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Vorwort des Priasidenten

Erklirtes Ziel der Deutschen Gesellschaft fiir Qualititsforschung (Pflanzliche Nahrungsmittel)
e.V. ist es, an den wissenschaftlichen Jahrestagungen Arbeitsgruppen aus verschiedenen
Disziplinen zusammenzubringen, um auf diese Weise aktuelle Themen umfassend zu
bearbeiten. Die Thematik “Funktionelle Inhaltsstoffe pflanzlicher Lebensmittel” hat
Emidhrungsphysiologen, Mediziner, Pharmakologen, Pflanzenbauer, Lebensmittelverarbeiter
und Analytiker sowie Experten des Lebensmittelrechts nach Karlsruhe gelockt. Die
unterschiedlichen Blickwinkel und Forschungsschwerpunkte spiegeln sich in den vorliegenden
Beitrigen des Tagungsbandes wider.

Eine kritische Auseinandersetzung mit “funktionellen Inhaltsstoffen” muss die Analytik, die
Resorption und Bioverfiigbarkeit sowie die molekulare Wirkungsweise umfassen. Das neue
Wissen um die Bedeutung der funktionellen Inhaltsstoffe muss riickwirken auf die Produktion
pflanzlicher Lebensmittelrohstoffe. Umwelt, Anbautechnologie im Verein mit der genetischen
Konstitution der Nutzpflanzen beeinflussen die “funktionelle Qualitit” der pflanzlichen
Nahrungsmittel. Damit stellen sich den Produzenten pflanzlicher Rohware und daraus
abgeleiteter Produkte neue Herausforderungen. Ohne dass traditionelle Qualitétskriterien
vernachlissigt werden dirfen, muss den pflanzlichen Sekundirstoffen als wertgebende
Kriterien noch mehr Beachtung geschenkt werden.

Fiir die gelungene Ausrichtung der 35. Vortragstagung danke ich im Namen der Deutschen

Gesellschaft fir Qualititsforschung (Pflanzliche Nahrungsmittel) e.V. sehr herzlich der

Bundesforschungsanstalt fiir Ernéhrung in Karlsruhe, besonders Herrn Kollegen B. Tauscher.

Freising-Weihenstephan, im Mai 2000

Prof. Dr. habil. Dieter Treutter
Prisident der DGQ
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Antioxidants in dietary plants

Wolf Bors
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Abstract: Antioxidant principles in plant food comprise both vitamins such as vitamin C ,
vitamin E, carotenoids and the multitude of phenolic secondary plant metabolites, e.g. pheno-
lic acids, flavonoids, proanthocyanidins and other polyphenols. By definition, all antioxidants
are capable of scavenging oxygen radicals and thus ameliorate oxidative stress conditions.
Sources for these various antioxidants are practically all dietary plants such as cereals, vege-
tables and vegetable oils, fruits and berries, spices and beverages such as fruit juices, tea,
chocolate or red wine. Both content and isomeric structures of the different antioxidants is
specific for individual plant types.
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Introduction

Plants, due to their inability of avoiding detrimental conditions by removing themselves from
the source of the danger, have evolved a whole battery of protective measures. One of the un-
avoidable adverse condition is oxidative stress, against which numerous antioxidatively active
components exist in plants. Animals and humans, in their diet, ingest these ingredients and
thus partake in the plant antioxidant defense system. While the question of bioavailability in
animals or humans has still not been conclusively solved for a number of these antioxidants,
there is considerable progress in this area. We may thus expect that in the near future these
results merge with those from epidemiological and animal studies, which thus far are the only
ones which clearly point to a correlation of vegetable intake and improved health. Health
benefits, however, are not limited to an antioxidant function of these substances as they may
also exhibit anticarcinogenic activities [Ho et al., 1994; Huang et al., 1994; Surh, 1999] and
may participate in signalling pathways [Pan et al., 2000; Polya et al., 1995]. With regard to
the antioxidant function, two topics are of particular interest in this context: the Mediter-
ranean diet and the French paradox. In the following, the various plant sources will be listed
which are known to contain particularly high amounts of antioxidants - after first defining
those antioxidants.






1988] - with the aglycones the active components - whereas flavanols, i.e. derivatives of (+)-
catechin and (-)-epicatechin, preferentially form 3-O-gallate esters. The most active flavonoid
antioxidants all contain at least a catechol structure in the B ring, a 2,3-double bond and a 3-
hydroxy-4-oxo structure [Bors et al., 1990,1992a]. The distinction between condensed and
hydrolysable tannins lies in the fact that the proanthocyanidins form oligomers via carbon-
carbon bonds [Ferreira et al., 1999] in contrast to the genuine ester bond of the glucose galla-
tes. The latter are also called ellagitannins, since the condensation product of two gallate
moieties, hexahydroxydiphenic acid, is a precursor of the common degradation product ella-
gic acid [Quideau & Feldman, 1996].

The large majority of the compounds listed in Table I contain at least one aromatic hydroxy
group. It is this functional group which governs the most important antioxidant function, i.e.
the radical-scavenging potential. In fact, whenever talking about oxidative stress, we have to
assume the presence and/or participation of oxygen radicals - or oxygen-containg molecules
generally termed reactive oxygen species (ROS) - during reactions, such as lipid peroxidation,
metal-catalyzed univalent oxidation, enzymatically-catalyzed redox cycling, etc. [Balzan &
Bannister, 1997; Scandalios, 1997, Sies, 1991]. As radical reactions are generally prone to
chain propagation processes (aside from initiation and termination reactions), it is understand-
able that such radical scavengers are also termed chain-breaking antioxidants [Rice-Evans,
1995]. Flavonoids, expecially, have from early on been studied with regard to their food-pro-
tective potential respectively extension of the shelf-life of oxidation-prone food such as lard
or vegetable oils [Adegoke et al., 1998] - in fact, the so-called rancidity test evaluates this
function [Liang & Schwarzer, 1998; St. Angelo, 1996]. While flavonoids have a variety of
other functions [Bors, 1997, Middleton & Kandaswami, 1994] and remain the most
thoroughly investigated plant polyphenolic antioxidants [Bors et al., 1996; Hollman & Katan,
1999; Kandaswami & Middleton, 1997], more recently other polyphenols are favored as the
dominant food antioxidants [Ursini et al., 1999; Waterhouse & Walzem, 1997] - even with
respect to beneficial effect as forage for range animals (cattle, sheep) [Aerts et al., 1999]. Part
of the reason is the probability of the flavonoids to act as pro-oxidative or even cytotoxic
agent due to the futile redox cycling of the elusive flavonoid quinones [Metodiewa et al.,
1999; Miura et al., 1998]. In contrast, the quinones of the polyphenolic tannins are more
likely to undergo phenolic coupling reactions with the retention of the number of reactive
hydroxy groups during the oligomerisation process [Ferreira et al., 1999; Quideau et al,,
1995] - and potentially even an enhanced antioxidant capacity [Bors & Michel, 1999; Bors et
al,, 20001].

Non-phenolic antioxidants are first of all ascorbate, which functions mainly as a reductant
(e.g. in the synergistic interaction with the a-tocopheroxyl radical [Packer etal., 1979] as well
as with flavonoid aroxyl radicals [Bors et al, 1995]). The major differences among
carotenoids are the presence or absence of oxygen in the molecules (carotenes vs. xan-
thophylls) and the capability of forming vitamin A (retinol); e.g. the most common B-carotene
is a provitamin A in contrast to lycopene which is not a precursor [Nikoleit, 1997]. The anti-
oxidant (radical-scavenging) function of carotenoids is limited to low oxygen tensions
[Burton & Ingold, 1984] or the reactive oxygen species singlet oxygen [di Mascio et al.,
1992; Oliveros et al., 1992] - yet some are capable of scavenging other types of radicals
[Mortensen et al., 1997). Carotenoids and other antioxidant vitamins have been extensively
reviewed [Sies & Krinsky, 1995], yet the in vivo antioxidant capacity of carotenoids and
especially B-carotene is still rather controversial [Rice-Evans et al., 1997; Rock, 1997]. The
same is the case for the active principles in garlic, the allyl sulfides alliin and allicin [Kim et
al.,, 1997]. Garlic does ameliorate oxidative stress under in vivo conditions [Grune et al.,






parsley (Petroselium crispum) contain the highest amounts of the carotenoids lutein and
zeaxanthin [Nikoleit, 1997]. Broccoli (Brassica oleracea var, italica), contains a number
of antioxidant phenolic acids and flavonoids [Plumb et al., 1997} in addition to B-carotene
and lutein. Soybeans (Glycene max) contain the highest amount of isoflavones among
vegetables [Wiseman, 1999], which can act as phytoestrogens but have also strong anti-
oxidant potential in such fermented soy products as Tempeh [Esaki et al., 1999; Kasaoka et
al., 1997). Onions (Allium cepa) contain high amounts of the flavonoid quercetin, whose
antioxidant potential has been traditionally employed in the preparation of lard to delay its
rancidity [Adegoke et al., 1998; Liang & Schwarzer, 1998].

Table 2a - Antioxidants in dietary plants: staple food

Plant type Plant Antioxidant type*
Cereals barley (Hordeum vuigare) various phenolic acids; tocols (all 8)
oat (Avena sativa) phenolic acids and esters; tocols
wheat (Triticum aestivum) various phenolic acids; a-, B-tocols, flavones
rye (Secale cereale) phenolic acids (mostly ferulic acid); a-, B-tocols
sorghum (Sorghum bicolor) phenolic acids; y-tocopherol; flavonoids
com (Zea mays) phenolic acids; tocols (mostly a-, y-tocopherol);
carotenoids
rice (Oryza sativa) ferulic acid esters; o-, y-tocopherol, y-tocotrienol
Vegetables carrot (Daucus carota) carotenes

tomato (Lycopersicon esculentum)
potato (Solanum turberosum)

kale (Brassica oleracea acephala)
broccoli (Brassica oleracea var.

lycopene, flavonoids
anthocyanidin/phenolic acid glycosides
lutein, zeaxanthin

B-carotene, lutein; phenolic acids, flavonoids

italica)
spinach (Spinacea oleracea)
parsley (Petroselium crispum)
soybean (Glycene max)
onion (Allium cepa)
garlic (Allium sativum)

lutein, zeaxanthin

lutein, zeaxanthin
isoflavones; phenolic acids
quercetin & other flavonoids
allyl sulfides (alliin, allicin)

Vegetable oils and oil seeds: Ouly extra-virginal olive oil from olive seeds (Olea europaea)
contains a high amount of phenolic acids as they are destroyed during refining [Nergiz &
Unal, 1991; Clifford, 1999). A catecholic component of olive oil, hydroxytyrosol, has also
been shown to possess antioxidant potential [Saija et al., 1998; Visioli et al., 1998]. It is
actually a hydrolysis product of the complex glycosidic lactone oleuropein, which is the
most common phenol in olives [De Stefano et al., 1999]. Palm oil from oil palms (Elaeis
guineensis) is the best commercial source of carotenoids [Ong & Choo, 1997] and of toco-
trienols [Kamat et al., 1997]. Tocopherols and tocotrienols as lipid-soluble antioxidants are
most highly concentrated in vegetable oils and oil-rich fats and plants [Eitenmiller, 1997;
Sheppard & Pennington, 1993]. Peanuts (drachis hypogaea) contain mostly o~ and y-toco-
pherols, with very small amounts of - and 8-tocopherols and no tocotrienols [White &
Xing, 1997]. It is obvious that the content of the various antioxidants in these oxidation-
sensitive lipids also govems their stability [Shukla et al., 1997].

Fruits and berries: Due to their mostly intense rolor, fruits and berries (and the respective jui-
ces) are major sources of anthocyanidins. As constituents of the flavonoid family, they
exist in vivo mainly as complexes with flavonols and flavanols due to their instability in
water [Francia-Aricha et al., 1997] (they easily form colorless leuco adducts with water
[Kithnau, 1976]), but have nevertheless been shown to have antioxidant potential
[Gabrielska et al., 1999; Lapidot et al., 1999]. Citrus plants obviously are a good source of
vitamin C, yet they also contain relatively high amounts of flavonoids [Carroll et al.,






indicum) presents an interesting example of antioxidants which are only indirectly active.
The seeds contain several lignans, compounds with methylene-dioxo bridges such as sesa-
min, sesamolin, sesaminol aside from glycosylated pinoresinols with o-methoxy phenol
structures and strong antioxidant activity {Shukla et al., 1997]. Sesamin, however,
becomes a potent antioxidant only when a methylene-dioxo bridge is hydrolysed to form a
catechol moiety [Akimoto et al., 1996].

Tea: The ingredients of predominantly green tea have long been studied with regard to their
anticarcinogenic properties [Han, 1997; Tijburg et al., 1997]. More recently their polyphe-
nolic components, i.e. the proanthocyanidin monomers and oligomers derived from (-)-epi-
catechin, became a focus of antioxidant research {Bors & Michel, 1999; Bors et al., 2000;
Jovanovic et al., 1997a; Plumb et al., 1998). Green tea contains most of these polyphenols,
whereas in fermented (oxidized) black tea mostly higher polymers with diminished
antioxidant activity remain [Hasimoto et al., 1992]. Moderately fermented tea such as
Oolong is a source of oligomers, the so-called theasinensins [Harbowy & Balentine, 1997;
Hashimoto et al., 1988], which are evidently formed by radical reactions [Yoshino et al.,
1999].

Rooibos tea (4spalathus linearis) from the Fabaceae family is a favorite beverage in South
Africa. As shown by Rabe et al. (1994), it contains numerous phenolic compounds which
all express antioxidant activity. Even aspalathin, exclusive to this plant, and known for its
non-nutritive sweetening capacity, can be considered an antioxidant due to its catechol
moiety fvon Gadow et al.,, 1997; Hitomi et al., 1999]. Yet according to the latter study,
flavonoids are the most dominant phenolic compounds present.

Wine: Health-beneficial effect of wine consumption have been the topic of several
conferences and at least one book [Watkins, 1997]. The polyphenol (proanthocyanidins
and tannins) content of grapes and especially red wine with their known strong antioxidant
potential is one of the favored explanations for the so-called French paradox, the fact that
the French eat as much fat as other Europeans but develop much less cardiovascular
problems [Renaud & de Lorgeril, 1992]. While epidemiological [Hertog, 1996; Hollman &
Katan, 1997; Samman et al., 1997] and animal studies [Koga et al., 1999; Wakabayashi,
1999] generally support this notion, other antioxidant principles have also been invoked
[Day & Stansbie, 1995, Parodi, 1997; Stanley & Mazier, 1999]. Red wine contains a far
higher amount of the polyphenols than white wine [Kanner et al., 1994; Sanchez-Moreno
et al., 1999], which points to the predominant presence of these substances in the seed
(skin and stems) of grapes [Cheynier et al., 1992de Freitas et al., 1998], extracted during
the maceration period [Castellari et al., 1998). The “French’ part of the paradox, as oppo-
sed to an Italian or Spanish contribution, is probably due to the fact that here the aging in
barriques with an additional extraction of tannins |Matricardi & Waterhouse, 1999; Puech
et al., 1999] has been performed for the longest period.

Cocoa (Theobroma cacao): This is another source of proanthocyanidins, yet with a different
substitution pattern than those in green tea or grapes [Adamson et al., 1999; Lazarus et al.,
19991. Due to their polyphenolic structure they are likewise good antioxidants [Adamson
ctal., 1999; Arteel & Sies, 1999].

With the recent advances in gene engineering it is understandable that attempts to enhance the
content of antioxidants in dietary plants is not limited to food processing [Chen et al., 1999;
Manzocco et al., 1998] but also to gene amplification [Famham et al., 1999]. The best
example are tomatoes where both the content of carotenoids and of flavonoids has been
genetically enhanced [DellaPenna, 1999; Hirschberg, 1999]. The backlash owing to the non-
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Terpenoide - funktionelle Inhaltsstoffe
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Die Gruppe der Terpenoide umfaft etwa 15.000 — 20.000 bekannte Verbindungen mit einer
Reihe von unterschiedlichen Verbindungsklassen, die vor allem in der Natur in vielfiltiger
Weise vorkommen. Als Terpene bezeichnet man Verbindungen die aus zwei oder mehr Iso-
preneinheiten aufgebaut sind. Grundkérper ist das Isopren, das eigentlich eine Fliissigkeit ist
mit einem Siedepunkt von 31°C und aus Aceton und Acetylen synthetisierbar ist. Die No-
menklatur der Terpene geht aus Tabelle 1 hervor.

Zum Unterschied anderer sekundédrer Metabolite werden die fettldslichen Terpenoide aus Me-
valonsdure und Isopentenylpyrophosphat gebildet. Chemisch gesehen sind Terpenoide cy-
clische, ungesittigte Kohlenwasserstoffe mit einem unterschiedlichen Sauerstoffgehalt in der
substituierten Gruppe.

Tabelle 1: Nomenklatur der Terpenoide

Bezeichnung Anzahl der C-Atome Anzahl der Isoprenreste
Monoterpene 10 2
Sesquiterpene 15 3
Diterpene 20 4
Triterpene 30 6
Tetraterpene 40 8
Polyterpene > 40 >8

Terpenoide spielen eine wichtige Rolle in den Zwischenbeziehungen von Pflanzen — Tieren,
Pflanzen — Pflanzen sowie Pflanzen — Mikroorganismen. In der Pflanzenwelt sind sie unter
anderem als Phytoalexine, Abwehrsysteme, Pheromone, Allelochemicals oder Signalstoffe
bekannt.

Dariiberhinaus werden Terpene in ihrer Vielfalt natiirlich auch vom Menschen aufgenommen
und entfalten im Organismus unterschiedliche Wirkungen und werden daher mit dem Begriff
“Funktionelle Inhaltsstoffe” in Verbindung gebracht. Schwerpunkte der folgenden Zusam-
menfassung funktioneller Eigenschaften von Terpenciden werden Mono-, Di- und Tetraterpe-
ne sein.
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In humanen myeloidinen THP-1 und lymphoiden RPMI-8402 Leukiimie Zelllinien konnte
Perillylalkohol diec Konzentrationen des antigenen ras-Onkogen senken (Hohl 1996). Weitere
Zellkulturstudien konnten die Unterdriickung der Tumorgenese durch bestimmte Monoterpe-
ne zeigen: Geraniol bei B16 Melanomzellen (Shoff et el. 1991), 1 mmol/l Perillylalkohol bei
SW480 Kolonkarzinomzellen und bei PHA stimulierten Lymphozyten durch Perillinsiure
(Schulz et al. 1994).

Basierend auf den positiven Ergebnissen der Tierversuche und Zellkulturen werden derzeit
erste Humanstudien mit Limonen durchgefiihrt. Durch die maximal tolerierbare Dosis von
8g/m’ Korperoberfliche treten bei Krebspatienten Plasmakonzentrationen von 10-30 uM auf
(Vigushin et al. 1998). Um jedoch therapeutisch wirksame Konzentrationen mit der Nahrung
aufzunehmen miifiten etwa 400 Orangen/Tag gegessen werden (Senior 1997).

Wirkmechanismen von Monoterpenen

Untersuchungen deuten darauf hin, dass Monoterpene sowohl in die Initiationsphase als auch
in die Promotionsphase der Kanzerogenese einwirken (Elson und Yu 1994, Crowell 1997). In
der Initiationsphase wird zum einen die Aktivierung von Prokanzerogen zum aktiven Kanze-
rogen und zum anderen die Bindung eines bereits aktivierten Kanzerogens an die DNA unter-
driickt. Eine bereits mutierte DNA kann in der Promotionsphase durch Antipromotoren, zu
denen auch bestimmte Monoterpene gezihlt werden in ihrer Umwandlung zum aktiven Tu-
mor gehemmt werden.

Die Wirkung von Monoterpenen auf die Tumorgenese umfafit 3 unterschiedliche Wirkme-
chanismen:

e  Hemmung/Induktion von Phase-1-Enzymen bei gleichzeitiger

e Induktion von Phase-1I-Enzymen

¢  Eingriff in den RAS-Transduktion Signalstoffwechsel

Phase-I-Enzyme sind verantwortlich fiir die Aktivierung des Prokanzerogens zum Kanzero-
gen. Die Ergebnisse vereinzelter Studie weisen auf eine mégliche Hemmung der Phase-I-
Enzyme fiir d-Limonen und d-Carvon hin (Gould et al. 1990) allerdings zeigen Ergebnisse
auch deren Induktion (Maltzmann et al. 1991). Im Tierversuch zeigten Wattenberg et al.
(1989) eine protektive Wirkung von d-Limonen und d-Carvon auf die Lungen- und Magen-
krebsbildung, wenn sie eine Stunde vor dem Prokanzerogen verabreicht wurden. Gleichzeitig
kam es zur Induktion von Phase-II-Enzymen durch Monoterpene (Elgbede et al. 1993, Cro-
well 1999).

Vor allem die Phase-Il-Enzyme Glutathion-S-Transferase und UDP-Glucuronyl-Transferase
(Maltzmann et al. 1991, Elgbede et al. 1993) werden durch Monoterpene induziert und bewir-
ken dadurch eine Inaktivierung des Prokanzerogens oder Kanzerogens in der Initiationsphase.
Wihrend der Promotionsphase wirken Monoterpene - vor allem Limonen und Perillylalkohol
— durch Induktion der Tumor-Zelldifferenzierung, durch eine Erhohung der Rate der Tumor-
zelltode und/oder durch Unterdriickung der Tumor-Zellwucherung (Reddy et al. 1997).

Monoterpene, allen voran Limonen, Menthol oder Perillylalkohol haben auch die Moglichkeit
in den Mevalonsaurestoffwechsel einzugreifen und auf diesem Weg Tumorsuppressiv wirken
(Elson 1995) (Abb. 2). Sie hemmen auf direktem Weg Prenyl-Protein Transferasen (Abb. 2;
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Tabelle 3: Nomenklatur und Wirkung verschiedener Substanzen mit Vitamin-A-Aktivitit
(Elmadfa und Leitzmann 1998)

Name Wirsame Formen/
Wirkung
all-trans-Retinol: e Physiologisch wirk-
sames Vitamin A

9-cis-Retinol,
11-cis-Retinol,
13-cis-Retinol:

Retinyl-Palmitat:

e Werden zu all-trans-
Retinol isomerisiert

e Transportform in der
Lymphe

all-trans-Retinal, o Beteiligung am

11-cis Retinal: Sehvorgang

all-trans-Retinséinre, o Zelidifferenzierung,

11-cis-Retinstiure: Krebsvorbeugend

Retinyl-Glucuronid: o Ausscheidungs-
Produkt

a-Carotin,

p-Carotin, e Provitamin A

y-Carotin:

Fiir den Sehvorgang wird Retinol in der Retina von der dufleren Kapillarseite der Zelle aufge-
nommen, an das zellulire Retinol-bindende Protein (CRBP) gebunden, isomerisiert, zu 11-
cis-Retinal oxidiert und an das zellulire Retinal-bindende Protein fibertragen. Das 11-cis Re-
tinal wird proteingebunden zur AuBlenseite der Stébchen transportiert, wo es sich mit Opsin
zum Rhodopsin verbindet. Nach Lichteinfall isomerisiert 11-cis-Retinal zu all-trans-Retinal,
wobei Opsin abgeldst wird und eine Stoffwechselkaskade ausgeldst wird, die in der Erregung
der Neuronen endet und somit dem Gehim ,,Lichteinfall signalisiert wird.

Die Funktionalitit von Vitamin-A 146t sich alleine damit beschreiben, dass die typische Man-
gelerscheinung im fortgeschrittenen Stadium Xerophthalmie ist, bei der es zu einer Homn-
hauttriibung, Nekrosen der Hornhaut und im nicht behandelten Zustand zur Erblindung
kommt. Laut WHO (1994) sind 228 Millionen Kinder in 75 Staaten, vor allem in Entwick-
lungslindern, im Anfangsstadium eines Vitamin A Mangels oder subklinisch betroffen, 14
Millionen unter 5 Jahren von Vitamin-A-Mangel betroffen, bis zu 500 000 erblinden im Jahr
wovon 60% wenige Monate spiter sterben (WHO 1990, Harmis et al. 1998).
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freie Radikale abfangen konnen. Zusitzlich sind sie in der Lage als Synergisten primére Anti-
oxidantien wie z.B. Tocopherole zu regenerieren (Abb. 3).

Tabelle 4: Antioxidative Indu!(tions Schutz-
Wirkung des Diterpens Camosinsiure im p?n?cl)e faktor
min

Vergleich zu anderen primér
wirkenden Antioxidantien in Schmalz

Kontrolle (Schmalz) 40 -
o-Toc 265 6.6
Carnosinsre. (CS) 180 4.4
Ascorbylpalmitat (AP) 440 11.0
o-Toc + CS 445 11.1
AP +CS 990 24.8
o-Toc + AP+ CS 1070 26.8

Frankel et al. 1998

3. Tetraterpene

Die wichtigste und am besten erforschte Gruppe der Tetraterpene sind die Carotinoide. Sie
umfafit etwa 600 verschiedene Verbindungen, von der allerdings nur eine geringe Anzahl von
physiologischer Bedeutung sind. Sie sind Polyenkohlenwasserstoffe mit 40 C-Atomen und 8
Isopreneinheiten, die durch Geranylgeranyldiphosphate gebildet werden. Entsprechend ihrer
Struktur unterscheidet man Carotene und Oxycarotinoide (Abb. 4). Zur ersten Gruppe zihlen
- und -Carotin sowie Lycopin. Die zweite Gruppe, auch bekannt als Gruppe der Xantho-
phylle, beinhaltet in ihrer Struktur auch Sauerstoff und ist zahlenmiBig die weitaus gréBere
Gruppe. Zu den wichtigsten Vertretern zdhlen -Cryp t oxanthin, Zeaxanthin und Lutein.

23






anthin. Die enzymatische Umwandlung zu Vitamin A ist abhingig vom Retinolstatus, der
Vitamin-E-Versorgung der -Ca rotin- und Proteinzufuhr sowie der Fettzfuhr. Die Umwand-
lung von B-Carotin zu Retinal betridgt etwa 1/6 (Olson 1996), aufgrund der Kontrolle dieses
Stoffwechselweges wird der Organismus einerseits vor Vitamin-A Intoxikationen und ande-
rerseits vor Vitamin A Mangel geschiitzt (Gerster 1993).

Antioxidative Wirkung

Carotinoidradikale kénnen durch Oxidation, Reduktion, Wasserstoffabstraktion und durch
Additionsreaktionen gebildet werden. Da Carotinoide Quencher freier Radikale allerdings
nur bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck sind, kénnen sie mit Tocopherolen, die auch bei ho-
hem Partialdruck wirken, eine synergistische Wirkung beim Schutz des Organismus gegen
Radikalkettenreaktionen erzielen.

Die antioxidative Aktivitit hiingt unter anderem von der Anzahl der konjugierten Doppelbin-
dungen und der Anwesenheit funktioneller Gruppen ab und sinkt daher wie folgt (Miller et al.
1996):
Lycopin > -Carotin = B-Cryptoxanthin > Lutein = Zeaxanthin > -Carot in > Echine-
on > Canthyxanthin = Astaxanthin )

Neben der Fahigkeit als Quencher wirkt vor allem B-Carotin auch als freier Radikalfédnger bei
der Lipidperoxidation von Fetten und Olen. In den letzten 20 Jahren haben sich auf Basis
vieler Studien die Hinweise gehiuft, dass Carotinoide wesentlich zur Reduktion des Risikos
degenerativer Erkrankungen, vor allem durch kumulative oxidative Schidigung, beitragen
konnen,

Bei Patienten mit erblich bedingter krankhafter Lichtempfindlichkeit konnten 15 — 180 mg 8-
Carotin/Tag protektive Wirkungen erzielen. Viele Autoren berichten von einer positiven Kor-
relation zwischen der Aufnahme carotinoidreicher Nahrung und Krebs sowie Herz-Kreislauf-
Erkankungen (Kritchevski 1999).

Allerdings zeigten die grofien Interventionsstudien die in den 80er und 90er Jahren mit f3-
Carotin durchgefiihrt wurden sehr unterschiedliche Ergebnisse. Es zeigte sich bei der ABTC
Studie an 29.000 Miinnern die mindestens 20 Jahre lang 20 Zigaretten/Tag geraucht haben,
eine positive Korrelation zu Lungenkrebs durch 20 mg B-Carotin/Tag. Die gleiche negative
Wirkung wurde bei der CARET-Studie festgestellt. Auch hier zeigten starke Langzeitraucher
eine positive Korrelation zu Lungenkrebs (Omenn et al. 1996). Beide Studie muBiten daher
abgebrochen werden. Die Physician’s Health Study zeigte keine Auswirkung von 50 mg/B-
Carotin/Tag auf 22.000 amerikanische Arzte (Hennekens et al. 1996). Positiv hingegen war
das Ergebnis der Linxian Studie in China wo die Gesamtkrebsmortalitit durch die 5-jahrige
Supplementierung mit B-Carotin (15 mg/Tag), Vitamin E und Selen um 13% gesenkt werden
konnte (Blot et al. 1993).

Neben den Untersuchungen mit 3-Carotin h#ufen sich Studien mit griinen und gelben Gemii-
sen, um auch dic anderen Carotinoide entsprechend zu beriicksichtigen. So konnte ein grofBe-
rer Einflul von dunkelgriinem Gemiise und Tomatensaft auf das Lungenkrebsrisiko gezeigt
werden, als durch B-Carotin oder Karotten, was die Wirkung von oxidierten Carotinoiden wie
Lutein oder Zeaxanthin betont. Auch Lycopin ist assoziiert mit cinem niedrigen Risiko fiir
diverse Krebsarten (Gerster 1997).
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Functional Properties of Non-Digestible Carbohydrates

Non-digestible carbohydrates include cell wall (cellulose, hemicellulose, -glucans, pectin) and
storage carbohydrates (guar, inulin/fructooligosaccharides). Inulin and fructooligoccharide
consumption led to an increase in faecal bifido bacteria. There are indications that fructan
consumption may also increase calcium absorption in humans. These findings need
confirmation in further studies. In addition, the long-term effects for human health need to be
studied. Viscous types of polysaccharides (isolated pectin, guar, oat fibre, psyllium) have been
shown to decrease plasma total and LDL cholesterol, mainly by inhibiting bile acid
reabsorption. The cholesterol-lowering effect of these fibres can contribute to the prevention of
atherosclerosis. However, there are only few data on the efffects of viscous fibres on colonic
concentration of secondary bile acids. Because increased secondary bile acid concentrations
may be disadvantageous, further studies in humans on this subject are needed.

Institut fir Humanernihrung und Lebensmittelkunde, CAU Kiel, Diisternbrooker Weg 17, D-
24105 Kiel

Einleitung

Fast alle Kohlenhydrate, die im Dilnndarm des Menschen nicht verdaut werden, geh6ren zur
Gruppe der Ballaststoffe. Dabei handelt es sich um Bestandteile pflanzlicher Zellwiinde, i.e.
Cellulose, Hemicellulose, 8-Glucan und Pektin, und um spezifische Speicherkohlenhydrate wie
Guar und Inulin/Fructooligosaccharide. Bestimmte Formen von Stirke kémnen von den
Verdauungsenzymen des Menschen ebenfalls nicht gespalten werden; diese Stérke wird als
resistente Stirke bezeichnet.

Welche funktionellen Eigenschaften haben diese Kohlenhydrate? Als ,,Functional Food* werden
Lebensmittel bzw. Lebensmittelinhaltsstoffe bezeichnet, die tiber den reinen Nihrwert
hinausgehende positive Wirkungen auf die Gesundheit haben (Clydesdale 1997); idealerweise
sollten sie zur Privention von Erkrankungen beitragen. Von besonderem Interesse sind dabei die
Privention von Krebs und von arteriosklerotischen Erkrankungen, vor allem von koronarer
Herzkrankheit, aber auch von anderen Erkrankungen wie z. B. Osteoporose. Diese Krankheiten
haben in den westlichen Industrielindern in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen. Das
hiingt sicher mit dem hoheren Lebensalter der Bevilkerung, aber auch mit den Veriinderungen

29






Inulin/Oligofructose

Die unverdaulichen Kohlenhydrate, die am hidufigsten mit dem Begriff , funktionell* in Beziehung
gebracht werden, sind Inulin und Oligofructose. Oligofructose ist ein Synonym filr
Fructooligosaccharide und wird durch partielle Hydrolyse von Inulin gewonnen. Beide Fructane
werden als Priibiotika bezeichnet. An Priibiotika werden gewisse Anforderungen gestellt: sie
miissen im Dickdarm selektiv von potentiell giinstigen Bakterien fermentiert werden, ihr Verzehr
muB zu einer vorteilhafien Verschiebung in der Zusammensetzung der Darmflora fithren und sie
sollten Wirkungen hervorrufen, die sich positiv auf die Gesundheit auswirken (Gibson 1999).

EinfluB auf die Zusammensetzumg der Darmflora

Zur menschlichen Darmflora gehoren ca. 500 verschiedene Bakterienspezies. Unter diesen
werden Bifidobakterien und Lactobazillen als ,.gute* Bakterien eingestuft. In beiden Spezies
finden sich keine pathogenen Verireter, sie produzieren keine Faulnisprodukte, Toxine oder
potentiellen Carcinogene; beide Spezies kdmnen dagegen Milchsiure bilden (Gibson 1999).
Inulin und Fructooligosaccharide werden bevorzugt von Bifidobakterien fermentiert, weil diese -
im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien - Enzyme fiir die Hydrolyse von Fructanen besitzen
(De Vries & Stouthamer 1967). Bifidobakterien haben demzufolge beim Verzehr von Fructanen
einen Nihrstoffvorteil gegentiber ihrer bakteriellen Konkurrenz.
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Abb. 1: Einflul des Verzehrs von 15 g Oligofructose, Inulin oder Saccharose pro Tag auf
die Anteile einiger Bakterienspezies in menschlichen Fizes.
(Berechnet aus den Daten von Gibson et al. 1995)

In mehreren Studien - Abb. 1 zeigt ein repriisentatives Beispiel - fiihrte der Verzehr von Inulin
und Oligofructose in isolierter Form zu einer Verschiebung in der Zusammensetzung der
Darmflora. Die Bifidusflora nahm zu auf Kosten von Spezies, die als weniger giinstig eingestuft
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Prozentsatz (bezogen auf Trockenmasse) an Fructanen wie das Tierfutter enthielte. Bekéimen
beide Spezies gleiche Mengen pro kg metabolisches Korpergewicht, dann entsprichen die in den
Tierversuchen verwendeten Fructandosen beim Menschen einer Aufnahme von 100-240 g pro
Tag. Die meisten Menschen (70-95 % der untersuchten Personen) vertragen ohne Beschwerden
aber nur Mengen von etwa 30 g Fructanen pro Tag. Dabei ist von Vorteil, wenn die Tagesmenge
auf mehrere Portionen verteilt wird. Wenn Fructane zu festen Lebensmitteln zugesetzt werden,
ist die Vertriglichkeit besser als bei Aufhahme iiber Getriinke (Coussement 1999), vermutlich
wegen der lingeren Verweildauer fester Lebensmittel im Magen. Es gibt aber Menschen, bei
denen schon geringe Mengen von ca. 10 g zu Beschwerden fiihren (Coussement 1999). Die
begrenzte Toleranz von Fructanen beim Menschen hat ihre Ursache in deren schneller
Fermentation, die zu Blihungen und Bauchschmerzen, aber auch zu osmotisch bedingten
Durchfillen fithren kann.

Wirkung auf die Calciumresorption

In mehren Studien wurde gezeigt, da Inulin und Oligofructose bei Ratten die Resorption von
Mineralstoffen, insbesondere von Calcium und Magnesium, erh8hten (z. B. Delzenne et al. 1995,
Ohta et al. 1994). Die langfristige Aufnahme von Fructanen verminderte den Verlust der
Knochenmasse bei Tieren, bei denen die Ovarien entfernt wurden (Taguchi et al. 1994). Diese
Tiere dienen als Modell fiir die postmenopausale Osteoporose der Frau. Offenbar steigt beim
Verzehr von Fructanen die Resorption von Kationen aus dem Zikum. Dies wird auf die
fermentationsbedingten Verinderungen in diesem Darmabschnitt zuriickgefiihrt (niedriger pH-
Wert, bessere Loslichkeit der Kationen, Hypertrophie der Zikumwand) (Levrat et al. 1991, Ohta
et al. 1994). Die wenigen bisher durchgefiihrten Studien zum Einflu von Fructanen auf die
Mineralstoffresorption beim Menschen ergaben widerspriichliche Ergebnisse. Van den Heuvel et
al, (1998) fanden bei Erwachsenen keinen EinfluB von Inulin und Oligofructose auf die
Resorption von Calcium und Eisen, aber bei Jugendlichen steigerte die Aufnahme von 15 g
Oligofructose pro Tag die Calciumresorption (Van den Heuvel et al. 1999). Die tigliche Zufuhr
von 40 g Inulin fithrte bei jungen Minnern ebenfalls zu einer Steigerung der Resorption und
einer Verbesserung der Bilanzen von Calcium, aber nicht von anderen Kationen (Coudray et al.
1997). Diese wenigen Studien lassen noch keine sicheren Aussagen iiber den Einflul von
Fructanen auf die Resorption von Calcium beim Menschen zu. Auch wenn sich die Frderung der
Calciumresorption in weiteren Studien bestiitigen 1i8t, ist noch unbekannt, inwieweit sich die
altersbedingte oder durch Ostrogenmangel verursachte Verminderung der Knochendichte und das
Aufireten von Osteoporose durch den langjihrigen Verzehr von Fructanen verhindern oder
verzogern Liit.

Wirkung unverdaulicher Kohlenhydrate auf Risikofaktoren fiir arteriosklerotische
Erkrankungen

Die Senkung der Konzentrationen an Gesamt- und LDL-Cholesterin im Plasma gilt als Manahme
zur Privention von Arteriosklerose. Empfohlen wird, den Verzehr von Fett auf héchstens 30 %
und den von gesittigten Fettséiuren auf hichstens 10 % der Energie zu beschréinken sowie das
Korpergewicht zu reduzieren (z. B. Department of Health 1994).

Eine Vielzahl experimenteller Studien hat gezeigt, dal der Verzehr von Ballaststoffen, die
viskose Losungen bilden, ebenfalls zu einer Senkung des Gesamt- und LDL-Cholesterins fiihrt.
Zu diesen Ballaststoffen gehdren Haferballaststoffe mit der hauptsichlich wirksamen
Komponente B-Glucan, isoliertes Pektin, Guar und Psyllium. Bei Psyllium handelt es sich um
16sliche Arabinoxylane aus Plantago-Arten, meist aus deren Samenschale. Die durch diese
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einer Stufe-1 Diiit (<30% der Energie als Fett, <10% der Energie als gesiitigte Fettséuren, <300
mg Cholesterin) auf das Plasmacholesterin ergab, dafl diese Diit zu einer durchschnittlichen
Senkung des Gesamt-Cholesterins um 24 mg/100 mi (10%) und des LDL-Cholesterins um 19 mg
(12%) fithrte (Yu-Poth et al. 1999). Die durch den tiglichen Verzehr von 10 g loslicher
Ballaststoffe erzielte Senkung der Cholesterinwerte wire demnach #hnlich wie die durch
Anderungen im Fettverzehr erreichten Werte. Ballaststoffe haben auBerdem den Vorteil, daf sie
das - als giinstig eingestufte - HDL-Cholesterin nur wenig beeinflussen (Brown et al. 1999,
Anderson et al. 2000). Eine Reduktion des Verzehrs von Fett und von gesittigten Fettsduren
zugunsten von Kohlenhydraten fiihrte dagegen in vielen Studien zu einer Verminderung des
HDL-Cholesterins (Katan 1998, Yu-Poth et al. 1999).

Bisher gibt es aber keine offizielie Empfehlung, den Verzehr viskoser Ioslicher Ballaststoffe zu
erhthen. In den USA diirfen Haferballaststoffe und mit Psyllium angereicherte Produkte als
cholesterinsenkend beworben werden. Psyllium wird in den USA zur Anreicherung von
Friihstiickscerealien verwendet; in Deutschland hat es gegenwiirtig den Status eines Arzneimittels
und ist als Abfithrmittel im Handel. Uber natiitliche, nicht angereicherte Lebensmittel laBt sich die
Zufuhr viskoser Ballaststoffe nur begrenzt erhohen. Fiir 10 g Haferballaststoffe miiBten ca. 110-
120 g Haferflocken oder 65-90 g Haferkleieprodukte verzehrt werden. Pektin kommt in Obst und
Gemiise in relativ geringen Mengen vor (ca. 0.5-1.0 g/100 g) und besitzt andere physikalische
Eigenschaften als isoliertes Pektin (Morris 1992). Bei strikt kontrollierter Kost fiihrte der tégliche
Verzehr von ca. 6 g Pektin in Form von 500-600 g Karotten nicht zu einer Senkung des
Plasmacholesterins (Wisker et al. 1994).

Der cholesterinsenkende Effekt viskoser Ballaststoffe scheint vor allem dadurch zustande zu
kommen, daB sie die Resorption von Gallensduren, evtl. auch von Cholesterin, beeinflussen.
Gallensiuren werden in der Leber aus Cholesterin gebildet, in die Gallenblase als Speicherorgan
sezerniert und fiir die Verdauung der Nahrungsfette in den Diinndarm abgegeben. Am Ende des
Diinndarms wird der weitaus gréBte Teil dieser Gallensiuren zuriickresorbiert und erneut in den
sog. enterohepatischen Kreislauf eingeschleust. Ballaststoffe, die die Viskositit des
Diinndarminhaltes erhdhen, vermindern die Riickresorption von Gallensauren, z.T. auch die
Resorption von Cholesterin (Nagengast 1992). Die Leber reagiert auf das geringere Angebot an
Gallensiiuren u.a. damit, daf} sie vermehrt Cholesterin aus dem Plasma fiir die Neubildung von
Gallensiiuren aufnimmt. Als Folge sinkt die Cholesterinkonzentration im Plasma ab.

DaB mit dem Verzehr viskoser Ballaststoffe vermehrt Gallensiuren in den Dickdarm gelangen,
kann zumindest theoretisch auch negative Wirkungen haben. Der grofite Teil dieser Gallensiiuren
wird von den Dickdarmbakterien zu sog. sekundiren Gallensiiuren umgewandelt (Nagengast
1992). Lésliche sekundidre Gallens#iuren wirken zytotoxisch und stimulieren die Zellteilung. Da
sie in Tierversuchen das Wachstum von Dickdarmtumoren forderten, gelten sie als Promotoren
fiir die Entstehung von Dickdarmkrebs (nach Cheah 1990). Erhohte Konzentrationen I18slicher
sekundirer Gallenséiuren in den Fiizes sind daher kritisch zu beurteilen. Beim Verzehr viskoser
Ballaststoffe kann nicht nur die absolute Menge (Nagengast 1992), sondern auch die
Konzentration von sekundiren Gallensiuren im Dickdarm ansteigen, wenn diese Ballaststoffe das
Stuhlgewicht nur wenig erhdhen (Hill & Femandez 1990). Allerdings gibt es hierzu beim
Menschen nur sehr wenige Daten. Bevor der jahrelange Verzehr viskoser Ballaststoffe zur
Cholesterinsenkung empfohlen wird, wire es wiinschenswert, ihren EinfluB auf die Ausscheidung
an loslichen sekundiren Gallenséiuren beim Menschen zu untersuchen.
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Linseed - a potential functional food

Linseed is an excellent source of dietary fibre, alpha-linolenic acid and lignans. The quantity
of seeds required to prevent constipation is greater than that required for adequate alpha-
linolenic acid and lignan supply. The release of nutrients and the bulking capacity are both
affected by the particle size of the seeds. Nutrients such as alpha-linolenic acid will only be
availabe if the seeds are at least partly ground. With respect to bulking capacity, whole seeds
may be the most effective form.
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24105 Kiel

Einleitung

Funktionelle Lebensmittel sind keine Entdeckung der Neuzeit. Sehr viel frither war bekannt, dal
in Lebensmitteln neben lebensnotwendigen Nahrstoffen und Energietrigern weitere Stoffe
enthalten sind, die sich giinstig auf die Erhaltung und Wiederherstellung der Gesundheit
auswirken kdnnen. Das Jahrtausende alte hippokratische Prinzip "Deine Nahrung sei auch Deine
Medizin" kdnnte als Leitsatz fiir die funktionellen Lebensmittel gelten. Wihrend uns dieses
Wissen verloren gegangen ist -Kalorienberechnung, Vitamindosierung und Entfernung des
scheinbaren Ballasts in Lebensmitteln galten bisher als wichtiger - ist im asiatischen Kulturkreis
das aus alter Erfahrung stammende Wissen des Zusammenhangs zwischen Lebensmitteln und
Gesundheit erhalten geblieben. Die hichste Lebenserwartung haben japanische Ménner und
Frauen, ihr Erndhrungsverhalten spielt dabei eine wichtige Rolle.

Mit dem Leinsamen soll ein altes Lebensmittel vorgestellt werden, das sich frither grofier
Wertschiitzung erfreute, heute jedoch nur noch in Apotheken und Reformhiusern als
Abfithrmittel erhiltlich ist. Regional ist die Verwendung von Leins] als Bestandteil von Gerichten
(Pellkartoffeln mit Quark und Leindl als Spezialitit im Spreewald) anzutreffen. Manche
Backwaren, Riegel und Mitslis enthalten Leinsamen, allerdings meist nur in geringen Mengen.
Das war in vergangenen Jahrhunderten ganz anders und die botanische Bezeichnung fiir Lein
oder Flachs, Linum usitatissimum = der Alleriitzlichste, It die groBe Bedeutung des Leins
sowoh! als Faserpflanze zur Herstellang von Leinen und als Ollein fiir Erithrungszwecke
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Tabelle 2: Ballaststoffgehalte in Leinsamen aus dem Handel

Ballaststoffe
gesamt unloslich 16slich
g/100 g
27.0 16.5 10.5 (b)
315 23.7 78 b)
329 213 11.7 (f3)]
353 27.7 8.9 (b)
35.6 26.4 9.2 ()
36.9 275 9.4 (f3)]

(gravimelrische Bestimmung nach § 35 LMBG)
g = gelber Samen, b= brauner Samen

Verzehrt wird der Samen allerdings nicht fein vermahlen, sondern entweder ganz, aufgebrochen
oder grob geschrotet. Daher kann der Anteil an Samenbestandteilen, der der Verdauung im
Diinndarm entgeht und den Dickdarm erreicht, von den analytisch bestimmten Werten
abweichen. Dies trifft auch fiir andere Samen zu (Cranker et al. 1997). Tab. 3 zeigt, wie sich der
"scheinbare” Ballaststoffgehalt in Abhingigkeit von der Zerkleinerung darstellt und welcher
Anteil des Samens nach einer in vitro-Verdauung mit Pepsin und Pankreatin "verdaut” wird.

Tabelle 3: EinfluB der Partikelgrofie von Leinsamen auf den scheinbaren Gehalt an
Ballaststoffen und auf den Anteil an verdaulichen Bestandteilen

Leinsamen "Scheinbare Ballaststoffe"" Verdauliche Bestandteile
nach der
unlgslich  16slich gesamt in vitro-Verdauung mit
Pepsin und Pankreatin®
¢/100 g Samen £/100 g Samen
ganz 58.8 6.7 65.5 3.8
grob geschrotet 32.1 7.3 39.4 274
fein vermahlen 19.5 7.8 273 46.5

Y Gravimetrische Bestimmung nach § 35 LMBG, cber abweichend von der Vorschrift wurden
die Analysen auch mit dem ganzen oder grob zerkleinerten Samen durchgefiihrt. Fiir die in den
Ballaststoffriickstinden enthaltenen Reste an Protein und Asche wurden Korrekturen
vorgenommen.

Bei unzerkleinerten Samen ist der Zugang der Verdauungsenzyme offensichtlich behindert,
gréBlere Anteile des Samens gelangen in den Dickdarm und erhdhen die Stuhlwirksamkeit. Von
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Tab. 5. Im Gegensatz zu den alten Leindlsorten mit hohem Gehalt an alpha-Linolensiure haben
Neuziichtungen (z.B. Linola) nur geringe Gehalte und dafiir einen hoheren Anteil an Linolséure
(C 18:2 n-6) oder Olsiure. Diese Verschiebung verbessert zwar die Stabilitit des Ols gegen
Autoxidation, fiihrt jedoch zu einem weitgehenden Verlust einer potentiell funktionellen
Eigenschaft des Ols.

Tabelle 5: Fettsiurezusammensetzung von Leindl im Vergleich zu Sojasl

Fettsiure Leinsl' Leins!! Sojadl

(konventio- (spezielle

nelie Sorten) Zichtung)

2/100 g Fettsduren

Palmitinsiure 52-9.7 8.7- 9.8 6.7-14.5
Stearinsdure 30- 53 4.7-55 0.5- 89
Olsaure 16.9 - 35.1 16.1-33.5 14.3-28.7
Linolsiiure 14.6 - 15.9 50.7-67.3 35.6-57.2
a-Linolensiure 40.1 - 58.8 1.6- 2.4 1.9-14.7

'Bhatty 1995; 2 Souci, Fachmann, Kraut 1994

alpha-Linolenséiure wird bei gesteigerter Zufuhr vermehrt in Plasmatriglyceride und Plasma-
phospholipide eingebaut (Cunnane et al. 1995, Layne et al. 1996) und reichert sich auch im
Fettgewebe an (Cunnane et al. 1995). Im Stoffwechsel kdnnen durch Kettenverlingerung
essentielle lingerkettige Fettsiuren vom n-3 -Typ gebildet werden. Die Biosynthese scheint
Jjedoch im Vergleich zu den Fettsiuren vom n-6 -Typ langsamer zu erfolgen und weniger effektiv
zu sein. Die Iingerkettigen, mehrfach ungesiittigten Fettsiuren sind vor allem in Fettfischen
(Fischblen) enthalten und kdnnen auch direkt aufgenommen werden. Sie beeinflussen die Fluiditit
und Struktur der Zellmembran und damit deren Funktionen (Salter & White 1996). Die
Fettsduren sind Vorstufen von Eicosanoiden, die als Gewebshormone gelten und u.a. an der
Blutgerinnung (Thrombozytenaggregation), der Regulation des Blutdrucks und an entziindlichen
Prozessen beteiligt sind (WHO FAO Joint Comm. 1995). Eine hohere Aufnahme an alpha-
Linolenséiure war giinstig fiir die Sekundirprophylaxe von Herzinfarkten (DeLorgeril et al
1994). Unter priventiven Gesichtspunkten wird ein Verhiltnis von n-6- zu n-3-Fettsauren von
5:1 empfohlen (Wolfram 1998). Dies entspricht etwa der Aufnahme von 10 g Leinsamen/Tag.

Cyanogene Glycoside

Leinsamen enthiilt variable Mengen an cyanogenen Glycosiden (Schilcher & Wilkens-Sauter,
1986, Mazza & Oomah, 1995). Die wichtigsten sind Linostatin und Neolinustatin, wihrend das
oft erwidhnte Linamarin nur in geringen Mengen vorkommt. Beim Backvorgang scheint ein Teil
der cyanogenen Glycoside zerstért zu werden (Cunnane et al. 1993). Aus den Glycosiden kann
durch enzymatische. Hydrolyse (B-Glucosidase) in schwach saurem Milieu Blausiure freigesetzt
werden. Im stirker sauren pH-Bereich des Magens wird die B-Glucosidase gehemmt, die
Hydrolyse ist gering (Schilcher et al. 1986) und vom Zerkleinerungsgrad des Leinsamens
abhingig. Uber eine Freisetzung von Blausiure durch mikrobielle B-Glucosidasen im Dickdarm
ist nichts bekannt. Bei einer langsamen Freisetzung werden unterhalb der toxischen Schwelle
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Glucosinolates in Brassicaceae and influence possibillity

Abstract

Brassicaceae species differ significantly in pattern and content of glucosinolates. The geno-
type mainly influenced the content of glucosinolates, but not the glucosinolate pattern.

The contents of glucosinolates varied with daily mean temperature in all species and geno-
types. Depending on genotype the photosynthetic photon flux density also effected the glu-
cosinolate contents. Additionally, the sulphur supply influenced especially the glucosinolates
glucoraphanin and glucoraphasatin. In contrast the density of spacing and water supply have
little or no influence, respectively. Young and fully developed broccoli heads have more glu-
cosinolates than broccoli heads, which show some opening flower buds. During postharvest
the content of glucorapasatin decreased dramatically, while indoiglucosinolates have no
uniform behavior.

Dr. Ilona Schonhof Institut fiir Gemiise- und Zierpflanzenbau Grofibeeren/Erfurt €. V. Theo-
dor-Echtermeyer-Weg 1 D-14979 Grofbeeren Telefon +049-(0)33701 / 78314
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Einleitung

Die Stoffgruppe der Glucosinolate wird nur in Pflanzen gefunden. Glucosinolate werden als
sekundire Pflanzeninhaltsstoffe eingestuft und mit ijhren Abbauprodukten (Sulforaphan,
Thiozyanate, Isothiozyanate und Indole) den bioaktiven Substanzen zugeordnet. Die Bewer-
tung dieser Stoffgruppe fiir die menschliche Erndhrung hat sich seit Beginn der 90iger Jahre
gedndert. Wihrend bisher die goitrogene Aktivitit im Vordergrund stand (LANGE et al.,
1992), zeigen Tierversuche und Humanstudien, dal Glucosinolate und ihre Abbauprodukte
gesundheitsfSrdernd durch eine hemmende Wirkung bei der Krebsentstehung und antioxidative
Eigenschaften sein kénnen (FAHEY et al. 1997, MUSK and JOHNSON 1993, WATZL. und
LEITZMANN 1999, ZHANG et al. 1992, ZHANG et al. 1994).

Gleichzeitig sind einige Abbauprodukte der Glucosinolate geschmacksbeeinflussend. Bei der
Zerstorung der Pflanzenzellen entstehen Verbindungen, die aromawirksam sind, und z.B. bitter
oder schart schmecken (FENWICK and GRIFFITHS 1981, HERRMANN 1992, SCHMID-
BAUER 1995). Das Wissen um das Glucosinolatspektrum und die Gehalte ist deshalb nicht
nur aus pflanzenbaulicher Sicht, sondern auch unter ernihrungswissenschaftlichen Aspekten
und verbraucherorientierter Qualitzitsproduktion notwendig.
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und Symbionten spielen. Einerseits scheinen bestimmte Glucosinolate aber auch Isothiocyanate
Lockstoffe zu sein. So wurden z. B. in Insektenfallen, bestiickt mit intakten Glucosinolaten
oder Isothiocyanaten, verschiedene Phyllotreta gefangen. Andererseits scheinen Glucosinolate
aber auch abschreckende oder antibiotische Effekte zu haben. Von Raps, Senf und Griinkohl
ist bekannt, daf} :
o bei FraB durch Insekten der Glucosinolatgehalt und hierbei vor allem der Indolylglucosino-
latgehalt signifikant zunahm (KORITAS et al. 1991)
s bei Pilzbefall sich die Gehalte aller Glucosinolate erhéhten (DOUGHTY et al. 1991)
Insgesamt wird in der Literatur eingeschitzt, dafl Glucosinolate wichtige Stoffwechselprodukte
fiir die Pflanze sind, deren Verhalten Ansiitze fiir Untersuchungen zur Pflanzengesundheit bie-
ten. Ausreichendes Wissen ist aber nicht vorhanden.

Glucosinolatgehalte in Brassicaceae
In der Literatur findet man eine Vielzahl von Einzcluntersuchungen zu den Glucosinolatgehal-
ten der einzelnen Brassicaceae (Tab. 1).

Tab. 1 Spanne der Gesamtglucosinolatgehalte von Brassicaceae (als Quelle wurden Untersu-
chungsergebnisse aus dem IGZ und Literaturangaben verwendet)

Gemiiseart Gesamtglucosinolatgehalte Quelle der Angaben (siche Litera-

mg/100g FM turverzeichnis)

Kohigemiise

*  Weilkkohl 26-275 16, 12, 18, IGZ

¢ Rotkohl 16-120 16, 5,17

s Wirsingkoh! 47-129 5,17

o Blumenkohl, weill 14 -208 16, 5, IGZ

o Blumenkohl, griin 130 - 150 1GZ

o Brokkoli 40 - 340 16, 5, 12, IGZ

e Rosenkohl 145 -394 16,5

o Griinkohf 40 - 140 16,5

o Kohirabi 109 - 200 - 16,5

Kohlrithe/Steckriibe 21 - 166 16,5

Speiseriibe

e Mairiibe 21 - 340 5,1GZ

o Teltower Riibchen 790 - 890 IGZ

Chinesischer Brokkoli 2100 - 2400 1GZ

Chinakohl 17-136 5,6

Rettich 34 16

Radies 4-218 5,1GZ

Meerrettich 500 5

Gartenkresse 121 16,5

Brunnenkresse 95 16

Die Zusammenstellung zeigt, daB sich die Gesamtglucosinolatgehalte innerhalb der Familie,
aber auch mnerhalb der einzelnen Arten erheblich unterscheiden. Von den fiir die Emahrung
wichtigen Arten sind vor allem Rosenkohl, Weiflkohi und Brokkoli als glucosinolatreich her-
vorzuheben. Die hichsten Gehalte wurden bei den wenig geziichteten Arten chinesischer
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Aus ernidhrungsphysiologischer Sicht ist aber auch das Spektrum der einzelnen Glucosinolate
und ihr Anteil am Gesamtglucosinolatgehalt entscheidend fiir die gesundheitliche Wirkung
sowie fiir den Geschmack.

Betrachtet man die Einzelglucosinolate, zeigen sich deutliche Unterschiede bei den einzelnen
Arten (Tab. 2). Es unterscheiden sich sowohl das Glucosinolatspektrum als auch der Anteil der
einzelnen Glucosinolate an diesem Spektrum.

Hauptglucosinolate der meisten Kohlgemiise sind Indolglucosinolate, gefolgt von Sinigrin und
Glucoiberin und vor allem bei #iteren Rosenkohlsorten und Griinkohl dem bitter schmeckenden
Progoitrin. Das Glucoraphanin, die Vorstufe des gesundheitsfordernden Sulforaphan, wurde
als Hauptglucosinolat in Brokkoli, griinem Blumenkohl sowie in Rotkohl nachgewiesen.

Die Brassica chinesischer Herkunft unterscheiden sich in ihrem Spektrum. Im chinesischen
Brokkoli dominieren Gluconapin und Glucoraphanin, in Chinakohl auch das aus der Brunnen-
kresse bekannte Gluconasturtiin,

Die Wurzelgemiise Rettich und Radies enthalten zu iiber 90% Glucoraphasatin, das in anderen
Brassicaceae nicht nachgewiesen wurde, withrend Speiserfiben ebenso wie Brunnenkresse ei-
nen hohen Anteil Gluconasturtiin haben.

Madglichkeiten der Beeinflussung der Glucosinolatgehalte

Aus dem bisher Dargesteltten wird deutlich, daB die Glucosinolatgehalte der einzelnen Arten
erheblich schwanken. Die Ursache dafiir kann genetisch, aber auch durch Emtezeitpunkt und
Anbauverfahren sowie Nachernteeinfliisse bedingt sein. Das zeigt eine Vielzahl von Versuchen,
die im Institut fiir Gemiise- und Zierpflanzenbau Grofibeeren/Erfurt e. V. am Beispiel von
Brokkoli aber auch bei Blumenkohl, Radies und Speiseriiben durchgefiihrt wurden.

e Sorteneinfluf
Mit der Sortenwahl wird bereits entscheidend das Level an Glucosinolaten bestimmt (Tab.3).

Tab. 3 Gesamtghicosinolatgehalte verschiedener Sorten

Art Anzahl der Sor- Gesamtglucosinolatgehalt
ten mg/100g FM
Mittelwert Minimum Maximum

Brokkoli 12 85 14 350
Radies 6 11 4 22
Mairiiben 3 211 13 343
Teltower  Riib- 3 835 789 889
chen (Herkiinfte)

Unsere Untersuchungen iiber mehrere Jahre zeigten, daB sich die Relation der Gehalte der
Sorten zueinander im Gegensatz zu den absoluten Gehalten kaum veriinderte. Zur Produktion
glucosinolatreicher Brassicaceac mufl deshalb immer der EinfluB des genetischen Potentials
untersucht werden.

o EinfluB von Temperatur und Strahlung

Durch Anbautermine im Frithjahr, Sommer und Herbst werden unterschiedliche Tagesmittel-
temperaturen und Strahlungsmengen bis zur Emte realisiert. In unseren Untersuchungen zeig-
ten sich deutliche Zusammenhinge zwischen diesen Faktoren und den Glucosinolatgehalten.
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¢ Einfluf} der Schwefelversorgung

Da die Bildung der Glucosinolate in der Pflanze Schwefel voraussetzt, wurde bei Radies und
Brokkoli der EinfluB der Schwefelversorgung untersucht. Die Untersuchungen zeigten einen
signifikanten Einflu der Héhe der Schwefelgabe auf den Glucosinolatgehalt von Brokkoli hier
wieder besonders auf den Glucoraphaningehalt und bei Radies auf den Glucoraphasatingehalt.
Bei beiden Kulturen wurden optimale Werte fiir die Schwefelversorgung gefunden, hohere
Mengen beeinfluiten die Gehalte nicht mehr.

¢ EinfluB einer klimatischen Belastung nach der Ernte

Auf dem Weg vom Erzeuger zum Verbraucher sind die Gemiise unterschiedlichen klimatischen
Belastungen ausgesetzt. Die Ergebnisse aus mehreren Versuchen, die zu Radies vorliegen, zei-
gen einen starken Abbau des Glucoraphastin unter simulierten Vermarktungsbedingungen (96h
18°C, 96% Luftfeuchte), wihrend sich die Indolglucosinolate mit insgesamt sehr geringen Ge-
halten uneinheitlich verhielten (Tab. 4).

Tab. 4 Anderungen der Glucosinolatgehalte von Radies nach klimatischer Belastung (am Bei-
spiel des Sommerversuches 1998)

Glucosinolat Gehalt mg/100g FM Abbau um %
frisch geerntet 96h belastet
Progoitrin 0,26 0,15* 42
Glucoraphenin 0,19 0,10* 47
Glucoraphasatin 15,14 8,09* 47
Glucobrassicin 0,17 0,10 41
4-Methoxyglucobrassicin 0,41 0,20* 51
Gesamtglucosinolate 16,17 8,64* 47

* signifikante Verinderung

Aufgrund der Ergebnisse werden in diesem Jahr die Auswirkung von VorerntemaBnahmen auf
den Glucosinolatgehalt in der Nachernte bei Brokkoli untersucht.

Zusammenfassung

Zwischen den Arten der Brassicaceae differieren die Glucosinolatgehalte und die jeweiligen
Glucosinolatmuster erheblich.

Durch den Genotyp wurde der Glucosinolatgehalt aber nicht das Glucosinolatmuster, und da-
bei vor allem der Glucoraphanin- und Indolglucosinolatgehalt als Vorstufe anticanzerogen wir-
kender Stoffe sowie der Glucoraphasatingehalt, in erheblichem Umfang beeinflufit.

Bei allen Arten und Genotypen variierten die Glucosinolatgehalte in Abh#ingigkeit von der Ta-
gesmitteltemperatur und z. T. (in Abhiingigkeit von der Art) von der Globalstrahlung. Der
Einflufl der Schwefelversorgung zeigte sich besonders bei den kettenformigen Glucosinolaten
Glucoraphanin und Glucoraphasatin. Die AnbaumafBnahmen Pflanzdichte und Wasserversor-
gung waren wenig bzw. nicht ausschlaggebend. Bei Brokkoli wiesen Kpfe mit einer Tendenz
zur Handelsklasse IT (beginnende BliitenGffiung) generell geringere Gehalte auf, als junge bzw.
voll ausgebildete feste Kopfe. Versuche zum Nachernteverhalten zeigen eine erheblich Redu-
zierung des kettenformigen Glucoraphasatin bei klimatischer Belastung von Radies, wihrend
sich Indolglucosinolate mit insgesamt sehr geringen Gehalten uneinheitlich verhielten.
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Influence of irrigation and N-fertilization on the yield and the content of sulforaphane in
broccoli

The influence of irrigation and N-fertilization on the yield of broccoli, cultivar ‘Lord‘, was
investigated in a long-term trial during the summertime. The highest water supply resulted in
the highest yield of plant development and formation of florets, characterized as
‘Handelsklasse I" (Grade I). Sulforaphane, a prominent protective component, was included
in the study in order to provide a standard for internal quality. This component, a product
deriving from glucoraphanin, was determined by gas chromatography after myrosinase-
induced hydrolysis. The content of sulforaphane doubled by reduced water supply. The
increase of N-fertilizer resulted in lower amounts of sulforaphane.

The preliminary results allow optimized water supply and ecological fertilization. The aspects
of health may be brougt to light and the consumer's demand may be influenced.

Einleitung

Brokkoli ist eine der Gemiisearten, deren Anbaufliche sich in Deutschland in den letzten
Jahren deutlich erhohte. Sie stieg von 680 ha im Jahre 1992 auf 1.380 ha im Jahre 1996 (ZMP-
Bilanz 1998). Die sachgerechte Versorgung der Pflanzen mit Wasser und Stickstoff stellt einen
wesentlichen Faktor zur Ertragsbildung bei Brokkoli dar. In der Praxis wird nach Erfahrungen
bewissert, um die Ertrdge zu erhdhen und zu stabilisieren. Dabei werden Ertragsreserven
verschenkt, Wasser nicht immer zur richtigen Zeit und in der richtigen Menge eingesetzt und
die Schonung der Umwelt erfolgt nicht optimal. Aspekte der Beeinflussung der inneren
Qualitit werden bisher bei der Bemessung von Wasser und Stickstoff nicht beriicksichtigt, da
kaum Kenntnisse vorliegen, wie diese Faktoren neben dem Ertrag wesentliche wertgebence
Inhaltsstoffe beim Anbau unter den Klimabedingungen Deutschlands beeinflussen. Da
epidemiologische Studien und tierexperimentelle Versuche darauf hinweisen, dass der Verzehr
von Gemiise eine gesundheitsférdernde Wirkung haben kann (Block et al., 1992; Johnson et
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Tabelle 2: Bewisserungsmengen in Abhiingigkeit vom Entwicklungsstadium des Brokkoli

Entwicklungsstadium |Beschreibung ke-Faktor | Wassergabe (mm)
keI Bis zu 8 Blittern 0,5 10
ke I Bis zu 14 Blittem 0,8 20
ke HI ab 15 Blattern 1,4 30

Diesem Standard wurde ein vermindertes Wasserangebot gegeniibergestellt, um zu priifen, ob
die im Lysimeter ermitteiten kc unter Feldbedingungen reduziert werden konnen. Deshalb
wurden in den ersten Jahren zunichst die kc-Werte in einer Variante reduziert, in den
Folgejahren auch eine noch weitergehende Verminderung untersucht (Tab. 3).

Tabelle 3: Untersuchungen zur Prizisisierung der Bewisserungssteuerung bei Brokkoli 1994

bis 1998

Bewiiss. stufe Abkiirzung Beschreibung
1 ke* kcI-0,5,1-08; I1-14
2 kc red kel-04:0-08;, IIT1-12 ,
3 kcred + kcI-04;0-08;0I-1,0 "

Die Differenzierung konnte unter den Witterungsbedingungen des Jahres 1999 am
deutlichsten eingehalten werden.

Ausgehend von der zunehmenden Bedeutung sekundérer Pflanzeninhaltsstoffe fiir eine
gesunde Emihrung wurden die Untersuchungen ab 1999 durch Einbeziehung der
Bundesforschungsanstalt in Karlsruhe erweitert. Aliquote Anteile der Blumen wurden fein
zerkleinert, mit exogener Mpyrosinase inkubiert und die Hydrolyseprodukte mit
Dichlormethan extrahiert. Die gewonnenen Extrakte wurden gaschromatographisch
analysiert.

Das fein zerkleinerte Probenmaterial (Broccoli-Réschen mit Stielen) wurde zur
Freisetzung von Sulforaphan nach Einstellung des pH-Wertes auf 6,0 mit Myrosinase
(Thioglucosidaseaktivitit: 4,5 IU/g Probentrockenmasse) bei 30°C (1h) inkubiert. Nach
thermischer Inaktivierung des Enzyms wurde die Aufschlusslosung zentrifugiert und filtriert.
Das Filtrat wurde mit Dichlormethan extrahiert und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach
destillativer Entfemung des Losungsmittels wurde der Ruckstand in tert. Butylmethylether
gelost. Als intemer Standard diente Tetradecansiuremethylester, der dem Filtrat zugesetzt
wurde.

Die Messprobe wurde mit Hilfe der split/splitless-Technik bei 250° C injiziert, in einer
unpolaren Trennsiule (L: 15m, ID.: 0,25mm, F.S.: 0,25um) aufgetrennt und mit Hilfe eines
Flammenionisationsdetektors analysiert. Die Anfangsisotherme der Saule betrug 50°C, die
Anstiegsrate 18°C/ min und die Endisotherme 250°C (10min.). Als Trigergas wurde Helium
bei einem Druck von 2 bar verwendet.

Die vorgestellte Methode gestattet eine quantitative Bestimmung von Sulforaphan in Broccoli
und anderen Kohlgemiisen im Spurenbereich. Die erhaltene Peakform ist von vergleichbarer
Qualitit wie diejenige von Tetradecansiuremethylester. Der Detektorresponse ist linear im
Bereich einer dosierten Masse von 0,5 bis 20 ng. Die Wiederfindungsrate fiir den gesamten
Prozess betrigt nahezu 100%. In der Regel liegen die Sulforaphangehalte von
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Das Gesamtwasserangebot bei der Kontrollvariante erreichte 234 mm (Abbildung. 1).

mm Gesamt mm
35 250
A d
30 mmm Niederschl.
Bewdss. 1200
251 e wm (G esaMiwasser
20 1 150
15 - 1 100
10 -
50

5 ;.

0+ ; 0

45 12.5 225 26 146 236

Abb. 1: Niederschlige, Beregnung und Gesamtwasserangebot bei Brokkoli nach
Geisenheimer Steverung 1999

Die Pflanzen hatten nach fiinf Wochen das 8-Blatt-Stadium und eine Masse von 140 dt/ha
erreicht. Bei einer um 30 mm niedrigeren Beregnungsmenge (kc — 0,3) wiesen die Pflanzen
einen signifikant geringeren Aufwuchs von 106 dtha auf. Im nachfolgenden
Entwicklungsabschnitt bis zum 14-Blatt-Stadium nach 51 Tagen hatten die Pflanzen der
Kontrollvariante (kc - 0,8) eine Masse von 626 dt/ha gebildet (Tab. 6). |

Tabelle 6: Entwicklung des Brokkoli 1999 bei differenzierter Bewisserung

'Var. Nr. |Bezeichnung Pflanzung (8-Blatt [14-Blatt |[Ernte
1 Bewiss. kc 0 89 172 270
2 Bewiss. kc red. 0 59 142 240
3 Bewiss. kc red.+ 0 62 145 198
1 Oberird. Aufwuchs kc 1,7 140 626 1076
2 Oberird. Aufwuchs kcred. |1,7 106 541 1034
3 Oberird. Aufwuchs kc red.+ [1,7 100 573 963

Die in der ersten Phase vermindert bewidsserten Pflanzen hatten eine Masse von 541 dt/ha
gebildet, obwohl sie nachfolgend die gleiche Wassermenge wie die Kontrollvariante
erhielten. Die noch weitergehende Reduzierung des Wasserangebotes bei der Variante 3
setzte erst nach dem 14-Blatt-Stadium ein. Hier wurde im Gegensatz zu den anderen
Varianten der kc nicht auf 1,4 erhoht, sondern nur auf 1,0. Damit wurden bei dieser Variante
in den letzten zwei Wachstumswochen nur 30 mm im Gegensatz zu 75 mm Wasser bei den
Varianten 1 und 2 mit jeweils appliziert. Die bis zu diesem Zeitpunkt nahezu gleichen
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Abb. 3: Einfluss von drei Emteterminen auf den Gehalt an Sulforaphan in Brokkoli 1999
(FM — Frischmasse; GD - Grenzdifferenz)

Es ist zu erwarten, dass die Anderungen von den konkreten Witterungsbedingungen
im jeweiligen Anbaujahr abhingen und bei Wiederholung der Untersuchungen nicht immer
wieder die gleiche obige Tendenz auftritt.

Eine reduzierte Bewisserung (146 mm anstelle von 218mm) bewirkte nahezu eine
Verdoppelung des Sulforaphangehaltes, die statistisch signifikant ist (Abb. 4).
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Abb. 4: Einfluss der Bewisserung auf Anderungen des Sulforaphangehaltes bei Brokkoli
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Die Gehalte an Sulforaphan schwanken sehr stark in Abhingigkeit von Sorte und
Umweltbedingungen (Faulkner et al. 1998; Kushad et. al. 1999; Schonhoff et al. 1999). Die
vorliegende Untersuchung bestitigt insbesondere die signifikante Wirkung der Bewisserung.

Die Ergebnisse zum objektiv gesteuerten Wassereinsatz ermoglichen eine prizisierte
Bewiisserungssteuerung und die Erstellung von Nahrstoffbilanzen fiir eine umweltschonende
Diingung unter Beriicksichtigung der genannten Inhaltsstoffe auch unter Praxisbedingungen.
Eine Verallgemeinerung der Aussagen kann erst erfolgen, nachdem die Untersuchungen im
Jahre 2000 zu zwei Anbauterminen fortgefiihrt wurden.

Zusammenfassung

In einem Dauerversuch wurde bei Brokkoli der Sorte ,Lord‘ im Sommeranbau der Einfluss
einer differenzierten Beregnung und N-Diingung auf die Gesamtpflanzenentwicklung und die
Blumenausbildung untersucht. Das hochste Wasserangebot bewirkte den hochsten Ertrag an
Blumen der Handelsklasse 1. Als wertgebender Inhaltsstoff wurde Sulforaphan, eine
physiologisch wirksame Schutzkomponente, in die Untersuchungen einbezogen. Diese
Komponente, ein Folgeprodukt von Glucoraphanin, wurde nach enzyminduzierter Hydrolyse
gaschromatographisch bestimmt.

Die zundchst einjahrigen Ergebnisse zeigen einen signifikanten Einfluss der Bewisserung,
wobei eine Verdoppelung des Sulforaphangehalts bei reduziertem Wasserangebot beobachtet
wurde. Bei steigender N-Diingermenge reduzierte sich der Gehalt an Sulforaphan.

Die Ergebnisse ermoglichen eine optimierte Bewisserungssteuerung und eine
umweltschonende Diingung. Praktische Bedeutung erlangen die Untersuchungen zum
Sulforaphangehalt, wenn gesundheitliche Aspekte auch die Nachfrage bzw. den
Verkaufspreis beeinflussen.
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Sommer- und Wintergersten mit verénderter
Kohlenhydratzusammensetzung als Quelle fiir didtetische
Lebensmittel

W. Flamme’, G. Jansen’, G. Dongowskiz, E. Gebhardt”, A. Jacobi®

‘Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung an Kulturpflanzen, Institut fiir StreBphysiologie und
Rohstoffqualitit, Rudolf-Schick-Platz 3, 18190 GroB Liisewitz
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*Institut ﬁ1r Getreideverarbeitung, Arthur-Scheunert-Allee 40-41, 14558 Bergholz-Rehbriicke
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Spring and winter barley with changed composition of carbohydrates as a source of dietary
foods

Increase in content of starch compounds amylose or amylopectin as well as of nonstarchpoly-

saccharide B-D-glucan opens possibilities to improve the positive phystologlcal effects of

barley products on health and disease.

The results of interdependent projects were the development of

- breeding relevant methods for analysis of barley, starch isolation and characterization

- breeding of barley strains with a high potential of dietary fiber

- an extrusion procedure fo generate resistant starch in amylose rich coarse meal without
destruction of §-D-glucans

and

- the proof of positive physiological effects of barley extrudates, enriched in dietary fiber, in
humans and rats

Prof. Dr. W. Flamme, Bundesanstalt fiir Ztichtungsforschung an Kulturpflanzen, Institut fiir
Strefphysiologie und Rohstoffqualitdt, Rudolf-Schick-Platz 3, 18190 Grof Liisewitz

Einleitung

Weltweit hat Gerste als Nahrungsmittel einen hohen Stellenwert. In Deutschland sind im
Nahrungs- und Industriebereich die Einsatzgebiete unbedeutend und beschrinken sich auf den
Futterbereich und die Herstellung von Malz und Bier.

Gerste besitzt in der Ziichtung und Ziichtungsforschung Vorteile gegeniiber den anderen hei-
mischen Getreidearten.. Biotechnologische Methoden haben bereits einen festen Platz in der
praktischen Pflanzenziichtung. In der Tabelle 1 sind die Vorteile der Gerste dargestellt.
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(FLAMME und JACOBI, 1997). Die Korrelation zwischen beiden Methoden lag bei r = 0,99
bei deutlichen Niveauunterschieden der Mittelwerte des 8-D-Glucangehaltes mit 3,66 % fiir
die Calcofluormethode und 4,41 % fiir die enzymatische Bestimmung.

Tab. 2: Methoden zur Bestimmung der Rohstoff- und Stirkequalitit von Gerste

Merkmal Probenmatrix

Ertrag
Tausendkorngewicht Korn
Hektolitergewicht

Rohstoffcharakterisierung
Proteingehalt
Stirkegehalt
B-Glucangehalt enzymatisch
3-Glucangehalt fluorometrisch
Amylaseaktivitit (o+) Schrot
o-Amylaseaktivitit-Phadebas
Verkleisterungskurve 30°/95°/55 °C
FlieBkurven Schrotkleister
Pentosangehalt-GC
Quellkurve Schrot/Wasser 30 °C
FlieBkurve Schrot/Wasser

Stiirkeisolierung
Wasseraufnahme
Extraktviskositit Schrot
Starkeausbeute
Faserausbeute
Schlierschichtausbeute

Stirkecharakterisierung
Amylosegehalt Blauwert
R-Wert
amperometrisch JBV Stiirke
Proteingehalt
KorngroBenverteilung
Verkleisterungskurve 30°/95°/55 °C
FlieBkurven Stirkepaste

Einige Starkemutanten weisen deutlich erhthte Amylaseaktivititen zur Vollreife auf Die
Aktivitit der or+B-Amylasen wurde gemiB ICC-Standard 108 und die o-Amylaseaktivitiit
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Von HUTH, M. (1999) wurde die Viskositit wissriger Gerstenextrakte mit Lichenase voll-
stindig abgebaut. Daraus ist auf einen geringen Anteil der Pentosane an der gemessenen Ex-
“traktviskositit zu schlieBen.

Das Quellvermogen und der Abbau der Quellstoffe werden durch Quell- und FlieBkurven
ohne und mit Milchsdure (zur Enzyminhibierung) charakterisiert (JANSEN und FLAMME,
2000). Unabhiangig vom Molekulargewicht, der Viskositit und deren Beeinflussung durch
zellwandlytische Enzyme, ergibt sich fiir Gersten ein Gehalt an 19slicher verdaulicher Rohfa-
ser (B-D-Glucane und Pentosane) von 12 — 14 %, der deutlich iiber dem der anderen Getreide-
arten liegt.

Zur Starkeauswaschung wurde ein Kleberauswaschgerit (Glutomatik, Fa. Perten) mit einer
Flutenrinne kombiniert. Als Riickstand im Kneter verbleiben Faserbestandteile (Abb. 1).

Gerstenschrot Farinograph r—» Wasseraufnahme
Wasser

Teig 100 m! Wasser—®  Schiittelmaschine
2h /30 °C Teigruhe 1h,20°C

v

Kiihlzentrifuge
4.°C, 13000 U/min
Uberstand:.
- Viskositit
- B-Glucangehalt
- Pentosangehalt

Riickstand:
Wasseraufnahme
Starkeisolierung

/

560 ml Wasser Glutomatik — Riickstand: Faserbestandteile
2440 ml Wasser —p Rinne —» Uberlauf: Zementschicht s
wasserunléstiche Nichtstirke-
l polysaccharide (NSP), Proteine,
B-Stirke
300-500 ml Wasser —p) Stirke

Abb. 1: Isolierung von Stérke aus Gerstenvollschrot
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Abb. 2: NIRS-Ergebnisse der Bestimmung des Amylosegehaltes von Gerstenstirke,
isoliert aus Zuchtmaterial und aktuellen Sorten der mehrortigen Anbauversuche
1995 — 1997

Verfahren zur Herstellung gesundheitsfordernder Produkte auf Gerstenbasis

Als Ergebnis der Qualititsanalyse des neuartigen Gerstenzuchtmaterials der Saatzucht Dr. h.c.
Carsten wurde eine Form gefunden, die neben einem Amylosegehalt der Stirke von 33 %
einen (-D-Glucangehalt von 7 % besal (FLAMME u.a., 1998). Durch eine polymer-protek-
tive Extrusion dieser Gerste wurde unter Erhalt der Eigenschaften der 8-D-Glucane die Bil-
dung von resistenter Stirke (RS) optimiert und damit der Ballaststoffgehalt auf der Basis von
Glucanen und RS deutlich erhoht (GEBHARDT u.a., 1998).
Fiir die Extrusion erwies sich Gerstengrie}, der aus gereinigten und geschilten Graupen mit
einer Stiftmiihle hergestellt wurde, sowohl fiir den Extrusionsablauf als auch fiir die Inhalts-
stoffzusammensetzung (%)

B3-D-Glucan 6,5

Amylose 34,0

Stirke 57,0
Protein 3,7
Asche 1,8

als vorteilhaft.

Fiir die Extrusion von Gerstengrief3 mit definierter Partikelgrofe und Wassergehalt wurde ein
Doppelschneckenextruder (APV-MPF 50 / Schneckenkonfiguration) eingesetzt. Um das po-
lymer protektive Prinzip durchzusetzen, wurden Feuchte, Temperatur, Scherkraft und Druck
zur Verfahrensoptimierung genutzt.
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Tab. 4 : Proben auf Gerstenbasis fur Ernahrungsversuche

Zusammensetzung A B C b

(HiAmi x Cheri) x Cheri (%) 100 50

Prowashonupana (%) 50 60 50

Amylose (%) 40

Novelose 330 (%) 50
Extrudate Mix

Doppelschnecken-Exiruder

B-Glucan (%) 72 12,0 10,6 7,9

RS %) 6,6 6,8 18,4 243

B-Glucan + RS (%) 13,8 18,7 289 32,2

Stéirke (%) 56,2 42,8 548- 61,2

RS = resistente Starke

Bei der Aufnahme von 100 g Extrudat der Gerste (HiAmi x Cheri) x Cheri (Probe A) zusitz-
lich zur habituellen Diit iiber vier Wochen, wurden positive Effekte am Menschen beobach-
tet:

- gute Vertriglichkeit

- geringe Abnahme der Serumlipide beit BMI > 25

- hoherer molarer Anteil an Butyrat in den Faeces

- Abnahme des pH-Wertes in den Faeces

- Abnahme coliformer Keime

- Zunahme der Lactobacillen und Bifidobakterien

- verminderte Gallens4ureausscheidung

- Zunahme des Anteils sekundérer Gallensauren

- erhohte Ausscheidung neutraler Sterole

- zusitzliche Aufnahme von ca. 14 g BS/d

Ausblick: Nutzung der waxy-Gersten zur Gewinnung von resistenter Stirke

Aus Amylopektin konnen durch den Einsatz von Entzweigungsenzymen (Isomaltase) unver-
zweigte Ketten mit 10-35 Glucoseeinheiten neben hoher molekularen Fraktionen gewonnen
werden (ASP u.a., 1996). Die hydrothermische Behandlung der niedermolekularen Fraktion
fiihrt zu hohen Ausbeuten an RS. Waxy-Stirken, die aus unterschiedlichen landwirtschafili-
chen Nutzpflanzen gewonnen werden, kénnen ohne die aufwendige Isolation von Amylopek-
tin, wie sie bei den Normalstirketypen mit 75 - 80 % Amylopektingehalt erforderlich ist, di-
rekt hydrothermisch behandelt werden.
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Die Forschungsvorhaben wurden aus Haushaltsmitteln des Bundesministeriums fiir Wirt-
schaft (BMWi) iiber die Arbeitsgemeinschaft industrieller Forschungsvereinigungen 'Otto
von Guericke” e.V. (AiF), des Bundesministeriums fiir Eméhrung, Landwirtschaft und
Forsten (BML) iiber die Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe (FNR) und der Gemeinschaft
zur Forderung der privaten deutschen Pflanzenziichtung e.V. (GFP) gefordert.

Wir danken fiir die Unterstiitzung,
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In vitro antioxidative Aktivitdten von Friichten und Gemiisen
in verschiedenen Testsystemen

R. Edenharder, E. Gollner, M. Fickler
Abteilung fiir Hygiene und Umweltmedizin der Universitit Mainz

In vitro antioxidative capacity of fruits and vegetables in various test systems

In this paper, we report the antioxidant capacities of about 30 fruits and vegetables measured
using the xanthine/xanthine oxidase assay (XOD; generation of O, ), the phagocytose/chemi-
luminescence assay (PCA; generation of O, and other reactive oxygen species (ROS), the
deoxyribose assay (DA; generation of ‘OH), the peroxyl radical mediated hemolysis test (HT;
generation of ROO - from 2,2'-Azinobis-(2-amidinopropan)dihydrochlorid (AAPH)), and the
stable model radicals 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid; ABTS') and 2,2-
-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). With a few exceptions against O, ", all juices of fruits and
vegetables and methanolic extracts from water-insoluble residues and lyophilisates (ABTS,
DPPH-assay) exerted antioxidant activities in all tests assays. The hierarchy, however, varied
depending on the test system. In general, berries were very potent while citrus fruits and stone
fruits were less potent. Among vegetables tested, cruciferous vegetables, red beets, and spin-
ach but not carrots had high antioxidant activities. The ABTS-assay was more sensitive than
the DPPH-assay, the latter being relative insensitive for extracts rich in carotenoids.

Prof.Dr. Rudolf Edenharder, Abteilung fiir Hygiene und Umweltmedizin der Johannes Guten-
berg Universitit Mainz, Hochhaus am Augustusplatz, 55124 Mainz

Einleitung

Eine Vielzahl epidemiologischer Studien, Kohortenstudien sowohl als Fall-Kontrollstudien,
belegen, daB eine Ernihrung mit einem hohen Anteil an Obst und Gemiise bestindig und fest
mit niedrigen Inzidenzen der meisten wichtigen Organkrebse des Menschen korreliert (Stein-
metz und Potter, 1991; Block et al., 1992). Dies gilt insbesondere fiir epitheliale Krebse des
Verdauungstraktes und der Atemwege. Antigenotoxische Effekte von Obst und Gemiise wur-
den von uns wie von anderen auch in in vitro Modellsystemen (Edenharder et al., 1994; 1995
und in tierexperimentellen Untersuchungen nachgewiesen (Bresnick et al., 1990; Edenharder
et al., 1998). In diesen Experimenten ist ein Schutz gegeniiber den alkylierenden Eigenschaften
von Genotoxinen anzunehmen. Protektive Effekte von Obst und Gemiise werden auch fiir car-
diovaskulire und cerebrovaskulire Erkrankungen diskutiert (Armstrong et al., 1975; Verlan-
gieri et al., 1985). Bei den zuletzt genannten Krankheiten werden die Schutzwirkungen den
diversen Antioxidantien in Friichten und Gemiisen zugeschrieben, was aber auch ein wichtiger
Mechanismus der antikarzinogenen Effekte sein konnte. Die antioxidativen Wirkungen diirfen
aber keinesfalls allein den entsprechenden Vitaminen, Vitamin C und E sowie B-Carotin und
weiteren Carotinoiden, zugeschrieben werden wie friiher iiblicherweise geschehen, vielmehr
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Der Phagozytose-Chemilumineszenz-Test

Der Test beruht auf der Oxidation von Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phtalazindion)
durch ROS wie O,", OH, H,0, u.a. zu o-Aminophtalat und N, unter Emission von Licht, A=
425 nm. Das Superoxidanion wurde durch menschliche Granulozyten freigesetzt, nachdem
diese durch Phorbol-myristat-12-13-acetat aktiviert worden waren. Die Granulozyten wurden
mittels Standarmethoden aus dem Blut verschiedener Probanden isoliert, ihr Uberleben wurde
mittels eines ATP-Kontrolltests iiberpriift. Der Zusatz antioxidativer Substanzen reduziert die
Chemilumineszenz durch Abfangen von ROS (oder durch Enzymhemmung). Das relativ kom-
plizierte Verfahren wurde im Detail von Fickler, 1998 beschrieben.

Der Desoxyribose-Test

Das Hydroxylradikal OH entsteht im Organismus insbesondere aus der Reaktion von Uber-
gangsmetallen wie Fe’" und Cu* mit H,0,. Im Desoxyribose-Test wird OH in der Reaktion
zwischen Fe*"-EDTA und H,0, in Gegenwart von Ascorbinséure erzeugt und attackiert soweit
es nicht komplexiert werden kann den Zucker Desoxyribose, wobei beim Erhitzen mit Thio-
barbitursdure bei niedrigem pH eine rosa Farbe entsteht. Reaktive Stoffe im Testgemisch
konnen das Hydroxylradikal abfangen. Der Reaktionsansatz enthielt in einem Gesamtvolumen
von 2,4 ml die folgenden Reagenzien bzw. Losungen in den angegebenen Endkonzentrationen:
100 pl Desoxyribose (2,8 mM), 200 ml FeCl, (25uM), 100 ul EDTA (100pM), 100 pl H,0,
(2,8 mM), 1800 pl Phosphatpuffer pH 7,4 (10mM) und 100 pl Ascorbinsiure (100 uM) -
Start der Reaktion. Bis zu 500 pl des Puffers wurden fiir die eigentlichen Messungen durch
Probenmaterialien ersetzt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert, dann wurden 2 ml 1%
Thiobarbiturséure in 50 uM NaOH und 2 ml 2,8% Trichloressigsdure zugesetzt und der An-
satz 20 min bei 80°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden Niederschlige durch 5 min Zentrifu-
gieren entfernt. Im Uberstand wurde die Absorption bei 532 nm gemessen und mit Kontrollen
verglichen.

Der radikalvermittelte Hamolyse-Test

Dieser Test wurde im wesentlichen nach der Methode von Chen et al., 1996 ausgefiihrt, je-
doch wurden menschliche Erythrozyten verwendet. Das Verfahrens beruht auf dem Austreten
von Hamoglobin aus Erythrozyten als Folge der Einwirkung von Peroxylradikalen ROO ,die
als konstanter Strom durch Inkubation der wasserloslichen Modellsubstanz 2,2'-Azinobis-
-(2-amidinopropan)dihydrochlorid (AAPH) erzeugt wurden. Der Testansatz von 0,5 ml Pro-
benmaterial, 1,5 ml AAPH-Lésung (0,2 M) und 2 ml Erythrozytensuspension in Phosphatpuf-
fer pH 7,4 wurde 150 min im Schiittelwasserbad bei 37°C inkubiert. Dann wurden 8 ml dieses
Puffers hinzugefiigt und die Erythrozyten durch 10 min Zentrifugieren entfernt. Im Uberstand
wurde die Hamoglobinkonzentration bei 540 nm gemessen.

Der Test mit dem 2.2'-Azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsiure)-Radikalkation (ABTS")

Die Messungen erfolgten wie von Miller und Rice-Evans, 1997 angegeben. Eine SmM ABTS-
Losung wird mit MnO, versetzt und einige Zeit geschiittelt. Der UberschuB MnO, wird abfil-
triert, die Losung mit dem Radikalkation ist im Kithlschrank mindestens 2-3 Tage haltbar. Un-
mittelbar vor Versuchsbeginn wird die Losung auf 30°C vorgewérmt und mit SmM Phosphat-
puffer pH 7,4 so verdiinnt, daB eine Extinktion von ~ 0,7 bei 734 nm erreicht wird. Zu 3 ml
dieser Losung wurden 0,5 ml mit dem Probenmaterial pipettiert, die Abnahme der Extinktion
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Die im DPPH-Test erhaltenen Resultate waren denjenigen, die mittels des ABTS-Tests erhal-
ten worden waren, meist sehr dhnlich. So waren Beeren wieder die Friichte mit der hichsten
antioxidativen Potenz, jedoch war die Rangfolge der Friichte unterschiedlich. Schwarze Johan-
nisbeeren, Holunder, Brombeeren und Himbeeren waren in diesem Test am aktivsten, gefolgt
von blauen Trauben, roten Johannisbeeren, Heidelbeeren, Erdbeeren und Stachelbeeren. Rote
und weile Trauben zeigten wieder weit geringere antioxidative Potenzen als blaue Trauben.
Sehr potent gegeniiber DPPH waren auch die Zitrusfriichte, wobei hier wie auch bei Wasser-
melonen die Riickstinde auffilligerweise weniger wirksam waren als die Sifte. AufFillig war
weiter, dafl bei einigen Gemiisen die Sifte hohere antioxidative Potenzen aufwiesen als die
Riickstande.

Tabelle 4 Antioxidative Potenzen von PreBsiften aus Obst und
Gemuse im radikalvermittelten Hamolyse-Test

Obst/Gemiise | RSC,-Wert® RSC,-Wert"

[ul/mi] [ul/mi]

A. Obst Kirschen, siif3 3,7
Apfel 13,5 Trauben, blau 1,5
Erdbeeren 58 Trauben, weif} 72
Grapefruit 3,3 B. Gemiise
Himbeeren 2,6 Blumenkohl 3,1
Johannisbeeren, rot 2,3 Brocceoli 6,4
Orangen 58 Karotten 7
a, RSC,, (radical scavenging concentration 50%) ist die Konzentra-
tion eines gegebenen Prefsaftes, die erforderlich ist, um die Hamo-
lyse der Erythrozyten um 50% herabzusetzen. Alle Werte sind auf
eine 0,2M AAPH-Konzentration bezogen.

Diskusion

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen beweisen, daB alle untersuchten Friichte und Gemiise
antioxidative Aktivititen gegeniiber dem Hydroxylradikal, Peroxylradikalen, den stabilen Mo-
dellradikalen ABTS" und DPPH ausiibten, einige Friichte wie Grapefruit, Orangen und Was-
sermelonen jedoch iberraschenderweise inaktiv gegeniiber dem Superoxidanion waren. Die
mit Grapefruit beobachtete Hemmung der Xanthinoxidase konnte sich im Phagozytose-
Chemilumineszenz-Test in der Weise widerspiegeln, daB die beobachtete Inhibition der Chemi-
lumineszenz der Granulozyten ebenfalls durch eine Hemmung der NADPH-Oxidase verursacht
sein kann. Eine Klirung des Sachverhalts ist nur durch ein unabhingiges Verfahren méglich.
Peroxylradikale entstehen im Korper haufig, ihre Halbwertszeit wird mit Sekunden angenom-
men, damit sind sie weniger reaktiv als Hydroxylradikale, deren Halbwertszeit Nanosekunden

betrigt (Grisham, 1992). Die natiirlichen Gemische von Antioxidantien wie sie in Prefisiften
von Obst und Gemiise vorliegen (mit den verfiigbaren Tests konnten nur wissrige Losungen
untersucht werden) waren somit geeignet, diese Radikale abzufangen. Aufgrund seiner hohen
Reaktivitit kann das Hydroxylradikals mit den meisten Zellbestandteilen reagieren. es setzt
sich u.a. mit Zuckern um, aber nicht mit Substanzen wie Ascorbinséure, die direkt mit dem Ei-
sen reagieren. Der (durchschnittliche) Zuckergehalt von Apfeln, Birnen, Orangen, Pfirsichen
und Trauben sowie von roten Beeten, Blumenkoh! und Karotten kann die erhaltenen Resultate
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Karotten 153,4 0,2
Spinat 5,7 3,8
a, RSC,, (radical scavenging concentration 50%) ist die Konzentration
eines gegebenen Extraktes, die erforderlich ist, um den Ausgangswert der
Extinktion der ABTS -Radikalkationen-Lésung um 50% zu reduzieren. b,
TEAC, "“trolox equivalent antioxidative capacity" [1 umol Trolox Aquiva-
lent/ml]. n.e., nicht erreicht.

bereits erkliren wie entsprechende Experimente zeigten (MeBwerte nicht dargestellt). Beach-
tenswert ist hier die Tatsache, daB es zwischen blauen, roten und weiBlen Trauben praktisch
keine Unterschiede gab, ganz im Gegensatz zu den iibrigen Testverfahren zur Bestimmung der
antioxidativen Kapazititen. Es gab jedoch auch Friichte wie Heidelbeeren und Pflaumen und
Gemiise wie Broccoli, Rosenkohl und Spinat deren Ergebnisse im Test mit 2-Desoxyribose
nicht durch den Zuckergehalt allein erklirt werden konnen. Zu den in anderen Tests antioxida-
tiv wirksamen Substanzen miissen auch phenolische Verbindungen gehoren wie phenolische
Séuren, Flavonoide und Anthocyane, deren Vorkommen und Aktivitit z.T. bekannt sind. Ein
Beitrag von Anthocyanglykosiden wird schon dadurch wahrscheinlich gemacht, da3 PreBsifie
wie Riickstinde entsprechender Friichte meist sehr potent waren. Die in allen Experimenten
beobachtete Variation der Rangfolge der iiberpriiften Friichte und Gemiise entspricht ganz den
Erwartungen. Ob und wie die erhaltenen Ergebnisse zu einer totalen antioxidativen Rangfolge
zusammengefalit werden konnen ist noch ungeklart. Ungeklart ist auch noch, welche Wechsel-
wirkungen etwa in den Extrakten der Lyophilisate vorliegen. Sicher ist jedoch bereits, daf3 we-
nigstens in einigen Fillen keine einfachen additiven Effekte von Siften und Riickstinden im
DPPH bzw. ABTS-Test vorliegen wie Modellrechnungen zeigten. Dies wird auch durch einige
auffiillige Diskrepanzen belegt (Tab. 5: Himbeeren, Pfirsiche, Grapefruit, Orangen). Anderer-
seits waren die carotinoidreichen Riickstinde von Grapefruit und Orangen im DPPH-Test we-
nig aktiv, Karotten sogar nahezu inaktiv. Dies kann so erklirt werden, daB Carotinoide im
DPPH-Test kaum aktiv sind, da sie ¢in H-Atom nur sehr schwer abgeben kénnen, wihrend die
Abgabe eines Elektrons im ABTS-Test sehr wohl moglich ist.

Untersuchungen von Obst und Gemiise im Hinblick auf antioxidative Aktivititen wurden auch
von anderen Autoren durchgefiihrt. So untersuchten Rechner et al., 1997 mittels des ABTS-
Testes kommerzielle Sifte und Nektare und fanden in sogenannten "Buntséften” (roter Trau-
bensaft, Sauerkirschnektar, Beerennektare) wie wir hohe antioxidative Potentiale. Bei schwar-
zen Johannisbeeren war ein EinfluBl der Sorte eindeutig nachweisbar. Ein EinfluB der Sorte ist
immer méglich und wurde auch fir vier Vaccinium Species, darunter Heidelbeeren, nachge-
wiesen, allerdings unter Verwendung des ORAC-Tests (oxygen radical absorbance capacity;
Prior et al., 1998). In diesem Test werden Peroxylradikale aus AAPH erzeugt, die jedoch and-
ers als in unseren Untersuchungen mittels eines braunen Proteins aus Algen (B-Phycoerythrin)
detektiert werden. Mit demselben Testsystem wurde auch die antioxidativen Potenzen von
Friichten (Wang et al., 1996) und Gemiisen (Cao et al., 1996) bestimmt. Neben vielen
Ahnlichkeiten mit den Ergebnissen unserer Untersuchungen wurden erwartungsgemif im De-
tail z.T. andere Rangfolgen beschrieben, Ubereinstimmung besteht jedoch darin, daB Obst und
Gemiise eine wichtige Quelle fiir eine Vielzahl von Antioxidantien darstellen. Dieser Sachver-
halt wurde mit unabhingigen elektrochemischen Daten fiir PreBsifte von Obst und Gemiise
bestitigt (Guo et al., 1997). Dariiberhinaus liegen weitere Studien vor, die mit unterschiedli-
chen Methoden antioxidative Effekte von Obst und Gemiise nachwiesen (Miller et al., 1996;
Abuja et al., 1998,
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Untersuchung rebsortenreiner Traubensifte auf den Gehalt an
Resveratrol-Derivaten

M. Pour Nikfardjam, K. Schmitt, E.H. Riihl, C.-D. Patz, H. Dietrich

Forschungsanstalt Geisenheim, FG Weinanalytik und Getrinkeforschung,
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Analysis of Variety Pure Grape Juices on their content of Resveratrol-Derivates

Abstract

Content of resveratrol-derivates was analyzed in commercial grape juices. The obtained
results were compared with experimental juices of pure varieties. In white commercial
samples only little amounts of resveratrol-derivates could be found (mean: 0.5 mg/L; max.
2.2 mg/L; min. < 0.1 mg/L), in red juices significantly more (mean: 3.1 mg/L, max. 12.5 mg/L,
min. < 0.1 mg/L). In white variety pure juices the amounts were also low (mean: 0.2 mg/L,
max. 0.5 mg/L, min. < 0.1 mg/L), in red juices again quite high (mean: 6.3 mg/L, max.
15.3 mg/L, min. < 0.1 mg/L). In variety pure juices the resveratrol-content depended on the
variety as reported for wine. Blending of red with white juice could not be proved by
resveratrol-content, but possibly by the percentile content on polyphenols, because e.g.
commercial samples contain rather small concentrations of anthocyanins (13% of whole
polyphenol content, in variety pure juices more than 60%). The antioxidative capacity is quite
higher in the variety pure juices (mean: 16.1 mmol/l, max. 36.2 mmol/l) than in the
commercial ones (mean: 5.0 mmol/L, max. 12.9 mmol/L). These parameters, in combination
with the polyphenol content (estimated by Folin-method), could eventually been used to prove
a blending of red grape juice with white ones.

* Corresponding author: H. Dietrich

1. Einleitung

In Zusammenhang mit der Diskussion iiber ,,Wein & Gesundheit“ steht in der Literatur ins-
bes. die Substanz Resveratrol im Mittelpunkt. Sie gilt als Leitsubstanz fiir die gesundheitliche
Rolle von Weininhaltsstoffen aus der Gruppe der Polyphenole' >***%_ Resveratrol
(3,5,4-1rihydroxystilben) ist ein in der Weinrebe vorkommendes Phyfoalexin, welches gegen
Pilzbefall und als FraBgift gebildet wird und die Rebe gleichzeitig vor Krankheitserregern
schiitzt". Chemisch gehért die Substanz zur Stilbengruppe und kommt in der Natur in vier
Formen vor: frans- und cis-Resveratrol sowie deren Glucoside, die auch als "Piceide" be-
zeichnet werden (s. Abbildung 1). Die in der Natur vorherrschende Form ist die trans-
Verbindung. Thr werden gesundheitlich-priiventive Effekte wie antioxidative, antithromboti-
sche und anticancerogene Wirkungen zugesprochen2'3'4‘5'6’. Aber auch eine Gstrogene Wir-
kung wird zunehmend diskutiert”).
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Harmonisierung nationaler und internationaler
lebensmittelrechtlicher Gesetze und Verordnungen

Bernd Luckas

Lehrstuhl Lebensmittelchemie, Institut fiir Emihrungswissenschaften der Friedrich-Schiller—
Universitiit Jena

Harmonization of national and international legislation related to food commerce

In Germany legislation related to food commerce is based on a law from 1879. Food chemists
were needed for supervising the food commerce. This tradition was prolonged in the next
century and accompanied by permanent changes of the national regulations referring food.
The most important national law related to food is the LMBG established 1974. Parallel in
Europe the members of the EU enacted own regulations referring food commerce considering
national particularities in food manufacturing and consumption. Therefore, many efforts were
undertaken to harmonize the national legislation and EU regulations. Independent of the
harmonization in Europe the individual states of the world are working on the Codex
Alimentarius which contains internationally accepted standards for food commerce.

Prof. Bernd Luckas, Institut fiir Erndhrungswissenschaften, Domburger Str. 25, 07743 Jena,
Germany

Die Entwicklung des Lebensmittelrechts in Deutschland

In Deutschland entstand die Lebensmittelchemie als exakte Naturwissenschaft vor ca. 125
Jahren, und gleichzeitig erfolgte bereits damals die Ausbildung von Lebensmittelchemikemn
mit einem eigenstindigen Berufsbild, denn die Politiker hatten erkannt, dafl der Staat
Fachleute benétigt, um die Bevlkerung vor Risiken durch Lebensmittel zu schiitzen.

Die entscheidende gesundheitspolitische Mafinahme in dieser Zeit war ein Reichsgesetz von
1879, das die ,chemisch-technische Untersuchung und Beurteilung von Nahrungs-,
Genufmitteln und Gebrauchsgegenstinden“ vorschrieb. Diese Aufgabe konnte nur eine
Berufsgruppe mit profunden analytischen Fahigkeiten und speziellen Kenntnissen bzgl. der
rechtlichen Beurteilung von Lebensmitteln {ibernehmen. Ihre Ausbildung wurde 1894 durch
eine im Deutschen Reich einheitliche Priifungsordnung geregelt; wobei die Ausbildung
gemidfl dem staatlichen Auftrag durch eine staatliche Priifung abgeschlossen wurde. Das
~Lebensmittelgesetz (LMG)“ von 1927 fiihrte schliefilich die Berufsbezeichnung
,,Lebensmittelchemiker™ ein und blieb ohne wesentliche Anderungen bis 1958 in Kraft.
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Der Lebensmittelchemiker ist in erster Linie dem Schutz des Verbrauchers verpflichtet, wobei
die Kontrolle der Lebensmittel auf der Basis geltender Rechtsvorschriften erfolgt. Hierbei
werden vorwiegend chemisch-analytische Methoden eingesetzt, um die Zusammensetzung
der meist sehr kompliziert aufgebauten Lebensmittel und ihrer Rohstoffe zu ermitteln, die
Reaktionen ihrer Inhaltsstoffe bei der Lagerung, Zubereitung und Verarbeitung zu
untersuchen, die Art, Reinheit und Wirkungsweise der Zusatzstoffe zu iiberpriifen und
unerwiinschte Bestandteile wie Riickstinde und Verunreinigungen aufzuspiiren. Dadurch sind
Lebensmittelchemiker die kompetenten Ansprechpartner fiir die Offentlichkeit in allen
Fragen, bei denen stoffliche Belastungen und Verdnderungen von Lebensmitletn,
kosmetischen Mitteln und  Bedarfsgegenstinden sowie  die  zugehorigen
erndhrungsphysiologischen und toxikologischen Auswirkungen eingeschitzt werden miissen.
Gleichzeitig gewannen in den letzten Jahren im Zusammenhang mit Novel Food,
Nutriceuticals und Functional Food sowie gentechnisch verdnderten Lebensmitteln
zunehmend international kontrovers diskutierte lebensmittelrechtliche Aspekte an Bedeutung,
wodurch die Probleme der Lebensmittelchemiker bzgl. der Kontrolle und Zertifizierung
dieser Produkte auf der Basis der jeweils geltenden Rechtsvorschriften deutlich schwerer
l6sbar wurden.

Probleme bei der Harmonisierung des I.ebensmittelrechts

Der erwidhnte Zusammenhang zwischen neuesten naturwissenschaftlichen Erkenntnissen auf
speziellen Gebieten der Lebensmitteltechnologie und ihrer Widerspiegelung in nationalen
lebensmittelrechtlichen Bestimmungen stellt besondere Anforderungen an die mit der
Aktualisierung und Angleichung an Verordnungen anderer Staaten befalten Rechtsexperten.
So miissen z.B. die bereits erwihnten ,,neuen* Lebensmittel, die vor allem durch international
operiecrende Unternehmen auf der Grundlage aufeinander abgestimmter Programme
entwickelt werden, wenn sie in den jeweiligen Lindern als Lebensmittel verkehrsfihig sein
sollen, vorher ein Zulassungsverfahren durchlaufen.

Sehr oft kommt es dabei zu rechtlichen Problemen, da in nationalen Verordnungen diese
Lebensmittel entweder vollig fehlen oder in einer anderen Zusammensetzung, die jedoch mit
der bisherigen Verkehrsauffassung bzw. Verbrauchererwartung iibereinstimmt, aufgefiihrt
sind. Um Benachteiligungen der eigenen Produzenten zu vermeiden, gleichzeitig aber auch
internationale Handelshemmnisse abzubauen, ist es in den letzten Jahren zunehmend Aufgabe
der nationalen Lebensmittelgesetzgebung geworden, Verordnungen und Erlasse auf
internationale Kompatibilitdt, d. h. auf Kongruenz mit in anderen Lénder vorherrschenden
Rechtsauffassungen und Rechtsgrundlagen zu priifen und ggf. Korrekturen vorzunehmen.

Fir die Bundesrepublik Deutschland sind hier vor allem die anderen EU-Staaten
Diskussionspartner, wobei zu konstatieren ist, dal bzgl. der allgemeinen Rechtsauffassung
innerhalb der EU weitgehend Konsens besteht. Kontrovers wird jedoch immer noch im
Zusammenhang mit der in den jeweiligen  EU-Mitgliedsstaaten vorherrschenden
Verbrauchererwartung diskutiert. Allerdings wirkte es sich sehr positiv aus, daf} allgemein der
Gesundheit des Verbrauchers (geschiitzt durch das Verbotsprinzip) Vorrang vor der
Marktfreiheit eingerdumt wurde.

Fiir das deutsche und europiische Lebensmittelrecht ist das Urteil des Europdischen
Gerichtshofes vom 20.2.1979 bzgl. ,,Cassis de Dijon* besonders wichtig geworden, da neue
Grundsitze aufgestellt wurden, die auch durch entsprechende Folgeurteile und insbesondere
durch das ,,Bier-Urteil* untermauert worden sind.

103






der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der Welternihrungsorganisation (FAQ)
Prioritit. Zu dieser Kommission hat jeder Mitgliedsstaat der UNO stimmberechtigt Zutritt.
Andere Staaten oder internationale Organisationen kinnen ohne Stimmrecht mitberaten.
Erkennt die Bundesregierung Standards der Codex Alimentarius—Kommission an, so ist die
Deutsche Lebensmittelbuch-Kommission nach § 33 LMBG gehalten, gegebenenfalls
Leitsitze unter Beriicksichtigung der von der Bundesregierung anerkannten internationalen
Lebensmittelstandards zu erarbeiten und zu beschlieflen.

Im Hinblick auf die Tatsache, dafl bei wichtigen Handelspartnern der EU-Staaten z.T.
abweichende Vorstellungen sowohl bzgl. der Verkehrsfihigkeit von Lebensmitteln als auch
der entsprechenden rechtlichen Regelungen bestehen und angesichts der bereits in voller
Dynamik befindlichen Globalisierung des Lebensmittelhandels ist das einmiitige Bekenntnis
der Europder zu ihren einstimmig beschlossenen grenziiberschreitenden Neuregelungen
lebensmittelrechtlicher Vorschrifien von besonderer Bedeutung fiir den Abbau von
Handelshemmnissen und die weitere Entwicklung des freien Warenverkehrs.
Erfreulicherweise sind sich aber die EU-Staaten und die Staaten der Codex Alimentarius-
Kommission nicht nur bei diesem Ziel einig, denn der Schutz der Gesundheit der Verbraucher
und die Sicherstellung des lauteren Wettbewerbs im Verkehr mit Lebensmitteln sind auch
nach dem Statut der Codex Alimentarius—-Kommission oberste Richtschnur fiir alle
Aktivititen. Deshalb  werden die Bemithungen um eine Harmonisierung
lebensmittelrechtlicher Vorschriften auf einer iiber Europa hinausgehenden Ebene langfristig
sicher ebenfalls erfolgreich sein, zum Vorteil fiir alle Bewohner unseres Planeten.
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Antioxidantien in pflanzlichen Lebensmitteln
- am Beispiel Cystus-Teekraut

G.Wichmann, U.Kasel, Ahrensburg
LEFO-Institut, Waldemar-Bonsels-Weg 170, 22926 Ahrensburg

Antioxidants in vegetable food — i.e. Cystus drink

The antioxidant activity of special test planis and beverages was monitored by TEAC-method.
The results were calculated in mmol Trolox per litre. As central sample the mediterranean
plant Cystus (Cistus incanus ssp. Tauricus) was chosen. These results were compared with
different tea-types, red wine and some juices. The results of the antioxidant activity-
measurements were as follows: Cystus-tea (23,5 mmol Trolox/l), Cystus-extract (24,0 mmol
Trolox/l), green tea (8,5 mmol Trolox/l), black tea (3,1 mmol Trolox/l), camomile tea (< 1,0
mmol Trolox/l), red wine (5,3 mmol Trolox/l), cherry juice (4,8 mmol Trolox/l), elderberry
Juice (7,0 mmol Trolox/l), lemon juice ( < 1,0 mmol Trolox/l) and apple juice (1,0 mmol
Trolox/l).

Antioxidantien

Antioxidantien sind organische Verbindungen von sehr verschiedenartigem Bau, die
unerwiinschte, durch Sauerstoff-Einwirkungen und andere oxidative Prozesse bedingte
Verdnderungen in den zu schiitzenden Stoffen hemmen oder verhindern. In Lebensmitteln
sind Verbindungen wie Tocopherole (Vitamin E), BHA, BHT, Octyl- u. Dodecylgallat,
organische Sulfide, Carotinoide, Polyphenole, Flavonoide, Curcumin sowie einige organische
S#uren wie Vitamin C (Ascorbinsiure), Phenolsiuren, Milch-, Citronen- u. Weinsdure
cingesetzte bzw. vorkommende Antioxidantien.

Die Wirkung der Anitoxidantien besteht meist darin, daB sie als Radikalfinger fiir die bei der
Autoxidation auftretenden freien Radikale wirken. Zu den freien Radikalen des kérpereigenen
Stoffwechsels sind zu zihlen:

- Singulett-SauerstofT,

- Superoxidation,

- Folgeprodukte von Wasserstoffperoxid,

- Hydroxylradikale,

- Peroxidradikale.
Wenn die Fiahigkeit des Organismus, Radikale abzufangen, gestort ist (z.B. durch
StreBwirkung, Mangel an sekundiren Pflanzenstoffen oder andere pathogene Bedingungen),
konnen diese Stérungen an den Schwachstellen der Zellen. iiberproportional schidigend oder
zerstérend wirken. Wihrend entgifiende Enzyme oder Katalysatoren durch ihre Aktivitit
nicht verbraucht werden, miissen Antioxidantien ausreichend und regelmiBig durch
regenerieren oder mit der Nahrungsaufnahme ersetzt werden.
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Antioxidatives Potential
Tee's
Cystus-Tee 23,5 mmol Trolox/ Liter
Cysuts-Sud 24,0 mmol Trolox/ Liter
Griiner Tee 8,5 mmol Trolox/ Liter
Schwarzer Tee 3,1 mmol Trolox/ Liter
Kamillentee < 1,0 mmol Trolox/ Liter
‘Wein
Rotwein 5,3 mmol Trolox/ Liter
Sifte
Kirschsaft 4,8 mmol Trolox/ Liter
Holunderbeersaft 7,0 mmol Trolox/ Liter
Citronensaft, frisch geprefit < 1,0 mmol Trolox/ Liter
Apfelsaft (Lit.) 1,0 mmol Trolox/ Liter
Vitamin C
Ascorbinsiure-Lésung 5,6 mmol Trolox/ Liter
(880 mg/ Liter)

Durch den besonders hohen Gehalt an Polyphenolen wurde fiir Cystus-Tee und Cystus-Sud
ein erstaunlich hohes antioxidatives Potential gemessen, das mit 23,5 bzw. 24,0 mmol Trolox/
Liter wesentlich héher liegt als herkémmliche Teesorten, Sifte oder auch Rotwein. Im
Vergleich zum Rotwein besitzt der Cystus-Sud ein mehr als 4fach (1) hoheres antioxidatives
Potential. Aber auch im Vergleich mit alten Hausmitteln wie Kirschsaft oder Zitronensaft
schneidet der Cystus-Sud hervorragend ab. Zum Vergleich wurde fiir eine Ascorbinsiure-
Losung (880 mg/l = 5 mmol/l) ein antioxidatives Potential von 5,6 mmol Trolox/l bestimmt.

Die Ergebnisse focussieren und erhellen das noch knappe Wissen iiber die seit {iber 2
Jahrtausenden bekannte Wirkung dieser imponierenden Pflanze — dem Cystus-Teekraut.

Wir danken der Firma Dr. Pandalis Naturprodukte, die uns die Cystus-Produkte zur
Untersuchung zur Verfiigung gestellt hat.
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Flavonoids in human urine after ingestion of elderberry juice

The present study was designed to determine the potential bioavailability in humans of
cyanidine-3,5-diglucoside,  cyanidine-3-sambubioside,  cyanidine-3-glucoside  and
quercetine-3-rutinoside, being the most important flavonoids in elderberries. Urinary
samples of 3 healthy volunteers were collected before (baseline) and over a period of 7
hours with intervals of 60 minutes after ingestion of 400 ml elderberry juice. With HPLC
analysis it was possible to quantify the main flavonoids of elderberries in the urine samples.
Our results demonstrate for the first time that humans can absorb and excrete remarkable
amounts of elderberry flavonoids as unmodified glycosides, being possible of relevance for
biological effects.

Dr. Michael Netzel
Institut fiir Erndihrungswissenschaft der Justus-Liebig-Universitdt Giessen
Wilhelmstrasse 20, 35392 Giessen

Problemstellung

Nachdem eine beachtlich hohe Anzahl epidemiologischer Studien auf eine Assoziation
zwischen einer obst- und gemiisereichen Erndhrung und einem verminderten Risiko fiir
kardiovaskulire Erkrankungen und bestimmte Krebsformen beim Menschen hingewiesen
hat, wird vor allem den antioxidativen Inhaltsstoffen pflanzlicher Lebensmittel die
entscheidende protektive Wirksamkeit zugesprochen [1,2,3]. Insbesondere gilt dies fiir die
grosse Gruppe der Polyphenole, die freie Radikale und reaktive Sauerstoffspecies
inaktivieren und dadurch wichtige Biomolekiile des Organismus vor oxidativem Siress
schiitzen kénnen [4]. Die Holunderbeere und daraus hergestellte Séfte zeichnen sich
insbesondere durch einen hohen Polyphenol- bzw. Flavonoidgehalt (Abb. 1) aus [5]. In der
vorliegenden Studie solite iiberpriift werden, inwieweit diese bioaktiven Inhaltsstoffe fiir den
Menschen verfligbar sind.
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Abb. 5: Konzentrations-Zeit-Profil (x + s) von Quercetin-3-Rut im Urin der VP nach
Holundersaft

Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte erstmalig gezeigt werden, dass die quantitativ wichtigsten
Flavonoide der Holunderbeere bei oraler Zufuhr (Saft) intakt resorbiert und intakt iiber den
Urin ausgeschieden werden. Die geringe renale Exkretionsrate dieser bioaktiven Substanzen
im Vergleich zur zugefiihrten Menge spricht fiir einen hohen Umsatz im Organismus
(Metabolismus bzw. Radikalabfangreaktionen) und/oder fiir eine geringe Resorptionsrate.
Zur eindeutigen Kl4rung miissen weitere Untersuchungen (insbesondere pharmakokinetische
Auswertungen der Plasmakonzentrationen) durchgefithrt werden. Ein weiterer, ganz
entscheidender Aspekt ist die Uberpriifung, inwieweit eine antioxidative in-vivo-Wirkung
beim Menschen nach Saftgenuss messbar ist.
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Altersabhéngige Variation der Catechinprofile in
unfermentierten Teeblittern (Camellia sinensis L.)
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Effect of age on the content of the main catechins in fresh tea (Camellia sinensis L.) leaves
Green tea catechins (EGCG, ECG, EGC, EC) differed in their antioxidant and antimutagenic
properties. As the age of the tea leaf is one of the factors affecting the content and pattern of
the catechins, EGCG, ECG, EGC, and EC were determined in freshly harvested leaves of
different age, but plucked at the same time from the same tea bushes in Northern Thailand.
Analyses were performed by RP-HPLC and NIRS. Whilst EGCG and ECG were the
dominant catechins in two and the bud and the 3rd ledf, their concentrations decreased (most
sharply for EGCG) in older leaves. EGC and EC being minor components in the youngest
leaves showed an increase in the older ones. From the 4th leaf, EC was the predominant
catechin,

Institut fiir Humanernihrung und Lebensmittelkunde, CAU Kiel, Diisternbrooker Weg 17, D-
24105 Kiel

Institut fir Qualititsanalyse, Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung, Neuer Weg 22/23, D-
06484 Quedlinburg

Einleitung

Tee, insbesondere giiner Tee, gehdrt zu den Lebensmitteln, von denen vermutet wird, dab sie
zum Schutz vor degenerativen Erkrankungen wie Arteriosklerose und Krebs beitragen kénnen
(Serafini et al. 1996, Ahmad & Mukhtar 1999). Von den Bestandteilen des Teeblattes nehmen
die Catechine eine herausragende Stellung ein. Sie besitzen antioxidative (Serafini et al. 1996
Pearson et al. 1998) und zumindest in vitro und in Tierversuchen antimutagene und
anticarcinogene Eigenschafien (Ahmad & Mukhtar 1999, Linet al. 1996). Da sich die
einzelnen Catechine in Stirke und Art ihrer Wirkungen unterscheiden, sind Kenntnisse iiber
ihre Gehalte im Teegetrink bzw. -extrakt von Interesse. Die Catechinprofile im griinen Tee
entsprechen denen der frischen Blitter (Ahmad & Mukhtar 1999). Faktoren, die die
Catechingehalte der Blitter beeinflussen, haben demzufolge einen Einflu auf die Gehalte im
Getrank. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den EinfluB des Alters der Blitter auf die
Gehalte der wichtigsten Catechine in unfermentierten Teeblittern gleicher Herkunft und
Erntezeit zu bestimmen.
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Phenolic compounds in apple-juice, -wine and —vinegar

Juices, wines and vinegars made from apples were analysed for their phenolic constituents by
reversed-phase HPLC. The use of a chemiical reaction detection method allowed the analysis
of procyanidins without further purification procedures. The phenolic content of the products
is determined by the varieties used and by the processing methods. If the amount of the
bioactive hydroxycinnamic acids and flavonoids is regarded as a quality marker, the juice-
and wine-making processes have to be optimized with respect to extraction and prevention of
degradation of the secondary products.

Institute of Fruit Science, Center of Life and Food Sciences Weihenstephan, Alte Akademie
16, D-85350 Freising, Germany

Phenolische Verbindungen werden allgemein als wertvolle, bioaktive Nahrungskomponenten
betrachtet (Rechkemmer und Pool-Zobel 1996, Treutter 1996). Apfel, Apfelsifte und
Apfelweine liefern ein relativ breites Spektrum dieser antioxidativen Substanzen (Rechner et
al. 1999). Allerdings besteht eine grofie quantitative Variabilitit zwischen den als Rohware
verwendeten Sorten, zwischen Herkiinften und den Verarbeitungsverfahren (Mayr und
Treutter1996, Guyot et al. 1997). Die hier beschriecbene Studie stellt die Anwendung einer
einfachen HPLC-Methode kombiniert mit Nachs#ulenderivatisierung fiir die Bestimmung von
Phenylpropanoiden in Apfelsiften und daraus hergestellten Produkten dar.

Dazu wurden die fliissigen Proben zentrifugiert und ohne weitere Vorbereitung bzw.
Reinigungsschritte zu je 20 pl zur HPLC-Analyse injiziert. Hydroxyzimtsiuren und
Dihydrochalkone wurden bei 280 nm detektiert, Anthocyanidine bei 520 nm und Catechine
und Proanthocyanidine nach on-line-Derivatisierung mit p-Dimethylaminozimtaldehyd
(DMAZA) bei 640 nm (Treutter 1989). DMAZA reagiert selektiv mit den Molekiilen der
Flavanol-Gruppe und verbessert deren Detektion wesentlich.

Folgende Verbindungen wurden quantifiziert: HMF (Hydroxymethylfurfural; (1), p-
Cumaroyl-Chinasiure (2), Kaffeesiure (3), Chlorogensaure (4), p-Cumaroyl-Glycosid (5), p-
Cumarsidure (6), Ferulasiure (7); Phloretin-Glycosid (8), Phloretin-xyloglucosid (9),
Phloridzin (10), Phloretin (11), Procyanidin * (12), Procyanidin Bl (13), Catechin (14),
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mogliche Abwehr durch funktionelle Inhaltsstoffe

Haibo Xuan, und Josef Streif
Institut fiir Obst-, Gemiise-, und Weinbau, Bavendorf, Universitit Hohenheim
D-88213 Ravensburg, streif{@uni-hohenheim.de

Brown heart of pears under storage stress and possible defense mechanism by functional
constituents

Abstract:

Brown heart is a physiological disorder of pear fruit stored under high CO;. and low O-CA
conditions. Affected pears are not suitable for consumption, even with minor symptoms. In
this paper, the physiological reasons for the development of the disorder are tried to explain
hypothetically.

Peroxidation of membrane lipids is a natural consequence of metabolic processes in the cell.
For each source of lipid peroxidation within the cell there is a defense mechanism. It can
scavenge the free radicals and repair the impairment of lipid peroxidation. Upon long term
exposure to high COr and low O, CA conditions, however, the level of prooxidants can
exceed the defense capacity of the cell, leading to membrane damage. In the following cell
death, and brown heart can happen. In our investigation, different components of the
enzymatic and non-enzymatic defense mechanism in pear tissue were analysed, which support
this hypothese.

Einleitung

Fruchtfleischverbridunung (brown heart) ist eine physiologische Krankheit bei Birnenfriichten
unter CA Lagerbedingungen. Sie beginnt vor allem in der Umgebung des Kernhauses als hell-
bis dunkelbraune, diffuse Verbraunung und kann sich iiber den ganzen Cortexbereich
ausbreiten, mit Ausnahme eines etwa ein cm dicken Bereichs unter der Schale. Aus dem
befallenen Fruchtgewebe kénnen sich spiter durch Eintrocknen von Zellpartien mehr oder
weniger groB3e Kavernen entwickeln. Die Erkrankung ist von auen an den Friichten nicht
erkennbar und auch mit kleinen Symptomen sind die Birnen fiir den Verkauf nicht mehr
geeignet. Die Ursache dieser physiologischen Stérung ist noch nicht kiar, obwohl es schon
einige korrelative Erkenntnisse zur Entwicklung der Fruchtfleischbriunung gibt.

In diesem Artikel wird versucht, die Beziehung zwischen dem Auftreten der Erkrankung
unter speziellen CA Lagerbedingungen und den moéglichen zelluldren Abwehrmechanismen
durch funktionelle Inhaltsstoffe zu erkliren.
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Die Zunahme der Leitfihigkeit von Lésungen mit inkubiertem Zellgewebe, kann als Zeichen
fiir eine fortschreitende Lipidperoxidation gewertet werden (Dhindsa und Dhindsa 1981).

Das zelluliire Abwehrsystem

Innerhalb der Zelle gibt es einen natiirlichen Abwehrmechanismus fiir jede Art von Lipid-
peroxidation (Abb 2, unterer Teil). Superoxide (O;") kénnen durch einen enzymatischen
Abbau mit Hilfe der Superoxide-Dismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H>02) und
anschlielend durch Catalase (CAT) zu Wasser und Sauerstoff unschédlich gemacht werden.
a-Tocopherol, B-Carotin und Ascorbinséure sind Fénger fiir freie Radikale, einschlieBlich des
Hydroxylradikals (HO") (Biittner, 1993), wihrend Carotenoide und Ubiquinon das Sauerstoff-
Singlet (O ) neutralisieren. Um die Ester-Form der Fettsiiuren zu schiitzen, kann die LOX-
Aktivitdt durch die Zellkompartimentierung kontrolliert werden.

Aus den durch das Hydroxylradikal(HO") peroxidierten ungesittigen Fettsauren entstehen
Lipid-Peroxylradikale (Alkylperoxylradikal). Diese werden durch Interaktion mit o
Tocopherol schnell zu Lipid-Hydroperoxid (-ROOH) verindert (Biittner, 1993). Das dadurch
entstehende a-Tocopheroxyl-Radikal kann durch die Oxidation von Ascorbinsiure wieder zu
o-Tocopherol regeneriert werden. Andererseits kann die entstandene Dehydroascorbinsiure
(DHAS) ihrerseits durch die Oxidation von Glutathion zu Ascorbinséure wieder regeneriert
werden. Wenn DHAS nicht rechtzeitig zu Ascorbinsiure reduziert wird, kommt es zum
Abbau von DHAS zu 2- oder 4-Carbon Produkten, z. B. 2,3-diketo-4-Gulonséure.

Unter normalen Bedingungen in der Zelle werden aktive Saverstoff-Radikale produziert. Der
gréBte Teil von ihnen wird durch den zelluldren Abwehr-Mechanismus eingefangen oder
geloscht. Lipide und Proteine konnen zwar z.T. peroxidiert werden, aber durch den intakten
Abwehrmechanismus werden sie schnell wieder repariert. Unter StreB jedoch verliuft die .
freie Radikal-Ketten-Reaktion schneller als der Reparaturmechanismus (Mishra et al., 1993).
Die Folge ist metabolisches Ungleichgewicht, zellulire MiSverhéltnisse und endlich Gewebe- -
Schiden. Mehr Radikale werden wihrend der Alterung von Friichten gebildet, die wieder von
Abwehrsystem inaktiviert werden miissen. Die Regeneration des Radikal-Fanger-Systems ist
ein energie-verbrauchender Prozef. Die dafiir notwendige Energie ist unter CA-Bedingungen
moglicherweise nicht ausreichend vorhanden (Saquet et al., 2000) und es kommt zu
Membranschidigung mit nachfolgender Verbriunung und Kavernenbildung,
Karvernenbildung ist vermutlich die Folge von Wasserverlust und Eintrocknen der vorher
geschidigten und verbriunten Zellen. Die Fleischverbriunung treten vor allem in den ersten
beiden Monaten der Lagerung und oft nur partiell auf. Danach ist meist ein Stillstand in der
Entwicklung von Fleischbriune zu beobachten. Moglicherweise konnen die Schiden dadurch
eingegrenzt werden, daB benachbarte Zellen ihr Abwehrsysiem angepafit und verstirkt haben.

Eigene Untersuchungen

In eigenen Untersuchungen wurden verschiedene bei der Lipid-Peroxidation entstehende
Substanzen sowie am enzymatischen und nicht-enzymatischen Abwehrmechanismus
beteiligte Inhaltsstoffe bestimmt. Im einzelnen waren dies: Malondialdehyd (MDA),
thiobarbitursaurereaktive Substanzen (TBARS), Lipoxigenase (LOX), Superoxid-Dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Ascorbat-Peroxidase (APX), Monodehydroascorbat-Reduktase
(MDHAR), Dehydroascorbat-Reduktase (DHAR), Glutathion-Reduktase (GR),
Ascorbinsaure (AS) und Dehydro-Ascorbinsiure (DHAS). Im Rahmen dieser Arbeit kann auf
einzelne Ergebnisse nicht eingegangen werden. Generell konnten die dargestellten
Zusammenhénge aber bestatigt werden.
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Antioxidant capacity and stability of bioactive compounds in juices during a 3 weeks storage

The present study was designed to determine the effect of “normal” storage conditions
(opened bottles, refrigerator, +4°C) on the antioxidant capacity and stability of bioactive
compounds in elderberry-, blackcurrant- and apple juice. The antioxidant capacity was
measured as TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter), the bioactive
compounds (anthocyanins, quercetin-3-rutinoside and chlorogenic acid) were determined by
HPLC once a week over a period of 3 weeks. Between 69 and 76% of the original
antioxidant capacity remained in the juices dfter the 3 weeks storage under the described
conditions, but only a slight decrease of the bioactive compounds (2-7%) could be observed.
Further investigations on storage conditions affecting the antioxidant capacity and bioactive
compounds are in preparation.

Dr. Michael Netzel
Institut fiir Erndhrungswissenschaft der Justus-Liebig-Universitit Giessen
Wilhelmstrasse 20, 35392 Giessen

Problemstellung

Nach neueren Erkenntnissen iibertreffen zahlreiche Polyphenole von Obst und Gemiise die
Vitamine E und C, sowie das B-Carotin deutlich in ihrer antioxidativen Aktivitdt [1].
Fruchtsifie sind in dieser Hinsicht besonders interessante Verarbeitungsprodukte: Obwohl
meistens wihrend der Produktion ein Verlust bioaktiver Inhaltsstoffe nicht zn vermeiden ist,
ist deren Verfiigbarkeit aus Fruchtsiften deutlich héher als aus Fruchtfleisch. Dies héngt mit
dem Vorliegen in geldster Form und dem weitgehenden Fehlen von Matrixeffekten
zusammen [2]. In der vorliegenden Arbeit sollte die Stabilitdt der wichtigsten Polyphenole,
sowie das antioxidative Potential in ausgewihlten Beerenobst- bzw. Apfelsifien wihrend
einer haushaltsiiblichen Lagerung untersucht werden.
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Methodik

Bei 3 verschiedenen Fruchtséften (Tab. 1) wurde wihrend einer 3 wochigen Lagerung unter
haushaltsiiblichen Bedingungen (nach Offnung im Kiihlschrank bei +4°C) in 7-tigigen
Intervallen das antioxidative Potential (mittels TRAP-Test) und der Gehalt der wichtigsten
Polyphenole (mittels HPLC) bestimmt. Die verwendeten Safte zeichneten sich durch einen
besonders hohen Polyphenolgehait aus.

Tab.1: Gesamtphenolgehalte* der untersuchten Fruchtsifie

Holundersaft 5,2 g/l
schwarzer Johannisbeersaft 4.8 g/l
naturtriiber Apfelsaft (Brettacher) 1,1 g/l
*Methode nach Folin-Ciocalteu (EWG-VO 2676, 1990) mit Galluss#ure als Referenzsubstanz

TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter)-Test

Prinzip der Bestimmung

Die Methode basiert auf der Messung der Fluoreszenz des Proteins R-Phycoerythrin
(Anregung: A = 495 nm; Emission: A = 575 nm). Durch die thermische Zersetzung von
ABAP (2,2°-azobis-(2-Amidinopropan)) werden Radikale freigesetzt, die das R-
Phycoerythrin zerstdren, wodurch die Fluoreszenz stetig abnimmt. Antioxidantien, die vor
Beginn der Messung zugesetzt werden, schiitzen das Phycoerythrin eine Zeit lang und
zdgemn somit die Abnahme der Fluoreszenz hinaus (Lagphase). Die Linge der Lagphase
charakterisiert die antioxidative Aktivitit, Als Standard dient Trolox®. Der TRAP-Wert gibt
an, wieviel mol Radikale von einem Liter Analysenlosung (bzw. Plasma) “abgefangen
werden kénnen [3].

HPLC (High-Performance Liguid-Chromatography)-Analytik

Prinzip der Bestimmung

Die Saftproben wurden abhiingig vom Gesamtphenol- bzw. Anthocyan-Gehalt verdiinnt
(1:10, 1:50 oder 1:100) und 5 Minuten bei 14000 U/Minute zentrifugiert. Fir die
anschliessende HPLC-Analyse (Tab. 2) wurden jeweils 100 ul verwendet.

Tab. 2: HPLC-Parameter [4,5]

Vorsfiule: LiChrospher® 100 RP-18; 4 x 4 mm; 5 pm
Trennsdule: |LiChrospher® 100 RP-18; 125 x 4 mm; 5 pm (Johannisbeer- Anthocyane)
LiChrospher® 100 RP-18; 250 x 4 mm; 5 pm
(Holunder-Anthocyane, Quercetin-3-Rutinosid und Chlorogensiure)

mobile Phase: | H,0 : Ameisensiure : Acetonitril (v/v/v); 1,0 mYMin.; isokratisch
. 81:10:9 (Anthocyane, Chlorogenséure)
74 : 10 : 16 (Quercetin-3-Rutinosid)

Detektion: | 520 nm (Anthocyane)
363 nm (Quercetin-3-Rutinosid)
320 nm (Chlorogensaure)
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Abb. 4: Verinderung der antioxidativen Kapazitiit (%) der untersuchten Sifte in
Abhingigkeit von der Lagerdauer

Schlussfolgerung

Bei den untersuchten Polyphenolen der verschiedenen Sidfte, konnte eine weitgehende
Stabilitiit wihrend der 3 wochigen Lagerung (nach Offoung im Kiihlschrank bei +4°C)
beobachtet werden, wihrend die antioxidative Kapazitdt deutlich abgenommen hat (max.
31%). Ob hierfir ausschlielich die geringe Abnahme (max. 7%) der Hauptpolyphenole
verantwortlich ist, oder aber chemische Verdnderungen (wie z.B. Reaktionen mit Sauerstoft,
intermolekulare Kondensationsreaktionen) der mit der verwendeten HPLC-Methodik bisher
nicht erfassten phenolischen Verbindungen ausschlaggebend sind, muss in weiteren
Untersuchungen geklirt werden. Insbesondere im Hinblick einer Bewertung dieser Sifte als
potentielle Licferanten bioaktiver Inhaltsstoffe fiir den Menschen, ist dies von Bedeutung.
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Einfluss verschiedener Antioxidantien auf die Vergirung
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Influence of different antioxidants on the fermentation of grape must and wine quality
Must with very low assimilable nitrogen concentration was subject to pre-fermentation
addition of different antioxidants and was fermented with three different commercial yeast
strains in carboys. Fermentation controls were carried out without additions of any sort and
with the usual amounts of nitrogen supplements that are added in the practice. It was possible
to observe clear differences both in the fermentation progress as well as in the final degree of
fermentation. The addition of antioxidants showed no influence on the fermentation progress.
Both yeast strain as well as the addition of antioxidants clearly influenced the antioxidative
potential (TEAC-value) of the individual wines. The addition of ascorbic acid was very
positively sensorically judged with a higher quality number ("Qualititszahl") and a lower
rating for bitterness. The addition of Glutathion resulted in increased formation of negatively
judged volatile sulphur compounds however this was not the case with ascorbic acid.

Otmar Lhnertz. Fachgebiet fiir Bodenkunde und Pflanzenemahrung, Forschungsanstalt
Geisenheim, 65366 Geisenheim, otmar.loehnertz@geisenheim.fa.th-wiesbaden.de

1 Einleitung

In den letzten Jahren treten im Weinsektor verstirkt Gir- und Aromaprobleme auf, die zu
groBBen wirtschaftlichen Verlusten fithren. Die Zunahme von bdckserartigen Fehlaromen, be-
dingt durch ein vermehrtes Vorkommen von fliichtigen schwefelhaltigen Substanzen, und das
Auftreten einer sogenannten ,,Untypischen Alterungsnote (UTA), gekennzeichnet durch die
Bildung von 2-Aminoacetophenon (AAP) in Weinen, konnen als Beispicle angefiihrt werden
(Rapp und Versini 1995, Rauhut 1996). Besonders die Entstehung der UTA ist iiberwiegend
auf Stresssituationen im Anbau zuriickzufiihren. Bei der Ausprigung der UTA wurde als
verantwortliche Aromakomponente (AAP) identifiziert, welches nach der Garung durch den
Zusatz von schwefliger Siure mittels einer gekoppelten Oxidation aus dem Tryptophan-
stoffwechselprodukt Indolessigsdure entstehen soll (Gefiner et al. 1998). Diese Verbindung
trat in geschmacks- und geruchsaktiven Konzentrationen erst in den letzten Jahren in Weinen
aus europdischen Rebsorten auf. Auch die Zunahme von Bocksemn im Wein wird mit
Stresssituationen im Anbau wie Stickstoffmangel oder Trockenheit in Verbindung gebracht.
Unter diesen Bedingungen werden weniger fiir die Hefe assimilierbare Aminoséuren in die
Trauben eingelagert, was zu den beschriebenen Weinfehlern fiihren kann. In umfangreichen

139



Untersuchungen konnte eine grofle Bedeutung der Konzentration an Aminosduren im Most
fiir den Verlauf der Gérung und fiir die Vermeidung von Fehlaromen bzw. der Auspriigung
des Gdrungsbuketts belegt werden (Lohnertz et al 1998, Rauhut et al.1998).

Die Bedeutung des antioxidativen Potentials von Trauben bzw. von Most und Wein fiir die
Vermeidung unerwiinschter Aromaveranderungen ist wenig untersucht. Da bei Rotweinen im
Gegensatz zu WeiBweinen mit einer anderen Phenolzusammensetzung die beschriebene UTA
nicht auftritt, muf von einer antioxidativen Wirkung zur Vermeidung von AAP ausgegangen
werden. Es sollte gepriifi werden, ob negative Stresseinflisse im Verlauf des
Traubenwachstums im nachhinein durch den Zusatz von Antioxidantien gemildert werden
kénnen, indem freie Radikale vor der Girung entfemt werden. Der Einsatz von
Antioxidantien im Pflanzenbau steht erst am Anfang (Schmitz und Noga 1997). Die
Bedeutung von Glutathion in Reben ist ebenfalls weitgehend unklar, Der EinfluB der Sorte,
des Standortes und der S-Diingung auf den Glutathiongehalt wurde von Bastian (2000) und
Bastian et al. (2000) gepriift. Dies erscheint besonders wichtig da eine enge Wechselwirkung
zwischen Ascorbinsdure und Glutathion besteht.

Bei der Weinbereitung ist der Zusatz von Ascorbinsiure (Vitamin C) zugelassen. Besonders
die Empfehlung die Bildung des AAP (Indikator fiir eine UTA im Wein) durch die Zugabe
von Ascorbinsdure nach der Gérung (jedoch vor einer Behandlung mit schwefliger Sdure) zu
verhindern, hat im letzten Jahr zu einer verbreiteten Anwendung gefiihrt (GeBner 1998)
Wihrend in Deutschland der Einsatz von Ascorbinsiure vor der Gérung nicht praktiziert wird,
erfolgt in anderen Landern auch der Einsatz auf die Trauben vor der Kelterung. Der Wirkung
anderer  antioxidativer  Substanzen und Priparate, wie Glutathion, Tannin,
Traubenkernextrakt, Vitamin E (Tocopherole) etc., auf den Gérverlauf und die Weinqualitit
wurde nach deren Zusatz vor der Vergirung eines aus gestresstem Traubengut gewonnenen
Mostes untersucht. Der fiir die Untersuchungen eingesetzte Traubenmost verfligte iiber einen
auflerst geringen Gehalt an hefeverwertbarem Stickstoff. Die Messung der totalen
antioxidativen Kapazitit des Traubenmostes erfolgte durch die Bestimmung des TEAC-
Wertes (Trolox Equivalent Antioxidative Capacity; Dietrich et al. 1999). Um eine
Vergleichbarkeit zu erméglichen, wurde bei der Zugabe der unterschiedlichen Antioxidantien
eine einheitliche totale antioxidative Kapazitit (TEAC-Wert) eingestellt.

Bei der Durchfithrung der Gérversuche wurde gleichzeitig die Anwendung unterschiedlicher
kommerzieller Reinzuchthefen und die Zugabe von Gérsalz gepriift.

2 Material und Methoden

Bei den Trauben handelt es sich um die Sorte Riesling aus einem Versuchsfeld des
Fachgebietes Bodenkunde und Pflanzenernihrung der Forschungsanstalt Geisenheim im
Rheingau. Die Ernte der Trauben erfolgte am 19.10.1999 bei 95° Oe. Nach konventioneller
Kelterung und Entschleimung wurde ein Ausbau in 25 Liter Korbflaschen vorgenommen.

2.1 Antioxidatives Potential

Die Messung der totalen antioxidativen Kapazitit des Traubenmostes erfolgte durch die
Bestimmung des TEAC-Wertes. Der Rieslingmost wies mit 2,0 mmol/L einen fiir
WeiBweinmost hohes antioxidatives Potential auf. Bei der Zugabe der Antioxidantien wurden
der Most jeweils auf einen Wert von ca. 2,73 mmol/L eingestellt.

Bei der Zugabe von Vitamin E («-Tocopherol) ging man von einer Verbesserung der
Loslichkeit mit zunehmender Alkoholbildung wahrend der Gérung aus.
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Tab.l Versuchsvarianten und eingesetzte Reinzuchthefen

Antioxidantien Reinzuchthefe Eigenschaft der Reinzuchthefe
Vitamin C (Ascorbinsiure) |Oenoferm Klosterneuburg (OEKN) | Stresstolerant
Saccharomyces cerevisiae

Vitamin E (Tocopherole) | Uvaferm CEG Stressempfindlich
Saccharomyces cerevisae

Tannin Lalvin EC1118 Stresstolerant
Saccharomyces  cerevisae  var.
bayanus

2.2 Aminos3urekonzentration des Ausgangsmostes

Die Aminosiduregehalte des Mostes sind fiir eine problemlose Gdrung von besonderer
Bedeutung, In diesem Versuch werden gezielt Trauben mit extrem niedrigen Konzentrationen
eingesetzt. Der Gesamt-Aminosiuregehalt betrug 98 mg/l. Als Mindestgehalte werden
150 mg/t hefeverwertbaren Stickstoff angesehen.

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Garverlauf

Die eingesetzten Reinzuchthefen zeigien bereits in dem Most ohne Zugabe von
Antioxidantien ein sehr unterschiedliches Girverhalten. Bei der Hefe CEG erfolgte die
langsamste Vergirung und es wurde der schlechteste Endvergirungsgrad erreicht. Nach
32 Tagen Girdauer wies dieser Most noch 60 g/l Zucker auf. Durch den Zusatz von Gérsaiz
erfolgte eine Beschleunigung. Ein Durchgiren des Mostes konnte nicht erreicht werden
(39 g/l Restzucker). Auch bei den beiden anderen Hefen traten #hnliche Effekte auf. So
konnten Zuckergehalte von 18 bzw. 10 g/l Zucker ohne den Zusatz von Gérsalz bei den
beiden anderen Hefen nach 32 Tagen gemessen werden. Wihrend der Vergarung traten somit
erhebliche Girverzogerungen und Girstockungen auf. Der Einfluss der Reinzuchthefen auf
die Garleistung war wesentlich grofier als eine Zugabe der verschiedenen Antioxidantien.
Eine Girbeschleunigung konnte nur nach Zusatz von Garsalz beobachtet werde. Die
Auswirkung der verschiedenen Antioxidantien auf die Bildung wertgebender
Gérungsnebenprodukte und die Sensorik der Weine wird untersucht.

In Abb. | ist beispieihaft der Garverlauf mit der Hefe EC 1118 dargestellt. Diese Hefe vergor
den eingesetzten Mangelmost nach 32 Tagen in allen Varianten fast vollstindig. Eine
Girbeschleunigung konnte lediglich durch den Einsatz von Girsalz erreicht werden. Der
Zusatz von Antioxidantien zeigte keinen signifikanten Einfluss auf den Gérverlauf.

3.2 Aminosiuregehalte nach der Girung

Die Konzentration an Aminosiuren nimmt wihrend der Gdrung ab. Dabei sind die Gehalte im
Wein u. a. abhingig vom Gehalt der jeweiligen Aminoséuren vor der Girung, aber auch von
der eingesetzten Reinzuchthefe. Keine Verinderung erfihrt in der Regel die Konzentration an
Prolin, da diese Aminosaure unter Girbedingungen von der Hefe nicht als N-Quelle genutzt
werden kann. Bei dem durchgefithrten Gérversuch liegen nach der Girung auffallend niedrige
Aminosiuregehalte in den Jungweinen vor. So traten Konzentrationen von nur noch 10 mg/l
Aminoséure-Stickstoff auf. Die Hefen zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied im
Aminos#urebedarf, da die Ausgangsmenge sehr gering war.
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Auffillig war bei den Hefen CEG und EC 1118 ein geringerer Aminosdurebedarf in den
Varianten mit Tannin-Zusatz.

3.3 Antioxidatives Potential (TEAC-Werte) nach der Girung

Uberraschenderweise konnte ein deutlicher Einfluss der Hefe und des jeweiligen
Zusatzstoffes auf das antioxidative Potential (TEAC-Wert) des Weines ermittelt werden.
Abb. 2 veranschaulicht, dass die Werte bei der Hefe EC1118 in jeder der Varianten hoher
liegen als bei den Hefen OeKN und CEG. Auffallend sind auch erhéhte Werte in den
Varianten ,,Zugabe von Ascorbinsiure® bei den Hefen CEG und EC 1118.

3.4 Sensorische Bewertung der Weine

B Qualititszah!
] Aroma

B Bdckser

W bitter

TN LN VARG

Abb. 3Sensorische Bewertung der Weine; Einflul von Antioxidantien und Girsalz bei
der Hefe EC1118 auf die Qualitiitszahl und die Attribute ,,Aroma“, ,Bickser®
und ,,bitter*. Intensitit auf einer Skala von 0-10;

In einer Verkostung der noch nicht abgefiillten Jungweine Ende April 2000 konnten deutliche
Unterschiede hinsichtlich des Einflusses der zugegebenen Antioxidantien bzw. des Girsalzes
auf die Weinqualitit aufgezeigt werden. In Abb. 3 werden die Ergebnisse mit der Hefe OeKN,
ein stresstoleranter Saccharomyces cerevisae-Stamm dargestellt. Ein Vergleich der Hefe-
Varianten wurde nicht vorgenommen, auch weil die Restzuckergehalte der Weine sehr
unterschiedlich sind und ein direkter Vergleich somit schwierig ist.

Am besten wurden vom Priiferpanel die Varianten , Kontrolle* und ,, Ascorbinsdure® mit einer
Qualititszahl von 2,6 bewertet (je hoher die Zahl, desto besser bewertet). Ein deutlicher
Abfall in der Qualititszahl ergab sich bei der Variante mit Glutathion. Dieser Wein wies
einen deutlichen Bockser auf und wurde deshalb schlecht beurteilt. Eine signifikant niedrigere
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Qualitidtszahl erhielt auch die Variante ,,Zugabe von Gérsalz”, obwohl! dies ein in der Praxis
tibliches Verfahren ist.

Die Attribute ,,bitter** und ,,B6ckser wurden auf einer Skala von 0-10 (je hoher die Zahi,
desto intensiver erscheint das Attribut) bei der Verkostung bewertet. Bitterténe kdnnen als ein
Indikator fiir gestresstes Traubenmaterial angesehen werden. Das in Weilweinen negativ
bewertete Attribut ,bitter, wurde durch den Zusatz von Ascorbinsdure schwicher
empfunden. Dies gilt vor allem in einem Vergleich zu der Variante ,,Zusatz von Girsalz®.
Wihrend in dieser Variante der Wein mit 3,2 bewertet wurde, war ein Riickgang der
Bittertone auf 2,2 bei einem Zusatz von Ascorbinséure zu verzeichnen.

4 Zusammenfassung

In Most mit sehr niedrigem Stickstoffgehalt wurden vor der Gérung unterschiedliche Antioxi-
dantien zugesetzt und mit drei verschiedenen Reinzuchthefen in Korbflaschen vergoren. Als
Kontrolle erfolgte die Vergirung ohne jeglichen Zusatz und mit Zusatz von in der Praxis
iiblichen Menge an Gérsalz. Es konnten grofie Unterschiede im Gérverlauf und im Endver-
garungsgrad in Abhéingigkeit von der eingesetzten Hefe und des Zusatzes von Girsalz,
beobachtet werden. Die Zugabe von Antioxidantien zeigte keinen Einfluss auf den Grver-
lauf. Das antioxidative Potential (TEAC-Wert) der einzelnen Weine wurde sowohl von der
Hefe als auch durch den Zusatz von Antioxidantien deutlich beeinflusst. Der Zusatz von
Ascorbinstiure wurde mit einer hohen Qualititszahl und einer niedrigen Bewertung fiir
,bitter sensorisch sehr positiv bewertet. Eine erhohte Bdckserbildung erfolgte durch den
Zusatz von Glutathion, jedoch nicht bei Ascorbinsiure.
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Influence of pasta processing on coloured secondary plant components contained in durum
wheat

Yellow colour is an important criterion of pasta quality. The colouring compounds of durum
wheat contain the important carotenoids and flavonoids. Since these ingredients were measu-
red and allocated on the undiffered term , yellow pigment“. We proved the effect of pasta
processing on the reduction of the xanthophyll lutein. The parameters (moisture content of the
dough, temperature of added water and during drying, rotation per min [rpm]) were varied
during the processing. Lutein was measured by the ,,yellow pigment “- and by HPLC-method.
Changes of the moisture content of the dough and the rpm had the greatest influence on the
temperature of the pressing device and duration of extrusion, which determine the destruction
of lutein and hence the contents of ,,yellow pigment “ and lutein in pasta. However, lutein and
other carotenoids obviously do not possess the importance for the colour of pasta.
Bundesanstalt fiir Getreide-, Kartoffel- und Fettforschung in Detmold und Miinster, Institut
fiir Getreide-, Kartoffel- und Stirketechnologie, Schiitzenberg 12, D-32756 Detmold

Einfiihrung

Die gelbe Farbe bei Teigwaren stellt ein wichtiges Qualititskriterium dar. Die Erhaltung der
natiirlichen Farbstoffe des Rohstoffes Durumweizen bei der Verarbeitung ist somit von grof3er
Bedeutung. Das erndhrungsphysiologisch interessante Carotinoid Lutein gilt als der Haupt-
farbstoff von Durumweizen [1] (Abbildung 1).

W Abbildungl: Strukturformel von Lutein
HO'

Zur Farbbeurteilung wurden die Pigmente von Durumweizen und Teigwaren bisher nur mit der
im Hinblick auf die stoffliche Zusammensetzung undifferenzierten Gelbpigmentgehaltsermitt-
lung erfaBt. Untersuchungen zur Charakterisierung der Stabilitéit von Lutein bei der Teig-
warenherstellung, deren Einflussfaktoren und der Bedeutung des Luteins fiir die Produktfarbe
wurden durchgefiihrt.
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Versuchsplan

Im Vordergrund einer experimentellen Studie steht der Abbau des Luteins bei der Teigwaren-
herstellung. Nach einem volisténdigen Faktorenversuchsplan wurden relevante Prozesspara-
meter wie folgt variiert:

Teigfeuchtigkeitsgehalt: 33 und 35 %

Schiittwassertemperatur: 15 und 45 °C
Schneckendrehzahl: 20 und 30 U/min
Trocknungstemperatur: 55 und 70 °C.

Die Oxidation des Luteins wird zum einen durch die Wirkung des Enzyms Lipoxygenase und
zum anderen durch autoxidative Reaktionen verursacht. Angenommen wird, dass die Prozess-
parameter den Abbau des Luteins iiber die Verdnderung des Extrusionsdrucks, der Verweilzeit
des Teiges im Extruder, der Extrusionstemperatur und der Lipoxygenasedenaturierung beein-
flussen.

Mefimethodik

Der Luteingehalt von Griefl und Teigwaren wurde mittels HPLC-Methode [2] analysiert (Ab-
bildung 2).

Zur Charakterisierung des Anteils von Lutein am Gesamtpigmentgehalt erfolgte die Bestim-
mung der Gelbpigmente nach ICC-Standard [3].

Die Entwicklung von Druck und Teigtemperatur wihrend der Extrusion wurden iiber einen
Druck- und Temperaturaufnehmer am Matrizenkopf gemessen.

Die Lipoxygenasedenaturierung wurde durch den Vergleich der Enzymaktivititen von Grief3
und den fertigen Teigwaren erfaBt. Die Ermittiung der Lipoxygenaseaktivitét erfolgte polaro-
graphisch mittels einer Clark-Elektrode [4].

5.880 T
Lutein B-apo-8'-Carotinal
= interner Standard
‘_f\/\u v o
8.808 ¢ T Pessmrf—
-8.556 T T T T T T o
; . . .80 8.88 18.88 1288
0.88 2.08 4.80 S

Abbildung 2: Beispielchromatogramm der HPLC-Analyse
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Ergebnisse

Der Einfluss der Prozessparameter auf die Luteingehalte der hergestellten Teigwaren war si-
gnifikant, jedoch gering. Die Anderungen von Teigfeuchtigkeitsgehalt und Drehzahl zeigten
die groften Effekte. Trocknungs- und Schiittwassertemperatur beeinfluten den Luteingehait
nur geringfligig. Der Extrusionsprozess spielt somit im Vergleich zur Trocknung eine gréBere
Rolle beim Pigmentabbau (Abbildung 3).

Bei den aufiretenden Extrusionstemperaturen laufen autoxidative Prozesse nur langsam ab, so
dass die Pigmentverluste vor allem auf eine durch die Lipoxygenase eingeleitete Oxidation zu-

riickzufiihren sind.
i
lu '} 30
H 3| ’ i s 28
| i
:‘ i 24 Schoeckendreh-

22 zahl in U/min

Luteingehalt in ug/100 g TS
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34,0
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Abbildung 3: Einfluss von Teigfeuchtigkeitsgehalt und Schneckendrehzah! auf den Luteingehalt

Bei der Trocknung wird die Lipoxygenase mit steigenden Teigfeuchtigkeitsgehalten und Tem-
peraturen denaturiert (Abbildung 4). Die Pigmentverluste bei der Extrusion werden dadurch
jedoch nicht kompensiert.

Die hochsten Luteingehalte ergaben sich bei niedrigem Teigfeuchtigkeitsgehalt und niedriger
Schneckendrehzahl. ’

Geringe Teigfeuchtigkeitsgehalte wirken sich in allen Einstellkombinationen der Prozesspara-
meter giinstig auf die Luteingehalte aus. Die Ursache hierfiir iegt in dem resultierenden hohe-
ren Extrusionsdruck (Abbildung 5). Hohe Driicke bedingen eine geringe Verweilzeit des Tei-
ges im Extruder. Die Einwirkzeit der Lipoxygenase wird somit verkiirzt.

Die Schneckendrehzahl beeinflut den oxidativen Abbau des Luteins iiber zwei gegenliufige
Effekte. Zum einen bewirken steigende Drehzahlen eine Zunahme des Extrusionsdrucks und
vermindern so den Pigmentverlust. Zum anderen bedingen sie aber auch eine Zunahme der
Scherbeanspruchung und der Extrusionstemperatur des Teiges. Dies beschleunigt den Lutein-
abbau.
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Der tber die HPLC-Methode bestimmte Luteingehalt lag niedriger als der photometrisch be-
stimmte Gelbpigmentgehalt. Darilber hinaus konnten keine Luteinester oder andere Carotinoi-
de analytisch erfat werden. Neben dem Lutein besitzen offenbar Stoffe anderer Substanzklas-
sen eine Bedeutung fiir die Teigwarenfarbe.
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Mikrowellenbehandlung von Stiirke
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Microwave treatment of starch

The characteristics of processing and the quality of starch products are influenced through
the main component starch. The properties of nature starch can be changed through a series
of processes, e. g. through thermal, mechanical, chemical and enzymatic modification. The
damaged starch has opposite to nature starch other characteristics, like the increase of
soaking in cold water, a fast and high water absorption and easy enzymatic digestibility. The
quality of starch can influence starch-containing products profitably. Thus, the degree of
starch damage is very important for the industrial production of foods.

In this work the effect of microwave treatment on the thermal damage and functional
characteristics of wheat-, corn- and potato starch was investigated.

Through the microwave treatment the extractibility of amylose and the enzymatic debranching
of starch are changed, whereby these rise with increasing treatment temperature. The
starches show with increasing temperature also a rising in the water adsorption. The freeze-
thaw stability of gels from corn- and potato starch is influenced disadvantageously.
Microwave treatment has an influence in different extent on the starch properties and the
Sunctional characteristics depending on starch nature.

Institut of Agricultural Chemistry, Georg-August-University Goettingen, Von-Siebold-Str.¢
37075 Goettingen, Germany, E-mail : koh « gwelp. de and epawelz a gwdg.de

Einfithrung

Die Verarbeitungseigenschaften und die Qualitit von stirkereichen Produkten werden durch
den Hauptinhaltstoff Stirke beeinfluBt. Die Eigenschaften nativer Stirke konnen durch eine
Reihe von Verfahren, unter anderem durch thermische, mechanische, chemische und
enzymatische Modifizierung, weitreichend verandert werden.

Verinderte und beschédigte Stirke hat gegeniiber nativer Stirke andere Eigenschaften, wie die
Erhohung der Quellbarkeit in kaltem Wasser, eine schnelle und hohe Wasseraufnahme sowie
eine leichte enzymatische Abbaubarkeit. Dies alles kann die Qualitit von starkehaltigen
Produkten vorteilhaft beeinflussen. Daher ist der Grad der Starkebeschidigung in funktioneller
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Abb. 1 : EinfluB der Mikrowellenbehandlung auf die Starkebeschidigung der
unterschiedlichen Stirkearten

o - Amylase wird in den untersuchten Weizen- und Maisstirken durch Mikrowellenbehandiung
inaktiviert, wihrend in Kartoffelstirke eine Aktivierung des Enzyms erfolgt (Abb. 2).

Infolge der Einwirkung von Mikrowellen wurden Veranderungen im Wasserbindungsvermogen
der untersuchten Stirken festgestellt (Abb. 3). Die erste Verdnderung der Starkeeigenschaften
nach der Stiarkebeschidigung betrifft das Wasserbindungsvermogen. Bei nativer Stirke sind die
intermolekularen Bindungen zu stark, um das Wasser eindringen zu lassen. Sie werden nur in
den amorphen Zonen gebunden (Multon et al.,1980). Durch die Beschddigung werden die
kristallinen Bereiche teilweise zerstort und die Stirkekorner konnen adsorptiv mehr Wasser
binden. Es entstehen neue Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Wassermolekiilen und
den freien Hydroxylgruppen der Amylose und des Amylopektins (Meuser et al., 1978). Die
Stirke zeigt in unseren Untersuchungen mit zunehmender Behandlungstemperatur ein
Ansteigen im Wasserbindungsvermogen. Die Veranderung des Wasserbindungsvermdgens
von Maisstirke war ebenso geringfiigig, wie die Verdnderung der Stirkebeschadigung.
Dagegen fiihrte bei Kartoffelstirke die zunehmende Stirkebeschadigung zu einem deutlichen
Ansteigen des Wasserbindungsvermdgens. Belitz und Grosch (1992) haben festgestellt, daB
die durch thermische Behandlung bewirkten Anderungen der physikalischen Eigenschaften,
wie Verkleisterungstemperatur, Quellungsvermégen, Loslichkeit, Wasserbindungskapazitat
und enzymatische Angreifbarkeit, allerdings in Abhéngigkeit von der botanischen Herkunft
der Starke sehr unterschiedlich sein kénnen. Sie haben die Veranderung der Eigenschaften
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von Weizen- und Kartoffelstirke nach konventioneller Hitzebehandlung untersucht und eine
deutlich hohere Zunahme der Wasserbindungskapazitat von Weizenstirke im Vergleich zu
Kartoffelstirke ermittelt. Dieses im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stehende Resultat ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dafl infolge der Mikrowellenbehandlung die
Starkekomer massiv beschidigt werden, so daf3 ein erhohtes Wasserbindungsvermogen die
Folge ist.

In Abb. 4 ist zu erkennen, daB durch die Mikrowellenbehandlung auch funktionelle
Eigenschaften, wie die Gefrier-Tau-Stabilitit der Gele, verindert wurden. Die Gefiier-Tau-
Stabilitat der Gele aus Mais- und Kartoffelstirke wurde nachteilig beeinflut. Trotz des
zunchmenden Wasserbindungsverméogens der Kartoffelstirke nahm die abgetrennte
Wassermenge von 5%igen Gelen nach dem Gefrieren und Auftauen deutlich zu. Bei
Weizenstarke dagegen wurde durch Mikrowellenbehandlung die Gefiier-Tau-Stabilitat
praktisch nicht verandert. Die Eigenschaft gequollener Stirkekomer, beim Gefrieren und
Auftauen in waBrigem Milieu schwammformige Aggregate zu bilden, ist dann unerwiinscht,
wenn stirkehaltige Lebensmittelzubereitungen in gefrorenem Zustand aufbewahrt werden
sollen. Mit zunehmender Starkebeschidigung wurde die unerwiinschte Bildung der Aggregate
bei Kartoffelstirkegel beschleunigt, was in den spezifischen rheologischen Eigenschaften dieser
Starkeart begriindet ist.
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Abb. 4 : EinfluB der Mikrowellenbehandlung auf die Geffier - Tau - Stabilitit der
unterschiedlichen Starkearten

Zusammenfassung

Die Mikrowellenbehandlung beeinfluBt unterschiedlich bei den untersuchten Starkearten den
Gehalt an beschidigter Starke sowie die Art der Beschadigung.
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Stirkebeschiadigung und Wasserbindungsvermégen stehen in engem Zusammenhang, wobei
insbesondere die Enzymangreifbarkeit eine Rolle spielt.

Die Gefrier-Tau-Stabilitat wird mit Ausnahme von Weizenstirke nachteilig beeinflufit, so da3
eine Mikrowellenbehandlung nur bedingt fiir Produkte geeignet ist, die z. B. fiir
Tiefkiihlerzeugnisse verwendet werden.
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Kartoffelfruchtwasser als biotechnologisches Medium fiir
die fermentative Gewinnung von Paramylen und sekundi-
ren Pflanzenstoffen aus Einzellern
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Potatoliquor as a biotechnical media for the fermentative production of Paramylon and other
secondary metabolics of single cell organisms

Abstract: During the production of potaostarch a large amount of liquid waste appears. This
potatoliqguor (KFW) has a high amount of minerals, protein (~5%), vitamins and aminoacids.
In this study a way was found to use this wasteproduct for a fermentative production of diffe-
rent metabolics of single cell organisms. After the exclusion of the proteinload the now mostly
proteinfree KFW can be used for diferent kinds of fermentation. The most sucesfull use seems
to be the production of Paramylon, a beta-1,3-glucan, with Euglena gracilis. But in the way
of a screening for organisms that could use the KFW as a fermentative media other organism
show good results. Ashbya gossypii was used to produce vitamin B2 and with Chlorella pro-
thothecoides carotinoides (o and f) and Lutein were produced. Other organism are now loo-
ked for. The use of this products in functional food and healthcare is well known and the aim
of this research.

Diplom Biologe Michael Felski, Universitit Bielefeld, Technische Fakultit, AG Fermenta-
tionstechnik, UniversitdtstrafBe 26, 33602 Bielefeld. E-mail: paremylon@hotmail.com

Bei der Stirkegewinnung aus Kartoffeln fallen neben der Stirke groBe Mengen Kartoffel-
fruchtwasser (ca. 450.000 t/Jahr) mit einem Feststoffanteil von ca. 5 % an, welches zur Zeit
nur zur Dilngung von Agrarflichen sinnvoll genutzt wird. Aufgrund der interessanten Inhalts-
stoffe des KFW wird nach Méglichkeiten einer besseren Nutzung gesucht. Das Protein daraus
kénnte fir die tierische und menschliche Emahrung aufgearbeitet und das dann proteinarme
Rest-KFW als Fermentationsmedium fiir Mikroorganismen verwendet werden.

Bestimmte Mikroorganismen sind in der Lage Stoffwechselendprodukte zu bilden, die als
Zusitze zur Herstellung von Lebensmitieln mit einem gesundheitsfdrdernden Aspekt (Func-
tional Food, — cholesterinsenkende Stoffe, insulinregulierende Stoffe, Antioxidantien, Vit-
amine), von Futtermitteln (Biomasse, bzw. Proteine) oder Kosmetika (Antioxidantien, Vit-
amine), geeignet sind.
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Abb. 6: Strukturformel des aus Ashbya gossipii gewonnenen Riboflavins.
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Rheologische und NIR-spektroskopische Untersuchungen an
Gerstenmehlen und —stirken
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Rheological and NIR-spectrometric investigations on barley meal and -starch

Spring barley crossings and winter barley crossings with increased amylose and amylopectin
content were created and because of that barley with new possible uses. Within the framework
of breeding in cooperation with Saatzucht Dr.h.c. Carsten, Bad Schwartau an analytic concept
was developed including analysis of the raw material, isolation and characterization of starch.
The change of the ratio amylose/amylopectin of starch and the swelling properties are
determinable with rheological methods (pasting cycle curves of starch and meal and swelling
curves of meal). To exclude enzymatic degradation in barley meal enzymes have to be
inactivated.

NIR-spectrometric calibrations of kernels, meal and tsolated starches were developed and
used for prediction of quality parameters.

Gisela Jansen, Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung an Kulturpflanzen, Institut fiir
Strefphysiologie und Rohstoffqualitat, Rudolf-Schick-Platz 3, 18190 GroB Liisewitz

Einleitung

Traditionell wird Getreidestirke mit einem Amylose /Amylopektinverhaltnis von etwa 25:75
fur industrielle Anwendungen eingesetzt. Bei Gersten gibt es jedoch Mutanten, die fast
ausschlieSlich Amylopektin enthalten sowie amylosereiche Mutanten. Diese Mutanten
wurden mit aktuellen Sorten gekreuzt und es gelang, leistungsfahiges Zuchtmaterial
herzustellen [FLAMME, W. und JACOBI, A.]. Die verdnderte Stirkezusammensetzung,
kombiniert mit einem relativ hohen B — Glucangehalt, eroffnet neue Mirkte fiir den Einsatz
von Gersten, wie z. B. die Nutzung fir didtetische Zwecke [LEHMANN, U. ua;
DONGOWSKI, G.u.a.].

Verinderungen im Amylose / Amylopektinverhaltnis filhren zu erheblichen Verinderungen
im rheologischen Verhalten der Stirken. Im Schrot wird das rheologische Verhalten durch das
Vorhandensein von Enzymen stark beeinfluflt, so daB ein Riickschlu auf den Amylose- bzw.
Amylopektingehalt nur durch eine Inaktivierung der Enzyme moglich ist. Die
unterschiedlichen rheologischen Eigenschaften der Gerstenmutanten sollen im folgenden
Beitrag dargestellt werden. Weiterhin werden Moglichkeiten des Einsatzes von NIR-
spektroskopischen Methoden zur Charakterisierung der Gersten aufgezeigt.
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Schrot haupsichlich stirkeabbauende Enzyme (o- und B-Amylasen) den Verlauf der
Verkleisterungskurven (Abb. 3). Beim Vergleich von Schrot (Abb.3) und Stirke (Abb.1)
verhilt sich die Waxy Oderbrucker besonders auffillig. In der Stirke ist eine hohe
Kleisterviskositit auf Grund des hohen Amylopektingehaltes vorhanden und im Schrot eine
sehr geringe Kleisterviskositit durch eine erhthte Aktivitit der Enzyme, die einen
Starkeabbau bewirken.
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Eine Moglichkeit zur Inaktivierung der Enzyme im Schrot ist die Anwendung verdiinnter
Sauren bei der Erstellung von Viskogrammen, um auch im Schrot Riickschliisse auf den
vorhandenen Amylose- bzw. Amylopektingehalt ziehen zu konnen. In sogenannten , Saure —
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beeinflusst, da es kaum Unterschiede zwischen den Saure — Quellkurven und den normalen
Quellkurven gab. Das Viskosititsmaximum war bei der Waxy Oderbrucker am hochsten und
wurde relativ schnell erreicht.
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Zur schnellen und zerstorungsfreien Ermittlung der Inhaltstoffe und Eigenschaften von
Gerstenschrot und Gerstenstirke wurden NIR — Methoden eingesetzt. Fir den Gehalt an
Feuchte, Protein und Stirke ergaben sich gute Vorhersagemdglichkeiten mit den erstellten
Kalibrationen fiir Vollschrot (Tab.1). Etwas ungenauer sind die Vorhersagen des
fluorometrisch bestimmten loslichen B-Glucangehaltes und die aus Schrotspektren
vorhergesagten Viskosititen reichen nur zur groben Klassifizierung von Gerstenextrakten.
Die NIR - Spektren ermoglichen jedoch eine gute Vorhersage des 1.

167






DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR QUALITATSFORSCHUNG
(PFLANZLICHE NAHRUNGSMITTEL) E.V.
c/o Fachgebiet Obstbau TUM 85350 Freising

XXXV. VORTRAGSTAGUNG,KARLSRUHE, 2000

Neue HPLC und HPLC/MS Methoden zur Bestimmung von
Tocopherolen in Pflanzen und Phytopharmaka
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1 Institute of Analytical Chemistry and Radiochemistry, Leopold-Franzens University,
Innrain 52a, 6020-Innsbruck, Austria
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Topical HPLC and HPLC/MS Merhods for the Determination of Tocopherols in Plants and
Phytopharmaceuticals

Tocopherols are important lipid antioxidants occurring ubiquitously in plants. They are
essential for human health and also show promising effects as preventive therapeutic agents
against infectious and chronic diseases. As products containing vitamin E are becoming more
and more important we have established a new normal-phase (NP) and reversed-phase (RP)
high-performance liquid chromatographic (HPLC) system for a rugged and more efficient
qualitative and quantitative analysis of vitamin E using UV-detection at 295 nm or
Sfluorescence-detection (A,,=295 nm; A.y=330 nm). For this end fluorescence-detection
proved lo be ten times more sensitive than UV-absorption detection. For the analysis of
vitamin E in complex sample matrices both HPLC systems were coupled to a mass
spectrometer by an atmospheric-pressure ionization interface (APCI). Additionally
collisionally induced dissociation (CID) was used for identifying compounds of interest.

Address correspondence to:

Wolfgang Stoggl, Institute of Analytical Chemistry and Radiochemistry, Leopold-Franzens
University, Innrain 52a, 6020-Innsbruck, Austria, Tel.: 0043 512 507 5196, Fax: 0043 512
307 2965; E-Mail: Wolfgang. Stoeggl@uibk.ac.at

Ubersicht

Tocopherole sind bedeutende Antioxidantien, die weitverbreitet in Pflanzen vorkommen. Sie
spielen eine essentielle Rolle fiir die Gesundheit und zeigen positive Wirkungen vorbeugend
gegen Infektionen und chronische Erkrankungen (1). Daher kommt Phytopharmakas und
Nahrungsergéinzungsmitteln, die Vitamin E enthalten, immer mehr Bedeutung zu. Zur
Bestimmung von Tocopherolen wurde eine Reihe analytischer Methoden entwickelt (2).
Heutzutage werden hochleistungsfliissigkeitschromatographische (HPLC) Methoden aufgrund
der kurzen Analysenzeiten, leichten Bedienbarkeit, Reproduzierbarkeit und Zuverléssigkeit
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isokratischen und Gradienten-HPLC-Trennverfahren entwickelt. In der vorliegenden Arbeit
werden erstmals anhand speziell entwickelter Normalphasen- und Umkehrphasen-HPLC-
Systeme die Vor- und Nachteile der unterschiedlichen Detektionsméglichkeiten wie UV-
Absorptions-, Fluoreszenz- und massenspektroskopischer Detektion diskutiert.

Material und Methoden

Chemikalien und Materialien: Methanol (gradient grade), Diisopropylether (p.a.) und 1,4-
Dioxan (p.a.) wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Das Wasser
(bidest.) wurde durch eine Nano-Pure Einheit (Barnstead, Boston, MA, USA) aufbereitet.
2,2,4-Trimethylpentan (Isooktan, HPLC grade) und die Tocopherole stammten von Sigma
Aldrich (Wien, Osterreich).

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC): Bei dem fiir die Normalphasen-HPLC
verwendeten System handelte es sich um ein zusammengebautes System bestehend aus zwei
Niederdruckgradientenpumpen (Modell 510, Waters, Milford, MA, USA), einem
automatischen Probenaufgeber (Modell 712 WISP, Waters), einem Fluoreszenzdetektor
(Modell 474, Waters) mit eingebauter 16 pl Flusszelle, und einem UV-Detektor (Modell 486,
Waters) mit eingebauter 8 pl Flusszelle. Als S#ule wurde eine Chromcart CC250/4 Nucleosil
50-5 (5 pm, 50 A, 250 x 4 mm ID) mit einer 8 x 4 mm ID Nucleosil 50-5 Vorsiule
(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) bzw. eine Hypersil Silica 120-5 (5 pm, 120 A, 100 x
2.1 mm ID) (Hypersil, Runcorn, England) verwendet. Die Thermostatisierung erfolgte durch
ein Wasserbad.

Fiir die umkehrphasenchromatographischen Trennungen wurde ein Niederdruckgradienten-
system (Modell 616, Waters) gesteuert von einem Controller (Modell 600S, Waters), einem
automatischen Probenaufgeber (Modell 717 plus, Waters), einem Photodiodenarraydetektor
(Modell 996, Waters) verwendet. Als Saule diente eine Phenomenex (5 um, 100 A, 250 x 2
mm ID) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) bzw. eine Hypersil BDS-CI8 (5 um, 100 A, 250
x 1 mm ID) (Grom, Herrenberg-Kayh, Deutschland). Die Thermostatisierung erfolgte durch
einen externen Saulenofen (Modell TC 1900 HPLC Temperaturkontroller, ICI, Welshpool,
Australien).

Atmosphdrendruckionisations-Massenspektrometrie (APCI-MS) gekoppelt mit Hochleistungs-
Jlissigkeitschromatographie (HPLC): Fir HPLC-MS/MS Experimente wurde ein
Niederdruckgradientenpumpensystem (Modell Rheos 2000, Flux, Karlskoga, Schweden), ein
Entgaser (Knauer, Berlin, Deutschland), ein Mikroinjektor (Modell CC00030, Valco,
Houston, TX, USA) mit einer 5 pl Ladeschleife und ein variabler Wellenldngendetektor
(Modell Linear UV-VIS 200, Linear Instruments, Fremont, CA, USA) mit einer 1.2 pl
Flusszelle verbunden mit einem Ionenfallen-Massenspektrometer (Modell LCQ, Finnigan,
San Jose, CA, USA) verwendet. -

Probenayfbereitung: Die Aufbereitung der einzelnen Proben wurde in Anlehnung an die
Literatur durchgefiihrt (5,6).

Ergebnisse und Diskussion
Tocopherole wurden nach erfolgter Normalphasentrennung in verschiedenen Probenmatrices

mittels UV-Absorptions und Fluoreszenzdetektion bestimmt (Abbildung 2). Dabei erwies
sich die Fluoreszenzdetektion um einen Faktor zehn empfindlicher.
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Schlieflich wurden sowohl das Umkehrphasen- als auch das Normalphasen-HPLC-System
mittels eines Atmosphérendruckionisationsinterfaces (APCI) an ein Massenspekirometer
(MS) gekoppelt. Dadurch konnte eine wesentlich selektivere Bestimmung der Tocopherole -
speziell in sehr komplex zusammengesetzten Probenmatrices durchgefiihrt werden. Dabei
zeigte das Normalphasensystem (Abbildung 4) eine um den Faktor zehn geringere
Empfindlichkeit als das Umkehrphasensystem (Abbildung 5).
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Abbildung 4 Normalphasen (NP)-HPLC-APCI-MS
Bestimmung eines Standardgemisches bestehend
aus vier Tocopherolen (a., B, v, 8).

Stiule, Hypersil 120-5 (5 pm, 120 A, 100 x 2.1 mm
ID); Mobile Phase, Isooktan/1,4-Dioxan (97/3 v/v);
Flussrate, 0.2 m{/min; Temperatur, 25°C.
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Abbildung 5 Umkehrphasen (RP)-HPLC-APCI-
MS  Bestimmung eines  Standardgemisches
bestehend aus drei Tocopherolen (6,v, ), a-
Tocopherylacetat und Nicotinat.

Siule, Hypersil BDS C18 (3 um, 130 A, 250 x
1 mm ID); Mobile Phase, Methanol; Flussrate, 80
pl/min; Temperatur, 25°C.

Die Trennung aller Komponenten erfolgte dabei in weniger als zwolf Minuten. SchlieBlich
wurden die Nachweisgrenzen der Tocopherole unter Verwendung der unterschiedlichen
Detektionsmethoden verglichen (Tabelle 1). Das niedrigste Detektionslimit wurde dabei fir
a-Tocopherol bei 120 femtomol gefunden. Im Falle der Kopplung HPLC-APCI-MS wurde fiir
jedes Tocopherol ein unterschiedliches Detektionslimit gefunden.
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Quantitative-Nah-Infrarot-Transflexions-Spektroskopie
(NIRS) Untersuchungen am Rotwein

W. Guggenbichler', G. Stecher', C.W. Huck', N. Basener’, G.K. Bonn'
! Institut fiir Analytsche Chemie und Radiochemie, Leopold-Frannzens Universitit
Innsbruck, Innrain 52a, 6020 Insbruck, Osterreich
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Quantitative Near-Infrared-Transflectance-Spectroscopy (NIRS) of Red Wine

Point of resrearch is a series of red wines from different vines. Several clinical studies have
shown that phenolic compounds are responsible for health benefits. Threrefore a fast and
rugged analytical method for the routine analysis of those compounds and other tanning
substances is desired. Near infrared transflectance spectroscopy (NIRS) offers the possibility
to determine physiological active compounds like resveratrol, flavonoids (e.g. quercetine)
and to control the solvent composition at the same time, wehereas the analysis times are very
short (only a few seconds). Normally, the content of wine ingredients is determined by
reversed-phase (RP) high-performance liquid chromatography (HPLC), which in our case
provides the reference data for the NIRS-determination. The NIRS calibration step is time
consuming, which is compensated by very short analysis times after validation of the
established method. The described analytical-spectroscopic method is therefore to raise the
efficiency in high quality red wine analysis for the wine manufacturing.

Address correspondence to: Dr. Christian Huck, Institute of Analytical Chemistry and
Radiochemistry, Leopold-Franzens-University Innsbruck, Innrain 52a, 6020-Innsbruck
Austria, Tel.: 0043 512 507 5195, Fax: 0043 507 2965 , EMail: christian.w.huck@uibk.ac.at

Ubersicht

Ziel der Untersuchungen ist eine Serie von Rotweinen, die von verschiedenen Reben
stammen. Wie verschiedene Studien gezeigt haben, sind phenolische Verbindungen
verantwortlich fiir die positiven Wirkungen auf das Gesundheitssystem (1). Daher ist eine
schnelle und stabile Analysenmethode von Weininhaltsstoffen sehr wichtig. Die Nah-Inrarot-
Transflexions-Spektroskopie (NIRS) bietet die Moglichkeit, den Gehalt physiologisch aktiver
Komponenten  wie  Resveratrol, Falvonoide (zB. Quercetin) und die
Losungsmittelzusammensetzung  durch eine einzige Messung zu bestimmen. Auf
konventionellem Wege werden Inhaltsstoffe im Rotwein mittels Umkehrphasen-(RP)-
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Diese Methode dient als
Referenzmethode zur Kalibrierung des NIR-Spektrometers (2). Die Kalibrierung des NIR-
Spektrometers ist sehr aufwendig. Dieser Zeitaufwand wird sehr schnell durch die sehr

175






Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 1 zeigt die NIR-Spektren von verschiedenen Rotweinen. Durch mathematische
Behandlung der Spektren und statistische Beurteilung konnte eine Kalibriergerade zur
Bestimmung des Wassergehaltes mit einem Korrelationkoeffizienten von 0.94 erstellt
werden. Um eine entsprechend stabile Kalibrierung zu erhalten wurden auch Weine mit
aufgenommen, die kurz vor dem ,,Umkippen” waren. Als Referenzmethode diente hierzu die
Karl-Fischer Titration (Abbildung 2).
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Abbildung 1 NIR-Spektren von verschiedenen Rotweinen

Die Erstellung einer Kalibriergerade fiir die Bestimmung des Ethanolgehaltes erfolgte nach
demselben Prinzip. Dabei wude eine Korrelation von 0.98 erhalten (Abbildeng 3). Die
Bestimmung des Ethanolgehaltes erfolgte gaschromatographisch. Nachdem die Temperatur
einen direkten Einflul auf die im nahen Infrarotbereich aufiretenden Ober- und
Kombinationsschwingungen besitzt, wurden die Spekiren bei einer konstanten Temperatur
von 22°C aufgenommen. Evaluierung der optischen Schichtdicke ergab ein
Korrelationsmaximum fiir die Bestimmung der Losungsmittelzusammensetzung bei 3 mm.
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Abbilduung 4 Umkehrphasen-HPLC Bestimmung von phenolischen Verbindungen
(Resveratrol) und Flavonoiden im Rotweinextrakt

Siule, Hypersil BDS Cg (3 pm, 100 A, 125 x 4 mm ID) mit einer 5 x 4 mm ID Vorsiule;
Mobile Phase; A=Bidest (900 g), Methanol (79 g), Phosphors&ure (10 ml); B=Bidest (600 g),
THF (267 g), Methanol (79 g), Phosphorsdure (10 ml); Gradient, 50-83.3%B in 10 min,
50%B in 11 min; FluBirate, 1 ml/min ; Temperatur, 50°C; Detektion, UV, 320 nm (trans-
Resveratrol), 280 nm (cis-Resveratrol), 377 nm (andere Flavonoide).
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Abbildung 5 Kalibriergerade fiir die Bestimmung des Resveratrolgehaltes

Der dreidimensionale Faktorenplot in Abbildung 6 zeigt die Aufirennung verschiedener
Rotweine in mehrere Wolken mit unterschiedlichem Wasser- und Ethanolgehalt. Daraus kann
entnommen werden, daf eine effiziente Quantifizierung des Losungsmittelgehaltes moglich
ist.
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Vergleich und Bewertung verschiedener Detektionsmethoden
fiir die HPLC-Bestimmung von Stilbenen und Flavonoiden
in Rotwein
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Evaluation of Detection Methods for the HPLC Determination of Stilbenes and Flavonoids:
The objective of the present study was to find out the best detection method for the
determination of the stilbene resveratrol and several flavonoids like quercetin, myricetin and
kaempferol in red wine. For this purpose an HPLC method for an efficient separation of wine
ingredients was established and furthermore UV-detection was compared with fluorescence-
and mass-spectrometric detection. The plot of peak area versus concentration showed for all
calibration standards good linearity (¥ > 0,999). Retention- times of standards, UV-spectra,
mass to charge ratio and fragmentation pathways were used for identifying the phenolic
structures in red wine.

Mag. Giinther Stecher, Institute of Analytical Chemistry und Radiochemistry, Leopold-
Franzens University of Innsbruck, Innrain 52a, A-6020 Innsbruck. Giinther.Stecher@uibk.ac.at

Verschiedene klinische Studien konnten in den letzten Jahren belegen, daB Alkohol und
phenolische Verbindungen wie Stilbene und Flavonoide fiir die gesundheitsfordernde
Wirkung des Rotweins verantwortlich sind (1,2). Besonders die positive Wirkung von
Resveratrol und Quercetin auf Herz und Kreislaufsystem, und somit ihre priventive Wirkung
vor Herzinfarkt werden hervorgehoben (3,4,5). Andererseits werden auch antikanzerogene
Eigenschaften dieser Verbindungen diskutiert. So konnte fiir Resveratrol eine hemmende
Wirkung in allen 3 Krebsstadien, also wihrend der Initiation, Promotion und Progression
bestimmter Krebsarten wie Prostata- (6) und Brustkrebs (7) und gegen Krebs im Mund- und
Rachenraum (8) nachgewiesen werden. Auch fiir Quercetin wurden entsprechende Ergebnisse
bereits publiziert. Diese Studien belegen die Wichtigkeit der Analytik auf diesem Gebiet, um
den Einsatz polyphenolischer Verbindungen im Sinne einer préventiven Vorsorgemedizin zu
rechtfertigen. Die regelmaflige Zufuhr von Flavonoiden und Stilbenen in Form von Wein,
aber auch in Form von Traubensiften, frischen Trauben oder Sultaninen ist somit essentiell,
um den Kérper vor verschiedenen Durchblutungserkrankungen bzw. auch Krebserkrankungen
bis zu einem gewissen Mafle schiitzen zu k&nnen.

Seit der ersten Arbeit, die das Vorkommen von Resveratrol in Rotwein dokumentiert (9), sind
eine Vielzahl von Publikationen tiber die Analytik polyphenolischer Verbindungen
erschienen. Organische Flissigextraktion (10,11), Festphasenextraktion (12) oder direkte
Injektionstechniken (12) wurden dabei fiir die Analytik von Resveratrol mittel GC, GC-MS
(10,12) oder HPLC (11) verwendet. Die meisten GC-Methoden setzten dabei eine
Derivatisierung der Proben voraus. Die Detektion wurde mittels Flammenionisation (10) oder
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Ergebnisse und Diskussion

Da die Aglykone der Flavonoide und Stilbene
relativ lipophil sind (Abb.I), werden sie
zwischen 6,5 und 14 Minuten in folgender
Reihenfolge eluiert: frans-Resveratrol (6,5
min), Myricetin (7,5 min), cis-Resveratrol
(8,5 min), Quercetin (11 min) und Kdmpferol
(13,5 min). Obwohl die Quantifizierung
mittels UV fiir frans-Resveratrol, Myricetin,
Quercetin und Kimpferol ohne Probleme
funktionierte, war die Detektion von cis-
Resveratrol bei 280 nm aufgrund des
Basislinienanstiegs schwierig. Deshalb wurde
cis-Resveratrol sowohl bei 280, als auch bei
320 nm detektiert. Die Peak-Zuordnung
erfolgte durch Vergleich der Retentionszeit
und des UV-Spektrums von Standard und
Realprobe.

Abb.1

Strukturen der untersuchten
Stilbene und Flavonoide:

a = frans-Resveratrol

b = cis-Resveratrol

c=

d = Quercetin

e = Kampferof

Fir die Kalibrierung wurden alle 4 Standardsubstanzen in Methanol geldst, auf 5
Konzentrationsstufen verdiinnt und je 3 mal bestimmt. Die erhaltenen Daten zeigten optimale
Linearitit fiir alle Verbindungen. In Tabelle 1 sind die Parameter der linearen Regression,
Korrelationskoeffizienten und Detektionslimits zusammengefalit.

Tab. 1. Kalibriergeraden, Korrelationskoeffizienten, Detektionslimits von Resveratrol, Myricetin,

Quercetin und Kédmpferol
SUBSTANZ | DETEKTIONS-| WELLENLANGE KALIBRIER- R LOD [ng]
METHODE GERADE

Resveratrol | UV-visible 320 nm y=127882x-23862 0,9999 [ 1,312

FLD Aex=330 nm, Aer=374 nm | y=239194x+4255,3 [0,9996 | 0,700

MS m/z=2274 y=9e+06x 0,9878 | 1,312 (full scan)
Myricetin UV-visible 377 nm y=83581x-16071 1 2,775

MS m/z=13174 y=2e4+07x 0,9928 | 1,387 (full scan)
Quercetin UV-visible 377 nm y=86972x-17345 0,9999 1,191

MS m/z =301,3 y=3e+07x 0,9910 | 0,397 (full scan)
Kiimpferol UV-visible 377 nm y=80444x-10752 0,9999 | 0,850

MS m/z=2854 y=4e+07x 0,9897 | 0,142 (full scan)

Die besten Korrelationskoeffizienten konnten mittels UV und Fluoreszenz erreicht werden,
fiir die Detektion mittels Massenspektrometer lagen die Werte zwischen 0,988 und 0,993. Wie
erwartet konnte in den meisten Fillen die tiefste Detektionsgrenze iiber LC-MS erreicht
werden. Nur die Detektion von Resveratrol mittels Fluoreszenz zeigte geringere Werte als das

Massenspektrometer im ,,full scan“ Modus.

Abbildung 2 a und b zeigen die Analyse eines Chianti (Italien, 1998) mittels UV- und
Fluoreszenzdetektion. Da GroBteil der Matrix innerhalb von 4 Minuten eluiert wurde, konnten
die Analyten ohne Probleme detektiert werden. Obwohl die Peakauflosung (peak resolution)
fir alle Verbindungen grsBer als 1,5 war, zeigte die Fluoreszenzdetektion fiir Resveratrol

keine Basislinientrennung.
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New HPLC and HPLC-MS/MS Method for the Determination of the Carotenoid Content in
Selected Vegetables and Fruits

Epidemologic studies have shown inverse correlation between the consumption of carotenoids
rich vegetables and the incidence of cancer. The most used analytical method is the reversed-
phase (RP) high-performance liquid chromatography (HPLC). In this work 17 mobile-phase
systems described in the literature and 6 RP-HPLC columns with differences in particle size
and porosity are evaluated. Derived from these results a new mobile-phase (acetonitrile, me-
thanol, chloroform, n-heptane) including solvent modifiers is presented, which allows an im-
proved and more efficient separation of carotenoids. From all columns tested the best chro-
matographic paramelers are found using a silica Cys (250 x 2 mm, 5 um, 100 A) column. For
the identification and quantification of carotenoids in complex sample matrices, which con-
tain additionally other UV-absorbing compounds, the optimized reversed-phase chroma-
tographic system is coupled to a mass spectrometer (HPLC-MS) using an atmospheric pres-
sure ionization (APCI) interface. In this work a total of 9 species of vegetables commonly
consumed in central europe are analyzed for their contents of carotenoids, namely lutein,
zeaxanthin, [-cryptoxanthin and [f-carotene, by RP-HPLC and RP-HPLC-MS/MS. It shows
that good sources of lutein is spinach, kale, broccoli, for fcarotene broccoli, spinach, kale,
carrots and tomatoes.

Address correspondence to:

Dr. Christian Huck, Institute of Analytical Chemistry and Radiochemistry, Leopold-Franzens
University of Innsbruck, Innrain 52a, 6020-Innshruck, Austria, Tel.: 0043 512 507 5195, Fax:
0043 512 507 2965, E-Mail: christian.w.huck@uibk.ac.at.
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Abbildung 1 Struktur der Carotinoide

Materialien und Methoden

Carotinoidstandards: Lutein, B-Carotin, sowie der interne Standard p-apo-8°-carotenal (trans)
wurden bei Fluka (Buchs, Schweiz) gekauft, Zeaxanthin und B-Cryptoxanthin bei Roth
(Karlsruhe, Deutschland). Alle weiteren verwendeten Losungsmittel und Chemikalien stam-
men von Merck (Darmstadt, Deutschland).

Hochleistungsfliissgkeitschromatographie (HPLC): Bei dem verwendeten HPLC-System
handelt es sich um ein LC-Module I (Waters, Milford, MA, USA) bestehend aus einem Nie-
derdruckgradientenpumpsystem, einer Heliumentgasung, einem Autosampler mit einer 200 pl
Ladeschleife und einem UV-Detektor (Modell 486, Waters) mit einer 10 pl FluBzelle. Die
Daten wurden von einem Datensystem erfasst (Millenium, Version 32, Waters). Saule: Phe-
nomenex Luna C18 (Spm, 100 A, 250 x2 mm ID, Torrance, CA, USA). Zum Thermostatisie-
ren wurde ein Wasserbad verwendet.

Atmosphdrendruckionisations-Massenspekirometrie  (APCI-MS) gekoppelt mit Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC): Fir HPLC-MS/MS Experimente wurde ein
Niederdruckgradientenpumpensystem (Modell Rheos 2000, Flux, Karlskoga, Schweden), ein
Entgaser (Knauer, Berlin, Deutschland), ein Mikroinjektor (Modell CC00030, Valco, Hous-
ton, TX, USA) mit einer 5 pl Ladeschleife, einem variablen Wellenlingendetektor (Modell
Linear UV-VIS 200, Linear Instruments, Fremont, CA, USA) mit einer 1.2 pl Flufizelle ver-
bunden mit einem Ionenfallen-Massenspektrometer (Modell LCQ, Finnigan, San Jose, CA,
USA) verwendet.

Probenvorbereitung: Die auf offentlichen Mirkten in Innsbruck erstandenen Gemiisearten
wurden folgend den Vorschltigen von Scott und Hart (14) mit einigen kleinen Anderungen
aufbereitet.

189






0.8=yv, 450 nm 4
AU

B-caratena

1870
caroten:

Karotte ?
ol

0.8—

o

o E'S

] ]

Tutein E Wtel anthin
a

pcarotane

Zmaxanthin
187D

0.4~ | H i
£ | somat 5
§ Spinat l)/
o—
0.5
0.25— 3
’ §
1 —~
(| Kohl £
-~
o
I | T T T T T
0 10 20 30 min 40

Abbildung 3 Bestimmung von Carotinoiden in Karotte (a), Spinat (b) und Kohl (c). Siule,
Phenomenex Luna Cig (5 pm, 100 A, 250 x 2 mm); Mobile Phase, ACN / MeOH (0.05%
TEA, 0.05 M NH,0OAc) / CHCl; / n-Heptan = 50/40/5/5 (v/¥) mit 0.1 % BHT; isokratisch;
FluBrate, 0.3 ml/min; Detektion, UV, 450 nm.
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Abbildung 4 HPLC-APCI-MS von Carotinoiden im Karottenextrakt. Scan; 85-100 amu in 1
sec; FluBrate, 0.2 ml/min; andere chromatographische Bedingungen wie in Abblidung 3.
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Gas chromatographic analysis of sulforaphane in broccoli:

Sulforaphane (1-isothiocyanato-4-methylsulfinylbutane) is formed by enzymatically induced
hydrolysis of glucoraphanine which represents the main component of glucosinolates in
broceoli. Several biological studies have demonstrated that this component exhibits a cancer
protective activity.

Samples of broccoli were minced, adjusted to pHG and incubated with commercially available
myrosinase (from sinapis alba). The disintegrated product was extracted with
dichloromethane . Afier distillation of the solvent the residue was dissolved in tert-butyl-
methyl ether. In this way stable samples to be measured were obtained. Gas chromatographic
determinations revealed good repeatability and linear detection. The limit of determination
was 0.3 ngr/ul.

Einleitung

Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass der Verzehr von Gemiise eine
gesundheitsfordernde Wirkung haben kann (1,2). Insbesondere die verschiedenen Kohlarten
der Gattung Brassica haben das Interesse der Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaftler
geweckt (3-5). In allen Brassicagemiisen, beispielsweise Weisskohl, Rotkohi, Wirsing,
Griinkohl, Chinakohl und Broccoli sind Glucosinolate enthalten, die beim Zerkleinemn des
pflanzlichen Gewebes, bei der Lebensmittelaufbereitung und beim Verzehr ein Spektrum von
Abbauprodukten durch enzymatisch induzierte Hydrolyse freisetzen (6).

Broccoli enthédlt neben anderen Glucosinolaten Methylsulfinylbutylglucosinolat (Glucora-
phanin), das durch Hydrolyse, gefolgt von einer Lossenumlagerung, zu Sulforaphan (1-
Isothio-cyanato-4-Methy!sulfinylbutan) abgebaut wird (Schemal).

Untersuchungen an Leberzellen und bei Rattenversuchen mit authentischem Sulforaphan
bestatigen die These, dass dieser Wirkstoff Phase2-Enzyme induziert und dadurch die
Kanzerogenese verhindert (7,8).

Mehrere Quellen zeigen, dass dem gaschromatographischen Nachweis von Sulforaphan in
Broccoliproben unsymmetrische Peakformen zu Grunde liegen, die eine qualifizierte Analyse
ausschliessen und eine Bestimmung im Spurenbereich nicht gestatten (9,10). Die vorliegende
Arbeit verfolgt die Absicht, eine empfindiiche, zuverlassige und zugleich robuste Nach-
weismethode fiir Sulforaphan in Broccoli vorzustellen.
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Ergebnisse

®  Sulforaphan kann mit guter Reproduzierbarkeit (Variationskoeffizient <5%) aus
der Matrix des pflanzlichen Materials extrahiert und gaschromatographisch
bestimmt werden (s. Bild 1).

®  Die Detektion erfolgt linear im Bereich von 0,5 bis 25 ng chromatographierter
Masse (lin. Korrelationskoeffizient >0,99).

®  Die Bestimmungsgrenze liegt bei ca. 0,3 ng/pl in der Messlosung.

1.5
Sulforaphan
mv / (ing)
1.0 9
f)
: st e

03 AN

0.0
7.5 8.0 8.5 min 9.0
Bild 1: Ausschnitt eines typischen Chromatogrammes einer Broccoliprobe
(1.St..interner Standard, 7: nicht identifizierte Peaks)
Ausblick

®  Esist beabsichtigt, durch Bestimmung des Glucoraphaningehaltes in Broccoli die
Vollstindigkeit der enzyminduzierten Umwandlung von Glucoraphanin zu
Sulforaphan nach dem EU-Standardverfahren (12) zu iiberprifen.

®  Die Anwendung des beschriebenen Verfahrens auf die enzymatische Hydrolyse in
verwandten Kobhlarten, beispielsweise dic Umwandlung von Glucobrassicin zu
Indolylacetonitril in Rotkohl, wird ins Auge gefasst.
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Possibility of Determination Forgery of Roast Ground Coffee
by Analysis Contents of Mineral Matters
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Abstract

On the Yugoslav market for the last couple of years expansion of private stores for roasting and
grounding coffee has happened. Many cases of falsification are evident. Yugoslavian book of
regulations allows the use of surrogates with required declaration. For determination of forgery
of roast ground coffee Association of Official Analytical Chemists proposes a method for
microscopic and macroscopic examination (1).

It is possible to detect the presence of different components of food according to the content of
mineral matters (2). The possibility of forgery determination in roast ground coffee by analysis
the contents of K, Na, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Co and Cr was investigated in this paper.

Corresponding author. Brizita Djordjevic, Inst of Bromatology, Faculty of Pharmacy, 430,
Vojvode Stepe, 11000 Belgrade, Yugoslavia

MATERIALS AND METHODS

The samples {57) of roast, ground coffees were purchased from the private stores in
the Yugoslav market. There was not any information on the types of coffee and
localization of where it was grown. The forgery detection was based upon the
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Table 3. Difference of content mineral matter between roast ground coffee and
forgery

Element Difference Between Siguificance of difference | Computed t Significance
Means for statistic Level
p=0.05
K 7228 yes 6.138 1.7966E-7
Na 19.57 no 1.4767 0.1454
Ca 365.1 yes 4.8209 1.1760E-5
Mg 487.4 yes 5.1825 3.2839E-6
Cu 3.956 yes 8.1346 5.262E-11
Ni -0.027 no -0.4397 0.6618
Fe -6.017 no -1.5708 0.1219
Mn -4.56 yes -2.0252 0.0477
Co 0.046 yes 4.0077 1.8608E-4
Cr 0.019 no 0.06449 0.5216
Zn -16.18 yes -13.881 0
CONCLUSIONS

The obtained resuits for content of K, Ca, Mg and Fe in roast ground coffee are in
correlation with McCance and Widowson data, whereas for copper we obtained a
60% higher value, and for Na we obtained 5 times lower value.

The high relative standard deviation for the content of Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, Mg, Na
and K in the forged roast ground coffee could be explained with different quantity
of added grains.

Statistical analysis of data showed significant differences for the content of Ca, Mn,
Zn, Ca, Mg and K, for the “correct” coffee and forgery. Forgeries contain more Zn
and Mn, and less Cu, Ca, Mg and K, than “correct” coffee.

The major finding of this study is that the higher level for Zn than 10 mg/kg,
indicates the possibility that coffee 1s forged. Simultaneously, reduced contents of
Cu, Ca and K are the complementary confirmation. We can conclude that
determination of minerals’ matter could be of importance in identifying forgery
coffees.
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Comparison of trans-resveratrol biosyntltesis in the leaves of different potato
(Solanum tuberosum L.) cultivars after UV-irradiation

The stilbene trans-resveratrol (3,5,4 -trihydroxistilbene) is a phytoalexin induced by infection
with pathogen fungi or abiotic stressors like sugars, heavy metal ions or short wave UV
radiation. In potatoes it has been shown, that it is possible to induce the trans-resveratrol
biosynthesis by infection with Phytophthora infestans or inoculation with pmg-elicitor. We
investigated the UV-induced trans-resveratrol accumulation in the leaves of in vitro- and
greenhouse grown potatoes of 7 different genotypes. The trans-resveratrol biosynthesis was
UV-inducible. Maximum of trans-resveratrol formation was measured after 6 min UV
irradiation and 2 days incubation (in darkness; 25°C).

EINLEITUNG

Das trans-Resveratrol (3,5,4"-Trihydroxistilben) ist ein Phytoalexin. Diese Gruppe von
niedermolekularen organischen Substanzen ist induzierbar und antimikrobiell wirksam. So
kann das frans-Resveratrol im Wein (Vitis vinifera) als Antwortreaktion auf Pilzbefall und
Pmg-Elicitor oder auf abiotische Elicitoren wie verschiedene Zucker (Glucose, Fructose,
Galaktarsdure), lonen (Al”und Cu*") und kurzwellige UV-Strahlung gebildet werden
(Langcake und Pryce, 1977; Blaich und Bachmann, 1980; Stein und Hoos, 1984; Dercks und
Creasy, 1989; Adrian et al., 1996).

Ein weiterer bedeutender Aspekt beim frans-Resveratrol ist seine pharmakologische Wirkung.
So reicht hier das Wirkungsspektrum von Entziindungshemmung bei bakteriellen und
pilzlichen Erkrankungen (Trela und Waterhouse, 1996), Hemmung préneoplastischer
Mammatumoren durch seine oestrogenihnliche Struktur (Gehm et al., 1997), Einleitung der
Apoptose in humanen Leukdmiezellen (Synold und Doroshow, 1998) bis hin zur Senkung des
koronaren Herz/Kreislaufrisikos durch eine HDIL-Cholesterinerhdhung und Inhibierung der
Thrombocytenaggregation (Soleas et al., 1997).

Durch Stahl et al. (1996) konnte die frans-Resveratrolsynthese in Knollen und Blattern des
"Grundnahrungsmittels" Kartoffel (Solanum tuberosum 1.. ¢v." Desireé”) nach Infektion mit
Phytophthora infestans sowie Inokulation mit Pmg-Elicitor nachgewiesen werden.
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Verteilung von Ascorbinsdure und Dehydroascorbinséure in
Apfeln der Sorte ,Bracburn*
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Distribution of ascorbic acid and dehydroascorbic acid in ,Braeburn‘ apples

Abstract

High-performance liquid chromatography was applied to the determination of ascorbic acid
(AA) and dehydroascorbic acid (DHA) in different sectors of Braeburn apples. DHA was
determined after reduction to ascorbic acid with dithiothreitol, The results pointed to
quantitative differences in the concentrations of AA and DHA in different parts of the apples:
peel, cortex, core at the light side and shadow side of the stem half and the calyx half
Concentrations of AA were higher in more coloured fruits than in poorly coloured fruits. AA
content is 5-fold higher in peel than in core. The distribution of DHA component in apples
didn’t show a continuity as the distribution of AA content. High concentrations of DHA
fraction was found in highly coloured fruits. The content of DHA in core, however, was very
low or absent. The ratio DHA/AA as indicator for the redox status was similar in peel and
cortex in highly coloured fruits and in poorly coloured fruits.

Einleitung

Ascorbinsdure (AA) ist ein erndhrungsphysiologisch bedeutsamer Bestandteil in
Apfelfriichten und spielt im zelleigenen Abwehrsystem gegeniiber freien Radikalen eine
wesentliche Rolle. Ascorbinsdure kann mit reaktiven Sauerstoffspezies reagieren und wird
dabei selbst unter Inaktivierung von zwei Aquivalenten freier Radikale zur
Dehydroascorbinsiure (DHA) oxidiert. DHA ist nicht sehr reaktiv, was eine Voraussetzung
fir ein effizientes Antioxidanz ist, andererseits kann DHA in einem Reaktionszyklus zu AA
zuriickreduziert werden (Foyer und Halliwell, 1976). Kann aufgrund von Stoffwechsel-
storungen in den Zellen DHA nicht mehr in AA zuriickverwandelt werden, dann wird DHA in
die nichste Abbaustufe zu 2,3-Diketogulonsdure iiberfiihrt, was eine irreversible Reaktion ist.
Der DHA-Anteil in Pflanzengewebe kann in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren wie
Alterungsprozess, pH-Wert in den Zellen, Temperatur, Lagerungsbedingungen hoher als der
AA-Anteil sein (Mc Gill et al., 1966, Gil et al., 1999), aber die Vitamin C-Wirksamkeit geht
dabei nicht verloren. Da der iiberwiegende Teil an Vitamin C in den Friichten als AA vorliegt,
beschrénkt sich die Bestimmung oft nur auf diese Komponente. Der Quotient DHA/AA spielt
eine wichtige Rolle als Indikator fiir den Redox-Status von Zellen (Sofic et al, 1991;
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Ergebnisse und Diskussioun:

mg/100g FS

Abb. 2: Vergleich des Gehalts an Vitamin C in verschiedenen Fruchtsektoren von Apfeln
Braeburn Q1 (>90 % Deckfarbe) und Bracburn Q2 (<30 % Deckfarbe)

Die Untersuchungen erfolgten an Braeburn-Apfeln, einer Sorte, die sich durch iiberdurch-
schnittlich hohe Vitamin C Werte auszeichnet.

Die Ergebnisse zeigten, dass gut ausgefirbte Apfel einen deutlich hoheren Gehalt an AA und
Vitamin C aufweisen als schwach ausgefirbte Apfel (Abb. 2). In der Kelchpartie (auflen,
Mitte, innen) auf der Sonnenseite der Apfel war deutlich mehr Vitamin C nachweisbar als auf
der Schattenseite (Abb. 3). Nach einer langeren Periode der Sonneneinstrahlung beinhalten
stirker belichtete Blitter einen hoheren Gehalt an Ascorbinsdure als weniger stark belichtete
Blitter (Foyer, 1993) und der Gehalt an AA in den Friichten ist ebenfalls héher (Stoll, 1997).
In der Stielpartie war die gemessene Konzentration an Vitamin C leicht niedriger als in der
Kelchpartie (Abb. 3). Ausgehend vom Fruchtschalenbereich nahm die Konzentration an AA
nach innen zum Kernhaus hin um etwa das fisnffache ab. Die hichsten Gehalte an Vitamin C
waren bei Braeburn Q1 in der Kelchpartie nachweisbar (31,4 mg/100 g FS).

Die Verteilung der DHA-Fraktion in den untersuchten Fruchtsektoren zeigte dagegen keine so
schliissige Kontinuitat wie die der AA-Fraktion,

AA wird reversibel zu DHA oxidiert. Diese Reaktion wird stark vom pH-Wert beeinflusst,
und schon eine geringere Sauerstoffmenge kann das Reaktionsgleichgewicht dndern (Mc Gill
et al., 1966; Lykkesfeldt et al., 1995; Levine et al., 1999). Wir fanden in allen untersuchten
Fruchtsektoren eine hohe Konzentration an AA und eine niedrigere Konzentration an DHA,
was in der Literatur als natiirliches Gleichgewicht in Friichten und Blattemn beschrieben wird
(Agar, 1991; Gil et al., 1999). Die hochsten Werte an DHA wurden bei Braeburn Q1 im
Schalenbereich der Stielhiilfie gemessen (bis 7 mg DHA/100g FS). Im Kemhausbereich war
kaum DHA nachweisbar, was vermutlich auf eine geringere Aktivitit der Redox-Reaktion
zuriickzufithren war. Der Quotient DHA/AA als Indikator fiir die antioxidative Reaktion war
bei Braeburn Q1 und Q2 fiir den Bereich Fruchtschale als auch fiir den Bereich Fruchtfleisch
praktisch gleich (Tab. 1).
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Aminosduren - Funktionelle Inhaltsstoffe von Pflanzenprotein

Veranderungen der Aminosiurengehalte von weilen Bohnen
in Abhéngigkeit von den Kulturbedingungen
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Amino Acids - Funktional Components of Plant Protein; Changes of Amino Acid Content of
Haricot Beans Under Different Cultivation Conditions

Haricot beans from biodynamic and from hydroponic (without earth) cultivation were analy-
sed for their amino acid content. The hydroponic cultivars produced higher kjehldal nitrogen
content and total essential amino acid content. The biodynamic cultivars produced a more
balanced amino acid content and therfore a higher chemical-score-value of protein quality,

Biodymamisch und in Hydrokultur (erdelos) gezogene weisse Bohnen aus kontrolliertem An-
bauversuch wurden auf ihre Aminosiurengehalte untersucht. Die Auswertung des Chemical-
Score ergab bei den erdelos gezogenen Proben zwar hohere Rohproteingehalte und eine hohe-
re Gesamtsumme an essentiellen Aminoséuren, die biodynamisch gezogenen Bohnen wiesen
jedoch eine ausgewogenere Aminosiurenverteilung und damit einen hoheren Chemical-
Score-Wert der Proteinqualitiit auf.

Die erndhrungsphysiologische Funktion von Lebensmittelprotein besteht nach derzeitiger
Kenntnis in der Versorgung des menschlichen Organismus mit essentiellen Aminoséuren so-
wie der Deckung des Gesamtstickstoffbedarfs zum Aufbau korpereigener Eiweisse und ande-
rer Verbindungen, die zum normalen Wachstum und Leben des Organismus erforderlich sind
(Pellet/Young 1988). Bestimmte Aminoséuren sind u.a. in ihrer Funktion als Vorstufen von
Neurotransmittern als funktionelle Inhaltsstoffe anzusehen (Scheller 1997). Zur Auswertung
der Ergebnisse der chemischen Untersuchung werden die gefundenen Aminoséurengehalte in

Bezug zum theoretisch ermittelten Bedarf (Referenzprotein) abgeleitet. Das hier angewandte
Verfahren des Chemical-Score-Wertes wurde von der FAO zur Abschitzung der Proteinqua-
litéit verschiedener Lebensmittelproteine auf Basis der chemisch bestimmbaren Aminosiuren-
gehalte vorgeschlagen (FAO 1973). In der Ernihrungslehre ist es als ein Verfahren zur Ab-
schitzung der Proteinqualitit bekannt (Elmadfa/Leitzmann 1990)

Zur Frage méglicher Qualititsunterschiede pflanzlicher Lebensmittel aus erdelosem (hors sol)
Anbau (hs) im Vergleich zu biodynamischem Anbau (bd) war in den Jahren 1997 und 1998
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Stickstoffgehalte Bohnen biodyn/erdelos 1. Probenserie
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Quality of Summer Carrots from a Biodynamic Breeding Project

Abstract

14 different varieties of summer carrots (modern cultivars and selected types, F1-Hybrids)
were grown in 1998. After only one year of selection the types MICHEL (Bauer) and FRUH-
BUND (Bauer) selected from the modemn cultivars MICHEL (Sperli) and FRUHBUND
(Sperli) showed higher contents of dry matter, N, P, K, S, Mg, Ca and saccharosis and lower
contents of nitrate and monosaccharides. This progress was related to an improved maturity of
the crop. This development can be regarded as a better degree of maturity.

Einleitung

Die Diingungs- und damit auch die Néhrstoffverhiltnisse des biologisch-dynamischen sind
von denen des konventionellen Landbaus sehr verschieden. Schon aus diesem Grunde ist zu
vermuten, daBl Sorten, die auf nahrstoffreichen Boden konventioneller Ziichtungsbetriebe se-
lektiert werden, nicht zwangsliufig fiir die Verhiltnisse des okologischen Landbaus geeignet
sein miissen. Zudem werden flir biologisch-dynamische Produkte hinsichtlich ihrer anzustre-
benden Qualititseigenschaften durchaus andere Schwerpunkte gesetzt: Eigenschaften, die ei-
ne geniigende Ausreifung und Bewiltigung des inneren Stoffwechsels der Pflanze anzeigen
(z.B. niedrigere Nitrat- und hohere Zuckergehalte), werden neben den Zielen hoher Ernte-
mengen und technologischer Eigenschaften des Produkts (zB. einheitliche GroBe) vor- bzw.
gleichrangig verfolgt.

Aus diesen Grinden ist es sehr zu begriiBen, daB seit einigen Jahren die biologisch-
dynamische Ziichtungsarbeiten an Gemiise- und Getreidesorten sowie die Untersuchungen
diesbeziiglich intensiviert wurden (z.B. FLECK 2000, HAGEL 1997, HAGEL 1998 a und b).
An dieser Stelle soll iiber die Untersuchung von Friilhmshren aus einem biologisch-
dynamischen Ziichtungsprojekt berichtet werden.
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Tab. 1: Trockenmasse (TM), % Trockenmasseverluste im Zersetzungstest (TMV), N-Gehalt in FM (% N), ppm Nitrat in FM (NO3), Mineral-
stoffgehalte (ppm in FM), Glucose (GLU), Fructose (FRU), Monosaccharide (MS), Saccharose (SAC), Gesamtzucker (GZ), % Monosaccha-
ride vom Gesamtzucker von Frithmohren (% MS). Zuckergehalte in % der FM.

Sorte ™ TMV %N NO3 Ca K P S Mg Na GLU FRU MS SAC GZ %MS
MICHEL (Bauer) 12,1 56 0,16 115 469 2333 359 226 131 484 1,67 1,30 2,97 283 579 512
MICHEL (Sperli) 10,5 53 0,12 155 419 1976 273 189 125 517 2,15 1,70 3,85 2,02 587 656
FRUHBUND (Bauer) 12,1 51 0,14 156 422 2271 259 228 125 467 2,06 1,66 3,72 2,94 667 559
FRUHBUND (Sperli) 10,8 46 0,12 186 385 1941 258 179 117 428 2,15 1,76 3,92 228 6,19 632
ERSTLING 10,8 55 0,16 171 411 2081 291 201 117 325 2,42 1,93 436 1,83 619 70,4
AMSTERD. FINGER 113 56 0,15 298 441 2323 314 166 115 351 2,34 2,14 448 150 599 74,9
NANTESKA 11,3 57 0,16 140 422 2658 333 190 130 199 1,95 1,63 3,58 239 597 59,9
SCARLET NANTES 9,8 50 0,12 265 423 1523 270 190 106 472 2,42 1,91 433 191 623 694
NANTES FANCY 10,5 46 0,12 161 395 1845 280 179 121 349 2,51 1,99 4,50 192 642 70,1
FANAL 9,9 52 0,12 180 419 1902 271 181 123 403 249 1,99 448 1,89 637 704
BABYLONG AD TREIB | 10,8 51 0,14 165 385 2297 275 171 105 236 2,35 183 4,18 2,13 630 663
BOLERO F1 11,4 45 0,11 112 383 1930 228 131 93 365 2,15 1,72 3,87 2,99 686 56,4
ANGLIA F1 98 49 0,11 137 359 1632 229 155 98 441 235 1,73 408 2,02 610 669
NANDA F1 110 48 0,12 128 393 1695 249 158 104 479 224 162 3.86 285 672 57.5







cher niedrige Werte auf. Zwischen den N- und den Nitratgehalten aller Varianten bestand kei-
ne Beziechung. Dagegen wurde eine enge negative Beziehung zwischen den Nitrat- und den
Saccharosegehalten beobachtet (r2 = 49 %).

Die Selektionsarbeit fithrte auch zu fast durchweg hoheren Mineralstoffgehalten (Tab. 1). Da-
bei fielen die relativen Zuwichse fur P, K, S, Mg und Ca je nach Element und ausgelesener
Variante (MICHEL (Bauer) bzw. FRUHBUND (Bauer)) unterschiedlich hoch aus (Abb. 1):
Mit, im Vergleich zu den Ausgangssorten um 4 — 7 % héheren Gehalten, lagen die Steigerun-
gen fiir Mg in eher bescheidenem Rahmen.

Ob die o.a. bessere Gewebestruktur und Safthaltefdhigkeit des zerkleinerten Mohrenmaterials
mit den um 9 — 12 % hoheren Ca-Gehalten und einem evt. hdheren Veresterungsgrad des Pek-
tins in Beziehung stehen, bedarf niherer Untersuchung. Die Steigerungen fiir P waren mit 31
% fiir MICHEL (Bauer) betrichtlich, fiir FRUHBUND (Bauer) dagegen war mit einem relati-
ven Zuwachs von nur 1 % kein Zichtungserfolg zu verzeichnen. Auch fiir S fielen die Zu-
wiichse mit 19 — 27 % unterschiedlich aus. Die Zuwiachse fiir das mengenméBig bei weitem
dominierende Element K fielen mit 17 und 18 % nennenswert aus, unterschieden sich aber
kaum. Mohren mit hoheren K-Gehalten wiesen auch hohere TM-Gehalte (12 = 50 %) auf.
Auch zwischen den N- und den K-Gehalten (r? = 72 %), den N- und P-Gehalten (> = 76 %)
sowie den S- und Mg-Gehalten (r?> = 46 %) bestanden, z.T. enge, positive Beziehungen.

Im Gegensatz zu den untersuchten Herbstmohren dieses Ziichtungsprojektes (s. Beitrag in
diesem Tagungsband) standen die Trockenmasseverluste im Zersetzungstest der Friihmohren
in starker positiver Beziehung zum N-Gehalt (r* = 72 %) sowie den Gehalten der Mineralstof-
fe P, K, S, Mg und Ca (r2 = 40 — 67 %). Deshalb konnte eine Nihrstoffwirkung auf die an den
zerkleinerten Mohren sich entwickelnden Mikroorganismen vermutet werden. Dagegen
spricht allerdings eine starke negative Beziehung zwischen den Gesamtzuckergehalten und
den Trockenmasseverlusten (2= 46 %).

Fazit

Durch nur einmalige Selektion konnte der Gehalt an Trockenmasse, N, P, K, S, Mg, Ca und
Saccharose, der aus den konventionellen Ausgangssorten MICHEL (Sperli) und FRUHBUND
(Sperli) selektierten Mohrenlinien MICHEL (Bauer) und FRUHBUND (Bauer), betrichtlich
gesteigert werden. Diese Entwicklung diirfte auf einen besseren Reifegrad zuriickzufiihren
sein.
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Quality of Autumn Carrots from a Biodynamic Breeding Project

Abstract

The lines RODELIKA 97 (Bauer), RODELIKA 95 (Bauer) and RODELIKA 97 NUSSIG
(Bauer) were selected from 3 and 4 generations, respectively of the conventional cultivar
ROTHILD (Hild). These lines showed considerably increased levels of dry matter, saccharo-
sis, total sugar and several plant nutritients (P, K, Mg). The content of nitrate and monosac-
charides was decreased. Besides these lines the quality of other open pollinating cultivars as
well as Fl-hybrids was examined.

Einleitung

Die Diingungs- und damit auch die Nahrstoffverhiltnisse des biologisch-dynamischen sind
von denen des konventionellen Landbaus sehr verschieden. Schon aus diesem Grunde ist zu
vermuten, daB Sorten, die unter den mit Nihrstoffen reichlich versorgten Bodenverhiltnissen
konventioneller Zuchtungsbetriebe selektiert werden, nicht unbedingt fur die Verhaltnisse des
oOkologischen Landbaus geeignet sein miissen. Zudem konnen fiir biologisch-dynamische
Produkte hinsichtlich ihrer anzustrebenden Qualititseigenschaften durchaus anderere Schwer-
punkte gesetzt werden. Eigenschaften, die eine geniigende Ausreifung und Bewiiltigung des
inneren Stoffwechsels der Pflanze anzeigen (z.B. niedrigere Nitrat und héhere Zuckergehalte),
werden neben den Zielen hoher Erntemengen und technologischer Eigenschafien des Pro-
dukts (z B. einheitliche GroBe) vor- bzw. gleichrangig verfolgt.

Sehr bedenklich erscheint, daB seit ca. 15 Jahren der Anteil von tiber Inzuchtlinien erhaltenen
Hybridsorten nicht nur in den gemeinsamen Sortenkatalogen der EU sondemn auch in der Pra-
xis des 6kologischen Land- und Gartenbaus stindig gestiegen ist. Hybridsorten weisen bis zu
40 % hohere Ertrige als samenfeste Sorten auf. Auf diesem Wege kommt eine Betonung von
massebildenden Wachstumsfaktoren iiber die Hintertiir der Ziichtung wieder in den Organi-
schen Landbau hinein, nachdem ihr {iber das Hauptportal der Diingung der Zugang verwehrt
wurde, denn der Einsatz leichtlsticher mineralischer und vor allem N-haltiger Diinger ist in
dieser Bewirtschaftungsmethode untersagt. Ob dies unter Einbeziehung menschenkundlicher
Gesichtspunkte in den Qualititsbegriff (HAGEL 1992) positiv zu bewerten ist, ist mehr als
fraglich.
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saccharide am Gesamtzucker von nur 12,9 % welist auf eine sehr gute Ausreife hin und wird
von keiner der anderen Varianten dieses Sortimentes unterschritten. Dabei unterschieden sich
die Einzelmohrengewichte dieser beiden Varianten nicht. Ein Vergleich der Inhaltsstoffe der
im Jahre 1997 selektierten Linie RODELIKA 97 mit der eine Generation frither durchgefiihr-
ten Selektion RODELIKA 95 demonstriert einen nochmaligen deutlichen Zichtungsfort-
schritt hinsichtlich der Qualititsparameter Trockenmasse, Nitrat, Zucker, Mineralstoffe. Da-
gegen weist die wegen ihres speziellen aromatisch-nussigen Geschmacks selektierte Linie
RODELIKA NUSSIG 97 hinsichtlich Trockenmasse und Zuckergehalte vergleichsweise noch
Verbesserungsméglichkeiten auf. Allerdings wies sie zusammen mit RODELIKA 97 mit 91
bzw. 80 ppm die niedrigsten Nitratgehalte aller Varianten auf.

Hervorzuheben ist, daf3 auch hinsichtlich der Mineralstoffgehalte K, P, S, und Mg alle aus der
Sorte ROTHILD (Hild) erhaltenen Selektionen durchweg hohere Gehalte (relativ zwischen 6
und 49 % (Abb. 1)) aufwiesen (Tab. 1). Dies betraf vor allem die Elemente K und P mit rela-
tiven Steigerungen zwischen 32 — 49 % (Abb. 1). Nur die Selektion RODELIKA 97 (Bauer)
wies auch (um relativ 34 und 28 %) bedeutend hohere P- und S-Gehalte auf. Dieses hohere
Mineralstoffaneignungsvermogen ist neben den o.a. Qualititsaspekten hoherer Trockenmasse,
Saccharose- und Gesamtzuckergehalte ein weiteres Merkmal, das diese Selektionen fiir den
Anbau im okologischen Landbau mit seinem reduzierten Diingungsniveau auszeichnet. Die
Steigerung der Mineralstoffgehalte ist allerdings bemerkenswert, da im Ziichtungsprozef3 nur
iiber sensorisch erfaBbare Kriterien (z.B. Farbe und Geschmack der Ribe, s.0.), d.h. ohne
weitere analytische Hilfsmittel selektiert wurde. Offenbar wird iiber eine ziichterische Beto-
nung dieser Merkmale gleichzeitig auch die Mineralstoffaufnahme beeinflufit.

In einer friheren Arbeit an Mohren aus der biologisch-dynamischen und konventionellen
Praxis wurde eine starke Beziehung (r> = 46 — 58 %) zwischen P- und Saccharosegehalten be-
obachtet (HAGEL 1997). Die Beziehungen zwischen den verschiedenen Mineralstoffgehalten
P, K, S, Mg und Ca und den Zuckerparametern fiir die Herbstmohren dieses Sortimentes ver-
schiedener Sorten eines Standortes fielen allerdings mit BestimmtheitsmaBlen bis maximal
26 % sehr schwach aus.

Wihrend die Saccharose- und Gesamtzuckergehalte der Selektion ROBILA (Heinze) gegen-
iber der ahnlichen Sorte LANGE ROTE STUMPFE um 28 bzw. 14 % gesteigert wurden
(Tab. 1), lag der Nitratgehalt mit 280 ppm allerdings iiber dem fiir Babykost zugelassenen
Grenzwert von 250 ppm und um relativ 14 % iiber dem Wert dieser Ausgangssorte. Da zwi-
schen den N- und Nitratgehalten aller Varianten keine signifikante Beziehung bestand, schei-
den als Ursache dafiir die gegenitber LANGE ROTE STUMPFE um relativ 51 % héheren N-
Gehalte von ROBILA aus. Sehr uneinheitlich gestalteten sich die Verinderungen der ver-
schiedenen Mineralstoffe: Um 19 % hoheren Mg-Gehalten standen 12 % niedrigere P-Gehalte
gegenuber. Die Gehalte an K, S, Na und Ca waren dagegen nicht oder kaum verandert.

Bei den fiinf Hybridsorten dieses Versuches fallen deren mit 74 — 111 g z.T. sehr niedrigen
Einzelmohrengewichte auf. Die korrelativen Beziehungen dieses Parameters zu den tibrigen
untersuchten Eigenschaften wiesen aber nur BestimmtheitsmaBe bis maximal 34 % (Einzel-
mohrengewicht und TM) auf. Das Einzelmohrengewicht der Herbstméhren dieses Versuchs
war damit ohne Bedeutung fiir die Auspragung anderer Eigenschaften.
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Fruit quality (0 be influenced by a chosen rootstock ?

Abstract: Investigations with the apple cultivar Braeburn vt grafted on different rootstocks
proved the Russian breeding B.9 (=Budakovsky 9) to be very interesting. Braeburn apple
trees on B.9 rootstock were found as slow growing on rather dry locations. Also, less post
harvest disorders were found in Braeburn apples on B.9, especially less bitter pits.

1t is believed that the slow vegetative growth reduces the competition for calcium between the
shoots and the fruit. Moreover, the trees on B.9 rootstock produced the main root tips during
that phase while calcium is carried from the roots to the developing fruit.

Unterlagensituation im Obstbau

Der Obstanbauer sucht Schwachwuchs induzierende Unterlagen, weil sie die Rentabilitit des
Anbaus férdern.

Mit der Unterlage M9, hervorgegangen aus dem Zufallssimling ‘Gelber Metzer Paradies-
apfel’ (aus Frankreich, 1879), steht eine schwachwachsende Unterlage zur Verfiigung, die
viele Vorteile bietet und die sich deshalb in den zuriickliegenden 40 Jahren Europa-weit
durchsetzen konnte.
M9 hat leider auch Nachteile, z.B.:

- anfillig fiir Wiithlmiuse, Blutliuse, Krebs, Staunisse;

- unter osteuropiisch-kontinentalen Bedingungen nicht ausreichend winterfrosthart;

- relativ starkwiichsig auf guten bzw. jungfraulichen Boden.

In vielen Lindern ist man auf der Suche nach einer neuen, Schwachwuchs induzierenden

Unterlage, die sich moglichst ideal auf das Wuchs- und Ertragsverhalten der aufveredelten
Sorte auswirkt.
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Pro Unterlage wurden jeweils 12 sehr homogene Baume in drei Wiederholungen gepflanzt,
auf 3,25 x 0,75 m Abstand.
Im Vergleich zum Standard M9 — T 337 standen:

- der diesem Standard ziemlich gleichwertige M9-Klon Pajam 1,

- die stirker als M9 wachsenden Unterlagen B 9, Mark 9 und M 26,

- sowie der etwas stirker wachsende M9-Klon Pajam 2.

Die Wachstums- und Ertragsleistungen sowie die Fruchtqualitit wurden aus der jeweiligen
Jahreserntemenge ermittelt.

Fiir die Wurzelmessung wurden — 15 cm vom Stamm entfernt — aus 10 bis 15 cm Tiefe vor-
sichtig die Feinwurzeln geldst und nach weiterer Reinigung der Messung zugefiihrt. Jeweils
12 Wurzelproben von einem Unterlagentyp wurden zu einer Mischprobe zusammengefasst.
AnschlieBend erfolgte mit dem Computer-Bildanalyse-Programm WIN RHIZO die Messung
der Gesamtlinge der Feinwurzeln, und zwar getrennt nach Dickenklassen von 0,5 mm, 1,0
mm, 1,5 mm und 2,0 mm Durchmesser, wobei die letzten beiden Dickenklassen der
Absicherung dienten, dass tatsichlich alle Wurzeln mit 0,5 bzw. 1,0 mm Durchmesser fiir den
Lingenvergleich vorliegen. Die graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe des Programms
POWER POINT. Unterschiedliche Wurzeldicken kann man farblich kennzeichnen. Es besteht
die Option, Verunreinigungen herauszufiltern. Uberlappende Wurzeln und Wurzelteile
werden erkannt, Langen, Durchmesser und Flichen der erfassten Feinwurzeln werden
berechnet.

Ergebnisse

Nach fiinf Standjahren prisentierten sich die sechs verwendeten Unterlagen nur teilweise mit
der erwarteten Wuchsleistung: die nach allgemeiner Praxiserfahrung etwas stirker als M 9
wachsende Unterlage B 9 blieb in unserer Anlage unter dem M 9 - Niveau (Darstellung 2,
rechte Siulen).

Der Ertrag — dargestellt als kumulierter Ertrag iiber die Jahre 1994 bis 1998 — korreliert
jedoch nicht mit der Kronenentwicklung (Darstellung 2, linke Sdulen).

Offensichtlich reagiert die Unterlage B 9 auf trockenem Standort mit schwacherem Wuchs,
ohne dass es zu nennenswerten Ertragseinbufien kommt. Diese Aussage muss relativiert wer-
den, denn beim Vergleich der einzelnen Jahreserntemengen zeigte sich deutlich, dass in den
sommerheiBen Jahren 1996 und 1998 die Sorte Braeburn vt auf der Unterlage B 9 weniger
Ertrag brachte als auf den zum Vergleich stehenden Unterlagen.

Mehr noch als die Erntemenge interessiert die Fruchtgesundheit, denn letztlich entscheidet der
Verkaufserlds iiber den Betriebserfolg des Obstanbauers. Bonitiert wurden deshalb Qualitits-
kriterien wie Zuckergehalt, Festigkeit und Gehalt an Apfelsdure (Darstellung 2), sowie
erkennbare physiologische Schiden bei der Auslagerung. Im Versuch werden alljahrlich des
weiteren die FruchtgréBe und die Fruchtfarbe erfasst. Insgesamt ergaben sich fiir die Sorte
Braeburn vt besonders positive Ergebnisse bei Veredlung auf B 9. Vor allem beeindruckt
der geringe Anteil stippiger Friichte (Darstellung 3).
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Darstellung 1: Ertragsentwicklung (kumulierte Ertrige 1994 — 1998) und Baumkronenvolumen bei
Braeburn vt auf sechs verschiedenen Unterlagen nach 5 Stand- bzw. Ertragsjahren

dt/ha bei 3700 Biumen m

65:7 1,00

1000 T 94239 il 931,66 920,44
848,78

800 T ——— 76923 0,80
800 T — b — 0,59 0,60
400 -1
200 1 —

ElKumulierter Ertrag 1994-1998 ElKronenvolumen 1998 .

M9 -T337 M9-Pajam1 M9 -Pajam2 B9 Mark 9

Darstellung 2: Pimprenelle-Daten fiir Braeburn vt auf verschiedenen Unterlagen
— Durchschnittswerte von 1997 bis 1999 —

MO-T337 M9-Pajam1 M9-Pajam2 B9 Mark 9 M 26
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Darstellung 3: Anteil stippiger Friichte (in %) an der Jahresernte 1997 bei Braeburn vt auf ver-
schiedenen Unterlagen, und Kalium- /Calcium- Verhdaltnis in den Friichten

Antell stippiger Frichte a-Verhiltnls in mg je 100 g
% il sti u K-C: rhaltnl 1 FS
100,00 35,060
1% Befall EIK-/Ca-Verhiltnls 3141
90,00 | —— 31,50
28,09
80,00 28,00
24,29
70,00 24,50
60,00 21,00
50,00 - 17,50
40,00 - 14,00
30,00 10,50
20,00 7,00
10,00 3,50
0,00 0,00

M 9-T 337 M 9-Pajam 1 M 9-Pajam 2 BS

Da das Aufireten von Stippe bekanntlich eng mit der Calcium- und auch Kalium-Versorgung
der Pflanze und insbesondere der Friichte gekoppelt ist, und die Calcium-Aufnahme wieder-
um vom Vorhandensein wachsender Wurzelspitzen abhiingt, wurde das Vermessen von Fein-
wurzeln in das Versuchsprogramm aufgenommen. Unterschiede im Feinstwurzel- stum
zeigten sich nur beim ersten Probennahme-Termin, Anfang Juli: die meisten Feinstwurzeln
waren von den Unterlagen Mark 9 und B 9 produziert worden, und zwar um etwa 10 % mehr
als von M9-T 337.

Man kann schliefien, dass diese Unterlagen in einer Phase, die fiir die Calcium-Aufnahme und
den Calcium-Einbau in heranwachsenden Friichten entscheidendend ist, positiven Einfluss
ausiiben, der sich spiter auch in der Fruchtqualitit niederschligt.

Kernaussagen

s Bei Apfelsorten, die von durch Calciummangel bedingten, physiologischen Krankheiten
wie Stippe, Fleischbriune, Braeburn Browning Disorder und anderen - betroffen sind,
sollte das vegetative Wachstum auf dem untersten vertretbaren Niveau gefahren werden.
Hierzu kénnen je nach Standort, Wiichsigkeit und Sorte auch Unterlagen mit einer Wuchs-
leistung niedriger als die der M9-Gruppe sehr dienlich sein.

e Im vorliegenden Versuch erwies sich die Unterlage B9 (= Budakovsky 9) als besonders gut:

B9 induzierte das geringste Triebwachstum, dafiir intensives Wurzelwachstum in der fiir
die Calcium-Aufnahme wichtigsten Periode. Insofern kann die Unterlage selbst iiber eine
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Abstract: Characterization of Allium hybrids based on the aroma profiles

Various Allium hybrids, received by cross-breedings of A. cepa as mother plant and 6 taxonomically
distant wild types, are investigated with special respect to their individual profiles of cysteine sulfo-
xides as well as enzymatically formed aroma substances. Both rapid methods used in this study
(HPLC with UV/Vis detection and SPME-GC, respectively) permit a high sample throughput, so that
numerous gene bank accessions and Allium breeding material can be analyzed within a comparatively
short time. In addition to the known RAPD or RFLP marker techniques the presented SPME-GC me-
thod is a promising approach to support efficiently breeding projects aimed to improve the health and
aroma value of various Allium plants.

Einleitung

Die in Allium-Extrakten enthaltenen Cysteinsulfoxide wie Alliin oder die aus ihnen gebildeten
Derivate wie Allicin, Ajoen oder bestimmte Alk(en)yl(poly)sulfide verfiigen iiber eine be-
trichtliche pharmakologische Wirkung (z.B. Senkung des Lipidspiegels, Hemmung der
Trombozytenaggregation, antioxidative und tumorprotektive Effekte). Wie aus verschiedenen
epidemiologischen Studien hervorgeht, bietet ein hoher Verzehr an Zwiebeln und anderen
Allium-Spezies einen wirksamen Schutz vor Magenkrebs [1,2]. Die anticarzinogene Wirk-
samkeit von Knoblauch wird dabei vor allem auf schwefelhaltige Inhaltsstoffe mit einem oder
mehrereren Allyl-Substituenten (z.B. Diallylsulfid, Diallyldisulfid, Allylmercaptan) zurlickge-
fiihrt [3,4]. Dariiber hinaus werden die hauptsichlich mittels Hydrodestillation hergestellten
Allium-Ole (insbesondere Zwiebel-, Knoblauch- und Porreetl) im groferen Umfang zur
Aromatisierung von Lebensmitteln eingesetzt. Aufgrund der sehr geringen Olausbeuten sowie
der Nachfrage nach Produkien mit méglichst authentischen Aromaprofilen, die sich u.a. auch
gezielt an Spezialititen in der ethnischen Kiiche orientieren, besteht Bedarf, sowohl neue 4/
lium-Wildtypen, als auch Bastarde sowie Zuchtformen analytisch niher zu betrachten.
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mit Methanol nachgewaschen, die vereinigten Filtrate bis fast zur Trockne eingedampft und
mit OPA-Derivatisierungsreagenz auf 5,0 mL aufgefiillt. Die sich anschlieBende Trennung
und Quantifizierung der Cysteinsulfoxide erfolgt mittels HPLC unter Verwendung authenti-
scher Vergleichssubstanzen (Kalibrierung und Ko-Chromatographie) [7].

-Propyl-
2-Propenyl-

relativer Gehalt (%)

1-Propenyl-

A. obliquum
MU . hybride

A. cepa

Abb. 2: Cysteinsulfoxid-Verteilungsmuster fiir 4. cepa x A. obliquum und die entsprechenden Eltern-
pflanzen

Aromaanalysen mittels SPME-GC

1 g der homogenisicrten Zwiebelmasse wird in einem 20 mL Headspace-Vial zusammen mit
5 mL dest. Wasser 30 Min. lang bei einer Temperatur von 32°C gehalten und gleichzeitig
geriihrt [8]. Die sich hierbei bildenden Aromakomponenten werden danach durch 10-miniitige
Adsorption an einer PDMS-Faser [Poly(dimethyl)siloxanfaser, Schichtdicke 100 m] im
Dampfraum angereichert. Die mit dem Analyten beladene Faser wird anschlieflend in den auf
250°C beheizten GC-Injektorblock injiziert und die thermisch desorbierten Substanzen chro-
matographiert. Hierbei werden die folgenden GC-Parameter gewihlt: Trennsdule: HP IN-
NOWax mit 0,5 pm bonded PEG-Phase 60 m x 0,25 mm i.D., Split: 1:10, Temperaturpro-
gramm: 35-220°C mit 10°C/Min., H,-Flufirate: ImL/Min.

Die Identifizierung der einzelnen Aromakomponenten erfolgt durch Vergleich mit den Reten-
tionsindizes entsprechender Standardsubstanzen (Fa. Oxford Chemicals, Harlepool, U.K.; Fa.
Dragoco AG, Holzminden). Dariiber hinaus werden von allen betreffenden Komponenten die
El-Massenspektren aufgenommen und mit den Daten authentischer Aromastoffe bzw. mit
MS-Referenzbibliotheken (Wiley/NBS Registry of Mass Spectral Data) verglichen (HP-
MSD, Modell 5972, He-FluBrate: 1mL/Min., [onisierungsspannung: 70 eV, Temperatur der
Ionenquelle: 195°C, Scan-Bereich: 27-300 m/z).

Die Diskriminanzanalysen der erhaltenen GC-Analysenresultate werden mit Hilfe des Stati-
stik-Software-Programms SYSTAT 7.0 (SPSS Inc., Chicago, U.S.A.) erstellt.
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Die fiir das Aroma von A. cepa typische Hauptkomponente Dipropyldisulfid wird im Bastard
nicht nachgewiesen. Ein véllig anderes Ergebnis zeigt sich bei Einkreuzung der diploiden
Wildart 4. saxatile. Obwohl diese Spezies im wesentlichen dem Aromatyp ,,Knoblauch® zu-
geordnet werden kann [9], kommen in dem Bastard die beiden aromapriigenden Komponen-
ten der Wildform, (Z)-1-Propenylmethyldisulfid und Di-2-propenyldisulfid nur in sehr gerin-
ger Konzentration vor, so dall das Profil im wesentlichen dem von 4. cepa entspricht.

20

_.
?

FACTOR(3)
Qo
|

25 43 1 10
FACTOR(2)

Abb. 4: Diskriminanzanalyse der SPME-GC-Aromakomponenten von 4. cepa x A. saxatile und den
entsprechenden Eltemnpflanzen

Die Hybridisierung mit den Wildtypen 4. senescens, A. altyncolicum und A. chevsuricum
fiihrt zu Allium-Formen, die in Bezug auf das jeweilige Aromaprofil geringere Unterschiede
zu den Eltempflanzen aufweisen. In allen Fillen dominieren hier die fliichtigen Schwefelver-
bindungen Dipropyldisulfid, (E)-1-Propenylpropyldisulfid und Propanthiol. Auch die jeweili-
gen Cysteinsulfoxidgehalte, denen u.a. als Aromavorstufen eine besondere Bedeutung zu-
kommt, korrelieren weitgehend mit den entsprechenden Aromaprofilen (Abb. 3). So dominie-
ren z.B. bei A. cepa x A. obliquum die auch im Wildtyp hauptsichlich vorkommenden Ver-
bindungen 2-Propenyl- und Methylcysteinsulfoxid (Anteile innerhalb der Cysteinsulfoxid-
Fraktion: 64 % bzw. 31 %), wihrend das fiir die Mutterpflanze typische 1-Propenylhomologe
nur in vergleichsweise geringen Mengen nachzuweisen ist. In Erginzung zu den bekannten
RAPD- oder RFLP-Markertechniken ist die SPME-GC-Methode insgesamt gut geeignet, spe-
ziell solche Ziichtungsarbeiten effizient zu unterstiitzen, die eine Verbesserung des Gesund-
heits- und Aromawertes bestehender Allium-Kulturarten durch Einkreuzung ausgesuchter
Wildtypen zum Ziel haben.
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Lehrstuh! fir Gemiisebau, Wachstumsphysiologie und Qualititsforschung,
Technische Universitdt Miinchen-Weihenstephan, D-85350 Freising

Leaves of carrots (Daucus carota ssp. sativus) - an important source for essential oil and
flavour compounds

Leaves of carrots have significant higher amounts of essential oil than roots. During
vegetative growing the oil content is decreasing. Roots of ‘Cubic’ have higher oil contents
than ‘Nanco F,’; leaves of ‘Nanco F,’ have higher oil contents than ‘Cubic’.

The dominating compounds of the essential oils are mono- and sesquiterpenes. In leaves these
are sabinene, [-myrcene, y-terpinene, d-germacrene, limonene, a-pinene, trans-ocimene,
terpinene-4-ol, f-caryophyllene, a-bisabolol. The prediction of flavour compounds in rools
by analysis of leaves is not possible.

Einleitung

Mohrensorten unterscheiden sich in der Riibe im Gesamtgehalt an therischen Olen. Auch
aromagebende Einzelkomponenten sind in den Sorten in verschiedenen Mengen enthalten,
korrelieren aber nicht unbedingt mit dem Gesamtolgehalt (HABEGGER et al. 1996).

Fir eine, was die Riibe betrifft, zerstorungsfreie Messung des Aromas als bedeutender innerer
Qualitatsparameter sind Untersuchungen der Olgehalte der Blitter und Kenntnisse iiber deren
Zusammensetzung eine notwendige Voraussetzung.

Material und Methoden

Es wurden zwei Mohrensorten, “Nanco F,” und ‘Cubic’ praxisiiblich auf eigenen Versuchs-
feldern angebaut. Die Aussaat erfolgte am 31.3.1998. Geerntet wurden die Blétter am 25.5.
zum ersten Mal und weiter in zweiwdchigem Abstand. Die Riiben wurden am 8.6. und dann
weiter in vierwochigem Abstand geerntet. Die letzte Emte erfolgte ca. 120 Tage nach der Aus-
saat, ‘Nanco F,” hatte zu diesem Zeitpunkt ein durchschnittliches Riibengewicht von 69 g,
‘Cubic’ von 85 g.
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Betreff a-Terpinolen enthalten von beiden Sorten die Riiben statistisch gesicherte hohere
Mengen als die Blétter (Abb. 6).

500
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Abb. 6: o-Terpinolen im atherischen Ol der Blitter und Riiben wahrend der Entwicklung der
Mohren

Zusammenfassung
Obwohl in den Blittern der M&hre hohere Gesamtélgehalte als in den Riiben gefunden wurden,
sind nicht alle aromagebenden Komponenten auch in den Blittern in héheren Mengen enthal-

ten.

Eine Vorhersage tiber die aromagebenden Inhaltsstoffe in den Riiben -aus der Analyse der
Blitter ist nach bisherigem Kenntnisstand nicht méglich.

Eine Nutzung der Mohrenblitter aufgrund der hohen Gehalte an aromarelevanten Mono- und
Sesquiterpene im Hinblick ihrer bioaktiven Bedeutung ist zu evaluieren.

Literatur
Habegger, R.; Miiller, B.; Hanke, A.; Schnitzler, W.H. 1996: Geruchsgebende Inhaltsstoffe im
dtherischen Ol von verschiedenen Mohrensorten. Gartenbau-Wissenschaft 61, 225-229
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Biological Value of Lipids of Some Sortes of Nuts and
Hazelnuts From Southern Serbia

Z. Lalic, M. Miric,I. Miletic, S. Sobgjic, B.Djordjevic,
G. Vuckovic*, J Ajdic

Inst. of Bromatology, Faculty of Pharmacy, Belgrade, Yugoslavia
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Abstract

Owing to its high nutritional value and specific pleasant taste, nuts and hazelnuts are considered
delicious fruits and are widely consumed as snack or in production of fine sweets. They are
known as good sources of lipids and proteins of high biological value. The aim of our work was
to determine the biological value of lipids of some national sorts of nuts and hazelnuts, deriving
Jfrom Kosovo region. The content of total lipids was determined by Soxhlet procedure (using ether
as solvent) and by Maxwell dry column method (using the mixture of dichlormetane and
methanol 9: 1 as solvent). Total lipid extract was separated on TLC plates and phospholipids,
mono- and diglycerides, sterols, free fatty acids and triacylglicerols fractions were identified as
dominant. The fatty acid’s content was determined by GC. The content of polyunsaturated fatty
acids was high in total nut’s lipids and was composed of linoleic acid (56-61%) and a-linolenic
acid (10.5-16%), whereas total hazelnut’s lipids contained linoleic (8.5 — 13.4%) and a-
linolenic (<1%,), thus indicating the less biological value of hazelnut’s lipids. Different extraction

procedures that were performed did not have any influence upon the fatty acid composition.

Corresponding author. Brizita Djordjevic, Inst of Bromatology, Faculty of Pharmacy, 450,
Vojvode Stepe, 11000 Belgrade, Yugosiavia
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Table 1: The Content of Fatty Acids (obtained by Soxhlet procedure)

SAMPLE Ciso Ciet Ciso Cis Cis2 Ciss
1 7.33 0.22 1.83 19.26 57.79 13.53
2 6.94 0.19 2.38 21.42 57.53 11.50
3 712 0.10 2.06 18.76 58.34 13.60
4 7.35 trace 1.96 20.83 56,37 13.48
5 5.62 trace 3.12 81.56 8.43 1.25
6 5.65 0.10 1.84 81.28 11.11 trace
7 5.57 0.19 3.17 82.54 8.44 trace

Table 2: The Content of Saturated, Monounsaturated and Polyunsaturated Fatty
Acids and Polyunsaturated /Saturated Ratio

SAMPLE Saturated Fatty | Monounsaturated | Polyunsaturated P/S ratio
Acids (%) Fatty Acids (%) Fatty Acids (%)
Sample 1 9.16 19.48 71.32 7.78
Sample 2 9.32 2161 69.03 7.40
Sample 3 9.18 18.86 71.94 7.83
Sample 4 9.31 20.83 69.85 7.50
Sample § 8.74 81.56 9.68 1.10
Sample 6 7.49 81.38 11.11 1.48
Sample 7 8.74 82.73 8.44 .96

Table 3: The Content of Fatty Acids (obtained by Maxwell procedure)

SAMPLE Cieo Cisit Ciso Cis Cisa Cigs
1 5.99 0.10 2.17 19.93 61.43 10.45
2 7.59 0.11 2.76 20.14 56.06 13.27
3 1.52 0.14 341 19.16 57.88 11.86
4 7.51 0.13 241 18.79 55.57 15.54
5 5.66 0.11 3.36 81.73 7.82 1.30
6 5.61 0.18 3.26 7717 13.76 frace
7 5.67 0.20 324 82.75 8.11 trace
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Effect of sewage- and metal sludge application in selected
Australian soils on Cd-uptake and growth of mangold

Merle Lammerhirt?, Mike McLaughlin' und Hans-Georg Schon?
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49090 Osnabriick
'CSIRO, Land and Water,Adelaide Laboratory, PMB 2, Glen Osmond, SA, 5064, Australia

Objective
Reduction of solubility and bioavailability of Cd and other heavy metals by adding two
concentrations of three different types of amendments (metal sludges) as well as sewage sludge
to three different soils (sand, sandy loam, sandy clay loam)
Questions:
1. Is the uptake of Cd by plants enhanced if sewage sludge is used and to what extend is it
possible to reduce

this uptake if metal sludges are also used as amendments together with reclaimed water for
irrigation?
2. Are there any additional effects upon plant performance due to amendments?

Expected outcomes
The solubility of Cd will be decreased because of adsorption by the metal oxides and hydroxides.
It is also likely that deficiency symptoms will be observed for plants due to the addition of these
metal sludges as a result of this adsorption.
Why is the Cd uptake of plants so important?
* Cd is strongly toxic for animals, humans and plants
* Cd has the highest transfer quotient of the heavy metals(1.....10)
* Cd availability increases below pH 6.5 and over 7.5 (soluted as organic metal complexes and
CdCO;s in
alkaline soils)

Treatments

{only code no. is listed in the tables)
Every soil was amended with (dryweight)
1 - Sewagesludge + 19g Flue

2 - Sewagesludge + 57g Flue

3 - Sewagesludge + 19g Fe(OH)3

4 - Sewagesludge + 57g Fe(OH);

5 - Sewagesludge + 19g Al-sludge

6 - Sewagesludge + 57g Al-sludge
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2 Sand 5,20
Sandy clay loam 2,07
Sandy loam 1,27
3 Sand 0,46
Sandy clay loam 1,31
Sandy loam 0,47
4 Sand 1,25
Sandy clay loam 0,82
Sandy loam 0,37
5 Sand 0,94
Sandy clay loam 1,44
Sandy loam ) 0,38
6 Sand 0,61
Sandy clay loam 1,05
Sandy loam 0,46
7 Sand 0,95
Sandy clay loam 2,01
Sandy loam 0,41
8 Sand 0,40
Sandy clay loam 2,18
Sandy loam 0,37

Table 4: Mean values of drymatter (g/pot). Standard error for dry matter = 0,156

Treatment |Soil texture Mean values of drymatter
(g/pot)
1 Sand 1,01
Sandy clay loam 0,41
Sandy loam 3,17
2 Sand 0,09
Sandy clay loam 0,32
Sandy loam 2,83
3 Sand 1,27
Sandy clay loam 0,43
Sandy loam 3,40
4 Sand 091
Sandy clay loam 0,20
Sandy loam 3,54
5 Sand 1,13
Sandy clay loam 0,30
Sandy loam 3,08
6 Sand 1,68
Sandy clay loam 0,23
Sandy loam 3.56
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Analytische Charakterisierung des Fermentationsprozesses
von Rotbuschtee (Aspalathus linearis)

B. Steuer’, W. Schiitze', H. Schulz', E. Joubert’

! Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung an Kulturpflanzen, Institut fiir Qualititsanalytik,
Neuer Weg 22/23, D-06484 Quedlinburg
2ARC Infruitec, Centre for Fruit and Fruit Technology Research Institute,
Stellenbosch, South-Africa

.. Analytical Characterization of the Rooibos Tea (Aspalathus linearis) Fermentation

Process “

Rooibos tea cultivated in South Africa contains several different anti-oxidative compounds
such as flavonols, flavanones and chalcones. With regard to the concentration two
dihydochalcones aspalathin and nothofagin have been considered as most™ valuable
components. In order to characterize these valuable components a new fast HPLC method for
the determination of rooibos tea compounds is described. Furthermore it is shown, that the
amount of aspalathin decreases during the fermentation process, which can be monitored by
a new near infrared method, which also allows a discrimination of different tea qualities.

Correspondence:
Dr. Boris Steuer, Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung an Kulturpflanzen, Institut fiir
Qualitdtsanalytik, Neuer Weg 22/23, D-06484 Quedlinburg, Email: B.Steuer@bafz.de

Einleitung

Der aus Siidafrika stammende Rotbusch-Tee (Rooibos- oder Massai-Tee) erfreut sich als
koffeinfreies Getrink aufgrund der ihm zugeschriebenen gesundheitsfordernden
Eigenschaften in den letzten Jahren zunehmender Beliebtheit. Studien belegen seine
antimutagene und anticarcinogene sowie entziindungshemmende Wirkung. Rotbusch-Tee
gehort zur Familie der Leguminosen, wiéchst in bis zu 2 m hohen Biischen mit nadelformigen
Blittern von 2 bis 6 cm Liinge und ist bereits im Jahre 1772 erstmalig beschrieben worden. Er
bevorzugt mediterranes Klima, kommt ausschlieBlich in einem kleinen Bereich Siidafrikas im
Clanwilliam-Distrikt vor und wird erst seit Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts kultiviert
und geziichtet.

Die Emte des Rooibos-Tees findet in den Sommermonaten ab dem zweiten Jahr statt. Die
Triebspitzen werden hierbei in ca. 0,5 cm lange Stiicke geteilt, auf einem Steinuntergrund
ausgebreitet und zur Einleitung der Fermentation mit Wasser versetzt. Je nach Witterung
fermentiert die griine Droge zwischen 8§ und 24 Std. lang bei ca. 35° C bis der Rotbusch-Tee
seine typisch rotbraune Farbung erreicht hat [1]. Wihrend der Fermentation @ndert sich das
Flavour von wunangenehm harzig zu sif, apfel- oder honig-caramelartig.
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NIRS

Das Rohmaterial wurde an einem dispersiven NIR-Geriit NIR Systems 5000 der Firma Foss
im Reflexionsmodus im Bereich von 1100 bis 2500 nm vermessen. Basierend auf den
spektralen Daten wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) durchgefiihrt und
anschlieflend eine quantitative Auswertung unter Anwendung eines modifizierten PLS-
Algorithmus (Tecator ISI-Software) nach erfolgter Streukorrektur (WMSC) durchgefiihrt. Die
Giite der Kalibration wurde mit Hilfe der Kreuzvalidationsparameter R? (BestimmtheitsmaB
zwischen vorhergesagten und Referenzwerten) sowie SECV (Standardfehler der
Kreuzvalidation) ermittelt.

Ergebnisse

HPLC

Die HPLC-DAD-Bestimmung konnte im Hinblick auf die flavonoiden Inbaltsstoffe in
Trennleistung, Analysendauer und Wiederholbarkeit im Vergleich zu den bisher publizierten
Methoden deutlich optimiert werden. Der Zusatz von Ascorbinsdure ermdglicht hierbei die
zuverldssige Bestimmung des oxidationsempfindlichen Aspalathins, dessen Gehalt sich im
Verlauf der Fermentation auf bis zu 1,5 % reduziert, wihrend Nothofagin auf 10 % im
Vergleich zum unfermentierten Tee zuriickgeht (Tab.1). Die anderen sekundéren Inhaltsstoffe
bleiben wihrend des Fermentationsprozesses weitgehend unveriindert.

Unfermentiert Aspal. Notho. Fermentiert Aspal. Notho.
Clanwilliam (A) 4,52 0,34 Choice grade 0,14 0,10
Clanwilliam (M) 544 0,56 Super grade 021 0,12
Gifberg (A) 6,25 0,66 sonnengetrocknet 0,11 0,09
Clanwilliam (J) 9,34 1,03 tunnelgetrocknet 0,16 0,11
Waste (Blitter) 445 0,68 Stengel, grobe Blitter 0,11 0,02
Waste (Stengel) 7,89 1,25 ungesiebt 0,11 003
Prozessfeld (Blatter) 11,9 1,33 Dust 0,12 0,03

Tabelle 1: Vergleich verschiedener unfermentierter und fermentierter Teequalititen
(J-tiberwiegend junge Pflanzen, A-tiberwiegend alte Pflanzen, M-Mischung aus alten und jungen Pflanzen)

NIRS

Auf Basis der spektralen Daten gelingt es, bei Anwendung von PCA deutlich getrennte
Faktorgruppen fiir fermentierte und unfermentierte Teedrogen zu erhalten. Die
semifermentierten Proben liegen erwartungsgemif im Bereich zwischen den beiden Gruppen,
wihhrend die bei der weiteren Aufbereitung erhaltenen ,,Dust“-Fraktionen sowie die aufgrund
von Pilzbefall aussortierten Pflanzenteile als separate Cluster erkannt werden (Abb.2).

Fiir den Aspalathingehalt in unfermentiertem Tee (Gehalt 3,9 — 9 %) konnte eine Kalibration
mit einem durchschnittlichen Methodenfehler von 0,65 % bei einer Korrelationsgiite (R?)
zwischen NIRS-Vorhersage und HPLC-Referenzwert von 0,76 erstellt werden. Der relativ
grofle Fehler ist auf die geringe Bandenintensitit der CH-Valenzschwingung (vcn) im
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Variabilitdt der Carotinoide, Chlorophylle und Vitamin C in
Brokkoli in Abhéngigkeit vom Brokkolityp, von der
Kopfentwicklung und von dem Anbauzeitraum
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Variability of carotenoids, chlorophylls and vitamin C in broccoli dependent on broccoli type,
development stage of the head at harvest time and production period

Abstract

Broccoli is a rich source of healthy substances like carotenoids, chlorophylls and vitamin C.
The choice of broccoli type already determines the level of substances. These genetic
relations are constant during the entire growing period of the year. Complete developed
heads of broccoli show the highest contents of carotenoids, chlorophylls and vitamin C.
During production period the content of carotenoids is mainly influenced by the daily mean
temperature. The content of vitamin C is dependent on photosynthetic photon flux density.

Angelika Krumbein, Institut fiir Gemiise- und Zierpflanzenbau GroBbeeren/Erfurt e. V.,
14979 GroBbeeren, Theodor-Echtermeyer-Weg 1

Einleitung

Aktuelle Trendanalysen im Verbraucherverhalten zeigen, daB der gesundheitliche Aspekt als
Zusatznutzen bei der Gemiisequalitit an Bedeutung gewinnen wird. Brokkoli, ein Gemiise mit
zunehmendem Verbrauch in Deutschland, ist durch einen hohen Gesundheitswert
charakterisiert (Watzl und Leitzmann 1999). Brokkoli zeichnet sich u.a. durch hohe Gehalte
an Carotinoiden, Chlorophyll und Vitamin C aus, die eine anfikanzerogene Wirkung haben
(Naumann 1997). Die Gehalte variieren dabei betrichtlich (Gross 1979, Heinonen et al. 1989,
Albrecht et al. 1990, Hidaka et al. 1992, Herrmann 1999). Es sollte geklict werden, inwieweit
durch Wahl des Brokkolityps (Sorten), des Kopfentwicklungsstadiums zur Emte sowie des
Anbauzeitraums, der durch die Tagesmitteltemperatur und die Globalstrahlung charakterisiert
ist, die Gehalte an Carotinoiden (Lutein, B-Carotin), Chlorophyll (Chlorophyll a, Chlorophyll
b) und Vitamin C beeinfluflt werden.
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Schlufifolgerungen

Der Gehalt an Carotinoiden, Chlorophyllen und Vitamin C in Brokkoli wird wesentlich durch
den Brokkolityp, das Stadium der Kopfentwicklung und den Anbauzeitraum beeinflut. Mit
der Wahl des Brokkolityps wurde das Level der gesundheitlich wirkenden Substanzen
bestimmt. Voll entwickelte Kopfe wiesen den hochsten Gehalt an Carotinoiden,
Chlorophyllen und Vitamin C auf Wahrend des Anbauzeitraums beeinflufite die
Tagesmitteltemperatur den Carotinoidgehalt und die Globalstrahlung den Vitamin C-Gehalt.
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In vitro antioxidative Wirkung von Gemiise auf
humanpathologisch relevante reaktive Sauerstoffspezies

R.G;. Schaller, S. Walter, W.H. Schnitzler

Lehrstuhl fiir System- und Qualitatsforschung bei Gemiise
Technische Universitit Miinchen-Weihenstephan

In vitro antioxidative effects of vegetables on reactive oxygen species with pathogenic
impact

Watery extracts of lyophilated carrots, tomatoes, red pepper, broccoli and onions have
antioxidative properties. This was proved with three methods, each of it specific for different
reactive oxygen species (ROS). The antioxidant activity was highly dependent on the amount
of vegetable extract used. The luminescence detection has clearly been the most sensitive test.
Each of the three methods showed a different ranking of the vegetable-extracts. This leads to
the conclusion that vegetable extracts act differently on different radicals. However, all these
methods only dealt with radical scavenging activities on one or some few radicals which is
not a representative model for the human body. In experimental studies a lot of substances
show antioxidative activities. The practical relevance maintains unsolved as there are no
clinical studies confirming these results.

Corresponding author: Dr. Robert G. Schaller, Technische Universitit Miinchen-
Weihenstephan, Lehrstuhl fiir System- und Qualitéitsforschung bei Gemiise, 85350 Freising
E-Mail: schaller@vegetable.de, Internet: http://www.vegetable.de

Einleitung

Im menschlichen Koérper werden unter physiologischen Bedingungen und durch
Umwelteinflilsse reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet [Bors et al. 1992, Elstner 1990].
Zum Schutz vor unkontrollierter Oxidation und zur Aufrechterhaltung der Balance zwischen
Pro- und Antioxidantien ist zur Unterstiitzung des korpereigenen Regulationssystems eine
ausreichende alimentiire Zufuhr von Antioxidantien notwendig [Popov et al. 1987]. Die
Entstehung von Krankheiten wie Krebs, Arteriosklerose, Arthritis und Diabetes ist urséchlich
mit der Wirkung von ROS verkniipft. Die Inzidenz dieser Krankheiten kéonnten bei
Anwesenheit spezifischer Antioxidantien zur richtigen Zeit und am rchtigen Ort im
menschlichen Organismus erheblich vermindert werden [Elstner 1993]. Pflanzliche
Nahrungsmittel, insbesondere Gemiise, enthalten eine Vielzahl bioaktiver Verbindungen mit
antioxidativen Eigenschaften. Einige dieser Substanzen konnten bereits isoliert und
biochemisch charakterisiert werden. Um die gesundheitliche Relevanz einzelner
Antioxidantien abschitzen zu konnen, miissen jedoch die Wirkorte im menschlichen Kérper
und die genauen Entgiftungsreaktionen bekannt sein. Bei einigen Antioxidantien sind in
unterschiedlichen Kompartimenten synergistische Funktionen erkannt worden. Nur das
Zusammenspiel der richtigen Kooperationspartner, zur richtige Zeit und am richtigen Ort,
kann einen reibungslosen Ablauf der Entgiftungsreaktionen erméglichen {Elstner 1990]. Fiir
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1994]. In Gegenwart von Antioxidantien wird die Zeit bis zum Aufireten von
Chemolumineszenz (lag-Phase) verlangert und die Intensitit verringert.

Ergebnisse und Diskussion

Alle untersuchten Gemiiseextrakte zeigten in den drei angewendeten Testsystemen
antioxidative Wirkung. Die drei Analysenmethoden filhrten zu unterschiedlichen
Bewertungen des antioxidativen Potentials der Proben. Als Messergebnis der Methoden ! und
2 erhilt man, wie in Abbildung 2 zu sehen, die Mengen der gebildeten Indikatorgase [nmol].
Diese Werte kann man auch als Hemmung der Gasproduktion im Vergleich zu einer
gemiiseextraktfreien Kontrolle [%)] angeben (siehe Abbildung 1). Die Messergebnisse der
PCL-Methode (Methode 3) sind prinzipiell einheitenlos. Betrachtet werden die Intensitit der
Chemolumineszenz und die Linge der lag-Phase. Die hohe Messempfindlichkeit des Geriites
Photochem erfordert, je nach Probenart, unterschiedliche Verdiinnungen der Extrakte. Eine
Darstellung der ChemolumineszenzmeBkurven aller Gemiiseextrakte in einer Graphik ist
deswegen problematisch. Exemplarisch fiir alle durchgefiihrten Analysen werden die
Messergebnisse von wissrigen Extrakten aus Mohre und Tomate illustriert (Abbildungen 1, 2
und 3).
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Abb. 1: Prozentuale Hemmung der Ethen-Bildung in einem Fenton/Haber-Weiss System
durch Extrakte aus MShre und Tomate (Methode 1)

Ein wesentliches Ergebnis dieser Studie ist die Tatsache, dass die untersuchten Gemiisearten
sebr unterschiedlich auf verschiedene ROS reagieren. Extrakte von Méhren wirkten im
Testsystem 1 sehr effektiv gegen Hydroxylradikale (OH') (vgl. Abbildung 1). Im
Testsystem 2 war die Aktivitdt von Mohrenextrakten gegeniiber Singulettsauerstoff ('0,)
schwacher als die von Tomaten (Abbildung 2). Bei der Bestimmung der
Photochemolumineszenz im Testsystem 3 boten Mohrenextrakte den geringsten Schutz aller
getesteten Gemiise gegeniiber Superoxidradikalen (0,"), die am wirkungsvollsten durch
Paprikaextrakte neutralisiert wurden (vgl. Tabelle I).
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Tabelle 1: Antioxidative Aktivitit von Gemiiseextrakten in unterschiedlichen Testsystemen

Testsystem Fenton System Rose Bengal System PCL-Methode
Spezifische Hydroxyl Radikal Singulett Sauerstoff Superoxid Radikal
ROS (OH") (0y) Anion (0,7)

Brokkoli o0 soe e XX
Mohre oo e e o e e
Paprika . e e TEEX
Tomate cooe ceocoe )
Zwiebel e 0 ° oo

Wissrige Extrakte von lyophilisiertem Gemiise sind antioxidativ wirksam. Dieser Nachweis
wurde mit drei verschiedenen Methoden bei finf unterschiedlichen Gemiisen erbracht. Da
sich die Gemiiseextrakte gegeniiber verschiedenen ROS unterschiedlich verhalten, benétigt
man mehrere Testsysteme, um die gesamte antioxidative Kapazitit erfassen zu konnen. Wenn
man die antioxidativen Eigenschafien von Gemiise umfassend beschreiben will, muss
zusdtzlich die Konzentrations- und Zeitabhingigkeit der angewendeten Testsysteme
untersucht werden [Dormisch et al. 2000]. Jede der drei Analysenmethoden untersucht
selektiv die Wirkung eines spezifischen, humanpathologisch relevanten Radikals. Fiir die
menschliche Gesundheit spielen allerdings noch weitere ROS, darunter sowohi freie Radikale
als auch Nicht-radikalische Verbindungen, eine Rolle [Elstner 1993]. Die Spezifitit und
Wirkungsweise des Radikalbildners Luminol wird zur Zeit in unterschiedlichen
Arbeitsgruppen kontrovers diskutiert [Edenharder 2000, Popov & Levin 1999].

Die untersuchten Gemiise zeigen in vitro funktionelle Eigenschaften. Zahlreiche
epidemiologische Studien untermauern den Gesundheitswert von Gemiise auch in vivo. Wenn
man die Wirkung einer gemiisercichen Diiit, auf die Pathogenese ROS-induzierter
Erkrankungen prognostizieren méchte, miissen die antioxidativen Effekte in klinischen
Studien belegt werden.
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BeeinfluBt Hochdruckbehandlung die Funktionalitit von
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Does High Pressure Treatment Influence Food Functionality? As an Example: Glucose
Retardation Index of Tomato Puree. The glucose retardation index is a valuable health
attribute of dietary fibers. Soluble dietary fibers are highly effective in the reduction of post-
prandial glucose levels, an advantageous effect for diabetics. After treatment of tomato puree
with high pressure (60 min, 600 MPa) the glucose retardation index significantly increased.
The results can be explained with pressure induced alterations in the structure of the
macromolecules.

Einleitung

Die Hochdruckbehandlung, ein relativ neues, nichtthermisches Verfahren (kalte
Pasteurisierung) zur Haltbarmachung von Lebensmitteln, kommt dem Verbraucherwunsch
nach qualitativ hochwertigen Produkten mit weitgehend erhaltenen Frische-Eigenschaften
entgegen. Gewiinscht werden: Weniger Qualitdtseinbuflen infolge von Hitze oder Kilte, mehr
Frische, weniger Zusitze. Bei derartigen, schonender be- und verarbeiteten Lebensmitteln
treten Sicherheitsaspekte weiter in den Vordergrund, z.B. die sichere Beherrschung von
Mikroorganismen. Aber auch die Méglichkeit unerwiinschter chemischer Veriinderungen [1]
oder von ernihrungsphysiologisch bedeutsamen Verfinderungen als Folge solcher neuartigen
Verfahren muss sorgfiltig im Sinne eines vorsorgenden Verbraucherschutzes untersucht
werden. Hochdruck 148t kleinere organische Molekiile, wie Vitamine, Farbstoffe oder
Aromastoffe, in der Regel nahezu unverindert. Finden in einem Lebensmittel jedoch
chemische Reaktionen statt, kénnen diese durch Druckeinwirkung beschleunigt oder auch
unterdriickt werden. So konnen auch kleinere organische Molekiile involviert werden, wie
beispielsweise der Zuckerersatzstoff Aspartam, der sich (bei neutralem pH-Wert) unter Druck
bedeutend schneller zersetzt [2]. Druck hat eine viel stirkere Wirkung auf biologische
Makromolekille, da er hauptsichlich physikalisch-chemische Bindungen beeinflufit, die oft
strukturbestimmend sind. Die Auswirkungen kénnen zerstérerisch sein, es kénnen aber auch
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verdndert [11], ist also ein ausgepréigter Effekt auf die Dialysierbarkeit der Glukose (d.h.
eine starke Verdnderung des Glucose Retardation Index) erkennbar. Die
Hochdruckbehandlung bei 600 MPa kann in der komplizierten Lebensmittelmatrix
folgenreiche Veriinderungen hervorrufen, z.B. an der Textur von Tomatenpiiree. Proteine
kdnnen denaturieren unter Konformationsinderungen, die ihrerseits Vorginge wie
Hydrolysen oder die Anlagerung von hydrophilen Stoffen wie Glukose beeinflussen und

100 -
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;o 40 i
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30 1 & Raumtemperatur
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Abb. 2 Wissriger Uberstand nach Zentrifugation von  verschieden behandeitem
Tomatenpiiree bei 7000 x g .

damit auch die Diffusionsrate der Glukose bei der Dialyse. Druckbedingte
Strukturverinderungen an Makromolekiilen (bekannt z.B. an der Tertidrstruktur von
Proteinen) k3nnen zu erhéhter Exposition hydrophiler Gruppen filhren, die dann die
Retention von Glukose verstirken. Kohlenhydrate scheinen im allgemeinen bei der
Druckbehandlung relativ unempfindlich gegenilber chemischen Verinderungen zu sein,
funktionale Eigenschaften von Polysacchariden, wie z.B. Retrogradationsverhalten oder
Gelbildungseigenschaften bei Stirken [12], kinnen jedoch durch die Anwendungen von
hohen Driicken beeinflusst werden. In behandelten Lebensmitteln sind die Veriinderungen der
Kohlenhydrate stirker ausgeprigt. Es sind z.B. Abbaureaktionen bei Pektinen zu beobachten
[13]. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass diese Abbaureaktionen nicht primér
durch die Druckbehandlung ausgelost werden, sondern vielmehr durch enzymatische
Abbaureaktionen.

Die Erklirung der erhshten Glukoseretention in hochdruckbehandeltem wird untermauert
durch Beobachtungen wihrend der Zentrifugation solcher Proben (Abbildung 2): Nach
gleichen Zentrifugationsdauern liegen die Grenzlinien Puree/wissriger Uberstand bei den
hochdruckbehandelten Proben deutlich héher. Ursache konnte einerseits erhShtes
Wasserbindungsvermogen, oder Strukturinderungen des Fruchtfleisches sein, bzw. eine
Kombination davon. Eingehendere Untersuchungen dieser Befunde sollen dazu beitragen, die
u.a. von Rovere et al. [11] und Porretta et al. [13] berichtete erhdhte Viskositit von
hochdruckbehandelten ~Tomatenprodukten zu erkliren. Die Moglichkeit, durch
Druckbehandlung die Glukoseretention zu erhéhen, ist sicherlich interessant fiir die
Herstellung spezieller Lebensmittel (Functional Food) fiir Diabetiker.

(Diese Arbeit wurde von der EU unter FAIR-CT98-5031 gefordert)
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Abstract

Eleven broccoli cultivars were grown in the field during spring to summer and summer to
winter. A total of 17 free amino acids were identified by HPLC in primary and secondary
inflorescences: L-Alanine, L-Arginine, L-Asparagine, L-Aspartic acid, Glycine, L-Glutamic
acid, L-Glutamine, L-Histidine, L-Isoleucine, L-Leucine, L-Methionine, L-Phenylalanine, L-
Serine, L-Threonine, L-Tryptophan, L-Tyrosine and L-Valine.

The dominating free amino acid in both types of inflorescences was L-Glutamine

which represented on average between 39.1 % (in cv. Claudia) and 59.7 % (in cv. Shogun) of
the total free amino acid content, followed by L-Glutamic acid with a variation between 13.5
(in cv. Shogun) and 20.1 % (in cv. Marathon). A few free amino acids represented less than
1% each (L-Gly, L-Leu, L-Met, L-Phen, L-Thr, L-Trp and L-Tyr).
For most of the free amino acids significant differences between cultivars existed whilst
between inflorescences only a few free amino acids showed significant variations. Seasons
have also induced significant differences in the content of most of the identified free amino
acids. The cultivar with the highest total content of free amino acids was Shogun which on an
average for both seasons had 29.7 mmol*100g" DW (36.5 in spring-summer and 22.9 in
summer-winter) whilst the others were above a minimum of 15.2 mmol*100g” DW in the
cultivar SK3.

When comparing seasons there was a general tendency for higher total free amino
acids levels in spring-summer than in summer-winter but the effect was clearly dependent on
the cultivar. There is still a strong need for further investigations of influence of different
seasons on the total free amino acid of the inflorescences.

Introduction

Broccoli (Brassica oleracea var. italica) is a plant of the Brassicaceae which in the past
decade has received special attention due to recognized benefits of their inflorescences for
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(90%) and centrifuged. The supernatant was poured into a 10 mL volumetric flask. This step
was repeated twice using methanol at 70% and the combined supernatants were made to a
final volume of 10 mL with methanol (70%) and kept at —18 °C.

Sample purification. This step was based on the procedure reported by Gehrke er al. (1987)
with fewer changes for higher reliability. After evaporation of 2mL of extract it was re-
suspended in 2mL of HC1 0.1 N. In a vacuum chamber (Varian Vac Elut SPS 24) were set
mini columns of 1 mL (Chromabond by Macherey-Nagel) which were filled up to 2 cm with
a cation exchange resin Dowex (H") SOWX8-400 (SIGMA). The re-suspended 2 mL of sample
were passed through the column and washed with 5 mL of HCI 0,1 N. The free amino acids
were eluted with 4x 2.5 mL of NH;3 7N. After evaporation the residue was re-suspended in 0.3
mL of water (MILLI Q), filtered (SPARTAN 13 - 0.2 pm) and kept in vials at —18 °C until
analysis.

Determination. Amino acids were determined by HPLC (Gilson system) using C;g columns
(Waters, SPHERISORB S3 ODS2, id 4.6 mm) of 150 mm and a UV/VIS detector set at 340 nm,
after pre-column derivatisation with o-phthalaldehyde (OPA)/2-mercaptoethanol (MCE),
following a combined procedure described by Cooper et al. (1984) and Sarensen et al. (1999).
The mobile phase was made of two solvents: A- 350 mM of Na,HPO4.2H,0 and 250 mM
propionic acid (1:1), acetonitrile and Milli Q water (40:8:52); B-acetonitrile: methanol: Milli
0 water (30:30:40). The gradient with the two solvents was set as given in Table 1.

Table 1 Gradient program for HPLC analysis of free amino acids

Time (min) 0.0 9.5 |11.0 [13.6 |204 1234 |254 | 32.0 |34.0 [37.0
Flow (mL/min) | 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 0.8 081 13 1.3
% B 00 |11.0 [12.0 {20.0 |450 ;500 [60.0 {1000} 0.0 | 0.0

Identification and quantification of the detected amino acids were made by external standards
after adjustment through regression lines. For data analysis, it was performed an analysis of
variance using a SuperAnova package.

Results and Discussion

A total of 17 amino acids (L-Alanine (Ala), L-Arginine (Arg), L-Asparagine (Asn), L-
Aspartic acid (Asp), Glycine (Gly), L-Glutamic acid (Glu), L-Glutamine (Gln), L-Histidine
(His), L-Isoleucine (Ile), L-Leucine (Leu), L-Methionine (Met), L-Phenylalanine (Phe), L-
Serine (Ser), L-Threonine (Thr), L-Tryptophan (Trp), L-Tyrosine (Tyr) and L-Valine (Val))
were identified in the 11 cultivars of broccoli (Table 2 & 3). The level of amino acids
generally showed significant differences between cultivars (Table 4). On average, the cultivar
with the highest total free amino acid content (29.7 mmol*100g' DW) was Shogun followed
by Legend (24.4 mmol*100g'DW) and Tokyodome (23.8 mmol*100g'DW) whilst the
lowest levels were observed in a group of three cultivars SK3, Green Valiant and Bejo with
15.2, 15.8 and 15.9 mmol*100g ' DW, respectively (Table 2). The major free amino acid was
L-Glutamine which on average of both seasons and both inflorescences represented between
59.7 and 39.0 % of the total free amino acid content in cv. Shogun and Claudia, respectively,
much higher than the second major free amino acid, L-Glutamic acid, which on average
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Standard Reference Materials for Total Sulfur and Glucosinolates in Oilseed Rape

Abstract

Standard reference materials for the determination of total sulfur content and content of
glucosinolates in oilseed rape are described. This material can be used for calibration over a
wide range from 3.31 - 10.3 mg suifur / g dry matter or for 11.9 - 98.9umol glucosinolate / g
dry matter.

Zusammenfassung

Drei Standard-Referenzmaterialien fuer die Bestimmung von Gesamtschwefel und Gesamt-
Glucosinolaten werden vorgestellt. Das Material eignet sich zur Kalibrierung ueber einen
Bereich von 3,31 - 10,3 mg Schwefel / g Trockensubstanz bzw. 11,9 — 98,9 pmol
Glucosinolate / g Trockensubstanz.

Einleitung
Eine gute Wiederholbarkeit der Ergebnisse muss nicht gleichbedeutend sein mit einer guten
Genauigkeit der Ergebnisse (siehe hierzu Abbildung 1).

Das Problem der Reproduzierbarkeit von Analysenwerten kann durch entsprechende
Labordisziplin und Kontrolle innerhalb des Hauses behoben werden, waehrend die
Richtigkeit vollstaendig auf dem Gebrauch von zertifizierten Standard Referenzmaterialien
(SRM) beruht (Hanlon, 1995; Houba et al., 1995).

Die Kalibrierung Analytischer Methoden mit SRM’s ist eine Grundvoraussetzung fuer die
Qualitaetsgarantie von Versuchsergebnissen nicht nur in Industrie- sondern auch in
Forschungslaboratorien. Massenbilanzen von einzelnen Mineralstoffen z.B. Schwefel in
agrarischen Oekosystemen oder in einzelnen Pflanzen und die Vergleichbarkeit von einzelnen
Ergebnissen innerhalb und zwischen Versuchsanstllungen verlangen absolute Werte.
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“wahper Wert™
hohe Genaulgkelt und schlechte Genaulgkelt und
gute Wiederholbarkelt gute Wlederholbarkalt
. - ’
.
mittlers Genaulgkalt und schischta Genaulgkeit und
schlechte Wiedsrholbarkelt schlechta Wederholbarkeit

Abbildung 1 Analytische Qualitaet: Reproduzierbarkeit und Genauigkeit
(Schnug and Haneklaus, 1996)

Zertifiziertes Referenzmaterial

Das Institut fuer Reference Materials and Measurement (IRMM) gehoert zu dem Bureau of
Reference (BCR) der Europaeischen Gemeinschaft gab drei Raps-Referenzmaterialien heraus,
die sowohl fuer den Gesamtschwefelgehalt wie auch fuer den Glucosinolatgehalt zertifiziert
sind. Der Zertifizierungsprozess wurde in Zusammenarbeit zwischen wissenschaftlichen
Laboratorien in Belgien, England, Frankreich Deutschland und- den Niederlanden
durchgefuehrt. Die CRM’s sind bei der IRMM in Geel (Belgien) erhaeltlich (Wagstaff et al.
1992).

Das Rapsmaterial CRM 366(R) ist von der 00 Rapssorte CERES und stammt aus
Deutschland.

Das CRM 190(R) Material stammt von der 00 Rapssorte DARMOR und das Material CRM
367(R) stammt von der 0 Rapssorte JET NEUF; letztere kommen aus Frankreich.

Das zertifizierte Material wird in 20g Portionen als ganze Samen abgegeben, in Stickstoff-
atmosphaere in kunsstoffbeschichteten Aluminiumverpackungen eingeschweisst.

Die Homogenitaet wird durch die 20g Menge garantiert, die daher ganz im analytischen
Prozess eingesetzt werden muss. Die Variabilitaet innerhalb einer Referenzprobe und
zwischen den Referenzproben wurde mittels Roentgenfluoreszenz-Spektroskopie bestimmt;
die Ergebnisse fuer die drei Referenzmaterialien sind in Tabelle 1 aufgelistet.
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Diagnosis of the Nutritional Status and Quality Assessment of Oilseed Rape by X-Ray
Spectroscopy

Abstract

Severe sulfur deficiency is at present, the most important nutrient disorder shown by northern
European oilseed rape crops. The determination of the sulfur nutritional status by
instrumental X-ray fluorescence spectroscopy provides a high level of accuracy, precision
and performance in comparison with other methods. Performed on multi-channel
spectrometers this technique can also provide data for other light elements such as calcium,
chlorine, magnesium, phosphorus, potassium, silicon and sodium in the same run.
Furthermore this procedure enables the indirect determination of the total glucosinolate
content in seeds of Brassica species which is a standardized ISO method (ISO/CD 9167.2).
Special sample preparation techniques for small sample sizes of vegetative tissues and seed
material have been developed.

Zusammenfassung

Schwefelmangel ist gegenwaertig in Nordeuropa der ernstzunehmenste Nachrstoffmangel bei
Oelraps. Die Bestimmung des Schwefelernachrungszustandes durch Roentgenfluoreszenz-
Spektroskopie bietet ein hohes Mass an Genauigkeit, Wiederholbarkeit und Schnelligkeit im
Vergleich mit anderen Methoden. Mit Mehr-Kanalinstrumenten koennen auch andere
Elemente wie Kalzium, Chlor, Magnesium, Phosphor, Kalium, Silizium und Natrium in
einem Analysengang bestimmt werden. Darueberhinaus kann in einer indirekten Bestimmung
der Gesamttglucosinolatgehalt in Samen von Brassica Arten gemessen werden. Dies ist eine
standardisierte ISO Methode (ISO/CD 9167.2). Spezielle Probenvorbereitungstechniken
wurden entwickelt fuer kleine Probenmengen vegetativer und generativer Herkunft.

Einleitung

Die Hauptnaehrstoffe Kalzium, Magnesium, Kalium, Schwefel und Phosphor koennen ebenso
wie die Mikronaehrstoffe Silizium, Chlor und Natrium schnell und genau mittels
Roentgenfluoreszens-Spektrokopie bestimmt werden. Normalerweise werden fuer eine
Bestimmung Probenmengen von 1 Gramm eingesetzt. Oft stehen aber nur geringe Mengen
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empfohlen, eine duenne Wachsschicht ueber das Material zu schichten, um ein
Auseinanderbrechen der Probe waehrend der Messung zu vermeiden.

Probenvorbereitung, einzelne Samen

Spezielle Samenhalterungen muessen vorbereitet werden, wenn einzelne Samen untersucht
werden sollen. Fuenf Gramm HOECHST Wachs ,,C* werden in eine Aluminiumkappe
gefuellt und mit einem Druck von 1,2 t /om’ zusammengedrueckt. Mit einem heissen
Metallstab wird eine Aushoehlung in das Wachs gebrannt. Der Durchmesser sollte etwas
groesser sein als der des Samens. Ein Schwefel-freier Klebstoff wird aus Glucose hergestellt,
indem diese 1 Stunde in Essigsaeure eingeweicht wird und anschliessend leicht gekocht wird.
Mittels einer erhitzten Pipettennadel wird ein Tropfen dieser Loesung in die Wachshoelung
getropft. Mit einer Pinzette wird sofort ein Samen auf den Klebstoff plaziert. Nachdem der
Klebstoff erkaltet und ausgehaertet ist, wird der Samen mit einer Rasierklinge entlang der
Wachsschichtoberflaeche halbiert. Der Durchmesser des halbierten Samens sollte genau
bestimmt werden.

Probenvorbereitung von Extraktionsschrot

Extrahiertes Samenmehl muss im Mikrowellenofen bei 600 W 60 Sekunden lang erhitzt
werden und entweder in einer Zentrifugalmuehle oder einer Kaffeemuehle zerkleinert
werden.. Das Mehl kann direkt in Aluminiumkappen oder. Fluessigkuevetten
zusammengedrueckt werden, wie oben beschrieben.

Einstellungen am Roentgenfluoreszenz-Spektrometer

Grundlegende Voraussetzungen der Roentgenfluoreszenz zur Analyse pflanzlichen Materials
wurden von Norrish und Chapell (1967) beschrieben. Die Spektrometer Einstellungen und
Messbedingungen sind fuer einige Mineralstoffe in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1
Messbedingungen und Nachweisgrenzen fuer leichte Elemente

Spektrometertyp: Philips PW 1400
Roentgenroehre: Rh  Detektor: Flusszaehlung (Ar/CH4) Kollimator: fein (0,15 mm
grob (0,55 mm)

Element Linie Winkel +offset —offset kV mA Kolli- X-tal Konz.bereich uNg'

(2-theta) mator (mg/g) (ug/g)
Mg Ko 23,600 | 1,30 | 1,30 |50{55 |fein |PX1 ]0,4-12,0 68,9
Na " 28,530 | 1,30 | 1,56 |50 |55 lgrob |PX1 {0,04-7,6 32,57
Cl " 65,505 { 0,64 | 0,84 (60|30 jfein |PE 03 - 8,0 54,9
S " 75,835 | 1,22 | 1,06 |60{30 |grob |PE 0,5- 20,0 20,8
P " 89,535 | 0,66 | 1,22 |60 (30 |fein |PE 0,2-11,0 37,7
Si " 109,290 | 0,70 § 1,00 |60 )45 |grob |PE 0,5-19,0 26,3
Ca " 113,215 | 1,92 | 1,56 [60{30 |fein |LiF200{0,1-50,0 213
K " 136,815 | 2,62 2,02 60|30 |fein [LiF200{1,0-27,0 45,1

Bemerkung: ' u Ng = untere Nachweisgrenze, Messdauer 20 sec ; > Messdauer = 200 sec
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werden. Die Strahlungsintensitaet der S-K, Linie des Referenzmaterials wird bestimmt
(Abbildung 2) mit den fuer das Geraet angegebenen Einstellungen (s. Tab.1).
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Abbildung 2: Beziehung zwischen Schwefelgehalt und Strahlungsintensitaet (links) in den
Referenzproben und Beziehung zwischen Schwefelgehalt un Gesamtglucosinolatgehalt
(rechts)

Der Gesamtglucosinolatgehalt (pmol/g) in unbekannten Proben wird bis zu Schwefelgehalten
von 4,93 mg/g ueber eine polynome Funktion ermittelt, bei hoeheren Schwefelgehalten ueber
eine lineare Funktion (Abbildung 2).

Schlussfolgerung

Roentgenfluoreszenz-Spektroskopie eignet sich besonders fuer schnelle und genaue
Bestimmungen von leichten Elementen in Pflanzenmaterial. Neben einer direkten
Bestimmung einzelner Mineralstoffe koennen in indirektem Verfahren ueber Schwefel-
bestimmung Glucosinolatgehalte ermittelt werden.
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