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Kurzfassung

Ziel des Vorhabens war in erster Linie die Charakterisierung einer neuen, in polaren Lipiden
wie Phospholipiden gebundenen Fraktion von Hydroxyfettsduren zu charakterisieren.
Erstmals konnten durch indirekte Methoden sowie mittels Elektrospray-Massenspektrometrie
polare Lipidfraktionen in Malz charakterisiert werden, die Hinweise auf die Struktur dieser
polaren, oxygenierten Fettsduren geben. Dariiber hinaus konnte ein Pathway aus einem
polaren, Linolsdure haltigen Lipid hin zu einem Enantiomer einer Trihydroxysdure (THOE),
konkret der 98S,128,135-Trihydroxy-10E-octadecensdure, identifiziert werden. Diesen
Pathway nutzen Pflanzen moglicherweise, um sich gegen Pathogene oder Fressfeinde zu
verteidigen. Dieser neue Stoffwechselweg ist bisher nicht beschrieben und wird in Kiirze in

renommierten, internationalen Journalen von uns verdffentlicht werden.
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Hintergrund

Gerste und Malz nehmen eine Schliisselfunktion beim Eintrag oxygenierter Linolsduren {liber
die Wiirze in das Bier ein. Unstrittig ist, dass diese oyxgenierten Fettsduren die
Vorldufersubstanzen der aliphatischen, ungesittigten Aldehyde (Carbonyle) wie z.B.
2E-Nonenal sind und diese neben anderen Substanzen die Geschmacksstabilitdt des fertigen
Bieres determinieren. Diese Aldehyde sind somit Folgeprodukte der Linol- und
Linolensdureoxidation. Neben allen bisherigen publizierten Arbeiten, die lediglich auf freie
Fettsduren fokussierten, stellten die Ergebnisse von Wackerbauer und Tressl, gefordert im
AiF-Vorhaben Nr. 11890N, erstmals eine veresterte, jedoch unpolare Fraktion von
Hydroxyfettsduren vor. Diese Triglyceride sind prinzipiell noch schlechter wasserldslich als
die jeweiligen freien Fettsduren. Zahlreiche Versuchsreihen, die eine Korrelation zwischen
den Gehalten an oxygenierten Fettsduren in Malz, dem Sauerstoff-Partialdruck wéhrend des
Maischens, Nonenalpotential, etc. mit der Geschmacksstabilitit des fertigen Bieres
herzustellen versuchten, waren nicht erfolgreich.

Im Forschungsvorhaben B74 der Wissenschaftsforderung der Deutschen Brauwirtschaft
konnte nun erstmals gezeigt werden, dass neben den freien und den als Triacylglycerid
gebundenen (veresterten) oyxgenierten Fettsduren diese interessante Fraktion an Oxylipinen
auch in polaren, wasserloslichen Estern vorliegt, wie z. B. als Phospholipid oder als

Glycolipid.
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Methoden
Gerste / Malz:

Fein gemahlene Gerste bzw. fein gemahlenes Malz wurde mittels Soxhlet-Extraktion mit
Pentan entfettet. Um die alkanloslichen Fettsduren zu analysieren wurde ein Teil des Pentan-
Extraktes verseift (methanolische Kalilauge, 60 °C, 30 min unter N,), mittels Diazomethan
methyliert und adsorptionschromatographisch aufgereinigt. Der andere Teil des Extraktes
wurde nicht verseift, um die freien Fettsduren quantifizieren zu kénnen.

Nach Entfernen der nicht-polaren Lipide durch Soxhlet-Extraktion, wurden die polaren Lipide
durch Verseifen des Filterkuchens (methanolische Kalilauge, 60 °C, 30 min unter Nj)
freigesetzt. AnschlieBend wurden auch diese methyliert und adsorptionschromatographisch
aufgereinigt. Im Filterkuchen vorhandene reduzierende Zucker reagieren unter diesen
Bedingungen z.B. zu Tetrosen (Retro-Aldol-Reaktion), die sehr reaktiv sind und zum Teil
polymerisieren. Die Verwendung von Isotopenstandards als interne Standards ist daher
unerldsslich, um korrekte Analysenwerte zu erhalten. Dies gilt im Besonderen fiir die sehr

reaktiven 9- und 13-Hydroxyoctadecadienséduren.

Wiirze

20 g fein gemahlene Gerste wurde mit 100 ml des entsprechenden Losungsmittel (Wasser
oder Methanol) eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Filtration der Wiirze wurden
die langerkettigen Fettsduren (auch oxygenierte) mittels Chloroform/Methanol (2:1, v:v)

extrahiert, mit Diazomethan methyliert und aufgereinigt.

Interne Standards

Als interne Standards wurden verwendet:

Heptadecansdure fiir die nicht oxygenierten Fettsduren
[13—1801]—(5')—13—Hydr0dy—9Z,1 1 E-octadecadienséure fiir die HODEs
erythro-9,10-Dihydroxystearinsiure fiir die DHOEs
9R,10R,12R-Trihydroxystearinséure fiir die THOEs
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Praparation einer polaren oxygenierten Fraktion aus Malz

Ein Lipidextrakt aus biologischem Material enthélt verschiedene Lipidklassen, die sich
hinsichtlich ihrer Polaritit teilweise deutlich voneinander unterscheiden. So sind z.B. Retinol-
bzw. Cholesterinester sehr unpolare Verbindungen, die in der Umkehrphasenchromatographie
(Reversed Phase) intensive Wechselwirkungen mit der stationdren Phase eingehen.
Phospholipide und die teilweise sehr komplexen Glykolipide hingegen sind relativ hydrophil
und zeigen vorzugsweise schwache Wechselwirkungen mit Umkehrphasen.

Um Rohlipidextrakte zu chromatographieren sind komplizierte Gradientensysteme nétig, die
insgesamt einen groBBen Polaritdtsbereich abdecken, in kritischen Bereichen des Gradienten
jedoch nur einen flachen Polarititsanstieg aufweisen diirfen. Chromatographische Systeme zu
entwickeln, mit denen Rohlipidextrakte in einem Lauf in moglichst viele Komponenten

aufgetrennt werden kdnnen, stellt somit eine komplizierte Aufgabe dar.

Versuche mit Festphasenextraktionssystemen (RP-18-Kartuschen) zur Grobfraktionierung
von Malzlipiden fiihrte trotz groBem Arbeitsaufwand (Studienarbeit) nicht zu dem
gewiinschtem Ergebnis.

Bei weiterfilhrenden Versuchen mit nicht-modifiziertem Kieselgel als stationidre Phase
konnten erste Erfolge erzielt werden. Die folgende Methode stellt den momentanen

Entwicklungsstand dar:

Fraktionierung der Malzlipide

Die Isolation der polaren Lipide erfolgt mittels adsorptionschromatographischer
Fraktionierung mittels nicht-modifiziertem Kieselgel KG 60 (Sdulenchromatographie).

Folgende Laufmittel kommen zum Einsatz:

1) Chloroform

2) Aceton

3) Chloroform/Methanol (95:5, v:v)
4) Chloroform/Methanol (80:20, v:v)
5) Chloroform/Methanol (50:50, v:v)
6) Methanol
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Ein Vergleich des ESI-Massenspektrums eines Methanol-Extraktes aus entfettetem Darrmalz
(Soxhlet) ohne weitere Fraktionierung vom November 2002 (Abb. 12) und den
Massenspektren nach Aufarbeitung mittels oben beschriebener Methode (Siehe Abb. 13, 14)
zeigen den erzielten Fortschritt beziiglich der Aufreinigung und Charakterisierung von polar

gebundenen oxygenierten Fettsduren in Darrmalz.

GC/MS Analyse

Um die 9- und 13-HODE-Me gaschromatographisch zu trennen, wurden diese
Monohydroxyfettsduren-methylester vor der Analyse hydriert.

Samtliche Hydroxyfettsduren-methylester wurden als Trimethylsilylether-Derivate (Me;Si)
analysiert. Damit ergibt sich eine sehr aufwendige Probenvorbereitung mit Methylierung,
Adsoptionschromatographie, PtO,/H,-Hydrierung sowie Silylierung, bevor die Proben mittels

Kapillar Gaschromatographie — Massenspektrometrie analysiert werden konnen.

Diese Methoden wurden (in Ausziigen) wiahrend des EBC Symposiums in Dublin (2003) als

Posterprésentation sowie im entsprechenden Tagungsband vorgestellt.
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Ergebnisse

9- und 13-Octadecadiensiaure (HODE)

Freie und Triacylglycerid veresterte oxygenierte Fettsduren konnen seit einiger Zeit analysiert
werden. Weiterfilhrend konnte im Rahmen des Forschungsvorhabens B74 eine polare
Lipidfraktion isoliert werden, die seinerseits bereits oxygeniert ist.

Diese oxygenierten Fettsduren zeigen ein zum Teil erheblich anderes Muster als die

jeweiligen Triacylglcerid gebundenen.

Nachfolgend sind in den Abbildungen 1-5 die GC- und GC-MS-Analysen einiger Malze

exemplarisch dargestellt.
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Abb. 1: Hydroxyfettsduren unpolarer Malz-Lipide (methyliert,silyliert)
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Abb. 2: Hydroxyfettsduren polarer Malz-Lipide (methyliert,silyliert)
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Abb. 3: Hydroxyfettsdauren ,,Wiirze* (Riihrversuch mit H,O, methyliert,silyliert)
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Die Analytik der Enantiomeren HODEs erfolgte mittels Kieselgel-HPLC der jeweiligen
Methylester. Die semi-priparativ getrennten regioisomeren 9- und 13-HODE-ME wurden

mittels chiraler HPLC analytisch getrennt und quantifiziert.

9-HOPE-ME
13-HODE-ME

24. 85

28. 86
30. 66

v LA e

Abb. 6: Trennung der Isomeren 9- und 13-HODE (als Methylester) mittels HLPC
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Abb. 7: Trennung der Enantiomeren der 9-HODE (als Methylester) mittels chiraler HPLC
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Nachfolgend sind in den Tabellen 1-8 die Gehalte der Monohydroxyséuren in ppm sowie

deren Enantiomerenverteilung der entsprechenden Lipidfraktionen aus Gerste, Griinmalz und

Malz dargestellt.

concentration 9-HODE 13-HODE

of HODE [ppm] (S) : (R) [%] [ppm] (S) : (R) [%]
barley

free 4 48 : 52 3 53 : 47
triacyl 36 47 : 53 60 53 : 47
polar 30 46 : 54 25 52:48
total 70 47 : 53 88 53 : 47

6days green malt

free 18 89: 11 43 79:21
triacyl 53 57 : 43 147 64 : 36
polar 45 58:42 44 68 : 32
total 116 62 : 38 234 68 : 32

finished malt

free 1 58 :42 2 53:47
triacyl 40 47 : 53 67 60 : 40
polar 30 47 : 53 50 60 : 40
total 71 47 : 53 119 60 : 40

Tab. 1: Regio- und Enantiomerenverteilung der Monohydroxyfettsduren in Gerste,Griinmalz

und Darrmalz
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free HODE concentration HODE [ppm]

in green malt > HODE 9-HODE 13-HODE ratio (9- : 13-) [%]
total (analyzed in

6days green malt) 61 18 43 30:70
effect of germination + 54 +14 + 40 26:74
(S)-HODE + 46 +14 + 32 30:70
(R)-HODE +8 0 +8 0:100
Tab. 2: Auswirkung des Keimprozesses auf die Konzentration der freien
Monohydroxyfettsduren

TG-esterified HODE concentration HODE [ppm]

in green malt ¥ HODE 9-HODE 13-HODE ratio (9-: 13-) [%]
total (analyzed in

6days green malt) 200 53 147 27:73
effect of germination + 104 +17 + 87 16: 84
(S)-HODE +75 +13 + 62 17 : 83
(R)-HODE + 29 +4 + 25 14 : 86

Tab. 3: Auswirkung des Keimprozesses auf die Konzentration der Triacylglycerid

gebundenen Monohydroxyfettsduren
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Polar esterified HODE

concentration HODE [ppm]

in green malt > HODE 9-HODE 13-HODE ratio (9- : 13-) [%]
total (analyzed in

6days green malt) 89 45 44 51:49
effect of germination + 34 +15 +19 44 : 56
(S)-HODE +29 +12 +17 41:59
(R)-HODE +5 +3 +2 60 : 40

Tab. 4: Auswirkung des Keimprozesses auf die Konzentration der polar gebundenen

Monohydroxyfettsduren

Total HODE concentration HODE [ppm]

in green malt ¥ HODE 9-HODE 13-HODE ratio (9- : 13-) [%]
total (analyzed in

6days green malt) 350 116 234 33:67
effect of germination +192 + 46 + 146 24 :76
(S)-HODE + 150 + 39 + 111 26:74
(R)-HODE +42 +7 + 35 17 : 83

Tab. 5: Auswirkung des Keimprozesses auf die Gesamtkonzentration der

Monohydroxyfettsduren
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free HODE Concentration HODE [ppm] degradation
green malt finished malt  during kilning [%]

(S)-9-HODE 16 0,6 -96 %

(R)-9-HODE 2 0,4 - 80 %

(S)-13-HODE 34 1 -97 %

(R)-13-HODE 9 1 -89 %

> HODE 61 3 -95 %

Tab. 6: Auswirkung des Darrprozesses auf die Konzentration der freien

Monohydroxyfettsduren

TG-esterified HODE Concentration HODE [ppm] degradation
green malt finished malt  during kilning [%]

(S)-9-HODE 30 19 -37 %

(R)-9-HODE 23 21 -9%

(S)-13-HODE 94 40 -57 %

(R)-13-HODE 53 27 -49 %

> HODE 200 107 -47 %

Tab. 7: Auswirkung des Darrprozesses auf die Konzentration der Triacylglycerid gebundenen

Monohydroxyfettsduren
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polar esterified HODE

Concentration HODE [ppm]

degradation

green malt finished malt  during kilning [%]
(S)-9-HODE 26 14 -46 %
(R)-9-HODE 19 16 -16 %
(S)-13-HODE 30 30 +0%
(R)-13-HODE 14 20 +43 %
¥~ HODE 89 80 -10 %

Tab. 8: Auswirkung des Darrprozesses auf die Konzentration der polar gebundenen

Monohydroxyfettsduren
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98,128,13S5-Trihydroxy-10E-octadecensiure

Metabolismusstudien in der Hefe Saccharomyces cerevisiae zeigten, dass beim Vergleich der
Konzentrationen an oxygenierten Fettsduren in Malz und Bier Monohydroxysduren (HODE)
durch die Hefe metabolisiert werden und stark abnehmen. Dihydroxysduren (DHOE) werden
in geringer Konzentration in Bier gemessen, die Trihydroxysduren (THOE) und hier
ausschlieflich das Isomer 985,12S,13S-Trihydroxy-10E-octadecensdure nimmt dagegen
deutlich an Konzentration zu.
Selektive Lipasen setzen wéhrend des Maischens gezielt Linolséure frei. Linolsdure wird
anschlieBend in einer Enzymkaskade zur 9S§,128,13S-Trihydroxy-10E-octadecensiure
umgesetzt. Diese Trihydroxyséure akkumuliert auch im fertigen Bier. Durch gezielte Enzym-
Inhibierung konnte gezeigt werden, dass die Enzymkaskade, die zur 95,128S,13S5-Trihydroxy-
10E-octadecensdure fiihrt, ablduft, sobald geschrotetes Malz mit Wasser in Beriihrung kommt.
Alle Publikationen iiber Trihydroxysduren im Stoffwechsel der Pflanzen und teilweise auch
Mikroorganismen zeigen, dass diese weitgehend unspezifisch gebildet werden, das heilt die
regio- und stereoisomeren THOE zeigten eine anndhernde Gleichverteilung.
Die Zuordnung der Konfiguration der 9S§,128,13S-Trihydroxy-10E-octadecensdure erfolgte
auf unterschiedliche Weise:
1) Enzymatische Synthese von 9S- und 13S-HODE und Transformation der jeweiligen
cis-Doppelbindung der HODE’s durch OsO4 in ein erythro-Diol.
2) Enzymatische Synthese von 9S- und 13S-HPODE und enzymatische Umlagerung in
Epoxyole und Hydrolyse zu threo-Diolen.
3) Ozonolytische Spaltung der Doppelbindung der THOE und Zuordnung der 2-
Hydroxysebazinsaure-dimethylester mittels chiraler GC.
Auf diese Weise konnten acht der 16 moglichen Isomere der THOE synthetisch dargestellt

und die entsprechende Elutionsfolge in der Chromatographie zugeordnet werden.
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Abb. 8: Trennung von (R)- und (S5)-2-Hydroxysebazinsdure-dimethylester mittels
chiraler GC (Lipodex E )
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Hydroxysebazinsdure-dimethylester (Rt = 31.69) mittels chiraler GC (Lipodex E ®),
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In Abbildung 10 ist das Protonenresonanzspektrum ('H-NMR) der (9R,10S,135)-9,10,13-
Trihydroxy-11E-octadecensédure gezeigt. Die THOE wurde als Diastereomer synthetisiert und
als enantiomerenreine Verbindung durch Chromatographie gewonnen. In der Abb.11
dargestellt ist ebenfalls das zweidimensionale H-H korrelierte (H-H-COSY) NMR Spektrum,
das die exakte Wechselwirkung und damit Zuordnung der einzelnen Wasserstoff-Atome des
Molekiils ermdglicht. Die komplizierte Technik soll nicht weiter erldutert werden, jedoch
aufzeigen, mit welchen Methoden heute Strukturen exakt belegt werden miissen, um

eindeutige Zuordnungen treffen zu koénnen.

Die Analytik der Hydroxyséuren konnte in der kritischen Matrix der Wiirze (reduzierende
Zucker) etabliert werden. Dabei wurde, wie bereits angedeutet, ein Lipase — Lipoxygenase
— Peroxygenase — Epoxidhydrolase Pathway charakterisiert, der grole Mengen an
98,128,13S-Trihydroxy-10E-octadecensédure (THOE) wéhrend des Maischens bildet und in
der Wiirze freisetzt.

Neben diesen grundlegenden Neuerkenntnissen iiber die Bildung oxygenierter Fettsduren in
Wiirze konnten standardisierte chemisch-analytische Verfahren zur Unterscheidung von
freien Fettsduren, Triacylglyceriden und polaren (Phospho-) Lipiden etabliert werden.
Zusitzlich ist nunmehr die exakte Quantifizierung dieser Oxylipine mittels Isotopenstandards

und Gaschromatographie - Massenspektrometrie moglich.

-21 -



Abschlussbericht B74 - Prof. Tressl

,wO:

\/\/\../\\Mll__w\/\/\/\/\Q'c.w
ite

t

W
V)

4

INSTRUM
PROBHD
PULPROG

NUCLEUS

spect
5 mm TXI 13C

zg

32768
CDC13

32

0
6578.947
0.200774
2.4904180
16

76.000
95.00
300.0

1
2.00000000
13.50

500.1376802
18

pA
T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5
Bl \>
ol &
O |~
- e

0.060

1.887
-
4.945

3.000
1.644

9.517
4.849
3.904
20.275
6.129
9.284

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
usec
MHz

Abb. 10a: ("H-NMR) der 9R,10S,13S-Trihydroxy-11E-octadecensiure

-22 -



1.638

0.126

—_—
0.060

wdd

N

,ﬁ( W ~,

Abschlussbericht B74 - Prof. Tressl

—

S

3.000

-

1.644

a0°Z

s

9.517

—

4.849 o

,

3.%04

o

20.275

_

6.129

.

S

9.284

.

—

ve
HC=h'2

wdd -1~

Abb. 10b: (‘"H-NMR) der 9R,108,13STrihydroxy-11E-octadecensiure
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GA 31

CDC13 COSY

Current Data Parameters

NAME garbe
EXEXO 3
PROCNO 1
INSTRUM spect
PROBED 5 mm TXI 13C
PULPROG cosygs.2
™ 4096
SOLVENT cocl3
Ns 2
DS 13
SHH 3703.704 Bz
FIDRES 0.904225 Hz
AQ 0.5530100 sec
RG 128
DW 135.000 usec
DE 192.86 usec
TE 300.0 K
24 2000.00 usec
121 100
HL1 148
Dl 2.00000000 sec
Pl 13.50 usec
00 0,00000300 sec
D27 0.0000180 sec
D16 0.00050000 sec
20 13.50 usec
013 0.00000300 sec
SFO1 500.1373053 Mz
NUCLEUS 18
o 0.00027000 sec
F1 ~ Acquisition paraneters
DO 1
o] 512
srol 500.1381 Mz
FIDRES 7.233797 Bz
W 7.405 ppm
F2 - Processing parameters
S1 2048
SE 500.1354238 MHz
WOW SINE
$S8 0
18 0.00 H2
GB 0
BC 1.40
F1 - Processing parameters
s1 512
M2 QF
SE 500.1362678 Miz
WOW SINE
SSB 0
1B 0.00 Hz
GB 0
20 NMR plot parameters
cx2 20.00 cn
[=34
F2PLO
F2L0
T2PHI
F281
FlPLO
Flio
FIPEI
F1HE1
F2PRHQY 0.25618 ppn/cn
F2BIQ 129.12326 Hz/cm
FIPEMCH 0.25818 ppn/cn
FlH2CY 129.12326 Hz/em

Abb. 11: HH-COSY-NMR Spektrum der 9R,10S,13S-Trihydroxy-11FE-octadecenséure
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Polare Hydoxysiuren

Mono- (HODE), Di- (DHOE) und Trihydroxysduren (THOE): Einmaischen (20 °C) in
Wasser (W) bzw. in Methanol (M), Soxhlet Malz (polare Lipide).

Analyt Methode Vollmalz Soxhlet Malz
[ppm] [ppm]
9-HODE W 18 21
13-HODE W 8 12
9,10-DHOE 4 0 0
12,13-DHOE W 1 0
9,12,13-THOE 4 54 31
9,12,13-THOE M 2 2
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Darren

Griinmalz =» Darrmalz

Analyse der ,,Polaren Lipide* (PG), Abtrennung der freien Sduren und Triglyceride durch

Soxhlet Extraktion
Analyt Konzentration [ppm] Verianderung
Griinmalz Darrmalz (%)
(5)-13-HODE 29.9 30 + 0
(R)-13-HODE 14.1 20 +42
(5)-9-HODE 26.1 14.1 - 46
(R)-9-HODE 18.9 15.5 - 16
"1 HODEs 89 80 - 10
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Charakterisierung einer polaren oxygenierten Fraktion aus Malz

mittels ESI-MS

Die  Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie ~ (ESI-MS) ist ein ,weiches*
Ionisationsverfahren in Fliissigkeiten, die eine massenspektrometrische Analyse von nicht
fliichtigen Verbindungen wie Phospholipiden, Glycolipiden, aber auch von Peptiden und
Proteinen erlaubt. Der Vorteil dieses ,,weichen Ionisationsverfahrens® beruht auf der
Moglichkeit sowohl groe Molekiile (> 1000 Da) als auch thermolabile Verbindungen durch
,»schonende® lonisationsverfahren zu analysieren. Beim lonisationsprozess entstehen dabei
Molekiile unterschiedlicher Ladungszahl. Im Vergleich zur GC-MS erschweren
Kontaminationen, fehlende Datenbanken und die Problematik, keine Fragmentierungen von
Molekiil-Ionen zu erhalten die eindeutige Strukturzuordnung erheblich. Dies kann teilweise
durch MS-MS-Experimente und damit die Generierung von Tochter-lonen ausgeglichen
werden, was durch Modellexperimente mit ,,Linaloyl-palmitoyl-phoshatidyl-cholin® bestéatigt

werden konnte.

Polare Lipide werden in verschiedene Gruppen eingeteilt, wobei jede Gruppe zahlreiche
Einzelvertreter aufweist. Welche polare Vorstufe im Malz vorliegt ist nicht bekannt. Die
Phospholipide sind als Membranlipide weit verbreitet. Typische Phospholipide sind in Abb.
15 dargestellt. Neben den Phospholipiden bilden die Glykolipide die zweite grofle Klasse
polarer Lipide. Neben einfach aufgebauten Glykolipiden (Abb. 16), kdnnen an ein Lipid-
Molekiil bis zu 30 Monosaccharid-Einheiten gebunden sein. Weitere Vertreter der

Glykolipide sind die Cerebroside, die nur eine Monosaccharid-Einheit tragen (meist D-
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Glucose oder D-Galactose), die Sulfatide mit ihren Sulfat-veresterten Monosacchariden und
die Ganglioside, die mit (oft verzweigten) Oligosaccarid-Ketten behaftet sind.

Neben der Vielzahl moglicher oxygenierter polarer Lipide und deren leichter Protonierung bei
der ESI-MS, kann es auch zu Adduktbildung bei der LC-MS mit Na'/K'-Ionen kommen,

welche die Strukturzuordnung wegen verschobener Massen weiter erschweren.

Den Ausschnitt eines ESI-Massenspektrums (gemessen im ,,Positive Mode*) zeigt Abb. 13.
Bei der Masse m/z = 758/759 konnte es sich um ein Phosphatidylcholin (protoniert)
bestehend aus der polaren Kopfgruppe, Palmitinsdure und Linolsdure handeln. Das lon m/z =
775 deutet auf ein oxygeniertes Derivat des Phospatidylcholin (HODE statt Linolséure) hin.
Die Masse m/z = 808 ldsst sich mit einer an Phosphatidylcholin gebundenen THOE

erklaren.(Abb. 17).

Linolsdure tragt zu iiber 50% zum Fettsdure-Pool der Gerste bzw. des Darrmalzes bei, daher
konnte Phospatidylcholin auch mit zwei Linolsduren besetzt sein. Dieses Phospholipid wiirde

protoniert die Masse m/z = 783 liefern.

Die Betriebart ,,Negative Mode* bei der ESI-MS liefert nur negativ geladene Ionen und somit
weniger Massenpeaks, da die groBe Anzahl an protonierten Molekiilen nicht analysiert wird
(Abb. 14). Die Massenpeaks m/z = 884 bzw. m/z = 912 deuten auf Phosphatidylinosite hin,
jeweils besetzt mit einer THOE. Die zweite Fettsdure wére folglich Palmitin- bzw.

Stearinsdure (Abb. 18).

Die MS-MS-Experimente zur Erzeugung von Tochter-lonen verlangen ,,groBere*

Probenmengen. Dies bedarf einer weiteren Verfeinerung der préaparativen Methoden.
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LIBR: pgausmalz REG : 00:00.0 #9
Samp: wash Start : 10:45:57 40
Mode: UP
Oper: Inlet :
Base: 627.4 Inten : 283328 Masses: 0 > 900
Srch: purity Samp mass: all Libr wt: all
Libr: gp Defect: 0 @ 1, 300 @ 1000
Data: + /1>40

100 - 627

. Polare Lipide isoliert aus Darrmalz
BO
€79
I m__wm 743 mu_u
653 689 | 807
e ]
637 €95 713 738
60 667 — a .mq_d 788
704 729 762 814 84s 896
...«.....q 750 T3 mc&; _ B51 _
_ 795 858 879
4 | 872 | 890
40 1 \
20 A
: el L T - . A . WA A ]
650 700 750 BOO 850 900

Abb. 12: ESI-Massenspektrum eines Methanol-Extraktes aus entfettetem Darrmalz ohne Fraktionierung
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SPEC:
Samp:
Mode:
Oper:
Base:
Norm:
Peak:

80

60

_ E+ 05
1.31

£5dm5+b 11-AUG-03 Elapse: 00:09.5 1
NH40OAc CHC13 MeOH H20 Darrmalz F 5 seco Start 18:59:24 10
ESI +Q1MS LMR AVER UP PROF
Inlet
365.4 Inten : 2955443 Masses: 250 > 1000
758.8 RIC s 1088675 #peaks: 2
1000.00 rmmu
758.8
782.9
866.3
827.2 845.0 878 mmm.Jm
| 835.4 |gs50.3 895.9
T
fi i
B B e B e B A e S e Y S
850 900

Abb. 13: ESI-Massenspektrum (Positive Mode) von Malzlipiden nach Fraktionierung
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SPEC:
Samp:
Mode:
Oper:
Base:
Norm:
DPeak:

100

80

60

40

f5dm2 11~AUG-03 Elapse: 00:07.3 1
Puffer NH4OAc CHCl3 MeOH Fr 5 Darrm Start 17:28:56 1
ESI -Q1MS LMR AVER UP PROF
Inlet
649.8 Inten : 594483 Masses: 250 > 1000
649.9 RIC 73349 #peaks: 2
1000.00 mmu
649.9 _ E+ 05
5.94
855.6
me.m me.u
551.4 mwm.q
493.6 884.5
A |
785.1
|
722.7
,
T_ | _ 684.6 |773.9 831.9 936.8
|
e e — ]
600 800 1000

Abb. 14: ESI-Massenspektrum (Negative Mode) von Malzlipiden nach Fraktionierung

-31 -



Abschlussbericht B74 - Prof. Tressl

O
__ _ O I
3 _
Phosphatidsaure R= H
Phosphatidylcholine R= /\,LL
|
Phosphatidylethanolamine R= /\le
H
HQ OH
Phosphatidylinosite R = OH
HO OH

Abb. 15: Verschiedene Klassen von Phospholipiden
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Abb. 16: 1-Palmitoyl-2-linaloyl-3-B-D-glucosyl-glycerol
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)

0]
— = °Lobo |
MM( > \/\N+_
0 |

MW: 758 + H* = 759

OH )

0]
— @) Il
= 0—P—0 R
/\/\/_\/Y\/\/\/W 67 \/\T_

MW: 774 + H* =775

//\V/N\/f\v/\\/ﬁ\//\v/«\/ﬂ\O

OH

O
O Il
= 0—P—0 .
W( |07 \/\T_

OH OH @)

MW: 807+ H* =808

Abb. 17: 1-Palmitoyl-2-linaloyl-phosphatidyl-cholin und oxygenierte Derivate
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O
/\/\/\/\/\/\/\/[LO
OH HO OH
o i
= O—IT’—O OH
OH OH (0] o
HO OH
MW: 884
O
/\/\/\/\/\/\/ka
OH HO OH
o i
= 0-P—0 OH
OH OH 0] ol
HO OH
MW: 912

Abb. 18: 1-Palmitoyl-2-(9,12,13-trihydroxy-octade-10E-cenoyl)-phosphatidylinosite und 1-Stearoyl-2-(9,12,13-
trihydroxy-10E-octadecenoyl)-phosphatidylinosite
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OOH

Phospho-Lipase ?/

COOH

l (S)-9-Lipoxygenase

\/\/\:/\)\/\/\/\/COOH

e

(S)

.

(S)
(0]

Epoxid-Hydrolase

(9S,12S,13S)-THOE

COOH

Schema 1) Bildung isomerer THOE aus Lipiden
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\/\/E/\)\/\R

‘///////////// o \\\\\\\\\\\\\\
0O
NN N S\
9S5-Allenoxid

¢ o OH ’
\/\/V\)\/\R \/\/\=/<')\/\R \/\/E)\/O\/\/R
J |z | | o
OH OH OH OH OH
— R O R = R E e e e SV %
O =
9R-a-Ketol OH OH 14 .
threo/trans-1,4-Diol Divinylether
H+
l a + J l Protein
OH OH OH
— ~ R /\/\)YWR ungesittigte Carbonyle -=——
erythro-9,10-DHOE ~ OH OH .
threo/cis-1,4-Diol

V\A/MNAProt ein
Schema 2) Abbauwege von (5)-9-Hydroperoxy-10F,12Z-octadecadiensidure
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