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1 Einleitung 

Seit fast drei Jahrzehnten ist in norddeutschen Milchviehbetrieben ein vermehrtes 

Auftreten der sogenannten „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ zu beobachten. 

Dieser Krankheitskomplex ist gekennzeichnet durch sehr unspezifische, oft 

therapieresistente Symptome, die final den Tod betroffener Tiere bedingen können. 

Es sind vor allem erstkalbende Kühe 40 bis 100 Tage nach Laktationsbeginn 

betroffen („Faktorenerkrankung Milchviehherde“, EICKEN 2005a). 

Erkrankte Herden zeichnen sich in erster Linie dadurch aus, dass wenige Wochen 

vor Krankheitsbeginn eine Futterumstellung oder ein Chargenwechsel auf eine 

sensorisch unauffällige, grassilagebetonte Ration mit einem verminderten 

Reineiweißanteil am Rohprotein (RE/Rp < 50%; EICKEN 2005a) stattgefunden hat. 

Eine erneute Futterumstellung oder zusätzliche Sojazulagen können die Genesung 

dieser Herden begünstigen (EICKEN 2005b; EICKEN u. TIEDEMANN 2013), 

weshalb eine nutritive Genese sehr wahrscheinlich ist. 

 

Nach dem Ernteschnitt können intakte Graszellen unter der Verfügbarkeit von 

Sauerstoff und Wasser enzymatische Prozesse und Stoffwechselvorgänge in dem 

Schnittgut aufrechterhalten (MUCK et al. 2003). Hierbei bedingen Proteasen, die im 

Rahmen des Erntevorgangs aus ihren Kompartimenten freigesetzt werden, einen 

hydrolytischen Abbau von Zellbestandteilen (BOLLHÖNER 2013). Erst mit der 

Entstehung eines anaeroben Milieus tritt der Tod der Pflanzenzelle ein. Das Leben 

einer Pflanzenzelle endet somit nicht mit dem Ernteschnitt oder der Aufnahme durch 

das Tier beim Grasen. Proteolytische Aktivitäten können aber durch saure pH-Werte 

(≤ 4,2 bzw. 4) und einen schnellen Anwelkprozess begrenzt werden (s. GAST 2010). 

Ungünstige Witterungsverhältnisse nach dem Ernteschnitt (z.B. Feuchtigkeit) können 

jedoch das Eintreten des pflanzlichen Zelltods verzögern. Infolgedessen kann es zu 

einer vermehrten Freisetzung pflanzlicher Zellbestandteile (z.B. phenolische 

Verbindungen) kommen, die den beschriebenen Krankheitskomplex bedingen bzw. 

begünstigen könnten. Phenole sind in pflanzliche Zellwände eingebaut und können 

infolge der beschriebenen Abbauprozesse freigesetzt/umgebaut werden. Diesen 

sekundären Pflanzenstoffen werden mannigfaltige Eigenschaften zugesprochen, 

wobei ihre potenziellen Wirkungen in Rindern noch nicht abschließend geklärt sind.  
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Ziel dieser Dissertation ist es, die Auswirkungen der Verfütterung von Grassilagen 

mit einem verminderten Reineiweißgehalt am Rohprotein (RE/Rp < 50%, sog. 

Schadsilagen „S“) auf den Gehalt phenolischer Verbindungen mit und ohne Zulage 

von Sojaprotein bzw. Pepsin im ruminalen Verdauungstrakt in vitro zu bestimmen. 

Hierbei dienen Überstandsproben aus der „Rusitec“ (RUmen SImulation TECnique) 

zur in vitro-Simulation des bovinen Labmagens. 
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2 Schrifttum 

Für Milchkühe stehen als Grundfuttermittel meistens Grassilage, Maissilage, Heu 

und Gras zur Verfügung. Jedes dieser Grundfuttermittel wird im Rind zur Energie- 

und Nährstoffversorgung metabolisiert. Bereits vor der Futteraufnahme durch den 

Wiederkäuer können durch die unterschiedlichen Prozesse der Grundfuttermittel-

gewinnung Abläufe in den Futterpflanzen stattfinden, die zur vermehrten Bildung 

bestimmter pflanzlicher Stoffwechselprodukte führen könnten. 

Der Fokus wird vor allem auf den Prozess des programmierten Zelltodes von 

Pflanzenzellen und daraus resultierende Abbau-/Umbau-/Freisetzungsprozesse von 

pflanzlichen Zellwandbestandteilen unter der Wirkung äußerer Stressoren gelegt.  

Für die in der Einleitung beschriebene „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ ist die 

Verfütterung sensorisch einwandfreier Grassilagen, die jedoch einen reduzierten 

Reineiweißanteil aufweisen, charakteristisch. Hieraus ergibt sich die Hypothese, 

dass in besagten Grassilagen Abbau-/Umbau-/Freisetzungsprozesse länger als 

gewöhnlich ablaufen könnten.  

 

2.1 Aufbau der Zellwand von Süßgräsern (Poaceae) 

Die Zusammensetzung der Zellwand, die aus Mittellamelle, Primär- und 

Sekundärwand aufgebaut ist (NULTSCH 2001; WILSON 1993), verändert sich im 

Rahmen des natürlichen Entwicklungsprozesses der Pflanzenzelle und ist abhängig 

vom jeweiligen Zell-/Gewebetyp (DELMER u. STONE 1988; WILSON 1993). Die 

typischen Zellwandkomponenten sind dabei Zellulose, nicht-zellulolytische und 

pektische Polysaccharide, Proteine, phenolische Verbindungen und Wasser 

(HOUSTON et al. 2016; s. Abb. 2.1). Die Zellwandkomponenten Zellulose, 

Hemizellulose und Lignin (= Gerüstsubstanzen) werden in der WEENDER Analyse 

als Rohfaser zusammengefasst. Die Anteile der einzelnen Gerüstsubstanzen werden 

nach VAN SOEST bestimmt (KAMPHUES et al. 2014). Die Summe der 

Gerüstsubstanzen wird als NDF (= neutral detergent fiber) bezeichnet und als 

Rückstand nach dem Kochen in neutraler Detergentienlösung gewonnen. Unter dem 

Begriff ADF (= acid detergent fiber) werden Rückstände nach dem Kochen mit 

saurem Detergentium bezeichnete, diese enthalten vor allem Zellulose und Lignin. 
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Werden diese Rückstände nun mit 72%iger Schwefelsäure behandelt kann der 

Zelluloseanteil hydrolysiert werden. Der danach verbleibende Rückstand ist 

weitesgehend mit dem Ligningehalt identisch und wird als ADL (= acid detergent 

lignin) bezeichnet. Die einzelnen Bestimmungsverfahren zur Einteilung der 

verschiedenen Gerüstsubstanzen können bei KAMPHUES et al. (2014) nachgelesen 

werden. 

Während der ersten Entwicklungsphase einer Pflanze werden die Primärwand und 

die Mittellammelle (Region zwischen angrenzenden Pflanzenzellen, Ausgangspunkt 

für das Zellwachstum) angelegt. Diese ermöglichen ein Größenwachstum der 

Pflanzenzelle (NULTSCH 2001). Mit Ende des Wachstums- und Beginn des 

Reifungsprozesses der Pflanzenzelle, formt und verdickt sich die sekundäre 

Zellwand in Richtung des Zellzentrums (GRUBER 2009) und der Lignifizierungs-

prozess beginnt von der Mittellammelle und der primären Zellwand ausgehend hin 

zur Sekundärwand (BOERJAN et al. 2003; JUNG u. ALLEN 1995; JUNG 1997). Hier 

finden demnach die stärksten Lignifizierungen statt (GRUBER 2009; JUNG u. ALLEN 

1995). Dies könnte erklären, warum ruminale Mikroorganismen pflanzliche Zellen 

vom Lumen ausgehend degradieren und Mittellammelle/Primärwand niemals 

gänzlich verdaut werden (ENGELS 1989). Allerdings enthält die sekundäre Zellwand 

aufgrund ihres großen Anteils an der gesamten Zellwand den größten Ligninanteil 

(BOERJAN et al. 2003). Die einzelnen Lignineinheiten sind jedoch, je nach 

Zellwandregion, unterschiedlich stark miteinander verbunden (s. Kap. 2.1.2). 

Abbildung 2.1 stellt schematisch den Aufbau der primären und sekundären Zellwand 

in Gräsern dar. In Tabelle 2.1 werden zudem die einzelnen Zellwandregionen von 

Süßgräsern (sog. Typ-II-Zellwände) mit ihren Eigenschaften und ihren Bestandteilen 

aufgeführt. Je nach Pflanzenspezies und je nach Gewebetyp gibt es Unterschiede in 

den Gehalten und Verhältnissen der in Tabelle 2.1 aufgeführten Bestandteile 

(CARPITA et al. 2001). 
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Abb. 2.1:  Schematischer Aufbau der primären und sekundären Zellwand von Gräsern 

(modifiziert nach SARKAR et. al 2009) 
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Tab. 2.1: Aufbau der pflanzlichen Zellwand von Süßgräsern 

Zellwandregion Eigenschaften Zellwandbestand-

teil 

Zusammensetzung 

Mittellammelle/ 

Primäre 

Zellwand 

Wachstum der 

Pflanzenzellen zulassen 

(JUNG 1997). 

 

Flexibilität und Schutz der 

Zellen, Vermittlung von 

Zell-Zell-Interaktionen 

(HOUSTEN et al. 2016). 

 

Polysaccharide Pektin und Xyloglukan (in 

geringen Mengen), ß-Glukane 

und Glucuronoarabinoxylan  

(= GAX; Haupt-Matrixpolymer, 

mit Zellulosemikrofibrillen 

über Wasserstoffbrücken- 

bindungen verknüpft, 

relevantes Charakteristikum 

von Typ-II-Zellwänden) 

(CARPITA u. GIBEAUT 

1993). 

Lignin Gujacyl-Untereinheiten 

(Hauptbestandteil) und 

Syringyl-Untereinheiten, 

p-Hydroxyphenyl-

Untereinheiten (nur in der 

Mittellammelle) 

(JUNG u. ALLEN 1995). 

Phenolsäuren Ferulasäureester1 

und –ether3, in geringeren 

Mengen p-Coumarsäure-

ester1, 2 (JUNG u. ALLEN 

1995), Quervernetzungen mit 

Glucuronoarabinoxylan 

möglich4  

(CARPITA 1996; GRABBER 

et al. 2004). 

Sekundäre 

Zellwand 

Zellwandverdickung. 

 

Je nach Zelltyp 

spezifische Funktionen  

(LeGALL et al. 2015). 

Polysaccharide 

 

Hemizellulose (ß-Glukane, 

Heteroglukane, weniger 

Glucuronoarabinoxylan), mehr 

Zellulose, kein Pektin  

(JUNG u. ALLEN 1995). 

Lignin 

 

Syringyl-Untereinheiten 

(Hauptbestandteil) und 

Gujacyl-Untereinheiten  

(JUNG u. ALLEN 1995). 

Phenolsäuren p-Coumarsäureester1, 2 und  

-ether3, keine Ferulasäure5 

(JUNG u. ALLEN 1995). 

Ferulasäureester5 kommen 

auch in der Sekundärwand 

von Mais vor 

(JUNG 2003). 
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Erläuterung zur Tab. 2.1: 

1 Veresterung mit Arabinoxylan über die Arabinoseseitenkette. Veresterte Kaffeesäure ist in 

einigen Grasarten auch als Zellwandkomponente zu finden (CHERNEY et al. 1989). Es 

werden auch Sinapinsäureester, in Form von Dehydrodimeren und als Ferulate in den 

Zellwänden einiger Gräser (z. B. Reis) in Zusammenhang mit Quervernetzungen (s. Kap. 

2.1.2) gebracht (BUNZEL et al. 2003). 

2 Hauptsächlich verestert mit dem Zellwandlignin, kleinere Mengen auch über Arabinoxylan 

(s. 1) (WANG et al. 2013). 

3 Etherbindung zum Lignin. Die Verbindung zwischen Ferulasäureether und Lignin kann unter 

anaeroben Bedingungen nicht gelöst werden (RODRIGUES et al. 2007). 

4 Über die Quervernetzung der Phenolsäuren mit dem Glucuronoarabinoxylan ist eine 

Verfestigung der Matrix möglich (CARPITA 1996; GRABBER et al. 2004). 

5 Je nach Autor abweichende Meinungen zum Vorkommen von Ferulasäure in der 

Sekundärwand (s. JUNG 2003; JUNG u. ALLEN 1995). 

 

2.2 Der Lignifizierungsprozess und die Bedeutung der Phenolsäuren für 

die Gräser 

Ein Großteil der Süßgräser (Pocaceae) baut die beiden p-Hydroxyzimtsäuren Ferula- 

und p-Coumarsäure in ihre Zellwand ein (HATFIELD et al. 2017). Nähere 

Informationen zum Phenolsäuremetabolismus können der Arbeit von ÖZMEN (2014) 

entnommen werden. Die Phenolsäuren sind in der Lage, Komplexe mit 

Polysaccharidresten zu bilden (MORRISON 1974). Diese halten mikrobieller 

Degradation stand (GAILLARD u. RICHARDS 1975). HARTLEY (1972) konnte in 

seinen Untersuchungen mit Weidelgras festhalten, dass die Phenolsäuren vermehrt 

in gebundener Form an pflanzliche Kohlenhydrate vorliegen und seltener in ihrer 

freien Form vorkommen. Diese Komplexe können jedoch über Zellulasen freigesetzt 

werden (HARTLEY et al. 1976). Diese Aussage widerspricht somit der von 

GAILLARD u. RICHARDS (1975) postulierten Widerstandsfähigkeit genannter 

Komplexe gegenüber einer mikrobiellen Degradation.  

Zwischen den Phenolsäuren werden zudem Quervernetzungen ausgebildet. Es 

bilden sich Diferulate und in geringeren Maße Cyclodimere von p-Coumaraten 

(FORD u. HARTLEY 1990; FRY 1986; HATFIELD et al. 1999; QUIDEAU u. RALPH 

1997; RALPH et al. 1998). Beschriebene Quervernetzungen werden von den 
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Pflanzenzellen genutzt, um die Kohlenhydratfraktionen (strukturelle Polysaccharide), 

insbesondere die Xylane, an das Lignin zu binden (HATFIELD et al. 2017) und um 

Verbindungen zwischen den einzelnen Kohlenhydratpolymeren herzustellen (ISHII u. 

HIROI 1990; ISHII 1997). Der p-Coumarsäure-Gehalt dient hierbei als Indikator für 

den Grad der Lignifizierung, da ein Großteil der p-Coumarsäure eine Esterbindung 

zum Lignin eingeht (WANG et al. 2013). Anhand des p-Coumarsäure/Ferulasäure-

Verhältnisses, kann eine Aussage über den Gehalt lignifizierten Gewebes getroffen 

werden. Je größer dieses Verhältnis ist, desto schlechter ist die Abbaubarkeit des 

pflanzlichen Materials (CAO et al. 2015), auch da sich die abbauenden 

Mikroorganismen schlechter an das Pflanzenmaterial anheften können (AKIN u. 

BARTON 1983). Auch YU et al. (2005) beschreiben die Quervernetzungen als 

elementaren Faktor, der die Verdaulichkeit von pflanzlichen Zellwänden in 

Wiederkäuern erheblich einschränken kann. 

Aus dieser Information lässt sich jetzt schlussfolgern, dass die Sekundärwand mit 

ihrem hohen p-Coumarsäure-Anteil (s. Tab. 2.1) schlecht von Mikroorganismen 

degradiert werden kann. Diese Herleitung steht im Widerspruch zu den bisherigen 

Beschreibungen (s. Kap. 2.1), in denen die primäre Zellwand und Mittellammelle als 

am stärksten lignifiziert (GRUBER 2009; JUNG u. ALLEN 1995) und als am 

schwersten abbaubar (ENGELS 1989) beschrieben werden.  

Funktionell dient der Prozess der Lignifizierung zur mechanischen Festigung und 

Pathogenabwehr (BHUIYAN et al. 2009). Das Lignin ist ein phenolisches Polymer 

und die Bildung ist zellspezifisch. Durch diese Spezifität konnte bisher noch kein 

genereller Lignifizierungsprozess definiert werden (BARROS et al. 2015). Das 

Ligninpolymer bildet sich in dem Zwischenraum von Zellulose-Mikrofibrillen, u.a. über 

eine oxidative Verbindung freier Lignin-Monomere, die direkt in die pflanzliche 

Zellwand transportiert werden (BOERJAN et al. 2003). Ligninmonomere (sog. 

Monolignole) bestehen aus nicht-methoxylierten p-Coumarylalkohol, methoxylierten 

Coniferylalkohol bzw. dimethoxylierten Sinapylalkohol, die die H-(p-Hydroxyphenyl-), 

G-(Guaicyl-) bzw. S-(Syringyl-)Untereinheiten des Lignins bilden (s. Tab. 2.1). Das 

Lignin-Polymer bildet sich final durch Addition dieser Monomere an das sogenannte 

„Wachstumsende“ des Lignins (BOERJAN et al. 2003; DAVIN u. LEWIS 1992). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhuiyan%20NH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19649200
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Während ein Großteil der Lignin-Einheiten untereinander über labile β-O-4- und 

α-O-4-Ether miteinander verbunden sind, wird ein kleiner Anteil dieser Einheiten über 

C-C(β-5, β-β und 5-5)- und Biphenyl(4-O-5 und 5-O-4)-Ether-Bindungen unter-

einander verknüpft und dadurch gegenüber chemischer Degradation resistent. Die 

Etherbindungen können unter den anaeroben Bedingungen im Pansen nur schwer 

gespalten werden, während die Esterbindungen über Esterasen der ruminalen 

Bakterien abgebaut werden (JUNG u. ALLEN 1995; McSWEENEY et al.1993).  

Die chemisch resistenten Bindungen finden sich vornehmlich im guaiacylreichen 

Lignin von Mittellamelle und Primärwand, während das syringylreiche Lignin der 

Sekundärwand primär über β-O-4-Ether verknüpft ist (GRABBER et al. 2004). Dies 

könnte als weitere Erklärungsstütze für den, vom Lumen ausgehenden, mikrobiellen 

Abbau pflanzlicher Zellen genutzt werden (s. Kap. 2.1). Lignin kann von der Pflanze 

nach Bildung nicht mehr entfernt werden, weshalb die Ligninsynthese durch 

Regulationsmechanismen kontrolliert werden muss. Der Lignifizierungsprozess findet 

im Rahmen der Differenzierung unterschiedlicher Zelltypen statt, kann aber auch als 

eine Reaktion auf Umweltveränderungen ablaufen. Der richtige Zeitpunkt und die 

Lokalisation des Lignins sind wichtig für die Funktion der verschiedenen Zelltypen 

und die Adaptation der Pflanze an ihre jeweiligen Umweltbedingungen (BARROS et 

al. 2015). 

Das Lignin spielt somit sowohl im natürlichen Entwicklungsprozess als auch im 

Rahmen einer Stressantwort der Pflanze eine wichtige Rolle und ist das 

Schlüsselelement, welches die Verdaulichkeit einer Pflanze mitbestimmt (JUNG u. 

ALLEN 1995). Die Lignifizierung limitiert somit den Abbau pflanzlicher Zellwände 

durch Herbivore, wobei jedoch auch die Art der Quervernetzungen zwischen den 

Ligninuntereinheiten und den strukturellen Polysacchariden die Abbaubarkeit der 

Zellwände mitbeeinflussen (GRABBER et al. 2004) und Resistenzen gegenüber 

mikrobieller, enzymatischer (z. B. über Esterasen) Angriffe bedingen können (CAO et 

al. 2015). So führen beispielsweise die stärkeren Quervernetzungen in der 

Primärwand zu einer räumlichen Behinderung derartiger Enzyme (GRUBER 2009). 

Weitere Information zum mikrobiellen, enzymatischen Abbau pflanzlicher Zellwände 

können dem Kapitel 2.3.2 entnommen werden. 
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Für jeden Zelltypen gibt es Unterschiede in dem Zeitpunkt der Ligninsynthese, in der 

Abhängigkeit von bestimmten Enzymen bzw. der Verfügbarkeit von Substraten, in 

dem Vorkommen innerhalb der Zellwand, in der Monomerzusammensetzung und in 

der Unabhängigkeit des Lignifizierungsprozesses von den umgebenden Zellen 

(BARROS et al. 2015). Je nach Zelltyp werden im Rahmen des Lignifizierungs-

prozesses zellspezifische Gene und Enzyme aktiviert, die für diesen Prozess 

elementare Wichtigkeit haben (Näheres hierzu s. BARROS et al. 2015). 

Im Allgemeinen werden die Rohfaser- und somit auch die Ligningehalte in Grund-

futtermitteln für Wiederkäuer von der Schnittfrequenz beeinflusst. Laut KAMPHUES 

et al. (2014) ist bei einer Schnittfrequenz von unter vier Wochen mit einem 

Rohfaseranteil von unter 23% (in Bezug zur Trockensubstanz) zu rechnen. Bei einer 

Schnittfrequenz von mehr als sechs Wochen steigt der Rohfaseranteil auf über 28% 

an. Die Nutzungsintensität der Ernteflächen und damit das Alter der geernteten 

Pflanzen, bestimmen somit erheblich den Rohfaser- und somit den Ligninanteil im 

Grundfutter. 

 

2.2.1 Abiotische Stressoren und deren Einfluss auf pflanzliche Zellen 

Als Reaktion auf abiotische Stressoren erfolgt je nach Art des Stressors eine 

Zellwandverdickung oder ein Verlust der pflanzlichen Zellwand. Neben dem 

jeweiligen Stressor bestimmt auch die Pflanzenspezies, der Genotyp sowie das Alter 

der gestressten Pflanze ihre jeweilige Reaktion auf eine veränderte Umwelt. 

Zellwandverdickungen sind in der Regel kombiniert mit einer verstärkten Lignin-

biosynthese, indem bestimmte Gene bzw. Enzyme beeinflusst werden. Diese 

Veränderungen innerhalb der Pflanzenzelle sind als wichtiger Adaptations-

mechanismus anzusehen. Neben veränderter Lignifizierungen können über 

geänderte Genexpressionen auch die Gehalte von Zellulose, Hemizellulose und 

Pektin von der Pflanze variiert werden (LeGALL et al. 2015). 

Außer enzymatischer und genetischer Anpassungen können von der gestressten 

Pflanze auch Phytohormone (z.B. Abscisinsäure, „ABA“) als Stressreaktion ausge-

schüttet werden. Abscisinsäure ist vornehmlich in die Stressantwort auf abiotische 

Stressoren involviert und reguliert Wachstums- und Entwicklungsprozesse sowie 
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beispielhaft auch die Stomatabewegung (FUJITA et al. 2006). Nähere Informationen 

zur Freisetzung und Funktionsweise von Phytohormonen, insbesondere von ABA, 

können der Arbeit von FUJIATA et al. (2006) entnommen werden. 

Neben Enzymen und Genen spielen auch die Polyamine in diversen zellulären 

Prozessen während der Pflanzenentwicklung und als Reaktoren auf biotische und 

abiotische Stressoren eine wichtige Rolle (TAKAHASHI u. KAKEHI 2010). Das 

Tetraamin „Thermospermin” ist zum Beispiel bedeutend während der Xylem-

Formation, der Zellwandbildung und der Lignin-Biosynthese (CUI et al. 2010; GE et 

al. 2006; VERA-SIRERA et al. 2010). Pflanzliche Polyamine sind nicht nur im 

Zytoplasma zu finden, sondern liegen auch in den Vakuolen, Plastiden und 

Mitochondrien vor (KUMAR et al. 1997). Sie können an Hydroxyzimtsäuren, 

Proteine, Lignin oder Hemizellulose konjugiert sein (CREUSS et al. 1991). 

Nähere Informationen zu den Funktionen von Polyaminen in Pflanzen können den 

Arbeiten von EBHARDT (2018) und THOMSEN (2018) entnommen werden. Der 

Zusammenhang zwischen Polyaminen und Phenolen wird in Kapitel 2.2.2 dargelegt. 

 

Im Folgenden soll auf potenzielle Abläufe nach mechanischer Schädigung einer 

Pflanzenzelle eingegangen werden. WALLEY et al. (2007) untersuchten 

Veränderungen in der Genexpression von Arabidopsis-Blättern fünf Minuten nach 

einer mechanischen Schädigung. Es konnte festgestellt werden, dass nach dieser 

Schädigung 162 Gene verstärkt und 44 Gene vermindert exprimiert wurden. 

Ebenfalls wurde herausgefunden, dass fünf Minuten mechanischer Stress 

ausreichen, damit die Pflanze mit einer transkriptionellen Antwort auf den Stressor 

reagieren kann. In den Untersuchungen konnte zusätzlich eine zirkadiane Rhythmik 

bestimmter Gene aufgezeigt werden, die der Pflanze als generelle 

Abwehrmaßnahme gegen tägliche Umweltveränderungen zur Verfügung steht. Als 

weitere Änderung kommt es innerhalb von 20 Sekunden nach Schädigung 

pflanzlichen Gewebes zu einer Akkumulation von C6-Aldehyden, die ihr Maximum 

nach fünf Minuten erreichen. Der schnelle Anstieg dieser Verbindungen wird auf das 

Vorkommen von Aldehyd bildenden Enzymen (Lipasen) in intakten Zellen 

zurückgeführt (MATSUI et al. 2000).  
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In Rahmen von Stressreaktionen spielt auch der Prozess der Autophagie eine große 

Rolle. In Arabidopsis konnten mehr als 30 Gene identifiziert werden, die in den 

Autophagie-Prozess involviert sind (AVIN-WITTENBERG et al. 2012; HAN et al. 

2011). Autophagische Vorgänge dienen der Pflanze zum Recyceln und Mobilisieren 

von Nährstoffen (BASSHAM 2007; HAN et al. 2011; YOSHIMOTO 2012), zur 

Rückgewinnung zellulären Materials und sind als Vorläufer des Zelltods zu 

betrachten (BASSHAM 2007). So kann zum Beispiel Stickstoff aus den 

Chloroplastenproteinen wiedergewonnen werden. In C3-Pflanzen werden 80% des 

Blattproteins in Chloroplasten (v.a. in photosynthetischen Proteinen wie Rubisco1) 

gelagert und können durch Degradation im Rahmen der Autophagie mobilisiert 

werden (IZUMI et al. 2010).  

Es konnte aufgezeigt werden, dass abiotische Stressoren auf verschiedenen Ebenen 

Veränderungen innerhalb der Pflanzenzellen bedingen. Veränderungen finden 

hierbei auf enzymatischer, genetischer, phänotypischer und hormoneller Ebene statt 

und haben alle einen Anpassungsversuch der Pflanze auf neue Umweltsituationen 

zur Folge. Wie WALLEY et al. (2007) aufzeigen konnten, kann sich eine Adaptation 

bereits binnen weniger Minuten nach Einwirkung des Stressors etablieren. Eine 

weitere Form der Anpassung ist der Prozess der Autophagie zur Mobilisierung von 

Nährstoffreserven.  

 

2.2.2 Abiotische Stressoren und deren Einfluss auf die pflanzlichen 

Phenolsäuren 

PASQUALINI et al. (2003) untersuchten die Reaktionen von Tabakpflanzen auf 

Bestrahlung mit Ozon. Anhand ihrer Untersuchungen konnten sie einen dreifachen 

Anstieg im Gesamtphenolgehalt nach der Behandlung mit Ozon feststellen. Die 

Maximalgehalte wurden 10 h nach der Bestrahlung ermittelt. Wieso es zu einem so 

derartigen Anstieg im Gesamtphenolgehalt kam wird jedoch nicht weiter erläutert. 

Weiterhin untersuchten PASQUALINI et al. (2003) den Einfluss des Ozons auf die 

Hydroxyzimtsäurederivate „Chlorogen- und Kaffeesäure“ mit Hilfe einer Reversed-

Phase HPLC. Die genannten Phenolsäuren sind starke Antioxidantien und kommen 

 
1näheres zu Rubisco: s. GAST 2010; GÖRES 2016. 
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reichlich in Tabakpflanzen vor. Nach der Bestrahlung mit Ozon sanken die Gehalte 

dieser beiden Phenolsäuren signifikant ab (PASQUALINI et al. 2003). Diese 

Ergebnisse stimmten mit den Ergebnissen von KANOUN et al. (2001) überein, die 

ebenfalls Reduktionen im Gehalt von Hydroxyzimtsäurederivaten nach 

Ozonbehandlung von Bohnenblättern (Phaseolus vulgaris) detektierten. Diese 

Gehaltsminderungen phenolischer Verbindungen werden mit der Depletion der 

Phenole über Reaktionen mit ROS (reaktive Sauerstoffspezies) und die daraus 

resultierende Bildung konjugierter Polyamine begründet (PASQUALINI et al. 2003). 

VAN BUUREN et al. (2002) konnten ebenfalls in Tabakblättern freies und 

unlösliches, konjugiertes Putrescin nach Begasung mit Ozon feststellen und damit 

die Bildung konjugierter Polyamine nach Ozonbestrahlung bestätigen.  

Aus den genannten Untersuchungen lässt sich schlussfolgern, dass Phenolsäure- 

und Polyaminstoffwechsel eine enge Beziehung zueinander haben und beide in 

Zusammenhang mit Stressreaktionen von Pflanzen stehen.  

 

Eine Auswahl abiotischer Stressoren und ihr Einfluss auf den Gesamtphenolgehalt, 

Cholorgen- und Kaffeesäuregehalt, sowie auf die beiden Hauptphenolsäuren in 

Gräsern (p-Coumarsäure und Ferulasäure) ist in Tabelle 2.2 dargestellt. Anhand 

dieser Tabelle wird ersichtlich, dass sich auch die phenolischen Substanzen in 

Pflanzen unter bestimmten Umweltbedingungen in ihren Gehalten und 

Zusammensetzungen verändern können. 
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Tab. 2.2: Abiotische Stressoren und ihre Effekte auf Phenolsäuren 

Stressor Zeit [h] Veränderung Literatur 

Ozon, Radikale 10 Anstieg im Gesamtphenolgehalt 

(Bestimmung mit Folin-Ciocalteu-

Reagenz). 

 

Abfall im Chlorogen- und 

Kaffeesäuregehalt durch Reaktion mit 

ROS und Bildung  

konjugierter Polyamine.  

PASQUALINI et al. 

(2003) 

 

 

PASQUALINI et al. 

(2003); KANOUN 

et al. (2001);  

VAN BUUREN et 

al. (2002) 

Sichtbares Licht 120  

 

 

 

 

 

 

 

p-Coumarsäure-Kristalle: 

Alle Monomere in Dimere konvertiert. 

 

Ferulasäure-Kristalle: 

Unverändert. 

 

Ferulasäure (gelöst in Diethylether): 

2% der Monomere in Dimere konvertiert. 

FORD u. 

HARTLEY (1989) 

63/222 

 

Gemisch aus p-Coumarsäure und 

Ferulasäure (gelöst in Diethylether): 

3-7% (nach 63 h)/3-10% (nach 222 h) der 

Monomere in Dimere (p-Coumar-säure-p-

Coumarsäure, p-Coumarsäure-

Ferulasäure, Ferulasäure-Ferulasäure) 

konvertiert. 

UV-Strahlung  

(200-280 nm) 

17/63  p-Coumarsäure-Kristalle: 

34% (nach 17 h) bis 42% (nach 63 h) aller 

Monomere in Dimere konvertiert. 

 

Ferulasäure-Kristalle und Ferulasäure 

(gelöst): unverändert. 

FORD u. 

HARTLEY (1989) 

Natürlicher 

Vegetations-

prozess 

 Veränderung in der Zusammensetzung 

von p-Coumarsäure- und 

Ferluasäuregehalten. 

 

Im Vegetationsprozess: Anstieg im 

p-Coumarsäuregehalt. 

 

Veränderungen im Anteil der einzelnen 

Ligninuntereinheiten 

(Coniferyl-, Syringyl-, p-Hydroxy-

phenylalkohol). 

GRUBER (2009) 

 

 

 

RODRIGUES et al. 

(2007) 

 

Wasserdefizit  Erhöhter Gehalt zellwandgebundener 

Phenolsäuren in Wintertriticale. 

HURA et al. (2013) 
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2.3 Pflanzenzellen und der Wiederkäuer  

Bei der Futteraufnahme durch ein grasendes Tier kommt es im Rahmen des 

Kauvorgangs zu einem Verlust der Kompartimentierung und infolgedessen zu einer 

Freisetzung von zuvor in verschiedenen Pflanzenorganellen gespeicherten 

Bestandteilen (BOUDON u. PEYRAUD 2001). Ein Großteil der während des Grasens 

aufgenommenen Pflanzenzellen erreicht intakt den Pansen (KINGSTON-SMITH et 

al. 2003b). Diese intakten Pflanzenzellen können hier aktiv auf biotische und 

abiotische Faktoren des Pansens (Dunkelheit, Temperaturerhöhung, 

Sauerstoffmangel, Einfluss ruminaler Mikroorganismen) reagieren (KINGSTON-

SMITH u. THEODUROU 2000). Die lebenden Zellen antworten auf derartige 

Stressoren mit DNA-Fragmentierungen, Proteolyse, Zelltod (BEHA et al. 2002; 

KINGSTON-SMITH et al. 2003a, 2005; PICHARD et al. 2006; ZHU et al. 1999), 

veränderter ATP-Bildung (KINGSTON-SMITH et al. 2008) und hormonbedingten 

Veränderungen in der Expression von Abwehrgenen (KINGSTON-SMITH et al. 

2012). Die potenziellen Wirkungen verschiedenster Stressoren auf lebende 

Pflanzenzellen werden in Tabelle 2.3 dargelegt.  



Schrifttum 

16 
 

Tab. 2.3:  Wirkung abiotischer und biotischer Stressoren auf Pflanzenzellen 

Stressor Veränderung Literatur 

Hitze (im Pansen: ca. 39°C) - Genexpression (Up-/ Downregulation). 

 

- Proteinveränderungen/Proteinverluste. 

 

 

- Symptome eines programmierten Zelltodes 

(s.a. Kap. 2.4): 

o Aktivierung Caspase-ähnlicher 

Proteasen (= vacuolar processing 

enyzmes). 

o DNA-Fragmentierung, Proteolyse von 

Rubisco, enzymatisch bedingte DNA-

Strangbrüche. 

o De-novo-Synthese von Hitzestress-

Proteinen, die über Hitzestress-

Faktoren reguliert werden. 

KINGSTON-SMITH et al. (2012) 

 

BEHA et al. (2002); ROKKA et al. (2001); 

TANG et al. (2007); VANI et al. (2001) 

 

 

 

COFFEEN u. WOLPERT (2004); TIAN et al. 

(2000) 

 

KINGSTON-SMITH et al. (2003a); 

KINGSTON-SMITH et al. (2008)  

 

KOTAK et al. (2007) 

Hypoxie - reduzierte Energiebildung, Sauerstoff als 

limitierender Faktor für Pflanzenwachstum. 

- fermentative ATP-Bildung, anstelle 

respiratorischer. 

- Membranschäden von Mitochondrien. 

KINGSTON-SMITH et al. (2008) 

 

IGAMBERDIEV et al. (2005) 

 

VARTAPETIAN et al. (2003) 

Anoxie - Insuffiziente ATP-Bildung  

(2 Mol ATP bei der fermentativen Bildung, 32 

Mol ATP bei der oxidativen Phosphorylierung). 

- Anreicherung von Fermentationsprodukten 

(Ethanol, Acetaldehyd). 

- Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. 

- Final: Zelltod. 

VARTAPETIAN u. JACKSON (1997) 

 

 

PFISTER-SIEBER u. BRAENDLE (1994); 

VARTAPETIAN u. JACKSON (1997) 

PFISTER-SIEBER u. BRAENDLE (1994); 

VARTAPETIAN u. JACKSON (1997) 
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Tab. 2.3 Fortsetzung 

In vitro-Simulation Pansen 

 

- ATP-Gehalt reduziert, Ethanol-Gehalt erhöht = 

reduzierte Energieverfügbarkeit. 

- Membranveränderungen von Mitochondrien u. 

Chloroplasten (Chloroplasten bleiben bis zu 8 

h intakt). 

- Proteolyse, Rubisco-Abbau. 

- Initiale Phase der Proteolyse wird durch 

pflanzliche Proteasen1 (Lokalisation: 

Vakuolen, Zytosol, Chloroplasten) gesteuert, 

Proteasengehalt nimmt unter Stress u. im 

Rahmen der Alterung zu. 

- Wirkungsdauer der Proteasen1 ist zeitlich 

limitiert. 

- Einfluss ruminaler Mikroorganismen auf den 

Proteinabbau ist fraglich. 

KINGSTON-SMITH et al. (2008) 

 

BEHA et al. (2002); KINGSTON-SMITH et al. 

(2003a) 

 

ZHU et al. (1999) 

BEHA et al. (2002); THEODROU et al. (1996; 

2007); ZHU et al. (1999) 

 

 

 

THEODOROU et al. (2007) 

 

KINGSTON-SMITH et al. (2005); ZHU et al. 

(1999) 

 

Erläuterungen zur Tab. 2.3: 

1Die Bedeutung der Proteasen für die Pflanze: 

- Abbau geschädigter/fehlgebildeter Proteine (ZHU et al. 1999). 

- Remobilisierung/Konservierung von Stickstoff (DISTEFANO et al. 1997). 

- Kompartimentierung erlaubt Koexistenz von Proteinen und Proteasen. 
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2.3.1 Seneszenzprozesse im Pansen 

Pflanzenzellen unterliegen unter natürlichen Bedingungen einem Seneszenzprozess, 

der final im Zelltod betroffener Zellen enden kann (THEODOROU et al. 2007) und die 

Neusynthese von Proteasen miteinschließt (CALLIS 1995). Diese Form des 

Zelltodes ist entwicklungsbedingt, energieabhängig und programmiert 

(BUCHANNAN-WOLLASTON et al. 2005; THOMAS u. STODDART et al. 1980).  

Unter veränderten Umweltbedingungen können ebenfalls Seneszenzprozesse und 

Proteinmobilisierungen durch gesteigerte Aktivität von Proteasen ablaufen (MORRIS 

et al. 1996) und auch im Pansen finden proteinabbauende Prozesse statt  

(s. Tab. 2.3). Der Proteingehalt bestimmt die Überlebensfähigkeit pflanzlicher Zellen 

(BEHA et al. 2002).  

Unter natürlichen Bedingungen hält der Proteolyseprozess und somit der Prozess 

der Seneszenz über Tage an (MORRIS et al. 1996), während es im Pansen binnen 

weniger Stunden zu einem massiven Proteinabbau auf bis zu 25% des 

ursprünglichen Proteingehaltes kommt. Dies dient als Indikator für den massiven 

Stress der Pflanzenzellen im Pansen (THEODOROU et al. 2007). Die Bedingungen 

im Pansen schädigen die Pflanzenzellen bereits vor bzw. während einer mikrobiellen 

Besiedlung und führen so zu einer Freisetzung kleinerer Moleküle (z.B. Zucker, 

Oligosaccharide) und einer Aktivierung vakuolärer Proteasen (KINGSTON-SMITH et 

al. 2003b). Es kommt demnach bereits vor einer mikrobiellen Besiedlung zu einem 

Proteinabbau durch aktivierte, pflanzliche Proteasen (KINGSTON-SMITH u. 

THEODOROU 2000; THEODOROU et al. 1996; ZHU et al. 1999). Auch Versuche 

von KINGSTON-SMITH et al. (2003a) konnten aufzeigen, dass der initiale Schritt der 

Proteolyse demnach nicht durch ruminale Mikroorganismen ausgelöst wird, sondern 

als eine Stressreaktion der Pflanze auf die im Pansen vorherrschenden Bedingungen 

angesehen werden muss. Gelangt eine intakte Pflanzenzelle nun also in das Milieu 

eines Pansen, erfährt sie die Wirkung diverser Stressoren (anaerobes Milieu, 39°C, 

Vorkommen von Mikroorganismen, pH-Wert-Schwankungen, Dunkelheit) und 

reagiert auf diese aktiv mit einer Reihe von genetischen, hormonellen und 

enzymatischen Veränderungen bis zum vollständigen Erlöschen ihrer 

Stoffwechselfähigkeit und dem Eintreten des Zelltodes. Der Prozess der Seneszenz 
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läuft unter ruminalen Bedingungen deutlich schneller ab als unter den natürlichen 

Alterungsbedingungen. 

 

2.3.2 Abbau pflanzlicher Zellwände im Pansen: mikrobielle und 

enzymatische Einflüsse 

Das ruminale Mikrobiom bestimmt das Wohlbefinden und die Produktivität von 

Wiederkäuern (JAMI u. MIZRAHI 2012). Neben diätetischen und geographischen 

Einflüssen auf dessen Zusammensetzung gehen von jedem Rind auch individuelle 

Einflüsse auf das Mikrobiom aus. WELKIE et al. (2010) konnten Variabilitäten bei 

Rindern mit gleicher Haltung und Fütterung feststellen und so tierindividuelle 

Einflüsse auf das Mikrobiom bestätigen. Je nach abbauendem Substrat werden die 

Mikroorganismen in verschiedene Spezies (fibrolytisch, amylolytisch, proteolytisch 

und saccharolytisch) eingeteilt (DEUSCH et al. 2017). 

Aus der faserabbauenden Spezies kommen als Haupt-Zellulolyten Fibrobacter 

succinogenes, Ruminococcus albus und Ruminococcus flavefaciens in 

wiederkauenden Tieren vor (FORSBERG et al. 1997). Diese zeichnen sich durch 

ihre Fähigkeit zur Adhärenz aus (WEIMER 1996) und können bis zu 70% dieser 

Mikroorganismenspezies ausmachen. Der Faserabbau ist ein anaerober Prozess 

(MACKIE 1997), der Polysaccharide hydrolysiert und fermentiert. Als 

Fermentationsprodukte entstehen flüchtige Fettsäuren, die vom Rind metabolisch 

genutzt werden.  

Neben Bakterien sind auch einige Protozoen der Genera Diplodinium und 

Eudiplodinium in der Lage, zellulolytische Pflanzenbestandteile zu degradieren 

(ORPIN 1988). Der Zelluloseabbau findet bei diesen Mikroorganismen allerdings 

über Phagozytose statt (COLEMAN 1992) und unterscheidet sich daher vom 

bakteriellen Abbau, für den die Adhärenz an das pflanzliche Gewebe relevant ist. Die 

Adhärenz wird hierbei gefördert durch das sogenannte Zellulosom, einem 

Multienzymkomplex. Hierbei handelt es sich um eine extrazelluläre Struktur, die 

wichtig ist, um kristalline Zellulose und pflanzliche Polysaccharide zu degradieren 

(SCHWARZ 2001). Weitere Informationen zum Verdau pflanzlichen Gewebes durch 

Mikroorganismen können der Dissertation von KRAUSE (2002) entnommen werden. 
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Neben Bakterien und Protozoen kommen im Pansen auch anaerobe Pilze vor, deren 

Rolle aber bisher noch nicht gänzlich geklärt ist (HESPELL et al. 1997). Es wird 

jedoch davon ausgegangen, dass diese Pilze pflanzliches Gewebe besiedeln und 

lignifiziertes Gewebe, das noch nicht durch andere Mikroorganismen abgebaut 

wurde, abbauen können (LOWE et al. 1987). Die Wachstums- und Abbauraten von 

Pilzen sind dabei deutlich langsamer als die von Bakterien (KRAUSE et al. 2003), 

während ihr degradierbares Substratspektrum größer ist (TRINCI et al. 1994). 

BORNEMAN und AKIN (1990) beschreiben außerdem hohe Konzentrationen von 

Feruloyl- und p-Coumarsäureesterasen in den anaeroben Pilzen des Pansens. Diese 

können im Vergleich zu den ruminalen Bakterien bis zu 10-fach höhere 

Enzymkonzentrationen aufweisen und damit die Mikroorganismen, die für die 

Biodegradation von Phenolsäuren und quervernetzten Arabinoxylanen verantwortlich 

sind, unterstützen (BORNEMAN et al. 1992), indem sie die Polysaccharide der 

Zellwände für die Degradation zugänglich machen (VAREL et al. 1993).  

Einige Enzyme mikrobiellen Ursprungs und deren Funktionen im Faserabbau sind 

der Tabelle 2.4 zu entnehmen. Die meisten Enzyme, die am Abbau von Zellulose 

und Hemizellulose beteiligt sind, gehören zu der Enzymklasse der Glukosidasen. 

Solche Enzyme spalten die glykosidische Bindungen zwischen den Kohlenhydraten 

oder zwischen einem Kohlenhydrat- und einem Nicht-Kohlenhydrat-Molekül 

hydrolytisch (HENRISSAT u. BAIROCH 1993). Näheres zum Zelluloseabbau im 

Pansen kann der Dissertation von LUMPP (2011) entnommen werden.  
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Tab. 2.4: Für den Zellwandabbau im Pansen relevante Enzyme  

Enzym EC-Nummer1 

 

Funktion Literatur Beispiele für 

Mikroorganismen 

Zellulase-Enzymsystem 

(Hauptkomponenten):  

Endo-ß-Glukanase 

Exo-ß-Glukanase 

ß-Glukosidase  

 

 

EC 3.2.1.4 

EC 3.2.1.91 

EC 3.2.1.21 

Schrittweiser Zelluloseabbau mit finaler 

Bildung von Glukose. 

KRAUSE et al. (2003) Ruminococcus albus F40 

(BRENDA1) 

Fibrobacter succinogenes 

(KRAUSE et al. 2003) 

Prevotella albensis 

(KRAUSE et al. 2003) 

Xylanase EC 3.2.1.8 Freisetzung von Xylose und Xylobiose. 

 

 

Hydrolyse der 1,4-ß-Xylopyranosyl-

Verbindung des Xylans. 

FAULDS u.  

WILLIAMSON (1995) 

 

KRAUSE et al. (2003) 

Neocallimastix frontalis 

(KRAUSE et al. 2003) 

Neocallimastix patriciarum 

(KRAUSE et al. 2003) 

Eubacterium ruminantium 

(KRAUSE et al. 2003) 

Prevotella ruminicola2 

(KRAUSE et al. 2003) 

ß-Xylosidase EC 3.2.1.37 Hydrolyse der Xylo-Oligosaccharid-

Verbindung. 

KRAUSE et al. (2003) Butyrivibrio fibrisolvens 

(KRAUSE et al. 2003) 

Prevotella ruminicola2 

(KRAUSE et al. 2003) 

Esterase EC 3.1.1.1 Hydrolyse der Esterbindung zwischen 

Phenolsäure und Zucker 

(Hemicellulose), somit Freisetzung von 

Ferulasäure und Zucker. 

 

Synergismus mit Xylanasen und 

Pectinasen. 

 

Feruloyl- und p-Coumarsäureesterasen 

in anaeroben Pilzen des Pansens.  

MATHEW u. 

ABRAHAM (2004) 

YU et al. (2005) 

 

 

MATHEW u. 

ABRAHAM (2004) 

 

BORNEMAN u. AKIN 

(1990) 

Ruminococcus albus 

(KRAUSE et al. 2003) 

Fibrobacter succinogenes 

(KRAUSE et al. 2003) 

Orpinomyces sp. 

(KRAUSE et al. 2003) 
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Tab. 2.4 Fortsetzung 

α-Amylase EC 3.2.1.1 Hydrolyse von Stärke. RUMBAK et al. (1991) Butyrivibrio fibrisolvens 

H17c (KRAUSE et al. 

2003) 

Streptococcus bovis 

(McALLISTER et al. 1990) 

Mannase EC. 3.2.1.78 Hydrolyse von Mannose. KRAUSE et al. (2003) Piromyces sp.  

(KRAUSE et al. 2003) 

Prevotella ruminicola2 

(KRAUSE et al. 2003) 

 

Erläuterung zur Tab. 2.4: 

1Als Datengrundlage wurde BRENDA, BRaunschweig ENzyme Database herangezogen; URL: www.brenda-enzymes.org (18.10.2018). 

2Näheres zu Prevotella ruminocola kann der Dissertation von ILLE (2017) entnommen werden. 

  

http://www.brenda-enzymes.org/
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Versuche von CAO et al. (2015) konnten aufzeigen, dass die Ferulasäure-Esterase 

eine größere Aktivität besitzt als die p-Coumarsäure-Esterase. Da sich mehr 

p-Coumarsäure in der Sekundärwand befindet, kann diese schlechter abgebaut 

werden (s. Tab. 2.1, Kap. 2.1.). Diese Aussage steht im Gegensatz zu den Aussagen 

von ENGELS (1989), GRUBER (2009), JUNG und ALLEN (1995), in denen die 

Primärwand und Mittellammelle als am schlechtesten abbaubar klassifiziert werden. 

Freie Ferula- und p-Coumarsäure können von den Mikroorganismen metabolisiert 

werden, wobei toxische Effekte auf zellulolytische Bakterien (z.B.: Ruminococcus 

albus, Ruminococcus flavefaciens und Bacteroides succinogenes) beschrieben sind 

(CHESSON et al. 1982). Auch AKIN (1982) beschreibt toxische Effekte der 

p-Coumarsäure auf einige Pansenbakterien und entodinomorphe Protozoen. Somit 

wurden inhibitorische Effekte dieser Phenolsäure auf das Wachstum ruminaler 

Bakterien und Protozoen, sowie auf die in vitro Zellwanddegradation ermittelt (AKIN 

1982).  

Aus Versuchen von FAULDS und WILLIAMSON (1995) wurde ersichtlich, dass es 

einen Synergismus zwischen den Xylanasen und den Esterasen gibt. Die Esterasen 

konnten Ferulasäure in diesen Versuchen mit einem Freisetzungsgrad von 4% aus 

ihren Verbindungen lösen. War Xylanase anwesend, wurde nach fünf Stunden 

Inkubationszeit ein Freisetzungsgrad von 95% erreicht. Die Xylanasen allein konnten 

jedoch keine Ferulasäure-Freisetzung bedingen. 

YU et al. (2002) beschrieben ebenfalls einen Synergismus zwischen den Esterasen 

und den Xylanasen. Die Esterasen allein waren in diesem Fall für eine Ferulasäure-

freisetzung von 1,4% verantwortlich. Im Synergismus mit Xylanasen konnte ein 

Freisetzungsgrad von 69% erreicht werden.  

BORNEMAN et al. (1990) konnten in ihren Versuchen außerdem feststellen, dass 

der Zusatz von ß-Xylosidasen große Ferula- und p-Coumarsäure-Freisetzungsgrade 

aus der Zellwand nach sich zogen. Die ß-Xylosidasen verstärkten damit die Aktivität 

der Esterasen. RALET et al. (1994) beschreiben gesteigerte mikrobielle und 

enzymatische Aktivitäten in der Degradation pflanzlicher Zellwandpolysaccharide 

infolge eines Anstieges freier Ferulasäure.  
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Die Diversität und Aktivität des Mikrobioms sind primär durch die Fütterung 

beeinflussbar (HENDERSON et al. 2015; LEY et al. 2008). 

In Untersuchungen von DEUSCH et al. (2017) wurden die Effekte von Heu, 

Grassilage und Maissilage auf das Mikrobiom von drei fistulierten Jerseys fünf 

Stunden nach Futteraufnahme in einer sogenannten „shotgun-metaproteomics“-

Studie analysiert. Generell wurde hierbei festgestellt, dass sich die 

Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft signifikant über diätetische 

Faktoren verändert (s. Tab. 2.5), ebenso unterscheidet sich die Gemeinschaft je 

nach gewonnener Probenfraktion. Im Pansen sorgen höhere Gehalte an Nicht-Faser-

Kohlenhydraten (Stärke, Zucker), wie sie z.B. in Maissilage betonter Fütterung 

vorkommen, für einen Anstieg der OTU‘s2 (operiational taxonomic units) innerhalb 

der Mitglieder von Proteobacteria phylum und der Familie der Succinivirionaceae 

(BRYANT 2015; HESPELL 1992). In Versuchen von DEUSCH et al. (2017) konnte 

kein signifikanter Effekt des Wirtstieres auf die inhärente Bakteriengemeinschaft 

ermittelt werden. Dies widerspricht den Ergebnissen von WELKIE et al. (2010), die 

tierindividuellen Einflüsse auf das Mikrobiom beschrieben haben (s.a. erster 

Abschnitt Kap. 2.3.2). Weitere fütterungsbedingte Veränderungen im Mikrobiom 

können der Tabelle 2.5 entnommen werden. 

  

 
2Werden verwendet, um Bakterien anhand von Sequenz-Ähnlichkeiten zu kategorisieren. OTU’s sind 
Cluster von ähnlichen Sequenzvarianten der 16S rDNA-Gensequenz. Jedes dieser Cluster 
repräsentiert eine taxonomische Einheit einer Bakterienspezies oder eines Bakteriengenus anhand 
von Sequenzähnlichkeiten. Typischerweise wird ein OTÚ-Cluster definiert als eine 97%ige 
Übereinstimmung in der 16S Gensequenz und zur Charakterisierung von Bakterien auf dem 
Genuslevel genutzt. Zur Speziesklassifizierung muss eine 98%ige oder 99%ige Übereinstimmung 
vorliegen. (http://www.metagenomics.wiki/pdf/definition/operational-taxonomic-unit-otu) 
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Tab. 2.5: Fütterungsbedingte Veränderungen im Mikrobiom 

Fütterung Veränderungen im Mikrobiom, vorkommende 

Mikroorganismen 

Funktion Literatur 

Maissilage  

(Stärke- und Zucker-

reich) 

Anstieg von:  

Proteobacteria phylum und Succinivirionaceae. 

Succinivirionaceae: 

➢ Succinimonas amylolytica 

 

➢ Ruminobacter amylophilus. 

 

Acidaminococcaceae. 

 

Glykosyltransferasen und Esterasen. 

 

Reduktion von:  

Bifidobakterien. 

 

Bildung von Succinat. 

 

Bildung von Succinylsäure, 

Essigsäure, Propionsäure. 

Bildung von Ameisensäure, 

Essigsäure, Succinylsäure. 

Fermentation von Succinat und 

somit Produktion von Propionat. 

 

DEUSCH et al. (2017) 

 

HAMLIN u. HUNGATE (1956) 

 

BRYANT et al. (1958) 

 

DEUSCH et al. (2017) 

 

DEUSCH et al. (2017) 

 

 

DEUSCH et al. (2017) 

Heu (Faserreich) Anstieg von: 

Erysipelotrichaceae. 

 

Megaesphera Spezies. 

 

Bifidobakterien. 

 

Fermentation diverser Zucker 

mit Produktion von Laktat. 

Bildung von Butyrat aus dem 

Laktat. 

 

 

DEUSCH et al. (2017) 

 

KAMKE et al. (2016) 

 

DEUSCH et al. (2017) 

Grassilage (Faser-

reich) 

Reduktion von: 

Selenomonadaceae (v. a. saccharolytische und 

lipolytische Spezies), einschließlich Proteinen, die in 

der Propionatbildung involviert sind. 

 

Butyrivibrio Proteine. 

 

Anstieg von: 

Bifidobakterien. 

 

Fermentation von diversen, 

auch von anderen Mikro-

organismen synthetisierten, 

Substraten. 

 

BRYANT (1959); COTTA 

(1990); RASMUSSEN (1993) 

 

 

DEUSCH et al. (2017) 

 

 

DEUSCH et al. (2017) 
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2.4 Pflanzlicher Zelltod auf dem Feld: Autophagie, Seneszenz und 

programmierter Zelltod 

Die Tatsache, dass Milchviehherden durch die Aufnahme von sensorisch 

einwandfreien, im Reineiweißgehalt reduzierten Grassilagen an der „Faktoren-

erkrankung Milchviehherde“ (s. Kap. 1 u. 2) erkranken können, lässt die Frage nach 

der genauen Ursache für diesen Krankheitskomplex aufkommen. Es besteht der 

Verdacht, dass die krankheitsbedingenden bzw. krankheitsbegünstigenden Faktoren 

von der Pflanze selbst im Rahmen eines verlängerten Zelltodprozesses auf dem Feld 

produziert werden. Der reduzierte Reineiweißgehalt durch vermehrte Proteolyse 

könnte dabei eine Indikatorfunktion im Gesamtgeschehen einnehmen. 

Um diesen Verdacht besser einschätzen zu können, befasst sich das nächste Kapitel 

mit autophagischen Prozessen, der natürlichen Alterung und dem programmierten 

Zelltod in Pflanzen und den Ähnlichkeiten bzw. den potenziellen Unterschieden 

zwischen diesen Prozessen.  

 

Autophagie/ Autolyse 

Die Autophagie ist während der Pflanzenentwicklung, im Rahmen von Umweltstress, 

fehlenden Nährstoffverfügbarkeiten, Seneszenz (HAYWARD et al. 2009; HOFIUS et 

al. 2011), Pathogeneinfluss, Trockenheit und oxidativen Stress von Bedeutung 

(HOFIUS et al. 2011). Es können durch diesen Prozess zelluläre Strukturen entfernt 

werden, die nicht notwendig und damit überflüssig sind (HOFIUS et al. 2011). Nach 

der Autolyse verbleibt die Zellwand gewöhnlich als leere Hülle oder wird in einigen 

Fällen partiell oder total hydrolysiert (BOLLHÖNER 2013). 

Als Funktion autophagischer Prozesse wird somit zelluläres Gewebe remodelliert, es 

kommt zu einem Protein-Turnover, die zelluläre Homöostase bleibt erhalten, erhöhter 

Stress wird ausgeglichen und/ oder es findet Zelltod statt (HOFIUS et al. 2011). 

Autophagischer Selbstverdau in sogenannten lytischen Vakuolen, die funktionell den 

tierischen Lysosomen ähneln (BASSHAM et al. 2006), und damit einhergehende 

Recyclingprozesse können demnach als Überlebensmechanismus für die Pflanze 

fungieren. Außerdem ist eine Mediatorfunktion im Rahmen des programmierten 

Zelltodes (PCD, programmed cell death) beschrieben, bzw. kann die Autophagie 
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auch als Mechanismus des PCD angesehen werden (KOURTIS et al. 2009). So 

findet beispielsweise während der finalen Phase des entwicklungsbedingten PCD 

(s. Tab. 2.7) eine massive Autophagie (sog. „Mega-Autophagie“, s. Tab. 2.6) statt 

(VAN DOORN u. PAPINI 2013).  

Die Autophagie kann den pflanzlichen Zelltod, der unter anderem aus einer 

pflanzlichen, hyperreaktiven Immunantwort (s. Tab. 2.7) resultieren kann, allerdings 

auch begrenzen. Es sind somit protektive als auch destruktive Wirkungen 

autophagischer Prozesse möglich (SEAY et al. 2006). In Versuchen mit Arabidopsis 

von LIU und BASSHAM (2012) spiegelten sich „Knockout“- Mutationen innerhalb der 

Autophagie-Gene in einer früheren Blatt-Seneszenz, einer Form des 

entwicklungsbedingten PCD, wider. Daraus wurde geschlussfolgert, dass Autophagie 

keinen beschleunigten programmierten Zelltod bedeuten muss, sondern vor diesem 

schützen kann. Dennoch ist die Autolyse bzw. Autophagie für den PCD auch 

erforderlich (VAN DOORN u. PAIPINI 2013). 

Die Bedeutung der Autophagie im Rahmen der „angeborenen“ Immunität ist in 

Pflanzenzellen bisher nicht so detailliert beschrieben wie in Säugetierzellen. Es gibt 

in Pflanzen, je nach angreifendem Pathogen, verschiedene Abwehrstrategien 

(JONES u. DANGLE 2006). Dazu zählt zum Beispiel auch die hypersensitive 

Immunantwort (= HR, s. Tab. 2.7) (HARA-NISHIMURA u. HATSUGAI 2011). 

Generell wird laut HARA-NISHIMURA und HATSUGAI (2011) zwischen zwei 

verschiedenen Typen des vakuolären Zelltodes im Rahmen eines zellautonomen 

Immunsystems gesprochen: 

- Nicht-destruktiver vakuolärer Zelltod über Membranfusionen, der hauptsächlich 

zur Abwehr bakterieller Mikroorganismen dient. 

- Destruktiver vakuolärer Zelltod als Reaktion der Pflanzenzelle auf einen viralen 

Angriff, inklusive vakuolären Kollaps, um die virale Proliferation zu stoppen. 

Näheres zum pflanzlichen Immunsystem kann den Arbeiten von HARA-NISHIMURA 

und HATSUAGI (2011) und JONES und DANGLE (2006) entnommen werden und 

wird in dieser Arbeit nicht weiter thematisiert.  

Die Autophagie wird in mehrere Unterklassen eingeteilt, wobei die Makroautophagie 

bisher am besten untersucht wurde (YANG u. KLIONSZKY 2010). Die einzelnen 
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Merkmale der Autophagieformen mit differierenden Aussagen verschiedener Autoren 

sind der Tabelle 2.6 zu entnehmen.  

 

Tab. 2.6: Autophagiefomen  

Autophagieform Funktionsweise Literatur  

Makrophagieform1 Sequestrierung von Teilen des Zytoplasmas (z.B. ER2, 

Mitochondrien, Plastide etc.) in Doppelmembran 

gebundene Strukturen, den Autophagosomen. Der 

Inhalt des Autophagosomes wird in das Lumen der 

lytischen Vakuole freigesetzt und dort abgebaut. 

 

Wird ausgeführt durch Autolysosomen, welche sich 

wesentlich von den Autophagosomen, die in tierischen 

Zellen oder Hefen vorkommen, unterscheiden. Diese 

pflanzlichen Organellen enthalten von Beginn an 

Hydrolasen (Lipasen, Proteasen und Nucleasen), die 

den tierischen Organellen bzw. den Organellen der 

Hefen erst später zugesetzt werden. 

BASSHAM et al. 

(2006) 

 

 

 

 

VAN DOORN u. 

PAIPINI (2013) 

 

 

BOLLHÖNER (2013) 

Mikrophagieform1  Transport von kleineren zytosolischen Molekülen in das 

Innere der lytischen Vakuole. Das für den Transport 

zuständige Vesikel bildet sich durch Invagination der 

vakuolären Oberfläche. Die Vesikelmembran wird dann 

innerhalb der Vakuole abgebaut, der Inhalt freigegeben 

und verdaut. 

BASSHAM et al. 

(2006) 

„Mega-Auto-

phagie“/ „Mega-

Autolyse“ 

Dieser Prozess startet mit einer erhöhten Permeabilität 

bzw. mit einer Ruptur der vakuolären Membran. 

Dadurch werden große Mengen an Hydrolasen3 ins 

Zytoplasma freigesetzt. Die Hydrolasen degradieren 

das Zytoplasma komplett. Ebenso kann die pflanzliche 

Zellwand von diesen Enzymen angegriffen und 

teilweise oder komplett abgebaut werden4; dieser 

Vorgang endet im pflanzlichen Zelltod. 

VAN DOORN u. 

PAIPINI (2013) 

 

 

 

VAN DOORN u. 

PAIPINI (2013) 

 
Erläuterungen zur Tab. 2.6: 

1 Makro- und Mikrophagie unterscheiden sich in der Größe des, in die lytische Vakuole zu 

transportierenden, zytoplasmatischen Materials und anhand der Sequestrierungsseite 

(BASSHAM et al. 2006). 

2  ER = Endoplasmatisches Retikulum. 

3 Diese Enzyme werden auch als vacuolar processing enzymes (VPEs) bezeichnet (VAN 

DOORN et al. 2011; s.a. Tab. 2.3). 

4 VAN DOORN et al. (2011) beschreiben ebenfalls, dass die Ruptur des Tonoplasten und die 

Freisetzung der Hydrolasen schnell den Protoplasten und in einigen Fällen auch die 

pflanzliche Zellwand zerstören können. 
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Im Rahmen des Autophagie-Prozesses wird eine Reihe von sogenannten ATG-

Genen3 aktiviert, die zum Beispiel eine Membranneuanordnung koordinieren, um den 

zellulären Katabolismus zu ermöglichen. In Versuchen mit Arabidopsis von 

DOELLING et al. (2002) und HANAOKA et al. (2002) konnte gezeigt werden, dass 

ein „knock-out“ von ATG-Genen die Blattseneszenz beschleunigen konnte. Nähere 

Informationen zu den genetischen Abläufen des Autophagie-Prozesses können unter 

anderem den Arbeiten von BASSHAM et al. (2006), HAYWARD et al. (2009), 

HOFIUS et al. (2011), LEVINE und KLIONSKY (2004) und MIZUSHIMA (2007) 

entnommen werden.  

 

Seneszenz (s. a. Kap. 2.3.1) 

Seneszenzprozesse sind der letzte Teil der natürlichen Pflanzenentwicklung, werden 

genetisch kontrolliert und als Überlebensstrategie der Pflanze angesehen (THOMAS 

u. STODDART 1980). Die Seneszenz wird reguliert über diverse endogene Faktoren 

und Umweltbedingungen (VAN HAUTEGEM et al. 2015)4, ist charakterisiert durch 

einen geordneten Abbau von Zytoplasma und Pflanzenorganellen, endet in der 

Formation von sogenannten DNA-Leitern und der Degradation des Zellkerns 

inklusive Ruptur des Tonoplasten, welche als Indikator für den seneszenzbedingten 

programmierten Zelltod (s. Tab. 2.7) gilt (HAYWARD et al. 2009). Die Ruptur des 

Tonoplasten ist irreversibel und infolgedessen kommt es zur Freisetzung und 

Aktivierung der vakuolären Hydrolasen in das Zytoplasma und der daraus 

resultierenden Hydrolyse von Zellbestandteilen (BOLLHÖNER 2013). BUTLER und 

SIMON (1971) stellten fest, dass in allen Formen des programmierten Zelltodes die 

Tonoplastenruptur als ein frühes „Event“ des Zelltodes stattfindet und demnach nicht 

auf den seneszenzbedingten Zelltod beschränkt ist. Auch VAN DOORN et al. (2011) 

beschreiben die Ruptur des Tonoplasten und die massive Freisetzung vakuolärer 

Hydrolasen als den finalen Schritt in der Vollstreckung des vakuolären Zelltodes (s. 

folgenden Abschnitt: Programmierter pflanzlicher Zelltod (PCD)). Die Seneszenz ist 

verglichen mit dem programmierten Zelltod allerdings reversibel, alterndes Gewebe 

 
3ATG = autophagy related genes. 
4Beispielsweise beeinflusst die Tageslichtlänge den Seneszenzprozess (THOMAS u. STODDART 
1980). 
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ist lebensfähig und Zellmembranen, sowie Zellorganellen bleiben intakt. Es kann zu 

einem schnellen und irreversiblen Übergang der Seneszenz in den PCD während der 

letzten Phasen des Seneszenz-Prozesses kommen (THOMAS 2012). Die 

Seneszenz muss jedoch als ein Prozess betrachtet werden, der auf Ebene der 

Gesamtpflanze, auf Organebene oder auf zellulärer Ebene stattfindet, wohingegen 

der programmierte Zelltod individuelle Zellen betrifft (TAIZ u. ZEIGER 2007; 

THOMAS et al. 2003).  

 

Programmierter pflanzlicher Zelltod (PCD) 

Der Prozess des pflanzlichen Zelltodes unterscheidet sich hinsichtlich seiner 

Irreversibilität vom Prozess der Seneszenz (THOMAS et al. 2003) und wird eingeteilt 

in den entwicklungsbedingten programmierten Zelltod (dPCD5), den programmierten 

Zelltod im Rahmen einer hypersensitiven Immunantwort (Form des ePCD6) und den 

bereits erwähnten seneszenzassoziierten programmierten Zelltod (HAYWARD et al. 

2009). Der pflanzliche Zelltod wird auch als vakuolärer pflanzlicher Zelltod 

beschrieben, da lytische Vakuolen von der Pflanze benutzt werden, um Teile ihrer 

Zellen im Rahmen von Entwicklungsprozessen oder in Stresssituationen zu recyceln 

(MÜNTZ 2007). Der Prozess des vakuolären Zelltodes kann über Tage andauern 

(BOZHKOV et al. 2005; VAN DOORN u. WOLTERING 2005) und die Zellwand kann, 

je nach Lokalisation innerhalb der Pflanze, weitestgehend abgebaut werden 

(GUNAWARDENA et al. 2008). Neben dem vakuolären Zelltod existiert noch der 

Prozess der Nekrose. Eine kurze Zusammenfassung der einzelnen Zelltodformen 

und ihrer möglichen Ursachen sind der Tabelle 2.7 zu entnehmen. 

  

 
5Definition entnommen aus VAN DURME und NOWACK 2016, wobei das „d“ für developmental 
causes steht. 

6Definition entnommen aus VAN DURME und NOWACK 2016, wobei das „e“ für environmental stress 
steht. 
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Tab. 2.7: Die verschiedenen Formen des programmierten Zelltodes und deren Ursachen 

Form des program-

mierten Zelltodes 

Ursachen u. Anmerkungen Literatur 

Entwicklungsbedingter 

PCD (dPCD) 

Nicht-biotische Einflüsse, die während der 

normalen Entwicklung auf die Pflanzen 

einwirken. 

 

Notwendig für die Zelldifferenzierung. 

 

Vegetative und reproduktive Entwicklung der 

Pflanze. 

 

Gewebe-, Organbildung, sowie deren 

Elimination. 

VAN DOORN u. 

PAIPINI (2013) 

 

 

BOLLHÖNER (2013) 

 

VAN DURME u. 

NOWACK (2016) 

 

VAN DOORN et al. 

(2011) 

Umweltstressbedingter 

PCD (ePCD)  

 

Nekrose 

 

Umweltstress, diverser abiotischer Stress, 

Pathogen induziert. 

 

Eine Form des programmierten Zelltodes, 

charakterisiert durch eine frühe Ruptur der 

Plasmamembran, einen Schwund des 

Protoplasten. 

 

Findet typischerweise unter der Wirkung von 

abiotischen Stressoren und infolge 

physikalischer Schädigung der zellulären 

Integrität statt. 

 

Typische morphologische Veränderungen: 

- Schwellung der Mitochondrien. 

- Frühe Ruptur der Plasmamembran. 

- Schrumpfung des Protoplasten. 

- Abwesenheit einer, in der Größe 

zunehmenden, lytischen Vakuole, wodurch 

der verbleibende Zellrest weitestgehend 

unverändert bleibt. 

VAN DURME u. 

NOWACK (2016) 

 

VAN DOORN et al. 

(2011) 

 

 

 

VAN DOORN et al. 

(2011) 

 

 

 

VAN DOORN et al. 

(2011) 

 

PCD im Rahmen einer 

hypersensitiven 

Immunantwort, Teil des 

ePCDs 

Teil des pflanzlichen Immunsystems, Resultat 

der Interaktion zwischen Pflanze und 

Pathogenen. 

 

Schutz vor pathogenen Organismen, schnelle 

Akkumulation toxischer phenolischer 

Verbindungen in hohen Konzentrationen und 

lokaler Zelltod, um die Infektionsausbreitung 

einzudämmen. 

Die hypersensitive Reaktion ist ein genetisch 

programmierter Prozess. 

Merkmale von Nekrose und PCD. 

COLL et al. (2011)  

 

 

 

TAIZ u. ZEIGER 

(2007) 

 

 

 

TAIZ u. ZEIGER 

(2007) 

VAN DOORN et al. 

(2011) 
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Tab. 2.7 Fortsetzung 

Seneszenzassoziierter 

PCD 

Findet in Rahmen der Seneszenz ohne große 

phänotypische Veränderungen und ohne 

autophagische Aktivität statt. 

Pflanzenzellen unterliegen unter natürlichen 

Bedingungen einem Seneszenz-Prozess, der 

final im Zelltod betroffener Zellen enden kann 

und die Neusynthese von Proteasen 

miteinschließt. 

 

Der programmierte Zelltod ist eine 

spezialisierte Form der Seneszenz. 

HAYWARD et al. 

(2009) 

 

THEODOROU et al. 

(2007) 

 

CALLIS (1995) 

 

 

TAIZ u. ZEIGER 

(2007) 

 

Im Gegensatz zu tierischen Zellen findet in Pflanzenzellen nicht die typische 

Apoptose statt, da die Anwesenheit der Zellwand die sterbenden Zellen von den 

umgebenden Zellen abgrenzt und der Zelltod damit auf zellulärer Ebene beschränkt 

bleibt (THOMAS et al. 2003). Phagozytose konnte in Pflanzen ebenfalls nicht 

nachgewiesen werden, weshalb die sterbende Pflanzenzelle die Entfernung ihrer 

eigenen Zellinhalte in einem zellautonomen Verdau (sog. Autolyse) organisieren 

muss (BOLLHÖNER 2013) (s. Kap. 2.4, Autophagie). 

Einige Eigenschaften des PCD weisen jedoch Ähnlichkeiten zu den Prozessen der 

Apoptose und Autophagie tierischer Zellen auf. Pflanzliche und tierische 

Zellorganellen werden in beiden Fällen in eine Vakuole aufgenommen und dort 

abgebaut. Die Vakuolengröße nimmt dabei stetig zu, während das Volumen des 

Zytoplasmas kontinuierlich reduziert wird. Die Aufnahme zytosolischen Materials in 

die Vakuole ist dabei der Hauptmechanismus des Zellabbaus während des PCD 

(VAN DOORN et al. 2011). Die Vakuolen können final lysieren. Damit kristallisieren 

sich auch beim programmierten pflanzlichen Zelltod Charakteristika eines 

autophagischen Zelltodes heraus. Zudem finden in betroffenen Pflanzenzellen eine 

Chromatinkondensation, Kernfragmentation und DNA-Leiterbildung statt. Diese 

Prozesse sind charakteristisch für einen apoptotischen Zelltod (LIU u. BASSHAMM 

2012).  

In tierischen Zellen ist eine Gruppe von Cystein-Proteasen (sog. Caspasen = 

Cysteinyl Asp-Specific Proteinasen) für die Regulation der Apoptose und den Beginn 

der apoptotischen Kaskade bedeutend (DENAULT u. SALVESEN 2002).  
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„Wahre“ Caspasen-Homologe konnten bisher noch nicht in Pflanzen nachgewiesen 

werden (REAPE u. McCABE 2010). Im Arabidopsis-Genom sind jedoch neun Gene, 

die sogenannten Metacaspasen, beschrieben worden (WATANABE u. LAM 2004). 

Auch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (= ROS) ist ein wichtiger Faktor im 

Rahmen des pflanzlichen programmierten Zelltodes. Aktuell ist jedoch noch unklar, 

welche subzellulären ROS-Typen eine Triggerfunktion im programmierten Zelltod 

einnehmen (VAN AKEN u. VAN BREUSEGEM 2015). In der Arbeit von TORRES et 

al. (2005) wird zudem beschrieben, dass die von der NADPH-Oxidase generierten 

ROS eine Ausbreitung des PCD auf benachbarte Zellen eindämmen.  

Der programmierte Zelltod besteht aus drei verschiedenen Phasen, die in Tabelle 2.8 

dargelegt werden. 

 

Tab. 2.8: Die drei Phasen des Zelltodes und dazugehörige Abläufe in Pflanzen 

Zelltod-Phase Abläufe Literatur 

I - Vorbereitung 

des PCD im 

Rahmen zellulärer 

Differenzierung 

Einige Pflanzenzellentypen unterliegen einem 

Differenzierungsprozess, in welchem die Zelle 

getötet und partiell oder total über den dPCD-

Prozess entfernt wird. Dieser Prozess unterliegt 

direkten und indirekten Hormoneffekten und wird 

über Transkriptionsfaktoren gesteuert. 

VAN DURME u. 

NOWACK (2016) 

II – Signal-

kaskaden triggern 

den Beginn und 

den Fortlauf des 

PCD 

Signaltransduktion über Second Messenger (z.B. 

Ca2+, ROS) und andere Signalkaskaden, um den 

Zelltod einzuleiten. Lebende Zellbestandteile werden 

über Autophagie und lytische Enzyme abgebaut. Die 

Enzymaktivierung findet über einen pH-Wert-Abfall 

im Zytosol statt. 

VAN DURME u. 

NOWACK (2016) 

III – post mortale 

Zellclearance 

Die Ruptur des Tonoplasten und die gesteigerte 

Durchlässigkeit der Plasmamembran können als der 

„Moment des Todes“ angesehen werden. Die in 

Phase II gestarteten lytischen Prozesse werden nach 

dem Zelltod vollendet, sodass die verbleibenden 

Zellbestandteile durch die Aktivität dieser Enzyme 

abgebaut werden. In einigen Fällen verbleibt 

allerdings die Zellwand und ermöglicht damit dem 

Zellrest die Durchführung wichtiger Funktionen. 

VAN DURME u. 

NOWACK (2016) 

 

Sowohl die Seneszenz als auch der programmierte Zelltod dienen zur Neuverteilung 

von Nährstoffen. So wird beispielsweise Stickstoff im Rahmen des Zelltodprozesses 

wieder zur Verfügung gestellt (THOMAS et al. 2003). Typisch für den 
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programmierten Zelltod sind dessen Zellautonomie und die Kombination externer 

und interner Stimuli als Initiatoren (BOLLHÖNER 2013), die den PCD zur richtigen 

Zeit und am richtigen Ort veranlassen (VAN DURME u. NOWACK 2016). 

 

2.4.1 Programmierter Zelltod in Futterpflanzen während bzw. nach der 

Ernte 

Im folgenden Kapitel sollen Unterschiede zwischen den beiden Grundfuttermitteln 

Heu und Grassilage aufgezeigt werden. Da beim beschriebenen Krankheitskomplex 

bisher nur bestimmte Grassilagetypen krankheitsfördernd waren, sollen 

Eigenschaften und Herstellungsprozesse von Heu und Grassilagen gegeneinander 

aufgeführt werden, mit dem Ziel potenzielle Ursachen für den krankmachenden 

Effekt von sogenannten „Schadsilagen“ (s. Kap. 1) zu ermitteln.  

Unmittelbar nach dem Ernteschnitt der Pflanze beginnt der Proteolyseprozess und 

pflanzeneigene Enzyme hydrolysieren die pflanzlichen Proteine in monomere 

Aminosäuren und vorgelagerte Peptidzwischenstufen. Diese Enzyme können auch 

noch lange nach dem Tod der Pflanzenzelle extrazellulär aktiv sein, wirken aber 

kaum über das Stadium der Eiweißhydrolyse hinaus und haben ihr Wirkungsoptimum 

bei pH 5-7 (SEYFARTH et al. 1989a). Auch HERON et al. (1989) definieren den 

optimalen pH-Wert für Proteasen aus Weidelgras bei pH 5-7. Die Proteolyse durch 

pflanzeneigene Enzyme ist die Ursache für die Minderung der Proteinqualität der 

Silagen bereits beim Welken des Pflanzenmaterials. Frisches Gras weist einen pH-

Wert von 6 auf, demnach können die Proteasen ihr Wirkungsmaximum während der 

frühen Phase der Silierung entfalten (HERON et al. 1989). Der End-pH-Wert der 

meisten guten Grassilagen liegt in etwa bei pH 4, allerdings konnten HERON et al. 

(1989) auch bei einem solchen pH-Wert einen Proteinabbau zwischen 25-30% nach 

12 Tagen detektieren. Daraus schlossen HERON et al. (1989), dass in solchen 

Silagen Proteasen mit einer signifikanten Aktivität in diesem pH-Wert-Bereich 

vorhanden sein müssen (diese Proteasen sind jedoch bakterieller Natur und 

stammen nicht direkt von der Pflanze).  

AKHTARUZZAMAN et al. (2012) testeten unter anderem auch Temperatureinflüsse 

auf Proteasen verschiedener pflanzlicher Herkunft. Hierbei konnte festgestellt 



Schrifttum 

35 
 

werden, dass die meisten getesteten Proteasen ein Temperaturoptimum von 37°C 

aufwiesen.  

Neben proteolytischen Enzymen gibt es noch diverse Enzyme, die in die Degradation 

pflanzlicher Zellwandpolysaccharide involviert sind. Diese Enzyme werden laut 

FRY (2004) in drei Gruppen eingeteilt: Exopolysaccharidasen, Endopoly-

saccharidasen und andere Hydrolasen, die nicht den beiden erstgenannten Gruppen 

zugeordnet werden können. Die Exopolysaccharidasen bauen Poly- und 

Oligosaccharide ausgehend vom nichtreduzierenden Ende oder der substituierten 

Seitengruppe ab und setzen dabei Mono- und zum Teil auch Disaccharide frei. Die 

Endosaccharidasen hingegen können den „Polysaccharid-Backbone“ von jeder Seite 

attackieren. Die dritte Enzymgruppe, die Hydrolasen, können substituierte Nicht-

Kohlenhydrat-Gruppen abspalten, die an die Polysaccharide gebunden sind (z.B. 

Acetyl-, O-Methyl-, O-Feruloyl-Gruppen). Die genannten Enzymgruppen sind in der 

Zellwand oder in der Plasmamembran lokalisiert und werden in die Degradation 

verschiedener Zellwandpolysaccharide involviert. In Versuchen von CASPERS et al. 

(2001) konnte außerdem eine zytoplasmatische Xylanase in Gerste nachgewiesen 

werden. Da pflanzliche Polysaccharide komplexe und heterogene Polymere 

darstellen, variieren auch die dazugehörigen Enzyme und ihre Aktivitäten. 

HENRISSAT et al. (2001) definierten zwei Hauptklassen kohlenhydratabbauender 

Enzyme in Arabidopsis thaliana und zwar die Glykosid-Hydrolasen und die Glykosyl-

Transferasen. Diese Enzymgruppen haben eine große Bedeutung in der 

Zellwandformation und im Zellwandabbau.  

Die Tabelle 2.9 stellt einige ausgewählte Glykosid-Hydrolasen dar, die im Rahmen 

des Zellwandwandabbaus detektiert werden konnten und in die Modifikation 

pflanzlicher Zellwandpolysaccharide involviert sind (Vgl. mit Tab. 2.4: Für den 

Zellwandabbau im Pansen relevante Enzyme). 
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Tab. 2.9: Für den Zellwandabbau relevante pflanzliche Enzyme  

Enzym EC-Nummer Lokalisation/ 

nachgewiesen in 

Funktion(en)  Literatur 

Endoglukanase  

 

 

 

 

EC 3.2.1.74 

 

 

 

 

EC 3.2.1.6 

 

 

 

 

 

EC 3.2.1.73 

 

 

 

 

 

Plasmamembran 

 

 

 

 

Synthese in 

Mikrosporozyten im 

Angiosperm  

 

 

 

wachsende 

Zellwände, 

Graskeimlinge 

Hydrolyse von Glukanen und Callosen in Gluko-

oligosaccharide. 

 

Eingeteilt in drei substratspezifische Gruppen: 

 

- (1→4)-β-D-Glukanase/Endocellulase: 

Hydrolyse von kristalliner Zellulose, Xyloglykan, 

Xylan, (1→3) (1→4)-β-D-Glukan und anderen 

Poly-/Oligosacchariden. 

 

- (1→3)-β-D-Glukanase:  

Pollenentwicklung, Fertilisation, Mobilisation von 

gelagerten Reserven im Endosperm, Zellteilung, 

werden während der hypersensitiven Antwort 

aktiviert. 

 

- (1→3,1→4)-β-D-Glukanase:  

involviert in den Zellwandabbau, Hydrolyse von 

Xyloglukan und (1→3,1→4)-β-D-Glukan. 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 

 

 

 

HRMOVA u. 

FINCHER (2001); 

MØLHØJ et al. 

(2001) 

 

BUCHER et al. 

( 2001); MINIC u. 

JOUANIN (2005) 

 

 

 

GOSGROVE (1999); 

HOJ u. FINCHER 

(1995) 
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Tab. 2.9 Fortsetzung 

Exoglukanase EC 3.2.1.21  Glykosid-Hydrolasen. 

 

Abbau von Oligosacchariden in D-Glukose. 

 

Involviert in Entwicklungsprozesse und in pflanzliche 

Reaktionen auf abiotische und biotische Stressoren. 

 

Hydrolytische Aktivität gegenüber nativer 

Zellwandbestandteile beschrieben, auch wenn die 

genaue Bedeutung dieser Enzyme im Zellwandabbau 

noch ungeklärt ist. 

Hydrolyse von Xyloglukan Oligosacchariden 

beschrieben (s.a. Xyloglukan-aktive 

β-D-Galaktosidase). 

 

 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 

LEAH et al. (1995); 

XU et al. (2004) 

 

OPASSIRI et al. 

(2004) 

 

 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 

Xyloglukan 

spezifische 

Endoglukanasen: 

 

 

 

 

 

EC 2.4.1.207 

 

EC 3.2.1.23 

EC 3.2.1.51/3.2.1.63 

EC 3.2.1.37 

 

 

 

 

 

Degradation von Xyloglukan. 

 

Eingeteilt in vier Gruppen: 

- Xyloglukan Endo-Transglykosydase/-Hydrolasen 

(XTH). 

- Xyloglukan-aktive β-D-Galaktosidase. 

- Xyloglukan-spezifische α-L-Fukosidase. 

- Xyloglukan-Oligosaccharid-spezifische 

α-D-Xylosidase. 

 

 

XTH haben eine große Bedeutung für Konstruktion und 

Restrukturierung der pflanzlichen Zellwand. 

 

Weisen Xyloglukan-Endotransglykolyse- (XET) bzw. 

Xyloglukan-Hydrolyse-Aktivitäten (XEH) auf. 

 

 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FRY (2004) 

 

 

ROSE et al. (2002) 
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Tab. 2.9 Fortsetzung 

Xylan und 

Arabinoxylan 

abbauende Enzyme 

 

 

 

 

EC 3.2.1.8 

 

EC 3.2.1.37 

 

 

 

 

 

 

EC 3.2.1.55 

 

 

 

 

 

 

 

Gerstenkeimlinge 

 

 

 

 

 

 

Gerstenkeimlinge, 

Halm-Gewebe von 

Arabidopsis 

Abbau von Xylan und Arabinoxylan. 

 

Es sind drei verschiedene Xylan-abbauende 

pflanzliche Enzymklassen beschrieben: 

- Endoxylanase (Abspaltung Xylan-“Backbone”, 

Freisetzung von Xylo-Oligosacchariden). 

- β-D-Xylosidase (Abspaltung Xylan-“Backbone”, 

Freisetzung von D-Xylose), Schlüsselenzym 

für den kompletten Xylan-Abbau, setzt  

D-Xylose aus den Zellwand-Poly-/ Oligo-

sacchariden frei, voraussichtlich in den 

Metabolismus der sekundären Zellwand 

eingebunden. 

- α-L-Arabinofuranosidases (entfernt 

Seitenketten Arabinose-Substituenten vom 

Xylan oder Oligoxylan), voraussichtlich in den 

Metabolismus der sekundären Zellwand 

eingebunden. 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

GOUJON et al. 

(2003) 

 

GOUJON et al. 

(2003) 

Galaktomannan-

abbauende Enzyme 

 

 

 

EC 3.2.1.78 

 

EC 3.2.1.25 

 

EC 3.2.122 

 

 

 

Kaffee-Keimlinge 

Degradation von Galaktomannan. 

 

Eingeteilt in folgende Enzymgruppen: 

- Endo-β−Mannanase (Freisetzung von Manno-

Oligosacchariden). 

- β-D-Mannosidase (Freisetzung von Mannobiose 

und Mannotriose). 

- α-D-Galaktosidase (Entfernung der Galaktose von 

den Seitenketten). 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 
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Tab. 2.9 Fortsetzung 

Homogalacturonan 

abbauende Enzyme  

 

 

 

EC 3.2.1.15 

 

 

 

EC 3.2.1.67 

 

 

 

EC 3.2.2.11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ein in Gräsern 

ubiquitär vor-

kommendes 

Enzym. 

Abbau von Homogalacturonan. 

 

Es sind drei Enzymklassen vorhanden: 

- Endopolygalacturonasen (diese Enzyme spielen 

ebenfalls eine wichtige Rolle im Abbau saurer 

Polysaccharide der Zellwand und ermöglichen Zell-

Zell-Adhäsionen). 

- Exopolygalacturonasen (diese Enzyme spielen 

auch eine wichtige Rolle im Abbau saurer 

Polysaccharide der Zellwand und ermöglichen Zell-

Zell-Adhäsionen). 

- Pectin-Methyl-Esterasen (katalysieren die 

Hydrolyse von Methyl-Estergruppen des Zellwand-

Pektins, involviert in Zellwachstum, Seneszenz, 

Zelldifferenzierung etc.). 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 

 

 

 

ATKINSON et al. 

(2002) 

 

ATKINSON et al. 

(2002) 

 

MINIC u. JOUANIN 

(2005); MICHELI 

(2001) 

Rhamnogalacturonan 

I abbauende Enzyme 

 

 

 

 

EC 3.2.1.55/ 3.2.1.37 

 

 

EC 3.2.1.23 

 Abbau von Rhamnogalacturonan I. 

 

Es sind zwei Enzyme bekannt, die in die Degradation 

von Rhamnogalacturonan involviert sind: 

- Bifunktionelle α-L-Arabinosidases/ β-Xylosidase 

(auch in den Arabinanabbau involviert, Freisetzung 

der L-Arabinose aus dem Arabinan). 

- β-D-Galaktosidase (auch in den Galaktanabbau 

involviert, Freisetzung der Galaktose aus dem 

Galaktan oder anderen Zellwandkomponenten). 

MINIC u. JOUANIN 

(2005) 

 

 

 

 

MINIC et al. (2004) 

 

ESTEBAN et al. 

(2003) 
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Laut MINIC und JUANIN (2005) ist die Modifikation und Restrukturierung der 

Zellwandpolysaccharide abhängig von dem jeweiligen Pflanzengewebe und dem 

jeweiligen Entwicklungsstadium, sowie von den Expressionsprofilen der genannten 

Glykosidhydrolasen. Viele Mikroorganismen degradieren pflanzliche Polysaccharide 

ebenfalls über synergistische und kooperative Aktivierung verschiedener Glykosid-

hydrolasen (DE VRIES u. VISSER 2001; RAHMAN et al. 2003; TUNCER u. BALL 

2003) (s.a. Kap. 2.3.2). 

Die pflanzlichen Enzyme werden durch mikrobielle Enzyme abgelöst, die durch den 

Gärungsbeginn aktiviert werden und freie Aminosäuren abbauen. Einen 

entscheidenden Einfluss auf die Aktivität der mikrobiellen Enzyme hat der TS-Gehalt 

des Siliergutes. Auf Grund des höheren osmotischen Druckes in den Zellen von 

vorgewelktem Pflanzenmaterial nimmt die Aktivität der Mikroben ab (SEYFARTH et 

al. 1989a). In Versuchen von SEYFARTH et al. (1989b) konnte ebenfalls aufgezeigt 

werden, dass die Aktivität der Proteasen von dem verfügbaren Wassergehalt bzw. 

dem osmotischen Druck im Zellverband der Pflanze entscheidend beeinflusst wird. In 

diesen Untersuchungen stellte sich auch heraus, dass bei Gräsern bereits während 

des Welkens erhebliche Verluste an Reineiweiß auftraten (s. Kap. 2.4), deren Höhe 

von der Feldliegezeit und den dabei herrschenden Witterungsbedingungen 

entscheidend beeinflusst wurde. Bei günstigen Welkbedingungen (hohe 

Lufttemperatur, kein Niederschlag) nimmt der Reineiweißanteil am Rohprotein bei 

Gräsern prozentual weniger ab (um ca. 15-20%) als bei ungünstigen 

Witterungsbedingungen (um ca. 30%) (SEYFARTH et al. 1989b). Schnelles 

Vorwelken und kurze Feldliegezeiten bieten somit den Vorteil einer 

proteinschonenden Silierung. 

Nähere Informationen zu Proteinasen, zur Silageherstellung und den damit 

verbundenen Abläufen in den Gräsern können der Arbeit von GAST (2010) 

entnommen werden. 

In Untersuchungen von AMBYE-JENSEN et al. (2014) wurden einige Inhaltsstoffe 

von Heu und Grassilagen7 miteinander verglichen. In Bezug auf Glukane, Xylane und 

 
7Zusammensetzung der Futtermittel in Bezug zur Weender-Analyse nicht weiter charakterisiert, da es 
in diesen Versuchen primär um die Veränderungen der Zusammensetzung der Zucker- und 
Säurefraktionen nach Hitzebehandlungen ging. 
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Arabinane konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den getesteten 

Futtermitteln ausfindig gemacht werden. Daraus wurde geschlossen, dass keine 

saure Hydrolyse der hemizellulolytischen Kohlenhydrate während der Silierung 

stattfindet. Durch die nahezu gleichbleibende Biomassenzusammensetzung der 

beiden Futtermittel, wurde ebenfalls ein signifikanter Zelluloseabbau in Grassilagen 

ausgeschlossen. 

Der leichte, jedoch nicht signifikante Anstieg des Gesamtgehaltes wasserlöslicher 

Verbindungen (sog. „water extractives“, dazu zählen z.B. phenolische Verbindungen 

und verschiedene Kohlenhydrate) nach der Silierung ist das Resultat von pflanzlicher 

Zelllyse während des Silierungsprozesses (PAHLOW et al. 2003).  

Die wasserlöslichen Kohlenhydrate im Heu werden vor allem durch die 

Monosaccharide repräsentiert. Den Hauptanteil dieser stellen Glukose und Fruktose 

dar, allerdings konnten auch Xylosen, Galaktosen und Arabinosen detektiert werden. 

In Grassilagen ist der Anteil dieser Monosaccharide geringer. Grund hierfür ist die 

Verwertung besagter Kohlenhydrate im Rahmen der anaeroben Fermentation 

während des Silierungsprozesses. Hierbei werden die Kohlenhydrate zu Milch- und 

Essigsäure metabolisiert (AMBYE-JENSEN et al. 2014). Die Tabelle 2.10 stellt 

zusammenfassend Gemeinsamkeiten und Unterschieden verschiedener Grund-

futtermittel dar. 

 

Tab. 2.10: Aus der Literatur hervorgehende Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen 

verschiedenen Grundfuttermitteln 

Grundfuttermittel Gemeinsamkeiten Unterschiede Literatur 

Heu Proteasen sind nach dem 

Schnitt aktiv. 

 

Wirksamkeit der Proteasen 

ist vom osmotischen Druck in 

den Zellen und vom pH-Wert 

abhängig. 

Erntebedingungen: 

warm und trocken, daher 

prozentualer Abfall des 

Reineiweißanteils am 

Rohprotein um ca.  

15-20%. 

 

Getrocknetes Grünfutter, 

wird 3-5 Tage (je nach 

Grad der Trocknung) 

nach dem Mähen 

eingefahren (der 

Wassergehalt darf dann 

max. 20% betragen). 

HERON et al. 

(1989) 

 

SEYFARTH et al. 

(1989b) 

 

 

KAMPHUES et al. 

(2014) 
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Tab. 2.10 Fortsetzung 

Grassilage  

 

Proteasen sind nach dem 

Schnitt aktiv. 

 

Wirksamkeit der Proteasen 

ist vom osmotischen Druck in 

den Zellen und vom pH-Wert 

abhängig. 

Anstieg wasserlöslicher 

Verbindungen während 

der Silierung. 

 

Aufbereitung ist 

weitestgehend 

wetterunabhängig. 

 

Unter üblichen 

Bedingungen geringere 

Energie- und 

Nährstoffverluste als 

beim Heu. 

 

Soll mit einem TS-Gehalt 

von 35-40% in die Silos 

eingefahren werden. 

 

Die Silierung ist umso 

schwieriger, je feuchter, 

zuckerärmer, 

eiweißreicher, sperriger 

und verschmutzter das 

Ausgangsmaterial ist. 

PAHLOW et al. 

(2003) 

 

 

KAMPHUES et al. 

(2014) 

 

 

KAMPHUES et al. 

(2014) 

 

 

 

 

KAMPHUES et al. 

(2014) 

 

 

KAMPHUES et al. 

(2014) 

 

2.5 Zusammenfassung des Literaturteils 

Anhand der bisherigen Informationen lassen sich nun folgende Quintessenzen 

zusammenfassen: 

• Der Gehalt an Rohfaser bzw. Lignin in Grundfuttermitteln wird durch die 

Schnittfrequenz bestimmt. Die Rohfaser wird anhand der Weender Analyse 

klassifiziert als die Summe aus Zellulose, Hemizellulose und Lignin 

(KAMPHUES et al. 2014) (s. Kap. 2.2). 

• Die pflanzlichen Zellwände sind unter anderem aus Polysacchariden, Lignin 

und Phenolsäuren zusammengesetzt. Die Phenolsäuren sind über Ester- und 

Etherbindungen an die Polysaccharide gebunden und stellen über 

Quervernetzungen Verbindungen zwischen den Polysacchariden und dem 

Lignin her (CARPITA 1996; GRABBER et al. 2004; HATFIELD 2017; JUNG u. 

ALLEN 1995) (s. Kap. 2.2.).  
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• Unter der Einwirkung diverser Stressoren, kann die Pflanze die Zusammen-

setzung ihrer Zellwand verändern und die Ligninsynthese intensivieren 

(LeGALL et al. 2015). Die Reaktion einer Pflanze auf verschiedenste 

Stressoren kann innerhalb weniger Minuten ablaufen (WALLEY et al. 2007). 

Auch die Phenolsäuren können sich in ihren Gehalten verändern. So führt z.B. 

die Bestrahlung mit Ozon zu einem Anstieg des Gesamtphenolgehaltes und 

zu einem gleichzeitigen Abfall des Chlorogen- und Kaffeesäuregehaltes 

(PASQUALINI et al. 2003) (s. Kap. 2.2.1, 2.2.2). 

• Nach dem Schnitt oder nach der Futteraufnahme durch ein ruminierendes Tier 

unterliegen lebende Pflanzenzellen einer Reihe von Stressoren (KINGSTON-

SMITH u. THEODUROU 2000), auf die sie aktiv reagieren (BEHA et al. 2002; 

KINGSTON-SMITH et al. 2003a, 2005, 2008; PICHARD et al. 2006). Zudem 

kommt es zu einem Verlust der bis dato vorhandenen Kompartimentierung 

(BOUDON u. PEYRAUD 2001) mit einer Freisetzung vakuolärer pflanzlicher 

Enzyme, sogenannte „vacuolar processings enzymes“ (= VPE) (COFFEEN u. 

WOLPERT 2004; TIAN et al. 2000) (s. Kap. 2.3, 2.3.1). 

• Als Reaktion auf physikalische Schädigungen werden auch nekrotische 

Reaktionen betroffener Pflanzenzellen beschrieben (VAN DOORN et al. 2011) 

(s. Kap. 2.4). 

• Im Pansen vorkommende Enzyme gehen teilweise Synergismen 

untereinander ein. So können zum Beispiel Interaktionen zwischen Esterasen 

und Xylanasen detektiert werden (MATHEW u. ABRAHAM 2004), die die 

Freisetzung von zellwandansässigen Phenolsäuren aus den 

Quervernetzungen mit Arabinoxylanen über Spaltung der Esterbindung 

begünstigen (s. Kap. 2.3.2). 

• Im Rahmen von enzymatischen Abbauvorgängen pflanzlicher Zellwände, 

können phenolische Substanzen freigesetzt werden. Freie Ferula- und 

p-Coumarsäure können dabei einen toxischen Effekt auf zellulolytische 

Bakterien ausüben (CHESSON et al. 1982). Auch AKIN (1982) beschreibt 

toxische Effekte von p-Coumarsäure auf ruminale Bakterien und Protozoen 

(s. Kap. 2.3.2). 
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• Autophagie, Seneszenz und programmierter pflanzlicher Zelltod dienen zur 

Mobilisierung von Nährstoffen (THOMAS et al. 2003) und sind unter anderem 

als Anpassungsreaktion der Pflanze auf veränderte Umweltbedingungen zu 

betrachten (BASSHAM 2007; HAN et al. 2011; YOSHIMOTO 2012). Somit 

können derartige Prozesse das Leben der Gesamtpflanze schützen oder im 

finalen Tod dieser enden (s. Kap. 2.4). 

 

Die zeitlichen Abläufe einer Auswahl stattfindender Prozesse innerhalb einer 

gestressten Pflanzenzelle sind in der Abbildung 2.2 schematisch dargestellt.  
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Abb. 2.2: Zeitlicher Ablauf von Prozessen in gestressten Pflanzenzellen 



Schrifttum 

46 
 

Erläuterung zur Abb. 2.2: 

1 Tab. 2.3 (BEHA et al. 2002; KINGSTON-SMITH et al. 2003a; VARTAPETIAN et al. 2003). 

2 IZUMI et al. 2010; Chloroplasten bleiben bis zu 8 h intakt, s. Tab. 2.3 (BEHA et al. 2002; 

KINGSTON-SMITH et al. 2003a). 

3, 4 Tab. 2.3 (BEHA et al. 2002; THEODROU et al. 1996, 2007; ZHU et al. 1999). Im Pansen wird 

der Proteingehalt binnen weniger Stunden auf 25% des ursprünglichen Gehaltes reduziert 

(THEODOROU et al. 2007). In Weiß-/Rotklee wurden binnen 3 bzw. 4 h 50% des Blattproteins 

unter pansenähnlichen Bedingungen abgebaut (KINGSTON-SMITH et al. 2003a). 

4 MORRIS et al. 1996; Aktivierung durch die Bedingungen im Pansen, die die Pflanzenzellen 

schädigen (KINGSTON-SMITH et al. 2003b). 

5 Tab. 2.3 (VARTAPETIAN u. JACKSON 1997); Pflanzenzellen können im Pansen bis zu 24 h 

intakt bleiben (FORBES u. FRANCE 1993). 

6 Vor einer mikrobiellen Besiedlung sind pflanzliche Proteasen aktiv (KINGSTON-SMITH u. 

THEODOROU 2000; THEODOROU et al. 1996; ZHU et al. 1999). Der Einfluss ruminaler 

Mikroorganismen auf den Proteinabbau ist fraglich (KINGSTON-SMITH et al. 2005; ZHU et al. 

1999). 8-16 h nach der Fütterung wurden die höchsten Gehalte kohlenhydratspezifischer 

Bakterien detektiert (LEEDLE et al. 1982). 

7 Binnen 5 min finden Veränderungen in der Genexpression statt (WALLEY et al. 2007), s.a. 

Tab. 2.3 (KINGSTON-SMITH et al. 2012). 

8 Unter natürlichen Bedingungen hält der Proteolyseprozess und somit der Prozess der 

Seneszenz über Tage an (MORRIS et al. 1996). 

9 Tab. 2.7 (VAN DOORN et al. 2011); steht dem Prozess des vakuolären Zelltodes gegenüber. 

10 Kap. 2.3.2 (BORNEMAN et al. 1990; FAULDS u. WILLIAMSON 1995; YU et al. 2002); s. Tab. 

2.4 u. Kap. 2.5 (MATHEW u. ABRAHAM 2004). Mit dem Anstieg freier Ferulasäure wird auch 

ein Anstieg mikrobieller und enzymatischer Degradation pflanzlicher Zellwandpolysaccharide 

beschrieben (RALET et al. 1994). 

11 Kap. 2.4 „Mega-Autophagie“ bzw. „Mega-Autolyse“ Freisetzung von Hydrolasen und möglicher 

Abbau der pflanzlichen Zellwand (VAN DOORN et al. 2011). 

12 Der pflanzliche Zelltod wird auch als vakuolärer Zelltod bezeichnet (Einsatz lytischer Vakuolen 

durch die Pflanze) (MÜNTZ 2007), kann über Tage andauern (BOZHKOV et al. 2005; VAN 

DOORN u. WOLTERING 2005) und die Zellwand kann weitestgehend abgebaut werden 

(GUNAWARDENA et al. 2008). 

13 Kap. 2.2.1 (MATSUI et al. 2000). 

14 Gehaltsreduktion nach Bestrahlung mit Ozon (s. Kap. 2.2.2; PASQUALINI et al. 2003).  

15 Gehaltssteigerung nach Bestrahlung mit Ozon (s. Kap. 2.2.2; PASQUALINI et al. 2003).  

 

Die Abbildung 2.3 fasst weitere, potenzielle Abläufe innerhalb der Pflanzenzelle nach 

dem Ernteschnitt zusammen und stellt dar, wie enzymatische Prozesse über 

Erntetechniken eingedämmt werden könnten. Unter widrigen Witterungsbedingungen 

(hohe Feuchtigkeit, niedrige Temperaturen) zum Erntezeitpunkt kann das Schnittgut 
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einen hohen intrazellulären Wasserdruck aufweisen. Die in den vorherigen Kapiteln 

beschriebenen Enzyme sind in der Regel hydrolytischer Natur und können unter den 

genannten Bedingungen ihre Aktivität über einen längeren Zeitraum ausüben. 

Dadurch lässt sich vermuten, dass in den sogenannten Schadsilagen (= RE/Rp) der 

Prozess der Proteolyse verlängert und der Prozess der Zelllyse verzögert sein 

könnte. Dadurch können vermehrt pflanzliche Substanzen (z.B. aus der pflanzlichen 

Zellwand) ab- bzw. umgebaut werden und sich in ihrer metabolisierten Form 

anreichern. Für verlängerte Abbau-/Umbau- und Freisetzungsprozesse spricht der 

reduzierte Reineinweißanteil in den krankmachenden Schadsilagen, der aus einem 

vermehrten enzymatischen Abbau von Rubisco resultiert (s. GAST 2010). 

 

 

Abb. 2.3: Abläufe in Pflanzenzellen nach Ernteschnitt 
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Erläuterungen zur Abb. 2.3: 

1 BOUDON und PEYRAUD (2001). 

2 BEHA et al. (2002); THEODROU et al. (1996; 2007); ZHU et al. (1999). 

3 GABEL und BICKEL (2006). 

4 Laut THOMSON (2018) kommt es durch Stresseinfluss zu einer schnellen Erhöhung der 

Genaktivität für die Polyaminbiosynthese. Die Polyamine werden u.a. enzymatisch aus Arginin 

synthetisiert. Aus dem Arginin-Abbau resultieren dann z.B. die Polyamine Putrescin, 

Spermidin, Spermin und Thermospermin. Weitere Details zum Polyaminstoffwechsel und den 

Einfluss diverser Stressoren auf besagte Stoffwechselwege sind der Arbeit von THOMSON 

(2018) zu entnehmen. Aus Versuchen von MOSCHOU und ROUBELAKIS-ANGELAKIS 

(2014) geht außerdem hervor, dass das aus dem Polyaminabbau entstehende 

Wasserstoffperoxid entsprechende Kaskaden, die zum Zelltod führen können, induzieren 

kann. Polyamine können sich zudem mit Phenolsäuren zu den sog. Phenolaminen verbinden 

und vielfältige Funktionen in der Pflanze erfüllen (u.a. eine vermehrte Bildung als 

Stressantwort beschrieben). Näheres zu den Funktionen, zur Synthese und dem 

Metabolismus von Phenolaminen kann der Arbeit von EBHARDT (2018) entnommen werden. 

5  Der Rubisco-Abbau ist bei der Proteolyse in Grassilagen von zentraler Bedeutung, da dieses 

Blattprotein in großer Menge vorhanden ist und aufgrund seiner Größe einen guten 

Angriffspunkt für Proteasen darstellt (s. GAST 2010). Sein Abbau kann damit für den größten 

Teil des Proteinverlusts zu Beginn der Silierung verantwortlich sein (PETERSON u. 

HUFFAKER 1975).  

Dieses Protein wird v.a. während der ersten 24 h der Silierung abgebaut (MAKONI et al. 

1993).
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3 Eigene Untersuchungen 

3.1 Versuchsziel 

Ziel der Untersuchungen war, die Auswirkungen der Verfütterung von Grassilagen 

mit einem verminderten Reineiweißgehalt am Rohprotein (RE/Rp < 50%, sog. 

Schadsilagen „S“) auf den Gehalt phenolischer Verbindungen mit und ohne Zulage 

von Sojaprotein bzw. Pepsin im ruminalen Verdauungstrakt in vitro zu bestimmen. 

Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen: 

 

1. Wie wirken Zulagen von Sojaprotein und Pepsin auf den Gehalt phenolischer 

Verbindungen in vitro?  

Dafür erfolgten zunächst Untersuchungen mit phenolischen Beispielsubstanzen des 

sekundären Pflanzenstoffwechsels (s. Tab. 3.4). In einem ersten Schritt wurden 

diese Substanzen als Reinstofflösungen photometrisch mit den Methoden nach 

HOLLOWAY et al. (1979) und ARNOW (1937) bearbeitet, analysiert und so Phenol- 

und o-Diphenolgehalte bestimmt. In einem zweiten Schritt wurden in sogenannten 

„Simulationsversuchen“ (s. Kap. 3.3.2) Sojaprotein-, Pepsin- und Sojaprotein-Pepsin-

Zulagen zu den Reinstoffen zugegeben und die Veränderungen der Phenol- und 

o-Diphenolgehalte erfasst. So konnten Rückschlüsse auf potenzielle Interaktionen 

zwischen der jeweiligen Phenolsäure und den zugesetzten Zulagen gezogen 

werden. 

 

2. Welche phenolischen Verbindungen können mit Hilfe der LC-MS/MS bestimmt 

werden? 

Die phenolischen Reinstofflösungen wurden an der LC-MS/MS (engl.: Liquid 

chromatography mass spectrometry/mass spectrometry) gemessen. Über 

Verdünnungsreihen wurden zudem die stoffspezifischen Nachweisgrenzen ermittelt.  

 

3. Wie hoch sind die Gesamtphenolgehalte in den Überstandsproben aus den 

„Rusitec“-Versuchen mit und ohne Pepsinverdau? 

Überstandsproben aus vorhergegangen Versuchsdurchgängen des Langzeit-

inkubationssytems „Rusitec“ (RUmen SImulation TEChnique) wurden gepoolt, 

bearbeitet und der jeweilige Gesamtphenolgehalt mit der Methode nach HOLLOWAY 

et al. (1979) photometrisch ermittelt. Ziel dieser Untersuchungen war, potenzielle 
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Veränderungen im Gesamtphenolgehalt vergleichend zwischen den einzelnen 

Überstandsproben sowie nach Pepsinverdau zu erfassen.  

 

4. Wie hoch sind die Gehalte einzelner phenolischer Substanzen in den 

verschiedenen Überstandsproben aus der „Rusitec“? 

Nach weiteren Bearbeitungsschritten erfolgte die Analyse der Überstandsflüssigkeit 

an der LC-MS/MS. Dies diente zur Feststellung etwaiger Gehaltsveränderungen 

ermittelter m/z (Masse-zu-Ladungsverhältnisse) in Überstandsproben aus 

Fermentern mit Sojaproteinzulage bzw. nach Pepsinverdau.  

 

5. Können in den Überstandsproben nachgewiesene m/z den untersuchten 

phenolischen Reinstoffen zugeordnet werden? 

Anhand von übereinstimmenden Retentionszeiten wurden hinter einigen m/z 

phenolische Reinstoffe vermutet. Ein letztes Versuchsziel war somit die 

Stoffzuordnung der in Überstandsproben nachgewiesenen m/z zu den m/z 

untersuchter phenolischer Reinstoffen über Durchführung von MS/MS- und MSn-

Experimenten (s.a. Tab. 3.1). Diese Experimente erlauben eine nähere 

Stoffidentifizierung, indem Ionen fragmentiert und so in ihre Einzelbestandteile 

zerlegt werden. Dadurch können weitere Erkenntnisse über ein Molekül gewonnen 

und Aussagen über dessen Stabilität oder Zusammensetzung getroffen werden (s. 

Kap. 3.3.12). Besaßen zwei gleiche m/z neben identischen Retentionszeiten sowohl 

in einer phenolischen Reinstofflösung als auch in einer Überstandsprobe ein nahezu 

identisches Fragmentierungsverhalten so erhärtete sich der Verdacht, dass beide 

m/z dieselbe Stoffherkunft aufwiesen. Über Additionsversuche wurden solche 

Verdachtsdiagnosen abschließend verneint oder bestätigt (s. Kap. 3.3.13).  

 

Eine Zusammenfassung der ermittelten Parameter und angewandten Messverfahren 

kann der Tabelle 3.1 entnommen werden.  
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Tab. 3.1: Parameter und Messverfahren 

Versuch  Proben-
material 

Parameter 

 

Einheit Messverfahren Literatur  

Kolorimetrisch 

nach 

HOLLOWAY  

et al. (1979) 

getestete 

Reinstoffe 

Phenolische 

Reinstoff-

lösungen 

(s. Kap. 3.3.1) 

 

 

Summen-

parameter  

„Gesamt-

phenol-

gehalt“  

 

mmol/l Photometrie bei 

einer Wellenlänge 

von 578 nm 

HOLLOWAY 

et al. (1979) 

 

Kolorimetrisch 

nach ARNOW 

(1937) getestete 

Reinstoffe 

Phenolische 

Reinstoff-

lösungen  

(s. Kap. 3.3.1) 

 

Summen-

parameter 

„o-Diphenol-

gehalt“  

mg/ml Photometrie bei 

einer Wellenlänge 

von 405 nm 

ARNOW 

(1937) 

„Simulations-

versuche“ 

 

Phenolische 

Reinstoff-

lösungen 

(s. Kap. 3.3.1) 

Gesamt-

phenol-

gehalt nach 

HOLLOWAY 

et al. (1979) 

 

o-Diphenol-

gehalt nach 

ARNOW 

(1937) 

mmol/l 

 

 

 

 

 

mg/ml 

 

Photometrie bei 

einer Wellenlänge 

von 578 nm 

 

 

 

Photometrie bei 

einer Wellenlänge 

von 405 nm 

HOLLOWAY 

et al. (1979)  

 

 

 

 

ARNOW 

(1937) 

Analyse 

phenolischer 

Reinstoff-

lösungen an der  

LC-MS/MS 

(inkl. Verdünn-
ungsreihen) 

Phenolische 

Reinstoff-

lösungen  

(s. Kap. 3.3.1) 

 

 

m/z 

 

 

 

 

 

Retentions-
zeiten 

Count x 

min  

 

 

 

 

min 

Flüssigchromato-
graphie mit 
Massen-
spektrometrie-
Kopplung  
(LC-MS/MS) 

ÖZMEN 
(2014) 

Gesamtphenol-
gehaltsmessung 
in Überstands-
proben 

Überstands-
flüssigkeit aus 
der „Rusitec“ 

Gesamt-
phenolgehalt 
nach 
HOLLOWAY 
et al. (1979) 

mmol/l Photometrie bei 

einer Wellenlänge 

von 578 nm 

 

HOLLOWAY 
et al. (1979) 
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Tab. 3.1 Fortsetzung  

Analyse von 

Überstands-

proben an der  

LC-MS/MS 

Überstands-

flüssigkeit aus 

dem „Rusitec“ 

m/z 

 

 

 

Retentions-

zeiten 

Counts x 

min 

 

 

 

min 

Flüssigchromato-

graphie mit 

Massen-

spektrometrie-

Kopplung  

(LC-MS/MS) 

ÖZMEN 

(2014) 

MS/MS-, MSn- 
Experimente 

Phenolische 
Reinstoff-
lösungen 
(s. Kap. 3.3.1)  

m/z, 

Fragment-

ierungs-

verhalten 

 

Retentions-
zeiten 

Counts x 

min 

 

 

 

min 

Flüssigchromato-
graphie mit 
Massen-
spektrometrie-
Kopplung  
(LC-MS/MS) 

ÖZMEN 
(2014) 

Überstands-
flüssigkeit aus 
dem „Rusitec“ 

Additions-
versuche 

Phenolische 
Reinstoff-
lösungen  
(s. Kap. 3.3.1) 

m/z 

 

 

 

Retentions-
zeiten 

Counts x 

min 

 

 

min 

Flüssigchromato-
graphie mit 
Massen-
spektrometrie-
Kopplung  
(LC-MS/MS) 

 

Überstands-
proben aus dem 
„Rusitec“ 

 

3.2 Material und Methode 

Die Proben stammten aus den Überständen des von CZERKAWSKI und 

BRECKENBRIDGE (1977) entwickelten Langzeitinkubationssystem „Rusitec“. Diese 

in vitro-Verdauungsstudie erfolgte als Gemeinschaftsprojekt des Pansenlabors der 

Klinik für Rinder der Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover und daraus 

resultierendes Probenmaterial diente als Grundlage für die Dissertationen von 

GÖRES (2016), ILLE (2017), HUNSCHE (2017), SCHULTE (2018), THOMSEN 

(2018), EBHARDT (2018) und FRIEHOLD (2019). In dem Gemeinschaftsprojekt 

wurden Grassilagen von zwei unterschiedlichen Betrieben aus Norddeutschland in 

12 „Rusitec“-Durchgängen auf verschiedene Parameter untersucht. Im Anhang (Tab. 

9.1) ist eine Übersicht über die einzelnen Dissertationen, die im Rahmen dieses 

Gemeinschaftsprojektes entstanden sind, mit den jeweils analysierten Parametern 

dargestellt. 

Die Versuchsdurchgänge unterlagen einer fortlaufenden Bezeichnung und ein 

Durchgang, auch als Lauf („L“) bezeichnet, bestand aus 28 Versuchstagen. Diese 

wiederum gliederten sich in vier verschiedene Versuchsphasen, die sich durch 

unterschiedliche Beladung des Systems auszeichneten. Fermenter 1 und 2 waren 

Kontrollfermenter und wurden u.a. mit einer Grassilage beladen, deren 

Reineiweißgehalt am Rohprotein > 50% betrug (sog. „Kontrollsilage“). Fermenter 3 

und 4 wurden u.a. mit Schadsilage (RE/Rp < 50%) bestückt. Die 
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Fermentationseinheiten 5 und 6 enthielten neben der Schadsilage u.a. Sojaprotein. 

Bei den Fermentern 3 bis 6 handelte es sich um Testfermenter. Näheres zur 

Beladung der Fermentationseinheiten kann der Tabelle 3.2 entnommen werden.  

Das aufgeführte Gemeinschaftsprojekt umfasst die Durchgänge L31-42, während die 

in dieser Arbeit verwendeten Proben aus den Läufen L35-42 stammten und teilweise 

bereits für die Dissertation von HUNSCHE (2017) verwendet und bearbeitet wurden. 

Die Läufe L35-42 wurden in zwei Laufgruppen eingeteilt, die sich innerhalb der 

Zulagephase durch Beladung des Systems mit unterschiedlichen Schadsilagen 

(„S-33“ und „S-35“) auszeichneten. In Tabelle 3.3 sind die Zusammensetzungen der 

beiden Laufgruppen und die aus den unterschiedlich beladenen Fermentern 

resultierenden Überstandsproben dargelegt. Ein Teil der Überstandsproben wurde 

einem Pepsinverdau unterzogen, während der andere Teil unverdaut analysiert 

wurde. Somit lagen Überstandsproben ohne und mit Sojaproteinzulagen sowie 

Überstandsproben ohne und mit Pepsinverdau vor. Diese unterschiedlichen 

Überstände wurden auf den Summenparameter „Gesamtphenolgehalt“ nach 

HOLLOWAY et al. (1979) und auf unterschiedliche Gehalte einzelner m/z untersucht. 

Dadurch konnten Aussagen zu den Einflüssen von Sojaproteinzulagen und 

Pepsinverdau auf die jeweiligen Parameter (Gesamtphenolgehalt und Gehalte 

einzelner m/z) getroffen werden. 

Der eigentliche Versuch umfasste die Versuchstage 9-18, da in diesem Zeitraum die 

Zulage-/Testphase mit unterschiedlicher Beladung der einzelnen Fermentergruppen 

stattfand. Tag 0-6 umfasste die Beladung des Systems und die Einlaufphase. An Tag 

7-8 wird ein sogenannter „steady-state“ erreicht werden. Ab Tag 19 wurden alle 

Fermenter wieder identisch beladen, damit sich das System erholen konnte und 

damit die Ausgangssituation wieder erreicht wurde. In dieser Arbeit wurde sich auf 

Probenmaterial aus den Tagen 7-8, 11-18 und 27-28 beschränkt. Dadurch wurde 

gewährleistet, dass sich die Ausgangssituation, Veränderungen während der 

Zulagephase und ein erneutes Erreichen der Ausgangssituation an Tag 27+28 

erfassen ließen. Proben aus Tag 9-10 wurden bewusst nicht untersucht, da zu dieser 

Zeit noch Produkte aus der Kontrollphase messbar sein könnten. Nach der Beladung 

der Futtersäcke benötigt das System 24 Stunden zum vollständigen Ablaufen aller 

Reaktionsvorgänge. Daher konnte das Ergebnis einer Beladung erst 24 Stunden 

später erfasst werden (s. Kap. 9.2.4).  
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Weitere Informationen zum Ablauf und zur Durchführung eines „Rusitec“ -

Durchgangs sind den vorherigen Dissertationen des Pansenlabors und dem Kapitel 

9.2.1 zu entnehmen.  

 

Tab. 3.2: Übersicht Fermenterbeladung (GÖRES 2016) 

Futterzulage 
F1 und F2 

Kontrollfermenter 

F3 und F4 

Testfermenter 

F5 und F6 

Testfermenter 

Beladung 

Tag 0 

500 ml flüssiger Panseninhalt + 200 ml „Rusitec“ Puffer 

+ 100 ml ionenfreies Wasser (Seradest®) 

Futterbeutel 1: 80 g (uS) fester Panseninhalt + 2,6 g (uS) Stärke 

Futterbeutel 2: 10,5 g (TS) Kontrollsilage + 2,6 g (uS) Stärke 

Einlaufphase 

Tag 1–6 
10,5 g (TS) Kontrollsilage + 2,6 g (uS) Stärke 

Kontrollphase 

Tag 7–8 
10,5 g (TS) Kontrollsilage + 2,6 g (uS) Stärke 

Zulagephase 

Tag 9–18 

10,5 g (TS) 

Kontrollsilage 

+ 2,6 g (uS) Stärke 

10,5 g (TS) Schadsilage 

+ 2,6 g (uS) Stärke 

10,5 g (TS) Schadsilage 

+ 2,6 g (uS) Stärke + 

0,33 g (uS) Sojaprotein 

Erholungsphase 

Tag 19–28 
10,5 g (TS) Kontrollsilage + 2,6 g (uS) Stärke 

 
Tab. 3.3: Bezeichnung der einzelnen Läufe und Überstände  

Bezeichnung 

Lauf-

gruppe 

Lauf Überstand aus KF1 

(F1+2) 

Überstand aus  

TF2 (F3+4) 

Überstand aus  

TFmS3 (F5+6) 

I 35, 36, 37, 

38 

KF-32 

(Beladen mit K-324)  

= Ü-KF-32 

TF-33 

(Beladen mit S-334) 

= Ü-TF-33 

TF-33mS 

(Beladen mit S-334mS) 

= Ü-TF-33mS 

II  39, 40, 41, 

42  

KF-32 

(Beladen mit K-324) 

 = Ü-KF-32 

TF-35  

(Beladen mit S-354)  

= Ü-TF-35 

TF-35mS 

(Beladen mit S-354mS)  

= Ü-TF-35mS 

 

Erläuterung zu Tab. 3.3: 

1 KF: Kontrollfermenter, beladen mit Kontrollsilage „K-32“. 

2 TF: Testfermenter, beladen mit Schadsilage „S-33“ oder „S-35“. 

3 TFmS: Testfermenter mit Sojazulage, beladen mit Schadsilage „S-33“ oder „S-35“ und Soja. 

4 Analyse der Nährstoffzusammensetzung s. Kap. 9.2.3. 
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3.3 Analytik 

Neben den phenolischen Reinstofflösungen, dienten die aus der „Rusitec“ 

stammenden Überstandsproben als Grundlage für die im Folgenden beschreibenden 

Messverfahren. Eine Übersicht über die ermittelten Parameter, die dazugehörigen 

Messverfahren und Einheiten sowie errechnete Variationskoeffizienten können der 

Tabelle 3.1 entnommen werden.  

 

3.3.1 Kolorimetrisch nach HOLLOWAY et al. (1979) und ARNOW (1937) 

getestete phenolische Reinstoffe  

In Anlehnung an vorherige Untersuchungen von GÖRES (2016) und ÖZMEN (2014) 

wurden 11 phenolische Reinstoffe (Tab. 3.4) als Beispielsubstanzen des sekundären 

Pflanzenstoffwechsels ausgewählt und kolorimetrisch auf den Gesamtphenol- und 

o-Diphenolgehalt untersucht. Grundlagen dieser Methoden sind die Gesamtphenol-

bestimmung im Serum nach HOLLOWAY et al. (1979) bzw. die Bestimmung des 

o-Diphenolgehaltes nach ARNOW (1937). Die bereits von GÖRES (2016) 

modifizierte Methode nach ARNOW (1937) wird normalerweise zur kolorimetrischen 

Quantifizierung des Summenparameters für die Konzentration an  

o-Diphenolen verwendet. Da bei GÖRES (2016) jedoch mit dieser Methode auch 

phenolische Reinstoffe erfassbar waren, wurden auch hier die phenolischen 

Reinstoffe nach der Methode von ARNOW (1937) bearbeitet und anschließend 

photometrisch analysiert. 

Für die kolorimetrische Bestimmung des Phenol- und o-Diphenolgehaltes wurden 

0,5 mg der jeweiligen Phenolsäure in je einem ml 0,9%iger NaCl-Lösung (Tab. 3.7) 

gelöst. Dies entspricht einer Phenolkonzentration von c = 0,5 g/l. Es wurde sich für 

eine 0,9%ige NaCl-Lösung als Lösungsmittel entschieden, um potenzielle 

Interaktionen mit dem später eingesetzten Sojaprotein zu minimieren und um die 

osmotischen Verhältnisse im Tier nachzubilden. Da sich einige der Phenolsäuren nur 

schlecht lösen ließen, erfolgte dieser Lösungsvorgang unter dreißigminütigem 

Einsatz eines Ultraschallbades (Sonorex, Fa. Bandelin electronic GmbH & Co. KG, 

Berlin, Germany). Nach Beendigung des Lösungsvorganges wurden die Proben zwei 

Stunden bei 39°C im Wärmeschrank (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland) inkubiert 

und währenddessen durch Einspannung in einen Rotor permanent in Bewegung 

gehalten (DIAZ-HERNANDEZ et al. 1997). Dadurch wurden zum einen die in vivo-

Bedingungen im ruminalen Gastrointestinaltrakt simuliert und zum anderen eine 
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bessere Vergleichbarkeit mit den folgenden Versuchsreihen (Sojaprotein- bzw. 

Pepsinzulagen) geschaffen. Die weiteren Schritte der Probenaufbereitung sind der 

Abbildung 3.1 zu entnehmen. Ein wichtiger Punkt innerhalb der verwendeten 

Methode ist die Proteinpräzipitation mit 70%iger Perchlorsäure, da das Folin-

Ciocalteau-Reagenz nicht spezifisch Phenole (MENGISTU 1990), sondern auch 

Proteine anfärbt und somit zu falschen Messergebnissen führen kann (GÖRES 

2016). Die Proteinpräzipitation ist daher relevant für die späteren Versuchsreihen mit 

den Überstandsproben und wird an dieser Stelle wegen der besseren 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse durchgeführt. Die Blindprobe wurde abweichend von 

der Methode nach HOLLOWAY et al. (1979) angefertigt. Anstelle des Folin-

Ciocalteau-Reagenzes wurde 0,9%ige NaCl-Lösung verwendet, um den Effekt der 

Eigenextinktion der jeweiligen Lösung bewerten zu können. Das Messergebnis der 

Blindprobe wird zukünftig als „Leerwert“ bezeichnet. 

 

Die einzelnen Bearbeitungsschritte für die Methode nach ARNOW (1937) sind der 

Abbildung 3.2 zu entnehmen. Abweichend zu den Methoden von GÖRES (2016) und 

HUNSCHE (2017) wurde auf eine alkoholische Extraktion mit Ethanol verzichtet, da 

in einer Vorversuchsreihe höhere Extinktionswerte ohne den Einsatz der 

alkoholischen Extraktion verzeichnet werden konnten. Daher wurde der Verdacht 

geäußert, dass im Rahmen der alkoholischen Extraktion phenolische Substanzen 

verloren gehen könnten, anstatt herausgezogen und konzentriert zu werden (s.a. 

Kap. 5.3.1.2). 

 

Nach der methodenspezifischen Aufbereitung wurden die Proben photometrisch 

(prietest ECO, Fa. QM Lab, Steinfurt, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 

578 nm (HOLLOWAY et al. 1979) bzw. 405 nm (ARNOW 1937) in Halbmikroküvetten 

(Fa. Sarstedt AG & Co., Größe 10x4x45 mm, Art.-Nr. 81970) analysiert. Von dem 

Extinktionswert der jeweilig zu analysierenden Probe wurde der dazugehörige 

Extinktionswert der Blindprobe (s. Abb. 3.2 und Abb. 3.3) abgezogen.  Anhand dieser 

Analysen sollte überprüft werden, in welcher Intensität die phenolischen 

Reinstofflösungen bei Verwendung der genannten Methoden erfasst werden können 

(vgl. GÖRES 2016). Dadurch konnte der Einfluss einzelner Phenolsäuren auf die 

Summenparameter „Gesamtphenolgehalt“ und „o-Diphenolgehalt“ eingeschätzt 

werden. Diese Versuchsansätze wurden als Ansatz „A“ bezeichnet. 
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In späteren Versuchsansätzen wurde den Reinstofflösungen Sojaproteinlösung  

(Ansatz „B“), Pepsinlösung (Ansatz „C“) und Sojaprotein-Pepsinlösung (Ansatz „D“) 

zugelegt, um ausgehend von Extinktionsveränderungen auf potenziell ablaufende 

Reaktionen schließen zu können (s. Kap. 3.3.2).  

Die für die Messungen verwendeten Reagenzien sind den Tabellen 3.5, 3.6 und 3.7 

zu entnehmen.  
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Tab. 3.4: Ausgewählte Phenolsäuren des sekundären Pflanzenstoffwechsels 

Phenolsäure Molare 
Masse 
[g/mol] 

n [mol]3 CAS-
Nummer 

Strukurformel m/z 
ÖZMEN 
2014 

p-Coumarsäure 164,16  0,0030 501-98-4 

 

165/1471,2/ 
119/91 

Ferulasäure 194,18  0,00257 537-98-4 

 

195/1771,2/ 
149/145/11

7 

3-Hydroxybenzoesäure 138,12 0,0036 99-06-9 

 

439/421/34
2/139/121/ 
111/951,2 

4-Hydroxybenzoesäure 138,12 0,0036 99-96-7 

 

439/421/13
9/1212/111

/ 
951 

4-Hydroxyphenyl- 
brenztraubensäure 

180,16 0,0028 156-39-8 

 

3852/341/ 
316/297/18
1/163/135/ 
107/95/79/ 

69 

2-Hydroxyphenyl-
essigsäure 

152,15 0,0033 614-75-5 

 

3292/153/ 
135/1071/9

5/79 

4-Hydroxyphenyl-
essigsäure 

152,15 0,0033 156-38-7 

 

1071/105/9
5/79 

3-(2-Hydroxyphenyl)-
propionsäure 

166,17 0,0030 495-78-3 

 

3571/313/ 
295/227/14
9/1212/107

/69 

3-(4-Hydroxyphenyl)-
propionsäure 

166,17 0,0030 501-97-3 

 

353/313/29
5/149/121/ 

1071,2 

Sinapinsäure 224,21 0,0022 530-59-6 

 

225/2071,2/ 
192/175/14
7/119/105/

91 

trans-Zimtsäure 148,16 0,0034 140-10-3 

 

149/1311,2/ 
103 

 

Erläuterungen zur Tab. 3.4: 

1 Die fett markierten m/z sind laut ÖZMEN (2014) die jeweiligen Basisionen der Phenolsäuren. 

2 Die unterstrichenen m/z sind die m/z, die in den eigenen Reinstoffmessungen (Kap. 3.3.7) am 

besten auszuwerten waren (= Precursor-Ionen). 

3 Stoffmenge der jeweiligen Phenolsäure in mol bei einer Einwaage von 0,5 g Phenolsäure pro 

Liter 0,9%iger NaCl-Lösung (berechnet nach der Formel n = m/M). 
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3.3.2 „Simulationsversuche“: Photometrische Analysen von Reinstoff-

lösungen mit Soja- bzw. Pepsinzulagen 

In einer zweiten Versuchsreihe erfolgte eine Zulage von Pepsin-, Soja- oder Pepsin-

Soja-Lösungen zu den Reinstofflösungen. Diese Versuchsansätze wurden als 

Ansatz „B“ (Sojaproteinzulage), „C“ (Pepsinzulage) und „D“ (Sojaprotein-

Pepsinzulage) bezeichnet. Die genaue Zusammensetzung der einzelnen Ansätze ist 

der Tabelle 3.5 zu entnehmen. Ziel dieser Untersuchungen war, über Veränderungen 

der Extinktionen nach Sojaprotein-, Pepsin-, Sojaprotein-Pepsin-Zulagen, auf 

potenzielle Interaktionen zwischen der jeweiligen Phenolsäure und dem zugesetzten 

Reagenz schließen zu können. Durch Feststellungen von EICKEN (2005b) und 

EICKEN und TIEDEMANN (2013) konnten Sojaproteinzulagen das Krankheitsbild 

„Faktorenerkrankung Milchviehherde“ abmildern. Diese in vivo Beobachtungen 

sollten über die folgenden „Simulationsversuche“ in vitro näher untersucht werden.  

HUNSCHE (2017) konnte zudem bereits in vitro aufzeigen, dass es unter 

„Labmagenbedingungen“ nach reiner Schadsilagebeladung zu einem massiven 

Anstieg im Gesamtphenolgehalt kam und dass diese Werte bei Schadsilagebeladung 

und Sojaproteinzulage kaum anstiegen.  

Diese sogenannten „Soja- und Pepsineffekte“ sollten im Nachfolgenden weiter in 

vitro untersucht werden. 

Die Sojaprotein-Lösung bestand aus 0,041 g isoliertem Sojaprotein (SUPRO ® 670 

IP, Fa. Danisco, Niebüll, Deutschland), das in 100 ml 0,9%ige NaCl-Lösung 

eingewogen und nachfolgend mit Hilfe eines Magnetrührers (MR 3000, Fa. Heidolph 

Instruments, Schwarbach, Deutschland) vermengt wurde. Diese Sojaprotein-Lösung 

wurde anschließend in einem Verhältnis von 1:1 mit der jeweiligen Reinstofflösung 

(Tab. 3.4) vermischt und wie oben beschrieben zwei Stunden unter permanenter 

Bewegung bei 39°C inkubiert.  

Die Sojaprotein-Einwaage von 0,041 g ergab sich aus der eingesetzten Sojaprotein-

Menge in den vorhergegangenen „Rusitec“-Versuchen (nähere Beschreibungen zu 

den „Rusitec“-Versuchen s. GAST 2010). Zum Ausgleich der niedrigen Reineiweiß-

am-Rohprotein-Werte eingesetzter Schadsilagen „S“ (RE/Rp < 50%), wurden 

während der Zulagephase täglich je 0,33 g uS (0,31 g TS) des Sojaproteins in den 

Fermentern 5 und 6 ergänzt (Berechnung s. GÖRES 2016). Ein Fermenter hat ein 

Fassungsvolumen von 800 ml, daraus ergab sich rechnerisch eine Sojaprotein-
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Zulage von 0,041 g uS auf 100 ml Flüssigkeit. Bei der Pepsin-Lösung handelte es 

sich um ein Gemisch aus Pepsin und einer Salzsäurelösung in einer Konzentration 

von 2 mg Pepsin pro ml 0,001 M Salzsäure (DIAZ-HERNANDEZ et al. 1997). Die 

Reinstofflösungen (Tab. 3.4) wurden im Verhältnis 1:1 mit der Pepsin-HCl-Lösung 

versetzt und für zwei Stunden, wie bereits beschrieben, inkubiert. Aus den 

Versuchen von HUNSCHE (2017) ging hervor, dass sich die Inkubationszeit von zwei 

Stunden als ausreichend lang erwies, damit ein enzymatischer Verdau stattfinden 

konnte. In einem letzten Versuchsansatz wurde 1 ml der jeweiligen Reinstoff-Lösung 

mit 0,5 ml Sojaprotein-Lösung versetzt und 10 min bei 39°C (eingespannt in den 

beschriebenen Rotor) inkubiert, um etwaige Reaktionen ablaufen zu lassen. 

Anschließend wurde die Reinstoff-Sojaproteinlösung mit 0,5 ml Pepsin-HCl-Lösung 

vermengt und mit einer zweistündigen Inkubationszeit, wie oben beschrieben, in den 

Wärmeschrank überführt. Zur optimalen Wirksamkeit des Pepsins und zur besseren 

in vitro-Simulation labmagenähnlicher Bedingungen, wurden die Proben aller 

Versuchsansätze mit einer Zulage von 7 μl halbkonzentrierter Salzsäure angesäuert. 

Dieses Zulagevolumen ergab sich aus einer Vorversuchsreihe und erwies sich in 

dieser als ausreichend groß, um die verschiedenen Reinstofflösungen mit und ohne 

die genannten Zulagen auf einen pH-Wert von ca. 1,5 anzusäuern.  

Die Zulagelösungen8 wurden alle drei Tage neuangesetzt und ihre dazugehörigen 

Blindwerte bestimmt, sodass schlussendlich viermal frische Zulagelösungen 

angesetzt und analysiert wurden (n = 4). Die ermittelten Extinktionswerte ergaben 

sich auch bei den Zulagelösungen aus der Extinktion der jeweiligen Zulagelösung 

abzüglich Extinktion der dazugehörigen Blindprobe9. Aus den arithmetischen 

Mittelwerten dieser alle drei Tage neuermittelten Extinktionswerte10 ließen sich 

rechnerisch Erwartungswerte für die Extinktionen der Reinstoffzulagegemische 

bestimmen. 

 

3.3.2.1 Berechnung der Erwartungswerte 

Der Erwartungswert wird aus den Extinktionen aller einzelnen jeweils beteiligten 

Lösungen berechnet und gibt denjenigen Messwert an, der beim Vermischen der 

 
8Die Zusammensetzungen der verwendeten Zulagelösungen für die Blindwertbestimmung können der 
Tabelle 3.6 entnommen werden. 

9S. Abb. 3.2 und 3.3 
10Die arithmetischen Mittelwerte der gemessenen Extinktionen, abzüglich der dazugehörigen 

Extinktionen für die Blindwerte und die daraus berechneten Konzentrationen können dem Kapitel 
3.3.2.2 entnommen werden. 
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einzelnen Lösungen in ihrem vorgegebenen Verhältnis erwartet wird. So konnten 

auch etwaige Verdünnungseffekte in die Berechnung mit einbezogen werden. 

Gleichzeitig unterstellt der Erwartungswert, dass keine mittels Photometer 

messbaren Reaktionen zwischen den Reaktionspartnern (z.B. Ansatz „B“: 

Ferulasäure (Reaktionspartner 1) und Sojaproteinlösung (Reaktionspartner 2)) erfolgt 

sind. Waren Differenzen zwischen den ermittelten Extinktionen und den errechneten 

Erwartungswerten feststellbar, so hat eine Reaktion zwischen den jeweiligen 

Reaktionspartnern stattgefunden. War der Messwert niedriger als er Erwartungswert, 

so hat sich der Gehalt phenolischer Substanzen erniedrigt. War der Messwert höher 

als der Erwartungswert, dann hat sich die scheinbare Menge freier Phenole 

gegenüber der Erwartung erhöht. 

Die Erwartungswerte wurden folgendermaßen berechnet: 

• Berechnung des Erwartungswertes für Ansatz „B“: ½ Extinktionswert Ansatz 

„A“ + gemittelter Blindwert der Sojaproteinlösung  

• Berechnung des Erwartungswertes für Ansatz „C“: ½ Extinktionswert Ansatz 

„A“ + gemittelter Blindwert der Pepsinlösung 

• Berechnung des Erwartungswertes für Ansatz „D“: ½ (Extinktionswert Ansatz 

„B“ + Extinktionswert Ansatz „C“)  

Da es sich bei Ansatz „A“ um Reinstoffstofflösungen handelt, gibt es hierfür keinen 

Erwartungswert. Für die Berechnung des Erwartungswertes für Ansatz „D“ müssen 

die Extinktionswerte für Ansatz „B“ und „C“ vorliegen. Würde der Erwartungswert für 

Ansatz „D“ direkt aus den Blindwerten für Sojaprotein- und Pepsinlösung (½ 

Extinktionswerte Ansatz „A“ + (Blindwert der Sojaproteinlösung + Blindwert der 

Pepsinlösung)) berechnet werden, würden potenziell nachgewiesene „Sojaprotein- 

bzw. Pepsineffekte“ übergangen werden. Weicht in diesem Fall der Messwert von 

Ansatz „D“ vom Erwartungswert ab, so kann nicht mehr festgestellt werden, ob die 

Reaktion zwischen der jeweiligen Phenolsäure und der Sojaprotein-Pepsinlösung 

stattgefunden hat, oder bereits vorher einzelne Reaktionen zwischen der 

Phenolsäure und dem Sojaprotein bzw. dem Pepsin abgelaufen sind. Abweichungen 

des Messwertes „D“ vom Erwartungswert für Probe „D“ sind auf Reaktionen 

zurückzuführen, die zusätzlich zu denen in den Proben „B“ und „C“ stattgefunden 

haben.  

Die Sojaprotein-, Pepsin- und Sojaprotein-Pepsinlösungen bestanden aus dem 

Gemisch der jeweiligen Zulagelösung und 0,9%iger NaCl-Lösung (Tab. 3.7). Die 
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NaCl-Lösung ersetzte in den Blindwertbestimmungen die Phenolsäurelösung (Tab. 

3.7).  

Nach der Inkubationszeit wurden alle Ansätze wie beschrieben in Anlehnung an die 

Methoden von HOLLOWAY et al. (1979) bzw. ARNOW (1937) bearbeitet und bei 

einer Wellenlänge von 578 nm bzw. bei 405 nm im Photometer (prietest ECO, Fa. 

QM Lab, Steinfurt, Deutschland) vermessen.  

Die für die Messungen notwendigen Reagenzien sind den Tabellen 3.7, 3.8 und 3.9 

zu entnehmen. 

 

3.3.2.2 Photometrisch bestimmte gemittelte Blindwerte der Zulagelösungen 

zur Berechnung der sog. Erwartungswerte im „Simulationsversuch“ 

In der Tabelle 3.5 sind die einzelnen gemittelten Extinktionswerte und die 

dazugehörigen Konzentrationen für die Sojaprotein- und Pepsinlösung zur 

Berechnung der Erwartungswerte aufgeführt. Die Zusammensetzungen der 

Lösungen und das einzelne Vorgehen bei der Berechnung der Erwartungswerte 

können den Kapiteln 3.3.2 und 3.3.3.1 entnommen werden. Die Mittelwerte der 

Extinktionen sind aus je vier Einzelwerten (n = 4) berechnet worden. Demnach 

wurden für die „Simulationsversuche“ viermal frische Zulagelösungen angesetzt.  

 

Tab. 3.5: Mittlere Extinktionswerte und Konzentrationen der Zulagelösungen (n = 4) 

Photometrisch bestimmter Phenolgehalt nach HOLLOWAY et al. (1979) 

Zulage Extinktion Konzentration (mmol/l) 

Blindwert 

Sojaprotein-Lösung 

0,022 0,036 

Blindwert 

Pepsinlösung 

0,105 0,251 

Photometrisch bestimmter o-Diphenolgehalt nach ARNOW (1937) 

Zulage Extinktion Konzentration (mg/ml) 

Blindwert 

Sojaprotein-Lösung 

0,175 0,111 

Blindwert 

Pepsinlösung 

0,235 0,139 
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Tab. 3.6: Ansätze und ihre Zusammensetzungen 

Ansatz Zusammensetzung 

„A“ (= Phenolsäure-Lösung) 1 mg Phenolsäure (s. Tab. 3.4) 

2 ml NaCl-Lösung (s. Tab. 3.7) 

„B“ 1 ml Phenolsäure-Lösung (= Ansatz „A“) 

1 ml Sojaprotein-Lösung (s. Tab. 3.7) 

„C“ 1 ml Phenolsäure-Lösung (= Ansatz „A“) 

1 ml Pepsin-Lösung (s. Tab. 3.7) 

„D“ 1 ml Phenolsäure-Lösung (= Ansatz „A“) 

0,5 ml Sojaprotein-Lösung (s. Tab. 3.7) 

0,5 ml Pepsin-Lösung (s. Tab. 3.7) 

Blindwert Sojaprotein-Lösung (s.a. Kap. 4.1.1, 9.5) 1 ml NaCl-Lösung (s. Tab. 3.7) 

1 ml Sojaprotein-Lösung (s. Tab. 3.7) 

Blindwert Pepsin-Lösung (s.a. Kap. 4.1.1, 9.5) 1 ml NaCl-Lösung (s. Tab. 3.7) 

1 ml Pepsin-Lösung (s. Tab. 3.7) 

Blindwert Sojaprotein-Pepsin-Lösung  

(s.a. Kap. 4.1.1, 9.5) 

1 ml NaCl-Lösung (s. Tab. 3.7) 

0,5 ml Sojaprotein-Lösung (s. Tab. 3.7) 

0,5 ml Pepsin-Lösung (s. Tab. 3.7) 
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Abb. 3.1: Modifizierte Probenaufbereitung und Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach 

HOLLOWAY et al. (1979) 

  

0,5 mg Phenolsäure1 in 1 ml 0,9 % NaCl-

Lösung2 lösen 
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Erläuterungen zur Abb. 3.1: 

1 S. Tab. 3.4. 

2 S. Tab. 3.7. 

3 Sonorex (Fa. Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland). 

4 S. Tab. 3.7. 

5 Rotor. 

6 S. Tab. 3.7. 

7 S. Tab. 3.7. 

8 Wärmeschrank (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland). 

9 Reagiergefäß 2 ml (Fa. Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland, Art.-Nr. 72.689.003). 

10 S. Tab. 3.7. 

11 Vortex-Mischer Typ Vortex-Genie (Fa. Scientific Industries, Bohemia, USA). 

12 Zentrifuge Minifuge RF (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland). 

13 Reagenzglas starkwandig, 100x16 mm (Fa. Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. 

Rhön, Deutschland). 

14 S. Tab. 3.8. 

15 S. Tab. 3.8. 

16 Halbmikroküvetten 10×4×45 mm (Fa. Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland, Art.-Nr. 

81970). 

17 Photometer prietest ECO (Fa. QMLab, Steinfurt, Deutschland). 

 

Tab. 3.7: Gemeinsame Reagenzien zur Phenol- und o-Diphenolbestimmung und zur 

Erstellung der Kalibrationsgeraden 

Reagenzien Zusammensetzung 

0,9 %ige NaCl-Lösung 0,9 g Natriumchlorid (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland; 

Art.-Nr. 106404), 

100 ml A. bidest. 

Sojaprotein-Lösung 0,041 g isoliertes Sojaprotein (SUPRO® 670 IP, Fa. 

Danisco, Niebüll, Deutschland), 

100 ml 0,9%ige NaCl-Lösung 

Salzsäure halbkonzentriert  100 ml Salzsäure 37% (Fa. Grüssing GmbH, Filsum, 

Deutschland, Art.-Nr. 130682500), 

100 ml A. bidest. 

Pepsin-Lösung 2 mg Pepsin 2000 FIP-U/g (Fa. MERCK, Darmstadt, 

Deutschland, Art.-Nr. 7190), 

1 ml 0,001 M Salzsäure  

0,001 M Salzsäure 0,999 ml A. bidest., 

0,001 ml 1 M Salzsäure (Fa. MERCK, Darmstadt, 

Deutschland, Art.-Nr. 1.09057.2500) 

70 %ige Perchlorsäure  Perchloric acid 70% (Fa. Fisher Scientific UK, 

Loughborough, UK, Art.-Nr. P/1280/PB17) 
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Tab. 3.8: Spezifische Reagenzien zur Phenolbestimmung und zur Erstellung der 

Kalibrationsgeraden 

Reagenzien Zusammensetzung 

Folin-Ciocalteau-Reagenz Folin & Ciocalteau’s phenol reagent (Fa. Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA, Art.-Nr. F9252) 

10%ige Natriumcarbonat-Lösung  10 g Natriumcarbonat (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 

Art.-Nr. S7795),  

100 ml A. bidest. 

4-Hydroxyphenylessigsäure 4-Hydroxyphenylacetic acid (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA, Art.-Nr. H50004) 
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 Abb. 3.2: Modifizierte Probenaufbereitung und o-Diphenolbestimmung nach ARNOW  

(1937) 

  

0,5 mg Phenolsäure1 in 1 ml 0,9 % NaCl-

Lösung2 lösen 
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Erläuterungen zur Abb. 3.2: 

1 S. Tab. 3.4. 

2 S. Tab. 3.7. 

3 Sonorex (Fa. Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland). 

4 S. Tab. 3.7. 

5 Rotor. 

6 S. Tab. 3.7. 

7 S. Tab. 3.7. 

8 Wärmeschrank (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland). 

9 Reagiergefäß 2 ml (Fa. Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland, Art.-Nr. 72.689.003). 

10 S. Tab. 3.7. 

11 Vortex-Mischer Typ Vortex-Genie (Fa. Scientific Industries, Bohemia, USA). 

12 Zentrifuge Minifuge RF (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland). 

13 Reagenzglas starkwandig, 100x16 mm (Fa. Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. 

Rhön, Deutschland). 

14 S. Tab. 3.9. 

15 S. Tab. 3.9. 

16 Halbmikroküvetten 10×4×45 mm (Fa. Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland,  

Art.-Nr. 81970). 

17 Photometer prietest ECO (Fa. QMLab, Steinfurt, Deutschland). 

 

Tab. 3.9: Spezifische Reagenzien zur o-Diphenolbestimmung und zur Erstellung der 

Kalibrationsgeraden 

Reagenzien Zusammensetzung 

Natronlauge 2,125 mol/l 8,5 g Natriumhydroxid 97% (Fa. Grüssing GmbH, Filsum, 

Deutschland, Art.-Nr. 12158), 

100 ml A. bidest. 

ARNOW-Reagenz 10 g Natriummolybdat (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 

Art.-Nr. 243655)  

10 g Natriumnitrit (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Art.-Nr. 

237213)  

100 ml A. bidest. 

Chlorogensäure  Chlorogenic acid (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Art.-Nr. 

C3878) 

Ethanol 50%ig 50 ml Ethanol 99,5% vergällt mit MEK (Fa. LAT GmbH, 

Garbsen, Deutschland, Art.-Nr. 10576), 

50 ml A. bidest. 
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3.3.3 Kalibration 

3.3.3.1 Phenolmessung nach HOLLOWAY et al. (1979) 

Um von den gemessenen Extinktionswerten auf den Gesamtphenolgehalt [mmol/l] 

schließen zu können, wurde die Umrechnungsformel von HUNSCHE (2017) 

verwendet. Es wurde sich für diese Vorgehensweise entschieden, um eine optimale 

Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von HUNSCHE (2017) gewährleisten zu 

können. Zur Erstellung der Kalibrationsgeraden und zur Ermittlung der 

Umrechnungsformel (Abb. 3.3) wurde die Referenzsubstanz 4-Hydroxy-

phenylessigsäure (Tab. 3.8) in 10 verschiedenen Konzentrationen von  

0,25-2,50 mmol/l in A. bidest. gelöst (HÖLTING 1993; GÖRES 2016) und im 

Verhältnis von 1:1 mit Pepsin-HCl-Lösung (Tab. 3.7) versetzt. Danach erfolgte eine 

zweistündige Inkubation bei 39°C unter permanenter Rotation und anschließender 

Fünffachmessung der zehn Kalibrierlevel. Die Kalibrationskurve wurde mit Hilfe des 

F-Test nach Mandel des Dintest Programms (Version DT 2004 DE) als lineares 

Regressionsmodell bestätigt (HUNSCHE 2017). Um von den gemessenen 

Extinktionswerten auf die Konzentrationswerte schließen zu können, musste die 

Kalibrierfunktion noch in eine Analysenfunktion umgeformt werden. 

 

Abb. 3.3: Kalibrationsgerade zur Ermittlung des Gesamtphenolgehaltes (nach der 

Methode von HOLLOWAY et al. 1979) in Überstandslösungen (HUNSCHE 2017) 

 

3.3.3.2 o-Diphenolmessung nach ARNOW (1937)  

Zur Ermittlung der Konzentration an o-Diphenolen wurde ebenfalls die von 

HUNSCHE (2017) erstellte Kalibrationsgerade (Abb. 3.4) verwendet, um eine 

optimale Vergleich-barkeit der Werte zu gewährleisten. Als Referenzsubstanz 
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verwendete HUNSCHE (2017) in Ethanol (EtOH 50%ig, Tab. 3.8) gelöste 

Chlorogensäure (Tab. 3.9). Es wurden 10 Kalibrierstufen in der Konzentration von 

0,25-10 mg/ml angesetzt, mit der Pepsin-HCl-Lösung (Tab. 3.7) im Verhältnis von 1:1 

für zwei Stunden bei 39°C permanent rotierend inkubiert, aufbereitet und 

photometrisch gemessen (HÖLTING 1993; GÖRES 2016). Der F-Test nach Mandel 

aus dem Programm Dintest (Version DT 2004 DE) bestätigte ein lineares 

Regressionsmodell (HUNSCHE 2017). Um von den gemessenen Extinktionswerten 

auf die Konzentrationswerte schließen zu können, musste auch diese 

Kalibrierfunktion noch in eine Analysenfunktion umgeformt werden. 

Abb. 3.4: Kalibrationsgerade zur Ermittlung des o-Diphenolgehaltes (nach der Methode  

von ARNOW 1937) in Überstandslösungen (HUNSCHE 2017) 

 

3.3.4 Wahl der Methode 

Zur Ermittlung des „Gesamtphenolgehaltes“ in den Überstandsproben und zur 

Untersuchung des Einflusses von Soja- und Pepsinzulagen auf die Extinktionswerte 

einzelner Phenolsäuren wurde die modifizierte Methode nach HOLLOWAY et al. 

(1979) verwendet. Diese Methode ist im Vergleich zu chromatographischen 

Messmethoden schneller und kostengünstiger durchführbar (HOLLOWAY et al. 

1979) und in einer flüssigen Matrix, wie z.B. den Überstandsproben oder 

phenolischen Reinstofflösungen anwendbar. Dieselben Vorteile bietet auch die 

modifizierte Methode nach ARNOW (1937), weshalb der o-Diphenolgehalt von 

phenolischen Reinstofflösungen mit dieser Methode bestimmt und potenzielle 

Extinktionsveränderungen nach Soja- bzw. Pepsinzulagen („Simulationsversuche“ 

s. Kap. 3.3.2) untersucht wurden. Untersuchungen zum o-Diphenolgehalt in Über-
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standsflüssigkeit sind Bestandteil der Dissertation von FRIEHOLD (2019) und 

werden in dieser Arbeit nicht weiter thematisiert.  

Es sollten außerdem Methoden angewandt werden, die einen direkten Vergleich mit 

den Ergebnissen von HUNSCHE (2017) ermöglichen, um potenzielle Veränderungen 

in der Güte des mit HUNSCHE (2017) identischen Probenmaterials feststellen und 

zur abschließenden Bewertung heranziehen zu können.  

 

3.3.5 Überprüfung der Methode 

Zur Überprüfung der Methode wurden je 10 Versuchsreihen der Ansätze „A“, „B“, 

„C“ und „D“ erstellt, mit der Methode nach HOLLOWAY et al. (1979) aufbereitet und 

am Photometer analysiert. Anhand der arithmetischen Mittelwerte berechneter 

Konzentrationen wurden vier verschiedene Variationskoeffizienten (VK) berechnet 

(Tab. 3.10). Als Referenzsubstanz diente 4-Hydroxybenzoesäure. Diese Substanz 

zeigte in der Phenolmessung nach Soja- bzw. Pepsinzulagen große prozentuale 

Effekte und wurde aus diesen Gründen als geeignete Referenzsubstanz zur 

Überprüfung der Methode angesehen. Die in Tabelle 3.10 aufgeführten VK werden 

als sogenannte Reaktions-Variationskoeffizienten (Definition: s. FRIEHOLD 2019) 

bezeichnet. Neben diesen wurden auch sogenannte Geräte- und Handlings-VK 

berechnet. Diese VK und die dazugehörigen Definitionen können der Dissertation 

von FRIEHOLD (2019) entnommen werden. Die bei FRIEHOLD (2019) aufgeführten 

Variationskoeffizienten lagen alle bis auf eine Ausnahme unter 5%. Dies spricht für 

eine gute Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse. Der sogenannten Handlings-

VK schwankte zwischen ca. 5-20% (FRIEHOLD 2019) und lag am Beispiel der 

Zimtsäure sogar bei 34%. Daher war ein exaktes Arbeiten unter den gegebenen 

Versuchsbedingungen und den verfügbaren Geräten nur mit Einschränkungen 

möglich.  

Auch die in Tabelle 3.10 aufgeführten VK lagen unter 5% und sprechen damit für 

eine gute Wiederholbarkeit der jeweiligen Reaktionen in den „Gesamtphenolgehalts-

messungen“ nach HOLLOWAY et al. (1979). Die Überprüfung der Methode zur  

o-Diphenolbestimmung kann der Dissertation von FRIEHOLD (2019) entnommen 

werden.  
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Tab. 3.10: Variationskoeffizienten der Ansätze „A-D“ (n = 10) für die Messung des 

Gesamtphenolgehaltes nach HOLLOWAY et al. (1979) 

Ansatz VK [%] 

„A“-Reinstofflösung 3,69 

„B“-Sojaproteinzulage 3,27 

„C“-Pepsinzulage 2,46 

„D“-Sojaprotein-Pepsinzulage 4,32 

„Handlings-VK“, Bsp. Zimtsäure 34 

 

3.3.6 Abschließende Beurteilung der Methoden 

Die Ziele der photometrischen Messungen waren zum einen die Untersuchung auf 

eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von HUNSCHE (2017) und zum anderen die 

Überprüfung direkter Soja- bzw. Pepsinzulage-Effekte auf einzelne Phenolsäuren in 

den sog. „Simulationsversuchen“ (Kap. 3.3.2).  

Sowohl bei der Bestimmung des Phenol- als auch des o-Diphenolgehaltes handelt es 

sich um Summenparameter, die Veränderungen einzelner Phenolsäure-/o-Diphenol-

säuregehalte nicht detektieren können. Allerdings erlaubt die gezielte Untersuchung 

von Soja- und Pepsinzulageeinflüssen auf einzelne Phenolsäuren im sogenannten 

„Simulationsversuch“ eine Aussage zur Veränderung der stoffspezifischen 

Messkinetik. Über veränderte Extinktionswerte der phenolischen Reinstofflösungen 

nach den genannten Zulagen und mit Hilfe der photometrischen Messungen der 

Zulagelösungen (s.a. Kap. 3.3.2), mit denen Extinktionswerte der verschiedenen 

Zulagen ermittelt wurden, war die Berechnung von stoffspezifischen 

Erwartungswerten möglich. Alle Abweichungen hiervon wurden als stoffspezifische 

Reaktion auf die jeweilige Zulage und damit als tatsächlicher Effekt betrachtet 

(s. Kap. 4.1.1, 5.3.1).  

 

3.3.7 Aufarbeitung der Überstandsproben für photometrische Messungen 

und Messungen an der LC-MS/MS 

Die von HUNSCHE (2017) bei -20 °C asservierten Überstandsproben wurden 

zunächst aufgetaut. Zur Gewinnung eines ausreichenden Probenvolumens, mussten 

sowohl die aufgetauten Überstände der jeweils inhaltsgleichen Fermenter (z.B. 

Fermenter 5+6) als auch je zwei Messtage (z.B. Tag 17+18) gepoolt werden. In den 

jeweils miteinander vermengten Einzelproben wurden dieselben Effekte erwartet, 

weshalb das Pooling gerechtfertigt werden konnte.  
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Die Zusammensetzung der einzelnen Poolproben ist am Beispiel des Laufes 35 in 

der Tabelle 3.11 erläutert. Von diesen Poolproben wurden anschließend je 12 ml 

abgenommen. Jeweils 6 ml davon wurden mit 6 ml Pepsinlösung (Tab. 3.7) 

beziehungsweise 6 ml 0,001 M Salzsäure versetzt, wobei letztere Probe als Kontrolle 

galt. Diese Probentypen wurden als OP (ohne Pepsin, Kontrolle) und MP (mit 

Pepsin) bezeichnet. 

Insgesamt wurden acht verschiedene Läufe (L35-42) aus den in Kapitel 3.2 

beschriebenen zwei Laufgruppen analysiert (s. Tab. 3.2).  

Nach einer zweistündigen Inkubationszeit bei 39°C, eingespannt in den in Kapitel 

3.3.1 dargestellten Rotor, wurden die Poolproben in einer Hochgeschwindig-

keitszentrifuge bei 20.000 x g 20 Minuten zentrifugiert (Kühlzentrifuge Typ RC-5C 

PLUS mit Winkelkopfrotor A 24.24 (Fa. Du Pont, Newtown, USA)). 

Die weitere Aufarbeitung der gepoolten Überstandsproben und die tägliche 

Arbeitsroutine sind der Abbildung 3.5 zu entnehmen. Auf die Probenbearbeitung für 

die Messungen an der LC-MS/MS wird an späterer Stelle dieser Arbeit eingegangen 

(Kap. 3.3.9). 

 

Tab. 3.11: Pooling und Behandlung der einzelnen Überstandsproben aus Laufgruppe I 

(L35-L38) und Laufgruppe II (L39- L42) am Beispiel des Laufes 35 

Testphase Tag 11 bis 18 

Lauf Tag Überstand v. 

Fermenter 

Zusatz „Probe 

mit Pepsin“ (MP) 

Zusatz „Probe ohne 

Pepsin“ (OP) 

L35 T11+12 F1+21 Pepsin-Lösung 

(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 

(s. Tab. 3.7) 

L35 T11+12 F3+42 Pepsin-Lösung 

(s. Tab. 3.7) 

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T11+12 F5+63 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T13+14 F1+21 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T13+14 F3+42 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T13+14 F5+63 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T15+16 F1+21 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 
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Tab. 3.11 Fortsetzung 

L35 T15+16 F3+42 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T15+16 F5+63 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T17+18 F1+21 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T17+18 F3+42 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35  T17+18 F5+63 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

Kontroll-/Erholungsphase Tag 7+8/Tag 27+28  

L35 T7+8 F1+21 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T7+8 F3+42 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T7+8 F5+63 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T27+28 F1+21 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T27+28 F3+42 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

L35 T27+28 F5+63 Pepsin-Lösung 
(s. Tab. 3.7)  

HCl 0,001 mol/l 
(s. Tab. 3.7) 

 

Erläuterungen zur Tab. 3.11: 

1 Ü-KF-32 = Überstand des Kontrollfermenters (s. Tab. 3.2). 

2 Ü-TF-33 = Überstand des Testfermenters (s. Tab. 3.2). 

3 Ü-TF-33mS = Überstand des Testfermenters mit Sojazulage (s. Tab. 3.2). 
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Abb. 3.5: Arbeitsroutine: Aufarbeitung der Überstandsproben für die Photometrie und 

die Messungen an der LC-MS/MS 

 

Erläuterungen zur Abb. 3.5: 

1 S. Tab. 3.7. 

2 S. Tab. 3.7. 

3 Wärmeschrank (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland), Rotor. 

4 Kühlzentrifuge Typ RC-5C PLUS mit Winkelkopfrotor A 24.24 (Fa. Du Pont, Newtown, USA). 

5 S. Tab. 3.7. 

6 Zentrifuge Minifuge RF, (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland). 

7 Rundfilter MN 615 (Fa. Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland). 

8 Reagenzglas starkwanding, 100x16 mm (Fa. Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim v. d. 

Rhön, Deutschland). 

9 S. Tab. 3.7. 

10 Rotilabo®-Spritzenfilter, unsteril, Ø 15 mm, Porengröße 0,2 μm (Fa. Carl Roth GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, Deutschland, Art.-Nr. KC90.1); Spritzen: NORM-JECT® Einmalspritzen, 5 ml 

(Fa. Henke-Sass, Wolf, Tuttlingen, Deutschland; Art.-Nr. 4050-000V0). 

11 Rotilabo®-Spritzenfilter, unsteril, Ø 15 mm, Porengröße 0,2 μm (Fa. Carl Roth GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, Deutschland, Art.-Nr. KC90.1). 

12  Technische Daten der LC-MS/MS s. Kap. 3.3.8.  

13 S. Abb. 3.1, 3.2.  

(Tab. 3.11) 
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3.3.8 Technische Daten der LC-MS/MS  

Die LC-MS/MS-Technik beschreibt eine flüssigchromatographische Auftrennung 

(engl.: High Performance Liquid Chromatography (HPLC)) von Stoffen in komplexen 

Matrizes, die durch eine anschließende Massenspektrometrie detektiert werden 

können. Anhand von Masse-zu-Ladung-Verhältnissen (m/z) ist eine potenzielle 

Stoffidentifikation möglich. Die vorgeschaltete chromatographische Auftrennung 

trennt die Substanzen anhand ihrer Polarität und Größe sowie der Wechselwirkung 

mit den Eluenten und dem Säulenmaterial. Daraus resultieren stoffspezifische 

Retentionszeiten (Rt) und die einzelnen Substanzen gelangen zu unterschiedlichen 

Zeiten in den Detektor. Hier findet eine Elektrospray-Ionisation (ESI) der 

Probenflüssigkeit statt. Die Probenflüssigkeit wird dabei ionisiert und in eine 

Gasphase überführt (GASKELL 1997).  

Obwohl die ESI eine sanfte Auftrennungsmethode darstellt (d.h. dem Analyten wird 

relativ wenig Energie zugefügt), kann es zu Fragmentierungen einzelner Ionen 

kommen. Ebenfalls ist eine Adduktion von Kationen (M + Na+, M + K+) oder Anionen 

(M + Acetat-) möglich, wenn Salze vorliegen. Das Verhältnis von Molekularionen (M), 

protonierten ([M + H]+) and kationisierten Molekülen (z.B. [M + Na]+) kann relevante 

Informationen über das Redoxpotential, die Protonenaffinität und Stereochemie des 

Analyten liefern (ERNST et al. 2014; VESSECCHI et al. 2007).  

Ionen, ihre Fragmente und Isotope werden in einer sog. Ionenfalle aufgefangen und 

nach ihren Massen selektiert. Die Detektion findet anschließend im Photomultipler 

statt. Näheres zur LC-MS/MS-Anlage siehe ÖZMEN (2014), THOMSON (2018) und 

WICHERN (2011). 

Die exakte Beschreibung der Vorgänge innerhalb des Massenspektrometers kann 

der Arbeit von GRESNER (2011) entnommen werden. 

Der Detektor bestimmt das Verhältnis der Masse „m“ zur jeweiligen Ladung „z“ 

(Masse-zu-Ladung-Verhältnis, m/z). In dieser Arbeit ist die Ladung der Ionen in der 

Regel immer + 1 („positiver Modus“, positive Spannung der ESI, i.d.R. Anlagerung 

eines H+-Ions). Daher kann das m/z der Masse des jeweiligen Moleküls gleichgesetzt 

werden. Bei Anlagerung von z.B. Na+ müsste die m/z der molaren Masse + 11 

entsprechen.  

Abschließend erstellt die Computersoftware MS Workstation (Fa. Varian, Palo Alto, 

CA, USA) Chromatogramme, die die Peaks der detektierten Ionen darstellen. Neben 



Eigene Untersuchungen 

77 
 

den m/z-Verhältnissen vollständiger, nicht fragmentierter Molekülionen werden auch 

Fragmente (kleinere m/z) und Isotope (größere m/z) dieser Moleküle dargestellt. 

Die Komponenten der LC-MS/MS-Anlage können der Tabelle 3.12 entnommen 

werden. 

 

Tab. 3.12: Komponenten der LC-MS/MS-Anlage 

Komponente Typ 

Autosampler ProStar, Model 410; Fa. Varian, Palo Alto, CA, USA 

Pumpen ProStar Solvent Delivery Module, Model 210, inkl. Degaser; Fa. Varian, 

Palo Alto, CA, USA 

Vorsäule Security Guard Cartridges C12, 4x3 mm; Fa. Phenomenex, Aschaffenburg, 

Deutschland; Art.-Nr. AJ-6074-S 

Säule Jupiter 4u Proteo 90 Å, 150x4,6 mm; Fa. Phenomenex, Aschaffenburg, 

Deutschland; Art.-Nr. 00F-4396-E0 

Detektor 500 - MS IT Mass Spectrometer; Fa. Varian, Palo Alto, CA, USA 

 

Die Temperatur des integrierten Säulenofens lag bei 40°C und der gekühlte 

Probenteller („Tray“) des Autosamplers wurde auf eine Temperatur von 8°C 

eingestellt. Im „full loop“ - Modus war das Injektionsvolumen 10 µl groß. Die Analyse 

sämtlicher Proben fand zunächst im Full-Scan-Modus statt. In diesem Modus werden 

alle Massen in dem Bereich zwischen 50-2000 m/z erfasst. Die Detektion der Ionen 

erfolgte bei einer Kapillarspannung von 80 Volt, einer Trocknungsgastemperatur von 

350°C und einem Zerstäubergasdruck von 50 psi. 

Die Zusammensetzung der mobilen Phase, bestehend aus den Eluenten A und B, 

kann der Tabelle 3.13 entnommen werden. Der während der Analysen verwendete 

Gradientenverlauf ist in Abbildung 3.6 dargestellt, die dazugehörigen Flussraten sind 

in der Tabelle 3.14 zu finden. Diese, dem Säulendurchmesser entsprechend hohen 

Flussraten erforderten die Verwendung eines Splitters (IDEX®; Fa. Techlab GmbH, 

Braunschweig, Deutschland; Art.-Nr. UPO P-451), um die für den Detektor 

übermäßige Menge an Probenflüssigkeit zu reduzieren. 
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Tab. 3.13: Zusammensetzung von Eluenten und Spülflüssigkeit 

Lösung Zusammensetzung 

Eluent A 99,9% A. bidest. 

0,1% Ameisensäure (98-100%; Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland; Art.-Nr. 

100264) 

Eluent B 99,9% Acetonitril (Super Gradient Grade; Fa. Honeywell Specialty Chemicals 

Seelze GmbH, Seelze, Deutschland; Art.-Nr. 10299298), 

0,1% Ameisensäure (98-100%; Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland; Art.-Nr. 

100264) 

Spülflüssigkeit 50% A. bidest. 

50% Methanol (CHROMASOLV® ≥ 99,9%; Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Deutschland; Art.-Nr. 34885) 

 

Tab. 3.14: Gradientenverlauf der Eluenten A und B 

Zeit [h] Eluent A [%] Eluent B [%] Flussrate [ml/min] 

00:00:00 95 5 0,8 

00:00:06 95 5 0,8 

00:45:06 25 75 1,1 

00:55:00 25 75 1,1 

00:55:06 5 95 1,1 

01:05:00 5 95 1,1 

01:05:06 95 5 1,1 

01:10:00 95 5 1,1 

01:10:06 95 5 0,8 

 

Abb. 3.6: Graphische Darstellung des Gradientenverlaufes der Eluenten A (― ) und B (– –)  
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3.3.9 Messung phenolischer Reinstoffe an der LC-MS/MS: Ermittlung 

stoffspezifischer Nachweisgrenzen 

Um stoffspezifische Nachweisgrenzen phenolischer Reinstofflösungen an der  

LC-MS/MS-Anlage ermitteln zu können, erfolgte die Analyse von Verdünnungsreihen 

der jeweiligen Reinstofflösungen. Die höchste Konzentrationsstufe entsprach der 

Phenolsäurekonzentration der photometrischen Reinstofflösungen (0,5 mg/ml). Als 

Lösungsmittel diente 0,9%ige NaCl-Lösung (Tab. 3.7). Pro Phenolsäure (s. Tab. 3.4) 

wurden 10 verschiedene Konzentrationsstufen erstellt und an der LC-MS/MS 

analysiert. Die Reinstofflösungen wurden für die Messung in Mikrovial 

Rollrandflaschen (Rollrandflasche 1,5 ml (Fa. Techlab GmbH, Braunschweig, 

Deutschland; Art.-Nr. FLK 101.238)) überführt und mit Schnappringdeckeln 

(Schnappringdeckel mit Durchstichbereich (Fa. Techlab GmbH, Braunschweig, 

Deutschland; Art.-Nr. FLK 101.233)) verschlossen. 

Die Auswertung der Grundchromatogramme dieser Standardlösungen erfolgte am 

PC mit dem Programm MS Workstation (Fa. Varian, Palo Alto, CA, USA). Dazu 

wurden die jeweiligen Grundchromatogramme der verschiedenen Reinstofflösungen 

mit der Ionensuchfunktion auf ihre Basisionen, ihre Hauptmassenzahlen und ihre 

Fragmente durchsucht. Als Datengrundlage für die einzelnen zu untersuchenden m/z 

der jeweiligen Phenolsäuren dienten die Analysenergebnisse von ÖZMEN (2014) 

(s. Tab. 3.4). An dieser Stelle muss allerdings erwähnt werden, dass ÖZMEN (2014) 

mit einer anderen Säule und ohne die Verwendung eines Splitters gearbeitet hat. 

Abweichungen in der Retentionszeit einzelner Stoffe könnten dadurch erklärt 

werden.  

Neben den Y-Achsenabschnitten [MCounts bzw. kCounts] und den Retentionszeiten 

[min] wurden auch die Integrale [Counts x min] auswertbarer Peaks erfasst und mit 

Hilfe des Programms Microsoft Excel 2010 (Fa. Microsoft, Redmont, WA, USA) 

dokumentiert. Die ermittelten Retentionszeiten sind ein notwendiges Hilfsmittel, um 

später von detektierten m/z in den Überstandsproben auf das potenzielle 

Vorkommen von Reinstoffen bzw. Fragmenten schließen zu können, wobei eine 

geringgradige Variabilität (+/- 1 min) durch Matrixeffekte tolerierbar ist. 

Ein auswertbarer Peak war dadurch gekennzeichnet, dass er sich deutlich vom 

Grundrauschen absetzte und mindestens die doppelte Höhe des Grundrauschens 

der Basisline aufwies. Zur Auswertung wurde final das m/z herangezogen, welches 

die höchsten Countzahlen geliefert hat.  
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In der Abbildung 3.7 ist beispielhaft ein gut auswertbares Chromatogramm von der 

m/z 207 zu sehen. Standardsubstanz war in diesem Fall Sinapinsäure mit einer 

Konzentration von 500.000 ng/ml bzw. 0,5 mg/ml, diese Konzentration entspricht der 

Konzentration von Ansatz „A“ aus dem Kapitel 3.3.2. Bereits im Grund-

chromatogramm war der Peak der m/z 207 nach einer Retentionszeit von ca. 16 min 

deutlich zu sehen. Wurde dieser Peak im Grundchromatogramm angefahren, so 

erschien im MS-Spektrum (Abb. 3.8) mit einer hohen Intensität die Masse 207, nach 

Eingabe dieser Masse in die Ionensuchfunktion erschien ein gut abgesetzter Peak, 

der zur Auswertung herangezogen werden konnte (Abb. 3.7, unterer Abschnitt). Von 

diesem Peak wurden die drei Parameter: Y-Achsenabschnitt, Retentionszeit und 

Integral erfasst und in der Abbildung mit Pfeilen gekennzeichnet.  

Als Fazit dieser Versuchsreihe stellte sich heraus, dass die einzelnen phenolischen 

Standardsubstanzen mit unterschiedlicher Sensitivität von der Anlage erfasst wurden 

und dass die von ÖZMEN (2014) definierten Basisionen der einzelnen Phenolsäuren 

nicht immer die höchsten Countzahlen lieferten (s. Tab. 3.4).  

In den höheren Verdünnungsstufen war des Öftern der jeweils stoffspezifische Peak 

so klein, dass er sich nicht deutlich vom Grundrauschen absetzte und so nicht mehr 

zur Auswertung genutzt werden konnte und somit unter die Nachweisgrenze fiel. Zur 

Reduktion des hohen Grundrauschens und zur Verbesserung des Signal-Rausch-

Verhältnisses wurde die Entscheidung getroffen, die Proben im negativen Modus zu 

analysieren. Im negativen Modus erfolge eine Deprotonierung (Verlust eines H+-Ions 

(molare Masse der jeweiligen Substanz - 1)), die nur bei einigen Substanzen (u.a. 

Phenolsäuren) möglich sei. Daher sei der negative Modus gut für Phenolsäuren 

geeignet, erzeuge weniger Fragmente und sorge für eine chemische Stabilisierung 

von Stoffen11. Die Vorteile des negativen Modus waren durch diverse Versuche mit 

dieser LC-MS/MS-Anlage nicht nachvollziehbar, weshalb schlussendlich weiterhin im 

positiven Modus gearbeitet wurde, da hiermit deutlich höhere Intensitäten erzielt 

werden konnten (s.a. Kap. 9.5, Tab. 9.8). 

 
11Laut persönlicher Mitteilung von Herrn Dr. Dräger, Hannover den 25.04.2018. 
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Grundchromatogramm der Sinapinsäurestandardlösung 

 

Y-Achsenabschnitt 

[MCounts] 

Im Grundchromatogramm bereits 
sichtbarer Peak der m/z 207 

Integral [Counts x min] 

Retentionszeit [min] 

Abb. 3.7: Beispiel für einen auswertbaren Peak, Sinapinsäure (c = 500.000 ng/ml) 

 

Abb. 3.8: MS-Spektrum, m/z 207 in deutlicher Intensität sichtbar 
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3.3.10 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS-Anlage 

3.3.10.1 Neutralisation der Überstände 

 

Da es sich bei den analysierten Überstandsproben um tiefgekühlte Proben aus 

vorherigen Versuchen des Pansenlabores handelte und diese versuchsbedingt mit 

halbkonzentrierter Salzsäure versetzt wurden, konnten in den vorliegenden 

Überstandsproben pH-Werte zwischen 0,7 und 1,2 detektiert werden.  

Eine Messung von derart sauren Lösungen ist in der LC-MS/MS-Anlage mit den auf 

dem Markt erhältlichen Trennsäulen nicht möglich12. Daher wurde der pH-Wert der 

Proben mit einer 6-molaren NaOH-Lösung auf einen pH-Wert zwischen 4 bis 8 

angehoben. Es wurde eine Konzentration von 6 mol/l ausgewählt, um zum einen den 

Verdünnungseffekt minimal zu halten und zum anderen eine Lösung mit konstanter 

Konzentration vorliegen zu haben. In Vorversuchen stellte sich heraus, dass höher 

molare Konzentrationen zu schlierigen, trüben Lösungen führen, die schnell 

auskristallisieren und dadurch keine konstanten NaOH-Konzentrationen enthalten. In 

der Regel war zur Neutralisation der Proben ein NaOH-Volumen von 30 µl 

notwendig. Die Zusammensetzungen der halbkonzentrierten HCl und der 

Natronlauge sind der Tabelle 3.16 zu entnehmen.  

 

3.3.10.2 Arbeitsroutine 

Die ersten Schritte der Arbeitsroutine sind der Abbildung 3.5 zu entnehmen. Nach 

Filtration der zentrifugierten Überstandsproben (Rundfilter MN 615 (Fa. Macherey-

Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland)) wurde 1 ml des Filtrates in ein 

Reagenzglas (Reagenzglas starkwanding, 100x16 mm (Fa. Karl Hecht GmbH & Co. 

KG, Sondheim v. d. Rhön, Deutschland)) überführt und mit NaOH-Lösung 

(Konzentration: 6 mol/l, Tab. 3.15) bis zum Neutralisationspunkt (definiert als pH-

Wert-Bereich zwischen pH 4 bis 8) titriert.   

Die neutralisierte Überstandflüssigkeit wurde in einem nächsten Schritt mit Hilfe von 

Spritzenfiltern (Rotilabo®-Spritzenfilter, unsteril, Ø 15 mm, Porengröße 0,2 μm (Fa. 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland, Art.-Nr. KC90.1)) filtriert, um 

potenzielle Verschmutzungen der LC-MS/MS-Anlage mit Partikeln zu vermeiden. 

Nach Überführung des Probenmaterials in 0,5 ml fassende Rollandflaschen 

(Mikrovial Rollrandflasche 0,5 ml (Fa. Techlab GmbH, Braunschweig, Deutschland; 

 
12Laut persönlicher Mitteilung von Dr. Martin Höltershinken, Hannover 2017. 
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Art.-Nr. FLK 101.697)), erfolgte die Probenmessung im Full-Scan-Modus und die 

Auswertung der Chromatogramme mit Hilfe der Computersoftware MS Workstation. 

Die Ergebnisse der Chromatogramm-Auswertungen wurden mittels Microsoft Excel 

2010 festgehalten. Pro Probenmesstag wurde ein Messblock, bestehend aus einem 

Lauf (1-gepoolter Messtag) bzw. zwei verschiedenen Läufen (2-gepoolte Messtage) 

an der LC-MS/MS-Anlage vermessen. Die Messung von einem Lauf fand unter der 

Woche und die Messung von zwei verschiedenen Läufen an den Wochenenden 

statt, damit die LC-MS/MS-Anlage voll ausgelastet wurde. Tabelle 3.15 stellt die zwei 

Varianten eines Messblocks dar.  

 

Tab. 3.15: Beispiel für die zwei Varianten eines Messblocks 

Messblock Lauf  Tag Überstand aus 

Fermenter 

1-gepoolter Messtag L35 T7+8 F1+21 OP4, F3+42 OP4, 

F5+63 OP4 

F1+21 MP5, F3+42 MP5, 

F5+63 MP5 

2-gepoolte Messtage L36 

 

 

 

 

L37 

T7+8 

 

 

 

 

T7+8 

F1+21 OP4, F3+42 OP4, 

F5+63 OP4 

F1+21 MP5, F3+42 MP5, 

F5+63 MP5 

 

F1+21 OP4, F3+42 OP4, 

F5+63 OP4 

F1+21 MP5, F3+42 MP5, 

F5+63 MP5 

 

Erläuterungen zur Tab. 3.15: 

1 Ü-KF-32 (s. Tab. 3.2). 

2 Ü-TF-33/35 (s. Tab. 3.2). 

3 Ü-TF33/35mS (s. Tab. 3.2). 

4 OP = ohne Pepsinzulage (s. Kap. 3.3.7, Tab. 3.11). 

5 MP = mit Pepsinzulage (s. Kap. 3.3.7, Tab. 3.11). 

 

3.3.10.3 Externer und interner Standard 

Um die Messgenauigkeit und Messkontinuität der LC-MS MS-Anlage zu überprüfen, 

wurde bei jeder Messung ein externer und interner Standard mitanalysiert. Als 

externer Standard wurde 1,7-DAH (Konzentration: 10 mmol/l, Tab. 3.16) ausgewählt 

und je einmal vor und je einmal nach Messung eines Laufblockes als Einzelsubstanz 

gemessen und ausgewertet. Als interner Standard diente ebenfalls 1,7-DAH 

(Konzentration: 1 mmol/l), dieses wurde jeder Einzelprobe zugefügt und bei jeder 
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Auswertung betrachtet. Bei einem internen Standard soll es sich um eine inerte 

Substanz handeln, die dementsprechend keine Interaktionen mit der Matrix eingeht. 

Die externen und internen Standards dienten auch zur Überprüfung der Methode und 

werden an dieser Stelle (Kap. 3.3.15) noch einmal erwähnt. 

 

Tabelle 3.16: Chemikalien für die Messungen an der LC-MS/MS 

Chemikalien Zusammensetzung 

Halbkonzentrierte HCl 100 ml Salzsäure 37% (Fa. Grüssing GmbH, Filsum, 

Deutschland, Art.-Nr. 130682500), 

100 ml A. bidest. 

NaOH 6 mol/l 23,98 g Natriumhydroxid 97% (Fa. Grüssing GmbH, 

Filsum, Deutschland, Art.-Nr. 12158), 

100 ml Seradest (Seradest LFM 20, Fa. Seral, Ransbach-

Baumbach, Deutschland) 

1,7-Diaminoheptan, 10 mmol/l 

(m/z = 131) 

1,5 µl 1,7-DAH (98%) CAS-Nr. 646 19-5 (Fa. Sigma-

Aldrich, Deutschland; Art.-Nr. D17408-5G), 

1 ml Eluent A (Tab. 3.13) 

 

3.3.10.4 Auswertungen 

Jede gepoolte Überstandsprobe aus der in Tabelle 3.11 definierten Test- und 

Kontroll-/Erholungsphase wurde wie in Kapitel 3.3.10.1 und 3.3.10.2 beschrieben 

bearbeitet und im Full-Scan-Modus mit Hilfe der LC-MS/MS-Anlage analysiert. In 

einem nächsten Schritt erfolgte die Auswertung der jeweiligen Chromatogramme mit 

der erwähnten Computersoftware. Hierfür wurden die lauf- und fermenterspezifischen 

Chromatogramme auf Basisionen, Haupt-m/z und die dazugehörigen Fragmente 

interessanter Phenolsäuren (Tab. 3.4, Tab. 4.1) untersucht und auswertbare Peaks 

festgehalten. In einem nächsten Schritt wurden die Proben auf weitere interessante 

Massenzahlen aus den Arbeiten von GRESNER (2011), WICHERN (2011) und 

EBHARDT (2018) analysiert und relevante Ergebnisse notiert (Kap. 3.3.11). Von 

diesen m/z sind aufgrund vergangener Untersuchungen bereits Unterschiede im 

Gehalt zwischen Kontroll- und Schadsilagen bekannt bzw. können diese m/z von 

relevanten Abbaustoffen des sekundären Pflanzenstoffwechsels stammen und 

sollten deshalb interessenhalber auch in den Überstandsproben untersucht werden. 

Weiterhin erfolgte in jeder Probenmessung die Untersuchung des bereits erwähnten 

internen und externen Standards. Das Ziel dieser Untersuchungen war, die 

verschiedenen Überstandsproben (Tab. 3.2) auf potenzielle Unterschiede in ihren 

Phenolsäuregehalten zu untersuchen.  
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3.3.11 Auswertungen weiterer m/z aus den Arbeiten WICHERN (2011) und 

EBHARDT (2018) 

Aus den Arbeiten von WICHERN (2011) und EBHARDT (2018) gingen folgende m/z 

hervor:  

• 199 

• 265 

• 309 

• 321/322 

Diese sollten auf Differenzen zwischen den einzelnen Überstandsproben untersucht 

werden.  

EBHARDT (2018) vermutete hinter den m/z 265, 309, 321/322 Phenolamine, die in 

Tabelle 3.17 aufgeführt sind. Um diese Massenzahlen bestimmten Phenolamin-

verbindungen zuordnen zu können, wäre eine Analyse von den jeweiligen Reinstoff-

Standard-Substanzen nötig gewesen. Die Reinstofflösungen sind auf dem Markt nur 

schwer verfügbar, weshalb in einer separaten Versuchsreihe eine erneute Synthese 

dieser Verbindungen versucht wurde. Dafür wurden 500 µl Phenolsäure (5 mg/10 ml 

gelöst in A. bidest.) und 500 µl des Polyamins (2 bzw. 3 µl/10 ml gelöst in A. bidest.) 

drei Stunden im Ultraschallbad bzw. im Wärmeschrank inkubiert (s. EBHARDT 

2018). Unter den hiesigen Versuchsbedingungen gelang die Synthese dieser 

Substanzgemische nicht und die einzelnen Phenole und Polyamine konnten nur mit 

ihren separaten m/z detektiert werden. Obwohl eine abschließende Stoffzuordnung 

zu den besagten m/z unter diesen Umständen nicht möglich war, wurden diese 

interessanten m/z trotzdem analysiert und aufgeführt.  

Für die m/z 199 gab es bisher in den genannten Vorgängerarbeiten keinen 

Stoffvorschlag. Laut WICHERN (2011) könnte diese m/z ein Fragment der m/z 227 

sein. Da sich die Retentionszeiten dieser beiden m/z ähneln, ist eine 

Zusammengehörigkeit nicht auszuschließen und wird im Folgenden weiter 

untersucht.  

 

Tab. 3.17: Phenolamine und dazugehörige m/z 

Stoffname m/z CAS-Nr. 

Caffeoylspermidin 309 58994-15-3 

Feruloylputrescin 265 501-13-3 

Feruloylspermidin 321/322 70185-60-3 
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3.3.11.1 Weitere m/z, die anhand der Untersuchungen von MS-Spektren 

auffällig waren 

Neben den bereits aufgeführten m/z fielen zwei m/z (75 und 89) durch hohe 

Countzahlen und gut abgesetzte Peaks auf. Für diese m/z gibt es aktuell keinen 

Stoffvorschlag, weshalb eine Addition dieser m/z entfallen musste. Mit beiden Stoffen 

wurden MS/MS- und soweit möglich MSn-Experimente durchgeführt (s. Kap. 3.3.12). 

MS/MS- und MSn-Experimente dienen zur weiteren Stoffaufklärung. Ionen werden 

hierfür fragmentiert und so in ihre „Komponenten“ zerlegt. Dadurch können weitere 

Erkenntnisse über ein Molekül gewonnen und Aussagen über dessen Stabilität oder 

Zusammensetzung getroffen werden. Näheres zu MS/MS- und MSn-Experimenten 

siehe Kapitel 3.3.12. 

 

3.3.12 MS/MS- und MSn-Experimente 

3.3.12.1 MS/MS- und MSn-Experimente: Standardsubstanzen  

Die Analyse der gepoolten Überstandsproben aus Kontroll- und Test-/Erholungs-

phase beider Laufgruppen im Full-Scan-Modus lieferte neben den sogenannten 

Haupt-m/z auch Fragmente und Isotope. Um zu überprüfen, ob diese von einer 

spezifischen Haupt-m/z stammten, wurden MS/MS- und MSn-Experimente der 

Laufgruppe I (Tab. 3.2) durchgeführt. Ziel dieser Versuche war es, potenzielle 

Beziehungen zwischen den in den Überstandsproben detektierten m/z und den 

phenolischen Standardsubstanzen herstellen zu können.  

In einer Vorversuchsreihe wurden MS/MS- und MSn-Experimente mit phenolischen 

Standardsubstanzen durchgeführt. Die ausgewählten phenolischen Reinstoffe hatten 

eine Konzentration von 0,5 mg/ml und das Lösungsmittel war 0,9%ige NaCl-Lösung. 

Die Auswahl der zu testenden Reinstoffe wurde anhand der interessanten m/z aus 

den analysierten Überstandsproben getroffen. Interessante m/z waren dadurch 

gekennzeichnet, dass sie regelmäßig mit hohen Countzahlen nachweisbar waren 

und/oder sich Unterschiede zwischen den einzelnen Überstandsproben (Tab. 3.4) 

abzeichneten. Mit Hilfe der Retentionszeiten und den analysierten Fraktionen aus 

dem Full-Scan-Modus, wurden hinter den einzelnen m/z aus den Überstandsproben 

phenolische Reinstoffe vermutet. Anhand dieser wurde eine Liste an zu testenden 

Standardsubstanzen erstellt (Tab. 3.18). Die erste Messung der phenolischen 

Reinstofflösungen erfolgte erneut im Full-Scan-Modus, um etwaige Veränderungen 

durch Lagerungseffekte oder Ähnlichem ausschließen zu können. Danach wurden 
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MS/MS-Experimente mit den jeweiligen Precursor-Ionen vollzogen. Als Precursor-

Ionen wurden die m/z definiert, die die besten Ergebnisse (= die höchsten 

Countzahlen)  in der Reinstoffmessung (Kap. 3.3.9, Tab. 3.4) erzielen konnten. Diese 

bestimmten Molekülionen wurden nachfolgend bei den MS/MS-Experimenten in der 

Ionenfalle isoliert, dort beschleunigt und durch Kollision mit Heliumatomen 

fragmentiert (CID, collision induced fragmentation). Die daraus resultierenden 

Fragmente wurden nacheinander aus der Ionenfalle entlassen und vom Detektor 

detektiert. Über MSn-Experimente wurden erneut spezifische Molekülionenreste in 

der Ionenfalle aufgefangen, fragmentiert, aus der Ionenfalle entlassen und vom 

Detektor aufgefangen. Die im MS/MS-Experiment erzeugten Ionen, können also in 

MSn-Experimenten erneut erfasst und in weitere Fragmente „zerschossen“ werden. 

Diese Prozedur wurde bis zu dreimal durchgeführt und resultierte so in immer 

kleineren Fragmenten.  

In den Einstellungen der LC-MS/MS-Anlage wurde die Kapillarspannung auf 20 Volt 

reduziert und die Scan-Geschwindigkeit von „normal“ auf „fast“ erhöht, da sich diese 

Einstellungen bei ÖZMEN (2014) bewährt haben. Für jedes einzelne m/z wurde eine 

individuelle Methode verfasst, in denen das Precusor-Ion und der dazugehörige 

Retentionszeitraum definiert wurden. Phenolsäure-spezifische Fragmente wurden 

notiert und später zum direkten Vergleich der MS/MS- und MSn-Ergebnisse der 

Überstandsproben herangezogen. Konnten dieselben Fragmente in Reinstoff- und 

Überstandslösung gefunden werden, so erhärtete sich der Verdacht, dass die 

jeweilige m/z zu einer bestimmten Phenolsäure gehört. Eine Absicherung dieser 

Verdachtsdiagnosen wurde in einem nächsten Schritt via Addition erreicht 

(Kap. 3.3.13). 

  



Eigene Untersuchungen 

88 
 

 

Tab. 3.18: Für MS/MS- und MSn-Experimente verwendete Phenolsäuren/Standardsubstanzen 

Stoff Ø 
Retentions-
zeit [min] 

Molare 

Masse 

[g/mol] 

Precursor-

Ion 

MS/MS 

[m/z] 

Ergebnisse 

[m/z] 

Precursor-Ion 

MSn 

[m/z] 

Ergebnisse 

[m/z] 

p-Coumar-

säure 

15,66 164,16 165 148, 1471 165→1472 148, 147, 

120, 119, 

91 

Ferulasäure 16,46 194,18 177 177, 164, 

163, 146, 

1451, 117 

177→1772 

 

 

 

177→1452 

117, 145, 

149, 163, 

177 

 

145, 117, 

103, 89 

4-Hydroxy-

benzoesäure 

15,44 138,12 139 139, 122, 

121, 96, 

951, 77 

139→952 100, 97, 96, 

93, 91, 77, 

67 

4-Hydroxy-

phenylbrenz-

traubensäure 

15,44 180,16 385, 181 384, 265, 

2641 

385→264→2642 

 

 

385→3842 

272, 270, 

265, 264 

 

265, 264 

2-Hydroxy-

phenyl-

essigsäure 

14,52 152,15 329, 153 301, 2131, 

185, 135, 

107 

329→213→1852 215, 214, 

213, 185 

3-(2-

Hydroxy-

phenyl)-

propion-

säure 

17,72 166,17 313 357, 228, 

2271, 185, 

149 

357→227→2262 230, 228, 

227, 226 

Sinapinsäure 16,57 224,21 225 225, 224, 
223, 208, 
2071, 193, 
183 

225→2072 207, 148, 
147, 119 

trans-

Zimtsäure 

23,67 148,16 149 132, 1311 149→1312 131, 120, 
103  

 

Erläuterungen zur Tab. 3.18: 

1 Die in der Tabelle 3.18 unterstrichenen Molekülionen zeichneten sich dadurch aus, dass sie 

von allen (aus den MS/MS- bzw. MSn-Experimenten resultierenden) Molekülionen die 

höchsten Countzahlen hervorbrachten. 

2 Die erste Zahl repräsentiert das Precursor-Ion, das für die MS/MS-Experimente herangezogen 

wurde; die zweite Zahl repräsentiert ein aus den MS/MS-Experimenten resultierendes 

Fragment-Ion, das in den MSn-Experimenten erneut fragmentiert werden sollte. 
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3.3.12.2 MS/MS- und MSn-Experimente: Überstandsproben 

Um die analysierten m/z weiter differenzieren zu können, wurden im Folgenden 

MS/MS-und MSn-Experimente von ausgewählten Überstandsproben angefertigt. Die 

MS/MS- und MSn-Experimente beschränkten sich auf die Laufgruppe I, da im Full-

Scan-Modus (s. Kap. 3.3.8) zwischen den beiden Laufgruppen keine deutlichen 

Unterschiede detektiert wurden und daher kein größerer Erkenntnisgewinn durch 

zusätzliche MS/MS- und MSn-Experimenten der Laufgruppe II ersichtlich war. Die 

Wahl der Überstandsproben wurde davon abhängig gemacht, in welcher Intensität 

und Häufigkeit die zu untersuchenden m/z in der jeweiligen Probe vorkamen. Wichtig 

war hierbei außerdem, dass die zu analysierenden m/z entweder in allen 

Überstandsproben in vergleichbarer Intensität nachweisbar waren oder ein deutlicher 

Unterschied zwischen den einzelnen Überstandsprobentypen (v.a. im Vergleich KF - 

TF/TFmS (Tab. 3.2)) vorlag. Tabelle 3.18 gibt eine Übersicht über interessante m/z in 

den analysierten Überstandsproben und legt dar, ob diese m/z in allen Probentypen 

nahezu identisch waren oder sich durch unterschiedliches Vorkommen in den 

verschiedenen Überstandsproben auszeichneten. Da sich einige m/z durch zwei 

Peaks zu unterschiedlichen Retentionszeiten klassifizierten und diese Peaks z.T. in 

allen Überstandsprobentypen gleich und zum Teil deutliche Unterschiede zwischen 

den einzelnen Überstandsprobentypen aufwiesen, wurde Tabelle 3.19 vereinfacht 

und unvollständig aufgezeichnet und soll an dieser Stelle nur eine Übersicht über das 

Vorgehen bei der Probenauswahl darstellen. 
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Tab. 3.19: Übersichtsdarstellung interessanter m/z, die in den MS/MS- und MSn-Experimenten 

verwendet wurden 

m/z In allen Überstands-

proben nahezu 

identisch 

In Überstandsproben 

KF (F1+2) häufigeres 

oder alleiniges 

Vorkommen 

In Überstandsproben 

der TF/TFmS 

(F3+4/F5+6) 

häufigeres oder 

alleiniges 

Vorkommen 

75 JA NEIN NEIN 

89 JA NEIN NEIN 

121 NEIN NEIN JA 

163 JA  NEIN NEIN 

175 JA NEIN NEIN 

177 JA NEIN NEIN 

181 NEIN NEIN JA 

199 NEIN NEIN JA 

225 NEIN NEIN JA 

227 NEIN NEIN JA 

249 NEIN JA NEIN 

265 NEIN JA NEIN 

309 NEIN JA NEIN 

313 NEIN NEIN JA 

321/322 NEIN NEIN JA 

 

Erläuterungen zur Tab. 3.19: 

Die genauen Gehalte einzelner m/z in den verschiedenen Überstandsproben (Ü-KF, Ü-TF, Ü-TFmS) 

können den Kapiteln 4.4-4.7 entnommen werden.  

 

In Tabelle 3.20 sind am Beispiel von L35-38 Tag 17+18 OP verwendete Precursor-

Ionen für die MS/MS- und MSn-Experimente mit den dazugehörigen Ergebnissen 

dargestellt. Bei den Ergebnissen handelt es sich nur um m/z, deren Peaks zur 

jeweiligen Retentionszeit auswertbar gewesen sind (Vgl. Kap. 3.3.9, Definition 

Auswertbarkeit). Die hochgestellten Zahlen dienen der Ergebniszuordnung zu den 

einzelnen Überstandsproben aus L35-38. Ziel sollte bei dieser Versuchsreihe der 

direkte Vergleich entstandener Fragmente aus Überstandsproben mit Fragmenten 

aus den in Kapitel 3.3.9 beschriebenen Reinstoffversuchen sein, um einer 

potenziellen Stoffidentifikation näher zu kommen. Anhand der Tabelle 3.20 wird 

ersichtlich, dass einige m/z bereits beim ersten MS/MS-Experiment nicht oder nur 
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schlecht fragmentiert werden können. Dies spricht für die Stabilität dieser Moleküle 

unter den hiesigen Versuchsbedingungen. 

 

Tab. 3.20: MS/MS- und MSn-Experimente der Überstandsproben am Beispiel von L35-38 Tag 

17+18 ohne Pepsinzulage 

Untersuchte  

m/z, Precursor-

Ion MS/MS 

Retentions-

zeit (min) 

Precursor-Ion  

MSn 

Ergebnisse MS/MS und MSn 

Ergebnisse aus L35-38 Tag 17+18 F1+2 OP 

147 7 147→1479 / 

24 147→1479 / 

149 27 / 1213, 1073, 931,3, 913, 813 

32 / 1493, 1213, 1223 

163 25 163→1639 1643, 1633, 1363, 1343, 1333, 1203 

175 18 / 1751,3,5, 1345, 1331,3,5,7, 1191,3,5,7, 1053,5, 955, 

813 

177 32 177→1499 1503, 1493, 1403, 1213 

249 20 249→2499 2491, 2311,3, 2221, 2211, 2137, 2033, 1853, 

1763, 1753,7, 1573 

265 18 265→2479 2913, 2483, 2471,3,5, 2291,3, 2011, 1731,3, 1453 

 

2295, 2015, 1835, 1735, 1595, 1455, 1315 

309 21 309→3099 3101,7, 3091,7, 2815
, 1815 

 

3123, 3103,7, 3093,5,7, 2915,7, 2933, 3915 

Ergebnisse aus L35-38 Tag 17+18 F3+4 OP 

75 7 / 756,8, 576,8 

17 / / 

91 19 / 924, 912,4,8, 664, 652,4,8 

22 / / 

103 6 / 1054, 1044, 1032,4,6,8, 954,6, 792,4,6,8, 784, 

772,4,8 

23 / 1054, 1044, 1032,4,6,8, 954,6, 792,4,6,8, 784, 

772,4,8 

105 6 / 1064, 1052,4, 1044, 1032,4, 804, 792,4 

22 / 1064, 1052,4, 1044, 1032,4, 804, 792,4 

121 3 / 1212,4,6,8,1034, 968, 944, 932,4,6,8, 914,6, 808, 

738 

181 12 181→1819  181 
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Tab. 3.20 Fortsetzung 

199 12 / 2004,6,8, 1992,4,6, 1638, 1372, 1048 

 

1998 

225 18 225→131→107 / 

227 12 227→2279 2312, 2302, 2292, 2282, 2272, 2112, 2102, 

2092, 1992 

 

2284,8, 2274,8, 2294, 2104, 2094 

249 18 249→2499 2532, 2492, 2352, 2322, 2312,2222  

 

2504,6, 2494,6, 2324, 2314, 2224,6, 2214 

295 18,3 / 2638, 2506, 2492, 1498 

18,8 / 2956,8, 2776, 2686,8, 2672,8 

313 18,2 / 2964,6, 2952,4,6, 2946, 2892, 2504,6, 2492,6, 

2454 

18,7 / 2952,4, 2496 

321 10 321→243→2059 2486,8, 2432,6,8, 2316,8, 2068, 2052,6, 1886,8, 

1446  

 

1882,8 

353 18,2 353→3539 3534, 335 

18,8 / 3534 

 

Erläuterung zur Tab. 3.20: 

/:  Keine (weitere) Fragmentierung möglich oder Peaks analysierter m/z nicht auswertbar 

(Vgl. Kap. 3.3.7, Definition Auswertbarkeit). 

Unterstrichen: Bei den unterstrichenen m/z handelt es sich um m/z, die in einer oder mehreren 

Überstandsproben sehr gut auswertbar waren und die höchsten Integralwerte 

lieferten. 

Fett-markiert: Aus MSn-Experimenten resultierende, auswertbare Fragmente; die nicht markierten 

m/z stellen die Ergebnisse der MS/MS-Versuche dar. 

1 L35 T17+18 F1+2 OP (= Ü-KF-32). 

2 L35 T17+18 F3+4 OP (= Ü-TF-33). 

3 L36 T17+18 F1+2 OP (= Ü-KF-32). 

4 L36 T17+18 F3+4 OP (= Ü-TF-33). 

5 L37 T17+18 F1+2 OP (= Ü-KF-32). 

6 L37 T17+18 F3+4 OP (= Ü-TF-33). 

7 L38 T17+18 F1+2 OP (= Ü-KF-32). 

8 L38 T17+18 F3+4 OP (= Ü-TF-33). 

9 Die erste Zahl repräsentiert das Precursor-Ion, das für die MS/MS-Experimente 

herangezogen wurde. Die zweite Zahl repräsentiert ein aus den MS/MS-Experimenten 

resultierendes Fragment-Ion, das in den MSn-Experimenten erneut fragmentiert 

werden sollte. 
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3.3.13 Additionsversuche (s.a. Kap. 9.6) 

Anhand der MS/MS- und MSn-Experimente wurden hinter den einzelnen m/z 

aufgrund des Fragmentierungsverhaltens und der individuellen Retentionszeiten 

spezifische phenolische Verbindungen vermutet. Um weitere Hinweise auf die 

Identität der unbekannten Stoffe aus den Überstandsproben zu erhalten, wurden 

Additionsversuche durchgeführt. Dabei war das Ziel, die in den Überstandsproben 

vorkommenden Stoffe zu identifizieren.  

Die Erwartung war, dass der Flächeninhalt eines Peaks von einer bestimmten m/z 

aus einer Überstandsprobe zu einer bestimmten Retentionszeit durch das 

Hinzufügen der „passenden“ Reinstofflösung deutlich vergrößert wird.  

Zunächst wurden dafür Reinstofflösungen zu je 0,5 mg/ml hergestellt. Hierfür dienten 

dieses Mal als Lösungsmittel Überstandsproben der Kontrollphase. Es konnte keine 

0,9%ige NaCl-Lösung als Lösungsmittel eingesetzt werden, da sonst Veränderungen 

in der Retentionszeit durch Matrixunterschiede nicht ausgeschlossen werden 

konnten. Diese sogenannten Matrixeinflüsse wurden bis zu diesem Zeitpunkt als 

möglicher Grund für unterschiedliche Retentionszeiten, trotz ähnlicher MS/MS-

Spektren von m/z von Reinstoffen und nicht identifizierter Stoffe aus den 

Überstansproben betrachtet. 

Bei den als Lösungsmittel verwendeten Überstandsproben wurde darauf geachtet, 

dass die m/z, die mittels Addition auf Stoffzugehörigkeit untersucht werden sollte, in 

dieser Probe nicht oder nur mit geringen Countzahlen vorkam.  

Anschließend wurde die auf die oben beschriebene Weise hergestellte 

Reinstofflösung im Fullscan-Modus mittels LC-MS/MS vermessen und das 

Chromatogramm nach der Haupt-m/z des jeweiligen Reinstoffes gefiltert. So konnte 

Retentionszeit und Flächeninhalt des Peaks erfasst werden. Die festgestellten 

Retentionszeiten passten weitestgehend zu den Retentionszeiten aus den 

Reinstoffanalysen, bei denen das Lösungsmittel 0,9%ige NaCl-Lösung darstellte. 

Dadurch konnten Veränderungen in den Retentionszeiten durch Matrixeinflüsse 

ausgeschlossen werden.  

Nun wurden Proben ausgewählt, bei denen die jeweilige m/z bei der bestimmten 

Retentionszeit hohen Peaks hervorbrachte. Auch diese Probe wurde erneut im 

Fullscan-Modus an der LC-MS/MS analysiert. So konnte kontrolliert werden, ob die 

betreffende m/z noch immer hohe Peaks hervorbrachte. Außerdem wurde die 
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Retentionszeit des Peaks erfasst. Diese Kontrolle war notwendig, da die Proben bis 

zum Additionsversuch erneut tiefgefroren gelagert wurden.  

Schlussendlich erfolgte die eigentliche Addition. Dafür wurden 500 µl der 

hergestellten Reinstofflösung mit 500 µl der Überstandprobe vermischt, die die zu 

identifizierende m/z enthielt. Diese gespikten Proben wurden mittels LC-MS/MS im 

Fullscan-Modus analysiert und Chromatogramme nach der jeweils interessierenden 

m/z gefiltert. Der Flächeninhalt des Peaks sollte sich nach Zugabe der 

Reinstofflösung bei gleicher Retentionszeit entweder deutlich vergrößern, was eine 

sehr wahrscheinliche Identifikation des Stoffes bedeuten würde, oder er sollte sich 

durch die Verdünnung deutlich verkleinern, was eine Nicht-Identifikation bedeuten 

würde.  

Eine schematische Darstellung der Additionsversuche ist in der Abbildung 3.9 

dargestellt. 

Tabelle 3.21 stellt die relevanten m/z und die dahinter vermuteten Reinstoffe, sowie 

die zur Addition verwendeten Überstandsproben dar. Die verwendeten 

Überstandsproben entstammten hierbei der Laufgruppe I. Da es zwischen den 

beiden Laufgruppen kaum Unterschiede in den Ergebnissen der Full-Scan-

Messungen gab, wurden die Additionsversuche auf die Laufgruppe I beschränkt, weil 

zusätzliche Additionsversuche mit Proben der Laufgruppe II keine neuen 

Erkenntnisgewinne versprachen. Die Additionsversuche fielen alle negativ aus (der 

Peak der jeweiligen m/z ließ sich nicht zu den bekannten Retentionszeiten aus den 

Analysen der einzelnen Überstandsproben intensivieren (Bsp.: m/z 147, 

Retentionszeit: 24 min). Stattdessen erzeugte die Addition eine Peakverstärkung zur 

Retentionszeit aus den Reinstoffversuchen bzw. aus der Analyse der Reinstoff-

Überstandsproben-Gemische (Bsp.: m/z 147, Retentionszeit: 16 min), weshalb eine 

Stoffzuordnung zu den einzelnen m/z nicht möglich war. Die weiteren Ergebnisse der 

Additionsversuche können dem Kapitel 9.6 entnommen werden. 
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Tab. 3.21: In Additionsversuchen zu testende m/z, dazugehörige vermutete phenolische 

Substanzen und für die Addition verwendete Überstandsproben  

Zu 

untersuchende 

m/z aus  

MS/MS-, MSn-

Experimenten 

Durch-

schnittliche 

Retentionszeit 

der m/z in den 

bisher 

untersuchten 

Überstands-

proben [min] 

Hinter der m/z 

vermutete 

phenolische 

Substanz 

Retentionszeit der 

m/z in der 

gespikten Probe 

[min] 

Für die 

Addition 

herange-

zogene 

Überstands -

probe  

91 19, 22  p-Coumarsäure 15 L35 

T15+16  

F3+4 OP 

147 24  p-Coumarsäure 16  L35 

T15+16  

F3+4 OP 

149 27, 32  3-(2-Hydroxy-

phenyl)-propion-

säure 

16  L35 

T15+16  

F3+4 OP 

149 27  Ferulasäure 16  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

149 32  Ferulasäure 16  L35  

T15+16  

F 3+4 OP 

175 18  Sinapinsäure 16  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

177 32 Ferulasäure 16  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

225 18  3-(4-Hydroxy-

phenyl)-propion-

säure 

14  L35 

T15+16  

F3+4 OP 

225 18  Sinapinsäure 16  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

227 12  3-(2-Hydroxy-

phenyl)-propion-

säure 

16  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

249 18  3-(4-Hydroxy-

phenyl)-propion-

säure 

14  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

249 20  3-(4-Hydroxy-

phenyl)-propion-

säure 

14  L35  

T11+12 

F1+2 OP 

265 18  4-Hydroxyphenyl-

brenztraubensäure 

15  L35  

T11+12 

F1+2 OP 
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Tab. 3.21 Fortsetzung 

295 18  3-(4-Hydroxy-

phenyl)–propion-

säure 

14  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

313 18  3-(4-Hydroxy-

phenyl)-propion-

säure 

14  L35  

T15+16  

F3+4 OP 

313 18  3-(2-Hydroxy-

phenyl)-propion-

säure 

16  L35  

T15+16  

F3+4 OP 
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Reinstofflösung2

Zur Addition 

bestimmte 

Überstandsprobe3

Analyse an der 
LC-MS/MS1

Analyse an der 
LC-MS/MS1

Analyse der gespikten
Probe an der 
LC-MS/MS1 

500 µl4500 µl4

Filtration5

 Abb. 3.9: Schematische Darstellung des Additionsversuches 

 

Erläuterungen zu Abb. 3.9: 

1 Full-Scan-Modus, Erfassung von Y-Achsenabschnitte, Retentionszeiten und Integrale der 

jeweiligen m/z. 

2 0,5 mg des jeweiligen Reinstoffes gelöst in einem ml Überstandsprobe der Kontrollphase, 

Definitionen siehe Tabelle 3.2.  

3 Neutralisiert, gefiltert, eingefroren und für die Addition wieder aufgetaute Überstandsprobe in 

der das auszuwertende m/z gut darstellbar war. 

4 Addierte Überstandsprobe bestehend aus Reinstofflösung und zur Addition bestimmter 

Überstandsprobe im Verhältnis 1:1. 

5 Rotilabo®-Spritzenfilter, unsteril, Ø 15 mm, Porengröße 0,2 μm (Fa. Carl Roth GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, Deutschland, Art.-Nr. KC90.1); Spritzen: NORM-JECT® Einmalspritzen, 5 ml 

(Fa. Henke-Sass, Wolf, Tuttlingen, Deutschland; Art.-Nr. 4050-000V0). 

 

3.3.14 Kalibration der LC-MS/MS 

Zur Ermittlung der jeweiligen Phenolsäuregehalte, wurden anhand von Verdünnungs-

reihen Kalibrationsgeraden für die einzelnen Phenolsäuren erstellt. Dafür wurden alle 

11 Phenolsäurestandards (Tab. 3.4) in je 10 verschiedenen Konzentrationsstufen 
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analysiert. Die einzelnen Konzentrationsstufen sind der Tabelle 3.22 zu entnehmen. 

Als Lösungsmittel fungierte 0,9%ige NaCl-Lösung (Tab. 3.7). Abbildung 3.10 stellt die 

Kalibrationsgeraden der Phenolsäuren: Sinapinsäure, Ferulasäure, Zimtsäure 

p-Coumarsäure, 2-Hydroxphenylessigsäure und 3-(2-Hydroxyphenyl)-propionsäure 

dar.  

Die anderen fünf der 11 Phenolsäurestandards (Tab. 3.4) waren nur in den höchsten 

Konzentrationsstufen an der LC-MS/MS-Anlage im Full-Scan-Modus auswertbar. 

Daher wurde bei diesen Phenolsäurestandards auf die Erstellung von 

Kalibrationsgeraden verzichtet. 

 

Tab. 3.22: Konzentrationsstufen zur Erstellung phenolsäurespezifischer Verdünnungsreihen 

[mg/ml] 

0,5 

0,35 

0,25 

0,1245 

0,0625 

0,03125 

0,015625 

0,0078125 

0,00390625 

0,001953125 
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Abb. 3.10: Kalibrationsgeraden für Sinapinsäure (SS), Ferulasäure (FS), p-Coumarsäure 

(PCS), Zimtsäure (ZS), 2-Hydroxphenylessigsäure (2-HPES) und 3-(2-Hydroxy-

phenyl)-propionsäure (3,2-HPPS) 

 

3.3.15 Überprüfung der Methode  

Zur Überprüfung der Messgenauigkeit und Methodik wurden für die LC-MS/MS-

Anlage Variationskoeffizienten bestimmt. Dies erfolgte anhand der Analysen des 

externen und internen Standards 1,7-DAH (Tab. 3.16, Kap. 3.3.10.3) und einer 

zehnfachen Analyse einer Ferulasäure-Lösung (gelöst in 0,9%iger NaCl-Lösung, 

Tab. 3.7) in der Konzentration von 0,5 mg/ml (Tab. 3.4). 1,7-DAH wurde dafür als 

Einzelsubstanz [10 mmol/l, externer Standard] und als interner Standard [1 mmol/l] je 

zehnfach analysiert. Als Untersuchungsparameter zur Bestimmung der VK dienten 

die ermittelten Integralwerte [Counts x min]. Der errechnete VK des in Serie 

gemessenen externen Standards postulierte eine Streuung der Messgenauigkeit der 

LC-MS/MS von 5,3%. Bei der Auswertung des während der regulären Messungen 

analysierten externen Standards (jeweils vor und nach jeder Messung eines 

Laublocks, s. Kap. 3.3.10.3) zeigte sich eine kontinuierliche Verringerung des 

Flächeninhalts des entsprechenden Peaks nach jedem Laufblock. Der externe 

ZS: y = 33,038x + 1E+06

FS: y = 99,208x + 3E+06

PCS: y = 50,333x + 2E+06

3,2-HPPS: y = 5,9512x + 147591

2-HPES: y = 8,9837x + 167364

SS: y = 232,06x + 6E+06

0,00E+00
7,00E+06
1,40E+07
2,10E+07
2,80E+07
3,50E+07
4,20E+07
4,90E+07
5,60E+07
6,30E+07
7,00E+07
7,70E+07
8,40E+07
9,10E+07
9,80E+07
1,05E+08
1,12E+08
1,19E+08
1,26E+08
1,33E+08

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Zimtsäure Ferulasäure

p-Coumarsäure 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsäure

2-Hydroxyphenylessigsäure Sinapinsäure

Konzentration [mg/ml] 

In
te
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ra

l
[C

o
u
n
ts

 x
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]

p-Coumarsäure 
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Standard eignet sich somit an dieser Stelle nur zur Überprüfung der Kontinuität der 

Retentionszeit (2,3 min, s. Kap. 3.3.10.3) und dadurch zur Kontrolle der Trennsäule. 

Zur Methodenüberprüfung wurde der interne Standard herangezogen. Das den zu 

untersuchenden Überstandsproben zugesetzte13 1,7-DAH wurde hierfür in 10 

verschiedenen Überständen analysiert und die ermittelten Integralwerte zur VK-

Berechnung herangezogen. Dabei ergab sich ein VK von 18,8%. Tabelle 3.23 stellt 

die berechneten Mittelwerte, Standardabweichungen und VK des externen und 

internen Standards dar. Wie schon bei THOMSON (2018) und EBHARDT (2018) 

aufgeführt, resultierte der hohe VK des internen Standards aus potenziellen 

Interaktionen zwischen 1,7-DAH und den Überstandsproben. Diese Annahme wird, 

durch die im Vergleich betrachteten geringen Schwankungen der Intergralwerte des 

externen Standards gestützt. 1,7-DAH wurde somit auch für die Matrix 

„Überstandsprobe“ nicht als geeigneter interner Standard befunden.  

 

Tab. 3.23: Variationskoeffizienten LC-MS/MS 

 Externer Standard: 

1,7-DAH [10 mmol/l] 

Interner Standard:  

1,7-DAH [1 mmol/l] 

Ferulasäure1 

[0,5 mg/ml] 

Mittelwert  

[Counts x min] 

3490300 243644 78540000 

Standardabweichung 

[Counts x min] 

185133 45732 6267427 

VK [%] 5,3  18,77  7,98 

 

Erläuterung zur Tab. 3.23: 

1 Innerhalb der seriellen Messung von Ferulasäure-Lösung fielen zwei unerklärliche Ausreißer 

auf, die aus der Berechnung des VK herausgenommen wurden. Zudem zeigt die Ferulasäure 

eine Instabilität, die sich durch abnehmende Werte während der seriellen Messung 

präsentierte. 

 

3.4 Statistische Auswertung  

Zur statistischen Auswertung wurden die Messdaten mit dem Tabellenkalkulations-

programm Microsoft Excel 2010 (Fa. Microsoft, Redmond, WA, USA) erfasst und 

bearbeitet. Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Programms SAS 

Enterprise Guide (Version 7.1, Fa. SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgeführt. 

Insgesamt wurden die Analysen-Ergebnisse aus acht „Rusitec“-Durchgängen (L35-

L42) herangezogen. Durch die Unterteilung in die Laufgruppen I und II, ergab sich 

 
1340 µl 1,7-DAH zu 360 µl aufgearbeiteter und gefilterter Überstandsprobe. 
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pro gepoolten Versuchstag ein Stichprobenumfang von vier (n = 4, Bsp.: Tag 7+8 

von L35, L36, L37 u. L38). Aus der Analyse der gepoolten Überstandproben (s. Kap. 

3.3.7) gingen sechs (n = 6, Bsp.: Tag 7+8, 11+12, 13+14, 15+16, 17+18, 27+28 von 

L35-38 des Ü-KF-32 OP) verschiedene Messwerte (z.B. Phenolgehalt, Integralwert 

der m/z 225 etc.) pro „Rusitec“-Durchgang, Überstands- und Zulagegruppe (L35-38 

F1+2/F3+4/F5+6 OP/MP, L39-42 F1+2/F3+4/F5+6 OP/MP) hervor, die zur 

graphischen Darstellung der Gehaltsänderungen einzelner Parameter während des 

Versuchszeitraumes herangezogen wurden. Mit Hilfe beschreibender Statistiken 

wurden arithmetische Mittelwerte (x̅) gebildet und Standardabweichungen (s) 

berechnet. Via t-Test für verbundene Stichproben wurden gruppenspezifisch (OP, 

MP) die Differenzsignifikanzen (p) zwischen den Überstandsproben Ü-KF-32 – Ü-TF-

33/35, Ü-KF-32 – Ü-TF-33/35mS und Ü-TF-33/35 – Ü-TS-33/35mS (Tab. 3.2) 

bestimmt. Ebenso erfolgte eine Bestimmung von Differenzsignifikanzen zwischen 

den beiden Gruppen „OP“ und „MP“. 

 

3.4.1 Ermittlung prozentualer Unterschiede 

Im Ergebnisteil und in der Diskussion dieser Arbeit wurden Gehaltsunterschiede 

zwischen den einzelnen Überständen als Prozentwerte angegeben. So konnte neben 

der Signifikanz ein weiterer Bewertungsmaßstab zur Einschätzung etwaiger Effekte 

verschiedener Zulagen (z.B. Sojaprotein) auf die analysierten Parameter (z.B. 

Phenolgehalt) herangezogen werden.  

Für die Berechnung prozentualer Unterschiede wurden die einzelnen 

Integralmittelwerte14 der verschiedenen Überstandsproben innerhalb der 

Zulagephase (Tag 11-18) herangezogen. Insgesamt lagen bei durchgängiger 

Auswertbarkeit über die genannten Versuchstage je vier Einzelwerte (L35-38/L39-42 

T11+12, 13+14, 15+16, 17+18) vor, die zur Bildung des arithmetischen Mittelwertes 

für die gesamte Zulagephase herangezogen werden konnten. Bei einigen m/z kam 

es vor, dass diese nur sporadisch nachweisbar gewesen sind, demnach verringerte 

sich in diesen Fällen der Stichprobenumfang (s.a. Kap. 9.7).  

 

 
14Diese resultierten pro Laufgruppe (L35-38/L39-42) und pro Versuchstag aus je 4 Einzelwerten (Bsp. 

Tag 11+12: Mittelwert der Einzelwerte T11+12 von L35, L36, L37 u. L38). Demnach ergaben sich bei 
kontinuierlicher Auswertbarkeit je Laufgruppe 16 Einzelwerte innerhalb der Zulagephase. Wie viele 
Einzelwerte zur Bildung des jeweiligen Mittelwertes herangezogen werden konnten, kann dem Kap. 
9.7 entnommen werden. 
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4 Ergebnisse 

Im Ergebnisteil werden unter anderem folgende Fragen analog zum Kapitel „Eigene 

Untersuchungen“ (s.a. Kap. 3.1) bearbeitet: 

1. Wie wirken Zulagen von Sojaprotein und Pepsin auf den Gehalt phenolischer 

Verbindungen in vitro?  

2. Welche phenolischen Verbindungen können mit Hilfe der LC-MS/MS bestimmt 

werden? 

3. Wie hoch sind die Gesamtphenolgehalte in den Überstandsproben aus den 

„Rusitec“-Versuchen mit und ohne Pepsinverdau? 

4. Wie hoch sind die Gehalte einzelner phenolischer Substanzen in den 

verschiedenen Überstandsproben aus der „Rusitec“? 

Insgesamt wurden zur Beantwortung der oben aufgeführten Fragen 11 phenolische 

Reinstoffe, sowie Überstandsproben aus acht verschiedenen Läufen der „Rusitec“-

Versuche (eingeteilt in zwei sog. Laufgruppen (L35-38 und L39-42)) photometrisch 

und flüssigchromatographisch untersucht. 

Es folgen zunächst die Ergebnisse der kolorimetrischen Untersuchungen 

phenolischer Beispielsubstanzen, sowie die Ergebnisse der sogenannten 

„Simulationsversuche“ (s.a. Kap. 3.3.2, Frage 1). Daran anschließend werden die 

Ergebnisse der mit Hilfe der LC-MS/MS-Anlage durchgeführten, flüssigchromato-

graphischen Analysen phenolischer Beispielsubstanzen dargestellt (Frage 2). Darauf 

folgen die kolorimetrisch nach HOLLOWAY et al. (1979) gemessenen 

Gesamtphenolgehalte in vorliegenden Überstandsproben aus der „Rusitec“ (Frage 

3), sowie die Ergebnisdarstellung der flüssigchromatographischen Analysen des 

genannten Probenmaterials (Frage 4). 

 

4.1 Kolorimetrisch nach HOLLOWAY et al. (1979) und ARNOW (1937) 

getestete phenolische Reinstoffe  

Die ermittelten Phenol- und o-Diphenolgehalte der 11 getesteten phenolischen 

Beispielsubstanzen des sekundären Pflanzenstoffwechsels (Tab. 3.4) sind in den 

Abbildungen 4.1 und 4.2 dargestellt. Zur besseren Vergleichbarkeit der eigenen 

Werte mit den Werten von HUNSCHE (2017) und zur besseren Beurteilung 
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potenzieller Lagerungseffekte, wurden zur Umrechnung der Extinktionswerte in 

Phenol- bzw. o-Diphenolgehalte die Formeln von HUNSCHE (2017) angewendet. Die 

Konzentration wird für die Phenolgehalte in mmol/l und für die o-Diphenolgehalte in 

mg/ml angegeben. Die phenolischen Reinstoffe wurden zur besseren 

Übersichtlichkeit mit den Nummern 1-11 codiert (s. Abb. 4.1). In der kolorimetrischen 

Messung nach HOLLOWAY et al. (1979) ergaben die 4-Hydroxyphenylessigsäure- 

und die Sinapinsäure-Lösungen die höchsten Extinktionswerte und daraus 

resultierend die höchsten Phenolgehalte. Den niedrigsten Phenolgehalt präsentierte 

die trans-Zimtsäure-Lösung mit 0,01 mmol/l. Die anhand der Stoffmenge „n“ (s. Tab. 

3.4) berechneten Stoffmengenkonzentrationen15 bei einer Einwaage von 0,5 g/l16 

lagen in einem Bereich von 2,2 bis 3,6 mmol/l und wichen damit bei den meisten 

Phenolsäuren deutlich von den nach HOLLOWAY et al. (1979) ermittelten und nach 

der Formel von HUNSCHE (2017) berechneten Gesamtphenolkonzentrationen ab 

(s. Abb. 4.1).  Diese Abweichungen könnten auf eine ungenaue Einwaage der 

phenolischen Reinstoffe oder auf eine ungenaue Messung des 

Gesamtphenolgehaltes nach HOLLOWAY et al. (1979) hinweisen. Geräte- und 

Reaktions-VK’s lagen in der Regel unter 5%, dies spricht für eine zuverlässige 

Messmethode (FRIEHOLD 2019). Da der Handlings-VK, der zur Überprüfung der 

Genauigkeit von Waagen, Pipetten und Photometer herangezogen wurde, eine 

große Schwankungsbreite aufwies (FRIEHOLD 2019), scheinen ungenaue 

Einwaagen für die Differenzen zwischen berechneten Stoffmengenkonzentrationen 

und gemessenen Gesamtphenolgehalten verantwortlich gewesen zu sein. 

Der höchste o-Diphenolgehalt ließ sich in der Ferulasäure-Lösung mit einem Gehalt 

von 0,17 mg/ml detektieren. Die anderen phenolischen Reinstofflösungen 

kennzeichneten sich durch o-Diphenolgehalte in einem Schwankungsbereich von 

0,11 bis 0,14 mg/ml.  

  

 
15c = n/V 
16entspricht 0,5 mg/ml 
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Abb. 4.1: Phenolgehalte [mmol/l] der kolorimetrisch nach HOLLOWAY et al. (1979) 

gemessenen Reinstofflösungen und anhand der Stoffmenge „n“ berechnete 

Phenolkonzentrationen  

Erläuterung zur Abb. 4.1:  

Legende:  Anhand der Formel von HUNSCHE (2017) berechnete Phenolkonzentrationen 

   Anhand der Stoffmenge berechnete Stoffmengenkonzentrationen  

1Die trans-Zimtsäure-Lösung wies einen durchschnittlichen Phenolgehalt von 0,01 mmol/l auf. 

 

 
Abb. 4.2: o-Diphenolgehalte [mg/ml] der kolorimetrisch nach ARNOW (1937) gemessenen 

Reinstofflösungen  

Erläuterungen zu den Abb. 4.1 u. 4.2 

1 p-Coumarsäure. 

2 Ferulasäure. 

3 3-Hydroxybenzosäure. 

4 4-Hydroxybenzoesäure. 

5 4-Hydroxyphenylbrenztraubensäure. 

6 2-Hydroxyphenylessigsäure. 

7 4-Hydroxyphenylessigsäure. 

8 3-(2-Hydroxyphenyl)-propionsäure. 

9 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure. 

10 Sinapinsäure. 

11 trans-Zimtsäure. 
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4.1.1 „Simulationsversuche“: Ergebnisse der photometrischen Messungen 

von Reinstofflösungen mit Soja- bzw. Pepsinzulagen 

Bei diesen in vitro-Simulationsversuchen, wurden die Phenol- und o-Diphenolgehalte 

([mmol/l] bzw. [mg/ml]) bei verschiedenen Zulagen (Sojaprotein-, Pepsin- oder 

Sojaprotein-Pepsin-Lösung) bestimmt (s. Kap. 3.3.2). Bei der Probe „A“ handelt es 

sich um die jeweilige phenolische Reinstofflösung (Abb. 4.1, 4.2), Probe „B“ stellt ein 

Gemisch aus Reinstoff- und Sojaproteinlösung im Verhältnis 1:1, Probe „C“ eine 

Mischung aus Reinstoff- und Pepsinlösung im Verhältnis 1:1 und Probe „D“ ein 

Gemisch aus Reinstoff-, Sojaprotein- und Pepsinlösung im Verhältnis 1:0,5:0,5 dar 

(s. Tab. 3.5). Die gemessenen Werte wurden mit den jeweiligen berechneten 

Erwartungswerten (s. Kap. 3.3.2.1) verglichen. Die für die Berechnung der 

Erwartungswerte herangezogenen Blindwerte der einzelnen Zulagen (s.a. Tab. 3.6) 

sind im Kapitel 9.5 aufgeführt. Abweichungen zwischen Mess- und Rechenwert 

wurden als Reaktion zwischen dem phenolischen Reinstoff und der jeweiligen Zulage 

gewertet (s.a. Kap. 3.3.2.1). 

 

4.1.1.1 Phenol- und o-Diphenolmessung 

Die prozentualen Abweichungen zwischen den gemessenen Gesamt-

phenolgehalten/o-Diphenolgehalten einzelner phenolischer Reinstoffe nach der 

Zulage von Sojaprotein-, Pepsin-, Sojaprotein-Pepsinlösung und den jeweils 

zugehörigen berechneten Erwartungswerten (s. Kap. 3.3.2.1) sind in den 

Abbildungen 4.3 und 4.4 aufgeführt.  

War der Messwert niedriger als der dazugehörige Erwartungswert, so sind 

phenolische Substanzen „verschwunden“ (negative Prozentwerte). War der 

Messwert höher als der Erwartungswert, dann hat sich die scheinbare Menge freier 

Phenole gegenüber der Erwartung erhöht (positive Prozentwerte) (s.a. Kap. 3.3.2.1). 

In der Phenolmessung nach HOLLOWAY et al. (1979) hatte die 4-Hydroxy-

benzoesäure die scheinbar stärkste Erhöhung freier Phenole nach Sojaprotein- 

(+25,54%), Pepsin- (+12,15%) und Sojaprotein-Pepsinzulage (+12,58%). Die 

Zimtsäure hingegen brachte die größten negativen Abweichungen zwischen Mess- 

und Erwartungswert hervor. Der Messwert lag in Probe B -40,00% unter dem 

erwarteten Wert. In Probe C und D wurden -7,41% und -8,57% Abweichungen des 
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Messwertes vom Erwartungswert festgestellt. In der o-Diphenolmessung nach 

ARNOW (1937) wurden bei allen getesteten phenolischen Beispielsubstanzen 

negative prozentuale Abweichungen zwischen Mess- und Erwartungswert nach 

Sojaprotein-, Pepsin- und Sojaprotein-Pepsinzulagen ermittelt. Demnach konnte in 

der photometrischen o-Diphenolmessung nach ARNOW (1937) keine der 

untersuchten Zulagen die scheinbare Menge der freien o-Diphenole erhöhen.  

 

Abb. 4.3: Prozentuale Abweichungen zwischen Mess- und Erwartungswert nach 

Sojaprotein-, Pepsin- und Sojaprotein-Pepsinzulagen in der Gesamt-

phenolmessung nach HOLLOWAY et al. (1979) (n = 1).   

 

Abb. 4.4: Prozentuale Abweichungen zwischen Mess- und Erwartungswert nach 

Sojaprotein-, Pepsin- und Sojaprotein-Pepsinzulagen in der o-Diphenolmessung 

nach ARNOW (1937) (n = 1).  

Erläuerungen zu den Abb. 4.3-4.4: 

Legende:  Sojaproteinzulage (Probe „B“)      Pepsinzulage (Probe „C“) 

   Sojaprotein-Pepsinzulage (Probe „D“)  

Die Bedeutungen von „1-11“ können den Erläuterungen zu den Abb. 4.1 u. 4.2 entnommen werden. 
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4.2 Messung phenolischer Reinstoffe an der LC-MS/MS – Ermittlung 

stoffspezifischer Nachweisgrenzen (Tab. 4.1) 

Um die Frage beantworten zu können, welche phenolischen Verbindungen mit Hilfe 

der LC-MS/MS bestimmt werden können (s. Kap. 3.1), erfolgte die flüssig-

chromatographische Untersuchung phenolischer Reinstoffe. Zur Ermittlung 

stoffspezifischer Nachweisgrenzen dieser phenolischen Reinstofflösungen erfolgte 

eine Analyse von Verdünnungsreihen an der LC-MS/MS-Anlage (s. Kap. 3.3.7). Die 

Tabelle 4.1 stellt die jeweiligen Nachweisgrenzen der 11 Reinstofflösungen, die 

dazugehörigen Integrale, sowie Retentionszeiten der m/z mit den höchsten 

Countzahlen (fettgeschrieben) dar. Bei den dünngeschriebenen m/z handelt es sich 

um weitere auswertbare m/z der jeweiligen Reinstofflösungen. Nicht aufgeführte m/z, 

die jedoch in der Tabelle 3.4 als Fragment-Ionen der einzelnen Phenolsäuren 

erwähnt wurden, waren unter den hiesigen Versuchsbedingungen nicht auswertbar 

und werden im Ergebnisteil nicht aufgeführt.  
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Tab. 4.1: Analysen phenolischer Reinstofflösungen an der LC-MS/MS-Anlage zur Ermittlung  

stoffspezifischer Nachweisgrenzen (Vgl. Tab. 3.21) 

 

4.3 Kolorimetrische Phenolmessungen der Überstandsproben nach 

HOLLOWAY et al. (1979) 

In den nachfolgenden Kapiteln werden die photometrischen und 

flüssigchromatographischen Ergebnisse der analysierten Überstandsproben 

dargestellt. Pro Lauf standen sechs Fermenter zur Verfügung, zwei Fermenter 

wurden jeweils identisch beladen, sodass die Überstände aus drei verschiedenen 

Fermentergruppen (Ü-KF, Ü-TF und Ü-TFmS, s.a. Tab. 3.1, Tab. 3.2) vergleichend 

analysiert werden konnten. Zur Gewinnung eines größeren Probenvolumens wurden 

die einzelnen Überstandsproben miteinander gepoolt (s. Kap. 3.3.7) und 

anschließend mit einer Pepsin- oder einer 0,001 molaren HCl-Lösung (s. Tab. 3.7) 

Stoff m/z unterste 

Nachweisgrenze 

[mg/ml]  

Integral 

[Counts x min] 

Retentionszeit 

[min] 

p-Coumarsäure 147 0,002 326876 15,7 

Ferulasäure 177 0,002 536456 16,5 

3-Hydroxybenzoesäure 95, 439, 

342,121 

1 1680000 13,4 

4-Hydroxybenzoesäure 121, 

139, 95 

0,031 332925 12,2 

4-Hydroxyphenyl-

brenztraubensäure 

385 1 464653 15,5 

2-Hydroxyphenylessigsäure 329, 

135 

0,004 51235 14,5 

4-Hydroxyphenylessigsäure 107 0,031 147265 12 

3-(2-Hydroxyphenyl)-

propionsäure 

121, 

357, 

149, 

107 

0,008 115863 17,8 

3-(4-Hydroxyphenyl)-

propionsäure 

107 0,031 166607 14,6 

Sinapinsäure 207, 

175, 

225, 

147, 

119 

0,002 1078000 16,5 

Zimtsäure  131, 

103 

0,002 165171 23,7 
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versetzt, sodass schlussendlich pro Versuchstag, Laufgruppe und Zusatz je vier 

Proben (n = 4) vorlagen, welche für die Darstellung der Ergebnisse getesteter 

Überstandsproben gemittelt wurden. Bei einigen m/z kam es vor, dass diese nur 

sporadisch nachweisbar gewesen sind, demnach verringerte sich in diesen Fällen 

der Stichprobenumfang.  

Die Zulagephase in den „Rusitec“-Läufen (s. Kap. 3.2) wird durch einen schwarzen 

Balken in den Diagrammen gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen 

der jeweiligen Einzelwerte sind in Kapitel 9.8.1 aufgeführt. Die Kennzeichnung 

signifikanter Unterschiede zwischen den Überstandspaaren wird in den Diagrammen 

wie folgt dargestellt: 

*/#/° schwach signifikant (p < 0,05)  

**/##/°° signifikant (p < 0,01)  

***/###/°°° hoch signifikant (p < 0,001)  

Die Versuchsergebnisse aus der LC-MS/MS-Anlage präsentieren jene m/z, die sich 

durch Unterschiede zwischen den einzelnen Überstandsproben klassifizierten. Um 

eine bessere Übersichtlichkeit zu gewähren, wurde sich dafür ausgesprochen, den 

Fokus dieses Ergebnisteils auf die ermittelten Integralwerte zu richten und auf eine 

Betrachtung der Y-Achsenabschnitte zu verzichten. Bei m/z, deren Integralwerte 

keine signifikanten Unterschiede ergaben, wurde auf eine graphische Darstellung im 

Ergebnisteil verzichtet. Temporär nachweisbare und nie nachweisbare m/z werden 

zur Vollständigkeit kurz erwähnt, jedoch nicht weiter thematisiert. Abschließend 

werden m/z aus den Arbeiten von GRESNER (2011), EBHARDT (2018) und 

WICHERN (2011) in den Überstandsproben analysiert. 

 

Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage (s. Abb. 4.5) 

Die Überstandsproben (Ü-KF-32, Ü-TF-33 u. Ü-TF-33mS, s. Tab. 3.2) von L35-38 

ohne Pepsinzulage schwankten in den mittleren Phenolgehalten (mmol/l) während 

der gesamten Versuchsdauer zwischen 0,73 mmol/l und 1,1 mmol/l. An den 

Testtagen 13+14 konnte ein schwach signifikanter Unterschied zwischen Ü-KF-32 

und Ü-TF-33mS festgestellt werden. An den Testtagen 15+16 war ein signifikanter 

Unterschied zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-33mS feststellbar, diese Signifikanz 
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zwischen den besagten Überstandsprobentypen konnte auch an den Testtagen 

17+18 und 27+28 detektiert werden. An den Testtagen 17+18 war zudem ein 

signifikanter Unterschied zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-33 zu verzeichnen. In der 

Erholungsphase (Tag 27+28, s. Tab. 3.1) ist ein schwach signifikanter Unterschied 

zwischen Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS aufgefallen.  

 

 

Abb. 4.5: Veränderungen der mittleren Phenolgehalte ohne Pepsinzulage [mmol/l] 

zwischen den verschiedenen Überstandsprobentypen von Lauf 35-38 während 

der 28-tägigen Inkubation mit Kontrollsilage, mit Schadsilage und mit 

Schadsilage plus Sojaprotein  

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 35-38 mit Pepsinzulage (s. Abb. 4.6) 

Die Überstandsproben (Ü-KF-32, Ü-TF-33 u. Ü-TF-33mS, s. Tab. 3.2) der Läufe 

35-38 mit Pepsinzulage schwankten in den mittleren Phenolgehalten [mmol/l] 

während der gesamten Versuchsdauer zwischen 1,08 mmol/l und 1,61 mmol/l. Es 

konnten signifikante (Tag 17+18 Ü-TF-33 – Ü-TF-33mS (°°)) und schwach 

signifikante (Tag 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#); Tag 27+28 Ü-TF-33 – Ü-

TF-33mS (°)) Unterschiede zwischen den ermittelten Phenolgehalten festgestellt 

werden. Die Kurvenverläufe beider Zulagetypen (ohne und mit Pepsinzulage) zeigen 

insgesamt ein sehr ähnliches Verhalten.  
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Abb. 4.6: Veränderungen der mittleren Phenolgehalte mit Pepsinzulage [mmol/l] zwischen 

den verschiedenen Überstandsprobentypen von Lauf 35-38 während der 

28-tägigen Inkubation mit Kontrollsilage, mit Schadsilage und mit Schadsilage 

plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage (s. Abb. 4.13) 

Die Überstandsproben (Ü-KF-32, Ü-TF-35 u. Ü-TF-35mS, s. Tab. 3.2) der Läufe 

39-42 ohne Pepsinzulage schwankten in den mittleren Phenolgehalten [mmol/l] 

während der gesamten Versuchsdauer in einem ähnlichen Bereich zwischen 

1 mmol/l und 1,25 mmol/l. An den Testtagen 7+8 konnte ein schwach signifikanter 

Unterschied zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-35 festgestellt werden.  
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Abb. 4.13: Veränderungen der mittleren Phenolgehalte ohne Pepsinzulage [mmol/l] 

zwischen den verschiedenen Überstandsprobentypen von Lauf 39-42 während 

der 28-tägigen Inkubation mit Kontrollsilage, mit Schadsilage und mit 

Schadsilage plus Sojaprotein  

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 mit Pepsinzulage (s. Abb. 4.14) 

Die Überstandsproben (Ü-KF-32, Ü-TF-35 u. Ü-TF-35mS, s. Tab. 3.2) von L39-42 mit 

Pepsinzulage schwankten während der Zulagephase in den mittleren 

Phenolgehalten [mmol/l] zwischen 1,48 mmol/l und 1,72 mmol/l. An den Testtagen 

15+16 konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS 

festgestellt werden. An den Tagen 27+28 war ein schwach signifikanter Unterschied 

zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-35 zu detektieren. Die Überstandsproben von Ü-KF-32 

und Ü-TF-35mS zeigten während der gesamten Versuchsdauer schwankende Werte. 

Die Phenolgehalte von Ü-TF-35 waren hingegen über die gesamte Versuchszeit auf 

einem konstanten Konzentrationslevel.  
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Abb. 4.14: Veränderungen der mittleren Phenolgehalte mit Pepsinzulage [mmol/l] zwischen 

den verschiedenen Überstandsprobentypen von L39-42 während der 28-tägigen 

Inkubation mit Kontrollsilage, mit Schadsilage und mit Schadsilage plus 

Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

4.3.1 Pepsineffekt auf die kolorimetrisch bestimmten Gesamtphenol-

gehalte nach HOLLOWAY et al. (1979) 

Lauf 35-38 

In der Abbildung 4.15 sind die Effekte der Pepsinzulagen auf die kolorimetrisch 

bestimmten Phenolgehalte dargestellt. Es wird ersichtlich, dass Proben mit Pepsin-

zulage (MP) deutlich höhere Phenolgehalte in der Gesamtphenolmessung nach 

HOLLOWAY et al. (1979) aufwiesen (+28,00 bis +34,00%) als Proben ohne 

Pepsinzulage (OP). An allen Versuchstagen sind schwache bis starke Differenz-

signifikanzen zwischen den jeweiligen Überstandsproben (Ü-KF, Ü-TF und Ü-TFmS) 

ohne und mit Pepsinzulage (OP/MP) ersichtlich. Die statistischen Daten können der 

Tabelle 9.58 entnommen werden. Da das Interesse vor allem der Zulagephase galt, 

sind hier nur die Ergebnisse aus dieser Versuchsphase dargestellt.  
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Abb. 4.15: Veränderung der Phenolgehalte in den Überstandsproben von Lauf 35-38 im 

Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 

Die Abbildung 4.16 stellt die Veränderungen der Phenolgehalte in L39-42 während 

der Zulagephase (T11-18) nach Pepsinverdau dar. Auch hier wird ersichtlich, dass 

eine Zulage von Pepsin eine signifikante bis hoch signifikante Steigerung der 

photometrisch bestimmten Gesamtphenolgehalte nach HOLLOWAY et al. (1979) zur 

Folge hatte. Die Daten der statistischen Auswertung können in Tabelle 9.59 

eingesehen werden.  

  

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

11+12 13+14 15+16 17+18

[m
m

o
l/
l]

Tag

Ü-KF-32 OP

Ü-TF-33 OP

Ü-TF-33mS OP

Ü-KF-32 MP

Ü-TF-33 MP

Ü-TF-33mS MP

**

*****

**

#
#

#
#
#

#
#
# #
#

°

°°° °°° °°



Ergebnisse 

115 
 

 

Abb. 4.16: Veränderung der Phenolgehalte in den Überstandsproben von Lauf 39-42 im 

Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) in der 

Zulagephase 

(Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-35 OP vs. Ü-TF-35 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-35mS OP vs. Ü-TF-35ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

4.4 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS-Anlage: 

Untersuchungen von m/z aus Tabelle 4.1 

Die Kapitel 4.4 bis 4.7 befassen sich mit der Frage, wie hoch die Gehalte einzelner 

phenolischer Substanzen in den verschiedenen Überstandsproben aus der „Rusitec“ 

sind (s. Kap. 3.1).  

Die aus den Messungen mit der LC-MS/MS-Anlage resultierenden Chromatogramme 

der Überstandsproben wurden zunächst auf die vorher ermittelten m/z aus den 

phenolischen Reinstoffuntersuchungen zur Ermittlung stoffspezifischer Nachweis-

grenzen (s. Kap. 4.2, Tab. 4.1) untersucht. Die Überstandsproben wurden hierbei 

sowohl auf die m/z mit den höchsten Countzahlen (in Tab. 4.1 fettgeschriebene m/z) 

als auch auf weitere m/z (in Tab. 4.1 dünngeschrieben) gescreent.  Im Folgenden 

werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellt. Bei den Retentionszeiten 

handelt es sich um die arithmetischen Mittelwerte aller auswertbaren Peaks der 

jeweiligen m/z. 
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4.4.1 m/z 121  

Die m/z 121 kam in allen Lauf- und Zulagegruppen unregelmäßig zu zwei 

verschiedenen Retentionszeitpunkten (ca. 3,8 und 6 min) vor, weshalb an dieser 

Stelle auf eine graphische Darstellung und eine statistische Auswertung verzichtet 

wurde. Da diese m/z jedoch vermehrt in Ü-TF-33, Ü-TF-35, Ü-TF-33mS und Ü-TF-

35mS auswertbar war, wird das Vorkommen dieser m/z im Folgenden kurz 

zusammenfassend dargestellt.  

 

Vorkommen in Lauf 35-38 (nach 3,8 min) und in Lauf 39-42 (nach 3,7 min) ohne 

Pepsinzulage  

Die m/z 121 war unregelmäßig in beiden Laufgruppen in den Proben ohne 

Pepsinzulage nachweisbar. In Ü-KF-32 konnte diese m/z (außer an Tag 27+28 des 

Laufes 36 und Tag 17+18 des Laufes 39) nie ausgewertet werden. In Ü-TF-33, 

Ü-TF-35, Ü-TF-33mS und Ü-TF-35mS kam die m/z 121 hingegen in mehreren 

Läufen und an mehreren Tagen der Zulagephase (Tag 11-18) vor. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 6,1 Minuten 

Zu dieser Retentionszeit kam die m/z 121 sporadisch in einigen Überstandsproben 

(Lauf 36 Tag 17+18 Ü-TF-33, Lauf 36 Tag 11+12 Ü-TF-33mS und Lauf 36 Tag 7+8 

Ü-TF-33mS) vor. In der zweiten Laufgruppe (Lauf 39-42) war diese m/z zum 

Retentionszeitpunkt 6 Minuten nicht auswertbar. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 (nach 3,8 min) und in Lauf 39-42 (nach 3,7 min) mit 

Pepsinzulage  

Die m/z 121 verhielt sich in den Proben mit Pepsinzulage ähnlich wie in den gleichen 

Proben ohne Pepsinzulage. In Ü-KF-32 war diese m/z erneut in beiden Laufgruppen 

jeweils in einer Überstandsprobe (Lauf 38 Tag 13+14, Lauf 40 Tag 17+18) 

auswertbar. In Ü-TF-33, Ü-TF-35 und Ü-TF-33ms, Ü-TF-35mS konnte die m/z 121 in 

einigen Proben aus der Zulagephase nachgewiesen werden.  
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Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 6 Minuten 

Die m/z 121 war in den Proben mit Pepsinzulage regelmäßig in allen 

Überstandsproben nachweisbar. Durch Vermessung einer reinen Pepsinprobe 

konnte festgestellt werden, dass die Peaks zu dieser Retentionszeit aus dem Pepsin 

resultieren. Daher wurde auf eine weitere Betrachtung verzichtet.  

 

4.4.2 m/z 139, m/z 147, m/z 149 und m/z 177  

Bei der statistischen Auswertung dieser m/z ergaben sich nur schwach signifikante 

Unterschiede zu vereinzelten Versuchszeitpunkten, daher wird auf eine graphische 

Darstellung an dieser Stelle verzichtet und auf den Anhang verwiesen (s. Kap. 

9.5.1.1 bis Kap. 9.5.1.3 u. 9.5.1.5). Hier können neben den graphischen 

Darstellungen auch die einzelnen Retentionszeiten der jeweiligen m/z entnommen 

werden. 

 

4.4.3 m/z 175 

Die m/z 175 war zu einem Retentionszeitpunkt (ca. 19 min) in den meisten 

Überstandsproben nachweisbar. 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne und mit Pepsinzulage nach 19,1 Minuten  

Die m/z 175 wies zum Retentionszeitpunkt von durchschnittlich 19,1 Minuten nur 

vereinzelt schwach signifikante Gehaltsunterschiede zwischen den einzelnen 

Überstandsproben auf, weshalb auf eine weitere Darstellung an dieser Stelle 

verzichtet wurde. Die graphische Darstellung der m/z 175 in L35-38 kann dem 

Kapitel 9.5.1.4 entnommen werden. 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,9 Minuten (Abb. 4.17) 

In L39-42 sind die Integralwerte in der Zulagegruppe ohne Pepsin während der 

Zulagephase (Tag 11-18) in Ü-KF-32 mit den höchsten Werten detektierbar 

(Maximalwert an Tag 15+16 mit 103034 Counts x min). Ü-KF-32 liegt während der 

gesamten Zulagephase (Tag 11-18) über dem Integralniveau von Ü-TF-35 und 

Ü-TF-35mS. Daraus ergeben sich signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**)) 
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und schwach signifikante (Tag 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 13+14  

Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede zwischen den festgestellten Integralwerten.  

 
Abb. 4.17: Veränderung der m/z 175 (nach 18,9 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18 Minuten  

Die m/z 175 wies zum Retentionszeitpunkt von 18 Minuten in den Proben mit 

Pepsinzulage nur einen schwach signifikanten Gehaltsunterschied zwischen den 

einzelnen Überstandsproben auf, weshalb auf eine weitere Darstellung an dieser 

Stelle verzichtet wurde. Die graphische Darstellung der m/z 175 in L39-42 ist im 

Kapitel 9.5.1.4 aufgeführt.  

 

4.4.3.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 175 

Es erfolgte eine statistische Untersuchung auf Differenzsignifikanzen zwischen den 

jeweiligen Überstandsproben (Ü-KF, Ü-TF und Ü-TFmS) ohne und mit Pepsinzulage 

(OP/MP). Bei dieser Auswertung wurde ersichtlich, dass eine Zulage von Pepsin 

keine signifikanten Veränderungen von Countzahlen der m/z 175 zur Folge hatte. Die 

graphische Darstellung des Pepsineffektes auf die m/z 175 kann dem Kapitel 9.7.1 

entnommen werden.  

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

7+8 11+12 13+14 15+16 17+18 27+28

In
te

g
ra

l 
[C

o
u
n
ts

 x
 m

in
]

Tag
**

*

*

#

 



Ergebnisse 

119 
 

4.4.4 m/z 225 

Die m/z 225 konnte zu einem Retentionszeitpunkt von ca. 18 Minuten regelmäßig in 

den Überstandsproben beider Laufgruppen (L35-38, L39-42) ausgewertet werden. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,5 Minuten (Abb. 4.18) 

Die m/z 225 kam während der Zulagephase (Tag 11-18) regelmäßig in Ü-TF-33 und 

Ü-TF-33mS vor. In Ü-KF-32 war diese m/z hingegen während der gesamten 

Versuchsdauer nur selten nachweisbar. Die höchsten Integralwerte wurden an Tag 

15+16 in Ü-TF-33mS mit 336925 Counts x min detektiert. An den Versuchstagen 7+8 

und 27+28 konnte diese m/z in keiner Probe nachgewiesen werden. 

Anhand des seltenen Vorkommens der m/z 225 in Ü-KF-32 konnten signifikante (Tag 

13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 11+12, 13+14 Ü-KF-32 –Ü-TF-

33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (*); Tag 15+16, 

17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) Unterschiede zwischen den ermittelten 

Integralwerten festgehalten werden.  

 

Abb. 4.18: Veränderung der m/z 225 (nach 18,5 min) in den Überstandsproben von Lauf  

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,2 Minuten (Abb. 4.19) 

In den Überstandsproben mit Pepsinzulage konnte die m/z 225 nur während der 

Zulagephase (Tag 11-18) in Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS detektiert werden. Die 

Integralwerte von Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS lagen während der Zulagephase konstant 

auf einem ähnlichen Niveau. Da die m/z 225 in Ü-KF-32 zu keinem Zeitpunkt 

nachgewiesen werden konnte, resultieren stark signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33 (***); Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (###)), signifikante (Tag 13+14 

Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach 

signifikante (Tag 11+12, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (*); Tag 11+12, 17+18 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33mS(#)) Unterschiede zwischen den ermittelten Integralwerten.  

 

Abb. 4.19: Veränderung der m/z 225 (nach 18,2 min) in den Überstandsproben von Lauf  

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,1 Minuten (Abb. 4.20) 

Die m/z 225 kommt in der zweiten Laufgruppe regelmäßig während der Zulagephase 

in allen Überstandsprobentypen vor. Das Integralniveau von Ü-KF-32 liegt in dieser 

Versuchsphase deutlich unter dem Integralniveau von Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS. 

Daraus ergeben sich signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**); Tag 13+14 

Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (##)) und schwach signifikante (Tag 11+12, 15+16, 17+18 
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Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede 

zwischen den Integralwerten.  

 

Abb. 4.20: Veränderung der m/z 225 (nach 18,1 min) in den Überstandsproben von Lauf  

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18 Minuten (Abb. 4.21) 

Die m/z 225 kann während der gesamten Zulagephase in Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS 

nachgewiesen werden. In Ü-KF-32 ist diese m/z erst ab Versuchstag 15+16 

detektierbar. Das Integralniveau von Ü-KF-32 liegt deutlich unterhalb des Niveaus 

von Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS. Daraus ergeben sich signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 

– Ü-TF-35 (**)) und schwach signifikante (Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 

13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede zwischen den ermittelten 

Integralwerten. 
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Abb. 4.21: Veränderung der m/z 225 (nach 18 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Auffälliges Verhalten der m/z 225 im Vergleich zwischen den beiden 

Laufgruppen (L35-38 und L39-42) (Abb. 4.18-4.21) 

Die m/z 225 stellte sich in der ersten Laufgruppe (L35-38) anders dar als in der 

zweiten Laufgruppe (L39-42). Ü-KF-32 hat in der Zulagephase in beiden 

Laufgruppen immer das niedrigste Integralniveau.  

In L35-38 lässt sich der Verlauf der Graphen für Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS wie folgt 

beschreiben: 

• Ausgangsniveau → Anstieg an Tag 11+12 → Abfall an Tag 13+14 → erneuter 

Anstieg mit oftmaligem Erreichen der Maximalwerte an Tag 15+16 → Abfall 

auf das Ausgangsniveau an Tag 27+28. 

Im Gegensatz hierzu stellt sich der Graphenverlauf in L39-42 folgendermaßen dar: 

• Ausgangsniveau → Anstieg mit Erreichen der Maximalwerte an Tag 15+16 → 

Abfall auf das Ausgangsniveau an Tag 17+18 oder Tag 27+28. 
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4.4.4.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 225 

Die statistischen Untersuchungen auf einen signifikanten Einfluss der Pepsinzulage 

auf den Gehalt der m/z 225 ergaben in beiden Laufgruppen (L35-38, L39-42) je 

einmalig schwache Differenzsignifikanzen. In Ü-TF-33 OP – Ü-TF-33 MP wurde ein 

schwach signifikanter Einfluss des Pepsins an den Versuchstagen 17+18 und in 

Ü-TF35 OP – Ü-TF35 MP an den Versuchstagen 13+14 ermittelt. Die graphische 

Darstellung ist dem Kapitel 9.7.2 zu entnehmen.  

 

4.4.5 Vorkommen weiterer m/z aus Tabelle 4.1 

Die Chromatogramme der einzelnen Überstandsproben wurden nach allen m/z aus 

der Tabelle 4.1 durchsucht. Dabei stellten folgende m/z keine auswertbaren Peaks 

dar: 95, 107, 119, 131, 135, 207, 329, 342, 357, 385 und 439.  

 

4.5 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS-Anlage: 

Untersuchungen von m/z aus Tabelle 3.4  

Um die Überstandsproben aus der „Rusitec“ (Ü-KF, Ü-TF und Ü-TFmS) auf das 

Vorkommen weiterer phenolischer Substanzen zu untersuchen (s. Kap. 3.1) wurden 

die Chromatogramme der einzelnen Überstandsproben ebenfalls nach potenziellen 

m/z aus der Tabelle 3.4 (Herkunft der m/z aus ÖZMEN 2014) untersucht. Die über 

den Versuchszeitraum ermittelten Gehalte der für auswertbar befundenen m/z 

werden im Folgenden aufgeführt. Einige dieser m/z wurden bereits in der Arbeit von 

FRIEHOLD (2019) bearbeitet und werden deshalb in dieser Arbeit nicht mehr 

erwähnt. 

 

4.5.1 m/z 163  

Die m/z 163 kam in L35-38 unregelmäßig und vor allem während der Zulagephase 

zum Retentionszeitpunkt 25,2 min in den Proben mit und ohne Pepsinzulage vor. Die 

statistische Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

ermittelten Integralwerten der verschiedenen Überstandsproben. In der zweiten 

Laufgruppe (L39-42) kam die m/z 163 nur noch selten zur Retentionszeit 25 min vor, 
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weshalb auf eine weitere Darstellung und statistische Auswertung dieser m/z 

verzichtet wurde. 

 

4.5.2 m/z 227 

Die m/z 227 kam regelmäßig zu einer Retentionszeit von ca. 12,4 Minuten in allen 

Überstandsproben beider Laufgruppen vor. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 12,5 Minuten (Abb. 4.22) 

Die m/z 227 kam regelmäßig in allen Überstandsproben vor. Die Integralwerte von  

Ü-KF-32 lagen während der Zulagephase unter den Integralwerten von Ü-TF-33 bzw. 

Ü-TF-33mS. Daraus ergaben sich signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); 

Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 11+12 

Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (*); Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) Unterschiede 

zwischen den Integralwerten. 

 

Abb. 4.22: Veränderung der m/z 227 (nach 12,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 12,5 Minuten (Abb. 4.23) 

Auch in den Proben mit Pepsinzulage konnten In Ü-KF-32 im Vergleich zu Ü-TF-33 

und Ü-TF-33mS deutlich niedrigere Integralwerte detektiert werden. Daraus 

resultieren hoch signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (###)), signifikante 

(Tag 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##); Tag 13+14, 17+18 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33 (**)) und schwach signifikante (Tag 11+12, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (*); 

Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) Unterschiede zwischen den einzelnen 

Überstandsproben. 

 

Abb. 4.23: Veränderung der m/z 227 (nach 12,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 12,3 Minuten (Abb. 4.24) 

In L39-42 fällt auf, dass die höchsten Integralwerte der m/z 227 in Ü-KF-32 

feststellbar sind. Die gemittelten Integralwerte (Tag 11-18) von Ü-KF-32 liegen um 

+292,04% bzw. +266,07% über den Integralmittelwerten von Ü-TF-35 bzw. 

Ü-TF-35mS. Daraus resultieren signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (##); 

Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35(**)) und schwach signifikante (Tag 13+14, 17+18 

Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*)) Unterschiede.  
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Abb. 4.24: Veränderung der m/z 227 (nach 12,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 12,2 Minuten (Abb. 4.25) 

Die m/z 227 kommt in den Läufen 39-42 mit Pepsinzulage regelmäßig in allen 

Überständen vor. Die Kurvenverläufe von Ü-KF-32, Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS zeigen 

über die gesamte Versuchsdauer ein ähnliches Verhalten mit Erreichen der 

Maximalwerte an Tag 15+16. Das Integralniveau von Ü-KF-32 liegt v.a. während der 

Zulagephase unter dem von Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS. Daraus gehen signifikante 

(Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**)) und schwach signifikante (Tag 11+12 Ü-KF – Ü-

TF-35mS (#); Tag 15+16 Ü-KF-32 –Ü-TF-35 (*)) Unterschiede zwischen den 

ermittelten Werten hervor. 
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Abb. 4.25: Veränderung der m/z 227 (nach 12,2 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Auffälliges Verhalten der m/z 227 im Vergleich zwischen den beiden 

Laufgruppen (L35-38 und L39-42) (Abb. 4.22-4.25) 

Die m/z 227 stellte sich in L35-38 anders dar als in L39-42. In L35-38 hat diese m/z 

in Ü-KF-32 innerhalb der Zulagephase immer ein deutlich niedrigeres Integralniveau 

als in Ü-TF-33 und in Ü-TF-33mS. In der Laufgruppe L39-42 erreichten die 

Integralwerte von Ü-KF-32 ohne Pepsinzusatz innerhalb der Zulagephase die 

höchsten Gehalte im Gesamtvergleich aller Überstandsproben mit einem 

Maximalwert von 11.644.808 Counts x min an Tag 15+16, der als unerklärlicher 

Ausreißer anzusehen ist. In L39-42 mit Pepsinzulage hat die m/z 227 in Ü-KF-32 

erneut das niedrigste Integralniveau verglichen mit den Integralwerten dieser m/z in 

Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS. 

In L35-38 lässt sich der Verlauf der Graphen wie folgt beschreiben (vgl. Kap. 4.3.5, 

m/z 225): 

• Ausgangsniveau → Anstieg an Tag 11+12 (außer bei Ü-KF-32 der Läufe  

35-38 ohne Pepsinzulage)→ Abfall an Tag 13+14 → erneuter Anstieg mit 
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oftmaligem Erreichen der Maximalwerte an Tag 15+16 (außer bei Ü-KF-32 der 

Läufe 35-38 ohne Pepsinzulage) → Abfall auf das Ausgangsniveau an Tag 

27+28. 

Im Gegensatz hierzu stellt sich der Graphenverlauf in L39-42 folgendermaßen dar: 

• Ausgangsniveau → Anstieg mit Erreichen der Maximalwerte an Tag 15+16 → 

Abfall auf das Ausgangsniveau an Tag 17+18 oder Tag 27+28. 

 

4.5.2.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 227 

Die Pepsinzulage hatte in den Überstandsproben Ü-TF-33mS an den Versuchstagen 

T13+14 und T15+16 einen schwach signifikanten Einfluss. Die Pepsinzulage führte 

an dieser Stelle zu geringeren Countzahlen der m/z 227. In L39-42 waren keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Proben ohne und mit Pepsinzulage 

ersichtlich. Die graphische Darstellung ist dem Kapitel 9.7.3 zu entnehmen. 

 

4.5.3 m/z 295 

Die m/z 295 konnte in den Überstandsproben beider Laufgruppen zu je zwei 

verschiedenen Retentionszeitpunkten mit auswertbaren Peaks nachgewiesen 

werden.  

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,3 Minuten (Abb. 4.26) 

Die m/z 295 kommt in den Läufen 35-38 ohne Pepsinzulage regelmäßig zur 

Retentionszeit 18,3 Minuten vor. Das Integralniveau von Ü-KF-32 liegt unter dem 

Integralniveau von Ü-TF-33 bzw. Ü-TF-33ms. Daraus ergeben sich hoch signifikante 

(Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (***); Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (###)) und 

signifikante (Tag 11+12, 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 11+12, 13+14, 

15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) Unterschiede zwischen den Integralwerten. 
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Abb. 4.26: Veränderung der m/z 295 (nach 18,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (s. Kap. 

9.5.2.1) 

Zum Retentionszeitpunkt 18,8 min waren in den Proben ohne Pepsinzulage nur 

vereinzelt schwach signifikante Gehaltsunterschiede zwischen den verschiedenen 

Überständen nachweisbar. Deshalb wurde auf eine weitere Darstellung an dieser 

Stelle verzichtet. Eine graphische Darstellung der m/z 295 in L35-38 kann dem 

Kapitel 9.5.2.1 entnommen werden. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,3 Minuten (Abb. 4.27) 

In den Überstandsproben (Ü-KF-32, Ü-TF-33, Ü-TF-33mS) mit Pepsinzulage kommt 

die m/z 295 konstant mit einer Retentionszeit von 18,3 Minuten vor. Die 

durchschnittlichen Integralwerte von Ü-KF-32 liegen innerhalb der Zulagephase unter 

den Integralwerten von Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS. Daraus ergeben sich hoch 

signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (***); Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS 

(###)), signifikante (Tag 11+12, 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 13+14, 
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15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante Unterschiede (Tag 

11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) in den Integralwerten.  

 

Abb. 4.27: Veränderung der m/z 295 (nach 18,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,8 Minuten 

Zum Retentionszeitpunkt 18,8 min waren in den Proben mit Pepsinzulage nur an 

zwei Versuchszeitpunkten schwach signifikante Gehaltsunterschiede zwischen den 

verschiedenen Überständen nachweisbar. Deshalb wurde auf eine weitere 

Darstellung an dieser Stelle verzichtet und auf Kapitel 9.6.2.2 verwiesen. 
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Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18 Minuten (Abb. 4.28) 

In der zweiten Laufgruppe (L39-42) ist die m/z 295 zu einem geringgradig früheren 

Retentionszeitpunkt (18 min) detektierbar. Das Integralniveau von Ü-KF-32 liegt 

während der Zulagephase unter dem Integralniveau von Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS. 

Daraus resultieren signifikante (Tag 11+12, 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**); 

Tag 11+12, 13+14, 15+16 Ü-KF – Ü-TF-35mS (##)) und schwach signifikante (Tag 

17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*)) Unterschiede.  

 

Abb. 4.28: Veränderung der m/z 295 (nach 18 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,5 Minuten  

Zum Retentionszeitpunkt 18,5 Minuten war in den Proben ohne Pepsinzulage nur ein 

schwach signifikanter Gehaltsunterschied zwischen den verschiedenen Überständen 

nachweisbar. Eine graphische Darstellung der Gehaltsverläufe der m/z 295 in den 

Überstandsproben von L39-42 ohne Pepsinzulage kann dem Kapitel 9.6.2.2 ent-

nommen werden.  
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Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18 Minuten (Abb. 4.29) 

Die m/z 295 ist in den Proben mit Pepsinzulage konstant während der Zulagephase 

nachweisbar. Die Integralwerte von Ü-KF-32 liegen dabei unterhalb der Integralwerte 

von Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS. Daraus ergeben sich signifikante (Tag 11+12 Ü-KF-32 

– Ü-TF-35 (**); Tag 11+12, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (##)) und schwach 

signifikante (Tag 13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 13+14, 15+16 

Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede. 

 

Abb. 4.29: Veränderung der m/z 295 (nach 18 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18,5 Minuten  

Zum Retentionszeitpunkt 18,5 Minuten waren in den Proben mit Pepsinzulage nur 

schwach signifikante Gehaltsunterschiede zwischen den verschiedenen Überständen 

nachweisbar. Eine weitere Darstellung dieser m/z erfolgt in Kapitel 9.6.2.2. 

 

Auffälliges Verhalten der m/z 295 im Vergleich zwischen den beiden 

Laufgruppen (L35-38 und L39-42) (Abb. 4.26-4.29) 

Vergleichend zwischen den beiden Laufgruppen, verhält sich die m/z 295 ähnlich wie 

die m/z 225 und 227 (siehe Kap. 4.3.5, 4.4.4). Daher wird an dieser Stelle nicht 
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weiter auf das unterschiedliche Verhalten der m/z 295 in diesen beiden Laufgruppen 

eingegangen. 

 

4.5.3.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 295 

Die statistische Untersuchung ergab in L35-38 an Tag 13+14 in Ü-KF-32 einen 

signifikanten Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 295. In den Proben 

mit Pepsin konnten höhere Countzahlen festgestellt werden. In L39-42 konnten 

ebenfalls signifikant höherer Gehalte der m/z 295 in Ü-TF-35 an Tag 13+14 nach 

Pepsinzulage ermittelt werden. In Ü-TF-33mS führte die Pepsinzulage hingegen 

schwach signifikant zu geringeren Countzahlen an Tag 15+16. Die graphische 

Darstellung des Pepsineffektes kann dem Kapitel 9.7.4 entnommen werden.  

 

4.5.4 m/z 313 

Die m/z 313 brachte zu zwei verschiedenen Retentionszeiten auswertbare Peaks in 

beiden Laufgruppen hervor. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,3 Minuten (Abb. 4.30) 

Während der Zulagephase liegen die Integralwerte der m/z 313 in Ü-KF-32 unterhalb 

der Integralwerte von Ü-KF-33 bzw. Ü-KF-33mS. Daraus ergeben sich hoch 

signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (***)) und signifikante (Tag 13+14, 

15+16, 17+18 Ü-KF-32 –Ü-TF-33 (**); Tag 13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 –  

Ü-TF-33mS (##)) Unterschiede zwischen den Integralwerten genannter 

Überstandspaarungen. 
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Abb. 4.30: Veränderung der m/z 313 (nach 18,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 4.31) 

Die Integralwerte von Ü-KF-32, Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS weisen in L35-38 ohne 

Pepsinzulage zum Retentionszeitpunkt 18,7 Minuten ähnliche Verläufe auf. Dennoch 

liegen signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 13+14 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33mS (##); Tag 13+14 Ü-TF-33 – Ü-TF-33mS (°°)) und schwach signifikante 

(Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) Unterschiede zwischen den Integralwerten 

der Überstandsproben vor.  
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Abb. 4.31: Veränderung der m/z 313 (nach 18,7 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,3 Minuten (Abb. 4.32) 

Während der Zulagephase liegen die Integralwerte der m/z 313 in  

Ü-KF-32 unterhalb der Integralwerte von Ü-KF-33 bzw. Ü-KF-33mS. Daraus ergeben 

sich hoch signifikante (Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (***)), signifikante (Tag 13+14, 

15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-

33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) 

Unterschiede zwischen den Integralwerten aufgeführter Überstandspaarungen. 
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Abb. 4.32: Veränderung der m/z 313 (nach 18,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,8 Minuten  

Zum Retentionszeitpunkt 18,8 Minuten war in den Proben ohne Pepsinzulage nur ein 

schwach signifikanter Gehaltsunterschied zwischen den verschiedenen Überständen 

außerhalb der Zulagephase nachweisbar. Deshalb erfolgt eine weitere Darstellung im 

Anhang (s. Kap. 9.5.2.3). 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18 Minuten (Abb. 4.33) 

In den Überstandsproben von L39-42 ohne Pepsinzulage liegen die Integralwerte der 

m/z 313 in Ü-KF-32 unterhalb der Integralwerte von Ü-TF-35 bzw. Ü-TF-35mS. 

Daraus ergeben sich signifikante (Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (##)) und 

schwach signifikante (Tag 13+14, 15+16 Ü-TF-35 – Ü-TF-35mS (°); Tag 15+16, 

17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede 

zwischen den Integralwerten aufgeführter Überstandspaarungen. 
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Abb. 4.33: Veränderung der m/z 313 (nach 18 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,5 Minuten  

Die m/z 313 wies zu diesem Retentionszeitpunkt in den Proben ohne Pepsinzulage 

nur einen schwach signifikanten Gehaltsunterschied auf und wird deshalb im Anhang 

dargestellt (s. Kap. 9.5.2.3). 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18 Minuten (Abb. 4.34) 

Die Integralwerte der m/z 313 in den Überstandsproben von L39-42 mit Pepsinzulage 

lassen ein ähnliches Verhalten wie in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage erkennen. Es 

ergeben sich signifikante (Tag 11+12, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**); Tag 11+12, 

15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (##)) und schwach signifikante (Tag 13+14, 15+16 Ü-

TF-35 – Ü-TF-35 (*); Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede zwischen 

den Integralwerten aufgeführter Überstandspaarungen. 
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Abb. 4.34: Veränderung der m/z 313 (nach 18 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18,5 Minuten (Abb. 4.35) 

Die Integralwerte von Ü-KF-32, Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS weisen in L39-42 mit 

Pepsinzulage zum Retentionszeitpunkt 18,5 Minuten ähnliche Verläufe auf. Das 

Integralniveau von Ü-KF-32 liegt innerhalb der Zulagephase oberhalb des Niveaus 

von Ü-TF-35 und Ü-TF-35ms. Am Versuchstag 7+8 konnte ein signifikanter und an 

Tag 27+28 ein schwach signifikanter Unterschied zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-35 

festgestellt werden. 
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Abb. 4.35: Veränderung der m/z 313 (nach 18,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein, 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Auffälliges Verhalten der m/z 313 im Vergleich zwischen den beiden 

Laufgruppen (L35-38 und L39-42) (Abb. 4.30-4.35) 

Die Integralverläufe der m/z 313 verhalten sich in Bezug auf die erste (L35-38) und 

zweite (L39-42) Laufgruppe ähnlich wie die Integralverläufe der m/z 225, 227 und 

295 (siehe Kap. 4.3.5, 4.4.4, 4.4.5). Daher wird an dieser Stelle nicht weiter auf das 

unterschiedliche Verhalten der m/z 313 in diesen beiden Laufgruppen eingegangen. 

 

4.5.4.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 313 

Die statistische Untersuchung des Pepsineffektes ergab in L35-38 an Tag 17+18 in 

Ü-TF-33mS einen schwach signifikanten Einfluss des Pepsins auf den Gehalt der 

m/z 313. In L39-42 wurde in Ü-TF-35 an Tag 13+14 ein schwach signifikanter 

Einfluss des Pepsins ermittelt. In beiden Fällen führte eine Zulage von Pepsin zu 

einem Gehaltsabfall der m/z 313. Die graphische Darstellung des Pepsineinflusses 

auf den Gehalt der m/z 313 findet sich in Kapitel 9.7.5.  

 

0,0

200000,0

400000,0

600000,0

800000,0

1000000,0

1200000,0

7+8 11+12 13+14 15+16 17+18 27+28

In
te

g
ra

l 
[C

o
u
n
ts

 x
 m

in
]

Tag

**

*

 



Ergebnisse 

140 
 

4.5.5 m/z 353 

Die m/z 353 war mit zwei verschiedenen Retentionszeiten in den Überstandsproben 

beider Laufgruppen auswertbar.  

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,2 Minuten (Abb. 4.36) 

Die m/z 353 kommt regelmäßig in den Überstandsproben Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS 

während der Zulagephase (Tag 11-18) vor. In Ü-KF-32 ist diese m/z nur sporadisch 

aufzufinden. Daraus ergeben sich stark signifikante (Tag 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33 (***)) und signifikante (Tag 11+12, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 

13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) Unterschiede zwischen den 

erfassten Integralwerten.  

 

Abb. 4.36: Veränderung der m/z 353 (nach 18,2 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,8 Minuten  

Zum Retentionszeitpunkt 18,8 Minuten konnte bei der Auswertung der m/z 353 in 

den Proben ohne Pepsinzulage nur ein schwach signifikanter Gehaltsunterschied 

zwischen den verschiedenen Überständen nachgewiesen werden. Deshalb wurde 
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auf eine weitere Darstellung dieser m/z im Ergebnisteil verzichtet. Die graphische 

Darstellung erfolgt in Kapitel 9.5.2.4. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,2 Minuten (Abb. 4.37) 

Die m/z 353 ist regelmäßig in den Überstandsproben Ü-KF-33 und Ü-KF-33mS mit 

Pepsinzulage während der Zulagephase vorhanden. Im Probenmaterial von Ü-KF-32 

ist diese m/z hingegen selten während der gesamten Versuchsdauer nachweisbar. 

Daraus ergeben sich signifikante (Tag 13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); 

Tag 13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante 

(Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (*); Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (#); Tag 11+12 

Ü-TF-33 – Ü-TF-33mS (°)) Unterschiede zwischen den Integralwerten.  

 
Abb. 4.37: Veränderung der m/z 353 (nach 18,2 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,8 Minuten  

Zum Retentionszeitpunkt 18,8 Minuten konnte bei der Auswertung der m/z 353 in 

den Proben mit Pepsinzulage erneut nur ein schwach signifikanter 

Gehaltsunterschied zwischen den verschiedenen Überständen nachgewiesen 
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werden. Deshalb erfolgt eine weitere Darstellung dieser m/z im Anhang (s. Kap. 

9.5.2.4). 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18 Minuten (Abb. 4.38) 

Die Integrale der m/z 353 liegen in Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS während der 

Zulagephase um deutlich über den Werten von Ü-KF-32. Daraus resultieren 

signifikante (Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (##), Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 

(**)) und schwach signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#); Tag 15+16, 

17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*)) Unterschiede zwischen den Integralwerten.  

 
Abb. 4.38: Veränderung der m/z 353 (nach 18 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,5 Minuten 

Die m/z 353 ließ sich regelmäßig in den Proben der zweiten Laufgruppe (L39-42) 

ohne Pepsinzulage zum Retentionszeitpunkt 18,5 min nachweisen. Die niedrigsten 

Integralwerte waren in allen Proben an Tag 17+18 festzustellen. Maximalwerte 

wurden an Tag 13+14 (Ü-KF-32 und Ü-TF-35mS) bzw. an Tag 15+16 (Ü-TF-35) 

festgestellt. Zwischen den einzelnen Integralwerten der verschiedenen 
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Überstandsproben konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden, 

weshalb eine graphische Darstellung entfiel. 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18 Minuten (Abb. 4.39) 

Die Integrale der m/z 353 sind in den Überstandsproben Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS 

mit Pepsin während der Zulagephase mit deutlich höheren Werten nachweisbar als 

in Ü-KF-32. Daraus resultieren signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**)) und 

schwach signifikante (Tag 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#); Tag 15+16, 

17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*)) Unterschiede zwischen den Integralwerten.  

 
Abb. 4.39: Veränderung der m/z 353 (nach 18 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18,5 Minuten  

Zum Retentionszeitpunkt 18,5 Minuten konnte bei der Auswertung der m/z 353 in  

L39-42 in den Proben mit Pepsinzulage nur ein schwach signifikanter 

Gehaltsunterschied zwischen den verschiedenen Überständen nachgewiesen 

werden. Deshalb erfolgt eine weitere Darstellung dieser m/z im Anhang (s. Kap. 

9.5.2.4). 
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Auffälliges Verhalten der m/z 353 zum Retentionszeitpunkt 18,2 bzw. 18 

Minuten im Vergleich zwischen den beiden Laufgruppen (L35-38 und L39-42) 

(Abb. 4.36-4.39) 

In L35-38 lässt sich der Verlauf der Graphen von Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS zum 

Retentionszeitpunkt 18,2 Minuten wie folgt zusammenfassen: 

• Nicht nachweisbar an Tag 7+8 → Anstieg an Tag 11+12 → Abfall an Tag 

13+14 → erneuter Anstieg mit Erreichen der Maximalwerte an Tag 15+16 → 

Abfall an Tag 27+28. 

Im Gegensatz hierzu stellt sich der Graphenverlauf von Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS in 

L39-42 zum Retentionszeitpunkt 18 Minuten folgendermaßen dar: 

• Ausgangsniveau → Anstieg mit Erreichen der Maximalwerte an Tag 15+16 → 

Abfall auf das Ausgangsniveau Tag 27+28. 

Die Integralwerte von Ü-KF-32 sind sowohl in Lauf 35-38 zum Retentionszeitpunkt 

18,2 min als auch in Lauf 39-42 zum Retentionszeitpunkt 18 Minuten konstant auf 

einem deutlich niedrigeren Niveau als in Ü-TF-33, Ü-TF-35, Ü-TF-33mS und 

Ü-TF-35mS und weisen relativ konstante Gehalte ohne die oben aufgeführten 

massiven Schwankungen auf. 

Die m/z 353 war außerdem zu einem Retentionszeitpunkt von 18,5 Minuten (L39-42) 

bzw. 18,8 Minuten (L35-38) detektierbar. Da zu diesen Zeitpunkten jedoch nur 

unregelmäßig schwach signifikante Gehaltsunterschiede nachgewiesen werden 

konnten, wird auf eine weitere Betrachtung der m/z 353 zu diesen Retentionszeiten 

verzichtet. 

  

4.5.5.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 353 

In L35-38 hatte die Zulage von Pepsin keinen signifikanten Einfluss auf den Gehalt 

der m/z 353. In L39-42 führte die Zulage von Pepsin in Ü-TF-35mS einmalig 

(T17+18) zu einem schwach signifikant geringeren Gehalt der m/z 353. Daher entfällt 

eine graphische Darstellung. Die statistischen Daten befinden sich im Kapitel 9.8.6.  
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4.5.6 Vorkommen weiterer m/z aus Tabelle 3.4 

Die Chromatogramme der einzelnen Überstandsproben wurden nach allen noch 

fehlenden m/z aus der Tabelle 3.4 durchsucht. Dabei stellten folgende m/z keine 

auswertbaren Peaks dar: 69, 79, 111, 117, 145, 153, 165, 181, 192, 195, 297, 316, 

341 und 421.  

 

4.6 Auswertungen weiterer m/z aus den Arbeiten WICHERN (2011) und 

EBHARDT (2018) 

Um die Überstandsproben auf das Vorkommen weiterer phenolischer Verbindungen 

untersuchen zu können (s. Kap. 3.1), wurden auffällige m/z aus den Arbeiten von 

WICHERN (2011) und EBHARTDT (2018) ausgewählt und in Überstandsproben mit 

und ohne Pepsinverdau ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 

werden im Folgenden aufgeführt. 

4.6.1 m/z 199 

Die m/z 199 konnte regelmäßig in allen Überständen beider Laufgruppen 

nachgewiesen werden. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 12,5 Minuten (Abb. 4.40) 

Die m/z 199 ließ sich regelmäßig in allen Proben der ersten Laufgruppe (L35-38) 

zum Retentionszeitpunkt 12 Minuten nachweisen. Die höchsten Integralwerte waren 

immer an Tag 15+16 festzustellen. Das Integralniveau von Ü-KF-32 lag während der 

Zulagephase unter dem Integralniveau von Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS. Daraus 

resultierten hoch signifikante (Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (###)), signifikante 

(Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 17+18 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 

(*), Tag 11+12, 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) Unterschiede zwischen den 

Integralwerten der verschiedenen Überstandsproben. 
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Abb. 4.40: Veränderung der m/z 199 (nach 12,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 12,5 Minuten (Abb. 4.41) 

In den Proben von L35-38 mit Pepsinzulage war die m/z 199 konstant zur 

Retentionszeit 12 min nachweisbar. Das Integralniveau von Ü-KF-32 lag unterhalb 

des Niveaus von Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS. Daraus resultierten hoch signifikante 

(Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (###)), signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-

33 (**); Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 

15+16, 17+18  Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 13+14, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS 

(#)) Unterschiede zwischen den ermittelten Integralwerten der Zulagephase. 
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Abb. 4.41: Veränderung der m/z 199 (nach 12,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 12,3 Minuten (Abb. 4.42) 

Die m/z 199 konnte regelmäßig in L39-42 ausgewertet werden. Die Integralwerte von 

Ü-KF-32 aus der Zulagephase lagen unter den Integralwerten von Ü-TF-35 

beziehungswiese Ü-TF-35mS. Daraus gingen signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-35mS (##) und schwach signifikante (Tag 13+14, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 

(*); Tag 27+28 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#); Tag 27+28 Ü-TF-35 – Ü-TF-35mS (°)) 

Unterschiede zwischen den ermittelten Integralwerten hervor. 
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Abb. 4.42: Veränderung der m/z 199 (nach 12,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 12,3 Minuten  

Die Gehaltsunterschiede wiesen zwischen den verschiedenen Überständen nur 

einmalig einen schwach signifikanten Unterschied auf. Daher wird an dieser Stelle 

nicht weiter auf das Vorkommen der m/z 199 in der zweiten Laufgruppe (L39-42) in 

den Proben mit Pepsinzulage eingegangen. Eine nähere Darstellung kann jedoch 

dem Kapitel 9.5.3.1 entnommen werden. 

 

4.6.1.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 199 

Die Zulage von Pepsin hatte in L35-38 einen schwach signifikanten Einfluss auf den 

Gehalt der m/z 199 in Ü-TF-33mS. In den Proben ohne Pepsinzulage war der 

gemittelte Integralwert dieser m/z schwach signifikant höher als in den Proben mit 

Pepsinzulage. In L39-42 wurde in Ü-TF-35 an Tag 17+18 ein schwach signifikanter 

Einfluss des Pepsins ermittelt. Die Zulage von Pepsin führte in diesem Fall zu einer 

Reduktion des Gehaltes der m/z 199. Näheres zum Pepsineffekt auf diese m/z kann 

dem Kapitel 9.7.7 entnommen werden. 
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4.6.2 m/z 265 

Die m/z 265 war in den Überstandsproben beider Laufgruppen mit einer 

durchschnittlichen Retentionszeit von 18,8 (L35-38) bzw. 18,6 Minuten (L39-42) 

detektierbar.  

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 4.43) 

Die m/z 265 kam kontinuierlich während der gesamten Versuchsphase in Ü-KF-32 

vor. In Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS wurde diese m/z nur sporadisch nachgewiesen. 

Daraus gingen signifikante (Tag 13+14, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 

15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 11+12 Ü-

KF-32 – Ü-TF-33 (*); Tag 11+12, 13+14 Ü-KF-32 –Ü-TF-33mS (#)) Unterschiede 

zwischen den ermittelten Integralwerten hervor.  

 

Abb. 4.43: Veränderung der m/z 265 (nach 18,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

  

0

200000

400000

600000

800000

1000000

1200000

1400000

7+8 11+12 13+14 15+16 17+18 27+28

In
te

g
ra

l 
[C

o
u
n
ts

 x
 m

in
]

Tag

**

**

**

#

#
#

#
#

#

*

 



Ergebnisse 

150 
 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 4.44) 

Die m/z 265 konnte konstant in Ü-KF-32 nachgewiesen werden, während sie erneut 

nur sporadisch in Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS auswertbar war. Daraus resultierten hoch 

signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (***); Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS 

(###)), signifikante (Tag 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 13+14, 15+16  

Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 11+12 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33 (*); Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) Integralunterschiede.  

 

Abb. 4.44: Veränderung der m/z 265 (nach 18,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,6 Minuten (Abb. 4.45) 

Die höchsten Integralwerte der m/z 265 ließen sich in Ü-KF-32 während der 

Zulagephase nachweisen. Da die m/z 265 in Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS nur 

sporadisch während der Zulagephase nachgewiesen werden konnte, resultierten 

daraus signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**); Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-

35mS (##)) und schwach signifikante (Tag 13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 

13+14, 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede zwischen den Integralwerten. 
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Abb. 4.45: Veränderung der m/z 265 (nach 18,6 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18,6 Minuten (Abb. 4.46) 

In den Proben mit Pepsinzulage konnte die m/z innerhalb der Zulagephase vor allem 

in Ü-KF-32 nachgewiesen werden. Daraus resultierten hoch signifikante (Tag 17+18  

Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (***)), signifikante (Tag 11+12 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**); Tag 

11+12, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF35mS (##)) und schwach signifikante (Tag 15+16 Ü-

KF-32 – Ü-TF-33 (*); Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede zwischen 

den ermittelten Integralwerten. 
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Abb. 4.46: Veränderung der m/z 265 (nach 18,6 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

4.6.2.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 265 

In beiden Laufgruppen konnte kein signifikanter Einfluss von Pepsin detektiert 

werden. Daher entfällt eine weitere Darstellung dieser m/z. Die statistischen Daten 

können dem Kapitel 9.8.7.8 entnommen werden.  

 

4.6.3 m/z 309 

Die m/z 309 konnte mit einer Retentionszeit von 21,8 (L35-39) und 21,6 Minuten 

(L39-42) in den Überstandsproben beider Laufgruppen nachgewiesen werden.  

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 21,8 Minuten (Abb. 4.47) 

Die m/z 309 konnte, wie die m/z 265, immer in Ü-KF-32 und selten in Ü-TF-33 und 

Ü-TF-33mS nachgewiesen werden. Daraus ergaben sich signifikante (Tag 17+18 

Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach 

signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (*); Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS 

(#); Tag 27+28 Ü-TF-33 – Ü-TF-33mS (°)) Unterschiede zwischen den 
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Integralwerten. Der maximale Integralwert konnte in Ü-KF-32 an Tag 15+16 mit 

407157 Counts x min festgestellt werden. 

 

Abb. 4.47: Veränderung der m/z 309 (nach 21,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 21,8 Minuten (Abb. 4.48) 

Die m/z 309 konnte zum Retentionszeitpunkt 21,9 Minuten vermehrt in Ü-KF-32 

nachgewiesen werden. In Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS kam diese m/z selten und 

hauptsächlich während der Kontroll- und Erholungsphase (Tag 7+8 und Tag 27+28) 

vor. Daher ließen sich signifikante (Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 15+16 Ü-

KF-32 – Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 13+14, 17+18 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33 (*); Tag 13+14, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) Integralunterschiede 

detektieren. 
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Abb. 4.48: Veränderung der m/z 309 (nach 21,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 21,6 Minuten (Abb. 4.49) 

In der zweiten Laufgruppe bringt die m/z 309 erneut in Ü-KF-32 die höchsten 

Integralwerte mit einem Maximalwert von 443090 Counts x min an Tag 15+16 hervor. 

Durch das seltene Vorkommen dieser m/z in Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS, gingen 

signifikante (Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**); Tag 11+12, 15+16 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-35mS (##)) und schwach signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*)) 

Unter-schiede zwischen den Integralwerten hervor. 
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Abb. 4.49: Veränderung der m/z 309 (nach 21,6 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 21,6 Minuten (Abb. 4.50) 

Die m/z 309 kommt regelmäßig in Ü-KF-32 vor. In Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS ist das 

Vorkommen dieser m/z eher als sporadisch zu bezeichnen. Daraus gehen 

signifikante (Tag 11+12, 15+16, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**); Tag 15+16 Ü-KF-32 

– Ü-TF-35mS (##)) und schwach signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 

7+8, 11+12, 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) Unterschiede zwischen den 

Integralwerten einzelner Überstandspaarungen hervor.  
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Abb. 4.50: Veränderung der m/z 309 (nach 21,6 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

  Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

4.6.3.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 309 

Die Zulage von Pepsin ergab keine signifikanten Gehaltsveränderungen, weshalb 

eine weitere Darstellung entfällt. Die statistischen Daten können dem Kapitel 9.8.7.9 

entnommen werden.  

 

4.6.4 m/z 321/322 

Die m/z 321/322 war in Ü-TF und Ü-TFmS regelmäßig und in Ü-KF unregelmäßig zu 

einer durchschnittlichen Retentionszeit von 10,2 Minuten nachweisbar. 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne und mit Pepsinzulage nach 10,3 Minuten  

(Abb. 4.51 u. 4.52) 

Die m/z 321/322 kam in der ersten Laufgruppe (L35-38) in den Proben ohne und mit 

Pepsinzulage ausschließlich in Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS vor. Daher ergaben sich in 

den Proben ohne Pepsinzulage signifikante Unterschiede zwischen Ü-KF-32 und 

Ü-TF-33 (Tag 11+12, 13+14, 15+16, 17+18 (**)), sowie zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-

33mS (Tag 11+12, 13+14, 15+16, 17+18 (##)). Auch in den Proben mit Pepsinzulage 
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konnten signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 (**); Tag 15+16 Ü-KF-32 – 

Ü-TF-33mS (##)) und schwach signifikante (Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) 

Unterschiede festgehalten werden.  

 

Abb. 4.51:  Veränderung der m/z 321/322 (nach 10,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Abb. 4.52:  Veränderung der m/z 321/322 (nach 10,3 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 10,1 Minuten (Abb. 4.53) 

In L39-42 konnte die m/z 321/322 regelmäßig in allen Proben nachgewiesen werden. 

Der mittlere Integralwert der Zulagephase lag in Ü-KF-32 jedoch durchschnittlich  

-64,41% unterhalb der mittleren Integralwerte von Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS. Daraus 

gingen signifikante (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (**)) und schwach signifikante 

(Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35 (*); Tag 13+14, 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-35mS (#)) 

Unterschiede zwischen den Integralwerten hervor. 

 

Abb. 4.53:  Veränderung der m/z 321/322 (nach 10,1 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 10,1 Minuten  

Die m/z 321/322 kam in den Proben mit Pepsin nie in Ü-KF-32 und nur 

diskontinuierlich in Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS vor, weshalb auf eine nähere 

Betrachtung an dieser Stelle verzichtet wurde. 
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4.6.4.1 Einfluss der Pepsinzulage auf den Gehalt der m/z 321/322 

In L35-38 führt die Zulage von Pepsin in Ü-TF-33 an Tag 15+16 zu einem schwach 

signifikanten Gehaltsabfall. In L39-42 konnten in Ü-TF-35 an Tag 11+12 stark und an 

Tag 15+16 schwach signifikante Gehaltsabfälle der m/z 321/322 nach Pepsinzulage 

ermittelt werden. Die Graphische Darstellung des Pepsineinflusses auf die m/z 

321/322 ist dem Kapitel 9.7.8 zu entnehmen.  

 

4.7 Weitere m/z, die anhand der Untersuchungen von MS-Spektren 

auffällig waren 

Abschließend wurden die Überstandsproben auf m/z untersucht, die anhand von 

MS-Spektren auffielen und weder in der Tabelle 4.1 noch in der Tabelle 3.4 

aufgeführt waren. So konnte eine ausführliche Untersuchung der Überstandsproben 

auch auf auffällige m/z (Vgl. Kap. 3.1) unbekannter Herkunft erfolgen.   

 

4.7.1 m/z 75 

Die m/z 75 war regelmäßig zu den Retentionszeiten 7,1 und 17,2 Minuten in beiden 

Laufgruppen detektierbar.  

 

Vorkommen der m/z 75 in Lauf 35-38 und Lauf 39-42 ohne und mit 

Pepsinzulage nach 7,1 und 17,2 Minuten  

Die m/z 75 kam in Lauf 35-38 und Lauf 39-42 regelmäßig in allen 

Überstandsprobentypen zu den genannten Retentionszeiten vor. Die statistische 

Auswertung ergab während der Zulagephase (Tag 11-18) nur an wenigen 

Versuchstagen schwache Differenzsignifikanzen zwischen den einzelnen 

Überständen. Daher wurde auf eine nähere Darstellung dieser m/z verzichtet. 

 

4.7.2 m/z 89 

Die m/z 89 konnte regelmäßig zu einer Retentionszeit von ca. 12 Minuten in allen 

Überstandsproben nachgewiesen werden. 
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Vorkommen der m/z 89 in Lauf 35-38 und Lauf 39-42 ohne und mit 

Pepsinzulage nach 12 Minuten  

Die m/z 89 kam in Lauf 35-38 und Lauf 39-42 regelmäßig in allen 

Überstandsprobetypen zu dem Retentionszeitpunkt 11,6 min vor. Die statistische 

Auswertung ergab während der Zulagephase (Tag 11-18) nur an wenigen 

Versuchstagen schwache Differenzsignifikanzen zwischen den einzelnen 

Überständen. Daher wurde auf eine nähere Darstellung dieser m/z verzichtet. 

 

4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse 

In Anlehnung an das Kapitel „Eigene Untersuchungen“ sollten mit den 

durchgeführten Versuchen folgende Fragen beantwortet werden: 

 

1. Wie wirken Zulagen von Sojaprotein und Pepsin auf den Gehalt phenolischer 

Verbindungen in vitro?  

Mit Hilfe der „Simulationsversuche“ wurde überprüft, wie sich die Zulagen von 

Sojaprotein und Pepsin auf die kolorimetrisch ermittelten Gesamtphenolgehalte und  

o-Diphenolgehalte einzelner phenolischer Beispielsubstanzen in vitro auswirken. Die 

berechneten Effekte in der Gesamtphenolmessung nach HOLLOWAY et al. (1979) 

schwankten dabei zwischen ca. -40,00% (Zimtsäure mit Sojaproteinzulage) bis ca. 

+25,00% (4-Hydroxybenzoesäure mit Sojaproteinzulage). Auch der Pepsinverdau 

und die Sojaprotein-Pepsinzulagen bedingten sowohl Gehaltsminderungen als auch 

Gehaltssteigerungen im Gesamtphenolgehalt. In der o-Diphenolmessung nach 

ARNOW (1937) führten alle Zulagen bei den 11 phenolischen Beispielsubstanzen zu 

einer Reduktion des o-Diphenolgehaltes. 

 

2. Welche phenolischen Verbindungen können mit der LC-MS/MS bestimmt 

werden?  

Alle 11 Beispielsubstanzen des sekundären Pflanzenstoffwechsels wurden flüssig-

chromatographisch untersucht. Anhand von Verdünnungsreihen konnten die 

stoffindividuellen Nachweisgrenzen detektiert werden. Diese umfassten einen 

Konzentrationsbereich von 1 mg/ml bis 0,002 mg/ml.  
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Die m/z von Ferula-, p-Coumar-, Sinapin- und Zimtsäure konnten in der geringsten 

Konzentrationsstufe (0,002 mg/ml) gut ausgewertet werden, während die m/z von  

3-Hydroxybenzoe- und 4-Hydroxyphenylbrenztraubensäure ihre unterste Nachweis-

grenze bereits bei 1 mg/ml aufwiesen.  

 

3. Wie hoch sind die Gesamtphenolgehalte in den Überstandsproben aus den 

„Rusitec“-Versuchen mit und ohne Pepsinverdau?  

Ü-KF-32 wies im Vergleich zu Ü-TF-33 und Ü-TF-33/35mS durchschnittlich geringere 

Phenolgehalte auf. In der zweiten Laufgruppe waren die Phenolkonzentrationen des 

Kontrollfermenters (Ü-KF-32) hingegen geringgradig höher als die von Ü-TF-35.  

Nach Pepsinzulage wurden in beiden Laufgruppen (L35-38, L39-42) bis zu hoch 

signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Phenolgehalten ohne und mit 

Pepsinzulage ermittelt (s. Kap. 4.3.1). 

 

4. Wie hoch sind die Gehalte einzelner phenolischer Substanzen in den 

verschiedenen Überstandsproben aus der „Rusitec“? 

Bei diesen Untersuchungen wurden Ergebnisse von Ü-KF mit den Ergebnissen von 

Ü-TF/TFmS, ohne und nach Pepsinverdau verglichen. Die Auswirkungen der 

unterschiedlichen Fermenterbeladung (Kontrollsilage (Ü-KF), Schadsilage (Ü-TF), 

Schadsilage mit Sojaproteinzulage (Ü-TFmS)) auf den Gehalt phenolischer 

Verbindungen in vitro sind in der Tabelle 4.2 dargestellt und beziehen sich auf Ü-KF 

(Überstände aus Kontrollfermenter) in Relation zu Ü-TF/Ü-TFmS17 (Überstände aus 

Testfermenter/Testfermenter mit Sojaproteinzulage). Das Vorgehen bei der 

Berechnung der relativen Gehaltsunterschiede kann dem Kapitel 3.4.1 entnommen 

werden.  

Die Fermenterbeladung mit Schadsilage („S-33“ u. „S-35“, s. Kap. 3.2) hatte einen 

unterschiedlichen Einfluss auf die in den Überstandsproben gemessenen Parameter. 

 
17Ist der Gehalt des jeweiligen Parameters in Ü-KF geringer als in Ü-TF/Ü-TFmS resultieren daraus 

negative Prozentwerte. Ist der Gehalt des jeweiligen Parameters in Ü-KF höher als in Ü-TF/Ü-TFmS 
gehen daraus positive Prozentwerte hervor. Dabei wurden immer die Parameter aus Ü-KF OP in 
Relation zu Parametern aus Ü-TF/Ü-TFmS OP und Parameter aus Ü-KF MP in Relation zu 
Parametern aus Ü-TF/Ü-TFmS MP gesetzt. 
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Die Sojaproteinzulage (Ü-TFmS) bedingte im Vergleich zu den Proben ohne 

Sojaproteinzulage (Ü-TF) in den meisten Fällen keine Gehaltsveränderungen in 

Bezug auf die verschiedenen Parameter (untersuchte m/z) und auch die 

Pepsinzulage führte nur selten zu einer Gehaltssteigerung.  

In der Tabelle 4.2 werden die untersuchten m/z kategorisch aufgeführt. Bei der 

ersten Kategorie handelt es sich um m/z, bei denen die ermittelten Countzahlen 

zwischen den einzelnen Überstandsproben (Ü-KF, Ü-TF, Ü-TFmS) deutliche 

Unterschiede aufwiesen. In der zweiten Kategorie befanden sich die ermittelten 

Countzahlen zwischen den einzelnen Überstandsproben in ähnlichen 

Gehaltsbereichen. In der dritten Kategorie sind m/z aufgeführt, die aufgrund 

schlechter Auswertbarkeiten im Anhang zu finden sind.  

Die Pepsinzulage ergab auf die einzelnen m/z variierende Effekte. Die 

gehaltssteigernde Wirkung, wie sie auf den kolorimetrisch bestimmten Phenolgehalt 

(s. Absatz „Phenolgehalt“.) festgestellt wurde, konnte nur selten nachvollzogen 

werden. Oftmals waren die Integralwerte einzelner m/z in den Proben ohne 

Pepsinzulage (OP) höher als in den gleichen Proben mit Pepsinzulage (MP).  
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Tab. 4.2: Prozentuale Abweichungen der über die Zulagephase (Tag 11-18) gemittelten 

Integralwerte [Counts x min] bzw. Phenolgehalte [mmol/l] von Ü-KF-32 in Relation zu 

den dazugehörigen Mittelwerten von Ü-TF-33/35 und Ü-TF-33/35mS  

Parameter Ü-KF-32 in 

Relation zu  

Ü-TF-33** 

Ü-KF-32 in 
Relation zu  
Ü-TF-33mS** 

Ü-KF-32 in 
Relation zu  
Ü-TF-35** 

Ü-KF-32 in Relation 
zu Ü-TF-35mS** 

OP* MP* OP* MP* OP* MP* OP* MP* 

Phenolgehalt -9,26 -2,69 -13,64 -10,12 +2,69 +0,90 -3,14 -5,32 

Kategorie 1: m/z mit Unterschieden zwischen den Überständen der Fermenter 

m/z 225 nach 

18,3 min 

-70,15 *** -71,60 *** -63,81 -72,23 -64,12 -74,01 

m/z 227 nach 

12,4 min 

-58,20 -53,64 -56,74 -54,10 +292,04 -41,41 +266,07 -47,51 

m/z 295 nach 

18,2 min 

-80,50 -80,71 -81,78 -80,88 -76,65 -75,97 -77,72 -77,01 

m/z 313 nach 

18,2 min 

-80,80 -80,01 -81,51 -80,33 -69,93 -75,24 -71,10 -75,82 

m/z 353 nach 

18,2 min 

*** -81,81 *** -84,82 -76,31 -61,74 -74,80 -61,41 

m/z 199 nach 

12,4 min 

-50,70 -51,41 -50,64 -53,21 -40,00 **** -42,22 **** 

m/z 321/322 

nach 10,2 

min 

*** *** *** *** -65,53 **** -63,22 **** 

Kategorie 2: m/z ohne Unterschiede zwischen den Überständen der Fermenter 

m/z 175 

nach 19 min 

**** **** **** **** +59,87 **** +27,60 **** 

m/z 313 

nach 18,6 

min 

-5,51 **** -9,31 **** **** +26,90 **** +17,81 

Kategorie 3: m/z die im Anhang aufgeführt sind  

m/z 147 

nach 23,9 

min 

-24,88 -16,44 -12,61 -16,31 s. Kap.9.5.1.3 

m/z 175 

nach 19 min 

-1,76 +20,90 +21,20 +6,78 ***** +115,03 ***** *** 

m/z 295 

nach 18,6 

min 

-4,94 -1,13 -2,52 -1,09 +44,70 +13,8 +26,1 +40,00 

m/z 313 

nach 18,6 

min 

***** -3,04 ***** +6,78 +14,32 ***** +20,93 ***** 

m/z 353 

nach 18,6 

min 

-13,20 +7,48 -12,31 -22,44 +2,89 -27,81 -29,46 -2,76 
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Tab. 4.2 Fortsetzung 

m/z 199 

nach 12,4 

min 

****** ****** ****** ****** ****** -28,00 ****** -30,20 

m/z 321/322 

nach 10,2 

min 

****** ****** ****** ****** ****** *** ****** *** 

 

Erläuterungen zur Tab. 4.2: 

* ohne oder mit Pepsinzulage (s. Kap. 3.3.7). 

** Beladung während der Zulagephase mit Schadsilage „S-33“ (Ü-TF-33, Ü-TF-33mS) oder 

„S-35“ (Ü-TF-35, Ü-TF-35mS). 

*** keine Angabe, da n < 2. 

**** S. dazugehörige m/z in: „m/z, die im Anhang aufgeführt sind“. 

***** S. dazugehörige m/z in „m/z ohne Unterschiede zwischen den Überständen der Fermenter“. 

****** S. dazugehörige m/z in „m/z mit Unterschieden zwischen den Überständen der Fermenter“. 

 

5. Können in den Überstandsproben nachgewiesene m/z den untersuchten 

phenolischen Reinstoffen zugeordnet werden? 

Die Ergebnisse der MS/MS-, MSn-Experimente und der Additionsversuche   ergaben, 

dass die nachgewiesenen m/z nicht zu den m/z der untersuchten phenolischen 

Beispielsubstanzen gehören.   

Näheres kann den Kapiteln 3.3.10 und 3.3.11 entnommen werden.
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5 Diskussion 

5.1 Intention der Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin folgende Fragestellungen zu beantworten 

(s. Kap. 3.1): 

1. Wie wirken Zulagen von Sojaprotein und Pepsin auf den Gehalt phenolischer 

Verbindungen in vitro?  

2. Welche phenolischen Verbindungen können mit Hilfe der LC-MS/MS bestimmt 

werden? 

3. Wie hoch sind die Gesamtphenolgehalte in den Überstandsproben aus den 

„Rusitec“-Versuchen mit und ohne Pepsinverdau? 

4. Wie hoch sind die Gehalte einzelner phenolischer Substanzen in den 

verschiedenen Überstandsproben aus der „Rusitec“? 

5. Können in den Überstandsproben nachgewiesene m/z den untersuchten 

phenolischen Reinstoffen zugeordnet werden? 

Hintergrund der bisherigen Untersuchungen war die vor allem im norddeutschen 

Raum auftretende „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ (EICKEN 2005a, b). 

Betroffene Herden erkranken nach der Verfütterung von Grassilagen mit einem 

erniedrigten Reineiweißanteil (RE/Rp < 50%) und können nach Futterumstellungen 

auf Grassilagen mit einem höheren Reineiweißanteil (RE/Rp > 50%) oder nach 

Supplementation von Sojaprotein genesen, sodass eine nutritive Ursache dieses 

Krankheitsbildes sehr wahrscheinlich ist.  

 

5.2 Kritische Betrachtung des Versuchsaufbaus 

5.2.1 „Rusitec“ 

Die analysierten Überstandsproben stammten aus den früher in der Arbeitsgruppe 

durchgeführten „Rusitec“-Läufen „L35-42“ und wurden aus den mit unterschiedlichen 

Grassilagen beladenen Fermentationseinheiten (F1-6) gewonnen (s.a. Tab. 3.2, 3.3). 

Eine ausführliche kritische Betrachtung des „Rusitec“-Systems ist bereits mehrfach 

erfolgt (GRESNER 2011; HÜBNER 2001; IRLE 2011; KRAKOW 1992; LUMPP 2011; 

MAIWORM 1994; SCHIRMER 1990). 
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5.2.2 Eingesetzte Grassilagen 

Auch die eingesetzten Kontroll- und Schadsilagen der Läufe 35-38 und 39-42, die 

sich in ihrem Reineiweiß am Rohproteinanteil unterschieden (Kontrollsilage:  

RE/Rp > 50%, Schadsilage: RE/Rp < 50%), wurden in vorangegangenen Arbeiten 

ausführlich diskutiert (EBHARDT 2018; GÖRES 2016; HUNSCHE 2017; ILLE 2017; 

SCHULTE 2018; THOMSEN 2018). Die Nährstoffanalysen können dem Kapitel 9.2.3 

entnommen werden. 

 

5.3 Kritische Betrachtung der verwendeten Parameter und 

Messverfahren 

Zur Untersuchung der Überstandsproben kamen zwei verschiedene 

Analyseverfahren zum Einsatz. Neben der photometrischen Erfassung von Phenol- 

und o-Diphenolgehalten, erfolgte eine Analyse aufgearbeiteter Proben (s.a. Kap. 

3.3.7) an der LC-MS/MS-Anlage. Die photometrischen Messungen konnten schnell 

und einfach durchgeführt werden, führten jedoch nur zu Summenparametern, 

während die Analysen mit der LC-MS/MS-Anlage Aussagen zum Verhalten einzelner 

m/z erlaubten und potenzielle Molekülzuweisungen ermöglichten. Messungen mit der 

LC-MS/MS-Anlage zeichnen sich durch eine hohe Sensitivität und eine kurze 

Messzeit aus.  

 

5.3.1 Vorgehen bei den „Simulationsversuchen“ 

Hintergrund für diese Versuchsreihe waren die Ergebnisse von HUNSCHE (2017). 

Sie stellte in ihrer Arbeit Anstiege der Phenol- und o-Diphenolgehalte in Ü-TF-33/35 

während der Zulagephase (T11-18) nach Pepsinverdau fest. Die Messwerte von 

Ü-KF-32 und Ü-TF-33/35mS stiegen hingegen nach dem Zusatz von Pepsin 

während der gesamten Versuchsdauer (T1-28) nicht an. HUNSCHE (2017) 

vermutete das Vorliegen von sogenannten Phenol-Proteinkomplexen18, deren 

Verbindungen erst durch Pepsin gespalten wurden. Dadurch lagen vermehrt freie 

 
18Komplexbildungen zwischen Proteinen und phenolischen Substanzen werden z.B. bei McMANUS  

et al. 1981, 1985 und OZDAL et al. 2013 beschrieben; Interaktionen zwischen ß-Conglycinin 
(Untereinheit des Sojaproteins) und phenolischen Substanzen werden in der Arbeit von GAN et al. 
2016 thematisiert.  
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phenolische Substanzen in Ü-TF-33/35 vor, die die photometrischen Tests erfassten. 

HUNSCHE (2017) stellte zudem fest, dass das Sojaprotein den Anstieg freier 

phenolischer Verbindungen nach Pepsinzulage verhinderte. Hierfür hatte HUNSCHE 

(2017) zwei Erklärungsansätze:  

1. Die Supplementation von Sojaprotein bedingte, dass die gebildeten Phenol-

Proteinkomplexe von Pansenbakterien erkannt, abgebaut und somit aus 

Ü-TF-33/35mS entfernt wurden.  

2. Das Sojaprotein festigte die Verbindungen der Protein-Phenolkomplexe über 

Quervernetzungen und verhinderte so, dass Pepsin die phenolischen 

Verbindungen aus den Komplexen abspalten konnte.  

Die von HUNSCHE (2017) festgestellten Effekte der Pepsin- und Sojaproteinzulagen 

in Überstandsproben sollten nun in den sogenannten „Simulationsversuchen“ 

nachvollzogen werden. Bei diesen Versuchen handelte es sich um in vitro-Tests, die 

Aussagen zum Bindungsverhalten einzelner phenolischer Substanzen mit 

Sojaprotein- bzw. Pepsinlösungen ermöglichen. In einem ersten Schritt wurden 

ausgewählte Phenolsäuren (s. Tab. 3.4) kolorimetrisch auf ihre Phenol- 

(HOLLOWAY et al. 1979) und o-Diphenolgehalte (ARNOW 1937) untersucht.  

 

5.3.1.1 Einflüsse auf die kolorimetrisch ermittelten Phenolgehalte im 

„Simulationsversuch“ 

Für die Ermittlung des Gesamtphenolgehaltes im Rahmen des „Simulations-

versuches“ wurde eine modifizierte Methode nach HOLLOWAY et al. (1979) 

verwendet (Kap. 3.3.1). 

Die Phenolsäureeinwaage von 0,5 mg/ml wurde in Anlehnung an GÖRES (2016) 

gewählt, da diese eine gute Erfassbarkeit der ausgewählten Phenolsäuren 

versprach. Um die osmotischen Verhältnisse im Tier in vitro nachzubilden und 

potenzielle Interaktionen mit dem später eingesetzten Sojaprotein zu vermeiden, 

wurde sich für eine 0,9%ige NaCl-Lösung als Lösungsmittel entschieden. 

Wechselwirkungen zwischen NaCl-Lösungen und dem Folin-Ciocalteau-Reagenz 

sind in der Literatur nicht bekannt.  
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Damit eventuelle Reaktionen zwischen dem Sojaprotein und den Phenolsäuren in 

einer noch nicht angesäuerten Probe ablaufen konnten, erfolgte die Zugabe der 

halbkonzentrierten Salzsäure (s. Abb. 3.1) erst nach einer Inkubationszeit von 10 

Minuten (s. Kap. 3.3.2). RAWEL et al. (2005) beschreiben eine stärkere Bindung 

zwischen Proteinen und Phenolen bei steigenden pH-Werten. Der pH-Wert 

beeinflusst die elektrostatische Interaktion zwischen dem Liganden 

(= Phenol) und dem Protein. Ein niedriger pH-Wert verändert die Tertiärstruktur eines 

Proteins, sodass weniger Bindungsstellen für die Phenole zur Verfügung stehen. 

Demnach war es sinnvoll das Ansäuern der Proben B und D erst nach einer 

Inkubationszeit von 10 Minuten durchzuführen.   

Um eine Annäherung an die Verhältnisse in den Überstandsproben und im Tier 

(Labmagen) zu erlangen, erfolgte die Ansäuerung der Proben A-D auf ca. pH 1,5. 

Somit lag der pH-Wert der Proben zudem im optimalen Wirkungsbereich des 

Pepsins (BAKER 1954; CUI et al. 2013). Nach der Pepsinzulage erfolgten ein 

zweistündiger Verdau (Näheres s. HUNSCHE 2017) und daran anschließend die 

weiteren Schritte der Gesamtphenolbestimmung (s. Kap. 3.3.1).  

Um die Eigenextinktion der jeweiligen Probe unter einheitlichen Versuchs-

bedingungen ermitteln zu können, wurde bei der Blindprobe (Abb. 3.1) anstelle des 

Folin-Ciocalteau-Reagenzes (HOLLOWAY et al. 1979) bzw. A. bidest. (GÖRES 

2016; HUNSCHE 2017) 0,9%ige NaCl-Lösung eingesetzt. Die Wirkungsweise des 

Folin-Ciocalteau-Reagenzes kann der Arbeit von FRIEHOLD (2019) entnommen 

werden. 

Das Folin-Ciocalteau-Reagenz weist eine mangelnde Phenolspezifität auf. Diese 

Annahme resultiert aus der Blindwertbestimmung frisch angesetzter Zulagelösungen, 

die für die Berechnung der Erwartungswerte benötigt wurden. Hierbei gingen 

durchschnittliche Gesamtphenolkonzentrationen zwischen 0,036 (Sojaproteinlösung) 

und 0,251 mmol/l (Pepsinlösung) hervor (s. Kap. 3.3.2.2). Im Vergleich hierzu lagen 

die gemessenen Phenolkonzentrationen für die Reinstofflösungen zwischen 0,01 und 

6,60 mmol/l.  

Trotz der stets gleichen Phenolsäureeinwaage (0,5 mg/ml) wurden unterschiedliche 

Farbintensitäten und daraus resultierende Extinktionen der einzelnen Reinstoff-
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lösungen gemessen. Die einzelnen phenolischen Verbindungen ließen sich demnach 

unterschiedlich stark mit dem Folin-Ciocalteau-Reagenz anfärben. HOLLOWAY et al. 

(1979) beschrieben in ihrer Arbeit ebenfalls eine unterschiedliche Anfärbung 

bestimmter phenolischer Substanzen durch dieses Reagenz und auch GÖRES 

(2016) konnte unterschiedliche Farbintensitäten verschiedener phenolischer 

Substanzen feststellen. 

Auch wenn der Variationskoeffizient der Aufbereitung („Handlings-VK“, s. FRIEHOLD 

2019, Kap. 3.3.4, Tab. 3.10) mit bis zu 34,00% eine gewisse Schwankungsbreite 

erwarten lässt, ist dieser nicht groß genug, um Konzentrationsbereiche zwischen 

0,01-6,60 mmol/l erklären zu können. Diese Konzentrationsschwankungen sind u.a. 

dadurch bedingt, dass es sich bei den berechneten Konzentrationen immer um 

Äquivalente der Referenzsubstanz 4-Hydroxyphenylessigsäure handelt. Aus 

Gründen der Vergleichbarkeit der Ergebnisse, wurde an dieser Stelle die 

Umrechnungsformel aus der Kalibrationsgeraden von HUNSCHE (2017) verwendet. 

Da HUNSCHE (2017) nur eine Kalibrationsgerade der 4-Hydroxyphenylessigsäure 

erstellte und die eigenen Ergebnisse mit denen von HUNSCHE (2017) verglichen 

werden sollten, wurde sich dazu ausgesprochen nicht für jede Substanz eine eigene 

Kalibrationsgerade zu ermitteln.  

Abschließend kann nur festgestellt werden, dass Unterschiede im Grad der 

Erfassbarkeit phenolischer Reinstoffe bei der Verwendung der modifizierten 

Methoden nach HOLLOWAY et al. (1979) vorliegen und dass das Folin-Ciocalteau-

Reagenz nicht phenolspezifisch reagiert.  

 

5.3.1.2 Einflüsse auf die kolorimetrisch ermittelten o-Diphenolgehalte im 

„Simulationsversuch“ 

Für die Ermittlung des o-Diphenolgehaltes im Rahmen des „Simulationsversuches“ 

wurde eine modifizierte Methode nach ARNOW (1937) verwendet (Kap. 3.3.1). 

Da es sich bei den gelösten Phenolsäuren um ungebundene Reinstoffe handelte und 

in einer Vorversuchsreihe zudem geringere Extinktionswerte in getesteten Proben 

nach dem Versuch einer alkoholischen Extraktion verzeichnet wurden (s.a. 
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Kap. 3.3.1), wurde abweichend zu den Methoden von GÖRES (2016) und 

HUNSCHE (2017) auf eine wässrig-alkoholische Extraktion mit Ethanol verzichtet. 

Diese Änderung in der Methodik könnte jedoch zur Folge gehabt haben, dass die 

von HUNSCHE (2017) nach Pepsin- oder Sojazulage festgestellten Veränderungen 

im o-Diphenolgehalt in den eigenen „Simulationsversuchen“ nicht immer nach-

vollzogen wurden (s. Kap. 5.3.1.3).  

Da in einem späteren Schritt Überstandsproben mit der gleichen modifizierten 

Methode nach ARNOW (1937) aufgearbeitet werden sollten (Messung des o-Di-

phenolgehaltes in Überstandsproben s. FRIEHOLD 2019), war es wichtig die 

Probenaufbereitungen für die Methoden von HOLLOWAY et al. (1979) und ARNOW 

(1937) soweit wie möglich aneinander anzugleichen, um so die Arbeitsabläufe zu 

erleichtern und Probenmaterial, das nur in begrenzter Menge vorlag, einzusparen.  

Wie auch schon in der Phenolmessung, waren die Eigenextinktionen verschiedener 

phenolischer Reinstoffe auch bei der o-Diphenolmessung unterschiedlich. Bei den 

angegebenen Konzentrationen handelt es sich um Chlorogensäureäquivalente mit 

dem Lösungsmittel Ethanol, weshalb die berechneten o-Diphenolgehalte nicht den 

realen Gehalten entsprechen müssen. Zur Feststellung von Unterschieden nach 

Sojaprotein- bzw. Pepsinzulage waren die potenziellen Abweichungen im absoluten 

Gehalt jedoch unbedeutend, weshalb die Kalibrationskurve von HUNSCHE (2017) 

trotz differierenden Lösungsmittels eingesetzt wurde (s. Kap. 3.3.3.2).  

Aufgrund der abweichenden Probenaufarbeitung konnten die Ergebnisse der o-Di-

phenolmessung jedoch nicht mit den Ergebnissen von HUNSCHE (2017) verglichen 

werden.  

 

5.3.1.3 Interpretation der Ergebnisse aus den „Simulationsversuchen“  

Um das Bindungsverhalten einzelner Phenolsäure zu Soja- bzw. Pepsinzulagen in 

vitro näher klassifizieren zu können, wurden „Simulationsversuche“ durchgeführt.  

Da bei HUNSCHE (2017) Unterschiede im Phenolgehalt nach Pepsin- und 

Sojaproteinzulagen in der Phenolbestimmung nach HOLLOWAY et al. (1979) und 

o-Diphenolbestimmung nach ARNOW (1937) in Überstandsproben aufgetreten 

waren, wurden ebenfalls photometrische Messverfahren eingesetzt. 
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Anhand der Ergebnisse von HUNSCHE (2017) wurden nun folgende Effekte in den 

„Simulationsversuchen“ erwartet: 

- Probe B (Sojaproteinzulage): Reduktion im Gesamtphenolgehalt durch die 

Komplex-Bildung zwischen dem Sojaprotein und der jeweiligen Phenolsäure 

und daraus folgende Maskierung im „Simulationsversuch“. 

- Probe D (Sojaprotein-Pepsinzulage): Erhöhung im Gesamtphenolgehalt durch 

die proteinspaltende Wirkung des Pepsins und die daran anschließende 

Freisetzung phenolischer Verbindungen aus den Protein-Phenolkomplexen im 

„Simulationsversuch“. 

Um die photometrischen Messergebnisse der Proben A-D (Tab. 3.6) bewerten zu 

können, wurden stoffindividuelle Erwartungswerte (Kapitel 3.3.2.1) bestimmt. Die 

Differenz der tatsächlichen Mess- und der berechneten Erwartungswerte, wurde als 

Effekt der jeweiligen Zulage (Sojaprotein, Pepsin, Sojaprotein-Pepsin) betrachtet. 

Lag der Messwert unterhalb des Erwartungswertes, so wurde der jeweiligen Zulage 

ein phenolsäurebindender Effekt zugesprochen. Waren die Messwerte höher als die 

Erwartungswerte, so wurde ein phenolsäurefreisetzender Effekt der jeweiligen 

Zulage suggeriert. Die Ergebnisse des „Simulationsversuches“ waren heterogen.  

Es wurde der Phenol- und o-Diphenolgehalt von 11 ausgewählten phenolischen 

Substanzen des sekundären Pflanzenstoffwechsels sowie ausgewählter Zulagen am 

Photometer bestimmt. Das genaue Vorgehen bei der Versuchsdurchführung kann 

dem Kapitel 3.3.2 entnommen werden.  

Bei der Phenolmessung nach HOLLOWAY et al. (1979) lag der Messwert der 

getesteten Phenolsäuren sowohl oberhalb als auch unterhalb des berechneten 

Erwartungswertes. Die Gerichtetheit der Abweichungen zwischen Mess- und 

Erwartungswert (positiv oder negativ) war bei den Proben B-D immer gleich. 

Ausnahmen hiervon zeigten sich bei der Ferulasäure, der 2-Hydroxy-

phenylessigsäure und der 4-Hydroxyphenylessigsäure. Somit konnten die 11 

getesteten Phenolsäuren in drei Reaktionsgruppen eingeteilt werden (s.a. Abb. 4.3): 

1. Die Messwerte lagen in den Proben B-D immer über den errechneten 

Erwartungswerten, alle Zulagen hatten somit einen phenolsäurefreisetzenden 
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Effekt. Zur ersten Reaktionsgruppe gehören 3-Hydroxybenzoesäure, 

4-Hydroxybenzoesäure und Sinapinsäure. 

2. Die Messwerte lagen in den Proben B-D immer unter den errechneten 

Erwartungswerten, alle Zulagen hatten somit einen phenolsäurebindenden 

Effekt. Der zweiten Reaktionsgruppe gehören p-Coumarsäure, 4-Hydroxy-

phenylbrenztraubensäure, 2-Hydroxyphenylessigsäure, 3-(2-Hydroxyphenyl)-

propionsäure, 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure  und Zimtsäure an. 

3. Die Messwerte lagen in den Proben B-D über oder unter den 

Erwartungswerten und zeigten keine Gerichtetheit, die Zulagen hatten somit 

einen phenolsäurefreisetzenden oder phenolsäurebindenden Effekt. Zu dieser 

Reaktionsgruppe zählen Ferulasäure und 4-Hydroxyphenylessigsäure. 

Anhand der verschiedenen Reaktionsgruppen wird deutlich, dass die erwarteten 

Effekte (s.o.) nicht immer aufgetreten sind. Die jeweiligen Phenolsäuren reagieren 

unterschiedlich auf die einzelnen Zulagen. Diese Heterogenität kann mit der 

unterschiedlichen Struktur der einzelnen Phenolsäuren erklärt werden. GAN et al. 

(2016) fanden in ihrer Arbeit heraus, dass die Bindungsaktivität zwischen  

ß-Conglycinin und der jeweiligen Phenolsäure von der Phenolstruktur abhängt. 

MIN et al. (2004) untersuchten in ihrer Arbeit die Interaktion einiger Phenolsäuren 

(Zimt-, p-Coumarsäure) mit humanen Serumalbumin (HSA). Als Reaktion auf diese 

Verbindung beschreiben sie neben einer Neuanordnung der Protein-Polypeptidketten 

eine Veränderung der Sekundärstruktur des Proteins. Das Ausmaß dieser 

Veränderungen hängt von den Hydroxyl-Substituten im aromatischen Ring des 

jeweiligen Phenols ab.  

Proteine und Phenole können sowohl nicht-kovalente als auch kovalente 

Verbindungen miteinander eingehen (PRIGENT et al. 2003). Binden sich Phenole 

und Proteine kovalent, so entstehen irreversible Komplexe (BARRY u. DUNCAN 

1984; WAGHORN 1987; s.a. HUNSCHE 2017). Ob die Verbindung zwischen der 

jeweiligen Phenolsäure und dem Protein nicht-kovalenter oder kovalenter Natur ist, 

hängt z.B. auch von der Molekülgröße des Liganden (= Phenolsäure) und der 

Proteinstruktur ab (RAWEL et al. 2005, s.a. Kap. 5.3.1.1). HELAL et al. (2014) 

beschreiben die Bildung von Komplexen zwischen Tanninen (= Polyhydroxyphenole) 
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und Proteinen. Ob dabei ein löslicher oder unlöslicher Komplex entsteht, ist dabei 

abhängig vom Protein-/Tannin-Verhältnis. Demnach können die gebildeten 

Komplexe auch als Präzipitat ausgefällt werden.  

Aus den genannten Gründen ist es wahrscheinlich, dass die Bindungsstärke 

zwischen den einzelnen Phenolsäuren mit dem Sojaprotein und dem Pepsin 

variieren. Dadurch lassen sich die heterogenen Versuchsergebnisse begründen. Das 

Pepsin besteht aus 385 Aminosäuren (MARTINEZ-GONZALES et al. 2017) und zählt 

somit zu den Proteinen. Daher ist es wahrscheinlich, dass abhängig von der 

jeweiligen Phenolsäure lösliche oder unlösliche Komplexe gebildet werden können. 

Das Pepsin könnte außerdem in der Lage sein, einen proteolytischen Effekt auf 

bereits bestehende Protein-Phenolkomplexe auszuüben. Es ist bekannt, dass 

Polyphenole das Verdauungsenzym Pepsin über einen unbekannten Mechanismus 

aktivieren können (TAGLIAZUCCHI et al. 2005). Somit ist denkbar, dass auch 

phenolische Substanzen den proteolytischen Effekt von Pepsin verstärken und somit 

vermehrt Phenolsäuren aus Protein-Phenolkomplexen über den gesteigerten Abbau 

der Proteine freigesetzt werden. MARTINEZ-GONZALES et al. (2017) beschreiben in 

ihrer Arbeit ebenfalls Interaktionen zwischen Verdauungsenzymen und 

polyphenolischen Verbindungen mit jedoch daraus resultierenden Enzym-

hemmungen. Es besteht ein Mangel an Studien über die Wechselwirkungen 

zwischen polyphenolischen Verbindungen und Proteasen (MARTINEZ-GONZALES 

et al. 2017). Weitere Enzymhemmungen durch polyphenolische Verbindungen 

werden in den Arbeiten von KOO und NOH (2007), SIEBERT et al. (1996) und WU et 

al. (2013) dargestellt. Somit sind in der Literatur pepsinaktivierende sowie 

pepsinhemmende Wirkungen polyphenolischer Verbindungen beschrieben. Bei der 

Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) wurde dargestellt, dass das Pepsin 

unter den vorliegenden Versuchsbedingungen durch die Bindung von Phenolen nicht 

bzw. nur geringgradig in seiner enzymatischen Funktion gehemmt wird und das 

Sojaprotein proteolysieren kann (Kap. 9.4). Dieser Versuch wurde allerdings nur mit 

der 4-Hydroxybenzoesäure durchgeführt und erlaubt so keine Aussagen zu den 

Interaktionen der anderen 10 Phenolsäuren mit Pepsin. 
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Da bereits bei den Reinstoffmessungen unterschiedliche Eigenextinktionen 

festgestellt werden konnten, ist es ebenfalls denkbar, dass sich auch die 

Reaktionsprodukte (Reinstoff-Sojaprotein, Reinstoff-Pepsin, Reinstoff-Sojaprotein-

Pepsin) unterschiedlich stark mit dem Folin-Ciocalteau-Reagenz anfärben lassen. 

Demnach gibt es für die variierenden Ergebnisse der Proben B-D folgende 

Erklärungsansätze: 

- Die Phenolgehalte reduzierten sich, da es zu einer Komplexbildung zwischen 

der jeweiligen Zulage und dem jeweiligen Phenol gekommen ist. Dieser 

Komplex war entweder löslich und ließ sich von dem Reagenz nicht gut 

anfärben, oder es handelte sich bei dem gebildeten Komplex um eine 

unlösliche Verbindung, die präzipitiert wurde und sich daher der Messung 

entzog. 

- Der Phenolgehalt erhöhte sich, da die Phenole entweder aus vorherigen 

Protein-Phenol-Komplexen gelöst wurden und in ihrer freien Form von der 

Messkinetik erfasst werden konnten (Probe D), oder der sich gebildete 

Komplex zwischen Phenol und Zulage besser von dem Reagenz angefärbt 

wurde und damit höhere Phenolgehalte detektierbar waren. 

Die größten Auswirkungen auf den Phenolgehalt konnten immer in Probe B (= Soja-

proteinzulage) festgehalten werden. Dies führt zu der Annahme, dass die 

Interaktionen zwischen dem Sojaprotein und den ausgewählten Phenolsäuren 

stärker sind als zwischen dem Pepsin und den phenolischen Verbindungen. 

 

Bei der o-Diphenolmessung nach ARNOW (1937) lagen die Messwerte der Proben 

B-D immer unterhalb des jeweiligen berechneten Erwartungswertes.  

Alle Zulagen (Sojaprotein/ Pepsin/ Sojaprotein-Pepsin) übten nach der in Kapitel 

5.4.3 aufgeführten Definition einen phenolsäurebindenden Effekt in variierender 

Stärke auf die jeweilige Reinstofflösung aus, sodass die 11 phenolischen Reinstoffe 

erneut in drei Reaktionsgruppen eingeteilt werden konnten: 

1. Der größte phenolsäurebindende Effekt wurde in Probe B verzeichnet.  

Dieser Gruppe gehören Ferulasäure, p-Coumarsäure, 3-Hydroxybenzoesäure 

und 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure an. 



Diskussion 

175 
 

2. Der größte phenolsäurebindende Effekt wurde in Probe C verzeichnet. 

Zu dieser Reaktionsgruppe gehören 4-Hydroxybenzoesäure, Sinapinsäure 

und Zimtsäure. 

3. Der größte phenolsäurebindende Effekt wurde in Probe D verzeichnet.  

In dieser Reaktionsgruppe sind 4-Hydroxyphenylbrenztraubensäure, 3-(2-

Hydroxyphenyl)-propionsäure, 2-Hydroxyphenylessigsäure und 4-Hydroxy-

phenylessigsäure vertreten. 

 

5.3.1.4 Zusammenfassende Bewertung der „Simulationsversuche“ 

Die „Simulationsversuche“ konnten aufzeigen, wie unterschiedlich die einzelnen 

Phenolsäuren auf die verschiedenen Zulagen reagieren (s. Kap. 5.3.1.3). Es konnten 

Reduktionen (z.B.: Zimtsäure nach Sojaproteinzulage) oder Steigerungen (z.B.: 

4-Hydroxybenzoesäure nach Sojaproteinzulage) im Gesamtphenolgehalt bei den 

getesteten Reinstoffen nach der jeweiligen Zulage und daraus folgend 

phenolsäurebindende oder phenolsäurefreisetzende Effekte durch den Zusatz von 

Sojaprotein- und bzw. oder Pepsinlösung festgestellt werden. 

Zur Beurteilung des Bindungsverhaltens wurden sowohl die Phenol- als auch die 

o-Diphenolgehalte kolorimetrisch bestimmt. Die Heterogenität der Versuchs-

ergebnisse lässt darauf schließen, dass jede Phenolsäure individuell auf die jeweilige 

Zulage reagiert und Komplexe entstehen können, die wiederum unterschiedliche 

Reaktionen mit dem Folin-Ciocalteau- oder ARNOW-Reagenz eingehen, weshalb 

dieselben Reaktionspartner unterschiedliche Effekte im Phenol- und o-Di-

phenolgehalt aufweisen konnten. Die Versuchsbedingungen, die die Reaktion 

zwischen einer Phenolsäure und der jeweiligen Zulage beeinflussen können (ALI 

2002; MARTINEZ-GONZALES et al. 2017), waren in allen „Simulationsversuchen“ 

identisch und hatten demnach keinen Einfluss auf die divergierenden 

Versuchsergebnisse. Somit lassen sich die verschiedenen Reaktionen vor allem 

durch die unterschiedliche Struktur der Phenolsäuren (GAN et al. 2016; MARTINEZ-

GONZALES et al. 2017) und damit einhergehend den unterschiedlichen 

Substituenten im Hydroxylring begründen. In vivo sind überdies hinaus die äußeren 

Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH-Wert, Osmolarität, Mikroorganismen etc.) 
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von elementarer Bedeutung. Je nach aufgenommenen Futtermitteln, Allgemein-

zustand des Tieres und Zusammensetzung des Mikrobioms etc. können sich die 

Bedingungen im Pansen ständig verändern. Demnach lassen sich phenolsäure-

freisetzende bzw. phenolsäurebindende Reaktionen in vitro nicht auf die Vorgänge 

in vivo übertragen. Die gewonnenen Erkenntnisse können nur als Hinweis auf 

potenzielle Interaktionen zwischen Phenolsäuren und Proteinen bzw. Enzymen im 

Tier angesehen werden. Zur genaueren Beurteilung sind weitere Untersuchungen 

notwendig. Geeignet wären z.B. Fütterungsversuche mit den getesteten 

Phenolsäuren in verschiedenen Konzentrationen mit und ohne Sojaproteinzulagen. 

Außerdem muss an dieser Stelle noch betont werden, dass der Variationskoeffizient 

der Aufarbeitung („Handlings-VK“, s. FRIEHOLD 2019) bei den o-Diphenolen 

Schwankungen bis zu 22,40% hervorbrachte. Am Beispiel der Zimtsäure waren 

sogar Schwankungen bis zu 34,00% möglich (Tab. 3.9). Dadurch war ein exaktes 

Arbeiten unter den gegebenen Versuchsbedingungen nur begrenzt möglich. Dies 

bedingt eine Einschränkung in der Aussagekraft der Ergebnisse des in vitro-

„Simulationsversuchs“, vor allem bei Phenolsäuren mit einer geringen 

Eigenextinktion (z.B. trans-Zimtsäure).  

 

5.3.2 Messung phenolischer Reinstoffe an der LC-MS/MS-Anlage 

Um zu überprüfen, welche phenolischen Verbindungen mit Hilfe der LC-MS/MS 

bestimmt werden können, wurde die in dieser Arbeit verwendete Methode zur 

Bestimmung phenolischer und o-diphenolischer Substanzen in der 

Überstandsflüssigkeit aus dem Langzeitinkubationssystem „Rusitec“ anhand von m/z 

mittels LC-MS/MS-Anlage in Anlehnung an EBHARDT (2018), ÖZMEN (2014), 

THOMSEN (2018) und WICHERN (2011) erstellt. Von ÖZMEN (2014) wurden die 

technischen Einstellungen der Anlage übernommen und zur Stoffauftrennung wurde 

eine bei EBHARDT (2018) und THOMSON (2018) bewährte HPLC-Säule eingesetzt 

(s.a. Kap. 3.3.8). Die Probenmessung erfolgte im positiven Modus (s.a. Kap. 9.6). 

Obwohl anhand der Arbeiten von FANG et al. (2003), LI et al. (2005) und 

STOBIECKI et al. (2006) der negative Modus als sinnvoller erschien, konnten unter 

den gegebenen Versuchsbedingungen in diesem Modus keine höheren Intensitäten 
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gemessen werden. FANG et al. (2003) beschreiben die Verwendung des negativen 

Modus als eine sehr sensitive Methode, um Phenole zu ionisieren. Im positiven 

Modus konnten die Ester der Phenole hingegen nur mit einer deutlich geringeren 

Sensitivität ionisiert werden. Einfache Phenolsäuren und deren Glykoside wurden 

oftmals gar nicht im positiven Modus ionisiert. Auch LI et al. (2005) beschreiben eine 

höhere Sensitivität des negativen Modus bei Verwendung eines „Turbo Ion Spray 

Modus“. Bei den Versuchen von STOBIECKI et al. (2006) konnten Sinapoyl-Glukose 

und Sinapoyl-Malat besser im negativen Modus identifiziert werden. Die in der 

vorliegenden Arbeit beobachteten geringeren Peak-Intensitäten im positiven Modus, 

wurden auch in der Arbeit von SAVARESE et al. (2007) beschrieben. Aufgrund des 

reduzierten Grundrauschens, verwendeten SAVARESE et al. (2007) dennoch den 

negativen Modus zur Charakterisierung phenolischer Extrakte aus Oliven mittels ESI-

MS. Aufgrund der bei den Reinstoffmessungen im positiven Modus aufgetretenen 

zum Teil sechsfach höheren Integralwerte, wurde sich dafür ausgesprochen, dass 

bei Verwendung der zur Verfügung stehenden LC-MS/MS-Anlage der positive Modus 

für die Vermessung der Reinstofflösungen und der zu analysierenden 

Überstandsproben am geeignetsten ist (s.a. Kap. 3.3.8, 9.6). Somit wurde der 

gleiche Modus wie bei EBHARDT (2018), WICHERN (2011) und ÖZMEN (2014) 

gewählt.  

Anhand stoffspezifischer Retentionszeiten und Fragmentierungsmuster, die sich aus 

den Reinstoffversuchen ergaben (s. Kap. 3.3.9, 3.3.12.1) wurden hinter einzelnen 

m/z, die in den Überstandsproben detektiert werden konnten, bestimmte Stoffe 

vermutet. Eine Abklärung der jeweiligen Verdachtsdiagnose wurde via Addition 

ermöglicht und ergab unter den gegebenen Versuchsbedingungen keine 

Übereinstimmungen mit den verfügbaren Standardsubstanzen (s.a. Tab. 3.4 u. Kap. 

3.3.9). Durch die zehnfache serielle Analyse des externen Standards (s. Kap. 

3.3.10.3, 3.3.15) wurde ein Variationskoeffizient von 5,30% bestimmt, der eine gute 

Messgenauigkeit der LC-MS/MS postulierte. Bei der Auswertung des während der 

regulären Messungen analysierten externen Standards (vor und nach jeder Messung 

eines Laufblocks wurde 1,7-DAH als Substanz analysiert und ausgewertet, s. Kap. 

3.3.10.3) zeigte sich eine kontinuierliche Verringerung des Flächeninhalts des 
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entsprechenden Peaks der m/z 131 mit jeder einzelnen Messung. So ergab sich an 

dieser Stelle ein Variationskoeffizient (VK) von ca. 27,00% (s. Kap. 3.3.15). Dieser 

hohe Variationskoeffizient spricht für eine Instabilität der Lösung mit einem 

potenziellen Ausfällen des 1,7-DAH. Das 1,7-DAH ist bei Raumtemperatur, wie sie 

auch im Autosampler der LC-MS/MS vorliegt, kristallin und musste deshalb vor jeder 

Verwendung angewärmt19 werden, damit sich der Aggregatzustand änderte. Durch 

die Abkühlung im Autosampler könnte eine Rückkehr in den kristallinen Zustand und 

damit eine Ausfällung erreicht werden (Näheres s. EBHARDT 2018 und THOMSON 

2018).  

Bei der zehnfachen seriellen Analyse einer Ferulasäure-Lösung in der Konzentration  

0,50 mg/ml (s. Kap. 3.3.15) ergab sich ein VK von 7,98%. Hierbei fiel zudem auf, 

dass die Ferulasäure-Lösung eine Instabilität aufwies, die sich durch abnehmende 

Werte während der seriellen Messung darstellte und aus einer Änderung des 

Lösungszustandes der Ferulasäure resultieren könnte. Die Retentionszeiten 

verschoben sich bei dieser seriellen Messung jedoch nicht. In den 

Reinstoffversuchen fiel auf, dass sich einige der untersuchten Phenolsäuren nur 

schlecht in der NaCl-Lösung lösen ließen. Zum Teil führte erst eine bis zu acht 

Stunden anhaltende Behandlung im Ultraschallbad zu einem optischen 

Lösungserfolg. Da es sich bei der Massenspektrometrie mittels LC-MS/MS um ein 

sensitives und selektives Mess-verfahren handelt (CHAMBERS et al. 2007; JAITZ et 

al. 2010), könnten geringste Ausfällungen des gelösten Stoffes oder geringste 

Ungenauigkeiten beim Abwiegen der Phenolsäuren schon zu großen Veränderungen 

der jeweiligen Intensitäten führen. Zu der Beurteilung des Lösungszustandes wurde 

außerdem nur die optische Betrachtung der Lösung herangezogen. Daher konnte 

nicht garantiert werden, dass sich die jeweilige Phenolsäure vollständig gelöst hatte 

und damit eine homogene Verteilung des gelösten Stoffes vorlag. Aus den 

genannten Einflussfaktoren lässt sich der VK von 7,98% begründen. Es wurde sich 

an dieser Stelle für eine Ferulasäure-Lösung entschieden, da sich diese in den 

Reinstoffmessungen mit deutlichen abgesetzten Peaks und hohen Intervallwerten 

 
19Wärmeschrank (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland), 39°C. 
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klassifizierte und auch in der höchsten Verdünnungsstufe (0,002 mg/ml, s. Tab. 4.1) 

noch gut abgesetzte Peaks hervorbrachte.  

 

5.3.3 Einflüsse auf die kolorimetrisch nach HOLLOWAY et al. (1979) 

ermittelten Phenolgehalte in den Überstandsproben und 

zusammenfassende Bewertung 

Zur Beantwortung der Frage, wie hoch die Gesamtphenolgehalte in den 

Überstandsproben aus den „Rusitec“-Versuchen mit und ohne Pepsinverdau sind, 

erfolgte die kolorimetrische Gesamtphenolgehaltsbestimmung nach HOLLOWAY et 

al. (1979) (s. Kap. 3.3.1, 4.3).  Die Läufe 35-38 und 39-42 wurden erneut auf ihren 

Gesamtphenolgehalt untersucht, um potenzielle Lagerungseinflüsse auf den 

Parameter „Gesamtphenolgehalt“ zu beurteilen und so die Güte des Probenmaterials 

bestimmen zu können. Mit einem Teil dieser Proben wurde ein enzymatischer 

Verdau mit Pepsin durchgeführt, um zu überprüfen, ob die von HUNSCHE (2017) 

festgestellten signifikanten Effekte reproduzierbar waren. Im Gegensatz zu 

HUNSCHE (2017) wurde die Kontrollgruppe mit 0,001 molarer Salzsäure anstelle 

von NaCl-Lösung versetzt. Der Salzsäurezusatz erfolgte, damit beide Probenarten 

(ohne bzw. mit Pepsinzulage) dasselbe Verdünnungsverhältnis aufwiesen und direkt 

miteinander verglichen werden konnten.  

In beiden getesteten Laufgruppen (L35-38, L39-42) war ein bis zu hoch signifikanter 

Anstieg im Phenolgehalt aller Überstandsproben (Ü-KF, Ü-TF, Ü-TFmS) nach 

Pepsinverdau zu verzeichnen (s. Kap. 4.3.1). Damit konnte der von HUNSCHE 

(2017) festgestellte phenolsäurefreisetzende Pepsineffekt in den eigenen Versuchen 

nachvollzogen werden. Diese Anstiege im Gesamtphenolgehalt unterstützen die 

Vermutung von HUNSCHE (2017) über das Vorliegen von Protein-Phenolkomplexen, 

aus denen freie Phenole abgespalten und somit von der Messkinetik erfasst werden 

können. 

In Überstandsproben mit Schadsilagebeladung (Ü-TF) war es unabhängig von der 

Pepsinzulage allerdings nicht möglich, die von HUNSCHE (2017) festgestellten 

erhöhten Phenolgehalte insbesondere während der Zulagephase zu reproduzieren 

(s. Kap. 4.3). Die gehaltssinkende Wirkung des Sojaproteins in Bezug auf den 
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Gesamtphenolgehalt (HUNSCHE 2017) konnte in beiden Laufgruppen ebenfalls 

nicht nachvollzogen werden (s. Kap. 4.3). Da der Phenolgehalt einen ähnlichen 

Konzentrationsbereich wie bei HUNSCHE (2017) aufwies20 und die Proben-

aufarbeitung, bis auf die Verwendung einer 0,9%igen NaCl-Lösung anstelle des A. 

bidest., identisch war, sind die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen von HUNSCHE 

(2017) vergleichbar. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass der Lagerungsprozess des Probenmaterials 

zu Veränderungen der Probenbestandteile geführt haben könnte und somit die von 

HUNSCHE (2017) abweichenden Ergebnisse erklärt werden können. Gegen 

derartige Lagerungseinflüsse spricht allerdings, dass die gemessenen 

Gesamtphenolgehalte in den Überständen ähnliche Konzentrationsbereiche wie bei 

HUNSCHE (2017) aufwiesen. Die Pepsinzulage bedingte, wie schon bei HUNSCHE 

(2017) höhere Phenolgehalte in der Überstandsflüssigkeit (s. Kap. 4.3.1).  

 

5.4 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS-Anlage: 

Auswirkungen von Schadsilagen und Sojaproteinzulagen ohne und 

mit Pepsinverdau auf bestimmte m/z 

Die folgenden Kapitel (5.4.1-5.4.10) befassen sich mit den Fragestellungen, wie hoch 

die Gehalte einzelner phenolischer Substanzen in den verschiedenen 

Überstandsproben aus dem „Rusitec“ sind und ob die in den Überstandsproben 

nachgewiesenen m/z den untersuchten phenolischen Reinstoffen zugeordnet werden 

können. Diskutiert werden hierbei nur m/z, die im Ergebnisteil graphisch aufgrund 

signifikanter Gehaltsunterschiede zwischen einzelnen Überstandsproben dargestellt 

wurden. 

 

5.4.1 Auswirkungen auf m/z 225 

Aus den Untersuchungsergebnissen der m/z 225 (s. Kap. 4.4.4) lässt sich 

schlussfolgern, dass die Fermentation der beiden Schadsilagen „S-33“ und „S-35“ im 

„Rusitec“ einen höheren Gehalt der m/z 225 in den dazugehörigen 

 
20L35-38 höchster Phenolgehalt: 1,61 mmol/l, Tag 15+16 in Ü-TF-33mS, höchster Phenolgehalt bei 

HUNSCHE (2017): 1,69 mmol/l, Tag 19 in Ü-TF-33; L39-42 höchster Phenolgehalt: 1,72 mmol/, 
höchster Phenolgehalt HUNSCHE (2017): ca. 1,8 mmol/l. 
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Überstandsproben bedingt. Die Supplementation von Sojaprotein führte zu keiner 

Gehaltsabnahme. 

Hinter der m/z 225 wurde die Sinapinsäure vermutet. Anhand unterschiedlicher 

Retentionszeiten im Additionsversuch (s. Kap. 3.3.13) wurde die Zusammen-

gehörigkeit jedoch widerlegt.  

ÖZMEN (2014) ordnete die m/z 225 den Peaks 1-3 mit der Summenformel C18H18O6 

in den Fermenterproben zu. Anhand ihrer Untersuchungen wäre die m/z 225 ein 

Fragment-Ion der m/z 353, 295 und 249 und würde selbst in die m/z 91 fragmentiert 

werden. Diese Zusammengehörigkeit konnte in den eigenen Untersuchungen nicht 

nachgewiesen werden (s. Tab. 3.19, Kap. 3.3.12, 5.5.3, 5.5.5). Die von ÖZMEN 

(2014) abweichenden Retentionszeiten sind mit der Verwendung unterschiedlicher 

Trennsäulen erklärbar. Der Pepsinverdau führte nur an zwei Versuchszeitpunkten zu 

einer schwach signifikanten Veränderung der Integralwerte dieser m/z und wird 

deshalb vernachlässigt (s. Kap. 4.4.4, 9.7.2). 

 

5.4.2 Auswirkungen auf m/z 313 

Die m/z 313 zeichnete sich durch zwei verschiedene Retentionszeitpunkte nach ca. 

18,2 und 18,6 min aus. Der zweite Retentionszeitpunkt, der auf das Vorhandensein 

isomerer Strukturen (s.a. WICHERN 2011) zurückzuführen ist, wird als unbedeutend 

im Kontext mit der Arbeitszielsetzung betrachtet, da die Gehalte der m/z 313 zu 

diesem Zeitpunkt nahezu in allen Überstandsproben identisch sind (s. Kap. 4.5.4, 

9.5.2.2). 

Zum Retentionszeitpunkt 18,2 min wurden während der Zulagephase in beiden 

Laufgruppen bis zu stark signifikant höhere Gehalte in Ü-TF und Ü-TFmS ermittelt.  

Zwischen Ü-TF und Ü-TFmS wurden nur selten schwach signifikante 

Gehaltsunterschiede festgestellt. 

Der Pepsinverdau bedingte in beiden Laufgruppen zu jeweils einem 

Versuchszeitpunkt eine schwach signifikante Gehaltsabnahme der m/z 313 (s. Kap. 

9.7.5). Diese Beobachtungen stimmen somit nicht mit der von HUNSCHE (2017) 

festgestellten gehaltssteigernden Wirkung des Pepsins überein. 
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Es kann festgehalten werden, dass die m/z 313 vermehrt durch die Fermentation der 

beiden Schadsilagen „S-33“ und „S-35“ in Überstandsproben aus dem „Rusitec“ 

nachweisbar war. Pepsin- und Sojaproteinzulagen hatten allerdings kaum Einfluss 

auf den Gehalt dieser m/z.  

Hinter der m/z 313 wurden die Phenolsäuren „3-(2-Hydroxyphenyl)-propionsäure“ 

und „3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure“ erwartet. Die Additionsversuche konnten 

diesen Verdacht jedoch nicht bestätigen (s. Kap. 3.3.13).  

Aufgrund identischer Retentionszeiten stellte WICHERN (2011) eine Zusammen-

gehörigkeit zwischen der m/z 313 und den m/z 353, 348 und 295 her. Die m/z 313 

wäre damit ein Bestandteil der Fraktion A bzw. der Substanz 1 (WICHERN 2011, s.a. 

Kap. 5.4.3), die von ÖZMEN (2014) weiter charakterisiert und den Peaks 1-3 

zugeordnet wurde (s.a. Kap. 5.5.3). Die eigenen MS/MS- und MSn-Experimente 

(Kap. 3.3.12) bestätigten die Fraktionierung der m/z 313 in die m/z 295 und 249, 

wahrscheinlich durch Abspaltung von Hydroxy- (Δ m/z = 18) und Carbonylgruppen (Δ 

m/z = 28) (ÖZMEN 2014), zu beiden Retentionszeitpunkten (s.a. ÖZMEN 2014 u. 

WICHERN 2011). Weitere Fraktionierungen bis zu den m/z 225 und 91 (erwartetes 

Fragmentierungsverhalten laut ÖZMEN 2014 u. WICHERN 2011) waren unter den 

gegebenen Versuchsbedingungen nicht möglich. Aufgrund des Fragementierungs-

verhaltens der m/z 313 in die m/z 295 und 249 und des vermehrten Vorkommens in 

Proben aus Schadsilagefermentation, ist es wahrscheinlich, dass es sich bei der in 

den Überstandsproben detektierten m/z 313 um die von WICHERN (2011) und 

ÖZMEN (2014) untersuchte Substanz 1 bzw. um die Peaks 1-3 handelt. WICHERN 

(2011) vermutete hinter der Substanz 1 das ursächliche Agens der 

„Faktorenerkrankung Milchviehherde“, da diese Substanz vermehrt nach 

Schadsilagefermentation nachweisbar war.  

ÖZMEN (2014) ordnete der m/z 313 die Summenformel C18H18O6 sowie die 

Molmasse 330,13 g/mol zu. Eine weitere Klassifizierung war trotz Anwendung 

verschiedener Massendatenbanken nicht möglich. 

WICHERN (2011) und ÖZMEN (2014) konnten die m/z 313 aufgrund isomerer 

Strukturen zu drei geringgradig voneinander abweichenden Retentionszeitpunkten 

nachweisen. Aufgrund der Verwendung einer anderen Säule differieren diese 
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Retentionszeiten von den hiesigen. Die eingeschränkte Fragmentierungsmöglichkeit 

und der fehlende dritte Retentionszeitpunkt können aus der langen Lagerungsdauer 

und den damit eigeschlossenen Gefrier- und Auftauprozessen resultieren, die zu 

Strukturveränderungen der m/z 313 und den dazugehörigen Isomeren geführt haben 

könnten.  

 

5.4.3 Auswirkungen auf m/z 227 

Mit Ausnahme von L39-42 OP, in dem in Ü-KF-32 an den Versuchstagen T15+16 

und T17+18 zwei unerklärliche hohe Ausreißerwerte auftraten (s. Abb. 4.24), kann 

zusammenfassend festgehalten werden, dass die m/z 227 durch die Fermentation 

der beiden Schadsilagen „S-33“ und „S-35“ im „Rusitec“ vermehrt in den 

dazugehörigen Überstandsproben nachgewiesen werden kann. Ein Verdau mit 

Pepsin bedingt nur in L35-38 zu zwei Versuchszeitpunkten einen schwach 

signifikanten Gehaltsabfall der m/z 227 (s. Kap. 4.5.2.1, 9.7.3). Die Zulage des 

Sojaproteins führt zu keiner Gehaltssenkung der untersuchten m/z.  

Hinter der untersuchten m/z wurde die 3-(2-Hydroxyphenyl)-propionsäure vermutet, 

dieser Verdacht wurde durch die Additionsversuche widerlegt (s. Kap. 3.3.13). 

WICHERN (2011), die in ihrer Arbeit jedoch eine anderen Säule (dieselbe wie bei 

ÖZMEN 2014) einsetzte und damit abweichende Retentionszeiten nachweisen 

konnte, untersuchte ebenfalls die m/z 22721 und beschrieb, dass die Gehalte dieser 

m/z während der Versuchstage 12-19 in Fermentern mit Schadsilagebeladung auf 

einem erhöhten Niveau nachgewiesen werden konnten. Dies entspricht den 

Ergebnissen dieser Arbeit. Da WICHERN (2011) in ihren Untersuchungen andere 

Schadsilagen als „S-33“ und „S-35“ einsetzte, verhärtet sich der Verdacht, dass in 

allen Schadsilagen (RE/Rp < 50%) nach Fermentation vermehrt diese m/z 

nachgewiesen werden kann. WICHERN (2011) vermutete außerdem, dass die m/z 

199 durch Abspaltung einer Carbonylgruppe aus der m/z 227 hervorgehen kann, 

weshalb sie diese beiden m/z als Summe betrachtet hat und somit der Vergleich mit 

der hier untersuchten m/z 227 nur bedingt möglich ist. Diese Zusammengehörigkeit 

genannter m/z konnte im zur Verfügung stehenden Probenmaterial unter Einsatz von 

 
21Jedoch als Summe aus der m/z 199+227. 
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MS/MS- und MSn-Experimenten nur in einer der untersuchten Proben nachvollzogen 

werden (L35 T17+18 F3+4 OP (= Ü-TF-33), s. Tab. 3.20, Kap. 3.3.12.2).  

 

5.4.4 Auswirkungen auf m/z 295 

Die m/z 295 konnte mit einer durchschnittlichen Retentionszeit von 18,2 min in allen 

Überstandsproben nachgewiesen werden. Ein zweiter, jedoch aufgrund fehlender 

signifikanter Unterschiede zwischen den einzelnen Überstandsproben vernachlässig-

barer Retentionszeitpunkt wurde mit ca. 18,7 min ermittelt (s. Kap. 9.5.2.1).  

Die Zulage von Pepsin bedingte in Ü-KF-32 der ersten Laufgruppe und in Ü-TF-35 

der zweiten Laufgruppe jeweils an Tag 13+14 eine signifikante Gehaltssteigerung der 

m/z 295. In Ü-TF-33mS der ersten Laufgruppe wurde an Tag 15+16 ein schwach 

signifikant geringerer Gehalt genannter m/z nach Pepsinzulage ermittelt. Die Wirkung 

des Pepsins auf die m/z 295 war somit heterogen (s. Kap. 4.5.3.1, 9.7.4). 

Es muss festgehalten werden, dass die Fermentation der Schadsilagen „S-33“ und 

„S-35“ zu einem vermehrten Vorkommen dieser m/z in dazugehörigen 

Überstandsproben geführt hat.  

Hinter der untersuchten m/z wurde die 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure erwartet 

(s.a. EBHARDT 2018). Die Zusammengehörigkeit der in den Überstandsproben 

nachgewiesenen m/z 295 zu der genannten Phenolsäure konnte jedoch durch 

Additionsversuche nicht bestätigt werden. 

WICHERN (2011) stellte einen Zusammenhang der m/z 295 mit den m/z 353, 348 

und 313 her (s.a. Kap. 5.4.4), da sie identische Retentionszeiten dieser m/z 

nachweisen konnte. Sie wies die genannten m/z der Fraktion A zu und 

charakterisierte diese m/z als Substanz 1. Diese Substanz 1 kam im Pansensaft in 

hohen Konzentrationen vor und wies signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- 

und Schadsilagefermentation auf (WICHERN 2011). ÖZMEN (2014) führte in ihrer 

Arbeit weitere Analysen durch, um die Substanz 1 näher klassifizieren zu können. In 

ihren Fermenterproben ordnete sie der m/z 295 die Peaks 1-3 mit der 

Summenformel C18H18O6 zu. Anhand von MS/MS- und MSn-Experimenten (s. Kap. 

3.3.12) hätte die untersuchte m/z laut ÖZMEN (2014) in die Fragmentionen m/z 249, 

225 und 91 zerlegt werden müssen. In der Überstandsprobe „L35 T17+18 F3+4 OP 
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(= Ü-TF-33)“ gelang die einmalige Fragmentierung der m/z 295 in die m/z 249. 

Weitere Fragmentierungen waren trotz vermehrter Anläufe in verschiedenen 

Überstandsproben nicht möglich (s. Tab. 3.19). Daher bleibt unklar, ob es sich bei 

der in den Überstandsproben detektierten m/z 295 um die von WICHERN (2011) 

charakterisierte Substanz 1 bzw. um die von ÖZMEN (2014) definierten Peaks 1-3 

handelt. 

 

5.4.5 Auswirkungen auf m/z 353 

Die m/z 353 konnte, wie schon die m/z 313 und 295, zu den durchschnittlichen 

Retentionszeitpunkten 18,2 und 18,6 min nachgewiesen werden. Dies macht eine 

Zusammengehörigkeit zu den m/z 313, 295, 249, 225 und 91, wie sie bei ÖZMEN 

(2014) und WICHERN (2011) postuliert werden, wahrscheinlich. 

Der zweite Retentionszeitpunkt, der erneut auf isomere Strukturen (s. WICHERN 

2011) zurückgeführt wird, wies zwischen den einzelnen Überstandsproben keine 

signifikanten Gehaltsunterschiede auf und wird aus diesem Grund nicht weiter 

betrachtet. Die m/z 353 konnte während der Zulagephase (T11-18) mit einer 

durchschnittlichen Retentionszeit von 18,2 min regelmäßig in Ü-TF-33/33, 

Ü-TF-33mS/35mS und deutlich seltener in Ü-KF-32 detektiert werden.  

Damit führt eine Fermentation von „S-33“ und „S-35“ zu einem vermehrten 

Vorkommen der m/z 353 in Überstandsproben.  

Der Pepsinverdau übte in L35-38 keinen signifikanten Einfluss auf den Gehalt der 

m/z 353 aus. In L39-42 konnte hingegen einmalig in Ü-TF-35mS an Tag 17+18 ein 

schwach signifikant geringerer Gehalt der m/z 353 nach Pepsinzulage verzeichnet 

werden (s. Kap. 9.7.6). 

Die statistische Auswertung ergab, dass nach Zulage von Sojaprotein keine 

geringeren Gehalte der m/z 353 verzeichnete werden konnten (s. Kap. 4.5.5). 

Die m/z 353 ließ sich in MS/MS und MSn-Experimenten (s. Kap. 3.3.12) nicht bzw. 

nur schlecht fragmentieren (mehrere Fragmentierungsversuche führten nur zu den 

m/z 353 und 335), weshalb hinter dieser m/z keine der untersuchten Phenolsäuren 

vermutet werden konnte und der Additionsversuch für diese m/z entfiel. EBHARDT 

(2018) vermutete hinter dieser m/z zwar die 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure, 
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allerdings ordnete sie dieser Phenolsäure die Haupt-m/z 295 zu. Der Additions-

versuch fiel jedoch negativ aus (s. Kap. 3.3.13). 

Damit lässt sich zusammenfassen, dass die fehlende Fragmentierung der m/z 353 in 

MS/MS-, MSn-Experimenten, der negative Additionsversuch der m/z 295 und die 

mangelnden Hinweise aus den Reinstoffuntersuchungen (s. Kap. 4.2, Haupt-m/z der 

3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure: 107) die Zugehörigkeit der in den Überstands-

proben nachgewiesenen m/z 353 zu der 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsäure 

unwahrscheinlich machen. 

Aufgrund mangelhafter Fraktionierungsmöglichkeiten dieser m/z konnte die von 

ÖZMEN (2014) und WICHERN (2011) vermutete Zusammengehörigkeit zu den m/z 

348, 313, 295, 249, 225 und 91 (s.o.) ebenfalls nicht belegt werden, auch wenn diese 

aufgrund der identischen Retentionszeiten wahrscheinlich gewesen wäre. Wie schon 

bei der m/z 313 beschrieben, ist es auch in diesem Fall denkbar, dass 

Lagerungseinflüsse zu Strukturveränderungen geführt haben könnten und dadurch 

die Fragmentierung fehlgeschlagen ist. Die von ÖZMEN (2014) und WICHERN 

(2011) differierenden Retentionszeiten sind erneut auf unterschiedlichen Säulen 

zurückzuführen. 

 

5.4.6 Auswirkungen auf m/z 199 

Die m/z 199 war zu einem Retentionszeitpunkt von ca. 12,4 min in Ü-KF, Ü-TF, 

Ü-TFmS von L35-38 und L39-42 detektierbar. Der Gehalt dieser m/z war während 

der gesamten Zulagephase in Ü-TF und Ü-TFmS bis zu stark signifikant höher als in 

Ü-KF (s. Kap. 4.6.1). Demanch war auch diese m/z nach Schadsilagefermentation 

vermehrt in den dazugehörigen Überstandsproben nachweisbar (vgl. Kap. 5.4.1-

5.4.5). Pepsin- und Sojazulagen hatten kaum bis keinen Einfluss auf den Gehalt 

dieser m/z (s.a. Kap. 9.7.7). 

Anhand identischer Retentionszeiten (ca. 12,4 min) erhärtete sich der bereits aus der 

Arbeit von WICHERN (2011) hervorgehende Verdacht, dass die m/z 199 ein 

Fragmention der m/z 227 ist. MS/MS- und MSn-Experimente (s. Kap. 3.3.12) 

bestätigten dieses Fragmentierungsverhalten der m/z 227 in einer der untersuchten 

Proben (L35 T17+18 F3+4 OP (= Ü-TF-33), s. Tab. 3.19). Ursächlich für die nicht 

erfolgte Fragmentierung der m/z 227 in die m/z 199 in anderen Proben, die ebenfalls 
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für die MS/MS- und MSn-Experimente herangezogen wurden (s. Kap. 3.3.12), könnte 

die lange Lagerungsdauer der untersuchten Proben und die damit verbundenen 

Gefrier- und Auftauprozesse sein. 

Die m/z 199 selbst war in die Fragmente m/z 163, 137 und 104 fraktionierbar. 

Reinstoffuntersuchungen, MS/MS- und MSn-Experimente führten dazu, dass hinter 

der m/z 199 keiner der untersuchten Reinstoffe (s. Tab. 3.4) vermutet wurde. Durch 

die suggerierte Zugehörigkeit zur m/z 227, hätte die m/z 199 ein Fragment-Ion der 

3-(2-Hydroxyphenyl)-propionsäure sein können. Der Additionsversuch konnte jedoch 

bereits die Zusammengehörigkeit dieser Phenolsäure zur m/z 227 nicht bestätigen 

(s. Kap. 3.3.13, 5.4.2). Näheres zur m/z 199 in untersuchten Fermenterproben/Über-

standsproben können der Arbeit von WICHERN (2011) und dem Kapitel 5.4.2 

entnommen werden. WICHERN (2011) betrachtete in ihren Untersuchungen vor 

allem die Summe m/z 199+227 und stellte ebenfalls fest, dass die Fermentation von 

Schadsilagen zu höheren Gehalten dieser m/z führten (s. Kap. 5.4.2).  

 

5.4.7 Auswirkungen auf m/z 265 

Die m/z 265 kam vorwiegend in Ü-KF-32 vor und ließ sich in Ü-TF-33/35 und 

Ü-TF33/35mS vor allem in der Kontroll- und Erholungsphase nachweisen. Die 

Zulagen von Sojaprotein und Pepsin ergaben keine signifikanten Gehalts-

veränderungen. 

Bei der m/z könnte es sich um ein Infectopyridinderivat handeln, dass von 

OSTENFELD LARSEN et al. (2003) als Marker für Degradationsprozesse durch 

Pilze in Tomaten klassifiziert wurde und somit auch in den Silagen als Hinweis für 

stattgefundene Degradationsprozesse fungieren kann. Bezieht man diese Theorie 

auf das eigene Probenmaterial, so kann man davon ausgehen, dass die 

Kontrollsilage „K-32“ stärker degradiert ist als die Schadsilagen „S-33, S-35“. 

Intefectopyridinderivate sind biologisch aktiv, jedoch ist ihr Wirkmechanismus und ihr 

Strukturwirkungsbeziehung nicht bzw. nur rudimentär aufgeklärt (MARMANN 2014).  

Daher lässt sich auch keine Aussage über potenzielle Wirkungen im Wiederkäuer 

formulieren. 
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Bei dieser m/z könnte es sich ebenfalls um Corytuberin handeln. GESELL (2008) 

ordnete diesem Alkaloid die m/z 265 zu. Alkaloide können als Endprodukte des 

pflanzlichen Stoffwechsels auftreten. Ihr Gehalt ist dabei abhängig von 

Umweltfaktoren (Feuchtigkeit, Verfügbarkeit von Stickstoff, Temperatur, Jahreszeit) 

und variiert zudem mit dem Vorkommen verschiedener Pilz-Endophytenspezies 

(BUSH et al. 1997, FAETH et al. 2006 u. SIEGEL et al. 1990). ZHANG et al. (2011) 

konnten nachweisen, dass Stress für die Pflanzen einen Anstieg im Alkaloidgehalt 

bedingt. Corytuberin bedingt eine Steigerung der Reflexerregbarkeit bis hin zu 

tonischen Krämpfen und führt zu einem kurzfristigen Anstieg des Blutdruckes, zur 

Zunahme der Atemfrequenz und schließlich zur zentralen Atemlähmung (MEZGER 

2005). Da die m/z 265 jedoch vermehrt in Überstandsproben aus 

Kontrollsilagefermentation nachgewiesen wurde und nach Verfütterung dieser im 

Rahmen der „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ keine Klinik beschrieben wird, ist 

es unwahrscheinlich, dass es sich bei dieser m/z um Corytuberin handelt.   

 

5.4.8 Auswirkungen auf m/z 309  

Die m/z konnte ähnlich wie die m/z 265 während der gesamten Versuchsdauer in 

Ü-KF-32 nachgewiesen werden. In Ü-TF-33/35 und Ü-TF-33/35mS war diese m/z 

während der Zulagephase nur selten nachweisbar. Die Zulagen von Sojaprotein und 

Pepsin hatten keinen signifikanten Einfluss auf die ermittelten Gehalte dieser m/z 

(s. Kap. 4.6.3). 

VUKOVIĆ et al. (2018) ordneten diese m/z den Kaempfer-3-o-(p-coumaryl)-

glykosiden und den Chlorogensäurederivaten zu. Kaempfer-3-o-(p-coumaryl)-

glykoside gehören zu den Flavonoiden und Chlorogensäurederivate zu den 

phenolischen Verbindungen. Flavonoide kommen in allen höheren Pflanzen vor und 

sind sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, die zu den Polyphenolen zählen (HUNGER 

2014). Die Chlorogensäure kann in Grassilagen, Gras und Heu aus L-Phenylalanin 

und L-Tyrosin gebildet werden (ÖZMEN 2014). Ob es sich bei der nachgewiesenen 

m/z 309 allerdings um diese Verbindungen handelt muss in weiteren 

Untersuchungen abgeklärt werden.  
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5.4.9 Auswirkungen auf m/z 321/322 

Die m/z 321/322 war in L35-38 nur in Ü-TF und Ü-TFmS während der Zulagephase 

nachweisbar und kam auch in L39-42 vermehrt in Ü-TF und Ü-TFmS während dieser 

Versuchsphase vor. Allerdings konnte diese m/z in der zweiten Laufgruppe auch 

vereinzelt in Ü-KF während des gesamten Versuchszeitraumes (T7-28) detektiert 

werden. Die Fermentation von „S-33“ und „S-35“ bedingt somit signifikant höhere 

Gehalte der m/z 321/322 in dazugehörigen Überstandsproben (s. Kap. 4.6.4). Die 

Zulage von Sojaprotein hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Gehalt dieser m/z. 

Der Pepsinverdau bedingte in Ü-TF-33 an Tag 15+16 einen schwach signifikanten 

Gehaltsabfall. In Ü-TF-35 konnte an Tag 11+12 ein stark und an Tag 15+16 ein 

schwach signifikanter Gehaltsabfall der m/z 321/322 ermittelt werden 

(Näheres s. Kap. 9.78).  

EBHARDT (2018) ordnete der m/z 321/322 den Stoff Feruloylspermidin zu und 

konnte ebenfalls erhöhte Gehalte in Fermenterflüssigkeit aus Schadsilage-

fermentation („S-33“, „S-35“) ermitteln. Das Sojaprotein22 hatte auch in ihren 

Untersuchungen keinen signifikanten gehaltssinkenden Einfluss. Das 

Feruloylspermidin stand für einen Additionsversuch zur Überprüfung der These von 

EBHARDT (2018) nicht zur Verfügung. Ein erneuter Syntheseversuch dieses 

Phenolamins (vgl. EBHARDT 2018) missglückte, weshalb der Additionsversuch an 

dieser Stelle entfallen musste (s. Kap. 3.3.11). Anhand der MS/MS- und MSn-

Experimente (s. Kap, 3.3.12) gelang eine weitere Klassifizierung dieser m/z, die 

jedoch keinen weiteren Stoffvorschlag bedingte.  

 

5.5 Zusammenfassende Beurteilung der Sojaproteinzulage auf die 

untersuchten Überstandsproben 

Von der „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ betroffene Tierbestände ließen eine 

Rekonvaleszenz nach Sojoaproteinsupplementation erkennen (s. Kap. 1, EICKEN 

2005b; EICKEN u. TIEDEMANN 2013). Diese Verbesserung der klinischen 

Symptome und die von HUNSCHE (2017) ermittelten Reduktionen im 

Phenolsäuregehalt durch das Sojaprotein nach Pepsinverdau, ließen niedrigere 

 
22Sojazulage in den Testfermenter F5+6 = TF-33mS/TF35mS (s. EBHARDT 2018 u. Tab. 3.3). 
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Gehalte der untersuchten Phenolsäuren und ihrer erwarteten m/z in Ü-TF-33mS und 

Ü-TF-35mS mit Pepsinzulage prognostizieren (s.a. Kap. 5.1, 5.3.1).  

HUNSCHE (2017) stellte diesen Einfluss des Sojaproteins allerdings ausschließlich 

in den photometrisch ermittelten Gesamtphenolgehalten der Überstandsproben fest, 

während in dieser Arbeit zusätzlich flüssigchromatographische Untersuchungen 

erfolgten.  

Das von ihr eingesetzte Probenmaterial war mit dem der vorliegenden Arbeit 

identisch. Dennoch konnte ein gehaltssinkender Einfluss des Sojaproteins weder auf 

den Summenparameter „Gesamtphenolgehalt“ noch auf die Gehalte einzelner m/z 

reproduziert (s. Kap. 4.3-4.7) werden. Da in den „Simulationsversuchen“ jedoch 

phenolsäurebindende Effekte des Sojaproteins auf einzelne Phenole eruiert werden 

konnten (s. Kap. 4.1.1, 5.3.1.3), könnten Lagerungseinflüsse und darin involvierte 

Gefrier- und Auftauprozesse die von HUNSCHE (2017) abweichenden Ergebnisse 

erklären.  

Gegen derartige Lagerungseinflüsse sprechen allerdings die mit HUNSCHE (2017) 

nahezu identischen kolorimetrisch bestimmten Gesamtphenolgehalte (s. Kap. 5.3.3) 

in den Überstandsproben. Der kolorimetrisch bestimmte Phenolgehalt erlaubt als 

Summenparameter jedoch keine Aussage zum Verhalten einzelner Phenolsäuren 

bzw. einzelner m/z, weshalb ein zu HUNSCHE (2017) vergleichbarer 

Gesamtphenolgehalt in den Überstandsproben nicht bedeuten muss, dass einzelne 

Phenolsäuren oder m/z nicht in durch Lagerungseinflüsse bedingte Um- oder 

Abbauprozesse involviert sind. Abbau- oder Umbauprozesse könnten das 

Bindungsvermögen der jeweiligen Phenolsäure zu dem Sojaprotein erheblich 

reduziert haben, weshalb das Sojaprotein in den eigenen Untersuchungen keinen 

Einfluss mehr nehmen konnte.  

 

5.6 Zusammenfassende Beurteilung des Pepsinverdaus auf die 

untersuchten Überstandsproben 

Die photometrischen Untersuchungen der Überstandsproben von HUNSCHE (2017), 

ließen signifikante Unterschiede im Phenol- und o-Diphenolgehalt nach 

Pepsinverdau zwischen den Überständen der Kontroll- und Testfermenter, sowie 
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denen der Testfermenter und Testfermenter mit Sojazulage erkennen. Aus diesen 

Untersuchungsergebnissen wurde erwartet, dass ähnliche Gehaltsunterschiede in 

Überstandsproben reproduziert und auch bei einzelnen m/z nachvollzogen werden 

könnten.  

Der Pepsinverdau ergab in der kolorimetrischen Phenolbestimmung nach 

HOLLOWAY et al. (1979) in allen Überstandsproben signifikant höhere Gehalte 

verglichen mit denen der Überstandsproben, die keinem Pepsinverdau unterzogen 

wurden (s. Kap. 4.3.1).  

Bei den einzelnen m/z bedingte der Pepsinverdau variable, nur selten signifikante 

Gehaltsveränderungen, weshalb die graphischen Darstellungen des Pepsin-

einflusses auf die Gehalte der untersuchten m/z im Anhang zu finden sind (s. Kap. 

9.7).   

Warum das Pepsin auf einzelne m/z keinen gehaltssteigernden Einfluss ausübte 

bleibt fraglich. Gegebenenfalls spielen auch hierbei Lagerungseinflüsse und damit 

verbundene Abbau- und Umbauprozesse einzelner phenolischer Verbindungen eine 

Rolle. 

Insgesamt war auffällig, dass die mit Pepsin versetzten Proben eine teilweise 

schlechtere Auswertbarkeit durch ein höheres Grundrauschen in den LC-MS/MS-

Analysen bedingten, welches bereits in den Grundchromatogrammen ersichtlich war. 

Weiterhin kamen einige m/z sowohl in der reinen Pepsinlösung als auch in den 

Überstandsproben zu denselben Retentionszeiten vor und mussten deshalb von der 

Auswertung ausgeschlossen werden (z.B. m/z 121 nach 6,0 min (Kap. 4.4.1)). 

 

5.7 Zusammenfassende Beurteilung der Schadsilagefermentation auf die 

untersuchten Überstandsproben 

Die Schadsilagefermentation bedingte in den Überstandsproben (bis auf wenige 

Ausnahmen) eine bei den einzelnen m/z oft unterschiedlich stark ausgeprägte 

zeitliche Dynamik, die sich zwischen L35-38 und L39-42 geringgradig unterschied 

(beispielhafte Beschreibungen der Dynamiken für die m/z 225 und 227 in L35-38 und 

L39-42 s. Kap. 4.4.4, 4.5.2).  
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Die Gehalte der einzelnen m/z waren in Ü-TF und Ü-TFmS während der 

Zulagephase mit regelmäßigen Maximalgehalten an Tag 15+16 deutlich erhöht und 

fielen ab Tag 17+18 langsam wieder ab. In der Erholungsphase wurde oft das 

Ausgangsniveau von Tag 7+8 erreicht. Das Sojaprotein in Ü-TFmS ließ keinen 

gehaltsmindernden Einfluss erkennen. Somit lässt sich zusammenfassen, dass die 

Fermentation von „S-33“ und „S-35“ Gehaltssteigerungen bei den meisten 

untersuchten m/z bedingte und das Sojaprotein nicht zu der erwarteten 

Gehaltsreduktion führte (s. Kap. 5.4.10, Vgl. HUNSCHE 2017).  

Die Maximalgehalte wurden in der Regel innerhalb der Zulagephase erreicht und 

sanken bereits zum Ende dieser Versuchsphase wieder ab. Die Gründe hierfür 

könnten Adaptationen im ruminalen Mikrobiom sein. Da „S-33“ und „S-35“ 

unterschiedliche Grassilagen waren, ist es wahrscheinlich, dass jede Silage für sich 

individuelle Veränderungen im Mikrobiom bedingte und daraus die unterschiedlichen 

Dynamiken beider Laufgruppen resultierten.  

Das Mikrobiom aus der Fermentation von „S-33“ (L35-38) zeigte oft an Tag 13+14 

die ersten Adaptationsversuche, die sich in Form einer Gehaltsminderung der 

jeweiligen m/z darstellten. Diese ersten Adaptationsversuche gelangen jedoch nur 

kurzzeitig, sodass an Tag 15+16 in der Regel die maximalen Gehalte ermittelt 

werden konnten.  

Weshalb der erste Adaptationsvorgang missglückte, könnte dadurch erklärt werden, 

dass die Konzentrationen gewisser Substanzen durch die Schadsilagezulage 

Schwellenwerte überschritten haben. So könnte die maximale Adaptationskapazität 

der Mikroorganismen überlastet worden sein. Wie in Kapitel 2.3.2 aufgeführt können 

z.B. Ferula- und p-Coumarsäure toxisch auf zellulolytische Bakterien wirken 

(CHESSON et al. 1982). Gewisse Mikroorganismen könnten so einen 

Selektionsvorteil erlangt haben. Durch die neue Zusammensetzung und Diversität 

des Mikrobioms, die maßgeblich von der Fütterung beeinflusst werden (s. Kap. 2.3.2, 

Tab. 2.5), könnten durch die Schadsilagefermentation vermehrt angefluteten Stoffe 

wieder abgebaut werden.  

Bei einer verlängerten Zulagephase (z.B. 20 anstatt der üblichen 10 Tage) wären 

weitere Schwankungen in den Gehaltsverläufen durch Veränderungen der 
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mikrobiellen Zusammensetzung, in Folge länger andauernder Fütterungseinflüsse 

denkbar. 

 

5.8 Abschließende Beurteilung der LC-MS/MS-Untersuchungen und 

Ausblick  

In dieser Arbeit konnten Einflüsse der Schadsilagefermentationen auf die Gehalte 

verschiedener m/z in Überstandsproben detektiert werden.  

Bei einigen der untersuchten m/z (m/z 225, 227, 295, 313, 353, 199 u. 321/322) 

wurden signifikant höhere Gehalte nach Schadsilagefermentation eruiert (s.a. Kap. 

5.7). Daraus erschließt sich, dass die Zulage der beiden Schadsilagen „S-33“ und 

„S-35“ höhere Nachweisbarkeiten dieser m/z in Folge von etwaigen Um- und 

Freisetzungsprozessen pflanzlicher Bestandteile bedingten. 

Eine nähere Klassifizierung der nachgewiesenen Moleküle gelang in MS/MS- und 

MSn-Experimenten (s. Kap. 3.3.12), sodass hinter den untersuchten m/z 

verschiedene Phenolsäuren und deren Derivate vermutet wurden. Eine 

abschließende Überprüfung der Zusammengehörigkeit einzelner m/z zu bestimmten 

Phenolsäuren wurde mit Hilfe der sog. Additionsversuchen versucht (s. Kap. 3.3.13). 

Eine Stoffzuweisung gelang in dem vorliegenden Probenmaterial und mit den zur 

Verfügung stehenden phenolischen Reinstoffen (s. Tab. 3.4) jedoch nicht.  

 

Zur Identifikation der noch unbekannten m/z wäre es lohnenswert erneut MS/MS-, 

MSn-Experimente an einer leistungsstärkeren LC-MS/MS-Anlage, die über mehrere 

Nachkommastellen eine genauere Moleküluntersuchung der m/z ermöglicht, 

durchzuführen. Damit eine Identifikation gelingen kann, empfiehlt es sich alle 

Substanzen, die im pflanzlichen Stoffwechsel und im mikrobiellen Abbau von 

Grassilagen eine Bedeutung haben könnten, als Standards für weitere 

Additionsversuche bereitzuhalten.  

 

Hinter bestimmten m/z (m/z 199, 321/322, 265 u. 309) wurden außerdem 

Phenolaminverbindungen vermutet. Diese Verbindungen konnten in 

Syntheseversuchen nicht gewonnen werden (s. Kap. 3.3.11), weshalb 
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Additionsversuche entfallen mussten. Da diese m/z jedoch deutliche 

Gehaltsunterschiede zwischen den verschiedenen Überstandsproben bedingten und 

z.T. vermehrt nach Schadsilagefermentation nachweisbar waren (s. Kap. 4.6.1, 4.6.4 

(m/z 199 u. 321/322)), wäre es sinnvoll mit zu erwerbenden Reinstoffen 

Additionsversuche durchzuführen, um so etwaige Zusammengehörigkeiten zu 

bestätigen.  

Phenolsäure- und Polyaminstoffwechselvorgänge stehen in enger Beziehung 

zueinander und sind im Rahmen pflanzlicher Stressreaktionen relevant. Somit 

könnten solche Stoffe im Rahmen der Genese der „Faktorenerkrankung 

Milchviehherde“ (EICKEN 2005a) durchaus bedeutsam sein, womit weitere 

Untersuchungen gerechtfertigt wären. 

 

Es konnten in dieser Arbeit kaum Einflüsse von Sojaprotein und Pepsin auf einzelne 

m/z festgestellt werden. Da die Proben jedoch mehrmaligen Auftau- und 

Gefrierprozessen unterlagen, könnten Strukturveränderungen zu den fehlenden 

Reaktionen geführt haben. Gegen derartige Veränderungen spricht jedoch, dass der 

Einfluss von Pepsin in den photometrischen Untersuchungen (s. Kap. 4.3.1) 

nachvollzogen werden konnte. Zur abschließenden Beurteilung des 

Reaktionsvermögens der beiden genannten Zulagen auf die untersuchten m/z, 

empfiehlt es sich, die Untersuchungen an der LC-MS/MS in frischem 

Überstandsprobenmaterial durchzuführen. So könnten etwaige Lagerungseinflüsse 

ausgeschlossen werden.  

 

Neben Untersuchungen in Proben aus der „Rusitec“ wäre es zudem sinnvoll, die 

eingesetzten Silagen auf phenolische Abbauprodukte zu untersuchen. ÖZMEN 

(2014) analysierte zwar bereits verschiedene Futtermittel auf Phenolsäuren, 

allerdings ist es denkbar, dass sich diese der Messkinetik, infolge von 

Komplexierungen mit pflanzlichen Bestandteilen (z.B. Proteinen), entzogen haben. 

Daher wäre es in zukünftigen Untersuchungen notwendig, die Futtermittelproben so 

aufzuarbeiten, dass eine Komplexbildung zwischen Phenolen und weiteren 

Pflanzenbestandteilen ausgeschlossen werden kann.  



Diskussion 

195 
 

Die Futtermittel müssten zudem auch vor der Silierung auf derartige Verbindungen 

untersucht werden, da der Verdacht besteht, dass die krankheitsauslösenden 

Prozesse in den Gräsern bereits auf dem Feld im Rahmen eines verlängerten 

programmierten Zelltodes stattfinden (Vgl. Kap. 2.5).  

 

An diese Analysen sollten sich weitere Untersuchungen dieser Substanzen auf die 

Pansenfermentation und auf ablaufende Prozesse unter Labmagenbedingungen 

anschließen. Falls eine Stoffidentifikation mit diesen Analysen gelingt, wäre 

abschließend eine pharmakologische Studie sinnvoll, um die genauen 

Wirkungsmechanismen darzustellen. Mit den genannten Schritten könnten Erfolge in 

der Erforschung der Genese der „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ (EICKEN 

2005a) erzielt werden.  
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Ermel, Sandra (2020): Untersuchungen zum Einfluss von Sojazulagen bei Gras-

silagen mit unterschiedlichen Reineiweißgehalten auf 

phenolische Verbindungen im mit Enzymen aufgeschlos-

senen Pansensaft in vitro. 

6 Zusammenfassung 

Die Verfütterung von Grassilagen mit einem reduzierten Reineiweißanteil (RE) am 

Rohprotein (RE/Rp < 50%) führte zur Entstehung unspezifischer Krankheits-

symptome in Milchviehherden („Faktorenerkrankung Milchvieherde“, EICKEN 

2005a). Futterumstellungen oder Supplementationen von Sojaprotein bedingten die 

Rekonvaleszenz betroffener Herden (EICKEN 2005b). Dadurch scheint eine nutritive 

Ursache dieses Krankheitsgeschehens sehr wahrscheinlich zu sein.  

Infolge vorangegangen Studien der gleichen Arbeitsgruppe traten phenolische 

Substanzen in den Fokus der Untersuchungen. Diese könnten durch einen 

verlängerten Zelltodprozess aufgrund von ungünstigen Erntebedingungen vermehrt 

in den sogenannten „Schadsilagen“ (RE/Rp < 50%) vorliegen. 

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, verschiedene phenolische 

Substanzen photometrisch, sowie anhand ihrer Masse-zu-Ladungsverhältnisse (m/z) 

und Retentionszeiten unter labmagenähnlichen Bedingungen in vitro zu 

identifizieren, zu quantifizieren und die Einflüsse von Pepsin- und Sojazulagen auf 

deren Gehalte zu bestimmen.  

Das Untersuchungsmaterial aus der „Rusitec“ (RUmen SImulation TECnique)  

stammte aus sechs verschiedenen Fermentationseinheiten „F“ der 

Versuchsdurchgänge (sog. Läufe, „L“) „L35-42“.  Ein Versuchsdurchgang bestand 

aus 28 Versuchstagen, von denen die ersten acht zur Einlauf- und Kontrollphase 

gezählt wurden. In dieser Zeit wurden alle Fermenter identisch beladen. Während 

der Tage 9-19 erfolgte die Zulage (= Zulagephase) der zu untersuchenden Silagen 

und ggf. des Sojaproteins. F1+2 wurden in dieser Phase mit der Kontrollsilage  

„K-32“, F3+4 mit den Schadsilagen „S-33 oder S-35“ und F5+6 mit „S-33 oder S-35“ 

und Sojaprotein beschickt. Die Tage 20-28 zählten zu der Erholungsphase, in der 

alle Fermentationseinheiten wieder gleich beladen wurden. Während der 
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Zulagephase wurden von den acht Läufen jeweils vier Läufe mit der gleichen 

Schadsilage beladen, sodass L35-38 (Beladung mit „S-33“, 1. Schnitt des Jahres 

2014) und L39-42 (Beladung mit „S-35“, 1. Schnitt aus dem Jahre 2015) 

zusammenbetrachtet werden konnten. Die eingesetzte Kontrollsilage (K-32) war in 

beiden Laufgruppen (L35-38, L39-42) identisch.  

Die dazugehörigen Überstandsproben wurden mit je zwei verschiedenen Ansätzen 

(ohne und mit Pepsinzulage) aufgearbeitet und photometrisch, sowie 

flüssigchromatographisch untersucht.  

Der in den Überstandsproben mit der Methode von HOLLOWAY et al. (1979) 

ermittelte Gesamtphenolgehalt stieg nach Pepsinverdau statistisch signifikant an. Die 

Sojaproteinzulage führte nicht zu der aus der Arbeit von HUSCHE (2017) erwarteten 

Gehaltssenkung.  

Die flüssigchromatographischen Analysen mittels LC-MS/MS ergaben signifikant 

höhere Gehalte der m/z 225, 227, 295, 313, 353, 199 und 321/322 in 

Überstandsproben der Testfermenter, beladen mit Schadsilage “S-33“/“S-35“  

(Ü-TF-33/35) und Überstandsproben der Testfermenter, beladen mit Schadsilage  

“S-33“/“S-35“ und Sojaproteinzulage (Ü-TF-33mS/35mS). 

Anhand von MS/MS- und MSn-Experimenten mit anschließenden Additionsversuchen 

erfolgten nähere Klassifizierungen der einzelnen m/z. Jedoch war es unter den 

gegebenen Versuchsbedingungen nicht möglich, die analysierten m/z zu 

identifizieren.  

Ein gemeinsames Merkmal der untersuchten m/z waren die dynamischen 

Gehaltsveränderungen, die sich zwischen L35-38 und L39-42 geringgradig 

unterschieden. Die Zulage des Sojaproteins führte nicht zu der erwarteten 

Gehaltsabnahme und der Verdau mit Pepsin bedingte variable, oft nicht signifikante 

Gehaltsveränderungen.  

Um die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit in den Gesamtkontext der „Faktoren-

erkrankung Milchviehherde“ einzuordnen und den Einfluss höherer Gehalte einzelner 

m/z nach Schadsilagefermentation auf die Krankheitsgenese beurteilen zu können, 

sind weitere Untersuchungen notwendig.  
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Um die untersuchten m/z identifizieren zu können, wäre der Einsatz einer 

leistungsstärkeren LC-MS/MS-Anlage und weiterer Standardsubstanzen 

unerlässlich. Weiterhin müsste frisch geschnittenes Gras vor und nach Silierung auf 

die analysierten m/z untersucht werden. Dadurch können nähere Informationen über 

pathophysiologische Prozesse in Gräsern während der Silageherstellung gewonnen 

werden und deren Bedeutung im Rahmen der „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ 

eingeschätzt werden.  
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Ermel, Sandra (2020): Examinations on the influence of grass silages with 

different levels of true protein supplemented with soy 

protein on phenolic substances in enzymatically treated 

ruminal fluid in vitro. 

7 Summary 

Grass silages containing < 50% true protein (TP) in total crude protein (CP) are 

suspected to cause unspecific disease symptoms in cattle (EICKEN 2005a). 

Convalescence can be achieved by feeding grass silages with more than 50% true 

protein to crude protein or supplementing soybean meal to affected herds (EICKEN 

2005b). Previous research of the same working group revealed that phenolic 

substances might have an influence on the outbreak of the so called “factorial 

disease in dairy herds”. Under unfavorable harvesting conditions, there could be an 

increased content of these phenolic compounds. 

The aim of this study was to identify and quantify certain phenolic substances in vitro 

by their mass-to-charge ratio (m/z) and their retention time by LC-MS/MS. The 

samples from the supernatants (conditions like the abomasum) were also analysed 

with the photometer. A special attention was paid to the effects of soybean meal and 

pepsin on the results. 

The samples came from six fermenter groups of the runs “L35-42” of the local 

„Rusitec“-system (RUmen SImulation TEChnique). The single runs had a duration of 

28 days each: Initial and adjustment phase until day 8, trial phase from day 9-19 and 

the final phase from day 20-28. During the initial, adjustment and final phase all 

fermenters were fed with the same control silage. In the trial phase, fermenters 1+2 

of the „Rusitec“-system were fed with control silage, fermenters 3+4 were fitted with 

suspected silage and finally, fermenters 5+6 contained suspected silage and 

soybean protein. The runs were divided into two running groups (L35-38, L39-42) in 

which two different silages with a percentage of less than 50% TP/CP were used. In 

the first group (L35-38) suspected silage from the first harvest of the year 2014 was 

used, while in the second group (L39-42) the first harvest of the year 2015 was used. 

During the fermentation in the „Rusitec“-system, the same control silage (> 50% 

TP/CP, third harvest of the year 2014) was used in both running groups. Every 

sample was prepared with or without the addition of pepsin. 
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The total contents of phenolic compounds in the supernatants were determined with 

a photometric measurement method (HOLLOWAY et al. 1979). After the addition of 

pepsin, the content of phenolic compounds increased statistically significantly. When 

soy protein was added, there was also an increase in the content of phenolic 

substances. In contrast to the results of HUNSCHE (2017), the content of phenolic 

substances did not decrease in the presence of soy protein.  

The LC-MS/MS measurements revealed a higher content of m/z 225, 227, 295, 313, 

353, 199 and 321/322 in the supernatants from suspected silages „S-33”/”S-35“  

(Ü-TF-33/35) and supernatants from suspected silages „S-33“/“S-35“ and soy protein 

(Ü-TF-33mS/35mS). MS/MS- and MSn-experiments were used for a further 

classification of the m/z. It was not possible to identify the phenolic substances under 

the given experimental conditions. The m/z mentioned above revealed a remarkable 

temporal dynamic. The expected influence of pepsin on the content of the analysed 

m/z could not be proven. 

In conclusion, the digestion of suspected silage affected the content of certain m/z 

significantly, while the influence of pepsin and soybean protein seemed to be 

negligible.  

Further research is necessary to find out if the results of these experiments are 

relevant for the “factorial disease in dairy herds”. It is essential to identify the m/z 

mentioned above with a more sensitive LC-MS/MS and appropriate standards. In 

addition to that, it is important to further analyse the content of these substances in 

cut grass, before and after the ensilaging process. This would be the presupposition 

to obtain more information on the pathophysiological processes in the plant after the 

harvest and to contextualize the results of this work in the potential etiology of the 

“factorial disease in dairy herds”. 



Schrifttumsverzeichnis 

201 
 

8 Schrifttumsverzeichnis 

AKHTARUZZAMAN, M., N. H. M. R. 

MOZUMDER, R. JAMAL, A. RAHMAN u. T. 

RAHMAN (2012): 

Isolation and characterization protease 

enzyme from leguminous seeds. 

Agric. Sci. Res. J. 2, 434-440 

 

AKIN, D. E. (1982): 

Cell wall degradation and p-Coumaric, Ferulic 

and Sinapic acid.  

Agron. J. 74, 424-428 

 

AKIN, D. E., u. F. E. BARTON (1983): 

Rumen microbial attachment and degradation 

of plant cell walls. 

Fed Proc. 42, 114-121 

 

ALI, H. (2002): 

Protein-Phenolic Interactions in Food. 

Montreal, Department of Food Science and 

Agricultural Chemistry, McGill University, 

Masterarbeit 

 

AMBYE-JENSEN, M., K. S. JOHANSEN, T. 

DIDION, Z. KÁDÁR u. A. S. MEYER (2014): 

Ensiling and hydrothermal pretreatment of 

grass: consequences for enzymatic biomass 

conversion and total monosaccharide yields. 

Biotechnol. Biofuels 7, 95 

 

ATKINSON, R. G., R. SCHRODER, I. C. 

HALLET, D. COHEN u. E. A. MACRAE (2002): 

Overexpression of polygalacturonase in 

transgenic apple trees leads to a range of 

novel phenotypes involving changes in cell 

adhesion. 

Plant Physiol. 129, 122-133 

 

ARNOW, L. E. (1937): 

Colorimetric determination of the components 

of 3,4-dihydroxyphenylalaninetyrosine 

mixtures. 

J. Biol. Chem. 188, 531-537 

 

AVIN-WITTENBERG, T., A. HONIG u. G. 

GALILI (2012): 

Variations on a theme: plant autophagy in 

comparison to yeast and mammals. 

Protoplasma 249, 285-99 

 

BAKER, L. E. (1954):  
The kinetic of the action of pepsin on synthetic 
substrates.  
J. Biol. Chem. 211, 701-716 

 

BARRY, T. N., u. S. J. DUNCAN (1984): 

The role of condensed tannins in the nutritional 

value of Lotus pedunculatus for sheep.  

1. Voluntary intake. 

Br. J. Nutr. 51, 485-491 

 

BARROS, J., H. SERK, I. GRANLUNDZ u. E. 

PESQUET (2015): 

The cell biology of lignification in higher plants. 

Ann. Bot. 115, 1053-1074 

 

BASSHAM, D. C. (2007): 

Plant autophagy – more than a starvation 

response. 

Curr. Opin. Plant Biol. 10, 587-593 

 

BASSHAM, D. C., M. LAPORTE, F. MARTY, 

Y. MORIYASU, Y. OHSUMI, L. J. OLSEN u. K. 

YOSHIMOTO (2006): 

Autophagy in Development and Stress 

Responses of Plants. 

Autophagy 2, 2-11 

https://doi.org/10.4161/auto.2092 

 

BECKER, J. (1994):  

Untersuchungen zum Einfluß eines 

Pansenstimulans auf ruminale Fermentations-

vorgänge des Rindes (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

BEHA, E. M., M. K. THEODOROU, B. J. 

THOMAS u. A. H. KINGSTON-SMITH (2002): 

Grass cells ingested by ruminants undergo 

autolysis which differs from senescence: 

implications for grass breeding targets and 

livestock production.  

Plant Cell Environ. 25, 1299-1312 

https://doi.org/10.4161/auto.2092


Schrifttumsverzeichnis 

202 
 

BHUIYAN, N. H., G. SELVARAJ, Y. WEI u. J. 

KING (2009): 

Role of lignification in plant defense. 

Plant Signal Behav. 4,158-159 

 

BOLLHÖNER, B. (2013): 

Significance of hydrolytic enzymes expressed 

during xylem cell death. 

Umeå, Umeå University, Diss. 

 

BOERJAN, W., J. RALP u. M. BAUCHER 

(2003): 

Lignin Biosynthesis. 

Annu. Rev. Plant Biol. 54, 519-546 

 

BORNEMAN, W. S., u. D. E. AKIN (1990): 

Lignocellulose degradation by rumen fungi and 

bacteria: ultrastructure and cell wall degrading 

enzymes. 

In: AKIN, D. E., L. G. LJUNGDAHL, J. R. 

WILSON u. P. J. HARRIS (Hrsg.):  

Microbial and plant opportunities to improve 

lignocellulose utilization by ruminants. 

Elsevier science publishing co., New York,  

S. 325-339 

 

BORNEMAN, W. S., R. D. HARTLEY, W. H. 

MORRISON, D. E. AKIN u. L. G. LJUNGDAHL 

(1990): 

Feruloyl and p-coumaroyl esterase from 

anaerobic fungi in relation to plant cell wall 

degradation. 

Appl. Microbiol. Biotechnol. 33, 345-351 

 

BORNEMAN, W. S., L. G. LJUNGDAHL, R. D. 

HARTLEY u. D. E. AKIN (1992): 

Purification and partial characterization of two 

feruloyl esterases from the anaerobic fungus 

Neocallimastix strain MC-2.  

Appl. Environ. Microbiol. 58, 3762-3766 

 

BOUDON, A., u. J.-L. PEYRAUD (2001): 

The release of intracellular constituents from 

fresh ryegrass (Lolium perenne L.) during 

ingestive mastication in dairy cows: effect of 

intracellular constituent, season and stage of 

maturity. 

Anim. Feed Sci. Techn. 93, 229-245 

 

BOZHKOV, P. V., L. H. FILONOVA u. M. F. 

SUAREZ (2005): 

Programmed Cell Death in Plant 

Embryogenesis. 

Curr. Top. Dev. Biol. 67, 135-179 

 

BRADFORD, M. M. (1976):  

A rapid and sensitive method for the 

quantitation microgram quantities of protein 

utilizing the principle of protein-dye binding.  

Anal. Biochem. 72, 248-254 

 

BRÖCKER, R. (1996): 

Auswirkungen von Selenzulagen auf 

Fermentationsvorgänge im Pansensaft des 

Rindes (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

BRYANT, M. P. (1959): 

Bacterial species of the rumen.  

Bacteriol. Rev. 23, 125–153 

 

BRYANT, M. P. (2015): 

Succinivibrio. 

In: WHITMAN, W. B.: Bergey’s Manual of 

Systematics of Archaea and Bacteria. 

Verlag John Wiley & Sons, Ltd, New York, 

S. 581-586 

 

BRYANT, M. P., N. SMALL, C. BOUMA u. H. 

CHU (1958): 

Bacteroides ruminicola. N. sp. and 

Succinimonas amylolytica; the new genus and 

species; species of succinic acid-producing 

anaerobic bacteria of the bovine rumen.  

J. Bacteriol. 76, 15-23 

 

BUCHANNAN-WOLLASTON, V., T. PAGE, E. 

HARRISON, E. BREEZE, P. O. LIM, H. G. 

NAM, J.-F. LIN, S.-H. WU, J. SWIDZINSIKI, K. 

ISHIZAKI u. C. J. LEAVER (2005): 

Comparative transcriptome analysis reveals 

significant difference between developmental 

and dark/starvation-induced senescence in 

Aradiopsis.  

Plant J. 42, 567-585 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhuiyan%20NH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19649200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selvaraj%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19649200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19649200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=King%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19649200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=King%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19649200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2637510/
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0070215305670044#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0070215305670044#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0070215305670044#!


Schrifttumsverzeichnis 

203 
 

BUCHER, G. L., C. TARINA, M. HEINLEIN, F. 

DI SERIO, F. MEINS JR. u. V. A. IGLESIAS 

(2001): 

Local expression of enzymatically active class I 

β‐1, 3‐glucanase enhances symptoms of TMV 

infection in tobacco. 

Plant J. 28, 361-369 

https://doi.org/10.1046/j.1365-

313X.2001.01181.x 

 

BUNZEL, M., J. RALPH, H. KIM, F. LU, S. A. 

RALPH, J. M. MARITA, R. D. HATFIELD u. H. 

STEINHART (2003): 

Sinapate dehydrodimers and sinapate-ferulate 

heterodimers in cereal dietary fiber. 

J. Agric. Food. Chem. 51, 1427-1434 

 

BUSH, L.P., H.W. WILKINSON u. C.L. 

SCHARDL (1997): 

Bioprotective alkaloids of grass-fungal 

endophyte symbioses.  

Plant Physiol. 114, 1–7 

 

BUTLER, R. D., u. E. W. SIMON (1971): 

Ultrastructure aspects of senescence. 

Adv. Gerontol. Res. 3, 73-129 

 

CALLIS, J. (1995): 

Regulation of protein degradation.  

Plant Cell 7, 845-857 

 

CAO, B.-B., X. JIN, H.-J. YANG, S.-L. LI u.  

L.-S. JIANG (2015): 

Microbial release of ferulic and p-coumaric 

acids from forages and their digestibility in 

lactating cows fed total mixed rations with 

different forage combinations. 

J. Sci. Food Agric. 96, 650-655 

 

CARPITA, N. C., u. D. M. GIBEAUT (1993):  

Structural models of primary cell walls in 

flowering plants: consistency of molecular 

structure with the physical properties of the 

walls during growth. 

Plant J. 3, 1-30 

 

 

 

 

CARPITA, N. C. (1996): 

Structure and biogenesis of the cell walls of 

grasses.  

Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 47, 

445-476 

 

CARPITA, N. C., M. DEFERNEZ, B. WELLS, 

D. A. SHOUE, G. CATCHPOLE, R. H. 

WILSON u. M. C. McCAN (2001): 

Cell wall architecture of the elongation maize 

coleoptile. 

Plant Physiol. 127, 551-565 

 

CASPERS, M. P. M., F. LOK, K. M. C. 

SINIORGO, M. J. VAN ZEIIL, K. A. NIELSEN 

u. V. C. MILL (2001): 

Synthesis, processing and export of 

cytoplasmic endo‐β‐1,4‐xylanase from barley 

aleurone during germination. 

Plant J. 26, 191-204 

https://doi.org/10.1046/j.0960-

7412.2001.01019.x 

 

CHAWANIT, M. (2003):  

Wirkung anionischer Futterzusätze auf Protein, 

Lipid- und Thiaminstoffwechsel im Pansensaft 

des Rindes (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

CHERNEY, J. H., K. S. ANLIKER, K. A. 

ALBRECHT u. K. V. WOOD (1989): 

Soluble phenolic monomers in forage crops. 

J. Agric. Food Chem. 37, 345-350 

 

CHESSON, A., C. S. STEWART u. R. W. 

WALLACE (1982): 

Influence of plant phenolic acids on growth and 

cellulolytic activity of rumen bacteria.  

Appl. Environ. Microbiol. 44, 597-603 

 

COFFEEN, W. C., u. T. J. WOLPERT (2004): 

Purification and characterization of serine 

protease that exhibit caspase-like activity and 

are associated with programmed cell death in 

Avena sativa.  

Plant Cell 16, 857-873 

 

  

https://doi.org/10.1046/j.1365-313X.2001.01181.x
https://doi.org/10.1046/j.1365-313X.2001.01181.x
https://doi.org/10.1046/j.0960-7412.2001.01019.x
https://doi.org/10.1046/j.0960-7412.2001.01019.x


Schrifttumsverzeichnis 

204 
 

COLEMAN, G. S. (1992): 

The rate of uptake and metabolism of starch 

grains and cellulose particles by Entodinium 

species, Eudiplodinium maggii, some other 

entodiniomorphid protozoa and natural 

protozoal populations taken from the ovine 

rumen. 

J. Appl. Bacteriol. 73, 507-513 

 

COLL, N. S., P. EPPLE u. J. L. DANGL (2011): 

Programmed cell death in the plant immune 

system. 

Cell Death Differ. 18, 1247-1256 

 

COTTA, M. A. (1990): 

Utilization of nucleic acids by Selenomonas 

ruminantium and other ruminal bacteria. 

Appl. Environ. Microbiol. 56, 3867-3870 

 

COSGROVE, D. J. (1999): 

Enzymes and other agents that enhance cell 

wall extensibility. 

Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 50, 

391-417 

 

CREUSS, J. A., A. EUCUENTRA, E. G. 

GAVALDA u. J. BARCELO (1991): 

Binding of polyamines to different 

macromolecules in plants.  

In: GALSTON, A.W. u. A. F. N. TIBURCIO 

(Hrsg.): Polyamines as Modulators of Plant 

Development.  

Verlag Ediciones Peninsular, Madrid, S. 30-34 

 

CUI, X., C. GE, R. WANG, H. WANG, W. 

CHEN, Z. FU u. Y. WANG (2010): 

The BUD2 mutation affects plant architecture 

through altering cytokinin and auxin responses 

in Arabidopsis. 

Cell Res. 20, 576-586 

 

CUI, C., M. ZHAO, B. YUAN, Y. ZHANG u. J. 

REN (2013):  

Effect of pH and pepsin limited hydrolysis on 

the structure and functional properties of 

soybean protein hydrolysates.  

J. Food Sci. 78, 1871-1877 

 

CZERKAWSKI, J. W., u. G. BRECKENRIDGE 

(1977): 

Design and development of a long-term rumen 

simulation technique (Rusitec). 

Br. J. Nutr. 38, 371-384 

 

DAVIN, L. B., u. N. G. LEWIS (1992): 

Phenylpropanoid metabolism: biosynthesis of 

monolignols, lignans and neolignans, lignins 

and suberins.  

In: STAFFORD, H. A. u. R. K., IBRAHIM 

(Hrsg.): Phenolic metabolism in plants.  

Verlag Springer, New York, S. 325-375 

 

DE FIGUEIREDO, M. P. (1994): 

Auswirkungen therapeutischer Gaben 

unterschiedlicher Hefezubereitungen 

(Saccharomyces cerevisae) auf die 

Fermentationsvorgänge im azidotischen 

Pansensaft (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 
 

DE VRIES, R. P., u. J. VISSER (2001): 

Aspergillus enzymes involved in degradation of 

plant cell wall polysaccharides. Microbiol. Mol. 

Biol. Rev. 65, 497-522 

 

DELMER, D. P., u. B. A. STONE. (1988): 

Biosynthesis of plant cell walls.  

In: Preiss, J. (Hrsg.): The Biochemistry of 

Plants. Vol. 14. Carbohydrates. 

Verlag Academic Press, San Diego,  

S. 373-420 

 

DENAULT J.-B., u. G. S. SALVESEN (2002): 

Caspases: Keys in the Ignition of Cell Death. 

Chem. Rev. 102, 4489-4499 

 

DEUSCH, S., A. CAMARINHA-SILVA, J. 

CONRAD, U. BEIFUSS, M. 

RODEHUTSCORD u. J. SEIFERT (2017): 

A structural and functional elucidation of the 

rumen microbiome influenced by various diets 

and microenvironments. 

Front. Microbiol. 8, 1605 

doi: 10.3389/fmicb.2017.01605 

 

  



Schrifttumsverzeichnis 

205 
 

DIAZ-HERNANDEZ, A., M. J. NIXON, F. M. 

BALL, R. A. LENG u. J. B. ROWE (1997):  

Protein-tannin complexes are susceptible to 

proteolytic degradation.  

Proc. New Zeal. Soc. An. 57, 116-119 

 

DIRKSEN, A. (1990):  

Untersuchungen zum Einfluß von 

Magnesiumoxid auf die 

Fermentationsvorgänge im Pansensaft des 

Rindes (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

DISTEFANO, S., J. M. PALMA, M. GOMEZ u. 

L. A. DEL RIO (1997): 

Characterisation of endoproteases from plant 

peroxisomes. 

Biochemical J. 327, 399-405 

 

DOELLING, J. H., J. M. WALKER, E. M. 

FRIEDMAN, A. R. THOMPSON u. R. D. 

VIERSTRA (2002): 

The APG8/12-activating enzyme APG7 is 

required for proper nutrient recycling and 

senescence in Arabidopsis thaliana. 

J. Biol. Chem. 277, 33105-33114 

 

EBHARDT, K. (2018): 

Untersuchungen zum Einfluss von 

Sojazulagen bei Grassilagen mit 

unterschiedlichen Reineiweißgehalten auf 

Schadsubstanzen (Phenolamine) im 

Pansensaft in vitro. 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss.  

 

EICKEN, K. (2005a):  

Mögliche gesundheitliche Probleme von 

Milchkühen bei Grassilage-betonten Rationen.  

Nutztierpr. Aktuell 13, 13-16 

 

EICKEN, K. (2005b):  

Erfahrungen aus der tierärztlichen Praxis bei 

Umsetzung bestimmter, gezielter 

Fütterungsempfehlungen.  

Nutztierpr. Aktuell 14, 56–60 

 

EICKEN, K., u. U. TIEDEMANN (2013):  

Wenn Grassilage krank macht.  

Land & Forst 32, 33-35 

ELIAS, K. (1999):  

Ruminale Fermentation unter chronisch-

azidotischen Bedingungen (in vitro) bei 

unterschiedlicher Vitamin B1-Verfügbarkeit.  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

ENGELS, F. M. (1989): 

Some properties of cell wall layers determining 

ruminant digestion. 

In: CHESSON, A. u. E. R. ORSKOV (Hrsg.): 

Physico-Chemical Characterization of Plant 

Residues for Industrial and Feed Use. 

Verlag Applied Science Publishers, London,  

S. 80-87 

 

ERNST, M., D. B. SILVA, R. R. SILVA, R. Z. N. 

VENCIO u. N. P. LOPES (2014): 

Mass spectrometry in plant metabolomics 

strategies: from analytical platforms to data 

acquisition and processing. 

Nat. Prod. Rep. 31, 784-806 

 

ESTEBAN, R., B. DOPICO, F. J. MUNOZ, S. 

ROMO, I. MARTIN u. E. LABRADOR (2003): 

Cloning of a Cicer arietinum beta-

galactosidase with pectin-degrading function. 

Plant Cell Physiol. 44, 718-725 

 

FAULDS, C. B., u. G. WILLIAMSON (1995): 

Release of ferulic acid from wheat bran by 

ferulic acid esterase (FAE-III) from Aspergillus 

niger.  

Appl. Microbiol. Biotechnol. 43, 1082-1087 

 

FAETH, S.H., D.R. GARDNER, C.J. HAYES, 

A. JANI, S.K.  WITTLINGER u. T.A. JONES 

(2006): 

Temporal and spatial variation in alkaloid 

levels in Achnatherum robustum, a native 

grass infected with the endophyte 

Neotyphodium.  

J. Chem. Ecol. 32, 307–324 

 

FELDMANN, M. (1992):  

Auswirkungen von Aktivkohle auf 

Fermentationsvorgänge im Pansensaft des 

Rindes (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 



Schrifttumsverzeichnis 

206 
 

FORD, C. W., u. R. D. HARTLEY (1989): 

GC/MS characterisation of cyclodimers from  

p‐coumaric and ferulic acids by 

photodimerization - a possible factor 

influencing cell wall biodegradability  

J. Sci. Food Agric. 46, 301-310 

 

FORD, C. W., u. R. D. HARTLEY (1990): 

Cyclodimers of p-coumaric and ferulic acids in 

the cell walls of tropical grasses.  

J. Sci. Food Agric. 50, 29-43 

 

FORSBERG, C. W., K. J. CHENG u. B. A. 

WHITE (1997): 

Polysaccaride degradation in the rumen and 

large intestine.  

In: MACKIE, R. I. u. B. A. WHITE (Hrsg.): 

Gastrointestinal Microbiology 

Verlag Chapman and Hall, New York, 

S. 319-379 

 

FRANK, A. (1998):  

Einfluß einer Fusarien verdorbenen Heucharge 

auf Keimzahlen ruminaler Bakteriengruppen 

(in-vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

FRIEHOLD, K. (2019): 

Untersuchungen zum Einfluss von 

Sojazulagen bei Grassilagen mit 

unterschiedlichen Reineiweißgehalten auf 

diphenolische Verbindungen im mit Enzymen 

aufgeschlossenen Pansensaft in vitro. 

Hannover, Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

FRY, S. C. (1986): 

Cross-linking of matrix polymers in the growing 

cell walls of angiosperms. 

Annu. Rev. Plant Physiol. 37, 165-186 

 

FRY, S. C. (2004): 

Primary cell wall metabolism: tracking the 

careers of wall polymers in living plant cells. 

New Phytol. 161, 641-675 

FUJITA, M., Y. FUJITA, Y. NOUTOSHI, F. 

TAKAHASHI, Y. NARUSAKA, K. 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI u. K. SHINOZAKI 

(2006): 

Crosstalk between abiotic and biotic stress 

responses: a current view from the points of 

convergence in the stress signaling networks. 

Curr. Opin. Plant Biol. 9, 436-442 

 

GABEL, M., u. A. BICKEL (2006): 

Die Silierung eiweißreicher 

Grünfutterleguminosen – Untersuchungen zur 

Proteolyse und deren Beeinflussbarkeit. 

Schlussbericht zum Projekt 01 HS 023. 

Univ. Rostock, Agrar-Umweltwiss. Fak., 

Rostock 

 

GAILLARD, B. D. E., u. G. N. RICHARDS 

(1975): 

Presence of soluble lignin-carbohydrate 

complexes in the bovine rumen. 

Carbohydr. Res. 42, 135-145 

 

GAN, J., H. CHEN, J. LIU, Y. WANG, S. 

NIRASAWA u. Y. CHENG (2016): 

Interactions of β-conglycinin (7S) with different 

phenolic acids – Impact on structural 

characteristics and proteolytic degradation of 

proteins. 

Int. J. Mol. Sci. 17, 1-13 

 

GASKELL, S. J. (1997): 

Electrospray: principles and practice. 

J. Mass Spectrom. 32, 677-688 

 

GAST, A. (2010):  

Untersuchungen zum Einfluss von Grassilagen 

mit auffälligen Reineiweißgehalten auf die Zahl 

der Bakterien und der Protozoen im 

Pansensaft (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

  



Schrifttumsverzeichnis 

207 
 

GE, C., X. CUI, Y. WANG, Y. HU, Z. FU, D. 

ZHANG u. J. LI (2006): 

BUD2, encoding an S-adenosylmethionine 

decarboxylase, is required for Arabidopsis 

growth and development.  

Cell Res. 16, 446-456 

 

GESELL, A. (2008): 

Identifizierung der Salutaridinsynthase 

CYP719B1 und einer FAD-abhängigen 

Oxygenase der Benzylisochinolin-

alkaloidbiosynthese. 

Halle-Wittenberg, Martin-Luther-Univ., Diss. 

 

GÖRES, N. (2016):  

Einfluss von Soja auf den ruminalen 

Phenolgehalt und den Kohlenhydrat-

stoffwechsel bei Grassilagen mit 

unterschiedlichen Reineiweißgehalten in vitro.  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

GOUJON, T., Z. MINIC, A. EL AMRANI, O. 

LEROUXEL, E. ALETTI, C. LAPIERRE, 

J. P. JOSELEAU u. L. JOUANIN (2003): 

AtBXL1, a novel higher plant (Arabidopsis 

thaliana) putative beta-xylosidase gene, is 

involved in secondary cell wall metabolism and 

plant development. 

Plant J. 33, 677-690 

 

GRABBER, J.-H., J. RALPH, C. LAPIERRE u. 

Y. BARRIÈREC (2004): 

Genetic and molecular basis of grass cell-wall 

degradability. I. Lignin–cell wall matrix 

interactions. 

C.R. Biologies 327, 455-465 

 

GRESNER, N. (2011):  

Untersuchungen zum Einfluss von Grassilagen 

mit niedrigen Reineiweißgehalten auf den 

Eiweißstoffwechsel im Pansensaft in-vitro.  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

GRESNER, N., K.-H. SÜDEKUM u. M. 

HÖLTERSHINKEN (2014):  

Umsetzung von Stickstoffverbindungen des 

Futters im Pansen.  

Übers. Tierernährg. 42, 27-80 

 

GRESNER, N., A. WICHERN, L. LUMPP, M. 

HOEDEMAKER u. M. HÖLTERSHINKEN 

(2015):  

Effects of grass silages with two levels of free 

amino acids on degradation of amino acids 

and fixation of nitrogen in bacterial protein in 

bovine ruminal fluid using the rumen simulation 

technique (Rusitec). 

Anim. Feed Sci. Technol. 202, 1-11 

 

GRUBER, L. (2009): 

Chemische Zusammensetzung, Analytik und 

Bedeutung pflanzlicher Gerüstsubstanzen in 

der Ernährung der Wiederkäuer. 

Übers. Tierernähr. 37, 45-86 

 

GUNAWARDENA, A. H. L. A. N. (2008): 

Programmed cell death and tissue remodeling 

in plants. 

J. Exp. Bot. 59, 445-451 

 

HAMLIN, L. J., u. R. E. HUNGATE (1956): 

Culture and physiology of a starch-digesting 

bacterium (Bacteroides amylophilus n. sp.) 

from the bovine rumen. 

J. Bac. 72, 548-554. 

 

HANAOKA, H., T. NODA, Y. SHIRANO, T. 

KATO, H. HAYASHI, D. SHIBATA, S. TABATA 

u. Y. OHSUMI (2002): 

Leaf senescence and starvation-induced 

chlorosis are accelerated by the disruption of 

an Arabidopsis autophagy gene. 

Plant Physiol. 129, 1181-1193 

 

HAN, S., B. YU, Y. WANG u. Y. LIU (2011): 

Role of plant autophagy in stress response. 

Protein Cell. 2, 784-791 

 

HARA-NISHIMURA, I., u. N. HATSUGAI 

(2011): 

The role of vacuole in plant cell death. 

Cell Death Differ. 18, 1298-1304 

 

HARTLEY, R. D. (1972): 

p-Coumaric and ferulic acid components of cell 

walls of ryegrass and their relationship with 

lignin and digestibility. 

J. Sci. Food Agric. 23, 1347-1354 



Schrifttumsverzeichnis 

208 
 

HARTLEY, R. D., E. C. JONES u. T. M. 

WOOD (1976): 

Carbohydrates and carbohydrate esters of 

ferulic acid released from cell walls of Lolium 

multiflorum by treatment with cellulolytic 

enzymes. 

Phytochemistry 15, 305-307 

https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)89009-

3 

 

HATFIELD, R. D., J. RALPH u. J. H. 

GRABBER (1999): 

Cell wall cross-linking by ferulates and 

diferulates in grasses.  

J. Sci. Food Agric. 79, 403-407 

 

HATFIELD, R. D., D. M. RANCOUR u. J. M. 

MARITA (2017): 

Grass Cell Walls: A Story of Cross-Linking. 

Front. Plant Sci. 7, 2056 

https://doi.org/10.3389/fpls.2016.02056 

 

HAYWARD, A. P., J. TSAO u. S. P. DINESH-

KUMAR (2009): 

Autophagy and plant innate immunity: Defense 

through degradation. 

Semin. Cell Dev. Biol. 20, 1041-1047 

 

HELAL, A., D. TAGLIAZUCCHIA, E. 

VERZELLONIA u. A. CONTEA (2014): 

Bioaccessibility of polyphenols and 

cinnamaldehyde in cinnamon beverages 

subjected to in vitro gastro-pancreatic 

digestion. 

J. Funct. Foods 7, 506-516 

https://doi.org/10.1016/j.jff.2014.01.005 

 

HENDERSON, G., F. COX, S. GANESH, A. 

JONKER, W. YOUNG u. P. H. JANSSEN 

(2015): 

Rumen microbial community composition 

varies with diet and host, but a core 

microbiome is found across a wide 

geographical range.  

Sci. Rep. 5, 14567 

https://doi.org/10.1038/srep14567 

 

 

HENRISSAT, B., P. M. COUTINHO u. G. J. 

DAVIES (2001): 

A census of carbohydrateactive enzymes in 

the genome of Arabidopsis thaliana.  

Plant Mol. Biol. 47, 55-72 

 

HENRISSAT, B., u. A. BAIROCH (1993): 

New families in the classification of glycosyl 

hydrolases based on amino acid sequence 

similarities. 

Biochem. J. 293, 781-788 

 

HERON, S. J. E., R. A. EDWARDS u. P. 

PHILLIPS (1989): 

Effect of pH on the Activity of Ryegrass Lolium 

multiflorum Proteases. 

J. Sci. Food Agric. 46, 261-277 

 

HESPELL, R. B., D. E. AKIN u. B. A. 

DEHORITY (1997): 

Bacteria, fungi, and protozoa of the rumen.  

In: MACKIE, R. I., B. A. WHITE u. R. E. 

ISAACSON (Hrsg.): Gastrointestinal 

Microbiology. 

Verlag Chapman and Hall, New York, 

S. 59-114 

 

HESPELL, R. B. (1992): 

The Genera Succinivibrio and Succinimonas. 

In: BALOWS, A., H. G. TRÜPER, M. 

DWORKIN, W. HARDER u. K.-H. SCHLEIFER 

(Hrsg.): The prokaryotes: A handbook on the 

biology of bacteria: Ecophysiology, isolation, 

Identification, applications. 

Verlag Springer, New York,  

S. 3979-3982 

 

HOFIUS, D., D. MUNCH, S. 

BRESSENDORFF, J. MUNDY u. M. 

PETERSEN (2011): 

Role of autophagy in disease resistance and 

hypersensitive response-associated cell death. 

Cell Death Diff. 18, 1257-1262 

doi:10.1038/cdd.2011.43 

 

  

https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)89009-3
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)89009-3
https://doi.org/10.3389/fpls.2016.02056
https://doi.org/10.1016/j.jff.2014.01.005
https://doi.org/10.1038/srep14567


Schrifttumsverzeichnis 

209 
 

HÖHLING, A. (2000):  

Auswirkungen von verschimmeltem Futter, 

chronischer Pansenazidose sowie Schwefel-

Zulagen auf die Protozoenpopulation im 

Pansen (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

HOJ, P. B., u. G. B. FINCHER (1995): 

Molecular evolution of plant beta-glucan 

endohydrolases. 

Plant J. 7, 367-379 

 

HOLLOWAY, C. J., G. BRUNNER, E. 

SCHMIDT u. F. W. SCHMIDT (1979): 

Rapid photometric assay of total free phenols 

in serum for prognosis in liver failure and for 

monitoring effectiveness of haemoperfusion. 

In: SIDEMAN, S. u. T. M. S. CHANG (Hrsg.): 

Hemoperfusion: kidney and liver support and 

detoxification. 

Hemisphere Pub. Corp., Washington, 

S. 139-148 

 

HÖLTERSHINKEN, M. (1990):  

In-vitro Untersuchungen über die Wirkungen 

von Baquiloprim/Sulfadimidin auf die 

Fermentationsvorgänge im Pansensaft des 

Rindes.  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

HÖLTING, K. (1993): 

Untersuchungen zum Vorkommen freier 

Phenole im Blut bei Kühen mit linksseitiger 

Labmagenverlagerung und Leberverfettung. 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

HOUSTON, K., M. R. TUCKER, J. 

CHOWDHURY, N. SHIRLEY u. A. LITTLE 

(2016): 

The plant cell wall: A complex and dynamic 

structure as revealed by the response of genes 

under stress conditions. 

Front. Plant Sci. 7, 984 

https://doi.org/10.3389/fpls.2016.00984 

 

 

 

 

 

HÜBNER, E. (2001): 

Untersuchungen zum Gehalt von Thiamin und 

seinen Derivaten im Pansensaft des Rindes 

nach Verfütterung von mit Alternaria alternata 

verpilztem Heu (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

HUNGER, T. (2014): 

Untersuchungen zum Flavonoidgehalt im Blut 

von Rindern. 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

HURA, T., K. HURA, A. OSTROWSKA, M. 

GRZESIAK u. K. DZIURKA (2013): 

The cell wall-bound phenolics as a biochemical 

indicator of soil drought resistance in winter 

triticale. 

Plant Soil Environ. 59, 189-195 

 

HUNSCHE, C. (2017): 

In vitro Verdauungsstudien im RUSITEC mit 

Pansensaft vom Rind zum Vorkommen von 

phenolhaltigen Substanzen aus Grassilagen 

sowie deren Bindungsverhalten mit Eiweißen. 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

HRMOVA, M., u. G. B. FINCHER (2001): 

Structure-function relationships of β-D-glucan 

endo- and exohydrolases from higher plants. 

Plant Mol. Biol. 47, 73-91 

 

IGAMBERDIEV, A. U., K. BARON, N. 

MANAC’H-LITTLE, M. STIMENOVA u. R. D. 

HILL (2005): 

The heamoglobin/nitric oxide cycle: 

Involvement in flooding stress and effects on 

hormone signaling.  

Ann. Bot. 96, 557-564 

 

ILLE, M. (2017): 

Auswirkungen von Soja und Grassilagen mit 

unterschiedlichen Reineiweißgehalten auf den 

ruminalen Eiweißstoffwechsel in vitro. 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

  

https://doi.org/10.3389/fpls.2016.00984


Schrifttumsverzeichnis 

210 
 

IRLE, A. (2011): 

Untersuchungen zum Einfluss von 

Clostridiengaben bei Grassilagen mit auffällig 

niedrigen Reineiweißanteilen auf die 

Pansenfermentation (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

ISHII, T. (1997): 

Structure and functions of feruloylated 

polysaccharides.  

Plant Sci. 127, 111-127 

 

ISHII, T., u. T. HIROI (1990): 

Isolation and characterization of feruloylated 

Arabinoxylan oligosaccharides from bamboo 

shoot cell walls.  

Carbohydr. Res. 196, 175-183 

 

IZUMI, M., S. WADA, A. MAKINO u. H. ISHIDA 

(2010): 

The autophagic degradation of chloroplasts via 

rubisco-containing bodies is specifically linked 

to leaf carbon status but not nitrogen status in 

Arabidopsis. 

Plant Physiol. 154, 1196-1209 

 

JAMI, E., u. I. MIZRAHI (2012): 

Composition and similarity of bovine rumen 

microbiota across individual animals. 

PloS ONE 7, e33306 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0033306 

 

JASPER, M. (2000):  

Untersuchungen zum Einfluß von Sulfat auf 

den Thiamin- und Thiaminderivatgehalt im 

bovinen Pansensaft (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

JONES, J. D. G., u. J. L. DANGL (2006): 

The plant immune system. 

Nature 444, 323-329 

 

JUNG, H.-J. G. (1997): 

Analysis of Forage Fiber and Cell Walls in 

Ruminant Nutrition. 

J. Nutr. 127, 110-113 

 

 

 

JUNG, H.-J. G. (2003): 

Maize stem tissues: ferulate deposition in 

developing internode cell walls.  

Phytochemistry, 63, 543-549 

 

JUNG, H.-J. G., u. M. S. ALLEN (1995): 

Characteristics of Plant Cell Walls Affecting 

Intake and Digestibility of Forages by 

Ruminants. 

J. Anim. Sci. 73, 2774-2790 

 

KAMKE, J., S. KITTELMANN, P. SONI, Y. LI, 

M. TAVENDALE, S. GANESH, P. H. 

JANSSEN, W. SHI, J. FROULA, E. M. RUBIN 

u. G. T. ATTWOOD (2016): 

Rumen metagenome and metatranscriptome 

analyses of low methane yield sheep reveals a 

Sharpea-enriched microbiome characterised 

by lactic acid formation and utilisation. 

Microbiome 4, 56 

https://doi.org/10.1186/s40168-016-0201-2 

 

KAMPHUES, J., M. COENEN, K. EDER, C. 

IBEN, E. KIENZLE, A. LIESEGANG, 

Q. ZEBELI u. J. ZENTEK (2014): 

Supplemente zu Vorlesungen und Übungen in 

der Tierernährung. 

12. Aufl., Verlag M. & H. Schaper, Hannover, 

S. 19-12, 71-84, 140 

 

KANOUN, M., M. J. P. GOULAS u. J.-P. 

BIOLLEY (2001): 

Effect of a chronic and moderate ozone 

pollution on the phenolic pattern of bean 

leaves (Phaseolus vulgaris L. cv Nerina): 

relations with visible injury and biomass 

production. 

Biochem. Syst. Ecol. 29, 443-457 

 

KINGSTON-SMITH, A. H., u. M. K. 

THEODUROU (2000): 

Post-ingestion metabolism of forage in the 

rumen. Tansley review.  

New Phytol. 148, 37-55 

  

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0033306
https://doi.org/10.1186/s40168-016-0201-2


Schrifttumsverzeichnis 

211 
 

KINGSTON-SMITH, A. H., A. L. BOLLARD, I. 

P. ARMSTEAD, B. J. THOMAS u. M. K. 

THEODOROU (2003a):  

Proteolysis and cell death in clover leaves is 

induced by grazing.  

Protoplasma 220, 119-129 

 

KINGSTON-SMITH, A. H., A. L. BOLLARD, B. 

J. THOMAS, A. E. BROOKS u. M. K. 

THEODOROU (2003b):  

Nutrient availability during the early stages of 

colonization of fresh forage by micro-

organisms.  

New Phytol. 158, 119-130 

 

KINGSTON-SMITH, A. H., R. J. MERRY, D. K. 

LEEMANS, H. THOMAS u. M. K. 

THEODOROU (2005):  

Evidence in support of a role for plant 

mediated proteolysis in the rumen of grazing 

animals.  

Br. J. nutr. 93, 73-79 

 

KINGSTON-SMITH, A. H., T. E. DAVIES, J. E. 

EDWARDS u. M. K. THEODOROU (2008): 

From plants to animal; the role of plant cell 

death in ruminant herbivores. 

J. Exp. Bot. 59, 521-532 

 

KINGSTON-SMITH, A. H., T. E. DAVIES, J. E. 

EDWARDS, A. GAY u. L. A. J. MUR (2012): 

Evidence for a role for foliar salicylic acid in 

regulating the rate of post-ingestive protein 

breakdown in ruminants and contributing to 

landscape pollution.  

J. Exp. Bot. 63, 3243-3255 

 

KOO, S. I., u. S. K. NOH (2007): 

Green tea as inhibitor of the intestinal 

absorption of lipids: Potential mechanism for its 

lipid-lowering effect.  

J. Nutr. Biochem. 18, 179-183 

 

KOTAK, S., J. LARKINDALE, U. LEE, P. 

KOSKULL-DORING, E. VIERLING u. K.-D. 

SCHARF (2007):  

Complexity of the heat stress response in 

plants.  

Curr. Opin. Plant Biol. 10, 310-316 

KOURTIS, N., u. N. TAVERNARAKIS (2009): 

Autophagy and cell death in model organisms.  

Cell Death Differ. 16, 21-30 

 

KRAKOW, L. (1992): 

Untersuchungen (RUSITEC-System) zum 

Einfluss von Magnesiumoxid auf 

Fermentationsvorgänge im Panseninhalt des 

Rindes. 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

KRAMER, H. (1993):  

Auswirkungen von Aditoprim auf 

Fermentationsvorgänge im Pansensaft des 

Rindes (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

KRAUSE, D. O., S. E. DENMAN, I. R. MACKI, 

M. MORRISON, A. L. RAE, G. T. ATTWOOD 

u. C. S. McSWEENEY (2003): 

Opportunities to improve fiber degradation in 

the rumen: microbiology, ecology, and 

genomics. 

FEMS Microbiol. Rev. 27, 663-693 

 

KRAUSE, P. (2002): 

Untersuchungen zum Thiamingehalt und 

seinen Derivaten im Pansensaft des Rindes 

nach Verfütterung von mit Ulocladium 

chartarum verpilztem Heu unter Thiaminzulage 

(in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

KUMAR, A., T. ALTABELLA, M., TAYLOR u. 

A. F. TIBURCIO (1997): 

Recent advances in polyamine research.  

Trends Plant Sci. 2, 124-130 

 

LEAH, R., J. KIGEL, I. SVENDSEN u. 

J. MUNDY (1995): 

Biochemical and molecular characterization of 

a barley seed beta-glucosidase. 

J. Biol. Chem. 270, 15789-15797 

 

  



Schrifttumsverzeichnis 

212 
 

LEEDLE, J. A. Z., M. P. BRYANT u. R. B. 

HESPELL (1982): 

Diurnal variations in bacterial numbers and 

fluid parameters in ruminal contents of animals 

fed low- or high-forage diets. 

Appl. Environ. Microbiol. 44, 402-412 

 

LeGALL, H., F. PHILIPPE, J.-M. DOMON, F. 

GILLET, J. PELLOUX u. C. RAYON (2015): 

Cell Wall Metabolism in Response to Abiotic 

Stress. 

Plants 4, 112-166 

 

LEVINE B., u. D. J. KLIONSKY (2004): 

Development by self-digestion: molecular 

mechanisms and biological functions of 

autophagy.  

Dev. Cell 6, 463-477 

 

LEY, R. E., M. HAMADY, C. LOZUPONE, P. 

TURNBAUGH, R. R. RAMEY, J. S. BIRCHER, 

M. L. SCHLEGEL, T. A. TUCKER, M. D. 

SCHRENZEL, R. KNIGHT u. J. I. GORDON 

(2008): 

Evolution of mammals and their gut microbes.  

Science 320, 1647-1651 

doi: 10.1126/science.1155725 

 

LIU Y., u. D. C. BASSHAM (2012): 

Autophagy: pathways for self-eating in plant 

cells. 

Annu. Rev. Plant Biol. 63, 215-237 

http://dx.doi.org/10.1146/annurev-arplant-

042811-105441 

 

LOWE, S. E., M. K. THEODOROU u. A. P. 

TRINCI (1987): 

Cellulases and xylanase of an anaerobic 

rumen fungus grown on wheat straw, wheat 

straw holocellulose, cellulose, and xylan.  

Appl. Environ. Microbiol. 53, 1216-1223 

 

LUMPP, L. (2011): 

Einfluss von Grassilagen mit niedrigen 

Reineiweißanteilen auf den 

Kohlenhydratstoffwechsel im Pansensaft in 

vitro. 

Hannover, Tierärtzl. Hochsch., Diss.  

 

MACKIE, R. I. (1997): 

Gut environment and evolution of mutualistic 

fermentative digestion. 

In: MACKIE, R. I. u. B. A. WHITE (Hrsg.): 

Gastrointestinal Microbiology, Vol. 1. 

Verlag Chapman and Hall, New York, S. 

13-35 

 

MAIWORM, K. (1994): 

Wirkungen havarierter Maissilage auf 

Fermentationsvorgänge im Pansensaft des 

Rindes (in vitro). 

Hannover, Tierärzt. Hochsch., Diss. 

 

MAKONI, N. F., J. A. SHELFORD, S. NAKAI, 

L. J. FISCHER u. W. MAJAK (1993): 

Characterization of protein fractions in fresh, 

wilted, and ensiled alfalfa. 

J. Dairy Sci. 76, 1934-1944 

 

MARMANN, A. (2014): 

Bioaktive Sekundärmetabolite aus 

endophytischen Pilzen. 

Düsseldorf, Heinrich-Heine-Univ., Diss. 

 

MARTINEZ-GONZALEZ, A. I, Á. G. DÍAZ-

SÁNCHEZ, L. A. DE LA ROSA, C. L. 

VARGAS-REQUENA, L. BUSTOS-JAIMES u. 

E. ALVAREZ-PARRILLA (2017): 

Polyphenolic Compounds and Digestive 

Enzymes: In Vitro Non-Covalent Interactions. 

Molcules 22, 669 

https://doi.org/10.3390/molecules22040669 

 

MATHEW, S., u. T. E. ABRAHAM (2004): 

Ferulic Acid: An antioxidant found naturally in 

plant cell walls and feruloyl esterases involved 

in its release and their applications. 

Crit. Rev. Biotechnol. 24, 59-83  

 

MATSUI, K., S. KURISHITA, A. HISAMITSU u. 

T. KAJIWARA (2000): 

A lipid-hydrolysing activity involved in hexenal 

formation. 

Biochem. Soc. Trans. 28, 857-860 

 

  

http://dx.doi.org/10.1146/annurev-arplant-042811-105441
http://dx.doi.org/10.1146/annurev-arplant-042811-105441
https://doi.org/10.3390/molecules22040669


Schrifttumsverzeichnis 

213 
 

MAURUSCHAT, A. (1996):  

Untersuchungen zum Einfluss von Roquefortin 

auf Fermentationsvorgänge im Panseninhalt 

des Rindes (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

McALLISTER, T. A., K.-J. CHENG, M. L. 

RODE u. C. W. FORSBERG (1990):  

Digestion of barley, maize, and wheat by 

selected species of ruminal bacteria. 

Appl. Environ. Microbiol. 56, 3146-3153 

 

McDOUGALL, E. I. (1948): 

Studies on ruminant saliva. 1. The composition 

and output of sheep’s saliva. 

Biochem. J. 43, 99-109 

 

McMANUS, J. P., K. G. DAVIS, J. E. BEART, 
S. H. GAFFNEY, T. H. LILLEY u. E. HASLAM 
(1985): 
Polyphenol interactions. Part 1. Introduction; 
some observations on the reversible 
complexation of polyphenols with proteins and 
polysaccharides. 
J. Chem. Soc. Perkin Trans. II 28, 1429-1438 
 
McMANUS, J. P., K. G. DAVIS, T. H. LILLEY 
u. E. HASLAM (1981): 
The association of proteins with polyphenols. 
J. Chem. Soc. Chem. Comm. 7, 309-311 
 

McSWEENEY, C. S., A. DULIEU, Y. 

KATAYAMA u. J. B. LOWRY (1993): 

Solubilization of lignin by the rumen anaerobic 

fungus Neocallimastix patriciarum.  

Appl. Environ. Microbiol. 60, 2985-2989 

 

MENGISTU, D. (1990):  

Phenol-Bestimmung beim Hund unter 

besonderer Berücksichtigung von Gastro-

enteropathien.  

München, L. M. Univ., Tierärztl. Fak., Diss. 

 

MEZGER, J. (2005): 

Gesichtete Homöopathische Arzneimittellehre. 

12. Aufl., Band 1, Haug Verlag, Stuttgart, 

S. 617-620 

 

 

 

 

MICHELI, F. (2001): 

Pectin methylesterases: cell wall enzymes with 

important roles in plant physiology. Trends 

Plant Sci. 6, 414-419 

 

MIN, J., X. MENG-XIA, Z. DONG, L. YUAN, 

L. XIAO-YU u. C. XING (2004): 

Spectroscopic studies on the interaction of 

cinnamic acid and its hydroxyl derivatives with 

human serum albumin. 

J. Mol. Struct. 692, 71-80 

 

MINIC, Z., u. L. JOUANIN (2005): 

Plant glycoside hydrolases involved in cell wall 

polysaccharide degradation. 

Plant Physiol. Biochem. 44, 435-449 

 

MINIC, Z., C. RIHOUEY, C.-T. DO, P. 

LEROUGE u. L. JOUANIN (2004): 

Purification and characterization of enzymes 

exhibiting beta-D-xylosidase activities 

in stem tissues of Arabidopsis. 

Plant Physiol. 135, 867-878 

 

MITTROWANN, M. (1999):  

Untersuchungen zum Einfluß von Sulfit auf den 

Thiamin- und Derivatgehalt im bovinen 

Pansensaft (in-vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

MIZUSHIMA, N. (2007): 

Autophagy: process and function.  

Genes Dev. 21, 2861-2873 

 

MØLHØJ, M., P. ULVSKOV u. F. D. DEGAN 

(2001): 

Characterization of a Functional Soluble Form 

of a Brassica napus Membrane-Anchored 

Endo-1,4-β-Glucanase Heterologously 

Expressed in Pichia pastoris. 

Plant Physiol. 127, 674-684 

 

MOSCHOU, P. N., u. K. A. ROUBELAKIS-

ANGELAKIS (2014): 

Polyamines and programmed cell death.  

J. Exp. Bot. 65, 1285-1296 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molhoj%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11598241
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ulvskov%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11598241


Schrifttumsverzeichnis 

214 
 

MORRIS, K., H. THOMAS u. L. J. ROGERS 

(1996): 

Endopeptidases during the development and 

senescence of Lolium temulentum leaves.  

Phytochemistry 41, 377-384 

 

MORRISON, I. M. (1974): 

Structural investigations on the lignin 

carbohydrate complexes of Lolium perenne.  

Biochem. J. 139, 197-204 

 

MUCK, R. E., L. E. MOSER u. R. R. PITT 

(2003): 

Postharvest factors affecting ensilage. 

In: BUXTON, D. R., R. E. MUCK u. J. H. 

HARRISON (Hrsg.): Silage Science and 

Technology, Agronomy Monograph 42. 

Verlag ASA-CSSA-SSSA, Madison,  

S. 251-304 

 

MÜLLER-ÖZKAN, E. (2002):  

Untersuchungen zu möglichen Auswirkungen 

anionischer Futterzusätze auf den 

Kohlenhydratstoffwechsel im Pansensaft des 

Rindes (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

MÜNTZ, K. (2007): 

Protein dynamics and proteolysis in plant 

vacuoles. 

J. Exp. Bot. 58, 2391-2407 

 

NULTSCH, W. (2001): 

Allgemeine Botanik.  

11. Aufl., Verlag Georg Thieme, Stuttgart, New 

York, S. 133-147 

 

ODENKIRCHEN, S. (1992):  

Auswirkungen von Kupfersulfat auf die 

Fermentation von Stärke und Harnstoff im 

Pansensaft des Rindes (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

 

 

 

 

 

OPASSIRI, R., Y. HUA, O. WARA-ASWAPATI, 

T. AKIYAMA, J. SVASTI, A. ESEN u. 

J. R. KETUDAT CAIRNS (2004): 

Beta-glucosidase, exo-beta-glucanase and 

pyridoxine transglucosylase activities of rice 

Bglu1. 

Biochem. J. 379,125-131 

 

ORPIN, C. G. (1988): 

Genetic approchoaches to the improvement of 

lignocellulose degradation in the rumen. 

In: AUBERT, J.-P., P. BEGUIN u. J. MILLET 

(Hrsg.): Biochemistry and Genetics of 

Cellulose Degradation. 

Verlag Academic Press, London, S. 172-179 

 

OSTENFELD LARSEN, T., N.B. PERRY u. B. 

ANDERSEN (2003): 

Infectopyrone, a potential mycotoxin from 

Alternaria infectoria.  

Tetrahedron Lett. 44, 4511-4513 

 

OZDAL, T., E. CAPANOGLU u. F. ALTAY 

(2013): 

A review on protein-phenolic interactions and 

associated changes. 

Food Res. Int. 51, 954-970 

 

ÖZMEN, S. (2014):  

Untersuchungen zur Biosynthese und 

Degradation sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe 

in der Rinderernährung.  

Hannover, G. W. Leibniz Univ., Nat. Fak., Diss. 

 

PAHLOW, G., R. E. MUCK, F. DRIEHUIS, S. 

J. W. H. O. ELFERINK u. S. F. SPOELSTRA 

(2003): 

Microbiology of ensiling.  

In: BUXTON D. R., R. E. MUCK u. H. J. H. 

WISCONSIN: Silage science and technology.  

Verlag ASA-CSSA-SSSA, Madison, S. 31-94 

 

  



Schrifttumsverzeichnis 

215 
 

PASQUALINI, S., C. PICCIONI, L. REALE, L. 

EDERLI, G. D. TORRE u. F. FERRANT 

(2003): 

Ozone-Induced Cell Death in Tobacco Cultivar 

Bel W3 Plants. The Role of Programmed Cell 

Death in Lesion Formation. 

Plant Physiol. 133, 1122-1134 

 

PFISTER-SIEBER, M., u. R. BRANDLE 

(1994): 

Aspects of plant behavior under anoxia and 

postanoxia.  

Proc. Roy. Soc. B 102, 313-324 

 

PETERSON, L. W., u. R. C. HUFFAKER 

(1975): 

Loss of Ribulose 1,5-Diphosphate Carboxylase 

and increase in proteolytic activity during 

senescence of detached primary barley leaves. 

Plant Physiol. 55, 1009-1015 

 

PICHARD, G. R., B. R. TESSER, C. VIVES, C. 

SOLARI, A. HOTT u. R. E. LARRAÍN (2006): 

Proteolysis and 215haracterization of 

peptidases in forage plants.  

Agronomy J. 98, 1392-1399 

 

PLITT, U. (1995):  

Einfluß von verpilztem Gras auf intraruminale 

Fermentation und Thiaminstoffwechsel des 

Rindes (in-vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

PRIGENT, S. V. E., H. GRUPPEN, A. J. W. G. 

VISSER, G. A. VAN KÖNINGSVELD, G. A. H. 

DE JONG u. A. G. J. VORAGEN (2003): 

Effects of Non-covalent Interactions with 5-O-

Caffeoylquinic Acid (Chlorogenic Acid) on the 

Heat Denaturation and Solubility of Globular 

Proteins. 

Agric. Food Chem. 51, 5088-5095 

https://doi.org/10.1021/jf021229w 

 

QUIDEAU, S., u. J. RALPH (1997): 

Lignin-ferulate cross-links in grasses. Part 4: 

Incorporation of 5–5-coupled diferulate into 

lignin. 

J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 2351-2358 

 

RAAZ, A. (1993):  

Aktivitätsveränderungen (in vitro) von 

Pansensaft des Rindes in Abhängigkeit von Art 

und Dauer der extraruminalen Lagerung.  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

RAHMAN, A. K., N. SUGITANI, M. HATSU u. 

K. TAKAMIZAWA (2003): 

A role of xylanase, α-L-arabinofuranosidase, 

and xylanase in xylan degradation. 

Can. J. Microbiol. 49, 58-64 

 

RALET, M. C., C. B. FAULDS, G. 

WILLIAMSON u. J. F. THIBAULT (1994): 

Degradation of feruloylated oligosaccharides 

from sugarbeet pulp and wheat bran by ferulic 

acid esterase from Aspergillus niger.  

Carbohyd. Res. 263, 257-269 

 

RALPH, J., R. D. HATFIELD, J. H. GRABBER, 

H.-J. G. JUNG, S. QUIDEAU u. R. F. HELM 

(1998): 

Cell wall cross-linking in grasses by ferulates 

and diferulates. 

In: LEWIS, N. G. u. S. SARKANEN (Hrsg.): 

Lignin and Lignan Biosynthesis. 

Verlag American Chemical Society, 

Washington DC, S. 209-236 

 

RASMUSSEN, M. A. (1993): 

Isolation and characterization of Selenomonas 

ruminantium strains capable of 2-deoxyribose 

utilization. 

Appl. Environ. Microbiol. 59, 2077-2081 

 

RATHJENS, U. (1999):  

Auswirkungen von Hefezulagen auf 

Fermentationsvorgänge im chronisch 

azidotischen Pansensaft (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

RAWEL, H. M., K. MEIDTNER u. J. KROLL 

(2005): 

Binding of Selected Phenolic Compounds to 

Proteins. 

J. Agric. Food Chem. 53, 4228-4235 

 

  

https://doi.org/10.1021/jf021229w


Schrifttumsverzeichnis 

216 
 

REAPE, T. J. u. P. F. McCABE (2010): 

Apoptotic-like regulation of programmed cell 

death in plants. 

Apoptosis 15, 249-256 
 

RODRIGUES, M. A. M., C. M. GUEDES, J. W. 

CONE, A. H. VAN GELDER, L. M. M. 

FERREIRA u. C. A. SEQUEIRA (2007): 

Effects of phenolic acid structures on meadow 

hay digestibility. 

Anim. Feed Sci. Technol. 136, 297-311  

 

ROKKA, A., L. X. ZHANG u. E. M. ARO 

(2001): 

Rubisco activase: an enzyme with a 

temperature-dependent dual function?  

Plant J. 24, 463-471 

 

ROSE, J. K., J. BRAAN, S. C. FRY u. 

K. NISHITANI (2002): 

The XTH family of enzymes involved in 

xyloglucan endotransglucosylation and 

endohydrolysis: current perspectives and a 

new unifying nomenclature. 

Plant Cell Physiol. 43, 1421-1435 

 

RUMBAK, E., D. E. RAWLINGS, G. G. 

LINDSEY u. D. R. WOODS (1991): 

Cloning, nucleotide sequence, and enzymatic 

characterization of an alpha-amylase from the 

ruminal bacterium Butyrivibrio fibrisolvens 

H17c. 

J. Bacteriol. 173, 4203-4211 

 

SARKAR, P., E. BOSNEAGA u. M. AUER 
(2009): 
Plant cell walls throughout evolution: towards a 
molecular understanding of their design 
principles. 
J. Exp. Bot., 60, 3615–3635 
 
SCHIRMER, M. (1990): 
Untersuchungen (RUSITEC-System) zum 
Einfluss von Baquiloprim auf die 
Pansenfermentation beim Rind. 
Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

SCHULTE, C. (2018): 

Auswirkungen unterschiedlicher 

Reineiweißgehalte am Rohprotein auf die 

Aminosäuregehalte in Grassilagen sowie 

deren Effekte auf ausgewählte 

Fermentationsparameter im Pansen (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

SCHWARZ, W. H. (2001): 

The cellulosome and cellulose degradation by 

anaerobic bacteria. 

Appl. Microbiol. Biotechnol. 56, 634-649 

 

SEAY, M., S. PATEL u. S. P. DINESH-KUMAR 

(2006): 

Autophagy and plant innate immunity. 

Cell. Microbiol. 8, 899-906 

 

SEYFARTH, W., O. KNABE u. G. WEISE 

(1989a): 

Eiweißabbau während der Silierung von 

Grünfutterstoffen. 

Arch. Anim. Nutr. 39, 685-691 

 

SEYFARTH, W., O. KNABE u. G. WEISE 

(1989b): 

Veränderungen in der N-Fraktion von 

Grünfutterstoffen während des Welkens und 

beim Silieren. 

Arch. Anim. Nutr. 39, 751-761 

 

SIEBERT, K. J., N. V. TROUKHANOVA u. P. 

Y. LYNN (1996): 

Nature of polyphenol-protein interactions.  

J. Agric. Food Chem. 44, 80-85 

 

SIEGEL, M.R., G.C.M. LATCH, L.P. BUSH, 

F.F. FANNIN, D.D. ROWAN, B.A. TAPPER, 

C.W. BACON u. M.C. JOHNSON (1990): 

Fungal endophyte-infected grasses: alkaloid 

accumulation and aphid response.  

J. Chem. Ecol. 16, 3301–3315 

 

TAGLIAZUCCHI, D., E. VERZELLONI u. A. 

CONTE (2005): 

Effect of Some Phenolic Compounds and 

Beverages on Pepsin Activity during Simulated 

Gastric Digestion. 

J. Agric. Food Chem. 53, 8706-8713 



Schrifttumsverzeichnis 

217 
 

 

TAIZ, L., u. E. ZEIGER (2007): 

Growth and Development. 

In: TAIZ, L. u. E. ZEIGER (Hrsg.): Plant 

Physiology. 

Verlag Springer, Berlin Heidelberg, S. 410-413. 

 

TAKAHASHI, T., u. J. KAKEHI (2010): 

Polyamines: ubiquitous polycations with unique 

roles in growth and stress responses. 

Ann. Bot. 105, 1-6 

https://doi.org/10.1093/aob/mcp259 

 

TANG, Y. L., X. G. WEN, Q. T. LU, Z. P. 

YANG, K. CHENG u. C. M. LU (2007): 

Heat stress induces an aggregation of the 

light-harvesting complex of photosystem II in 

spinach plants.  

Plant Physiol. 143, 629-638 

 

THEERMANN, S. (2011): 

Untersuchungen zum Einfluss von Grassilagen 

mit auffällig niedrigen Reineiweißanteilen auf 

Aminosäuren und Biogene Amine im 

Pansensaft (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

THEODOROU, M. K., T. ABBERTON, A. 

KINGSTON-SMITH u. M. O. HUMPHREYS 

(2007): 

Improving genotypes and understanding 

phenotypes: breeding forages for livestock and 

the environment. 

In: MENG, Q. X., L. P. REN u. Z. J. CAO 

(Hrsg.): The Proceedings of the VII 

International Symposium on the Nutrition of 

Herbivores, Beijing. 

Verlag China Agric. Univ. Press. 

 

THEODOROU, M. K., R. J. MERRY u. 

H. THOMAS (1996): 

Is proteolysis in the rumen mediated by plant 

enzymes?  

Br. J. Nutr. 75, 507 

 

THOMAS, H. (2012): 

Senescence, ageing and death of the whole 

plant. 

New Phytol.197, 696-711 

 

THOMAS, H., H. J. OUGHAM, C. WAGSTAFF 

u. A. D. STEAD (2003): 

Defining senescence and death. 

J. Exp. Bot. 54, 1127-1132 

 

THOMAS, H. U., u. J. L. STODDART (1980): 

Leaf senescence.  

Annu. Rev. Plant Physiol. 31, 81-111 

 

THOMSON, A. (2018): 

Untersuchungen zum Stoffwechsel von 

Aminen bei Einsatz von Grassilagen mit 

unterschiedlichen Reineiweißgehalten unter 

Zulage von Soja im Pansen in vitro. 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

TIADEN, C. (2000):  

Einfluß von Epicoccum nigrum auf die 

Fermentationsvorgänge im Pansensaft des 

Rindes unter besonderer Berücksichtigung des 

Thiaminstoffwechsels (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

TIAN, R. H., G. Y. ZHANG, C. H. YAN u. Y. Y. 

R. DAI (2000): 

Involvement of poly (ADP-ribose) polymerase 

and activation of caspase-3-like in heat shock-

induced apoptosis in tobacco suspension cells. 

FEBS Lett. 474, 11-15 

 

TORRES, M. A., J. D. G. JONES u. J. L. 

DANGL (2005): 

Pathogen-induced, NADPH oxidase–derived 

reactive oxygen intermediates suppress 

spread of cell death in Arabidopsis thaliana. 

Nat. Genet. 37, 1130-1134 

 

TRINCI, A. P. J., D. R. DAVIES, K. GULLI, 

I. M. I. LAWRENCE, B. B. NIELSEN, 

A. RICKERS u. M. K. THEODOROU (1994): 

Anaerobic fungi in herbivorous animals. 

Mycol. Res. 98, 129-152  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19828463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19828463
https://doi.org/10.1093/aob/mcp259


Schrifttumsverzeichnis 

218 
 

TUNCER M., u. A. S. BALL (2003): 

Cooperative actions and degradation analysis 

of purified xylan-degrading enzymes from 

Thermomonospora fusca BD25 on oat-spelt 

xylan. 

J. Appl. Microbiol. 94, 1030-1035 

 

VAN AKEN, O., u. F. VAN BREUSEGEM 

(2015): 

Licensed to Kill: Mitochondria, Chloroplasts, 

and Cell Death. 

Trends Plant Sci. 20, 754-766 

https://doi.org/10.1016/j.tplants.2015.08.002 

 

VAN BUUREN, M. L., L. GUIDI, S. FORNALE, 

F. GHETTI, M. FRANCESCHETI, G. F. 

SOLDATINI u. N. BAGNI (2002):  

Ozone-response mechanisms in tobacco: 

implications of polyamine metabolism.  

New Phytol. 156, 389-398 

 

VANI, B., P. P. SARADHI u. P. MOHANTY 

(2001): 

Alteration in chloroplast structure and thylakoid 

membrane composition due to in vivo heat 

treatment of rice seedlings: correlation with the 

functional changes.  

J. Plant Physiol. 158, 583-592 

 

VAN DOORN, W. G., E. P BEERS, J. L 

DANGL, V. E. FRANKLIN-TONG, P. 

GALLOIS, I. HARA-NISHIMURA, A. M. 

JONES, M. KAWAI-YAMADA, E. LAM, J. 

MUNDY, L. A. J. MUR, M. PETERSEN, A. 

SMERTENKO, M. TALIANSKY, F. VAN 

BREUSEGEM, T. WOLPERT, E. 

WOLTERING, B. ZHIVOTOVSKY u. P. V. 

BOZHKOV (2011): 

Morphological classification of plant cell death. 

Cell Death Differ. 18, 1241-1246 

 

VAN DOORN, W. G., u. A. PAPINI (2013): 

Ultrastructure of autophagy in plant cells. 

Autophagy 9, 1922-1936 

VAN DOORN, W. G., u. E. J. WOLTERING 

(2005): 

Many ways to exit? Cell death categories in 

plants. 

Trends Plant Sci. 10, 117-122 

 

VAN DURME, M., u. M. K. NOWACK (2016): 

Mechanisms of developmentally controlled cell 

death in plants. 

Curr. Opin. Plant Biol. 29, 29-37 

http://dx.doi.org/10.1016/j.pbi.2015.09.008 

 

VAN HAUTEGEM, T., A. J. WATERS, J. 

GOODRICH u. M. K. NOWACK (2015): 

Only in dying, life: programmed cell death 

during plant development. 

Trends Plant Sci. 20, 102-113 

 

VAREL, V. H., K. K. KREIKEMEIER, H.-J. G. 

JUNG u. R. D. HATFIELD (1993): 

In Vitro Stimulation of Forage Fiber 

Degradation by Ruminal Microorganisms with 

Aspergillus oryzae Fermentation Extract. 

Appl. Environ. Microbiol. 59, 3171-3176 

 

VARTAPETIAN, B. B., I. N. ANDREEVA, I. P. 

GENERZOV, L. I. POLYKOVA, I. P. 

MASLOVA, Y. I. DOLGIKH u. A. Y. 

STEPANOVA (2003): 

Functional electron microscopy in studies of 

plant response and adaptation to anaerobic 

stress.  

Ann. Bot. 91, 155-172 

 

VARTAPETIAN, B. B., u. M. B. JACKSON 

(1997): 

Plant adaptions to anaerobic stress.  

Ann. Bot. 79, 3-20 

 

VERA-SIRERA, F., E. G. MINGUET, S. K. 

SINGH, K. LJUNG, H. TUOMINEN, M. A. 

BLÁZQUEZ u. J. CARBONELL (2010): 

Role of polyamines in plant vascular 

development.  

Plant Physiol. Biochem. 48, 534-539 

  

https://doi.org/10.1016/j.tplants.2015.08.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.pbi.2015.09.008


Schrifttumsverzeichnis 

219 
 

VESSECCHI, R., A. E. M. CROTTI, 

T. GUARATINI, P. COLEPICOLO, 

S. E. GALEMBECK u. N. P. LOPES (2007): 

Radical Ion Generation Processes of Organic 

Compounds in Electrospray Ionization Mass 

Spectrometry. 

Mini-Rev. Org. Chem 4, 75-87 

 

VUKOVIĆ, N. L., M. D. VUKIĆ, G.T. ĐELIĆ, 

M. M. KACANIOVA u. M. CVIJOVIĆ (2018): 

The investigation of bioactive secondary 

metabolites of the methanol extract oft  

Eeryngium Amesthytinum. 

Kragujevac J. Sci. 40, 113-129 

 

WAGHORN, G. C., M. J. ULYATT, A. JOHN u. 

M. T. FISHER (1987): 

The effect of condensed tannins on the site of 

digestion of amino acids and other nutrients in 

sheep fed on Lotus corniculatus L. 

Br. J. Nutr. 57, 115-126 

 

WALLEY, J. W., S. COUGHLAN, M. E. 

HUDSON, M. L. F. COVINGTON, R. KASPI, 

G. BANU, S. L. HARMER u. K. DEHESH 

(2007): 

Mechanical Stress Induces Biotic and Abiotic 

Stress Responses via a Novel cis-Element. 

PloS Genet. 3, e172 

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.0030172 

 

WANG, R., H.-J. YANG, X. YANG u. B.-H. 

CAO (2013):  

Four phenolic acids determined by an 

improved HPLC method with a programmed 

ultraviolet wavelength detection and their 

relationships with lignin content in 13 

agricultural residue feeds. 

J. Sci. Food Agric. 93, 53-60  

 

WATANABE, N., u. E. LAM (2004): 

Recent advance in the study of caspase-like 

proteases and Bax inhibitor-1 in plants: their 

possible roles as regulator of programmed cell 

death. 

Mol. Plant Pathol. 5, 65-70 

 

 

WELKIE, D. G., D. M. Stevenson u. P. J. 

WEIMER (2010): 

VARISA analysis of ruminal bacterial 

community dynamics in lactating dairy cows 

during the feeding cycle. 

Anaerobe 16, 94-100 

 

WEIMER, P. J. (1996): 

Why don’t ruminal bacteria digest cellulose 

faster? 

J. Dairy Sci. 79, 1496-1502 

 

WENDELKEN, G. (2000):  

Untersuchung des Thiamingehalts im 

Pansensaft bei niedrigen pH-Werten und 

wechselnder Thiaminzufuhr (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

WICHERN, A. (2011):  

Untersuchungen zum Einfluss von Grassilagen 

mit auffällig niedrigen Reineiweißanteilen auf 

bislang nicht identifizierte Substanzen im 

Pansensaft (in vitro).  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

WILSON, J. R. (1993):  

Organization of forage plant tissues.  

In: JUNG, H.-J. G., D. R. BUXTON, R. D. 

HATFIELD u. J. RALPH (Hrsg.): Forage Cell 

Wall Structure and Digestibility. 

Verlag ASA-CSSA-SSSA, Madison, S. 1-32 

 

WITTE, B. (1998):  

Untersuchungen zum Gehalt von Thiamin und 

seinen Derivaten in Vollblut und Blutplasma bei 

Rindern sowie deren Verhältnis zum 

Transketolasetest.  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

WULFF, C. (2001):  

Untersuchungen zum Thiamin- und 

Thiaminderivatgehalt im Pansensaft des 

Rindes nach Verfütterung von mit Mucor 

racemosus Fresenius verpilztem Heu (in vitro). 

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

https://doi/


Schrifttumsverzeichnis 

220 
 

WU, X., W. WANG, T. ZHU, T. LIANG, F. LU, 
W. HE, H. ZHANG, Z. LIU, S. HE, K. GAO u. 
Z. HE (2013): 
Phenylpropanoid glycoside inhibition of pepsin, 
trypsin and α-chymotrypsin enzyme activity in 
Kudingcha leaves from Ligustrum 
purpurascens. 
Food Res. Int. 54, 1376-1382 
 

XU, Z., L. ESCAMILLA-TREVINO, L. ZENG, 

M. LALGONDAR, D. BEVAN, B. WINKEL, 

A. MOHAMED, C. L. CHENG, M. C. SHIH, J. 

POULTON u. A. ESEN (2004): 

Functional genomic analysis of Arabidopsis 

thaliana glycoside hydrolase family 1.  

Plant Mol. Biol. 55, 343-367 

 

YANG, Z., u. D. J. KLIONSKY (2010): 

Eaten alive: a history of macroautophagy. 

Nat. Cell Biol. 12, 814-822 

 

YOSHIMOTO, K. (2012): 

Beginning to understand autophagy, an 

intracellular self-degradation system in plants. 

Plant Cell Physiol. 53, 1355-1365 

 

YU, P., J. J. McKINNON u. D. A. 

CHRISTENSEN (2005): 

Hydroxycinnamic acids and ferulic acid 

esterase in relation to biodegradation of 

complex plant cell walls. 

Can. J. Anim. Sci. 85, 255-267 

 

YU, P., D. D. MAENZ, J. J. MCKINNON, T. 

HE., V. J. RACZE u. D. A. CHRISTENSEN 

(2002): 

Release of ferulic acid from oat hulls by 

Aspergillus ferulic acid esterase and 

Trichoderma xylanase.  

J. Agric. Food Chem. 50, 1625-1630 

 

ZHANG X.-X., C.-J. LI u. Z.-B. NAN (2011): 

Effects of salt and drought stress on alkaloid 

production in endophyteinfected drunken horse 

grass (Achnatherum inebrians). 

Biochem. Sys. Ecol. 39, 471–476 

 

ZHU, W.-Y., A. H. KINGSTON-SMITH, D. 

TRONCOSO, R. J. MERRY, D. R. DAVIES, G. 

PICHARD, H. THOMAS u. M. K. 

THEODOROU (1999): 

Evidence of a role for plant proteases in the 

degradation of herbage proteins in the rumen 

of grazing cattle.  

J. Dairy Sci. 82, 2651-2658 

 

ZIPORI, G. (1989):  

Einfluß der oralen Applikation von Baquiloprim-

Sulfadimidin auf die in-vitro-Fermentation im 

Pansensaft vom Rind.  

Hannover, Tierärztl. Hochsch., Diss. 

 

 



 

Anhang 

221 
 

9 Anhang 

9.1 Bisherige Dissertationen aus dem Pansenlabor  

Tab. 9.1: Dissertationen aus dem Pansenlabor 

Literaturschwerpunkt Autor/Jahr 

Kohlenhydratstoffwechsel 

Zelluloseabbau 

Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels 

ZIPORI 1989; DIRKSEN 1990; 

KRAKOW 19921;  

ODENKIRCHEN 1992 

Stickstoffstoffwechsel HÖLTERSHINKEN 1990 

Der Pansen als Ökosystems SCHIRMER 19901 

Purinstoffwechsel FELDMANN 1992 

Antibiotikawirkung und Pansenfermentationsvorgänge KRAMER 1993 

Fremdbakterien im Pansen Bedeutung der Pansenbakterien 

Interaktionen zwischen Pansenbakterien 

RAAZ 19931 

MAURUSCHAT 19961 

FRANK 19981 

Wirkung von Pansenstimulantien auf die Pansenfermentation BECKER 19941 

Mykotoxinwirkungen auf die Pansenfermentation MAIWORM 19941 

Einfluss von Saccharomyces cerevisae auf die Pansen-

fermentation 

DE FIGUEIREDO 19941 

Thiaminstoffwechsel PLITT 19951; WITTE 1998 

Aminosäurestoffwechsel  BRÖCKER 19961 

Kompartimentsysteme des Pansens ELIAS 19991 

Einfluss von Schwefel auf die Fermentationsvorgänge des 

Pansens 

MITTROWANN 19991 

Chronische Pansenazidose, Amylase RATHJENS 19991 

Bedeutung der Pansenprotozoen HÖHLING 20001 

Der ruminale intermediäre Wasserstoff TIADEN 20001 

Vitaminstoffwechsel im Pansen WENDELKEN 20001 

Lipidstoffwechsel mittel- und langkettiger Fettsäuren JASPER 20001 

Vergleich aller weltweit durchgeführten RUSITEC-Versuche HÜBNER 20011 

Wachstumsstoffe für Pansenbakterien JANSON 20011 

Bedeutung der Pansenpilze WULFF 20011 

Bedeutung der Rohfaser im Pansen  KRAUSE 20021 

Sauerstoff im Pansen  MÜLLER-ÖZKAN 20021 

Energiegebundene Reaktionen im Pansenstoffwechse CHAWANIT 20031 

Rohprotein- u. Reineiweißgehalten in Grassilagen GAST 20101 

Wachstumshemmende Stoffe für Pansenbakterien LUMPP 2011 

Proteinstoffwechsel im Pansen GRESNER 20111; GRESNER et 

al. 2014, 20151 

GABA THEERMANN 20111 

Symbiose Protozoen u. Bakterien; Fremdbakterien im Pansen IRLE 20111 

Abwehrstoffe von Pflanzen ÖZMEN 2014 (Dr. rer. Nat. Univ. 

Hannover) 

Ab- u. Umbau von Flavonoiden im Pansen HUNGER 2014 

Eigenschaften von Proteinen in Soja, Gras und Raps GÖRES 20161 

Pansenbakterien im Eiweißstoffwechsel; Polypeptidabbau und 

zugehörige Enzyme;Bacteriocine 

ILLE 20171 

Phenol-/Proteinbildung, Vorkommen von Phenolen, 

Umbauvorgänge im Pansen 

HUNSCHE 20171 
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Tab. 9.1 Fortsetzung 

Vorkommen und Wirkung von nichtproteinogenen 

Aminosäuren 

SCHULTE 20181 

Aminstoffwechsel in Futterpflanzen, An- undUmbau von 
Aminen im Pansen 

THOMSON 20181 

Abbau und Toxizität von Schadsubstanzen im Pansen EBHARDT 20181 

Aerober und anaerober Abbau von Aromaten, Abbau 
aromatischer Substanzen im Pansen 

FRIEHOLD 20191 

Propionsäuremetabolismus im Rind LIENHART in Vorbereitung 

 

Erläuterung zur Tab. 9.1: 

1 Diese Autoren haben ihre Untersuchungen mithilfe des RUSITEC-Systems durchgeführt. 

 

9.2 „Rusitec“-System 

9.2.1 Durchführung und Funktionsweise 

Die Proben, die in dieser Dissertation untersucht wurden, stammten aus dem 

Langzeitinkubationssystem „Rusitec“ (Rumen Simulation TEChnique) (s.a. Kap. 3.2). 

Dieses geschlossene, semikontinuierliche Durchflusssystem wurde von 

CZERKAWSKI und BRECKENRIDGE (1977) entwickelt und ermöglicht mehrwöchige 

in vitro-Fermentationsstudien. Das System besteht aus sechs voneinander 

unabhängigen Fermentationseinheiten. Nähere Informationen zu Aufbau und 

Funktionsweise des „Rusitec“-Systems sind der Abbildung 9.123 und den 

Dissertationen von GAST (2010) und GRESNER (2011) zu entnehmen. Durch den 

kontinuierlichen Pufferzufluss wird der Speichelfluss des Rindes simuliert. Die 

Zusammensetzung des „Rusitec“-Puffer nach McDOUGALL (1948) ist der Tabelle 

9.3 zu entnehmen. Um das Volumen in den Fermentern auf einem konstanten 

Niveau zu halten, sind die einzelnen Fermenter an Überläufe angeschlossen. Über 

diese kann überschüssige Flüssigkeit und gebildetes Gas entweichen. Das Gas 

gelangt in Gasbeutel und die Flüssigkeit in mit halbkonzentrierter Salzsäure gefüllte 

Gefäße. Die Proben, die in dieser Arbeit ausgearbeitet und analysiert wurden, 

stammten aus diesem sogenannten Überstandsgefäß (s.a. Kap. 3.2). Weitere 

Informationen über die Inbetriebnahme, den Dauerbetrieb, den Ablauf eines 

Versuchstages, das Spendertier und eingesetzte Futtermittel (s.a. Tab. 9.3) können 

vorherigen Dissertationen des Pansenlabors (z.B. GÖRES 2016) entnommen 

werden.  

In Tabelle 9.1 sind frühere Dissertationen des Pansenlabors, in denen mit dem 

„Rusitec“ -System gearbeitet wurde, gekennzeichnet.  

 
23Das Überstandsprobengefäß ist durch einen ovalen Kreis gekennzeichnet.  
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9.2.2 Zusammensetzung des „Rusitec“-Puffers 

Zur Simulation des Speichelflusses und Spülung der Futtersäcke wurde bei den 

Versuchen am „Rusitec“ Puffer nach McDOUGALL (1948) verwendet (s. Tab. 9.2). 

 

Tab. 9.2 Zusammensetzung und Herstellung des „Rusitec“-Puffers nach McDOUGALL (1948) 

Lösung Zusammensetzung 

A 49,0 g NaHCO3 (Fa. Grüssing, Filsum, Deutschland, Art.-Nr. 121435000) 

46,5 g Na2HPO4 · 12 H2O (Fa. VWR International, Hannover, Deutschland,  

Art.-Nr. 28020.361)  

Ad 4950 ml ionenfreies Wasser (Seradest®) 

B 47,0 g NaCl (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland, Art.-Nr. 106404) 

57,0 g KCl (Fa. Grüssing, Filsum, Deutschland, Art.-Nr. 12008) 

12,8 g MgCl2 · 6 H2O (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland, Art.-Nr. 105833) 

5,3 g CaCl2 · 2 H2O (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland, Art.-Nr. 102382) 

Ad 1000 ml ionenfreies Wasser (Seradest®) 

Zu 4950 ml Lösung A werden 50 ml Lösung B mittels Pipette unter ständigem Rühren eingetropft. 

 

Puffervorrats-

behälter

Gas-

beutel

Gas

Überstandsgefäß

Absperrhahn
Flüssigkeits- und

Gasentweichung

Schlauchpumpe

Elektromotor

Wasserbad 

39  C

Fermenter

Innenbehälter mit Nylon-Futtersäcken

Hubgestänge

Abb. 9.1: Schematischer Aufbau des „Rusitec“ aus GÖRES (2016) 
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9.2.3 Nährstoffzusammensetzung eingesetzter Grassilagen 

Die Nährstoffzusammensetzung der Kontroll- und Schadsilagen („K-32“, „S-33“ und  

„S-35“) kann der Tabelle 9.3 entnommen werden. Die eingesetzten Silagen wurden 

in den Jahren 2014-2015 im Institut für Tierernährung der Stiftung Tierärztliche 

Hochschule Hannover analysiert. 

 

Tab. 9.3: Nährstoffgehalte der eingesetzten Schad- und Kontrollsilagen aus HUNSCHE (2017)  

Parameter Einheit 

Kontrollsilage Schadsilage 

Lauf 

35–38 

Lauf 

35–38 

Lauf 

39-42 

K-32 S-33 S-35 

TS 
g/kg 

uS 
525 253 273 

Ra 
g/kg 

TS 
80,6 84,7 65,4 

Rp 
g/kg 

TS 
152 213 220 

RE 
g/kg 

TS 
90,4 85,8 95,3 

RE % vom 

Rp 
% 59,5 40,3 43,3 

Rfe 
g/kg 

TS 
27,7 37,7 41,4 

Rfa 
g/kg 

TS 
279 281 229 

NfE1 
g/kg 

TS 
461 384 444 

NDF 
g/kg 

TS 
623 569 460 

ADF 
g/kg 

TS 
320 301 262 

ME2 
MJ/kg 

TS 
9,91 10,48 11,4 

NEL1 
MJ/kg 

TS 
6,16 6,26 6,86 

pH-Wert  4,45 3,99 4,09 
 

Erläuterungen zur Tab. 9.3: 

1Rechenwert 

2Rechenwert (Regressionsgleichung s. KAMPHUES et al. 2014)
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9.2.4 Verschiebung der Messergebnisse des „Rusitec“-Systems  

 

Tab. 9.4 Verschiebung der Messergebnisse des „Rusitec“-Systems aus GÖRES (2016) 

 

  Versuchsabschnitt 

Inhalt der 

Futterbeutel 

nach der 

täglichen 

Beladung 

Beutel B Einlaufphase KP Zulagephase Erholungsphase 

1 K K K K K K K K K Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z K K K K K K K K K K 

2 PI K K K K K K K K K Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z K K K K K K K K K 

Versuchstag 
0 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

Messergebnis - 
PI 
K 

K K K K K K K K 
K 
Z 

Z Z Z Z Z Z Z Z Z 
Z 
K 

K K K K K K K K 

 
Erläuterungen zur Tab. 9.4: 
B: Beladungstag; K: Kontrollsilage + Stärke; KP: Kontrollphase; PI: fester Panseninhalt vom Spendertier; Z: Kontrollsilage + Stärke (F1 u. F2), 
Schadsilage + Stärke (F3 u. F4) bzw. Schadsilage + Stärke + Sojaprotein (F5 u. F6); 
Der Pfeil zeigt beispielhaft die zeitliche Verschiebung der Futterzulage auf das Messergebnis für Tag 0. 
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9.3 Testung anderer Eiweißquellen 

EICKEN (2005) beschreibt, dass eine Supplementation mit Sojaeiweiß eine 

Genesung von Herden, die unter der „Faktorenerkrankung Milchviehherde“ leiden, 

begünstigen kann. In vitro sollte in einer dritten Versuchsreihe untersucht werden, 

wie sich andere Eiweißquellen (Sojaschrot und Rapsschrot) auf die Extinktionen und 

schlussendlich auf die errechneten Gesamtphenolgehalte phenolischer Reinstoffe 

auswirken, um so auf potenzielle Interaktionen zwischen Phenolsäure und 

Eiweißquelle schließen zu können.  

Als Testsubstanz fungierte 4-Hydroxybenzoesäure (Tab. 3.4). Diese Phenolsäure 

wies in der Messung des Phenolgehaltes nach HOLLOWAY et al. (1979) hohe 

Abweichungen von den Erwartungswerten nach Zulage von Soja- und 

Pepsinlösungen auf (s. Kap. 4.1.1.1) und wurde daher als geeignete Testsubstanz 

angesehen. 

Soja- und Rapsschrot wurden als zu testende Eiweißquellen gewählt, da sie gut 

verfügbar waren. Zunächst erfolgte eine Vermahlung dieser Schrote mittels Mörser 

und Pistill. Danach wurden aus je 0,041 g der gewonnenen Mehle und 100 ml  

0,9%iger NaCl-Lösung (Tab. 3.7) Schrot-Lösungen gewonnen. Der weitere 

Versuchsaufbau kann dem Kapitel 3.3.2 entnommen werden. Anstelle der Soja-

Zulage erfolgte eine Zulage mit Sojaschrot- oder Rapsschrot-Lösung. 

 

9.4 Bestimmung von Proteingehalten nach BRADFORD (1976) 

9.4.1 Zielsetzung 

Anhand der in den Simulationsversuchen durchgeführten Blindwertbestimmungen 

(Kap. 3.3.2) ging hervor, dass die Pepsin-Lösung offensichtlich keine spaltenden 

Effekte auf das Sojaprotein (Tab. 3.7) ausübte. In einem nächsten Schritt sollte die 

Frage geklärt werden, ob diese scheinbar ausbleibende Proteinspaltung durch die 

Verwendung der Methoden nach HOLLOWAY (1979) und ARNOW (1937) erklärbar 

ist und mittels der Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) detektiert werden 

kann. Zeitgleich wurde mit dieser Versuchsreihe die proteinfällende Wirkung der 

Perchlorsäure überprüft.  



 

Anhang 

227 
 

Für den Versuch wurden 100 µl der zu untersuchenden Probe mit 1000 µl zweifach 

filtrierter (Cellulose-Acetat-Filter; Fa. Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland; Porengröße 0,2 µm: Art.-Nr. 11107-13-N; Porengröße 0,45 µm:  

Art.-Nr. 11106-13-N) Bradford-Gebrauchslösung (Tab. 9.5) versetzt. Als Leerwert 

fungierte ein Gemisch aus 100 µl 0,9%iger NaCl-Lösung (Tab. 3.7) und 1000 µl 

zweifach filtrierter Bradford-Gebrauchslösung (Tab. 9.5). Danach erfolgte eine  

10-minütige Inkubationszeit mit anschließender Vermessung am Photometer 

(prietest ECO, Fa. QMLab, Steinfurt, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 600 

nm.  

Die Methodendurchführung und anschließende Umrechnung der Extinktionswerte in 

Konzentrationswerte ([µg/ml] (Angabe in Rinderserumalbumin-Äquivalent)) erfolgte in 

Anlehnung an GRESNER (2011) und ILLE (2017) und mit einer selbst entwickelten, 

aus einer Verdünnungsreihe (10 – 100 µg/ml Sojaprotein gelöst in 0,9%iger NaCl-

Lösung, s. FRIEHOLD 2019) stammenden, Umrechnungsformel. 

 

Tab. 9.5: BRADFORD-Stamm- und Gebrauchslösung 

Lösung Zusammensetzung 

Bradford- 

Stammlösung 

100 mg Brilliant Blue G (Farbstoffgehalt mind. 75%; Fa. Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland; Art.-Nr. B-1131), 

50 ml Ethanol (95%; Fa. Carlo Erba Reactifs, Val de Reuil, Frankreich; 

Art.-Nr. 4127022), 

100 ml H3PO4 (85%; Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland; 

Art.-Nr. 1.00573.1000). 

Farbstoff in Ethanol lösen, ortho-Phosphorsäure hinzugeben und mehrere 

Stunden mischen.  

Bradford- 

Gebrauchslösung 

37,5 ml BRADFORD-Stammlösung, 

ad 250 ml A. bidest. 

 

9.4.2 Testungen von Sojaprotein-, Sojaschrot- und Rapsschrotlösungen 

Um eine Aussage über die Güte des Bradford-Tests machen zu können, erfolgte 

eine Reinstoffmessung von Sojaprotein- (Tab. 3.7), Sojaschrot- und 

Rapsschrotlösung. Anhand der eingewogenen Sojamenge zur Herstellung der 

Sojaprotein-Lösung (Tab. 3.7), konnte der Proteingehalt geschätzt werden. In 100 ml 

Sojaprotein-Lösung waren 0,041 g Sojaprotein enthalten. Anhand der 1:1-
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Verdünnung der Sojaprotein-Lösung mit 0,9%iger NaCl-Lösung zur Ermittlung des 

Blindwertes (Tab. 3.6, Kap. 3.3.2), wurde mit dem BRADFORD-Test ein 

Proteingehalt von annährend 205 µg/ml erwartet. Die Eiweißgehalte der 

Schrotlösungen sollten dementsprechend kleiner ausfallen. In Zusammenarbeit mit 

dem Institut für Tierernährung der Tierärztlichen Hochschule Hannover, wurde für 

das Sojaschrot ein Rohproteingehalt von 556 g/kg TS und für das Rapsschrot ein 

Rohproteingehalt von 370 g/kg TS bestimmt. Rechnerisch ergab sich daraus für die 

Sojaschrotlösung (unter Einbeziehung der 1:1-Verdünnung mit NaCl-Lösung) ein 

Proteingehalt von 114 µg/ml und für die verdünnte Rapsschrotlösung ein Proteinwert 

76 µg/ml. Die gemessenen Extinktionen wurden jeweils mit den Formeln von 

GRESNER (2011) und ILLE (2017) in die Konzentrationen ([µg/ml] Rinderserum-

Albumin-Äquivalent, (da dieses zur Erstellung der Kalibrationskurven verwendet 

wurde) umgerechnet. Es wurden immer beide Formeln verwendet und die 

Ergebnisse miteinander verglichen. Die Sojaprotein-Lösung enthielt laut Formel von 

GRESNER (2011) 65,3 µg/ml, die Sojaschrot-Lösung 45,4 µg/ml und die Rapsschrot-

Lösung 20,7 µg/ml Protein. Mittels der Formel von ILLE (2017) ergaben sich 

Proteingehalte von 22,8 µg/ml für die Sojaprotein-Lösung, 12,0 µg/ml für die Soja- 

und 1,4 µg/ml für die Rapsschrotlösung. Trotz der Abweichungen von den oben 

genannten, erwarteten Proteingehalten für die Proteinträger-Lösungen, war dennoch 

die vermutete Tendenz ersichtlich.  

Da in den hiesigen Versuchen mit Sojaprotein gearbeitet wurde und die Formeln von 

GRESNER (2011) und ILLE (2017) (die Rinderserum-Albumin zur Kalibration 

nutzten) zu unterschiedlichen und von den erwarteten Proteinwerten stark 

abweichenden Ergebnissen führten, wurde eine eigene Kalibration mit Hilfe der in 

Kapitel 9.4.1 beschriebenen Sojaprotein-Verdünnungsreihe erstellt und eine 

Umrechnungsformel gebildet (s. FRIEHOLD 2019). 

Durch Einsetzen der gemittelten Extinktionswerte in diese eigens erstellte Formel, 

ergaben sich folgende Proteingehalte: 

• Sojaeiweiß-Lösung: 253,1 µg/ml. 

• Sojaschrot-Lösung:165,4 µg/ml. 

• Rapsschrot-Lösung: 56,4 µg/ml. 
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Diese kamen den Erwartungswerten sehr nahe.  

Da die Verwendung der drei unterschiedlichen Formeln, zu stark voneinander 

abweichenden Ergebnissen führte, war eine Bewertung dieser berechneten 

Konzentrationen schwierig. Die Tendenz aller Formeln zeigte aber im Proteingehalt 

folgende Abstufungen: Sojaeiweiß-Lösung > Sojaschrot-Lösung > Rapsschrotlösung, 

die sich auch in den reellen Proteinwerten (s.o.) widerspiegeln.  

 

9.4.3 Testungen des Verhaltens von Sojaprotein- und Pepsinzulagen auf 

phenolische Substanzen anhand des BRADFORD-Tests (1976) 

Ziel dieser Untersuchung war anhand des, mittels BRADFORD-Tests bestimmten, 

Eiweißgehaltes das Verhalten von Sojaprotein- und/oder Pepsinzulagen auf die 

phenolischen Reinstoffe zu testen. Als phenolische Reinsubstanz diente 4-Hydroxy-

benzoesäure (Tab. 3.4). Diese Substanz wurde aus den in Kapitel 9.3 beschriebenen 

Gründen als Testsubstanz ausgewählt und zur Erstellung der Versuchsansätze „A-D“ 

(Tab. 3.6) verwendet. Diese vier Versuchsansätze und die Sojaprotein-, Pepsin-, 

Sojaprotein-Pepsin-Lösung wurden im Folgenden mittels BRADFORD-Test auf ihre 

Proteingehalte untersucht. Der Versuchsaufbau ist den Abbildungen 3.1 und 3.2 zu 

entnehmen. Nach der 10-minütigen Zentrifugation wurden 100 µl des jeweiligen 

Versuchsansatzes mit 1000 µl Bradford-Gebrauchslösung vermengt und nach 

weiteren 10 min Inkubationszeit am Photometer vermessen. Im Ansatz „B“ wurde 

eine Reduktion der Extinktion verglichen mit den gemessenen Werten der 

Sojaprotein-Lösung (Kap. 9.4.2) erwartet, da in der Arbeit von HUNSCHE (2017) 

Komplexbildungen zwischen phenolischen Substanzen und Sojaeiweiß beschrieben 

wurden. Diese Sojaprotein-Phenol-Komplexe könnten sich der Messung entziehen 

und so zu niedrigeren Proteingehalten führen. Durch den Zusatz von Pepsin (Probe 

„D“) wurde ebenfalls ein Absinken der Proteingehalte erwartet, da Pepsin als 

Protease wirksam ist und proteolytische Effekte auf das Sojaeiweiß ausübt (CUI et 

al. 2013). Dies könnte zu einem Absinken des messbaren Proteingehaltes führen. 

Nach Abzug der Leerwerte waren alle gemessenen Extinktionen in einem negativen 

Bereich, weshalb eine Berechnung der Konzentrationen (µg/ml) entfiel. Die negativen 

Extinktionswerte könnten durch den Einsatz der 70%igen Perchlorsäure bedingt 
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worden sein. Diese fällt Proteine aus, welche dann nach Zentrifugation im Bodensatz 

zentriert vorliegen könnten und somit gar nicht vom BRADFORD-Test erfasst 

wurden. Aus diesem Grund wurde der gleiche Versuch ohne den Einsatz von 

Perchlorsäure wiederholt. Ohne den Einsatz von Perchlorsäure konnten Anstiege der 

Proteingehalte von +4,00% bis +75,00% detektiert werden. Die geringsten 

Veränderungen (+4,00%) zeigten sich bei der Blindwertbestimmung, wohingegen der 

Ansatz „B“ einen Anstieg von +75,00% verzeichnen lies.  

 

9.4.4 Ergebnisse und Diskussion 

Anhand der beschriebenen proteinfällenden Wirkung wurden die Versuchsansätze 

ohne Perchlorsäurezusatz betrachtet. 4-Hydroxybenzoesäure (Ansatz „A“), 

4-Hydroxybenzoesäure + Sojaprotein-Lösung (Ansatz „B“) und die reine Sojaprotein-

Lösung wurden auf ihre Proteingehalte untersucht. 4-Hydroxybenzoesäure wurde 

gezielt wegen seiner guten Reaktivität auf das Sojaprotein (s.a. Kap. 4.1.1.1) 

ausgewählt. Anhand der beschriebenen Unterschiede in den Umrechnungsformeln 

von GRESNER (2011) und ILLE (2017) wurden nur Extinktionswert – Blindwert 

(Extinktionswert minus Blindwert) und keine Konzentrationswerte betrachtet.  

Die Messung des Proteingehaltes ergab dabei folgende Werte: 

• Messwert Ansatz „A“: 0,046. 

• Messwert Ansatz „B“: 0,179. 

• Messwert Sojaprotein-Lösung: 0,176. 

Der Erwartungswert für Ansatz „B“ lag bei ½ x Messwert Probe A + ½ x Messwert 

Sojaprotein-Lösung und somit bei ½ x 0,046 + ½ x 0,176 = 0,111. Der gemessene 

Wert für Ansatz „B“ war mit 0,179 höher als der Erwartungswert. Dieses Ergebnis 

spricht gegen die Hypothese einer Komplexbildung und damit einhergehenden 

Reduktion des messbaren Proteingehaltes. Da der BRADFORD-Test nur mit 

4-Hydroxybenzoesäure durchgeführt wurde, konnte final nicht ausgeschlossen 

werden, dass andere phenolische Substanzen nicht doch eine Komplexbildung mit 

Sojaprotein eingehen könnten.  

Zur Bewertung des proteinspaltenden Effektes von Pepsin wurden, analog zur 

bereits beschriebenen Bewertung des Sojaprotein-Effektes, die photometrisch 
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ermittelten Werte von 4-Hydroxybenzoesäure + Sojaprotein-Lösung (Ansatz „B“), 

4-Hydroxybenzoesäure + Sojaprotein-Pepsin-Lösung (Ansatz „D“) herangezogen.  

Dabei ergaben sich folgende Werte: 

• Messwert Ansatz „B“: 0,179. 

• Messwert Ansatz „D“: 0,047.  

Um mit diesen Extinktionswerten nun einen Erwartungswert für Ansatz „D“ festlegen 

zu können, musste der Gehalt des Sojaproteins in Ansatz „B“ rechnerisch auf den 

Sojaprotein-Gehalt in Ansatz „D“ angepasst werden. Probe B enthielt ½ Sojaprotein-

Lösung und ½ 4-Hydroxybenzoesäure-Lösung, während Probe D ¼ Sojaprotein-

Lösung, ¼ Pepsin-Lösung und ½ 4-Hydroxybenzoesäure-Lösung enthielt. Daher 

wurde der Wert von Probe „B“ zur Vergleichbarkeit halbiert. ½ Messwert Ansatz „B“ 

ergab einen Wert von 0,0895. Da dieser Wert nun aber fast doppelt so hoch war wie 

der gemessene Wert für Ansatz „D“, konnte davon ausgegangen werden, dass 

Pepsin einen spaltenden Effekt auf das Sojaprotein ausübte.  

Da die Perchlorsäure große Veränderungen in den ermittelten Extinktionswerten 

bedingt hat, wurde eine pH-Abhängigkeit des BRADFORD-Tests vermutet. Aus 

diesem Grund erfolgte eine Messung von 1-molarer NaOH-Lösung (Natriumhydroxid 

97% (Fa. Grüssing GmbH, Filsum, Deutschland, Art.-Nr. 12158), A. bidest.) und 

18%iger HCl-Lösung (Salzsäure 37% (Fa. Grüssing GmbH, Filsum, Deutschland, 

Art.-Nr. 130682500), A. bidest). Die Messung der NaOH-Lösung führte zu einem 

Messwert von 0,257 und die Messung der HCl-Lösung zu einem Extinktionswert von 

0,915. Daraus ergab sich eine große pH-Wert-Abhängigkeit des BRADFORD-Tests. 

Der Zusatz von Perchlorsäure könnte demnach zu verfälschten Messwerten geführt 

haben, weshalb die Messwerte an dieser Stelle vorsichtig zu bewerten sind.  

Insgesamt konnte mit dem BRADFORD-Test bewiesen werden, dass Pepsin eine 

Interaktion mit dem Sojaprotein eingeht, dieses spaltet und so absinkende 

Extinktionswerte bedingt. Demnach kann so ein Verhalten auch in den 

Überstandsproben erwartet werden.  
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9.5 Ergebnisse der Untersuchungen mit der LC-MS/MS-Anlage  

Im Folgenden werden jene m/z aufgeführt, die keine oder nur geringgradige 

Differenzsignifikanzen zwischen den einzelnen Überstandsprobentypen aufwiesen. 

Die Tabelle 9.6 gibt eine allgemeine Übersicht aller untersuchten m/z und deren 

Herkunft. In Tabelle 9.7 sind die Ergebnisse der Reinstofflösungen im negativen, 

sowie im positiven Modus dargestellt. Hier wird ersichtlich, dass die 

Integralintensitäten im positiven Modus in der Regel höher sind, als die zugehörigen 

m/z im negativen Modus (z.B.: p-Coumarsäure (164,16 g/mol): der Integralwert der 

m/z 165 (positiver Modus, molare Masse von p-Coumarsäure + 124) ist nahezu 

sechsmal so hoch, wie der Integralwert der m/z 163 (negativer Modus, molare Masse 

von p-Coumarsäure – 1)). Aus diesem Grund und weil auch ÖZMEN (2014) im 

positiven Modus gemessen hat, wurde sich für den positiven Modus entschieden. In 

der Tabelle 9.7 sind außerdem alle weiteren auswertbaren m/z aufgeführt, die in 

beiden Modi ermittelt werden konnten. 

 

Tab. 9.6: Alle analysierten m/z mit jeweiliger Herkunft 

m/z Herkunft m/z Herkunft m/z Herkunft 

55 ÖZMEN (2014) 139 ÖZMEN (2014) 309 EBHARDT (2018) 

60 ÖZMEN (2014) 145 ÖZMEN (2014) 310 ÖZMEN (2014) 

69 ÖZMEN (2014) 147 ÖZMEN (2014) 313 ÖZMEN (2014) 

75 WICHERN 

(2011) 

149 ÖZMEN (2014) 316 ÖZMEN (2014) 

79 ÖZMEN (2014) 153 ÖZMEN (2014) 321/322 EBHARDT (2018) 

81 ÖZMEN (2014) 155 ÖZMEN (2014) 323 ÖZMEN (2014) 

83 ÖZMEN (2014) 163 ÖZMEN (2014) 329 ÖZMEN (2014) 

86 WICHERN 

(2011) 

165 ÖZMEN (2014) 339 GRESNER (2011) 

89 WICHERN 

(2011) 

171 ÖZMEN (2014) 341 ÖZMEN (2014) 

91 ÖZMEN (2014) 175 ÖZMEN (2014) 342 ÖZMEN (2014) 

93 ÖZMEN (2014) 176 ÖZMEN (2014) 348 WICHERN (2011) 

95 ÖZMEN (2014) 177 ÖZMEN (2014) 353 ÖZMEN (2014) 

  

 
24Erläuterung siehe Kap. 3.3.9. 
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Tab. 9.6 Fortsetzung 

99 ÖZMEN (2014) 181 ÖZMEN (2014) 357 ÖZMEN (2014) 

103 ÖZMEN (2014) 192 ÖZMEN (2014) 366 EBHARDT (2018) 

105 ÖZMEN (2014) 195 ÖZMEN (2014) 367 GRESNER (2011) 

107 ÖZMEN (2014) 199 ÖZMEN (2014) 385 ÖZMEN (2014) 

109 ÖZMEN (2014) 207 ÖZMEN (2014) 390 GRESNER (2011) 

111 ÖZMEN (2014) 225 ÖZMEN (2014) 391 ÖZMEN (2014) 

115 ÖZMEN (2014) 227 ÖZMEN (2014) 421 ÖZMEN (2014) 

117 ÖZMEN (2014) 249 ÖZMEN (2014) 439 ÖZMEN (2014) 

119 ÖZMEN (2014) 251 ÖZMEN (2014) 453 GRESNER (2011) 

121 ÖZMEN (2014) 265 ÖZMEN (2014) 469 ÖZMEN (2014) 

123 ÖZMEN (2014) 285 ÖZMEN (2014) 475 WICHERN (2011) 

127 ÖZMEN (2014) 286 ÖZMEN (2014) 487 ÖZMEN (2014) 

128 ÖZMEN (2014) 291 ÖZMEN (2014) 499 GRESNER (2011) 

131 ÖZMEN (2014) 294 ÖZMEN (2014) 699 GRESNER (2011) 

133 ÖZMEN (2014) 295 ÖZMEN (2014) 715 GRESNER (2011) 

135 ÖZMEN (2014) 297 ÖZMEN (2014)   

137 ÖZMEN (2014) 301 ÖZMEN (2014)   
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Tab. 9.7: Vergleich der Ergebnisse auswertbarer m/z im negativen und positiven Modus 

Phenolsäure (5 mg 

Reinstoff gelöst in  

10 ml 0,9%iger NaCl-

Lösung) 

Negativer Modus Positiver Modus 

auswertbare 

m/z 

Integral  

[Counts x min] 

auswertbare 

m/z 

Integral 

[Counts x min] 

p-Coumarsäure 

118* 2,61E+06 91 1,83E+05 

163* 526638 

119* 1,29E+07 

147 4,31E+07 

165* 3,06E+06 

Ferulasäure 

134 249124 117 1,12E+07 

178* 141410 145 2,85E+07 

193* 377207 

149 2,31E+06 

177* 7,1E+07 

195* 6,58E+06 

3-Hydroxybenzoesäure 
93* 128111 

95* 2,56E+06 
137 322685 

4-Hydroxybenzoesäure 

93* 367640 

95* 3,44E+06 

111 253711 

121 3,39E+06 

137 154593 

139 1,63E+06 

439 68199 

4-Hydroxyphenyl- 

brenztraubensäure 

121 280706 95 2,92E+06 

382 34958 

135 1,34E+05 

316 131057 

385 3,99e+05 
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Tab. 9.7 Fortsetzung 

2-Hydroxyphenyl-

essigsäure 

107* 1,47E+06 79 6,43E+05 

151 132259 95 927898 

325 

 

48348 

 

107* 5,84E+06 

135 727774 

329 2,33E+06 

4-Hydroxyphenyl-

essigsäure 

107* 35118 

107* 2,7E+06 

123 59763 

151 47837 

325 35722 

3-(2-Hydroxyphenyl)-

propionsäure 

106 377923 149 1,89E+6 

121 1,7E+06 295 1,1E+06 

165 614016 313 366083 

353 117270 357 1,21E+06 

3-(4-Hydroxyphenyl)-

propionsäure 

135 69438 107 2,93E+06 

165 180573 295 1,1E+06 

181 96843 

313 7,3E+05 
354 167830 

Sinapinsäure 

208* 213698 119 4,08E+06 

223* 989006 
147 4,5E+06 

175 1,35E+06 

358 292867 
192 1,46E+06 

207* 5,42E+07 

890 53758 225* 6,73E+06 

trans-Zimtsäure 

119 22827 103 1,13E+06 

181 26423 
131 1,16E+06 

149 6,54E+05 

 

Erläuterung zur Tab. 9.7: 

* Zueinander gehörende m/z aus dem negativen und positiven Modus (molare Masse der 

jeweiligen Substanz – 1 bzw. + 1), es wird ersichtlich, dass die m/z des positiven Modus oft 

eine vielfach so hohe Intensität aufweisen wie dieselben m/z des negativen Modus. 
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9.5.1 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS- Anlage:  

m/z aus Tabelle 4.1 

 

9.5.1.1 m/z 139 

Vorkommen in Lauf 35-38 nach 24,8 Minuten und in Lauf 39-42 nach  

24,6 Minuten 

Die m/z 139 konnte in beiden Laufgruppen zwar des Öfteren in allen 

Überstandsprobentypen mit einer Retentionszeit von knapp 25 min festgestellt 

werden. Jedoch ließ sich diese m/z auch in den Spülungen, die vor und nach den 

Messdurchgängen zur Reinigung der LC-MS/MS-Anlage stattgefunden haben, zur 

selben Retentionszeit nachweisen. Aus diesem Grund entfallen die graphische 

Darstellung und die statistische Auswertung der m/z 139 in beiden Laufgruppen. 

 

9.5.1.2 m/z 147  

Vorkommen in Lauf 35-38 nach 23,9 Minuten (Abb. 9.2-9.3) 

Die m/z 147 ließ sich zu zwei verschieden Retentionszeitpunkten (7,2 und 23,9 

Minuten) unregelmäßig und hauptsächlich während der Zulagephase in den Proben 

mit und ohne Pepsinzulage nachweisen. Zur Retentionszeit 7,2 min ist die m/z 147 

nur temporär aufzufinden, weshalb auf eine statistische Auswertung und graphische 

Darstellung verzichtet wurde. Zum Zeitpunkt 23,9 min waren schwache 

Differenzsignifikanzen (Proben ohne Pepsinzulage: Tag 15+16 Ü-KF-32 – Ü-TF-33 

(*), Tag 17+18 Ü-KF – Ü-TF-33mS (#); Proben mit Pepsinzulage: Tag 11+12  

Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS (#)) feststellbar (Abb. 9.2, 9.3). 
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Abb. 9.2: Veränderung der m/z 147 (nach 23,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

 

 
Abb. 9.3: Veränderung der m/z 147 (nach 24 min.) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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Vorkommen in Lauf 39-42 nach 23,1 Minuten  

Die m/z 147 konnte in der zweiten Laufgruppe nur selten und nur zum 

Retentionszeitpunkt 23,1 min nachgewiesen werden. Daher wird auf eine weiter 

Betrachtung dieser m/z verzichtet. 

 

9.5.1.3 m/z 149 

Vorkommen in Lauf 35-38 nach 27,2 und 32,2 Minuten 

Die m/z 149 konnte zu zwei verschiedenen Retentionszeitpunkten (27,2 und 32,2 

min) regelmäßig in allen Überstandsproben mit und ohne Pepsinzulage 

nachgewiesen werden. Die statistische Datenauswertung ergab zum Zeitpunkt 27,2 

min keinerlei Differenzsignifikanzen. Dies spiegelt sich auch im graphischen Verlauf 

der Integralwerte wider. Zum Retentionszeitpunkt 32 Minuten sind ebenfalls sehr 

ähnliche Graphenverläufe der Integralwerte von Ü-KF-32,2, Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS 

zu verzeichnen. Auch zu diesem Zeitpunkt sind keine Differenzsignifikanzen 

festzustellen und die graphische Darstellung entfällt.  

 

Vorkommen in Lauf 39-42 nach 26,9 und 32 Minuten (Abb. 9.4-9.5) 

Die m/z 149 ist regelmäßig zu den Retentionszeiten 26,9 und 32 min in allen 

Überstandsproben mit und ohne Pepsinzulage nachweisbar. Die Integralwerte von 

Ü-KF-32, Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS befinden sich zu beiden Retentionszeiten jeweils 

erneut auf einem ähnlichen Niveau. Allerdings lassen sich in dieser Laufgruppe in 

den Proben ohne Pepsinzulage schwache Differenzsignifikanzen zu beiden 

Retentionszeitpunkten festhalten. 
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Abb. 9.4: Veränderung der m/z 149 (nach 26,9 min) in den Überstandsproben von Lauf  

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägiige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

 
Abb. 9.5: Veränderung der m/z 149 (nach 32 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-42 

ohne Pepsinzulage über die 28-tägiige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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9.5.1.4 m/z 175  

Vorkommen in Lauf 35-38 nach 19,1 Minuten (Abb. 9.6-9.7) 

Die m/z 175 ist regelmäßig in Lauf 35-38 in beiden Zulagegruppen (ohne und mit 

Pepsinzulage) mit einer durchschnittlichen Retentionszeit von 19,1 min nachweisbar. 

In der Zulagephase (Tag 11-18) werden maximale Integralwerte an Tag 15+16 

erreicht. In den Proben ohne Pepsinzulage wird der maximale Integralwert in 

Ü-TF-33 mit 146971 Counts x min ermittelt. In den Proben mit Pepsinzulage sind die 

höchsten Integralwerte in Ü-KF-32 mit 117814 Counts x min zu verzeichnen. In 

beiden Zulagegruppen wird ein ähnlicher Verlauf der Integralwerte, mit einem 

Wertabfall an Tag 13+14, einem Anstieg mit oftmaligem Erreichen der Maximalwerte 

an Tag 15+16 und einem erneuten Wertabfall an Tag 17+18 in allen 

Überstandsproben festgestellt. Es lassen sich schwache (Tag 13+14 Ü-KF-32 – Ü-

TF-33mS (#) in den Proben ohne Pepsinzulage; Tag 17+18 Ü-KF-32 – Ü-TF-33mS 

(#) in den Proben mit Pepsinzulage (#)) Differenzsignifikanzen festhalten. 

 

Abb. 9.6:  Veränderung der m/z 175 (nach 19 min) in den Überstandsproben von Lauf 35-38 

ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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Abb. 9.7: Veränderung der m/z 175 (nach 19,1 min) in den Überstandsproben von Lauf 35-

38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18,9 Minuten (Abb. 9.8) 

In der zweiten Laufgruppe (L39-42) sind die Integralwerte während der Zulagephase 

(Tag 11-18) in Ü-KF-32 mit den höchsten Werten detektierbar. Die m/z 175 kann an 

Tag 13+14 und Tag 15+16 nicht in Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS nachgewiesen werden. 

An Tag 27+28 lässt sich eine schwache Differenzsignifikanz (#) zwischen Ü-KF-32 

und Ü-TF-35mS festhalten. 
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Abb. 9.8:  Veränderung der m/z 175 (nach 18,9 min) in den Überstandsproben von Lauf 39-

42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

9.5.1.5 m/z 177 

Vorkommen in Lauf 35-38  

Die m/z 177 konnte in der ersten Laufgruppe (L35-38) zu drei verschiedenen 

Retentionszeitpunkten (25,4, 27,1 und 32,1 min) nachgewiesen werden. Zu den 

Retentionszeitpunkten 25,4 und 27,1 min konnte die m/z 177 nur sporadisch 

ausgewertet werden. Daher wird auf eine graphische Darstellung und statistische 

Auswertung zu diesen Zeitpunkten verzichtet. Die statistische Auswertung der 

Integralwerte zum Retentionszeitpunkt 32,1 min ergab keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den ermittelten Integralwerten der verschiedenen 

Überstandsproben. Aus diesem Grund wird der Integralverlauf auch zu diesem 

Zeitpunkt nicht graphisch dargestellt.  

 

Vorkommen in Lauf 39-42  

Die m/z 177 konnte in der zweiten Laufgruppe nur in wenigen Proben ausgewertet 

werden, weshalb auf eine graphische und statistische Darstellung verzichtet wurde. 
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9.5.2 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS-Anlage:  

m/z aus Tabelle 3.4 

 

9.5.2.1 m/z 295 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 9.9) 

Die Integralwerte der m/z 295 nach einer Retentionszeit von 18,8 min liegen in 

Ü-KF-32, Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS auf einem ähnlichen Niveau. Schwach 

signifikante Unterschiede sind an Tag 13+14 und Tag 27+28 zwischen Ü-KF-32 und 

Ü-TF-33mS, sowie an Tag 17+18 zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-33 ersichtlich.  

 

Abb. 9.9: Veränderung der m/z 295 (nach 18,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 9.10) 

Die Integralwerte aller Überstandsproben zeigen schwankende Verläufe mit 

Maximalwerten von 1097047 Counts x min in Ü-KF-32 an Tag 15+16. An Tag 17+18 

ist ein schwach signifikanter Unterschied zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-33mS 

ersichtlich. Eine schwache Signifikanz lässt sich ebenfalls an Tag 27+28 zwischen 

Ü-KF-32 undÜ-TF-33 festhalten.  
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Abb. 9.10: Veränderung der m/z 295 (nach 18,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,5 Minuten (Abb. 9.11) 

Zur Retentionszeit 18,5 Minuten liegen die Integralwerte von Ü-KF-32 während der 

gesamten Versuchsdauer auf dem höchsten Niveau. Zum Zeitpunkt Tag 11+12 ist 

ein schwach signifikanter Unterschied zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-35 erkennbar. 

  

-100000

100000

300000

500000

700000

900000

1100000

1300000

1500000

7+8 11+12 13+14 15+16 17+18 27+28

In
te

g
ra

l 
[C

o
u
n
ts

 x
 m

in
]

Tag

*

#

 



 

Anhang 

245 
 

 

Abb. 9.11: Veränderung der m/z 295 (nach 18,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18,5 Minuten (Abb. 9.12) 

An Tag 11+12 und Tag 17+18 konnten schwach signifikante Unterschiede zwischen 

Ü-KF-32 und Ü-TF-35, sowie zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-35mS festgestellt werden. 

An Tag 15+16 war außerdem ein schwach signifikanter Unterschied zwischen 

Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS detektierbar. 
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Abb. 9.12:  Veränderung der m/z 295 (nach 18,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

 

9.5.2.2 m/z 313  

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 9.13) 

Die Integralwerte von Ü-KF-32, Ü-TF-33 und Ü-TF-33mS weisen in der ersten 

Laufgruppe (L35-38) mit Pepsinzulage zum Retentionszeitpunkt 18,8 min ähnliche 

Verläufe auf. Am Versuchstag 27+28 konnte ein schwach signifikanter Unterschied 

zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-33 festgehalten werden.  
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Abb. 9.13:  Veränderung der m/z 313 (nach 18,8 min) in den Überstandsproben von Lauf  

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 ohne Pepsinzulage nach 18,5 Minuten (s. Abb. 9.14) 

Die Integralwerte von Ü-KF-32, Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS weisen in der zweiten 

Laufgruppe (L39-42) ohne Pepsinzulage zum Retentionszeitpunkt 18,5 min ähnliche 

Verläufe auf. Am Versuchstag 11+12 konnte ein schwach signifikanter Unterschied 

zwischen Ü-KF-32 und Ü-TF-35mS (#) festgehalten werden.  
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Abb. 9.14:  Veränderung der m/z 313 (nach 18,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

9.5.2.3 m/z 353 

Vorkommen in Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 9.15) 

Die m/z 353 kommt zur Retentionszeit 18,8 min oft in den verschiedenen 

Überstandsproben vor. Der Verlauf der Integralwerte ist inkonstant. Dennoch ist ein 

schwach signifikanter Unterschied (*) an Tag 13+14 zwischen den Integralwerten von  

Ü-KF-32 und Ü-TF-33 ersichtlich.  
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Abb. 9.15:  Veränderung der m/z 353 (nach 18,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 ohne Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, 

mit Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 35-38 mit Pepsinzulage nach 18,8 Minuten (Abb. 9.16) 

In den Proben von Lauf 35-38 ohne Pepsinzulage ist die m/z 353 mit einem 

schwankenden Integralverlauf festzuhalten. An Tag 15+16 konnte zwischen den 

Integralwerten von Ü-KF-32 und Ü-TF-33 ein schwach signifikanter (*) Unterschied 

verzeichnet werden. Am Versuchstag 7+8 konnte die m/z 353 in keiner 

Überstandsprobe nachgewiesen werden. 
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Abb. 9.16:  Veränderung der m/z 353 (nach 18,8 min) in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-33,  Ü-TF-33mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 18,5 Minuten (Abb. 9.17) 

Die m/z 353 kommt zum Retentionszeitpunkt 18,5 Minuten in allen 

Überstandsproben (Ü-KF-32, Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS) mit Pepsinzulage vor. Die 

höchsten Integralwerte lassen sich in Ü-TF-35 an Tag 13+14 mit einer Countzahl von 

448955 Counts x min festhalten. An diesem Tag ist ein schwach signifikanter 

Unterschied zwischen Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS festzuhalten. Die niedrigsten 

Integralwerte sind in allen Proben an Tag 17+18 zu verzeichnen.  
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Abb. 9.17:  Veränderung der m/z 353 (nach 18,5 min) in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 mit Pepsinzulage über die 28-tägige Inkubationszeit mit Kontrollsilage, mit 

Schadsilage und mit Schadsilage plus Sojaprotein 

 Zulagephase,  Ü-KF-32,  Ü-TF-35,  Ü-TF-35mS 

KF vs. TF: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

KF vs. TFms: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

TF vs. TFms: ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

9.5.3 Auswertungen weiterer m/z aus den Arbeiten GRESNER (2011), 

WICHERN (2011) und EBHARDT (2018) 

 

9.5.3.1 m/z 199 

Vorkommen in Lauf 39-42 mit Pepsinzulage nach 12,3 Minuten  

Die m/z 199 ließ sich regelmäßig in den Proben der zweiten Laufgruppe (L39-42) mit 

Pepsinzulage zum Retentionszeitpunkt 12 min nachweisen. Die höchsten 

Integralwerte waren in allen Proben an Tag 15+16 festzustellen. Ü-KF-32 wies 

während der Zulagephase geringere Integralwerte auf als Ü-TF-35 bzw. Ü-TF-35mS. 

Dennoch konnten nur ein schwach signifikanter Unterschied zwischen Ü-KF-32 und 

Ü-TF-35mS festgehalten werden, weshalb eine weitere Darstellung entfällt. 
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9.6 Ergebnisse der Additionsversuche (Vgl. Tab. 3.20) 

Zur besseren Übersichtlichkeit und da dem Integral eine höhere Bedeutung als dem  

Y-Achsenabschnitt zugesprochen wurde, wurde im Folgenden auf eine Darstellung 

der Y-Achsenabschnitte verzichtet. Tabelle 9.8 stellt die Ergebnisse des Additions-

versuches dar. 

 

Tab. 9.8: Ergebnisse der Additionsversuche  

Ergebnisse aus der Untersuchung von 

Überstandsproben 

Zu untersuchende Probe 

vor der Addition 

Zu untersuchende Probe 

nach der Addition 

Unter-

suchte  

m/z 

Retentions

-zeit 

[min] 

vermuteter, zur 

Addition 

herange-

zogener 

Reinstoff 

Integral 

[Counts x 

min]  

Retentions

-zeit [min] 

Integral 

[Counts x 

min] 

Retentions- 

zeit [min] 

91 15 

p-Coumarsäure 

588380 18,9 418514 18,8 

143881 22,7 n. a. n. a.  

147 16 48620 23,8 n. a. n. a. 

149 16 

Ferulasäure 

135891 26,8 60696 26,9 

420991 32 183036 32 

177 16 91653 32 n. a. n. a. 

121 11 4-Hydroxy-

benzoesäure 

56294 3,7 n. a. n. a.  

265 15 4-Hydroxy-

phenyl- 

Brenztrauben-

säure 

966290 18,6 314021 18,5 

149 16 
3-(2-Hydroxy-

phenyl)-

propionsäure 

421946 32 209718 32 

227 16 3,06E+6 12,3 2,63E+06 12,3 

313 16 3,00E+06 17,9 2,12E+06 18 

225 14 

3-(4-Hydroxy-

phenyl)-

propionsäure 

151357 18 n. a. n. a.  

249 14 1,76E+06 17,9 864730 18 

16 175776 19,8 143366 19,8 

295 14 1,02E+06 17,9 544779 18 

313 14 2,37E+06 17,9 1,47E+06 18 

175 16 
Sinapinsäure 

55485 18,9 32360 18,8 

225 16 155482 18 93503 18 
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Erläuterungen zur Tab. 9.8: 

n. a.: Nicht auswertbar, die Peaks, die aus dem Ionenscreening stammten, konnten nicht 

ausgewertet werden (Definition auswertbarer Peak siehe Kap. 3.3.9). 

 

9.7 Pepsineffekt auf einzelne m/z  

9.7.1 Pepsineffekt auf die m/z 175 

Lauf 35-38 

In der Laufgruppe I (L35-38) konnte zwischen den Proben mit und ohne 

Pepsinverdau zum Retentionszeitpunkt von 19,1 Minuten ein schwach signifikanter 

Unterschied in den Integralwerten am Tag 13+14 ermittelt werden. Der Gehalt der 

m/z 175 war an dem besagten Versuchstag in Ü-KF-32 OP schwach signifikant 

höher als in Ü-KF-32 MP.  

 

Abb. 9.18: Veränderung der Integralwerte der m/z 175 in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 zum Retentionszeitpunkt von 19,1 min im Vergleich zwischen ohne 

Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) innerhalb der Zulagephase (Tag 

11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 

In der zweiten Laufgruppe konnten zum Retentionszeitpunkt von ca. 19 Minuten 

keine Differenzsignifikanzen zwischen den Überstandsproben mit und ohne 

Pepsinverdau ermittelt werden. Daher entfällt eine weitere Darstellung der m/z 175 in 
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dieser Laufgruppe. Die statistischen Daten können der Tabelle 9.61 entnommen 

werden. 

 

9.7.2 Pepsineffekt auf die m/z 225 

Lauf 35-38 

Die m/z 225 war in Ü-KF-32 OP und MP selten auswertbar weshalb eine weitere 

Betrachtung in Ü-KF-32 entfällt. In Ü-TF-33 OP/MP und in Ü-TF-33mS OP/MP war 

die m/z 225 regelmäßig nachweisbar. Bei der statistischen Auswertung konnte eine 

schwache Differenzsignifikanz zwischen Ü-TF-33 OP und Ü-TF-33 MP ermittelt 

werden. Die m/z 225 konnte an dem genannten Versuchstag mit schwach signifikant 

höheren Gehalten in Ü-TF-33 OP detektiert werden. 

 

Abb. 9.19: Veränderung der Integralwerte der m/z 225 in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 

Wie schon in Lauf 35-38 konnte die m/z 225 nur unregelmäßig in Ü-KF OP und MP 

nachgewiesen werden. Es fällt daher eine weitere Darstellung der m/z 225 in 

Ü-KF-32. Zwischen Ü-TF-35 OP und Ü-TF-35 MP konnte an Tag 13+14 eine 

schwache Differenzsignifikanz ermittelt werden. Der Gehalt der m/z 225 war dabei in 

Ü-TF-35 OP schwach signifikant höher.  
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Abb. 9.20: Veränderung der Integralwerte der m/z 225 in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-TF-35 OP vs. Ü-TF-35 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-35mS OP vs. Ü-TF-35ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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9.7.3 Pepsineffekt auf die m/z 227 

Lauf 35-38 

Die m/z 227 konnten in allen Überstandsproben von Laufgruppe I nachgewiesen 

werden. Im Vergleich zwischen Überstandsproben ohne und mit Pepsinverdau, 

wurden statistisch schwach signifikante Unterschiede an den Tagen 13+14 und 

15+16 zwischen Ü-TF-33mS OP und Ü-TF-33mS MP ermittelt, wobei die m/z 227 in 

den Proben ohne Pepsinverdau höhere Integralwerte aufwies.  

 

Abb. 9.21: Veränderung der Integralwerte der m/z 227 in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 

In Laufgruppe II (L39-42) konnten keine Differenzsignifikanzen zwischen 

Überstandsproben ohne und mit Pepsinzulage ermittelt werden, daher entfällt an 

dieser jede weitere Darstellung der m/z 227.  
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9.7.4 Pepsineffekt auf die m/z 295 

Der Pepsineffekt der m/z 353, sowie dessen statistische Darstellung (Kap. 9.8.7.4) 

beschränken sich auf den Retentionszeitpunkt 18,3 bzw. 18,0 min. Eine allgemeine 

Auswertung des zweiten Retentionszeitpunktes ist dem Kapitel 9.5.2.1 zu 

entnehmen.  

 

L35-38 

Die m/z 295 konnten in Laufgruppe I in allen Überstandsproben mit und ohne 

Pepsinzulage nachgewiesen werden.  Die Pepsinzulage bedingte in Ü-KF-32 an Tag 

13+14 einen signifikant höheren Integralwert der m/z 295 als in Ü-KF-32 OP.  

In Ü-TF-33mS war an Tag 15+16 der Integralwert der m/z 295 in der Probe ohne 

Pepsinverdau schwach signifikant höher. Pepsin hatte somit einen divergierenden 

Effekt auf besagte m/z. 

 

Abb. 9.22: Veränderung der Integralwerte der m/z 295 in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

L39-42 

In Laufgruppe II konnte die m/z 295 in allen Überstandsproben nachgewiesen 

werden. Ein signifikanter Gehaltsunterschied war nur in Ü-TF-35 an Tag 13+14 
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ermittelbar. Das Integral der m/z 295 war an diesem Tag in der Probe ohne 

Pepsinzulage signifikant höher. 

 

Abb. 9.23: Veränderung der Integralwerte der m/z 295 in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-35 OP vs. Ü-TF-35 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-35mS OP vs. Ü-TF-35ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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9.7.5 Pepsineffekt auf die m/z 313 

Der Pepsineffekt der m/z 353, sowie dessen statistische Darstellung (Kap. 9.8.7.5) 

beschränken sich auf den Retentionszeitpunkt 18,3 bzw. 18,0 min. Eine allgemeine 

Auswertung des zweiten Retentionszeitpunktes ist in Kapitel 9.5.2.2 vorzufinden.  

 

L35-38 

Die m/z 313 war während der Zulagephase (Tag 11-18) regelmäßig in allen 

Überstandsproben nachweisbar. Der Pepsinverdau hatte keinen signifikanten 

Einfluss auf den Gehalt dieser m/z. Eine Ausnahme hiervon zeigte sich jedoch an 

Tag 17+18. Hier konnte in Ü-TF-33mS OP ein schwach signifikant höherer Gehalt 

der besagten m/z detektiert werden. 

 

Abb. 9.24: Veränderung der Integralwerte der m/z 313 in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

L39-42 

In Laufgruppe II war die m/z 313 kontinuierlich in allen Überstandsproben 

nachweisbar. Die Zulage von Pepsin führte in der Regel zu keiner signifikanten 

Gehaltsveränderung der m/z 313. An Tag 13+14 war jedoch der ermittelte 

Integralwert in Ü-TF-35 in der Probe ohne Pepsinzulage schwach signifikant höher 

als in der Probe mit Pepsinzulage.   
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Abb. 9.25: Veränderung der Integralwerte der m/z 313 in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-35 OP vs. Ü-TF-35 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-35mS OP vs. Ü-TF-35ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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9.7.6 Pepsineffekt auf die m/z 353 

Der Pepsineffekt der m/z 353, sowie dessen statistische Darstellung (Kap. 9.8.7.6) 

beschränken sich auf den Retentionszeitpunkt 18,2 bzw. 18,0 min. Eine allgemeine 

Auswertung des zweiten Retentionszeitpunktes ist in Kapitel 9.5.2.3 vorzufinden.  

 

L35-38 

In Lauf 35-38 waren keine signifikanten Einflüsse der Pepsinzulage auf den Gehalt 

der m/z 353 ermittelbar. Aus diesem Grund entfällt die weitere Darstellung des 

Pepsineffekt auf diese m/z in der ersten Laufgruppe. 

 

L39-42 

Die m/z 353 konnte kontinuierlich in den Überstandsproben Ü-TF-35 und Ü-TF-35mS 

sowohl in den Proben mit als auch in den Proben ohne Pepsinzulage nachgewiesen 

werden. Die Zulage von Pepsin führte einmalig zu einer schwach signifikanten 

Gehaltserhöhung der m/z 353 an Tag 17+18 in Ü-TF-35mS.  

 

Abb. 9.26: Veränderung der Integralwerte der m/z 353 in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-35 OP vs. Ü-TF-35 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-35mS OP vs. Ü-TF-35ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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9.7.7 Pepsineffekt auf die m/z 199 

Lauf 35-38 

Die m/z 199 war in den meisten Überstandsproben während der Zulagephase nachweisbar 

(s. Tab. 9.72). In Ü-TF-33mS konnte an Tag 17+18 ein schwach signifikant höherer 

gemittelter Integralwert dieser m/z in der Probe ohne Pepsinzulage eruiert werden. Darüber 

hinaus hatte der Pepsinverdau jedoch keinen signifikanten Einfluss auf den Gehalt dieser 

m/z.  

 

Abb. 9.27: Veränderung der Integralwerte der m/z 199 in den Überstandsproben von Lauf 

35-38 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 

In der Laufgruppe II ist erneut einmalig ein schwach signifikanter Einfluss des 

Pepsinverdaus nachweisbar gewesen. An Tag 17+18 ist der gemittelte Integralwert 

dieser m/z in Ü-TF-35 in den Proben ohne Pepsinzulage schwach signifikant höher 

als in den Proben mit Pepsinzulage. Zusätzlich konnte jedoch auch in dieser 

Laufgruppe kein weiterer signifikanter Einfluss der Pepsinzulage eruiert werden.  
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Abb. 9.28: Veränderung der Integralwerte der m/z 199 in den Überstandsproben von Lauf 

39-42 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-KF-32 OP vs. Ü-KF-32 MP: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001  

Ü-TF-35 OP vs. Ü-TF-35 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-35mS OP vs. Ü-TF-35ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 
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9.7.8 Pepsineffekt auf die m/z 321/322 

Lauf 35-38  

Der Pepsinverdau hatte auf die m/z 321/322 einmalig einen schwach signifikanten 

Einfluss. In der Probe Ü-TF-33mS konnte an Tag 15+16 ein schwach signifikant 

höherer Gehalt in der Probe ohne Pepsinzulage detektiert werden. Darüber hinaus 

hatte Pepsin keinen signifikanten Einfluss auf den Gehalt dieser m/z. 

 

Abb. 9.29: Veränderung der Integralwerte der m/z 321/322 in den Überstandsproben von 

Lauf 35-38 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage 

(MP) innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-TF-33 OP vs. Ü-TF-33 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-33mS OP vs. Ü-TF-33ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

 

Lauf 39-42 

In Laufgruppe II war die m/z 321/322 nur unregelmäßig in den Proben mit 

Pepsinzulage nachweisbar. Daraus ergaben sich stark signifikante (Tag 11+12  

Ü-TF-35 OP – Ü-TF-35 MP) und schwach signifikante (Tag 15+16 Ü-TF-35 OP – 

Ü-TF-35 MP) Gehaltsunterschiede. Die Gehalte in den Proben ohne Pepsinzulage 

waren an den genannten Versuchstagen höher als in den Proben mit Pepsinzulage. 

Zwischen Ü-KF OP und MP waren keine Differenzsignifikanzen ermittelbar, weshalb 

eine graphische Darstellung entfällt.  
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Abb. 9.30: Veränderung der Integralwerte der m/z 321/322 in den Überstandsproben von 

Lauf 39-42 im Vergleich zwischen ohne Pepsinzulage (OP) und mit Pepsinzulage 

(MP) innerhalb der Zulagephase (Tag 11-18) 

Ü-TF-35 OP vs. Ü-TF-35 MP: # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001  

Ü-TF-35mS OP vs. Ü-TF-35ms MP ° p < 0,05; °° p < 0,01; °°° p < 0,001 

  

20000

70000

120000

170000

220000

270000

320000

370000

420000

11+12 13+14 15+16 17+18

In
te

g
ra

l 
[C

o
u
n
ts

 x
 m

in
]

Tag

Ü-TF-35 OP

Ü-TF-35mS OP

Ü-TF-35 MP

Ü-TF-35ms MP

# 

### 



 

Anhang 

266 
 

9.8 Statistische Daten 

Im Nachfolgenden werden die statistischen Auswertungen analysierter Parameter 

tabellarisch dargelegt. In den Tabellen sind die Messtage (Tag), die Zusätze (ohne/ 

mit Pepsinzulage, (OP/MP)), der jeweilige Stichprobenumfang (n), die Mittelwerte (x̅), 

die Standardabweichungen (s) und die zugehörigen Differenzsignifikanzen (p-Werte) 

der jeweiligen Parameter aus den Läufen 35-38 und 39-42 dargelegt. 

 

9.8.1 Kolorimetrische Phenolmessungen der Überstandsproben nach 

HOLLOWAY et al. (1979) 

9.8.1.1 Lauf 35-38  

Tab. 9.9: Mittlere Phenolgehalte [mmol/l] in L35-38 ohne (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 0,732 0,136 3 1,036 0,399 3 0,852 0,053 0,4135 0,1644 0,5269

11+12 OP 4 0,853 0,100 4 0,940 0,097 4 0,975 0,173 0,1417 0,1756 0,7014

13+14 OP 4 0,948 0,115 4 1,025 0,081 4 1,068 0,030 0,0640 0,0831 0,2050

15+16 OP 4 0,905 0,092 4 1,018 0,092 4 1,097 0,034 0,1093 0,0098 0,2166

17+18 OP 4 0,919 0,049 4 1,012 0,051 4 1,029 0,057 0,0044 0,0049 0,3556

27+28 OP 4 0,880 0,003 4 0,839 0,041 4 0,801 0,039 0,1290 0,0250 0,0143

7+8 MP 3 1,084 0,516 3 1,225 0,072 3 1,250 0,089 0,6741 0,6032 0,2720

11+12 MP 4 1,377 0,107 4 1,370 0,124 4 1,524 0,035 0,8711 0,0850 0,1320

13+14 MP 4 1,385 0,105 4 1,440 0,070 4 1,522 0,031 0,2477 0,0973 0,1945

15+16 MP 4 1,369 0,144 4 1,429 0,097 4 1,605 0,031 0,5432 0,0395 0,0634

17+18 MP 4 1,360 0,023 4 1,404 0,120 4 1,459 0,146 0,4392 0,2121 0,0285

27+28 MP 4 1,339 0,060 4 1,315 0,097 4 1,240 0,079 0,5288 0,0197 0,0096

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 
 

9.8.1.2 Lauf 39-42  

Tab. 9.10: Mittlere Phenolgehalte [mmol/l] in L39-42 ohne (OP) und mit Pepsinzulage (MP) 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 1,246 0,089 4 1,112 0,072 4 1,184 0,051 0,0225 0,1105 0,1131

11+12 OP 4 1,198 0,063 4 1,108 0,051 4 1,153 0,092 0,1506 0,5904 0,2624

13+14 OP 4 1,165 0,100 4 1,072 0,142 4 1,204 0,143 0,3806 0,6308 0,2027

15+16 OP 4 1,109 0,108 4 1,102 0,045 4 1,185 0,072 0,8419 0,1352 0,0296

17+18 OP 4 1,002 0,074 4 1,075 0,043 4 1,077 0,049 0,2106 0,2729 0,9659

27+28 OP 4 1,124 0,156 4 1,122 0,148 4 1,215 0,144 0,9806 0,4632 0,5181

7+8 MP 4 1,686 0,149 4 1,559 0,051 4 1,632 0,082 0,2291 0,2514 0,2573

11+12 MP 4 1,481 0,449 4 1,539 0,122 4 1,594 0,132 0,7794 0,6641 0,4541

13+14 MP 4 1,664 0,067 4 1,569 0,176 4 1,686 0,116 0,3802 0,7612 0,4031

15+16 MP 4 1,631 0,147 4 1,567 0,067 4 1,722 0,099 0,4897 0,2732 0,0084

17+18 MP 4 1,490 0,181 4 1,535 0,030 4 1,616 0,112 0,6238 0,4539 0,3188

27+28 MP 4 1,670 0,174 4 1,595 0,132 4 1,551 0,055 0,0472 0,1487 0,3479

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.2 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS-Anlage: m/z aus 

Tabelle 4.1 

9.8.2.1 m/z 147 

Tab. 9.11: Integralwerte [Counts x min] von m/z 147 in L35-38 nach 23,9 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 - - 3 54.166 20910 3 35.732 - 0,2258 0,391 0,4096

11+12 OP 4 79.711 9420 4 72.019 18433 4 53.217 9795 0,4379 0,5843 0,9743

13+14 OP 4 37.845 9421 4 41.425 10633 4 36.693 2796 0,2257 0,4271 0,4718

15+16 OP 4 42.660 4138 4 85.409 18213 4 68.437 5209 0,0354 0,643 0,1801

17+18 OP 4 28.847 13468 4 52.630 2113 4 57.995 10459 0,7142 0,0308 0,1642

27+28 OP 4 80.886 42465 4 46.595 - 4 28.965 - 0,4822 0,3893 0,391

7+8 MP 3 - 3 - - 3 - - - - -

11+12 MP 4 65.310 20572 4 67.710 13673 4 64.423 23394 0,7069 0,3255 0,3488

13+14 MP 4 38.546 - 4 44.446 7248 4 51.168 1297 0,1909 0,5176 0,7443

15+16 MP 4 57.981 - 4 70.505 17637 4 74.765 21352 0,0972 0,1904 0,3904

17+18 MP 4 44.289 - 4 63.934 6851 4 55.920 4135 0,2216 0,2606 0,8691

27+28 MP 4 28.369 - 4 59.150 31177 4 - - 0,3934 0,391 0,2591

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

 

9.8.2.2 m/z 149 

Tab. 9.12: Integralwerte [Counts x min] von m/z 149 in L35-38 nach 27,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 144.835 41.270 2 83.701 34.331 3 100.467 21.688 0,2172 0,2460 0,1947

11+12 OP 4 133.006 50.183 4 121.094 51.610 4 153.165 23.475 0,2903 0,5388 0,3013

13+14 OP 4 115.073 37.928 4 96.826 22.519 4 129.946 24.631 0,3213 0,3282 0,0530

15+16 OP 4 191.399 102.936 4 191.276 40.368 4 199.380 50.089 0,9977 0,8326 0,6620

17+18 OP 4 139.295 27.827 4 143.091 59.961 4 145.660 44.595 0,9257 0,7723 0,9363

27+28 OP 2 91.288 2.949 4 98.021 17.463 4 93.555 36.812 0,1767 0,0887 0,8607

7+8 MP 2 87.006 32.037 2 92.322 24.583 2 76.814 22.584 0,4923 0,3708 0,1869

11+12 MP 4 179.568 82.827 4 141.414 33.283 4 158.761 21.789 0,3486 0,6287 0,2618

13+14 MP 4 144.745 48.682 4 134.650 34.144 4 98.006 27.251 0,5879 0,2929 0,3153

15+16 MP 4 192.447 95.973 4 193.882 51.590 4 197.930 26.851 0,9761 0,9222 0,8288

17+18 MP 4 134.472 11.331 4 119.959 14.072 4 151.672 34.039 0,1075 0,3875 0,0739

27+28 MP 4 99.328 18.512 4 119.920 37.117 3 127.257 12.814 0,4559 0,9035 0,3886

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz
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Tab. 9.13: Integralwerte [Counts x min] von m/z 149 in L35-38 nach 32,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 60.470 23.067 2 63.476 232 2 74.357 32.348 0,5979 0,6272 0,8901

11+12 OP 1 94.959 - 2 64.337 15.390 2 88.105 32.672 0,5890 0,6866 0,7920

13+14 OP 3 341.843 73.143 3 283.835 75.032 3 298.243 48.099 0,5174 0,2323 0,7991

15+16 OP 4 535.465 112.065 4 451.297 128.659 4 425.667 146.240 0,3883 0,2768 0,1792

17+18 OP 3 426.045 110.466 3 330.578 5.637 3 329.429 58.467 0,3020 0,1544 0,9762

27+28 OP 1 29.661 - 2 65.480 9.037 3 48.920 8.582 0,3730 0,1387 0,9027

7+8 MP 1 29.921 - 2 80.056 21.884 1 26.365 - 0,2692 0,9433 0,3306

11+12 MP 2 82.195 27.870 2 50.175 2.446 1 45.775 - 0,3328 0,1839 0,3200

13+14 MP 3 228.787 136.754 3 303.379 54.573 3 313.433 19.690 0,4069 0,4688 0,7409

15+16 MP 4 542.391 259.294 4 488.793 122.922 4 524.167 192.236 0,5523 0,6927 0,4429

17+18 MP 3 467.910 73.033 3 315.111 50.498 3 356.975 55.750 0,0726 0,1241 0,4249

27+28 MP 2 116.780 6.199 1 41.832 - 2 737.116 632.885 0,3242 0,3993 0,3680

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.14: Integralwerte [Counts x min] von m/z 149 in L39-42 nach 26,9 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 3 58.131 10.476 2 66.169 7.955 3 63.691 10.477 0,4558 0,8771 0,6714

11+12 OP 2 81.379 9.723 3 71.071 15.692 2 64.596 13.507 0,5111 0,1897 0,2648

13+14 OP 2 113.376 96.778 3 101.747 37.923 4 107.597 58.486 0,6125 0,0876 0,1533

15+16 OP 3 127.195 49.768 3 129.262 61.779 4 102.118 34.918 0,9090 0,7915 0,8497

17+18 OP 4 54.865 17.701 4 57.235 27.179 4 67.759 17.542 0,8741 0,0165 0,5577

27+28 OP 3 79.407 23.747 2 105.330 32.767 4 74.041 13.133 0,7194 0,5392 0,5093

7+8 MP 2 74.959 9.511 3 75.662 8.122 3 68.153 25.900 0,3475 0,5699 0,8716

11+12 MP 3 66.531 15.398 1 86.842 - 3 84.883 4.598 0,2857 0,1826 0,2088

13+14 MP 3 137.284 111.658 3 83.197 37.985 3 96.221 42.707 0,3946 0,4423 0,3467

15+16 MP 4 100.685 21.317 4 118.763 76.518 3 173.382 131.447 0,5856 0,6604 0,7512

17+18 MP 4 56.677 14.754 4 58.009 28.621 4 57.766 14.967 0,9286 0,8362 0,9802

27+28 MP 3 104.731 30.555 3 87.740 19.837 4 77.211 31.298 0,1357 0,9558 0,5943

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.15: Integralwerte [Counts x min] von m/z 149 in L39-42 nach 32 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 159.589 44.926 4 110.885 51.964 4 138.192 28.949 0,3118 0,5964 0,4003

11+12 OP 4 111.686 29.787 4 165.512 30.158 4 139.138 34.819 0,0158 0,2949 0,1111

13+14 OP 2 75.011 30.197 3 64.159 17.408 4 88.066 29.421 0,7161 0,0438 0,1415

15+16 OP 4 137.855 62.129 3 111.776 82.441 4 106.575 54.107 0,2820 0,0520 0,5916

17+18 OP 4 50.936 10.616 4 55.354 7.134 4 51.610 8.932 0,5577 0,8901 0,6609

27+28 OP 4 151.550 32.573 4 143.833 33.423 4 152.686 32.896 0,7657 0,9646 0,4994

7+8 MP 4 136.572 10.189 4 137.703 10.367 4 151.057 38.843 0,8550 0,5063 0,4688

11+12 MP 4 137.355 33.776 3 124.387 38.769 4 167.465 27.818 0,4364 0,2177 0,2088

13+14 MP 4 90.353 38.723 3 122.985 83.148 3 87.847 10.681 0,9641 0,3419 0,6247

15+16 MP 3 113.746 88.040 4 124.220 55.887 4 114.172 60.735 0,4079 0,5894 0,7323

17+18 MP 4 51.108 3.002 4 45.200 12.826 4 52.225 17.041 0,4206 0,9139 0,3619

27+28 MP 4 168.843 31.679 4 159.993 37.940 4 133.976 37.931 0,6083 0,2732 0,2180

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.2.3 m/z 175 

Tab. 9.16: Integralwerte [Counts x min] von m/z 175 in L35-38 nach 19,1 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 79.830         70.399       1 101.146        - 3 161.199             201.764   0,0702 0,3659 0,2474

11+12 OP 4 82.376                 17.706   4 89.656                 24.736   4 86.028                 36.499   0,9716 0,8526 0,6584

13+14 OP 4 79.146         11.574       4           59.212   16.359       4 49.074                 15.199   0,1118 0,0132 0,6723

15+16 OP 4 121.892               24.652   4 146.971       56.560       3 87.240                 12.049   0,8673 0,1417 0,2823

17+18 OP 4 80.742                 29.866   4 74.860                 24.948   4 78.075         12.361        0,2822 0,869 0,3126

27+28 OP 4 75.639         18.339       3 114.726       50.336       4           70.447   29.060        0,7745 0,602 0,5696

7+8 MP 2 136.672       91.838       2 52.407         4.809         1 41.003         - 0,5041 0,3548 0,2614

11+12 MP 4 92.726         16.836       2 83.288         13.617       2         111.142           29.558   0,0989 0,297 0,7014

13+14 MP 4 60.207         5.897         4           57.937   26.607       4 54.366         6.970          0,5442 0,0636 0,8765

15+16 MP 2         117.814           33.776   4 96.974         35.164       3 111.907       42.751        0,5706 0,7379 0,7628

17+18 MP 4 87.416                 28.505   4 58.170         10.942       3 58.003         5.811          0,138 0,0352 0,3977

27+28 MP 4           76.716   18.697       3 137.905       74.394       3 91.587         45.450        0,5768 0,7998 0,1665

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

 

Tab. 9.17: Integralwerte [Counts x min] von m/z 175 in L39-42 nach 18,9 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 1 21.037 - 1 17.217 - 1 34.001 - 0,391 0,7945 0,7219

11+12 OP 2 37.260 7.367 1 40.471 - 1 56.340 - 0,6793 0,6724 0,8547

13+14 OP 4 64.944 29.731 1 42.610 - 0 - - 0,0062 0,0222 0,391

15+16 OP 4 103.034 40.845 2 51.384 27.231 3 61.445 33.798 0,0395 0,1678 0,6189

17+18 OP 4 53.637 6.729 4 27.497 10.928 4 34.357 6.008 0,0416 0,0523 0,2968

27+28 OP 4 51.990 13.124 4 49.498 14.521 3 65.468 32.027 0,6975 0,9193 0,9895

7+8 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 MP 1 93.121 - 1 35.111 - 0 - - 0,6342 0,391 0,391

13+14 MP 3 59.053 12.177 0 - - 0 - - 0,0655 0,0655 -

15+16 MP 3 70.576 20.285 0 - - 0 - - 0,0728 0,0728 -

17+18 MP 4 53.836 11.113 3 29.141 7670 3 33.674 5.084 0,0876 0,1381 0,5603

27+28 MP 2 34.699 10.345 4 51.270 8022 4 48.276 16.569 0,0812 0,0435 0,7973

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

 

9.8.2.4 m/z 177 

Tab. 9.18: Integralwerte [Counts x min] von m/z 177 in L35-38 nach 32,1 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 OP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

13+14 OP 3 50.052    22.497 3 45.815   8.996 2 36.522,5  12.898 0,8108 0,339 0,1414

15+16 OP 3 85.183    9.875 4 76.201   26.786 4 86.376,8  53.776 0,4897 0,4345 0,6481

17+18 OP 3 62.884    24.411 3 68.958   8.737 2 53.921,5  13.383 0,7318 0,3404 0,1565

27+28 OP 0 - - - - - - - - - - -

7+8 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

13+14 MP 2 33.384    2.013 3 45.413   7,652 3 51.398,3  5.030 0,2571 0,1742 0,0927

15+16 MP 3 95.352    47.006 3 95.705   22.871 3 79.511,3  52.440 0,9824 0,7185 0,7356

17+18 MP 2 67.348    9.298 1 66.912   - 2 75.592,5  10.248 0,3326 0,5491 0,3816

27+28 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz
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9.8.2.5 m/z 225 
 

Tab. 9.19: Integralwerte [Counts x min] von m/z 225 in L35-38 nach 18,4 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 OP 0 - - 4 168.231          75.686   4 138.933        35.741   0,0212 0,0044 0,4053

13+14 OP 0 - - 4 133.370          40.330   4 117.863        37.698   0,007 0,0083 0,6599

15+16 OP 1 45.582    0 4 238.957          41.718   4 336.925      160.513   0,002 0,0356 0,3702

17+18 OP 1 62.891    0 4 184.807          23.804   4 169.168        44.542   0,0022 0,0122 0,3038

27+28 OP 0 - - 0 -  - 0 -  - - - -

7+8 MP 0 - - 0 -  - 0 -  - - - -

11+12 MP 0 - - 4 113.805          40.127   4 167.238    58.663   0,0109 0,0107 0,1647

13+14 MP 0 - - 4 149.218          39.982   4 149.567    50.937   0,005 0,0098 0,9742

15+16 MP 0 - - 4 219.954          81.440   4 254.703        27.251   0,0124 0,0003 0,478

17+18 MP 0 - - 4 165.462          22.407   4 192.865        93.362   0,0007 0,0257 0,6198

27+28 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

 

Tab. 9.20: Integralwerte [Counts x min] von m/z 225 in L39-42 nach 18,1 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 0 - - 0 - - 0 -  - - - -

11+12 OP 1 49.801      - 4 71.551           6.117   3 81.696         26.755   0,0113 0,175 0,706

13+14 OP 1 101.919     - 4 143.712       59.748   4 149.923       75.142   0,0024 0,0061 0,7231

15+16 OP 1 32.947       - 4 309.494     114.802   4 303.446     122.106   0,0193 0,0229 0,774

17+18 OP 2 52.090        45.628   4 129.192       21.560   4 123.902       45.632   0,0312 0,1012 0,7611

27+28 OP 2 38.849          2.512   1 40.119       - 0 -  - 0,4343 0,1824 0,391

7+8 MP 0 -  - 4 -  - 0 -  - - - -

11+12 MP 0 -  - 2 65.679           6.660   3 74.541      9.020     0,1833 0,0604 0,3287

13+14 MP 0 -  - 3 125.706       75.369   4 171.083    80.122   0,1214 0,0236 0,0622

15+16 MP 1 31.987      - 4 292.697     110.693   4 304.042     117.191   0,02 0,0201 0,5091

17+18 MP 2 55.179        26.263   4 142.038       22.797   4 120.096       43.112   0,0063 0,0815 0,3958

27+28 MP 1 46.207      - 0 - - 0 - - 0,391 0,391 -

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.3 Messungen der Überstandsproben an der LC-MS/MS-Anlage:  

m/z aus Tabelle 3.4 

9.8.3.1 m/z 91 

Tab. 9.21: Integralwerte [Counts x min] von m/z 91 in L35-38 nach 19,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 159.993 62.157 3 178.358 34.104 3 187.770 56.030 0,4753 0,4562 0,7121

11+12 OP 4 246.609 114.239 4 630.106 179.317 4 686.462 177.127 0,0044 0,0018 0,2849

13+14 OP 4 180.769 59.844 4 520.408 99.797 4 634.592 132.384 0,0032 0,0032 0,0106

15+16 OP 4 287.852 69.211 4 1.068.008 310.398 4 1.074.247 235.778 0,0119 0,0050 0,9402

17+18 OP 4 173.221 55.558 4 852.254 157.380 4 872.241 103.955 0,0015 0,0006 0,7366

27+28 OP 4 105.718 26.803 4 120.039 40.659 4 122.905 21.488 0,2325 0,1973 0,8666

7+8 MP 3 174.095 83.219 3 146.259 4.334 3 133.733 10.025 0,6679 0,5522 0,1681

11+12 MP 4 245.210 106.869 4 572.120 136.579 4 618.245 134.356 0,0015 0,0049 0,2848

13+14 MP 4 193.127 79.979 4 609.212 177.375 4 658.609 162.179 0,0070 0,0055 0,3380

15+16 MP 4 284.414 76.629 4 947.151 203.787 4 988.191 230.569 0,0042 0,0045 0,5404

17+18 MP 4 201.386 45.141 4 791.575 119.834 4 866.413 88.096 0,0012 0,0003 0,2489

27+28 MP 4 104.596 25.239 4 98.516 40.026 3 101.637 36.138 0,8590 0,5083 0,3680

Tag Zusatz

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

 

 

Tab. 9.22: Integralwerte [Counts x min] von m/z 91 in L35-38 nach 23 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 174.613 89.668 3 136.809 64.933 3 170.978 61.461 0,1962 0,8801 0,0628

11+12 OP 4 179.376 28.368 4 195.459 30.056 4 202.399 67.304 0,3243 0,4268 0,8553

13+14 OP 4 132.637 25.538 4 127.232 27.424 4 145.609 22.665 0,5710 0,0162 0,1600

15+16 OP 4 216.449 43.989 4 222.017 37.043 4 247.828 56.802 0,5830 0,1549 0,1443

17+18 OP 4 188.346 15.631 4 200.064 12.674 4 177.333 26.977 0,3308 0,5916 0,3882

27+28 OP 3 115.752 32.615 4 152.285 55.581 4 122.643 37.250 0,1471 0,3391 0,1877

7+8 MP 3 159.861 70.706 3 151.485 69.459 3 74.400 45.535 0,4937 0,1276 0,1759

11+12 MP 4 195.983 63.980 4 173.306 48.392 4 180.364 32.327 0,2363 0,4852 0,6549

13+14 MP 4 123.633 15.399 4 129.861 33.651 4 126.276 28.428 0,7099 0,8673 0,7299

15+16 MP 4 243.631 53.229 4 267.417 87.386 4 205.947 87.883 0,6371 0,4067 0,0216

17+18 MP 4 184.236 28.894 4 202.316 68.520 4 195.325 28.406 0,7620 0,7527 0,7871

27+28 MP 4 122.952 47.713 4 107.883 20.521 3 112.411 37.335 0,4358 0,4588 0,5824

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz
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Tab. 9.23: Integralwerte [Counts x min] von m/z 91 in L39-42 nach 19,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 131.905 30.715 3 100.800 17.863 4 121.612 34.711 0,2283 0,4928 0,3667

11+12 OP 4 111.273 5.797 4 228.979 22.553 4 231.642 41.128 0,0016 0,0065 0,8968

13+14 OP 4 160.720 70.381 4 447.701 236.402 4 538.433 275.817 0,0466 0,0368 0,0438

15+16 OP 4 256.346 104.364 4 639.116 235.101 4 767.480 354.332 0,0135 0,0348 0,2470

17+18 OP 4 128.104 62.879 4 247.824 58.661 4 268.904 59.634 0,0416 0,0932 0,5862

27+28 OP 4 143.441 31.820 4 132.671 28.668 4 163.108 38.494 0,6485 0,4320 0,3035

7+8 MP 4 112.943 23.484 4 126.765 25.553 4 126.369 36.999 0,2605 0,4292 0,9656

11+12 MP 4 122.485 27.047 4 210.476 45.914 4 207.109 36.700 0,0558 0,0760 0,9086

13+14 MP 4 151.370 70.413 4 449.629 267.566 4 501.167 285.065 0,0581 0,0484 0,3019

15+16 MP 4 226.688 106.557 4 643.767 261.171 4 702.758 305.899 0,0217 0,0305 0,5080

17+18 MP 4 117.283 59.107 4 270.162 41.240 4 283.763 70.493 0,0079 0,0725 0,7751

27+28 MP 4 137.254 35.892 4 145.967 49.964 4 153.083 33.403 0,5918 0,1070 0,5335

Tag Zusatz

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

 

Tab. 9.24: Integralwerte [Counts x min] von m/z 91 in L39-42 nach 23 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 93.612 7.238 3 71.340 9.373 4 78.992 20.865 0,1516 0,1642 0,3955

11+12 OP 4 84.965 11.358 4 67.482 16.294 3 71.254 10.551 0,1578 0,2356 0,3343

13+14 OP 3 135.921 67.124 4 138.064 36.981 4 92.287 79.269 0,4204 0,8084 0,2264

15+16 OP 4 217.709 101.658 4 204.462 108.135 4 168.303 66.134 0,5327 0,0732 0,2479

17+18 OP 4 77.526 16.621 3 80.753 7.172 4 80.264 11.074 0,4729 0,8535 0,4647

27+28 OP 4 95.242 17.007 4 103.611 7.373 4 106.841 21.515 0,2560 0,5149 0,8112

7+8 MP 4 85.662 15.443 4 79.000 9.560 4 79.336 12.663 0,1355 0,6124 0,9734

11+12 MP 4 72.084 8.790 4 84.439 17.929 4 72.322 20.822 0,2851 0,9854 0,0592

13+14 MP 4 123.684 37.867 4 130.684 39.181 4 107.867 35.881 0,8257 0,5761 0,1111

15+16 MP 4 143.413 55.320 4 196.258 94.319 4 103.873 39.253 0,1735 0,1831 0,0595

17+18 MP 4 86.239 18.767 4 84.132 27.548 4 56.152 39.143 0,8668 0,3692 0,4253

27+28 MP 4 114.295 26.398 4 110.200 26.417 4 99.524 7.778 0,4855 0,2860 0,3787

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

 

9.8.3.2 m/z 105 

Tab. 9.25: Integralwerte [Counts x min] von m/z 105 in L35-38 nach 6 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 303.490 77.236 3 295.907 120.892 3 332.007 108.420 0,8336 0,3566 0,2500

11+12 OP 4 265.249 89.558 4 542.279 53.240 4 526.566 95.057 0,0063 0,0367 0,6810

13+14 OP 4 177.834 36.825 4 380.926 19.783 4 372.675 34.279 0,0011 0,0083 0,7140

15+16 OP 4 322.660 147.036 4 786.861 133.078 4 745.797 136.415 0,0223 0,0181 0,3590

17+18 OP 4 233.491 55.371 4 706.990 135.639 4 704.342 145.080 0,0137 0,0067 0,9708

27+28 OP 4 253.845 120.577 4 224.760 107.589 4 218.754 56.494 0,7961 0,7066 0,9391

7+8 MP 3 268.097 86.011 3 351.491 94.904 3 293.095 144.633 0,0066 0,6078 0,2409

11+12 MP 4 224.012 40.779 4 532.368 100.014 4 481.042 74.374 0,0255 0,0191 0,2439

13+14 MP 4 161.710 55.379 4 356.420 41.267 4 316.154 52.444 0,0382 0,0834 0,1752

15+16 MP 4 316.975 95.050 4 629.628 116.573 4 617.455 113.273 0,0133 0,0025 0,7607

17+18 MP 4 197.765 37.059 4 647.434 115.829 4 629.873 127.655 0,0080 0,0146 0,6439

27+28 MP 4 246.241 130.355 4 211.069 42.260 4 178.195 52.283 0,6644 0,4468 0,2189

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz
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Tab. 9.26: Integralwerte [Counts x min] von m/z 105 in L35-38 nach 23 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 361.532 134.908 3 374.069 115.085 3 288.115 18.465 0,6207 0,4688 0,3623

11+12 OP 4 386.012 76.463 4 454.192 106.167 4 469.868 119.960 0,1038 0,0793 0,4406

13+14 OP 4 323.995 32.581 4 362.541 83.585 4 391.823 40.839 0,5191 0,0733 0,3746

15+16 OP 4 452.496 232.702 4 631.290 125.469 4 633.003 189.326 0,2013 0,0715 0,9766

17+18 OP 4 526.252 68.752 4 554.278 72.900 4 641.560 148.069 0,6965 0,3189 0,2036

27+28 OP 4 314.756 112.935 4 332.418 74.916 4 292.188 80.731 0,6259 0,5446 0,1863

7+8 MP 3 387.003 134.093 3 297.204 61.717 3 243.783 33.648 0,2373 0,3147 0,4385

11+12 MP 4 365.529 30.194 4 427.548 89.686 4 440.494 57.430 0,2363 0,0801 0,7054

13+14 MP 4 346.826 60.498 4 419.822 78.226 4 415.582 80.891 0,0662 0,1021 0,8185

15+16 MP 4 553.667 104.261 4 603.915 188.966 4 661.670 220.491 0,5899 0,3650 0,0818

17+18 MP 4 537.950 67.557 4 578.940 141.946 4 608.782 148.449 0,5690 0,4445 0,6752

27+28 MP 4 321.075 83.949 4 312.630 83.748 3 255.950 64.170 0,7089 0,1810 0,1227

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.27: Integralwerte [Counts x min] von m/z 105 in L39-42 nach 6 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 315.458 22.024 4 255.787 125.107 4 304.718 31.021 0,4678 0,6586 0,5083

11+12 OP 4 181.609 95.982 4 350.104 91.952 4 399.285 91.287 0,0041 0,0002 0,1860

13+14 OP 4 255.859 184.226 4 593.485 244.149 4 617.720 326.557 0,0253 0,0312 0,7123

15+16 OP 4 323.376 210.816 4 1.011.638 553.610 4 1.015.274 470.015 0,0388 0,0263 0,9525

17+18 OP 4 205.183 117.035 4 424.550 106.819 4 419.561 55.286 0,0003 0,0542 0,9402

27+28 OP 4 120.862 95.209 4 139.181 63.985 4 196.033 65.735 0,7066 0,0943 0,0294

7+8 MP 4 262.139 37.170 4 266.593 34.451 4 263.966 104.699 0,2807 0,9718 0,9577

11+12 MP 4 181.984 103.622 4 322.457 107.528 4 277.245 39.227 0,0004 0,1407 0,4058

13+14 MP 4 278.138 200.678 4 459.425 288.777 4 499.310 284.477 0,0605 0,0533 0,2641

15+16 MP 4 293.262 261.988 4 975.049 606.549 4 814.859 341.076 0,0484 0,0371 0,4354

17+18 MP 4 155.639 84.103 4 437.229 102.324 4 355.954 50.430 0,0022 0,0182 0,2434

27+28 MP 3 140.621 74.321 4 131.382 52.548 4 131.625 17.484 0,4167 0,5474 0,9903

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.28: Integralwerte [Counts x min] von m/z 105 in L39-42 nach 23 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 204.842 19.720 4 173.870 98.781 4 223.142 35.820 0,6345 0,1598 0,5159

11+12 OP 4 229.606 24.322 4 191.558 8.757 4 207.109 37.809 0,0201 0,0499 0,3699

13+14 OP 4 308.269 67.802 4 303.763 238.002 4 348.862 166.318 0,9718 0,6524 0,3272

15+16 OP 4 525.006 213.515 4 455.717 188.826 4 494.513 212.556 0,1385 0,4901 0,4224

17+18 OP 4 193.348 50.782 4 163.374 12.929 4 182.063 10.759 0,2140 0,6384 0,0219

27+28 OP 4 243.668 57.390 4 258.172 20.553 4 261.421 23.848 0,6299 0,6580 0,8127

7+8 MP 4 201.673 30.654 4 204.446 15.853 4 151.673 89.924 0,8166 0,3019 0,3428

11+12 MP 4 233.862 21.645 4 179.441 13.971 4 179.517 15.207 0,0129 0,0307 0,9883

13+14 MP 4 355.052 220.885 4 362.780 148.472 3 368.546 146.787 0,8610 0,3450 0,3722

15+16 MP 4 530.474 246.552 4 447.806 196.454 4 381.001 141.356 0,0507 0,0661 0,0945

17+18 MP 4 201.769 22.903 4 195.717 21.340 4 147.146 42.231 0,4660 0,0544 0,0647

27+28 MP 4 284.779 34.251 4 269.633 18.918 4 256.344 26.312 0,5295 0,2900 0,2951

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.3.3 m/z 163 

Tab. 9.29: Integralwerte [Counts x min] von m/z 163 in L35-38 nach 25,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 OP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

13+14 OP 3 129.346 43.917 3 95.104 13.226 3 122.871 11.727 0,2292 0,7804 0,0594

15+16 OP 4 246.309 62.525 4 193.435 63.405 4 199.378 72.005 0,0423 0,2113 0,7688

17+18 OP 3 190.179 66.064 2 119.607 12.433 3 127.390 27.241 0,2360 0,1381 0,3742

27+28 OP 0 - - 1 44.738 - 0 - - 0,3910 - 0,3910

7+8 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 MP 0 - - 0 - - 1 74.054 - - 0,3910 0,3910

13+14 MP 3 103.952 20.404 3 91.416 10.806 3 82.684 49.135 0,1870 0,6140 0,8071

15+16 MP 4 179.081 92.322 4 185.139 46.990 4 200.118 93.632 0,8340 0,3399 0,5699

17+18 MP 3 187.162 51.186 3 110.441 41.695 2 116.300 54.876 0,0903 0,1052 0,5402

27+28 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

9.8.3.4 m/z 227 

Tab. 9.30: Integralwerte [Counts x min] von m/z 227 in L35-38 nach 12,5 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 2.173.333     2.158.804    3 924.667               596.617   3 838.000           453.480   0,4584 0,416 0,3751

11+12 OP 4 1.008.750             336.041   4 2.170.000            694.982   4 2.200.000        546.565   0,0392 0,0118 0,8562

13+14 OP 4 773.000        166.379       4       2.137.500   827.018      4 1.857.500        369.628   0,0395 0,007 0,311

15+16 OP 4 1.470.250             404.327   4 3.420.000      845.498      4 3.355.000        589.265   0,0086 0,0035 0,7252

17+18 OP 4 1.230.000               93.808   4 2.985.000            425.715   4 2.950.000    558.987    0,0047 0,0083 0,8495

27+28 OP 4 980.500        131.794       4 1.078.000      233.420      4        882.250   85.152      0,3499 0,1648 0,161

7+8 MP 3 1.007.667     711.811       3 875.676         485.909      3 768.244       397.894    0,3875 0,3233 0,2807

11+12 MP 4 1.091.750     310.664       4 2.076.500      465.948      4     2.029.500       486.701   0,0298 0,0398 0,1563

13+14 MP 4 687.000        194.652       4       1.788.500   390.786      4 1.668.750    288.910    0,0047 0,0021 0,1125

15+16 MP 4      1.318.500           296.348   4 2.938.750      665.652      4 3.053.750    538.745    0,01 0,0037 0,3104

17+18 MP 4 1.267.500             212.662   4 2.600.500      501.420      4 2.760.000    321.874    0,0038 0,0002 0,3753

27+28 MP 4      1.064.000   257.544       4 914.542         165.851      4 992.126       261.141    0,18 0,204 0,3267

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

 

Tab. 9.31: Integralwerte [Counts x min] von m/z 227 in L39-42 nach 12 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 329.758        32.258        4 297.879          136.307   3 326.745            69.397   0,6064 0,4367 0,7145

11+12 OP 4 438.452                43.993   4 589.455          368.752   4 768.542          111.270   0,4857 0,0048 0,3551

13+14 OP 4 716.363        261.941      4    1.174.486   448.810   4 1.218.049       291.685   0,0276 0,0087 0,7913

15+16 OP 4 11.644.808         466.302   4 1.780.309   642.462   3 1.981.508    1.057.701   0,0097 0,591 0,6452

17+18 OP 4 5.233.188           150.946   4 1.058.574       166.659   4 952.417     228.062    0,0374 0,1058 0,1318

27+28 OP 4 313.174        60.124        4 336.724      9.804       4       414.709   136.287    0,4648 0,1373 0,048

7+8 MP 4 275.673        55.589        4 339.090      46.557     4 244.003     51.169      0,0976 0,2401 0,0256

11+12 MP 4 409.341        61.396        4 679.783      136.944   4       682.509        146.367   0,0085 0,0156 0,9624

13+14 MP 4 655.088        254.729      4    1.140.191   453.757   4 1.141.725  209.058    0,0309 0,0097 0,9926

15+16 MP 4          954.029         417.949   4 1.521.954   527.054   4 2.064.808  987.704    0,0131 0,065 0,2602

17+18 MP 4 536.450              121.055   4 1.020.948   205.452   4 980.400     209.535    0,0554 0,0697 0,3793

27+28 MP 3          311.607   108.275      4 303.476      72.488     4 365.556     76.631      0,342 0,2481 0,1596

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.3.5 m/z 295 

Tab. 9.32: Integralwerte [Counts x min] von m/z 295 in L35-38 nach 18,3 Minuten 

n x̅
s

n x̅ s n
x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 155.303       37.509         3 217.836          102.512       3 173.470          58.993         0,2851 0,4719 0,2116

11+12 OP 4 232.092       78.050         4 911.639          239.616       4 942.190          227.951       0,0036 0,003 0,5601

13+14 OP 4 167.926       37.724         4 1.064.214       232.201       4 1.149.096       246.039       0,0029 0,0027 0,2496

15+16 OP 3 313.677       58.669         4 1.626.000       254.290       4 1.874.000       371.764       0,0055 0,0075 0,3451

17+18 OP 3 237.779       71.466         4 1.287.250       171.473       4 1.232.500       164.828       0,0004 0,0005 0,5321

27+28 OP 4 181.702       88.052         4 179.699          77.405         4 135.682          48.950         0,8158 0,1201 0,07

7+8 MP 2 180.065       20.887         3 189.670          32.825         3 113.421          67.605         0,357 0,9467 0,1611

11+12 MP 4 202.157       76.335         4 977.910          225.085       4 969.773          374.990       0,0031 0,016 0,9286

13+14 MP 4 204.400       44.997         4 1.095.764       222.373       4 1.130.150       287.121       0,0022 0,0048 0,4656

15+16 MP 4 262.194       39.522         4 1.512.000       273.998       4 1.587.500       256.482       0,004 0,0021 0,6185

17+18 MP 3 253.337       108.010       4 1.188.000       150.880       4 1.104.878       128.609       0,0004 0,0001 0,0786

27+28 MP 4 179.939       65.815         4 164.528          92.474         3 163.173          85.420         0,5701 0,3744 0,3583

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.33: Integralwerte [Counts x min] von m/z 295 in L35-38 nach 18,8 Minuten 

n
x̅ s

n
x̅ s

n
x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 759.971         265.232   3 757.442            260.790   3 778.607         122.320   0,9814 0,8342 0,8254

11+12 OP 4 841.925         371.065   4 829.904            204.139   4 933.229         263.150   0,9107 0,3645 0,2048

13+14 OP 4 680.180         148.364   4 731.951            152.848   4 807.562         102.468   0,5474 0,0214 0,2865

15+16 OP 4 1.132.411      324.855   4 1.197.961         242.328   4 1.109.060      127.718   0,6506 0,8795 0,496

17+18 OP 4 818.173         109.318   4 893.153            133.125   4 712.451           94.849   0,0498 0,2761 0,1528

27+28 OP 4 785.406         206.750   4 661.909            241.786   4 579.558         220.660   0,1342 0,0112 0,2958

7+8 MP 3 782.871         161.629   3 724.722            140.019   3 646.175         228.180   0,3241 0,1011 0,39

11+12 MP 4 753.464         189.564   4 886.502            104.824   4 992.674     408.491   0,1126 0,1899 0,545

13+14 MP 4 753.848         163.740   4 827.389            163.217   4 768.330     223.196   0,1787 0,7298 0,3814

15+16 MP 4 1.097.047      278.844   4 1.061.219         190.029   4 1.005.956      164.410   0,7321 0,377 0,6158

17+18 MP 4 861.528         234.635   4 730.405            169.419   4 737.048         294.685   0,335 0,0377 0,9615

27+28 MP 4 773.199         273.495   4 617.537       247.710    3 683.403     181.263   0,013 0,1666 0,5428

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.34: Integralwerte [Counts x min] von m/z 295 in L39-42 nach 18 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 147.564       28.366         3 113.355          21.533         4 156.790          62.490         0,1702 0,7842 0,2786

11+12 OP 4 155.255       46.342         4 467.197          61.542         4 462.361          94.060         0,0037 0,0065 0,9251

13+14 OP 4 284.462       156.672       4 1.036.953       389.075       4 1.228.969       332.565       0,0077 0,0023 0,0898

15+16 OP 4 305.068       208.416       4 1.873.500       543.585       4 2.061.000       619.385       0,0091 0,0076 0,1269

17+18 OP 4 311.426       249.003       4 1.140.750       146.823       4 983.011          316.988       0,0161 0,0898 0,306

27+28 OP 4 168.648       113.934       4 176.755          66.567         4 170.761          68.975         0,8345 0,9752 0,9167

7+8 MP 4 141.651       34.509         4 129.821          40.170         4 134.875          47.031         0,4831 0,6069 0,7958

11+12 MP 4 173.533       57.830         4 414.090          53.276         4 450.520          63.984         0,0014 0,0048 0,1887

13+14 MP 4 207.099       105.421       4 944.458          410.601       4 1.106.615       446.657       0,0173 0,0135 0,0841

15+16 MP 4 355.967       108.304       4 1.876.250       632.013       4 2.030.750       483.038       0,0102 0,0031 0,2821

17+18 MP 4 302.825       236.670       4 1.079.530       144.401       4 948.855          293.597       0,0145 0,084 0,3277

27+28 MP 4 170.346       104.123       4 150.594          72.592         4 154.068          66.222         0,5059 0,5705 0,9165

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

 



 

Anhang 

276 
 

Tab. 9.35: Integralwerte [Counts x min] von m/z 295 in L39-42 nach 18,5 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 538.234          82.205         3 408.261          26.414         4 429.991          93.062         0,1389 0,1874 0,4536

11+12 OP 4 495.979          81.844         4 403.566          47.504         4 387.936          73.133         0,061 0,0196 0,3999

13+14 OP 4 764.036          485.009       4 539.996          214.763       4 626.215          235.441       0,2245 0,378 0,2831

15+16 OP 4 1.238.788       349.782       4 743.177          536.389       4 1.018.465       491.884       0,0738 0,102 0,3397

17+18 OP 4 588.882          86.093         4 447.189          20.401         4 416.791          140.770       0,0693 0,1328 0,6702

27+28 OP 4 489.088          100.871       4 370.869          163.869       4 539.401          145.485       0,1648 0,5874 0,3215

7+8 MP 4 486.900          12.237         4 486.490          28.093         4 464.649          74.061         0,9837 0,6229 0,4382

11+12 MP 4 501.005          45.652         4 376.136          61.932         4 372.178          81.712         0,0302 0,0195 0,9024

13+14 MP 4 827.151          722.928       4 692.276          241.096       4 557.377          150.562       0,7072 0,4302 0,1827

15+16 MP 4 1.097.270       364.353       4 1.089.744       451.357       4 738.531          571.141       0,971 0,1827 0,0383

17+18 MP 4 593.009          39.894         4 494.592          68.021         4 488.510          42.125         0,0178 0,0293 0,8968

27+28 MP 4 506.106          130.526       4 452.757          65.369         4 490.175          83.000         0,2225 0,6627 0,2326

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

9.8.3.6 m/z 313 

Tab. 9.36: Integralwerte [Counts x min] von m/z 313 in L35-38 nach 18,3 Minuten 

n
x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 545.687   157.066  3 485.145     109.864    3 426.700       84.338       0.1612 0.1459 0.1521

11+12 OP 4 575.541   90.897    4 2.468.000  703.996    4 2.362.000    583.990     0.0092 0.0055 0.5211

13+14 OP 4 524.548   141.409  4 2.664.750  514.816    4 2.837.750    576.684     0.0018 0.0019 0.1899

15+16 OP 4 793.745   111.576  4 4.261.000  599.113    4 4.675.750    931.558     0.0017 0.0031 0.4104

17+18 OP 4 573.748   89.720    4 3.469.000  396.686    4 3.445.250    614.256     0.0007 0.0016 0.9502

27+28 OP 4 547.303   99.754    4 579.720     141.878    4 464.877       78.695       0.5671 0.2287 0.0747

7+8 MP 3 552.714   255.634  3 469.046     96.652      3 408.820       151.543     0.4256 0.1480 0.1946

11+12 MP 4 595.121   110.487  4 2.450.750  324.877    4 2.568.750    1.001.529  0.0005 0.0214 0.7613

13+14 MP 4 486.693   79.870    4 2.727.000  492.578    4 2.824.000    630.379     0.0018 0.0036 0.5071

15+16 MP 4 823.753   65.585    4 4.174.750  707.911    4 4.304.250    689.164     0.0025 0.0019 0.6927

17+18 MP 4 592.352   62.308    4 3.167.750  413.110    4 2.965.250    533.209     0.0011 0.0025 0.1846

27+28 MP 4 532.498   104.376  4 474.534     145.150    4 549.470       64.123       0.4926 0.5160 0.5732

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.37: Integralwerte [Counts x min] von m/z 313 in L35-38 nach 18,8 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 708.851   195.677       3 640.330          27.719         3 685.101          100.081       0.5921 0.6853 0.5347

11+12 OP 4 699.767   138.517       4 748.570          234.568       4 648.624          76.554         0.5310 0.3957 0.4245

13+14 OP 4 648.566   108.521       4 596.898          103.468       4 729.729          107.688       0.0064 0.0030 0.0036

15+16 OP 4 991.779   276.307       4 1.030.231       188.407       4 1.162.845       296.520       0.7524 0.0468 0.4133

17+18 OP 4 685.971   80.371         4 826.980          76.357         4 795.605          243.352       0.0763 0.3847 0.8439

27+28 OP 4 646.879   213.278       4 582.004          219.744       4 468.003          121.579       0.5569 0.1275 0.1050

7+8 MP 3 729.271   247.970       3 660.718          139.160       3 637.752          174.744       0.3594 0.1780 0.4108

11+12 MP 4 729.306   172.016       4 684.875          71.690         4 692.407          199.316       0.7044 0.7056 0.9447

13+14 MP 4 635.767   137.051       4 693.191          185.368       4 620.566          190.650       0.5332 0.7738 0.6155

15+16 MP 4 943.209   166.236       4 1.010.004       378.978       4 870.034          184.145       0.6475 0.6224 0.4934

17+18 MP 4 720.857   157.294       4 736.189          122.601       4 653.911          128.113       0.8105 0.2344 0.1403

27+28 MP 4 597.570   147.973       4 500.026          170.182       4 563.984          138.372       0.0452 0.1850 0.5831

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz
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Tab. 9.38: Integralwerte [Counts x min] von m/z 313 in L39-42 nach 18 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 370.067       79.723         4 224.191        141.568        4 343.444      156.036        0,201 0,6888 0,4485

11+12 OP 4 421.681       154.566       4 1.080.650     101.132        4 1.115.736   163.045        0,0033 0,011 0,6911

13+14 OP 4 1.274.998    1.226.639    4 2.464.750     1.038.989     4 2.995.000   1.094.826     0,2721 0,164 0,016

15+16 OP 4 961.234       229.487       4 4.926.000     1.577.543     4 5.240.500   1.633.595     0,0101 0,0093 0,0205

17+18 OP 4 765.188       646.595       4 2.884.500     543.655        4 2.495.250   767.694        0,0203 0,0858 0,2942

27+28 OP 4 411.179       234.834       4 421.873        154.476        4 419.227      162.565        0,8573 0,9418 0,9804

7+8 MP 4 358.529       83.590         4 305.761        59.061          4 334.243      120.107        0,0768 0,4886 0,5601

11+12 MP 4 377.530       124.325       4 1.059.262     115.753        4 1.088.892   126.130        0,0023 0,005 0,7731

13+14 MP 4 598.446       350.716       4 2.286.500     965.768        4 2.721.775   1.463.831     0,0126 0,0324 0,2972

15+16 MP 4 954.271       263.785       4 4.677.500     1.582.098     4 4.989.500   1.564.393     0,0111 0,0087 0,3244

17+18 MP 4 730.616       577.138       4 2.685.250     329.059        4 2.174.000   483.851        0,0085 0,0714 0,2044

27+28 MP 4 443.164       249.818       4 428.434        182.514        4 377.897      162.859        0,7479 0,2726 0,284

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

 

Tab. 9.39: Integralwerte [Counts x min] von m/z 313 in L39-42 nach 18,5 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 466.512          77.700         4 311.093           185.646       4 381.080       37.885         0,2021 0,1489 0,5721

11+12 OP 4 395.810          62.004         4 346.492           32.204         4 292.706       41.122         0,217 0,0213 0,1652

13+14 OP 4 579.142          204.391       4 443.981           87.900         4 614.589       250.037       0,2743 0,4419 0,2432

15+16 OP 4 911.190          334.242       4 924.234           496.236       4 709.244       337.836       0,9272 0,0976 0,2088

17+18 OP 4 567.907          113.246       4 432.119           62.638         4 413.960       55.290         0,0588 0,0584 0,6042

27+28 OP 4 444.501          117.133       4 371.754           81.093         4 418.526       185.411       0,2008 0,8117 0,6275

7+8 MP 4 406.106          10.718         4 353.186           18.695         4 346.696       98.370         0,0041 0,2784 0,8813

11+12 MP 4 372.170          46.450         4 313.261           90.929         4 321.782       112.717       0,2264 0,4376 0,8111

13+14 MP 4 531.983          279.418       4 466.472           191.644       4 554.652       307.242       0,2493 0,6844 0,3439

15+16 MP 4 1.032.815       261.544       4 718.220           416.951       4 895.008       368.434       0,1509 0,2891 0,0671

17+18 MP 4 515.067          29.626         4 434.066           63.210         4 309.598       179.693       0,1578 0,0725 0,3674

27+28 MP 4 439.592          86.177         4 357.795           97.064         4 426.259       72.229         0,0246 0,6685 0,1695

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

9.8.3.7 m/z 353 

Tab. 9.40: Integralwerte [Counts x min] von m/z 353 in L35-38 nach 18,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 OP 0 - - 4 627.357       207.212       3 789.794          225.249       0,009 0,0726 0,8081

13+14 OP 2 165.885,0  14.275  4 669.432       59.295         4 675.619          128.745       0,0001 0,0017 0,9247

15+16 OP 0 - - 4 919.874       99.288         4 850.425          171.357       0,0003 0,0022 0,3478

17+18 OP 0 - - 4 684.670       106.261       4 678.802          172.514       0,001 0,0043 0,9507

27+28 OP 1 169.819,0  - 1 199.955       - 1 167.185          - 0,391 0,993 0,92

7+8 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 MP 1 249.537,0  - 4 603.371       156.127       4 697.681          199.556       0,0162 0,0172 0,0254

13+14 MP 0 - - 4 601.591       99.784         4 639.884          146.809       0,0012 0,0032 0,7314

15+16 MP 1 88,3           - 4 880.182       185.078       4 1.095.101       280.057       0,0025 0,0044 0,2212

17+18 MP 0 - - 4 653.954       132.177       4 845.940          276.211       0,0022 0,0087 0,3242

27+28 MP 1 139.443,0  - 0 - - 0 - - 0,391 0,391 -

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz
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Tab. 9.41: Integralwerte [Counts x min] von m/z 353 in L35-38 nach 18,8 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s
Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 2 243.851       176.680       1 96.421         - 0 - - 0,3588 0,2553 0,391

11+12 OP 2 241.014       485              3 321.465       86.701         3 353.631       50.864         0,079 0,163 0,634

13+14 OP 2 219.146       80.535         4 255.181       189.303       3 209.121       76.189         0,0259 0,7101 0,5284

15+16 OP 2 220.201       1.517           4 244.622       40.566         2 220.939       85.320         0,1793 0,9892 0,2169

17+18 OP 0 - - 1 224.316       - 2 250.576       72.923         0,391 0,1949 0,2372

27+28 OP 1 82.883         - 1 353.137       - 1 163.769       - 0,391 0,7217 0,6934

7+8 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

11+12 MP 1 290.031       - 3 285.064       141.685       3 395.113       71.823         0,3665 0,1268 0,3584

13+14 MP 1 223.782       - 3 195.528       66.883         4 169.275       41.361         0,2821 0,1982 0,7261

15+16 MP 1 226.687       - 4 352.874       79.679         3 494.274       267.242       0,0152 0,2329 0,9202

17+18 MP 0 - - 1 85.132         - 2 212.974       74.894         0,391 0,2008 0,1829

27+28 MP 1 221.392       - 2 166.438       23.637         1 136.455       - 0,5509 0,793 0,5522

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.42: Integralwerte [Counts x min] von m/z 353 in L39-42 nach 18 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 170.678     22.756       3 204.293       54.811      4 199.849        61.021         0,7774 0,5264 0,489

11+12 OP 3 179.204     30.351       4 545.788       65.997      4 561.766        42.696         0,0097 0,0031 0,5989

13+14 OP 4 229.153     107.242     4 1.019.153    289.331    4 900.127        331.555       0,0064 0,0171 0,4006

15+16 OP 3 186.089     97.883       4 1.292.333    503.632    4 1.306.691     779.809       0,0237 0,0578 0,9414

17+18 OP 2 255.003     275.924     4 729.637       82.448      4 597.364        188.147       0,0118 0,0945 0,318

27+28 OP 3 166.879     127.285     4 168.679       91.464      4 141.926        64.226         0,362 0,7433 0,1532

7+8 MP 3 194.689     41.202       3 212.205       114.558    2 260.598        92.378         0,8467 0,8934 0,8043

11+12 MP 4 325.944     189.204     4 500.626       39.747      4 457.347        50.401         0,139 0,2939 0,1084

13+14 MP 4 280.491     138.390     4 901.751       205.518    4 892.197        305.379       0,0032 0,0475 0,9571

15+16 MP 2 230.144     120.860     4 1.257.038    580.415    4 1.376.510     658.564       0,0418 0,0463 0,7212

17+18 MP 1 475.440     - 4 762.630       32.950      4 671.135        169.650       0,0162 0,0664 0,2756

27+28 MP 3 211.870     100.062     3 207.146       67.485      4 146.761        35.766         0,8891 0,8225 0,8507

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.43: Integralwerte [Counts x min] von m/z 353 in L39-42 nach 18,5 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 263.043    28.133       3 281.568    30.775         4 260.884    55.930        0,537 0,9525 0,4907

11+12 OP 3 227.744    73.458       4 209.548    39.789         4 262.574    40.760        0,6696 0,3333 0,1195

13+14 OP 4 321.087    65.410       4 300.643    64.349         4 399.590    324.312      0,5908 0,6926 0,6138

15+16 OP 3 257.684    189.304     3 321.268    181.703       4 302.342    216.517      0,1785 0,5517 0,4323

17+18 OP 3 101.299    77.923       1 50.896      - 0 - - 0,258 0,1585 0,391

27+28 OP 2 192.190    172.014     4 196.813    19.666         4 196.493    75.358        0,2518 0,3102 0,9928

7+8 MP 3 246.004    18.253       3 285.307    68.377         2 303.819    41.769        0,7757 0,8137 0,577

11+12 MP 4 269.413    88.458       4 267.016    75.411         4 190.102    87.393        0,9348 0,069 0,0014

13+14 MP 4 343.723    108.217     4 448.955    176.640       4 283.593    109.723      0,3599 0,1841 0,0156

15+16 MP 2 201.027    126.332     1 370.017    - 4 314.399    220.409      0,8517 0,2344 0,2065

17+18 MP 3 109.391    8.457         3 194.020    52.259         2 161.666    36.636        0,461 0,9857 0,2675

27+28 MP 3 231.497    120.108     3 220.294    68.572         4 215.867    15.124        0,7401 0,6211 0,4668

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.4 Auswertungen weiterer m/z aus den Arbeiten GRESNER (2011), 

WICHERN (2011) und EBHARDT (2018) 

9.8.4.1 m/z 199 

Tab. 9.44: Integralwerte [Counts x min] von m/z 199 in L35-38 nach 12,5 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 178.398    1.254.666   3 156.057            76.533   3 164.229         87.369   0,5125 0,5533 0,5227

11+12 OP 4 170.975         59.653   4 373.035            65.123   4 377.477       113.114   0,0107 0,0264 0,871

13+14 OP 4 161.716         32.165   4 342.385            78.796   4 310.346         88.571   0,0192 0,0484 0,205

15+16 OP 4 267.839         40.538   4 524.409          142.960   4 529.015         54.864   0,0289 0,0007 0,9498

17+18 OP 4 235.146         51.255   4 455.885            78.084   4 475.315         90.535   0,0011 0,0014 0,3875

27+28 OP 4 176.829         21.961   4 211.730            49.756   4 178.202         27.491   0,2805 0,7905 0,2992

7+8 MP 2 195.033       116.628   3 143.581          100.262   3 130.527         87.217   0,6177 0,9873 0,2429

11+12 MP 4 185.617         49.257   4 337.245          161.995   4 360.380     84.932    0,0806 0,0031 0,6236

13+14 MP 4 128.115         52.811   4 317.446            67.799   4 311.406     104.632  0,0042 0,0333 0,8653

15+16 MP 4 244.122         68.693   4 486.425          206.973   4 526.769       102.361   0,0434 0,0006 0,5135

17+18 MP 3 192.750         58.768   4 402.208          108.672   4 404.189         63.077   0,0136 0,0238 0,9735

27+28 MP 4 195.143         27.151   4 154.846       39.966    3 134.677     27.200    0,1739 0,0624 0,059

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.45: Integralwerte [Counts x min] von m/z 199 in L39-42 nach 12 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 62.396                 20.332   3 52.428             18.447   4 73.715                   7.239   0,2164 0,2819 0,0568

11+12 OP 4 98.736                 14.702   4 143.281           16.932   4 152.317               52.503   0,0533 0,1254 0,6984

13+14 OP 4 143.098               44.633   4 229.322           73.066   4 234.764               56.392   0,0125 0,0058 0,8359

15+16 OP 4 208.127             111.225   4 344.016         130.345   4 376.030             198.877   0,0667 0,0517 0,6777

17+18 OP 4 86.374                 22.728   4 176.719           29.124   4 165.090               49.040   0,0393 0,1069 0,516

27+28 OP 4 59.881                 22.768   4 64.732             15.714   4 81.568                 19.272   0,297 0,0102 0,005

7+8 MP 3 62.824                   9.467   3 60.665               4.680   1 60.124                         -     0,9515 0,1665 0,1776

11+12 MP 3 90.530                 14.276   4 128.005           26.101   4 140.848       16.375        0,1332 0,042 0,4714

13+14 MP 4 128.068               11.485   4 200.950           51.273   4 204.562       55.581        0,0678 0,0543 0,8308

15+16 MP 3 242.932             154.648   4 305.850         140.445   4 319.927             147.216   0,2046 0,1791 0,0319

17+18 MP 3 100.895               53.515   4 146.780           31.007   4 140.341               28.246   0,2344 0,2619 0,1767

27+28 MP 1 47.276                         -     1 75.083         - 4 82.319         17.217        0,8013 0,2292 0,1556

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.4.2 m/z 265 

Tab. 9.46: Integralwerte [Counts x min] von m/z 265 in L35-38 nach 18,8 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 881.792                409.848   3 732.957               285.220   3 754.538             249.933   0,187 0,2868 0,6204

11+12 OP 4 785.664                409.721   4 314.778                 57.812   4 265.653               45.753   0,0182 0,0203 0,36

13+14 OP 4 785.664                273.471   1 170.955        - 0 -  - 0,0047 0,0105 0,391

15+16 OP 4 1.253.000             299.603   0 -  - 0 -  - 0,0036 0,0036 -

17+18 OP 4 1.013.875             219.689   0 -  - 0 -  - 0,0027 0,0027 -

27+28 OP 4 977.478                276.550   4 916.768               182.652   4 867.541             199.702   0,4312 0,1445 0,5473

7+8 MP 3 940.554                534.703   3 771.676               354.566   3 686.494             264.505   0,2451 0,2336 0,2318

11+12 MP 4 793.810                425.037   4 355.459                   5.948   4 282.643       78.831        0,0403 0,02 0,1681

13+14 MP 4 793.810                224.530   0 -  - 0 - - 0,0058 0,0058 -

15+16 MP 4 1.258.250             262.115   0 -  - 0 -  - 0,0024 0,0024 -

17+18 MP 4 1.016.140             125.872   0 -  - 0 -  - 0,0005 0,0005 -

27+28 MP 4 937.336                206.030   4 884.398       240.222       3 852.926       55.367        0,5221 0,3069 0,2617

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

 

Tab. 9.47: Integralwerte [Counts x min] von m/z 265 in L39-42 nach 18,6 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 213.663      51.963   3 211.666       48.860   4 195.247       54.821   0,468 0,7389 0,5488

11+12 OP 4 220.408      57.997   1 162.931    - 0 -  - 0,012 0,0047 0,391

13+14 OP 4 341.993    163.050   0 -  - 0 -  - 0,0247 0,0247 -

15+16 OP 4 651.244    307.621   0 -  - 0 -  - 0,0241 0,0241 -

17+18 OP 4 281.399      85.647   0 -  - 1 157.445    - 0,0072 0,0578 0,391

27+28 OP 2 360.949      70.577   3 189.643     106.594   3 287.761     151.401   0,4883 0,6424 0,1925

7+8 MP 4 220.566      33.170   4 200.183       21.911   4 209.832       68.630   0,4943 0,8431 0,7536

11+12 MP 4 206.678      66.366   0 -  - 0 - - 0,0083 0,0083 -

13+14 MP 4 349.608    223.065   0 -  - 0 - - 0,0519 0,0519 -

15+16 MP 4 639.312    281.628   0 -  - 0 -  - 0,02 0,02 -

17+18 MP 4 314.320      40.805   0 -  - 1 152.598    - 0,0006 0,0092 0,391

27+28 MP 2 357.369      49.326   2 258.040   1.513     3 236.527   45.328    0,2165 0,9859 0,3638

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

9.8.4.3 m/z 309 

Tab. 9.48: Integralwerte [Counts x min] von m/z 309 in L35-38 nach 21,8 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 257.271     227.639   3 281.005       169.014   3 233.306      106.806   0,527 0,7532 0,3504

11+12 OP 2 200.140       47.917   0 -  - 1 178.372    - 0,1907 0,4205 0,391

13+14 OP 4 227.121       78.507   0 -  - 0 -  - 0,0103 0,0103 -

15+16 OP 3 407.157       64.612   0 -  - 0 -  - 0,0623 0,0623 -

17+18 OP 4 283.911       58.318   0 -  - 0 -  - 0,0023 0,0023 -

27+28 OP 4 339.883     147.357   4 267.963       117.612   4 229.097      101.826   0,2169 0,084 0,0205

7+8 MP 3 317.609     255.230   3 255.614       153.319   3 286.491      220.797   0,385 0,2704 0,5282

11+12 MP 2 327.487     135.287   0 -  - 1 152.415   - 0,2077 0,3015 0,391

13+14 MP 4 246.470       99.521   0 -  - 0 - - 0,0158 0,0158 -

15+16 MP 4 391.630     122.462   0 -  - 0 -  - 0,0077 0,0077 -

17+18 MP 4 310.506     114.658   0 -  - 0 -  - 0,0123 0,0123 -

27+28 MP 4 322.317     119.021   4 250.697   121.130   3 273.132   24.350     0,1602 0,1535 0,4627

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz
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Tab. 9.49: Integralwerte [Counts x min] von m/z 309 in L39-42 nach 21,6 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 210.918       32.795   3 200.186       61.172   4 173.094        49.250   0,3204 0,3376 0,7917

11+12 OP 4 243.727       25.276   2 124.976       14.037   2 95.623          30.214   0,0214 0,0075 0,409

13+14 OP 4 279.902     193.598   0 -  - 0 -  - 0,0629 0,0629 -

15+16 OP 4 449.176     130.763   0 -  - 0 -  - 0,0063 0,0063 -

17+18 OP 4 165.632       63.719   0 -  - 1 67.762       - 0,0138 0,0543 0,391

27+28 OP 4 148.840       88.546   4 204.212       46.779   4 191.609        45.244   0,1509 0,5406 0,7412

7+8 MP 4 214.469       36.036   4 161.077       22.238   4 133.270        10.563   0,0836 0,0118 0,0722

11+12 MP 4 272.037       71.050   1 131.240     - 2 94.012      27.347   0,0083 0,0251 0,717

13+14 MP 4 325.902     146.577   0 -  - 0 - - 0,0212 0,0212 -

15+16 MP 4 443.090     127.024   0 -  - 0 -  - 0,006 0,006 -

17+18 MP 4 167.224       53.914   0 -  - 1 84.880       - 0,0084 0,0513 0,391

27+28 MP 4 185.757       66.130   4 192.851    53.008  4 152.225    11.633   0,7852 0,3083 0,1617

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

9.8.4.4 m/z 321/322 

Tab. 9.50: Integralwerte [Counts x min] von m/z 321/322 in L35-38 nach 10,3 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 0 - - 0 -  - 0 -  - - - -

11+12 OP 0 - - 4 421.298        130.683   4 416.205        93.366   0,0076 0,003 0,9096

13+14 OP 0 - - 4 374.955        109.451   4 373.698        83.862   0,0064 0,003 0,9568

15+16 OP 0 - - 4 662.271        132.525   4 675.671      230.721   0,0021 0,0099 0,8211

17+18 OP 0 - - 4 546.529          84.817   4 554.089        48.413   0,001 0,0002 0,7481

27+28 OP 0 - - 0 -  - 0 -  - - - -

7+8 MP 0 - - 0 -  - 0 -  - - - -

11+12 MP 0 - - 1 536.297      - 1 346.455   - 0,391 0,391 0,8114

13+14 MP 0 - - 3 304.131          42.073   3 272.540   96.903     0,0612 0,0808 0,637

15+16 MP 0 - - 3 559.843        112.093   4 536.863      156.081   0,065 0,0063 0,5101

17+18 MP 0 - - 4 469.457          76.043   4 414.444      155.932   0,0011 0,013 0,6675

27+28 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.51: Integralwerte [Counts x min] von m/z 321/322 in L39-42 nach 10,1 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 0 - - 1 50952 - 2 61244,0 4414 0,391 0,1825 0,557

11+12 OP 1 49547,0 - 4 126213,0 14370 4 114966,8 12386 - - -

13+14 OP 0 - - 4 234123,8 123214 4 228138,8 89323 0,0049 0,0113 0,2371

15+16 OP 2 112235,5 93733 4 385409,5 141386 4 368013,3 138782 - 0,1818 0,1818

17+18 OP 3 82913,3 37178 4 200317,0 20176 4 175995,8 44000 0,032 0,0145 0,7936

27+28 OP 0 - - 0 - - 2 71797,0 12247 0,0032 0,1822 0,2517

7+8 MP 0 - - 0 - - 0 - - 0,0368 0,0239 0,638

11+12 MP 0 - - 0 - - 2 136696,0 3817 0,391 0,219 0,2969

13+14 MP 0 - - 4 202204,3 46327 2 196866,0 10704 0,0092 0,0908 0,424

15+16 MP 0 - - 1 74157,0 - 2 196720,0 98260 0,0632 - 0,0632

17+18 MP 0 - - 3 138768,7 24093 0 - - - 0,1863 0,1863

27+28 MP 0 - - 0 - - 0 - - - - -

0,032Ü-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.5 Weitere m/z, die anhand der Untersuchungen von MS-Spektren 

auffällig waren 

9.8.5.1 m/z 75 

Tab. 9.52: Integralwerte [Counts x min] von m/z 75 in L35-38 nach 7,1 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 607.186 155.373 3 515.543 100.350 3 476.934 96.042 0,1648 0,0939 0,2149

11+12 OP 4 804.518 356.555 4 693.366 180.108 4 677.629 192.765 0,3739 0,3156 0,3125

13+14 OP 4 526.847 164.989 4 446.498 89.722 4 417.353 99.678 0,1744 0,1406 0,3920

15+16 OP 4 837.422 258.696 4 741.972 285.568 4 770.811 206.685 0,0560 0,1405 0,5885

17+18 OP 4 690.734 76.073 4 692.044 120.094 4 724.361 113.049 0,9721 0,3334 0,5397

27+28 OP 4 572.296 91.913 4 445.136 41.223 4 423.586 81.884 0,1058 0,0008 0,7054

7+8 MP 3 525.430 186.972 3 525.617 107.311 3 432.337 95.448 0,9977 0,2883 0,0273

11+12 MP 4 687.914 224.343 4 616.738 210.261 4 624.615 120.598 0,1118 0,3711 0,9030

13+14 MP 4 466.503 172.478 4 421.746 72.893 4 480.214 120.985 0,7065 0,7764 0,5375

15+16 MP 4 818.194 332.730 4 636.957 223.470 4 611.960 190.136 0,1563 0,0997 0,6772

17+18 MP 4 608.126 118.236 4 621.150 205.320 4 581.778 93.393 0,9098 0,6058 0,6168

27+28 MP 4 498.858 79.803 4 457.403 86.573 4 456.325 102.461 0,1650 0,5568 0,9870

Tag Zusatz

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

 

Tab. 9.53: Integralwerte [Counts x min] von m/z 75 in L35-38 nach 17,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 94.088 66.865 3 87.288 69.406 2 52.529 3.844 0,2216 0,4580 0,5152

11+12 OP 2 70.579 18.836 4 124.312 8.319 4 139.193 25.720 0,0247 0,0473 0,3297

13+14 OP 4 56.724 15.254 4 100.190 16.250 4 99.581 25.987 0,0824 0,1287 0,9772

15+16 OP 3 103.304 27.893 4 176.180 34.694 4 162.863 11.853 0,1166 0,0546 0,5639

17+18 OP 2 89.324 7.661 4 142.519 16.009 4 147.540 17.422 0,0648 0,0325 0,6912

27+28 OP 1 43.854 - 2 57.652 21.729 1 68.136 - 0,4495 0,8099 0,7306

7+8 MP 2 59.439 11.175 2 65.444 26.390 1 30.339 - 0,9361 0,1868 0,3707

11+12 MP 2 70.823 13.726 4 94.624 13.715 4 101.554 61.031 0,1058 0,2746 0,8170

13+14 MP 2 79.995 10.529 4 100.746 36.280 4 117.096 17.492 0,1934 0,0786 0,5946

15+16 MP 2 84.903 14.138 4 135.179 21.789 4 128.091 45.818 0,0820 0,0470 0,8404

17+18 MP 2 95.798 10.976 4 100.139 21.198 4 105.995 14.183 0,2390 0,1817 0,4195

27+28 MP 0 - - 1 86.557 - 0 - - 0,3910 - 0,3910

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.54: Integralwerte [Counts x min] von m/z 75 in L39-42 nach 7,1 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 326.318 56.316 3 316.168 85.235 4 315.913 48.718 0,3165 0,7598 0,3430

11+12 OP 4 352.348 71.803 4 348.374 36.209 4 384.364 60.935 0,9328 0,3996 0,1966

13+14 OP 4 498.987 268.514 4 531.886 199.319 4 585.527 319.708 0,4761 0,0443 0,4675

15+16 OP 4 879.628 353.628 4 910.748 422.097 4 887.806 352.765 0,6701 0,8938 0,7725

17+18 OP 4 347.764 82.544 4 352.309 54.889 4 372.032 45.551 0,8014 0,4416 0,3764

27+28 OP 4 359.215 45.209 4 370.098 23.949 4 400.648 40.220 0,4942 0,1090 0,1465

7+8 MP 4 290.217 98.414 4 283.343 41.353 4 284.124 71.831 0,8446 0,9202 0,9867

11+12 MP 4 331.949 50.573 4 344.851 39.223 4 315.967 65.498 0,6304 0,5830 0,1462

13+14 MP 4 428.626 186.490 4 368.492 137.594 4 511.805 281.984 0,3211 0,2188 0,1879

15+16 MP 4 821.843 338.833 4 754.498 285.592 4 762.037 298.366 0,2998 0,6448 0,9350

17+18 MP 4 369.335 61.265 4 342.664 60.196 4 353.550 90.075 0,0472 0,6606 0,7048

27+28 MP 4 320.915 32.879 4 299.119 26.033 4 318.657 27.289 0,4021 0,9429 0,2213

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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Tab. 9.55: Integralwerte [Counts x min] von m/z 75 in L39-42 nach 17,2 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 43.411 11.018 2 47.748 10.713 2 35.344 49.902 0,3539 0,2190 0,8397

11+12 OP 2 40.325 5.448 3 57.324 24.994 4 47.732 16.996 0,3849 0,0414 0,8060

13+14 OP 4 66.826 25.049 4 88.665 35.063 4 105.072 45.528 0,1825 0,2542 0,4255

15+16 OP 1 83.244 28.172 4 148.396 63.665 3 107.583 48.502 0,0715 0,1777 0,1369

17+18 OP 4 42.443 8.877 4 54.565 13.803 4 47.101 15.780 0,2177 0,5559 0,1548

27+28 OP 4 55.742 8.191 4 52.287 14.199 4 35.934 26.737 0,5621 0,2227 0,4237

7+8 MP 0 - - 2 51.324 9.825 1 39.817 - 0,1875 0,3910 0,3502

11+12 MP 2 46.098 7.420 2 47.850 5.589 2 46.637 11.739 0,9674 0,9878 0,9796

13+14 MP 2 85.470 30.715 4 85.890 60.286 4 87.399 41.272 0,0931 0,1561 0,9317

15+16 MP 2 61.287 38.043 1 73.205 - 3 114.631 44.908 0,6774 0,1317 0,2036

17+18 MP 3 31.848 13.093 4 61.328 17.059 3 51.408 7.656 0,0220 0,4292 0,1118

27+28 MP 3 67.311 12.740 2 46.987 3.146 4 56.171 7.410 0,1705 0,7473 0,0460

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz

 

 

9.8.5.2 m/z 89 

Tab. 9.56: Integralwerte [Counts x min] von m/z 89 in L35-38 nach 12 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-33mS

Ü-TF-33/ 

Ü-TF-33mS

7+8 OP 3 1.520.857 729.135 3 1.401.656 525.985 3 1.470.667 503.233 0,5333 0,7970 0,0563

11+12 OP 4 1.682.000 314.481 4 1.898.750 331.321 4 1.973.250 483.827 0,0452 0,0711 0,5673

13+14 OP 4 1.146.750 82.872 4 1.292.250 125.241 4 1.407.500 172.610 0,2373 0,0443 0,2885

15+16 OP 4 2.159.250 581.651 4 2.340.000 572.310 4 2.184.000 526.210 0,3651 0,8896 0,3633

17+18 OP 4 1.926.750 262.527 4 1.826.250 228.816 4 2.037.750 281.125 0,3290 0,1243 0,0438

27+28 OP 4 1.567.000 418.634 4 1.351.250 298.867 4 1.271.305 272.416 0,1518 0,0507 0,3151

7+8 MP 3 1.323.933 482.331 3 1.388.515 559.674 3 1.196.043 364.276 0,3619 0,2687 0,2987

11+12 MP 4 1.567.000 161.838 4 1.682.000 302.333 4 1.680.250 147.456 0,4850 0,4091 0,9879

13+14 MP 4 1.138.462 211.139 4 1.284.750 99.763 4 1.166.511 167.361 0,2387 0,7643 0,0682

15+16 MP 4 2.013.750 520.519 4 2.189.500 639.191 4 2.017.250 569.560 0,1345 0,9826 0,2305

17+18 MP 4 1.723.000 250.215 4 1.808.000 386.016 4 1.835.750 194.636 0,5544 0,4340 0,9025

27+28 MP 4 1.408.500 323.457 4 1.196.000 202.498 4 1.172.703 261.085 0,0599 0,2600 0,8635

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Tag Zusatz

 

Tab. 9.57: Integralwerte [Counts x min] von m/z 89 in 39-42 nach 12 Minuten 

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35

Ü-KF-32/ 

Ü-TF-35mS

Ü-TF-35/ 

Ü-TF-35mS

7+8 OP 4 1.035.799 117.992 4 698.129 414.387 4 915.049 25.261 0,2078 0,1377 0,3615

11+12 OP 4 935.241 82.289 4 914.191 85.107 4 904.530 45.737 0,3589 0,5468 0,8140

13+14 OP 4 1.501.600 644.980 4 1.380.909 666.382 4 1.398.390 670.064 0,0926 0,0161 0,8049

15+16 OP 4 2.428.322 1.031.682 4 2.269.837 975.154 4 2.229.747 947.295 0,0318 0,0479 0,6243

17+18 OP 4 907.722 139.107 4 927.120 131.636 4 883.890 154.083 0,7220 0,5936 0,4002

27+28 OP 4 1.005.183 126.758 4 921.666 31.325 4 1.107.636 218.583 0,3675 0,4574 0,1886

7+8 MP 4 832.524 205.572 4 850.899 59.101 4 837.229 158.202 0,8407 0,9055 0,8495

11+12 MP 4 921.737 114.921 4 803.024 110.103 4 791.254 65.472 0,0294 0,0555 0,7836

13+14 MP 4 1.311.837 614.295 4 1.165.485 794.925 4 1.325.994 566.540 0,4715 0,7751 0,5030

15+16 MP 4 2.418.975 1.051.816 4 2.985.327 2.532.398 4 2.021.406 935.956 0,6138 0,2131 0,3447

17+18 MP 4 802.850 93.132 4 853.835 100.758 4 899.778 191.199 0,1665 0,2139 0,3954

27+28 MP 4 905.229 126.629 4 856.712 93.609 4 868.542 40.257 0,5540 0,5801 0,8557

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS

Tag Zusatz
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9.8.6 Pepsineffekt auf die kolorimetrisch nach HOLLOWAY et al. (1979) 

bestimmten Phenolgehalte in L35-38 und L39-42 

Tab. 9.58: Pepsineffekt auf die kolorimetrisch ermittelten Phenolgehalte in L35-38 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33/35OP/ 

Ü-TF-33/35 

MP

Ü-TF-

33/35mS 

OP/ 

Ü-TF-

33/35mS 

MP

11+12 4 0,854 0,100 4 0,94 0,097 4 0,975 0,173 0,0026 0,0027 0,0125

13+14 4 0,949 0,115 4 1,026 0,082 4 1,069 0,031 0,0014 0,0001 0,0005

15+16 4 0,906 0,093 4 1,019 0,093 4 1,097 0,034 0,002 0,0001 0,0002

17+18 4 0,919 0,049 4 1,013 0,052 4 1,029 0,573 0,0001 0,0016 0,005

11+12 4 1,377 0,107 4 1,370 0,124 4 1,524 0,035

13+14 4 1,385 1,060 4 1,441 0,707 4 1,522 0,032

15+16 4 1,369 0,144 4 1,429 0,098 4 1,605 0,031

17+18 4 1,360 0,236 4 1,405 0,121 4 1,459 0,146

p-WerteF1+2 F3+4 F5+6

L35-38 OP

L35-38 MP

 

 
Tab. 9.59 Pepsineffekt auf die kolorimetrisch ermittelten Phenolgehalte in L39-42 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33/35OP/ 

Ü-TF-33/35 

MP

Ü-TF-

33/35mS 

OP/ 

Ü-TF-

33/35mS 

MP

11+12 4 1,198 0,064 4 1,109 0,052 4 1,154 0,092 0,3015 0,0019 0,0037

13+14 4 1,165 0,101 4 1,073 0,145 4 1,204 0,144 0,0003 0,0005 0,0006

15+16 4 1,110 0,109 4 1,102 0,046 4 1,185 0,073 0,003 0,002 0,0012

17+18 4 1,003 0,074 4 1,076 0,044 4 1,078 0,050 0,0051 0,0002 0,0008

11+12 4 1,481 0,450 4 1,540 0,122 4 1,594 0,133

13+14 4 1,665 0,067 4 1,569 0,176 4 1,686 0,117

15+16 4 1,632 0,147 4 1,598 0,068 4 1,722 0,099

17+18 4 1,491 0,181 4 1,535 0,031 4 1,617 0,113

L39-42 OP

L39-42 MP

p-Werte F1+2  F3+4  F5+6
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9.8.7 Pepsineffekt auf einzelne m/z 

9.8.7.1 Pepsineffekt auf die m/z 175 

Tab. 9.60: Pepsineffekt auf die m/z 175 in L35-38 

 

 

Tab. 9.61: Pepsineffekt auf die m/z 175 in L39-42 

 

  

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 4 82375,75 17706,000 4 82834,5 24736 4 86028,25 36499 0,2826 0,2063 0,1665

13+14 4 79146 11574 4 55244 16359 4 49074 15199 0,0107 0,7821 0,3662

15+16 4 121892 24652 4 127960,5 56560 3 87240,33 12049 0,1001 0,0813 0,7196

17+18 4 80741,75 29866 4 65024,500 24948,000 4 78075,25 12361,000 0,8323 0,6074 0,1922

11+12 4 92725,750 16836,000 2 73659,000 13617,000 2 111141,500 29558,000

13+14 4 60206,750 5897,000 4 52214,500 26607,000 4 54365,750 6970,000

15+16 2 117813,500 33776,000 4 91321,000 365164,000 3 111907,300 42751,000

17+18 4 87416,000 28505,000 4 58460,500 10942,000 3 58003,330 5811,000

OP

 MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 2 37260,000 7367,000 1 40471,000 1 56340,000 0,8032 0,391 0,391

13+14 4 64943,750 29731,000 1 42610,000 0 0,541 0,391

15+16 4 103033,800 40845,000 2 51384,000 27231,000 3 61444,670 33798,000 0,1567 0,2234 0,1118

17+18 4 53636,500 6729,000 4 27497,250 10928,000 4 34356,500 6008,000 0,9744 0,5323 0,2877

11+12 1 93121,000 1 35111,000 0

13+14 3 59053,330 12177,000 0 0

15+16 3 70575,670 20285,000 0 0

17+18 4 53835,500 11113,000 3 29141,000 7670,000 3 33673,670 5084,000

 OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF35mS
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9.8.7.2 Pepsineffekt auf die m/z 225  

Tab. 9.62: Pepsineffekt auf die m/z 225 in L35-38 

 

Tab. 9.63: Pepsineffekt auf die m/z 225 in L39-42 

 

  

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 0 4 168231,3 75686 4 138932,5 35741 0,2592 0,357

13+14 0 4 133370,3 40330 4 117862,5 37698 0,1867 0,5029

15+16 1 45582 4 238956,5 41718 4 336924,8 160513 0,391 0,623 0,3098

17+18 4 62891,000 4 184807,000 23804,000 4 169167,8 44542,000 0,391 0,0216 0,6811

11+12 0 4 113805 40127,000 4 167237,500 58663,000

13+14 0 4 149217,800 39982,000 4 149566,500 50937,000

15+16 0 4 219954,300 81440,000 4 254703,300 27251,000

17+18 0 4 165462,300 22407,000 4 192865,300 93362,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 1 49801 4 71550,75 6117 4 81695,67 26755 0,391 0,1664 0,8443

13+14 1 101919 4 143712 59748 4 149922,5 75142 0,391 0,0402 0,0953

15+16 1 32947 4 309493,5 114802 4 303446 122106 0,391 0,4423 0,9905

17+18 1 84354,000 4 129191,800 21560,000 4 123902,3 45632,000 0,5742 0,0672 0,6016

11+12 0 2 65679 6660,000 3 74541,330 9020,000

13+14 0 3 125706,300 75369,000 4 171082,800 80122,000

15+16 1 31987,000 4 292697,300 110693,000 4 304042,300 117191,000

17+18 2 55179,000 26263,000 4 142037,800 22797,000 4 120096,300 43112,000

 OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35ms 
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9.8.7.3 Pepsineffekt auf die m/z 227 

Tab. 9.64: Pepsineffekt auf die m/z 227 in L35-38 

 

 

Tab. 9.65: Pepsineffekt auf die m/z 227 in L39-42 

 

  

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33/35OP/ 

Ü-TF-33/35 

MP

Ü-TF-

33/35mS 

OP/ 

Ü-TF-

33/35mS 

MP

11+12 4 1007510 334729,000 4 2169500 695019 4 2201250 546965 0,3846 0,7127 0,1981

13+14 4 772951,5 166515 4 2136250 825800 4 1857750 367292 0,1123 0,211 0,0184

15+16 4 1469358 403895 4 3418000 845219 4 3353000 586690 0,1314 0,0715 0,0359

17+18 4 1231000,000 93138 4 2984500,000 426821,000 4 2948500 556737,000 0,7836 0,1292 0,2715

11+12 4 1091762 311363,000 4 2076500 465948,000 4 2029500,000 486701,000

13+14 4 686948,800 194559,000 4 1788500,000 390786,000 4 1668750,000 288910,000

15+16 4 1317650,000 297037,000 4 2938750,000 665652,000 4 3053750,000 538745,000

17+18 4 1268500,000 215155,000 4 2600500,000 501420,000 4 2760000,000 321874,000

 OP

 MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33/35OP/ 

Ü-TF-33/35 

MP

Ü-TF-

33/35mS 

OP/ 

Ü-TF-

33/35mS 

MP

11+12 4 438452,3 43993,000 4 589455 368752 4 768542 111270 0,4879 0,628 0,0573

13+14 4 716362,8 261941 4 1174486 44810 4 1218049 291685 0,1317 0,5008 0,1981

15+16 4 1164480 466302 4 1780309 642462 3 1981508 1057701 0,1215 0,1886 0,3731

17+18 4 523318,300 150946 4 1058574,000 166659,000 4 952417 228062,000 0,7148 0,4245 0,3655

11+12 4 409340,5 61396,000 4 679782,8 136944,000 4 682509,300 146367,000

13+14 4 655088,300 254729,000 4 1140191,000 453757,000 4 1141725,000 209058,000

15+16 4 954028,800 417949,000 4 1521954,000 527054,000 4 2064808,000 987704,000

17+18 4 536449,500 121055,000 4 1020948,000 205452,000 4 980400,000 209535,000

 OP

 MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS 
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9.8.7.4 Pepsineffekt auf die m/z 295 

Tab. 9.66: Pepsineffekt auf die m/z 295 in L35-38 

 

 

Tab. 9.67: Pepsineffekt auf die m/z 295 in L39-42 

 

  

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 4 232091,8 78050,000 4 911639 239616 4 942190 227951 0,5062 0,2787 0,7642

13+14 4 167926 37724 4 1064214 232201 4 1149096 246039 0,0086 0,7017 0,4494

15+16 3 313677 58669 4 1626000 254290 3 1874000 371764 0,7224 0,1997 0,0342

17+18 3 237779,000 71466 4 1287250,000 171473,000 4 1232500 164828,000 0,557 0,1043 0,1184

11+12 4 202157,3 76335,000 4 977909,8 225085,000 4 969772,800 374990,000

13+14 4 204400,000 44997,000 4 1095764,000 222373,000 4 1130150,000 287121,000

15+16 4 262194,000 39522,000 4 1512000,000 273998,000 4 1587500,000 256482,000

17+18 4 253337,000 108010,000 4 1188000,000 150880,000 4 1104878,000 128609,000

 OP

 MP

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 4 155254,8 46342,000 4 467197,3 61542 4 462360,5 94060 0,1575 0,3291 0,6259

13+14 4 284461,8 156672 4 1036953 389075 4 1228969 332565 0,0775 0,0073 0,1504

15+16 4 305067,8 208416 4 1873500 543585 4 2061000 619385 0,5829 0,983 0,7553

17+18 4 311425,800 249003 4 1140750,000 146823,000 4 983011 316988,000 0,3823 0,1514 0,1113

11+12 4 173532,8 57830,000 4 414090,3 53276,000 4 450519,800 63984,000

13+14 4 207098,500 105421,000 4 944458,300 410601,000 4 1106615,000 446657,000

15+16 4 355967,000 108304,000 4 1876250,000 632013,000 4 2030750,000 483038,000

17+18 4 302824,500 236670,000 4 1079530,000 144401,000 4 948854,500 293597,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS 
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9.8.7.5 Pepsineffekt auf die m/z 313 

Tab. 9.68: Pepsineffekt auf die m/z 313 in L35-38 

 

 

Tab. 9.69: Pepsineffekt auf die m/z 313 in L39-42 

 

  

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 4 575541,3 90897,000 4 2468000 703996 4 2362000 583990 0,2263 0,9378 0,4298

13+14 4 524548 141409 4 2664750 514816 4 2837750 576684 0,4176 0,6702 0,8137

15+16 4 793745 111576 4 4261000 599113 4 4675750 931558 0,5214 0,5727 0,0674

17+18 4 573748,000 89720 4 3469000,000 396686,000 4 3445250 614256,000 0,4685 0,2851 0,0327

11+12 4 595121,3 110487,000 4 2450750 324877,000 4 2568750,000 1001529,000

13+14 4 486693,300 79870,000 4 2727000,000 492578,000 4 2824000,000 630379,000

15+16 4 823753,000 65585,000 4 4174750,000 707911,000 4 4304250,000 689164,000

17+18 4 592352,000 62308,000 4 3167750,000 413110,000 4 2965250,000 533209,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 4 421680,6 154566,000 4 1080650 101132 4 1115736 163045 0,0927 0,2767 0,4437

13+14 4 1274998 1226639 4 2464750 1038989 4 2995000 1094826 0,4032 0,0289 0,4139

15+16 4 961233,8 229487 4 4926000 1577543 4 5240500 1633595 0,8498 0,4096 0,1893

17+18 4 765187,500 646595 4 2884500,000 543655,000 4 2495250 767694,000 0,4092 0,2326 0,2313

11+12 4 377529,8 124325,000 4 1059262 115753,000 4 1088892,000 126130,000

13+14 4 598445,800 350716,000 4 2286500,000 965768,000 4 2721775,000 1463831,000

15+16 4 954271,000 263785,000 4 4677500,000 1582098,000 4 4989500,000 1564393,000

17+18 4 730616,300 577138,000 4 2685250,000 329059,000 4 2174000,000 483851,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS 
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9.8.7.6 Pepsineffekt auf die m/z 353 

Tab. 9.70: Pepsineffekt auf die m/z 353 in L35-38 

 

 

Tab. 9.71: Pepsineffekt auf die m/z 353 in L39-42 

 

  

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 0 4 627357 207212 3 789794,3 225249 0,391 0,4336 0,4863

13+14 2 165885 14275 4 669432 59295 4 675619 128745 0,1829 0,1869 0,6476

15+16 0 4 919873,5 99288 4 850425,3 171357 0,391 0,7165 0,0697

17+18 0 4 684669,800 106261,000 4 678802 172514,000 0,6591 0,2722

11+12 1 249537 4 603370,5 156127,000 4 69768,100 199556,000

13+14 0 4 601591,000 99784,000 4 639883,800 146809,000

15+16 1 88,253 4 880181,580 185078,000 4 1095101,000 280057,000

17+18 0 4 653953,500 132177,000 4 845940,300 276211,000

 OP

 MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 3 179204 30351,000 4 545787,5 65997 3 561765,5 42696 0,1543 0,0746 0,0649

13+14 4 229152,5 107242 4 1019153 289331 4 900126,5 331555 0,2038 0,1094 0,959

15+16 3 186088,7 97883 4 1292333 503632 4 1306691 779809 0,7758 0,7384 0,6955

17+18 2 255003,000 275924 4 729636,800 82448,000 4 597363,8 188147,000 0,6656 0,5221 0,0124

11+12 4 325944 189204,000 4 500625,5 39747,000 4 457346,800 50401,000

13+14 4 280491,300 138390,000 4 901751,300 205518,000 4 892197,000 305379,000

15+16 2 230144,000 120860,000 4 1257038,000 580415,000 4 1376510,000 658564,000

17+18 1 475440,000 4 762629,500 32950,000 4 671135,000 169650,000

 OP

 MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF35mS 
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9.8.7.7 Pepsineffekt auf die m/z 199 

Tab. 9.72: Pepsineffekt auf die m/z 199 in L35-38 

 

 

Tab. 9.73: Pepsineffekt auf die m/z 199 in L39-42 

 

  

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 4 170975,3 59653,000 4 373035 65123 4 377476,5 113114 0,6753 0,568 0,5478

13+14 4 161716 32165 4 342384,8 78796 4 310345,5 88571 0,1472 0,602 0,9493

15+16 4 267839,3 40538 4 524408,5 142960 4 529014,8 54864 0,4936 0,6131 0,9541

17+18 4 235145,800 51255 4 455885,000 78084,000 4 475314,5 90535,000 0,1916 0,3692 0,0382

11+12 4 185616,5 49257,000 4 337244,8 161995,000 4 360380,000 84932,000

13+14 4 128114,500 52811,000 4 317445,800 67799,000 4 311406,000 104632,000

15+16 4 244122,300 68693,000 4 486425,300 206973,000 4 526768,800 102361,000

17+18 3 192750,000 58768,000 4 402207,500 108672,000 4 404189,000 63077,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 4 98735,75 17402,000 4 143281,3 16932 4 152317,3 52503 0,3764 0,229 0,7481

13+14 4 143098,3 44633 4 229322 73066 4 234764 56392 0,5227 0,3796 0,068

15+16 4 208127 111225 4 344016,3 130345 4 376030 198877 0,5841 0,4304 0,2471

17+18 4 86374,250 22728 4 176718,800 29124,000 4 165090,3 49040,000 0,6886 0,0182 0,1057

11+12 3 90530,33 14276,000 4 128005,3 26101,000 4 140847,500 16375,000

13+14 4 128067,800 11485,000 4 200949,500 51273,000 4 204561,500 55581,000

15+16 3 242932,000 154648,000 4 305850,300 140445,000 4 319927,300 147216,000

17+18 3 100894,700 53515,000 4 146780,300 31007,000 4 140341,000 28246,000

 OP

 MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS
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9.8.7.8 Pepsineffekt auf die m/z 265 

Tab. 9.74: Pepsineffekt auf die m/z 265 in L35-38 

 

 

Tab. 9.75: Pepsineffekt auf die m/z 265 in L39-42 

 

  

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 4 1183237 409721,000 4 314777,8 57812 4 265653,3 45753 0,1568 0,2421 0,6763

13+14 4 785664 273471 1 170955 0 0,8662 0,391

15+16 4 1253000 299603 0 0 0,9359

17+18 4 1013875,000 219689 0 0 0,9735

11+12 4 1096460 425037,000 4 355458,8 5948,000 4 282642,800 78831,000

13+14 4 793810,000 224530,000 0 0

15+16 4 1258250,000 262115,000 0 0

17+18 4 1016140,000 125872,000 0 0

 OP

 MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 4 220408,3 57997,000 1 162931 0 0,3612 0,391

13+14 4 341993 163050 0 0 0,8191

15+16 4 651244 307621 0 0 0,735

17+18 4 281398,800 85647 0 1 157445 0,451 0,391

11+12 4 206677,8 66366,000 0 4

13+14 4 349608,300 223065,000 0 0

15+16 4 639312,000 281628,000 0 0

17+18 4 314319,800 40805,000 0 1 152598,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS
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9.8.7.9 Pepsineffekt auf die m/z 309 

Tab. 9.76: Pepsineffekt auf die m/z 309 in L35-38 

 

 

Tab. 9.77: Pepsineffekt auf die m/z 309 in L39-42 

 

 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 4 200139,5 47917,000 0 1 178372 0,3957 0,9296

13+14 4 227120,8 78507 0 0 0,4316

15+16 3 407156,7 64612 0 0 0,2411

17+18 4 283910,500 58318 0 0 0,5634

11+12 2 327486,5 135287,000 4 1 152415,000

13+14 4 246470,300 99521,000 0 0

15+16 4 391629,500 122462,000 0 0

17+18 4 310506,300 114658,000 0 0

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 4 243727 25276,000 2 124976 14037 2 95622,5 30214 0,3109 0,462 0,9644

13+14 4 279902 193598 0 0 0,4051

15+16 4 449176,3 130763 0 0 0,8549

17+18 4 165632,000 63719 0 1 67762 0,9344 0,391

11+12 4 272037 71050,000 1 131240 2 94011,500 27347,000

13+14 4 325902,000 146577,000 0 0

15+16 4 443089,500 127024,000 0 0

17+18 4 167223,800 53914,000 0 1 84880,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF Ü-TF-35 Ü-TF35mS
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9.8.7.10 Pepsineffekt auf die m/z 321/322 

Tab. 9.78: Pepsineffekt auf die m/z 321/322 in L35-38 

 

 

Tab. 9.79: Pepsineffekt auf die m/z 321/322 in L39-42 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

33OP/ 

Ü-TF-33MP

Ü-TF-

33mS OP/ 

Ü-TF-

33mS MP

11+12 0 4 421297,8 130683 4 416204,5 93366 0,1459 0,0608

13+14 0 4 374954,8 109451 4 373697,8 83862 0,1558 0,1523

15+16 0 4 662271,3 132525 4 675674 230721 0,1923 0,0485

17+18 0 4 546528,800 84817,000 4 554088,5 48413,000 0,3491 0,1618

11+12 0 1 536947 1 346455,000

13+14 0 3 304131,300 42073,000 3 272540,300 96903,000

15+16 0 3 559842,700 112093,000 4 536863,300 156081,000

17+18 0 4 469456,800 76043,000 4 414444,300 155932,000

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-33 Ü-TF-33mS 

Lauf Tag

n x̅ s n x̅ s n x̅ s

Ü-KF-32OP/ 

Ü-KF-32MP

Ü-TF-

35OP/ 

Ü-TF-35 

MP

Ü-TF-

35mS OP/ 

Ü-TF-

35mS MP

11+12 1 49547 4 126213 14370 4 114966,8 12386 0,391 0,0004 0,2858

13+14 0 4 234123,8 123214 4 228138,8 89323 0,4745 0,2408

15+16 2 112235,5 93733 4 385409,5 141386 4 368013,3 138782 0,2758 0,0251 0,0894

17+18 3 82913,330 37178 4 200317,000 20176,000 4 175995,8 44000,000 0,0941 0,0455 0,0041

11+12 0 0 2 136696,000 3817,000

13+14 0 4 202204,300 46327,000 2 196866,000 10704,000

15+16 0 1 74157,000 2 196720,000 98260,000

17+18 0 3 138768,700 24093,000 0

OP

MP

p-WerteÜ-KF-32 Ü-TF-35 Ü-TF-35mS 
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