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mentiert werden. Neben anderen 

positiven physiologischen Effekten 

haben Ballaststoffkohlenhydrate un-

terschiedlichste Wirkungen auf die 

Physiologie und Funktion des Darms. 

Das spiegelt die unterschiedlichen 

physikochemischen Eigenschaften 

der Poly- und Oligosaccharide wider. 

Eine zentrale Rolle in der heutigen 

Ballaststoffforschung spielt die Un-

tersuchung der Wechselwirkungen 

zwischen der Mikroorganismenflora 

im Dickdarm und den Ballaststoff-

kohlenhydraten. Durch Fermenta- 

tion der Kohlenhydrate erhöht sich 

die Bakterienmasse und damit auch 

das Stuhlvolumen.2) Doch das ist

nicht der einzige Effekt, den der Fer-

mentationsprozess von Polysacchari-

den im Dickdarm hat. Aufgrund der 

komplexen Natur der Mikroorganis-

menflora im Dickdarm und mangeln-

der oder ungenauer Strukturinforma-

tionen übe die Substrate wird die Be-

deutung von Bakterienwachstum 

und -metabolismus bislang jedoch 

nur unzureichend verstanden. Die 

Verstoffwechselung der Kohlen- 

hydrate durch die Mikroorganismen-

flora kann die Zusammensetzung 

derselben verändern,3) was sich in ih-

rer metabolischen Aktivität aus-

Strukturaufklärung 
von Ballaststoff-
kohlenhydraten 

 
� Ballaststoffe sind – ihrem Namen 

zum Trotz – kein überflüssiger Ballast 

in der Nahrung. Der positive Einfluss 

von Ballaststoffen auf die Gesundheit 

steht in engem Zusammenhang mit 

den chemischen Strukturen ihrer 

Komponenten. Die Strukturaufklä-

rung der Ballaststoffkomponenten 

und der Einfluss der Strukturen auf 

die physiologischen Effekte ist der-

zeit Gegenstand intensiver For-

schung.

Polysaccharide in Ballaststoffen 
und ihr Einfluss auf  
das Darmmilieu 

� Gemäß einer kürzlich erneut 

überprüften Definition für Ballast-

stoffe1) bestehen diese aus essbaren 

Pflanzenteilen oder analogen Koh-

lenhydraten, die resistent gegen Ver-

dauung und Absorption im mensch-

lichen Dünndarm sind und im Dick-

darm teilweise oder vollständig fer-

drückt (z. B. durch reduzierte Bil-

dung von genotoxischen und tumor-

fördernden Substanzen sowie von 

Carcinogenen).4)

Besonderes Interesse gilt der phy-

siologischen Bedeutung der von Mi-

kroorganismen gebildeten kurzketti-

gen Fettsäuren (Acetat, Propionat 

und Butyrat), die einen direkten Ein-

fluss auf die Darmmukosa haben. 

Größte Aufmerksamkeit kommt da-

bei zur Zeit dem Butyrat zu, das als 

wichtigstes luminales Substrat von 

der Mukosa oxidiert wird. Butyrat 

vermindert das Wachstum von Tu-

morzellen und induziert ihre Diffe-

renzierung und Apoptose.5–7)

Eine zentrale Komponente des 

Fermentationsprozesses ist das Sub-

stratangebot. Je nach chemischer 

Struktur und Lignifizierungsgrad der 

Kohlenhydrate werden die Substrate 

vollständig oder nur partiell fermen-

tiert.8,9) Auch das Verhältnis der ge-

bildeten kurzkettigen Fettsäuren zu-

einander hängt von den Substraten 

ab. Aus der Abhängigkeit des Fer-

mentationsprozesses von der Sub-

stratstruktur folgt auch in Zukunft 

die Notwendigkeit der detaillierten 

Strukturaufklärung und -charakteri-

sierung der Komponenten von Bal-

� NMR-Spektroskopie in der 
Kohlenhydratchemie 

Zur Strukturanalyse von Kohlenhy-

draten werden vor  allem die fol-

genden zweidimensionalen NMR-

Techniken eingesetzt: 

• (H,H)-COSY (Correlated 

Spectroscopy) 

• RCT (Relayed-Coherence-Trans-

fer)-(H,H)-COSY  

• TOCSY (Total Correlation Spect-

roscopy) 

• HMQC (Heteronuclear Multiple 

Quantum Coherence) 

• Gradient-Selected-HMQC-TOCSY 

• Gradient-Selected-HMBC 

(Heteronuclear Multiple Bond 

Correlation) 

• NOESY (Nuclear Overhauser En-

hancement Spectroscopy) 

• ROESY (Rotating frame Overhau-

ser Enhancement Spectroscopy) 

Das routinemäßig angewendete 

(H,H)-COSY-Experiment dient der 

Zuordnung der Protonensignale in 

den komplexen Spektren der Oligo- 

und Polysaccharide. Ausgehend 

von eindeutig zugeordneten Sig-

nalen (zumeist die Signale der ano-

meren Protonen) werden Korrela-

tionen zwischen skalar gekoppel-

ten Protonen erkannt. Die Struktur-

analyse von Kohlenhydraten ist ein 

Hauptanwendungsgebiet von 

RCT-(H,H)-COSY- und TOCSY-Experi-

menten, mit denen im Gegensatz 

zum (H,H)-COSY-Experiment auch 

Korrelationspeaks von nicht skalar 

gekoppelten Protonen erhalten 

werden. Mit Hilfe dieser Experi-

mente ist es möglich, die Protonen-

signale eines Oligosaccharids den 

Monosaccharideinheiten zuzuord-

nen. Alternativ zum TOCSY-Experi-

ment kann auch seine eindimen-

sionale Variante, das Selective-

TOCSY- oder HOHAHA (Homonu-

clear Hartmann-Hahn)-Experi-

ment, eingesetzt werden. Das 

HMQC- und vor  allem das Gra-

dient-Selected-HMQC-TOCSY- 

Experiment sind bei eindeutig zu-

geordneten Protonenresonanzsig-

nalen eine große Zuordnungshilfe 

für 13C-Resonanzsignale. Die 

Sequenzanalyse, die Bestimmung 

der glykosidischen Bindungen und 

Ringgrößen kann mit Hilfe des 

Gradient-Selected-HMBC-Experi-

ments erfolgen. NOESY- bzw. 

ROESY-Experimente kommen bei 

der Aufklärung der Konstitution 

und der in Lösung vorliegenden 

Konformation komplexer Moleküle 

zum Einsatz. 
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laststoffen. Strukturaufklärung ist 

nur der erste Schritt zum Verständnis 

der Wechselwirkungen im Dickdarm; 

im zweiten Schritt müssen diese 

Wechselwirkungen in Zusammen-

hang mit definierten Strukturmerk-

malen des Substrates in Verbindung 

gebracht werden – ein Weg, der be-

reits langsam beschritten wird.10)

Strategien in der Strukturanalyse 
von Polysacchariden 
aus Ballaststoffen 

� Die Fragen nach der Natur, der Se-

quenz und den Bindungen der Zu-

ckerbausteine, deren anomeren Kon-

figurationen und Ringgrößen sowie 

nach dem Vorkommen von Nicht-

Zucker-Komponenten wie Acetate, 

Sulfate oder Ferulate in Ballaststoffen 

können mit vielen Analysetechniken 

beantwortet werden, wobei die spek-

troskopischen Methoden dominie-

ren. Grundsätzlich kann das gerei-

nigte Polysaccharid oder isolierte 

Oligosaccharide nach Partialhydroly-

se untersucht werden. Eine Alternati-

ve ist die Analyse der Bausteine nach 

Totalhydrolyse, z. B. die Methylie-

rungsanalyse oder die reduktive Spal-

tung. Häufig führen nur Kombinatio-

nen dieser Verfahren zum Erfolg. 

In der aktuellen Strukturaufklä-

rung werden am häufigsten Oligo-

saccharide untersucht, die in mög-

lichst übersichtlicher Weise aus dem 

Polysaccharid gewonnen werden. Die 

gebräuchlichsten Fragmentierungs-

methoden sind dabei die partielle 

saure Hydrolyse sowie der enzymati-

sche Abbau. Zur enzymatischen Hy-

drolyse von Ballaststoffpolysacchari-

den bieten sich z. B. endo-Xylanasen 

(zur Hydrolyse von Arabinoxylanen), 

Weizenkleie detailliert beschreiben.12)

Problematisch für die Identifizie-

rung von isolierten Oligosacchariden 

mit NMR-Spektroskopie ist jedoch 

häufig, dass nur sehr geringe Mengen 

isoliert werden können. NMR-Unter-

suchungen sind dann mit extrem lan-

gen Messzeiten verbunden oder nicht 

möglich. Um dieses Problem zu lö-

sen, werden NMR-Methoden ent-

wickelt, die sehr geringe Probenmen-

gen in akzeptabler Zeit handhaben: 

So identifizierten Broberg et al. enzy-

matisch erhaltene Arabinoxylan- 

oligosaccharide nach ionenchroma-

tographischer Trennung im analyti-

schen Maßstab mit ein- und zweidi-

mensionaler 1H-NMR-Spektrosko-

pie.13) Dank der Nanoprobe-NMR-

Methodik benötigten sie nur 3 bis 

18 µg Substrat (bei Molekulargewich-

ten zwischen 569 und 1229) um 

DQF (Double Quantum Filtered)-

COSY-, TOCSY- und ROESY-Spektren 

in weniger als 24 Stunden zu erhalten. 

Neben der NMR-spektroskopi-

schen Untersuchung von hydroly-

tisch erhaltenen Oligosacchariden 

werden gereinigte, lösliche Poly-

saccharide auch direkt NMR-spektro-

skopisch charakterisiert. Auch diese 

Möglichkeit der Strukturcharakteri-

sierung wird verstärkt eingesetzt, bei-

spielsweise zur Ermittlung von Ara-

binoxylanstrukturen.14–16) Die Spek-

tren von Polysacchariden sind sehr 

komplex. Zur Bestimmung von Struk-

turdetails dient daher bevorzugt die 

Untersuchung von Oligosacchariden. 

Bei einigen Materialien ist die Pro-

benvorbereitung für die hochauf-

lösende NMR-Spektroskopie proble-

matisch, z. B. wenn diese wie einige 

Pektine in Wasser sehr viskose Lö-

sungen bilden. Zur Strukturcharakte-

risierung solcher Polysaccharide ver-

wenden z. B. Sinitsya et al. die Fest-

körper-NMR-Spektroskopie (13C-Cross 

Polarization/Magic Angle Spinning-

NMR).17)

Lichenasen (zur Hydrolyse von 

mixed-linked b-Glucanen) sowie 

endo-Polygalacturonasen allein oder 

in Kombination mit Pektinmethyl- 

esterasen (zur Hydrolyse von einigen 

Pektinen) an. Zum teilweisen Abbau 

von Arabinanseitenketten in Pekti-

nen wird auch eine Kombination aus 

endo-Arabinanase und b-Arabino-

furanosidase eingesetzt. Die saure 

Hydrolyse von Polysacchariden nutzt 

die unterschiedliche Säurestabilität 

von glycosidischen Bindungen. Nach 

Optimierung der Reaktionsbedin-

gungen ist es ebenfalls möglich, die 

saure Partialhydrolyse ohne Spaltung 

möglicher Esterbindungen zu Nicht- 

Kohlenhydratkomponenten durch-

zuführen.11)

Nach Isolierung der Hydrolyse-

produkte (z. B. mit Gelpermeations- 

oder Ionenaustauschchromatogra-

phie) werden deren Strukturen analy-

siert. Hier kommt eine Kombination 

aus ein- und mehrdimensionalen 

NMR-Experimenten mit massen-

spektrometrischen Methoden zum 

Einsatz. Neben der eindimensionalen 
1H- und 13C-NMR-Spektroskopie 

sind in der Strukturaufklärung der 

Oligo- und Polysaccharide vor allem 

die mehrdimensionalen Experimente 

von großer Bedeutung (siehe Kasten 

auf S. 361). Einige gehören inzwi-

schen für den NMR-Spektroskopiker 

zum Alltag und finden auch als Folge 

des gesteigerten Interesses an der 

Strukturaufklärung Einzug in die Le-

bensmittelchemie. In letzter Zeit wur-

den durch Anwendung von NMR auf 

hydrolytisch erhaltene Oligosacchari-

de die Strukturen vieler Ballaststoff-

polysaccharide aufgeklärt: So konn-

ten z. B. Cui et al. nach Partialhydro-

lyse mit Lichenase ein b-Glucan aus 

Abb. 1. 

Strukturen des 

größten bisher iso-

lierten Ferulasäure-

Oligosaccharids aus 

Getreidearabinoxy-

lanen20) (oben) und 

eines nach saurer 

Hydrolyse identifi-

zierten Diferula- 

säure- Oligosaccha-

rids, welches die 

Cross-link-Funktion 

von Diferulasäuren 

zeigt21) (unten).
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von Ralph, dass Diferulasäure-Cross-

links sowohl Ausmaß als auch Ge-

schwindigkeit des enzymatischen 

Abbaus von Polysacchariden herab-

setzen.26) Lequart et al. identifizierten 

nach enzymatischer Partialhydrolyse 

das bisher größte aus Arabinoxy-

lanen isolierte Ferulasäure-Oligo-

saccharid: Es besteht aus Ferulasäure 

sowie einer Arabinose- und vier Xy-

loseeinheiten (Abbildung 1, oben).27)

Identifiziert wurde die Verbindung 

mit zweidimensionaler NMR-Spek-

troskopie und MALDI-TOF-MS. Die 

Cross-link-Eigenschaften von Ferula-

säuredimeren konnten durch die Iso-

lierung und Identifizierung zweier 

Diferulasäure-Arabinoxylan-Oligo-

saccharide nach saurer Partialhydro-

lyse nachgewiesen werden (Abbil-

dung 1, unten).28)

Das Interesse an der Quervernet-

zung von Polysacchariden (und von 

Polysacchariden mit Proteinen) über 

Phenolcarbonsäure-Cross-links ist 

momentan groß. Über Diferulasäu-

ren verknüpfte Polysaccharide beein-

flussen nicht nur die ernährungsphy-

siologischen Eigenschaften von Bal-

laststoffen, sondern sind neuerdings 

auch für andere Bereiche der Lebens-

mittelchemie von großem Interesse: 

Vermutlich erhalten Phenolcarbon-

säure-Cross-links die Textur von Ge-

müse und Früchten während des 

Kochvorgangs.29) Außerdem beein-

flussen sie teigrheologische und 

Backeigenschaften.30) Auch für den 

Brauprozess können sie von Bedeu-

tung sein31) und natürlich auch für 

die Eigenschaften von Hydrokolloi-

den.32) Dementsprechend konzen-

trieren sich aktuelle Arbeiten nicht 

mehr nur auf die Polysaccharide der 

häufig untersuchten Pflanzen aus 

den Familien der Poaceae und Che-

nopodiaceae, sondern auch auf die 

Phenolcarbonsäure-Polysaccharide aus 

Pflanzen anderer Familien wie den 

Bromeliaceae, zu denen z. B. die Ana-

nas (Ananas comosus Merr.) gehört.33)
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Strukturaufklärung von 
Kohlenhydraten mit 
Massenspektrometrie 

� Im Gegensatz zur Strukturaufklä-

rung von Proteinen, werden Fast 

Atom Bombardment (FAB)-MS und 

Electrospray Ionization (ESI)-MS in 

der Lebensmittelchemie viel häufiger 

lediglich zur Bestimmung des Mole-

kulargewichts eingesetzt und die 

Möglichkeit zur Sequenzierung bei 

der Strukturaufklärung von Kohlen-

hydraten außer Acht gelassen. Dabei 

bieten sich diese Methoden auch zur 

Sequenzierung von underivatisierten 

und vor allem von derivatisierten 

(permethylierten, peracetylierten) 

Kohlenhydraten an. FAB-MS ist zwar 

– im Vergleich zu MALDI- und ESI-

MS – relativ unempfindlich, hat aber 

den Vorteil, dass man sowohl Infor-

mationen über das Molekulargewicht 

als auch über Sequenzen erhält.18)

MALDI-TOF-MS ist sehr viel emp-

findlicher und benötigt etwa 1 pmol 

des underivatisierten Oligosaccha-

rids,13) liefert jedoch nur sehr wenige 

Fragmentionen.

Auch eine der neuesten Entwick-

lungen der Massenspektrometrie 

wird bisher vor allem in der Struktur-

aufklärung von Proteinen und Glyco-

proteinen angewendet: MALDI-

Q-TOF-MS (Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization-Quadrupole-

Time of Flight-Mass Spectrometry), 

mit der MS/MS-Analysen im fmol-

Maßstab durchgeführt werden kön-

nen.19)

Identifizierung von 
Phenolcarbonsäure-Cross-links 

� Große Fortschritte werden in der 

Strukturaufklärung der Arabinoxy-

lane erreicht: Insbesondere die Bin-

dung von Phenolcarbonsäuren und 

deren Dimerisierungsprodukten an 

die Arabinoxylane wird derzeit inten-

siv erforscht. Dimere Phenolcarbon-

säuren, vor allem Diferulasäuren, 

fungieren als Arabinoxylan-Cross-

links.20–23) Dadurch können sie die 

physikochemischen24,25) und folglich 

ernährungsphysiologischen Eigen-

schaften von Arabinoxylanen beein-

flussen. So zeigte die Arbeitsgruppe 
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