig et al., 1997), in schwarzen
Johannisbeeren 26 Gew% (Kressmann, 2001) oder in Pomelopektin 77 Gew% (Burana-osot et
al., 2010) Galakturonsédure enthalten. Diese hohe Abweichung kann zum einen daran liegen, dass

die Einwaage von 5 mg zu gering ist. Das bedeutet, dass die Waage in diesem Messbereich zu
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ungenau ist und die Einwaage dadurch stark abweicht. Dariiber hinaus ist es moglich, dass die
Hydrolyse der AIS nicht vollstidndig eingetreten ist, sodass nur ein Teil der Polymere gespalten
worden ist. Auf Grund dieser Aussagen sollte in weiteren Untersuchungen die Probeneinwaage
auf den Messbereich der Waage angepasst werden und eine Optimierung der

Hydrolysebedingungen erfolgen.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, eine HPLC-Analysenmethode zur Bestimmung von Galakturonséure in
pflanzlichem Zellwandmaterial zu etablieren. Dazu gehorten die Recherche und der Vergleich
geeigneter Methoden, sowie die Uberpriifung einer gewihlten Methode im Labor der

Hochschule Neubrandenburg.

Es werden sieben Methoden anhand verschiedener Kriterien verglichen und daraus die Methode
HPLC-PAD nach Kressmann (2001) gewéhlt. Dabei wird zundchst die alkohol-unlosliche
Substanz aus dem Untersuchungsmaterial gelost und anschlieBend mit konzentrierter
Schwefelsdure zweistufig hydrolysiert. Es werden 25 pl der vorbehandelten Probe in die HPLC-
Anlage injiziert, die unter anderem aus einer Carbopac PA100-Saule mit Vorsédule (Dionex) und
einem PAD bestehen. Als Fliefmittel wird 400 mM Natronlauge eingesetzt, die isokratisch bei
einer Flussrate von 1 ml/min und einer Temperatur von 20 °C gefiihrt wird.

Diese Methode wird mit den Moglichkeiten der Hochschule Neubrandenburg tiberpriift. Die
einzige Abweichung ist der Einsatz einer RCX 30-Sdule (Hamilton), die auf 30 °C temperiert
wird. Hierbei haben sich bereits beim Konditionieren der Anlage Probleme ergeben. Der externe
Standard wird in verschiedenen Konzentrationen eingespritzt, doch die Séule ist zu Beginn stets
iiberladen und erst nach 50 Minuten konnte ein kleiner, relativ breiter Peak aufgezeichnet
werden. Anhand eines Vergleichs dieser Sdule und der Carbopac PA1 (Dionex) konnte
festgestellt werden, dass die Sdulenpackung sehr eng ist und dadurch die Probleme aufgetreten
sind. Demzufolge wird die Carbopac PA1 fiir diese Art von Untersuchung bevorzugt und von der
Herstellerfirma Dionex bezogen. Deren Uberpriifung erfolgt nach denselben Bedingungen wie
mit der RCX-30 (Hamilton). Die Einspritzung des Standards mit einer Konzentration von 200
pg/ml hat ergeben, dass Galakturonsédure bereits nach 10,83 min detektiert werden konnte. Das
Chromatogramm und der konstante Druck haben gezeigt, dass diese Sdule fiir die Bestimmung
von Galakturonsdure in pflanzlichem Zellwandmaterial sehr gut geeignet ist. Aus zeitlichen
Griinden muss das FEinspritzen einer Probe vernachldssigt werden. Dies erfolgt jedoch in

weiteren Untersuchungen.

Dariiber hinaus wird mit Hilfe einer Referenzmethode der Galakturonsduregehalt in eingelegten
Gurken der Carl Kiihne KG ermittelt, da dazu keine Angaben vorliegen. Fiir die Untersuchung
wird die zuvor hergestellte AIS in Schwefelsdure/Natriumtetraborat-Losung und destilliertem

Wasser gelost und erhitzt. Vor der photometrischen Bestimmung bei 520 nm wird eine meta-
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Hydroxydiphenyl-Losung hinzugegeben. Mit Hilfe einer Standardfunktion kann ein
Galakturonsduregehalt von 151 pg/g frische eingelegte Gurken festgestellt werden.

AbschlieBend konnte das Ziel dieser Arbeit nicht vollstandig erreicht werden. Die Recherche und
Auswahl einer HPLC-Analysenmethode zur Bestimmung von Galakturonsdure aus pflanzlichem
Zellwandmaterial war erfolgreich. Die Uberpriifung konnte nur durch die Standardeinspritzung
stattfinden. Die Einspritzung von Proben und damit die vollstindige Uberpriifung der Methode

werden in weiteren Forschungsarbeiten erfolgen.
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Tabelle 9: Methoden zur Bestimmung von Galakturonsiure mittels HPLC im Uberblick

HPLC-PAD -

isokratisch mit

HPLC-RID -

isokratisch mit

HPAEC-FLD -

isokratisch mit

Probenmaterial

Natronlauge Calcium-Dinatrium- Borsiure
EDTA
Verfasser Kressmann (2001) Chen et al. (2003) Burana-osot et al.
(2010)
Basisuntersuchung | Patz et al. (1993) n.a. Toyoda et al. (1988)
Probenmaterial schwarze griiner Tee Pomelopektin
Johannisbeeren
Probenvorbereitung | AIS und Saeman- AIS, Fraktionierung AIS und Hydrolyse
Hydrolyse und Hydrolyse mit mit TFA
Schwefelsdure
Analyse HPLC HPLC HPAEC mit
Nachsdulenderivatisie-
rung
Injektionsvolumen | 25 ul 20 ul n.a.
Séule Carbopac PA100 mit | Sugar-Pak | TSK gel Sugar AXI
Vorséule
Detektor PAD RID FLD (331 nm)
Sédulenofen 20 °C 90 °C 70 °C
Eluent 400 mM NaOH 1 mM Calcium- 0,5 M Borsdure
Dinatrium-EDTA
Quantifizierung externer Standard externer Standard externer Standard
(30 — 40 pg/ml) (100 - 4000 pg/ml) (5—-100 pg/ml)
Trennung isokratisch isokratisch isokratisch
Flussrate 1 ml/ min 0,6 ml/min 0,5 ml/ min
Retentionszeit GalA | 10,5 min 4 min 35 min
Anteil an GalA im 26 Gew% 50 % 76,9 Gew%
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Tabelle 10: Methoden zur Bestimmung von Galakturonsiure mittels HPLC im Uberblick -

Erweiterung
HPAEC-PAD - | HPAEC-PAD - | HPAEC-PAD - | HPAEC-PAD -
linearer Stufengradient | Stufengradient | Stufengradient
Gradient mit mit mit mit
Natriumacetat | Natriumacetat | Natriumacetat | Kaliumoxalat
und und und
Natronlauge Natronlauge Natronlauge
Verfasser Burana-osot et | Coenen Koswig et al. Hotchkiss et al.
al. (2010) (2007) (1997) (1996)
Basisuntersuchung | n.a. De Ruiter Garleb et al. n.a.
(1992) (1989)
Probenmaterial Pomelopektin Apfelpektin Dickungsmittel | Pfirsichpektin
in Fruchtsaft
Probenvorbereitung | AIS und Hydrolyse mit | AIS und Hydrolyse mit
Hydrolyse mit | Salzsdure und | Hydrolyse mit | Salzsdure
TFA TFA Schwefelsédure
Analyse HPAEC-PAD HPAEC HPAEC-PAD | HPAEC-PAD
Injektionsvolumen 10 pl n.a. 50 pul n.a.
Siule Carbopac PA1 | Carbopac PA1 | 2 x Carbopac Carbopac PA1
mit Vorsédule mit Vorsédule PA100 mit mit Vorsédule
Vorsidule
Detektor PAD PAD PAD PAD
Sidulenofen n.a. n.a. n.a. n.a.
Eluent 0-150 mM A 30 mM A dest. Wasser | 25-500 mM
NaAc in NaOH B 1 M NaOH Kaliumoxalat
100 mM NaOH | B30-100mM | C0,5M
NaOH NaAc
C 0-500 mM DO0,1 M
NaAc in NaOH

0,1 M NaOH
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HPAEC-PAD - | HPAEC-PAD - | HPAEC-PAD - | HPAEC-PAD -
linearer Stufengradient | Stufengradient | Stufengradient
Gradient mit mit mit mit
Natriumacetat | Natriumacetat | Natriumacetat | Kaliumoxalat
und und und
Natronlauge Natronlauge Natronlauge
Quantifizierung externer n.a. externer n.a.
Standard Standard
(50-300 (3,3 pg/ml)
pg/ml)
Trennung linearer Stufengradient | Stufengradient | Stufengradient
Gradient
Flussrate 1 ml/ min 1 ml/min 0,7 ml/ min n.a.
Retentionszeit GalA | n.a. 15 min 60 min n.a.
Anteil an GalA im 63,6 Gew% 42 mol% 31,9 % in n.a.
Probenmaterial Apfelpektin;
8,3 % in

Traganth
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Anlage 2 Chromatogramme zu den Versuchen

Report date: 17.01.2011 13:26:55
Printed by: Admin
Igdent: Bioguank
Analysls L[Tom: 13.01.2011 09:03:35
Flle: 110113090335 Last sawve: 13.01.2011 09:50:08
Manual peaksl
Method: bioguant .mtw Last pawe: 12.01.2011 14:46:05
Run operator: Rdmin
Analysls number: 773
SAMPLE :
Vial number- 3
Volume: 10.0 pi
Dilutiomn: 1.00
Amount 1.0009
COLI™E -
Elzes 2.0 x 60 mm
Nusber .
Part.size: 5.0 pm
ELITENT
Flow: 1.00 mL/min
Temperature: 20.0°C
Preggure E&.E MFa
my
‘- 1
1
-1+ 1
-4
i+
A+
-1
-1+ I
A e e SE S £ S e e S S o S S o S S e S S S S S S S r—
0011345 @730 NDHEUBETBEHNNAN ot

Quantitation method: Custom

Ho Retention Helght Area Conc. Name
min o my* Bec
1 .06 -19.10 -131.164 12.12 Peakl
2 5.80 -4.21 -48.208 4.82 Peakl
3 6.27 -122.03 -1448.654 144 .87 Peak3
3 25.00 145.34 1&61B8.0£5 1£1.81°

Thig report has been created by McDAcgiZ Control Center
BEISCHOFF Chromatography GSmbH

Abbildung 9: Chromatogramm vom FlieBmittel
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Report date: 17.01.2011 13:24:15
Printed by: Admin
Ident: Galacturonsdure
Analysls L[Tom: 13.01.2011 14:02:-23
Flle: 110113140223 Last sawve: 13.01.2011 16:0Z2:11
Manual peaksl
Method: bioguant .mtw Last gawe: 13.01.2011 09:50:11
Run operator: Rdmin
Analysls mumber: 775
SAMPLE :
Vial number- 3
Volume: 10.0 pi
Dilutiomn: 1.00
Amount 1.0009
COLI™E -
Elzes 2.0 x 60 mm
Nusber .
Part.gize: 5.0 pm
ELITENT
Flow: 1.00 mL/min
Temperature: 20.0°C
Preggure E&.E MFa
my
[ .
chl
1
-200]
40+
50
-850+
-1+ S
T T T T T T T T T T T T T T T T =
02 46 BI012141618 2022 24 76 38 30 37 34 165 38 40 47 44 46 48 50 57 54 60 owin

Quantitation method: Custom

Ho Retention Helght Area Conc. Name
min oy m* Bac
1 4.54 -7.08 -55_3BD 0.oo0
2 .05 -10.18 -110.524 11.05 Peakl
3 49.68 -95.93 -9077.198 .00
3 E0.00 113.15 9343.102 11.08

Thig report has been created by McDAcQ3iZ Control Center
BEISCHOFF Chromatography GSmbH

Abbildung 10: Chromatogramm von GalA in Reinstwasser (50 pg/ml)
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Report date: 17.01.2011 13:25:22
Print=d by-: Admin
Ident: Galacturcnsiure 5mg in NaoH
hAnalysis from: 14.01.2011 10:57:12
Fllie: 110114105712 Last gave: 14.01.2011 11:59:21
Manual peaks|
Method - bloguant .mtw Lagt Bawe: 13.01.2011 16:07:16
Run operator: Rdmin
Analysls number: 778
CAMPLE :
Vial number: 5
Volume = Z0.0 pi
Ditlutiom: 1.00
Amount = I . CuleiQad
COLATE] =
Elzs: 2.0 x 60 mm
Nusiber :
Fart.size: 5.0 pm
ELITENT =
Flow: 1.00 mL/min
Tesperature: 20.0°C
Prepaure: £.9 MPa
mV
|
-2+ i
-4+
i+
BLiE
a0 !
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
02 46 81017141618 2022 24 76 78 30 32 34 16 38 40 47 44 46 45 50 52 & 56 58 it
Quantitation method- Cuostom
Ko Retention Hetght Area Caonc. Name
min o my* Bec
1 6.29 -118.70 -1348.321 &7.41 Peak3

This report has been created by McDAcgil Control  Center
BISCHOFF Chromatography GmbH

Abbildung 11: Chromatogramm von GalA in FlieBmittel (5 pg/ml)
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Report date: 11.02.2011 14:37:50
Print=d by-: Admin
Ident: BY Galacturcosaure 200 mgfl
hAnalysis from: 10.02.2011 15:34:10
Fllie: 110210153410 Last gave: 10.02.2011 16:00:04
Modified! Manual peaksl
Method - bloguant .mtw Lagt Bawe: 10.02.2011 12:54:09
Run operator: Rdmin
Analysls number: 5ag
CAMPLE : FM 400=M NaOH 1ml/min
£ IDC BY
Vial number: 5
Volume = Z0.0 pi
Ditlutiom: 1.00
Amount = I . CuleiQad
COLATE] =
Elzs: 2.0 x 60 mm
Nusiber :
Fart.size: 5.0 pm
ELITENT =
Flow: 1.00 mL/min
Tesperature: 20.0°C
Prepaure: E.E MPa
mV AP
T
- £ '
§ ]
g
“‘ E _5
3
A ;
4
A
-3
I
2
1+
F1
i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
012 345678 9NMIINNEBUBSBKITHBRNINIIDBMNIES it
Quantitation method- Cuostom
Ko Retention Height Area Conc. Name
min o my* Bec mg /1
1 10.83 34.78 110H.EEE 55.43 Galacturonsaure

This report has been created by McDAcgil Control  Center
BISCHOFF Chromatography GmbH

Abbildung 12: Chromatogramm von GalA (200 pg/ml) mit Carbopac PA1



Anlage 3 Ergebnisse der Referenzmethode

Tabelle 11: Angaben zum Untersuchungsmaterial der Charge ZG 21 15:41

Einwaage frische TS Einwaage AIS [g] Auswaage AIS

Gurken [g] [%] [g]

318,37 9,43 30,022 8,17
Tabelle 12: Extinktionen der Standardlosungen

Konzentration des Standards Extinktion

100 pg/ml 0,144

500 pg/ml 0,445

1000 pg/ml 0,757
Tabelle 13: Extinktionen der Probe

Einwaage AIS [mg]| Extinktion
7G21 1 4,6 0,261
7G21 2 5.4 0,327
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