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Einleitung und Zielstellung 1

,»Eure Nahrungsmittel sollen eure Heilmittel und
eure Heilmittel eure Nahrungsmittel sein‘
Paracelsus

0 Einleitung und Zielstellung

Sauerstoft ist das Lebenselement schlechthin. Ohne ihn gab es kein hoherentwickeltes Le-
ben auf der Erde - keine Menschen und auch nur anaerobe Tiere und Pflanzen. Handelt es
sich um Lebensmittel, wird Energie durch Stoffwechselwege und unter Sauerstoff-
verbrauch freigesetzt, die alle Korperzellen benétigen, um am Leben zu bleiben. Dieser
positiven Seite des Sauerstoffs steht jedoch eine negative gegentiber: Sauerstoffreaktionen
fiihren zur Bildung von freien Radikalen. Es ist bekannt und wird durch neueste For-
schungsergebnisse aus den USA wieder bestitigt, dass die sekundédren Pflanzeninhaltsstof-
fe, wie insbesondere Polyphenole, natiirliche Fianger freier Radikale sind. Durch die Nah-
rung und durch Umwelteinfliisse, wie Ozon, Abgase, ungereinigte

Emissionen aus der Industrie, gelangen cancerogene Stoffe in den Kdrper, darunter die
beschriebenen freien Radikale. Ferner ist bekannt, dass Selen zusammen mit den reduktiv
wirkenden Vitaminen A, C und E die Reduktion reaktiver Peroxide vornimmt, wobei das
Selen Aktivator der Glutathionperoxidase ist.

Die sekundéren Pflanzeninhaltsstoffe riicken in den letzen Jahren immer mehr in das Inte-
resse der Wissenschaft. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass eine obst- und ge-
miisereiche Erndhrung, d.h. die ausreichende Aufnahme von diesen sekundiren Pflanzen-
stoffen vor verschiedenen Erkrankungen schiitzen soll (1). Zusammengefasst wirken sie
vorbeugend gegen Krebs, sie schiitzen den Korper vor Infektionen mit Bakterien und Vi-
ren, hemmen die Entstehung von schéddlichen Stoffwechselprodukte, regen das Immunsys-
tem an, verhindern Blutgerinsel und sind verdauungsfordernd. Die positive Wirkung vieler
sekundérer Pflanzenstoffe wird unter anderem auf ihre antioxidative Aktivitit zuriickge-
fiihrt.

Aufgrund des sog. ,,French Paradoxons* sind phenolische Pflanzeninhaltsstoffe Gegen-
stand intensiver Forschungen geworden (2, 3, 4, 5). Danach liegt die Mortalitdtsrate an
Herz-Kreislauf-Erkrankungen in der Bevdlkerung Frankreichs, besonders von dessen stid-
lichen Teile wesentlich niedriger als bei Bewohnern anderer industrialisierter Lénder Eu-
ropas und der USA, obwohl die Aufhahmen an gesittigten Fettsduren sowie die Serum-
Cholesterinwerte in allen Lander vergleichbar sind. Dies wird auf die Erndhrung mit einem
hoheren Obst- und Gemiiseverzehr sowie den Rotweinkonsum zuriickgefiihrt. Phenolische
Verbindungen sind in Obst und Gemiise (4-48), Wein (49-68), Fruchtséften (69-92), Bier
(93-97), Tee (98-117), Olivendl (118-123 ), Getreide (124, 125), Kaffee (126, 127, 128),
Sorghum (129, 130, 131), Malz (132, 133), Kakao (134, 135) und Honig (136) nachgewie-
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sen worden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen deuten darauf hin, dass phenolische
Verbindungen in Pflanzen in Spuren vorkommen. Sie sind unter anderem fiir den Ge-
schmack, den Duft und die Farbe von Obst und Gemiise verantwortlich. Thr Molekiilspekt-
rum reicht von einfachen Phenolderivaten und Phenolséuren bis hin zu hochmolekularen
Strukturen.

Uber die Zusammensetzung der Polyphenole in Topinambur liegen in der Literatur dage-
gen nur qualitative Aussagen vor. Einzelne Verbindungen sind frither mittels Papierchro-
matographie qualitativ untersucht worden (137, 138). Hierbei wurden die Topinam-
burknollen zum Keimen gebracht und das mit dieser einfachen Methode nachweisbare
Spektrum der Polyphenole qualitativ nach (6, 8, 12 und 40) Keimungstagen beobachtet.
Nach diesen Autoren sind Chlorogensdure, 4-Hydrozibenzoesédure, Vanillinsdure, Genti-
sinsdure, p-Cumarsiure, Kaffeesdure, Ferulasdure und Cyanidin in Topinambur vorhan-
den. Weitere Inhaltsstoffe von Topinamburknollen sind ebenfalls untersucht worden (139).
Die Isolierung und Charakterisierung von Polyphenoloxidasen (PPO), ihre Bedeutung fiir
die Obst- und Gemiise-Verarbeitung sowie die Hemmung der PPO in Topinamburknollen
sind ebenfalls untersucht worden (140-156). Die PPO gehort zur Gruppe der Oxidoreduk-
tasen und konnen die aromatische Verbindungen oxidativ unter Verbrauch von O, verin-
dern, wobeli es sich nicht nur um Phenole handeln muss, sondern auch um Amine handeln
kann. Die physiologischen Aufgaben der PPO sind vielféltig. Zum einem ist das Enzym an
der Biosynthese einiger Farbpigmente, z.B. Melanin aus Tyrosin iber DOPA beteiligt.
Weiterhin ist es an dem Abbau und der Weiterverwendung von aromatischen Aminoséiu-
ren beteiligt. PPO spielen auch eine Rolle bei der cuticuldren Melanisierung und Skleroti-
sierung der Insekten sowie bei deren Immunantwort gegen Eindringlinge. Sie verursachen
bei der Verarbeitung von Obst und Gemiise eine unerwiinschte und qualititsvermindernde
Verfarbung. Bis heute wurde {iber die antioxidative Aktivitit sowie das Reduktionsvermo-
gen von Topinambur nicht berichtet. Neben dem hohen Anteil an Inulin sind die Polyphe-

nole wichtige Inhaltsstoffe von Topinambur.

Zielstellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zur Bewertung von verschiedenen Topinam-
bursorten (Helianthus tuberosus L.) beziiglich des Polyphenolspektrums. Die Keimungs-
einfliisse bei der vegetativen Vermehrung werden gepriift, besonders werden die verdick-
ten Rhizome (,,Knollen*) fraktioniert (Fruchtfleisch und Schalen), im Hinblick auf die
Gewinnung von phenolischen Verbindungen, ihre antioxidative Kapazitit und das Reduk-

tionsvermogen sowie ihr Zusammenspiel mit den Polyphenoloxidasen untersucht.
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Das Ziel der Arbeit ist:

1. Die Entwicklung einer abgesicherten Methode zur Gewinnung von phenolischen Ver-
bindungen aus Topinambur,

2. die Bestimmung der PPO-Aktivitéit und die Extraktion der Polyphenole aus ganzen
Knollen und der Schalenfraktion der physiologisch aktiven Topinamburknollen, wobei
die Knollen auch zum Keimen gebracht werden und in Abhéngigkeit von der Keim-
dauer die Gesamtpolyphenole sowie einzelne polyphenolische Verbindungen bewertet
werden,

3. Vergleich der Absorptionsmaxima mit den Beilstein-Werten,

4. die Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten aller Vergleichssubstanzen,

5. die Strukturkldrung aller im Topinambur enthaltenen Polyphenole mittels LC-MS und
GC-MS,

6. die Ermittlung der antioxidativen Aktivitdt der Topinamburproben nach der MEBAK—
Methode und dem ACW-Test,

7. das Ziehen von Schlussfolgerungen fiir die Vorbereitung des Einsatzes von grofitech-
nischen Anlagen zur Gewinnung von isolierten Polyphenolen aus der Schalenfraktion
von Topinambur und

8. das Ubertragen der Erkenntnisse auf andere Friichte.
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1 Theoretischer Teil

1.1 Topinambur

1.1.1 Herkunft und Geschichte

Helianthus tuberosus L. ist genetisch urspriinglich den mittleren und 6stlichen Gebieten
Nordamerikas zugeordnet worden. Die Topinambur gehort botanisch zur Ordnung der
Korbbliitler (Compositae) in die Gattung Helianthus (Sonnenblumengewéchse). Der ame-
rikanische Name lautet heute ,,Jerusalem Artichoke. Sie wurde das erste Mal vor 400 Jah-
ren in Europa angebaut (157, 158). Topinambur war einst ein Armeleuteessen, das den
Menschen in Not- und Kriegszeiten liber den schlimmsten Hunger hinweghalf. Diese
schmackhafte Knolle wurde Anfang des 17. Jahrhunderts im Zuge der Kolonisation Kana-
das bei den dort ansdssigen Indianerstimmen entdeckt.

Es war iibrigens nicht der spektakulédre Cristobal Colon (Kolumbus), der diese Pflanze o-
der die Kunde davon nach Europa brachte, sondern bei der Kolonisation Kanadas fand der
franzosische Offizier Samuel de Champlain 1603 bei den eingeborenen Indianern mehrere
Arten essbarer "Wurzeln", die sie anbauten und die den Geschmack von Artischocken hat-
ten. Wire nicht im Jahre 1612 eine Hungersnot in Port Royal, Neu-Frankreich (Ostkanada)
ausgebrochen, hitte sich die Kunde tiber die Topinambur als Wunderpflanze nicht verbrei-
tet. So aber konnten sich die franzdsischen Neu-Kanadier mit dieser Pflanze fast als allei-
nigem und dabei auch noch ausgesprochen schmackhaftem Nahrungsmittel bis zur néchs-
ten Ernte retten. Berichte {iber das wundersame Uberleben mussten verfasst werden, und
zwar zunéchst an den weltlichen Herrscher, Ludwig XIII. von Frankreich, und schlielich
an den Papst. Zum Beweis wurden Pflanzen nach Frankreich gebracht, wo sie nur fiir den
Hochadel bestimmt waren. Die Topinambur gedieh in den koniglichen Gérten von Versail-
les fiir die Tafel des Hofes. Aber was "die da oben" essen, muss doch auch fiir den Bauern,
den Seemann und anderes Volk gut sein. Und so wurden - heimlich durch die Seeleute di-
rekt aus "Neu-Frankreich", aber auch durch Diebstahl aus den koniglichen Géarten diese
Indianerknollen doch verbreitet und allgemein als Speise, Beilage zu Fisch und Fleisch,
fiir Suppen und roh zum Dazwischenessen genossen. Die Kunde iiber die Wunderpflanze
verbreitete sich so rasch, dass bereits innerhalb weniger Jahre der Anbau in England, Bel-
gien, den Niederlanden, in Spanien und Italien begann. Bemerkenswert ist, dass sich diese
Pflanze trotz des Dreifigjdhrigen Krieges besonders in den betroffenen Landern Mitteleu-
ropas ausbreitete - wieder in Zeiten der Not. Bedingt durch die Note in der damaligen Ver-
sorgung mit Nahrungsmitteln, bedingt durch die Wiederentdeckung dieser wertvollen
Pflanze im 20. Jahrhundert, haftet der Topinambur der Geruch von Not und Tod an. Sie

war zum Armeleuteessen, zum Liickenbii3er in der Versorgung der von Kriegen geschiit-
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telten Bevolkerung in Mitteleuropa stilisiert worden. Der Gesundheitswert der Knollen-
friichte wird erkannt: die positiven Wirkungen auf das Verdauungssystem, frische Topi-
nambur und Produkte daraus werden in der Erndhrung bei Diabetes mellitus, der haufigs-
ten Zivilisationskrankheit in der westlichen Welt, die oftmals mit Ubergewicht einhergeht,
seit Jahrzehnten angewandt. Viele Namen sind von Topinambur bekannt, z.B. Erdarti-
schocke, Erdbirne, Erdapfel und Knollensonnenblume. Der Name Topinambur hingegen
bezeichnet den brasilianischen Indianerstamm der Tupinambas. Im Laufe der Zeit erhielt
sie viele andere volkstiimliche Bezeichnungen, wie beispielsweise Erdsonnenblume, klei-
ne Sonnenblume, Knollensonnenblume, Erdbirne, Erdartischocke, Ewigkeitskartoffel und
Indianerknolle(159). Die in mehreren Namen auftauchende Bezeichnung "Artischocke"
hat mit der echten Artischocke nichts zu tun. Dieser Name zeigt an, dass die Knolle der ur-

spriinglichen Art herzhaft nach Artischocken schmeckt (139).

1.1.2 Anbau und landwirtschaftliche Bedeutung der Topinambur

Topinambur ist eine Kurztagspflanze. Unter Ertragsminderung wird sie auch in den geo-
graphischen Zonen angebaut, die wechselnde Jahreszeiten und Lichtverhiltnisse aufwei-
sen. In den Breiten Mitteleuropas erreichen die Pflanzen im Laufe des Sommers eine
Wuchshdhe von mindestens 2 m (Bild 1) bis {iber 4 m.

Wihrend die oberirdischen Teile noch leichte Froste bis -3 °C iiberstehen, sind die Knol-
len absolut winterhart, da sie Froste bis -30 °C widerstehen. Diese Pflanze ist gekenn-
zeichnet durch einen starken, rauhaarigen Stingel, grof3e, langgestielte, rauhaarige Blatter,
gelbe, der Sonnenblume &hnliche kleine Bliitenkdpfe und ein dichtes Wurzelnetz mit bir-
nenformigen, spindelartigen oder runden Sprossverdickungen, den sogenannten Knollen.
Aus landwirtschaftlicher Sicht stellt Topinambur keine besonderen Anspriiche an Klima,
Boden oder Standort. Am besten gedeihen die Pflanzen an einem sonnigen Standort mit
kalkhaltigem Untergrund (z.B. Sandbdden mit 10 % Lehm). Die Pflanze hat einen ziem-
lich hohen Wasserbedarf.
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Bild 1: e Topinamburptlanze im Garten in Berlin-Frohnau

In Mitteleuropa blithende Formen haben kleine sonnenblumenéhnliche Bliiten. Bis zum

Herbst bilden sich an den Wurzeln Verdickungen (Knollen) aus (Bild 2).

e

Bild 2: Die Topinamburknollen (weillschalige Sorte . .Gigant™)
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Wenn auf der nérdlichen Erdhalbkugel zwischen Juli und September zu wenig Regen fillt,
bilden sich nur kleine Knollen mit geringem Inulingehalt aus. Im Friihjahr, Mitte April bis
Mai, werden zwischen 35 000 und 40000 Knollen/ha als Dammkultur gesetzt. Die Pflan-
zen sollten unbeschattet sein. Die vegetative Kultur beginnt mit sogenannten Saatknollen.
Eine generative Vermehrung durch Saatgut ist nicht iiblich. Als beste Pflanzzeit in Mittel-
europa gelten die Monate Oktober bis Mitte April. Das Pflanzen der Knollen im Herbst ist
wegen der Frostbestdndigkeit moglich. Die Knollen selbst werden etwa 5 bis 10 c¢m tief in
den Boden gelegt mit einem Reihenabstand von 50 bis 60 cm und einem Abstand in der
Reihe von 30 cm. Die Pflanzknollen werden nach Gewicht und Groe vorsortiert. Fiir eine
gute Jugendentwicklung der Pflanze hat sich Warme wéhrend des Friihjahrs als giinstig
erwiesen, ebenso wie Niederschldge im Spatsommmer und ein milder Herbst fiir einen gu-
ten Knollenansatz bzw. einen hohen Knollenertrag.

In den letzten Jahren wurde der Topinamburpflanze groBeres Interesse entgegengebracht.
Einesteils, weil sie auch auf leichteren Boden ausreichende Ertrége liefert, und anderer-
seits, weil sie sehr widerstandsfdhig gegen Pflanzenkrankheiten ist (159). Auch in die Rei-
he der energieliefernden nachwachsenden Rohstoffe, deren Anbau durch die Staaten des
EWG in den Jahren 1980-1990 gepriift wurde, ist die Topinambur mit einbezogen worden.
Dies betraf den Anbau in den Niederlanden, in Frankreich und in der Bundesrepublik.

Die Pflanzen sollten jedes Jahr umgesetzt bzw. neu an einen anderen Standort gepflanzt
werden, sonst gehen die Ertrage bei mehrfacher Kultivierung stark zuriick (kleinere und
weniger Knollen). Eine zusitzliche Diingung ist ab dem Friihjahr empfehlenswert. Die
Diingungshdhe richtet sich nach der Nahrstoffversorgung des Bodens. Zwei Gaben mit je
30 g eines organisch-mineralischen Volldiingers pro m” im Frithjahr und Friihsommer
konnen als Durchschnittswert gelten. Der Diinger wird flach in die Erdoberfldche eingear-
beitet. Besondere Pflegemafinahmen sind weiterhin nicht erforderlich. Bei linger anhal-
tender Trockenheit muss bewissert (beregnet) werden. AuBer Sclerotinia (Pilse) ist kein
weiterer Schiddling der Pflanze bekannt. Die Pflanze ist besonders resistent gegeniiber

Rhizomania (von der Zuckerriibe stammend) und Nematoden (Kartoffelkrankheit).

1.1.3 Ernte und Einlagerung

Die Lénge der vegetativen Phase vom Auskeimen bis zur Bliitenbildung betridgt in Mittel-
europa zwischen 65 Tagen bei frithen Sorten und 140 Tagen bei den spitreifen. Wenn die
mittlere Temperatur im Pflanzgebiet iiber dem Jahresdurchschnitt liegt, kann sich die ve-
getative Phase um bis zu 15 % verkiirzen. Die Blitter und Stingel werden welk und trock-

nen ein - das Zeichen dafiir, dass die Knollen voll ausgebildet sind. Frithsorten sollten nur
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im Herbst geerntet werden, weil der Auftauprozess nach Winterfrosten zu schnellem At-
mungsstoffwechsel und Auskeimen fiihrt, wodurch erhebliche Inulinverluste eintreten.
Auch die spétreifen Sorten Violet de Rennes aus Frankreich und RoZo sollten, wenn das
Kraut total abgereift ist, schon im Herbst geerntet werden. Rotschalige Sorten haben einen
schiitzenden Anthocyangehalt und sind weniger empfindlich beim Einlagern. Je nach Kli-
ma, Standort und Pflege (Diingung, geniigend Wasser) werden 1,5 bis 3,5 kg Knollen pro
Pflanze geerntet. Der ideale Erntetermin ist dann erreicht, wenn sich die Knollen von ihren
Hartstrdngen oder Stolonen 16sen. Das kann bei spiten Sorten erst im November der Fall
sein. Im Gegensatz zu den Kartoffeln sollte man jedoch die Knollen fiir den Hausbedarf
nicht auf einmal ernten, da ihre Haltbarkeit beschriankt ist. Das hingt damit zusammen,
dass die Knollen nur eine sehr diinne Schale haben und dadurch nach der Ernte schnell
Wasser verlieren, schrumpfen und infolge der diinnen dufleren Schale leicht verderben. So
kann sich die Ernte, abgesehen von den Frostperioden, praktisch iiber den ganzen Winter
bis zum Friihjahr hin erstrecken. In diesem Fall ist nur zu beachten, dass die Knollen dann
im Winter Futter fiir Withlmé&use sind. Muss mit einem Wiithlmausbefall gerechnet werden,
wird oft empfohlen, die Ernte einmalig vorzunehmen und die Knollen einzumieten. Kleine
Mengen sind in Drahtkdrben an einem geschiitzten Platz in die Erde einzugraben. Ansons-
ten konnen die Knollen auch einige Zeit kiihl, schattig und etwas feucht gelagert werden.
Bei einer geplanten Einlagerung der Knollen ist auf sich relativ schnell ausbreitende Faul-
nis sowie Weillschimmelbefall zu achten. Bei mittelfrithen bzw. spiten Sorten sollte ein
Teil der Herbsternte im Boden gelassen und sofort im Friihjahr die Knollen zum alsbaldi-
gen Verzehr ausgegraben werden. Bei Bedarf kann auch ein Teil der Herbsternte iiber

4-5 Wochen in sauberen Holzkisten, die zwecks Klimahaltens von auflen mit Styroporplat-
ten eingeschlossen werden, bei +4 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % gela-

gert werden (160).

Die Friithjahrsernte ist sehr anféllig - man kann unter diesen Bedingungen die Knollen
nicht linger als drei Wochen bevorraten, danach ist mit Faulnis und Schimmelbefall zu
rechnen. Die Topinamburpflanzen haben die 6kologischen Vorteile, dass sie hohe Néhr-
stoffaufnahme (600 - 800 kg/ha/Jahr) aufweisen und damit den Boden von Mineralstoft-
iberschiissen entlasten. Gleichzeitig brauchen sie keinen Einsatz von chemischen Pflan-
zenschutzmitteln. Topinambur wird in Boden verschiedener Gebiete, in denen Zuckerrii-
benpflanzen nicht kultiviert werden, angebaut. Bei entsprechender Nahrstoff- und Wasser-
versorgung, und unter giinstigen klimatischen Bedingungen lassen sich flichenbezogene

Kohlenhydratertrége erzielen, die jene der Getreidesorten weit hinter sich lassen
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(161-164), und zwar von 35 % bis zu 72 % der Trockenmasse des in den Knollen enthalte-

nen Kohlenhydrats Inulin.

1.1.4. Zusammensetzung der Topinamburknollen

1.1.4.1 Inhaltsstoffe

Die stoffliche Zusammensetzung der Topinamburknollen zeigt sehr unterschiedliche Er-
gebnisse, weil sie von Sorte, Standort, Klima, Anbau, Erntezeitpunkt, Lagerung und Ver-
arbeitungsbedingungen abhingig ist (162, 165). Tabelle 1 zeigt die Inhaltsstoffe der Topi-
namburknolle .

Der Feuchtigkeitsgehalt der frisch geernteten Knollen ist sehr hoch. Dieser liegt bei mehr
als 80 % am Anfang des Knollenwachstums im August, nimmt danach sehr schnell bis

75 % ab und bleibt dann konstant (166). Nach Untersuchungen von (Barwald und Mitar-
beitern 1982-1991) hingegen betrigt die Trockenmasse der Topinamburknollen 21 £ 1 %,
was einem Feuchtigkeitsgehalt von 79 % entspricht (Tabelle 1). Eigene Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Trockenmassen der Topinambur je nach Sorten bzw. Schalen un-
terschiedlich sind und sich im Laufe der vegetativen Keimung dndern. Der Schwankungs-
bereich liegt zwischen 12 und 28 % in den Knollen und zwischen 14 und 31 % in den
Schalen. Der Rohproteinanteil betridgt 2,4 %, wovon der groBere Teil aus 60 % Reinei-
weil, der kleinere Teil aus Amiden, freien Aminosiuren, wie den essentiellen Lysin,
Cystin, Arginin, Histidin, Tryptophan, Asparagin, vor allem aber Betain und Cholin be-
steht (167).

Die niedermolekularen Stickstoffverbindungen sind bei einem pH-Wert am isoelektrischen
Punkt der Reineiweif3e 16slich. Diese Eigenschaft kompliziert ihre Entfernung vom Knol-

lensaft (168).
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Tabelle 1: Inhaltsstoffe der Topinamburknollen nach Barwald u.a 1989

Substanz Mittelwert Bereich
Trockenmasse, % 21 19-28
Kohlenhydrate, % 15,8 13,2-22
Fructose, g/ kg 1,2 1-2
Glucose, g/ kg 0,4 0,2-0,8
Inulin, hochpolymer, % 8 variabel; abhdngig von

Sorten und Ernte
mittlerer Polymerisations- 6
grad der Frutooligosaccha-
ride, %
Rohprotein, % 2,4 1,8-3,2
Fett, % 0,4 0,1-0,7
Rohfaser,% 1,3 1,25-2,5
Mineralstoffe,% 1,7 1-2
Natrium, mg/ 100 g 16 10-90
Kalium, mg/ 100 g 848 478-1000
Calcium, mg/ 100 g 134 100-150
Magnesium, mg/ 100 g 34 20-40
Eisen, mg/ 100 g 3 2,1-3,7
Phosphat, mg/ 100 g 383 200-400
Sulfate, mg/ 100 g 68
Vitamin B; pg/ 100 g 100-200
Vitamin B, pg/ 100 g 50-60
Vitamin B pg /100 g 300
Inositol mg/ 100 g 66

Im Allgemeinen steigt der Rohproteingehalt in verwilderten und kultivierten Topinambur-
sorten bei zunehmender Reifung der Knollen. In der vegetativen Zeit liegt der Eiweil3ge-
halt bei 7,65 % bezogen auf die Trockensubstanz. Im Durchschnitt steigt der Roheiweil3-
gehalt auf ein Maximum (10,4 % bezogen auf die Trockensubstanz) in der Fruchterntepe-
riode an. Die hohe RoheiweiBkonzentration kann das Ergebnis vom Ubergang des Stick-

stoffs aus dem Stdngel und aus den Bléttern zu den Knollen zum Ende der Saison sein. Der
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Stickstoffgehalt in den Bléttern und Stéingeln der Topinambur steigt vor der Bliiteperiode
an und nimmt danach wihrend der Fruchternteperiode ab (169). Der Gehalt an reduzieren-
den Zuckern unterscheidet sich signifikant in den frischen Knollen bei den verschiedenen
Entwicklungsstadien und Sorten. Er schwankt von 13.2 bis 27,7 % (170, 171). Das ist sehr
widerspriichlich, denn die reduzierenden Zucker, die in freier Form als Monosaccharide
vorliegen, betragen nach eigene Untersuchungen ja nur 0,2 % in der Knolle fiir Glukose
und bis 1 % als Fruktose. Die in der Literatur (171, 172) angegebenen Werte konnen nicht
stimmen, weil 13,2 bis 27,7 % reduzierende Zucker doch total daneben sind. Die Konzen-
tration der Trockensubstanz nimmt fortschreitend von dem Gewebe der Rinde zum Mark
hin ab. Diese Abnahme betridgt zwischen 32 und 36 % (163). Der Gesamt-Saccharidgehalt
1st 39 bis 43 % hoher in dem Rindengewebe als in dem Markgewebe. Der Gehalt an ,,frei-
en‘ fermentierbaren Zuckern (FFZ) bzw. Trockenmasse nimmt im Lauf der Lagerung zu
(160).

Der Gehalt an ,,total* fermentierbaren Zuckern (TFZ), d.h. die Summe der Kohlenhydrate
nach Totalaufschluss, nimmt im Lauf der Lagerung ab (160). Der Gehalt an Trockenmasse
nimmt bei Uberwinterung der Knolle in der Erde ab (160). Der Anteil der niedermolekula-
ren Fruktosane von Herbstknollen nimmt wéhrend der Lagerung zu, sortenbedingt jedoch
in verschiedenem Ausmal. Bei der Lagerung der Friihjahrsknollen wurde hingegen eine
Abnahme festgestellt. Die Verminderung des Gehaltes an ,,freien fermentierbaren Zu-
ckern® hangt mit einer Erhohung des mittleren Polymerisationsgrades der Fruktosane zu-

sammen und kommt in einer Erh6hung des Fruktoseanteiles an den TFZ zum Ausdruck.

1.1.4.2 Einfluss des Erntezeitpunktes

Das Ergebnis der Varianzanalyse fiir den Knollenertrag von fiinf verschiedenen Sorten
zeigte nach Haluschan (172) keinen Einfluss des Erntezeitpunktes "Herbst" oder "Friih-
jahr". Dagegen kam die besondere Bedeutung des Erntezeitpunktes fiir die Trockensub-
stanz, den reduzierenden Zucker und Gesamtzucker (gemeint ist der gebundene Anteil
nach Hydrolyse) zum Ausdruck. Der Trockensubstanzgehalt war zur Friihjahrsernte um
1,3 % bis 2,4 % absolut geringer als zur Herbsternte. Die hohen Verluste an Trockenmasse
und Kohlenhydrate wurden damit erklért, dass ein langer und niederschlagsreicher Winter
herrschte und die Ernte erst in der ersten Aprildekade durchgefiihrt werden konnte. Zu die-
sem Zeitpunkt fand bereits eine relativ starke Atmung der Topinamburknollen statt. Es
wurde weiterhin festgestellt, dass der Erntezeitpunkt den gro3en Einfluss auf den Frukto-

seanteil an dem gesamten reduzierenden Zucker hatte (168). Die Fruktosekonzentration
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nimmt ab, wenn die Ernte spéter erfolgt. Septemberernte gibt Fruktosekonzentrationen von
82 % bis 91 %, wihrend Novemberernte nur entsprechend 73 % bis 79 % zeigt
(Tabelle 1).

1.1.5 Anwendungsmoglichkeiten fiir Topinamburknollen

Bisher liegt in Mitteleuropa die Verarbeitung von Topinamburknollen zu Industrieproduk-
ten nur in den Bereichen Brennerei (Herstellung eines speziellen Obstbranntweins, Bioal-
kohol), Saft- und Konzentratfabrikation, Sirupherstellung, Trockenprodukte und Anwen-
dung in der Pharmazie. Nur wenige Veroffentlichungen aus anwendungsbezogener Sicht
in den letzten Jahren liegen vor (165-182), wobei sich einige mit der Analytik (168, 176,
177, 178, 179) bzw. dem Lagerverhalten der Knollen (160, 180, 181) befassen.

Von Berichten aus der Einwanderung nach Amerika ist der Verzehr der rohen und gegar-
ten Topinamburknollen bekannt. Auch in Europa war die Knolle sehr geschétzt. Wegen
ithres artischockenartigen Geruchs und Geschmacks bereicherte sie den Speisezettel als
Beilage. Wegen ihrer geringen Lagerfahigkeit geriet sie in Mitteleuropa in Vergessenheit.
Erst durch die Herstellung haltbarer Produkte aus der Knolle und die glinstigen Eigen-
schaften ihrer Inhaltsstoffe in der Diétetik und als Diabetikerkost riickt die Verarbeitung
im Lebensmittelbereich wieder in den Vordergrund. Bisher sind nach den Erfahrungen von
Bérwald (personliche Mitteilung 2000) reine SiiBungsmittel aus Topinambur entwickelt
worden, die hinsichtlich ihrer Zusammensetzung Honig und Ahornsirup durch den Inulin-,
Inulide- und Fruktosegehalt sowie aufgrund der Mineralstoffzusammensetzung und Spu-
renelemente iiberlegen sind. Hierzu gehoren auch Brotaufstriche, Bonbonfiillmassen,
Komponenten in Marmeladen, Grundstofte fiir StiBgetrinke und Saftzubereitungen. Das
aus dem Trocknungsprozess der Knollen gewonnene Mehl wird zur Verbesserung der
Sauerteige in den Béckereien grosstechnisch eingesetzt.

Als besonders wohlschmeckend erweisen sich milchsauer fermentierte Topinambursifte
mit einem hohen Gehalt an L(+)-Milchséure. Hier ist es gelungen durch den Einsatz ver-
schiedener zu den Streptokokken und Laktobazillen gehdrenden Spezialstimmen variable
Geschmacksrichtungen zu komponieren. Die Anteile an L(+)-Milchséure kdnnen dabei bis
zu 94% der Gesamtmilchsdure betragen. Die Aromaeindriicke reichen dabei bis zu Frucht-
und Colanoten. Die Herstellung von Fruktose sowie Sirup aus Topinamburknollen ist seit
tiber 60 Jahren bekannt (168, 182). Auf dem Pharmagebiet wird der Auszug aus
Helianthus tuberosus als Appetitziigler angeboten (167, 168).



Theoretischer Teil 13

1.2 Enzymatische Verfiarbung

1.2.1 Einflihrung
Man nennt " enzymatische Verfiarbung " die enzymatische Umwandlung in ihr ersten E-
tappen von phenolischen Verbindungen unter Beteiligung von Sauerstoff zu gefarbten Po-

lymeren, die meistens braun oder schwarz sind. Die Abschnitte dieser Verdanderung sind

nach Cheftel (183) (Abbildung 1):

el tische nlchten tische
nzyrra enzymatlsche ZYWB Oy T e gefarbte
Hydroxllatl on “Oxidation Oxidation Polymere

Phenol ortho-Diphenol OrthQ-Chlnon
(meistens farblos)  (meistens farblos) (meistens rot)

+1/2 O,
Phenolhydroxﬂase- )
aktivitat)
COOH COOH

3, 4-Dihydroxiphenylalanin
(DOPA)

Hyn O,
(POIyphenoIOX|dase- (I
aktivitat)
COOH COOH

3, 4-Dioxophenylalanin

L- Tyrosin

DOPA

Abbildung 1: Stufen der enzymatischen und nichtenzymatischen Verfarbung

(nach Cheftel 1984)
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Die enzymatische Verfarbung ldsst sich bei den Pflanzen, die reich an phenolischen Ver-
bindungen sind und auch bei der Bildung von Melanin bei den Insekten (Braunverfarbung
der Kutikula) sowie bei den Saugetieren (flir die Pigmentierung der Haut verantwortlich:
Melanon ) beobachten. Die enzymatische Verfarbung kommt nicht in den Nahrungsmitteln
tierischen Ursprungs vor. Wenn die Zellen von Obst bzw. Gemiise mit hoher PPO-
Aktivitit durch bestimmte Behandlungen beschédigt sind (Schélen, Durchschneiden, Zer-
malmen fiir die Saftzubereitung, Gefrieren, Dehydratation), konnen Farbprobleme durch
unerwiinschte Farbveriinderungen auftreten (183). Beispielhaft sind Apfel, Birnen, Apri-
kosen und Bananen. Die Bildung von braunen Pigmenten bei Friichten und anderen Le-
bensmittelprodukten ist jedoch nicht immer unerwiinscht. Man braucht z.B. einen be-
stimmten Grad der Braunverfarbung bei dem Reifen der Datteln, der Zubereitung des Ap-
felsaftes, der Fermentation des schwarzen Tees, der Trocknung der Kakaobohnen sowie

der Trocknung des Tabaks.

1.2.2 Phenolische Substrate und Pigmente

Es gibt zahlreiche natiirliche Substrate (Mono-, Di- oder Polyphenole) fiir die enzymati-

sche Braunverfarbung. IThre Reaktivitit ist nach ihrer Struktur (diejenige des Metadiphe-

nols zum Beispiel ist ein schlechtes Substrat ) und auch nach dem Ursprung der Enzyme,
die ihre Oxidation katalysiert, mehr oder weniger hoch.

Ein groBer Teil dieser Substrate wird wie folgt klassifiziert :

- das Pyrokatechol und seine Derivate:
OH
OH

Abbildung 2: Pyrocatechol

- die 3,4-Dihydroxiphenylalanine (DOPA), geformt aus dem Tyrosin (z.B. im Fall der
Kartoffel) und die in Dopachinon oxidiert werden kann:

NH,

HO : CH;—CH-—COOH
HO

Abbildung 3: 3, 4-Dihydroxiphenylalanin
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-die 3,4-Dihydroxiphenylethylamine (Dopamin, welches das Hauptsubstrat der Braunfar-

bung der Banane ist):

|—|oj : _CH, —CH,—NH,
HO

Abbildung 4: 3, 4-Dihydroxiphenylethylamin (Dopamin)
- die Phenolsduren mit aromatischem Kern, wie zum Beispiel die Gallussdure
(Abbildung 5):
OH
HO OH

COOH
Abbildung 5: Gallusséure
- Bestandteil des hydrolisierbaren Tannins (bezogen auf Abb. 5 oder 6), wie die Chloro-
gensdure und andere Derivate der Zimt- und Cumarsiuren:
Die Gegenwart von Chlorogensiure in Apfeln, Birnen und Kartoffeln spielt eine groBe
Rolle in der Bildung der schwarzblauen Pigmente. Diese konnen in den Kartoffeln beim
Kochen durch Reaktion mit Spuren von Eisen gebildet werden. Diese Farbung kann durch
pH-Senkung vermieden werden (unterhalb pH 3, was nicht immer geeignet ist, denn in
diesem pH-Bereich verursacht das Kochen die Umwandlung der Stérke in Dextrin), und
durch die Zugabe von Eisen-Fillungsmitteln, insbesondere Phosphaten, sowie, wenn er-

laubt, von Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA).

- die Chlorogenséure (Abbildung 6)

OH
HO
COOH
OH
CH—CH—CO—oO
HO OH

Abbildung 6: Chlorogenséiure

- die Flavonoide, welche die nachfolgende allgemeine Struktur haben (Abbildung 7):
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Alle Flavonoide lassen sich auf die wenigen Stammgruppen Flavan, Flaven, Flavylium,
Flavanon und Flavon zuriickfiihren, von denen sie Derivate sind. Sie unterscheiden sich
durch unterschiedliche Oxidationsstufen am heterozyklischen Mittelring. Die Einzelsub-
stanzen innerhalb dieser Oxidationsstufen sind durch Anzahl und Stellung der Hydro-
xilgruppen am Molekiilgeriist charakterisiert. Durch Hydroxilierung. des Flavylium-lons
z.B entstehen die Anthocyanidine. Thre Glukoside, die Anthocyane, sind zum Beispiel die

roten bis blauen Farbpigmente der Traube (184).
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S
Z OH
Flavan Flaven .
Flavylium-lon
-2H -2H
+0 +0

Flavanon

OH Glukose
(R=H, OH oder OCH,)

Anthocyane

@ OH

0 (0]
Flavanonole Flavonole
(0] @ @ (0] @
@ OH OH
Flavanole OH
OH Flavandiole

OH Leucoanthocyane

Catechin

Abbildung 7: Hauptklasse der Flavonoide

Unter diesen Flavonoiden findet man insbesondere
a) Die Anthocyanidole, die nach ihrer Struktur rot, violett oder blau geférbt sind. Beispiel

ist das Cyanidolblau (Abbildung 8):
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Abbildung 8: Cyanidolblau oder Cyanidin

Diese Verbindungen sind im allgemeinen als Glykoside vorkommende Anthocyanoside,
das heift, sie sind mit einem oder mehreren Kohlenhydraten verkniipft. Diese pflanzlichen
Pigmente reagieren sehr empfindlich auf pH-Anderungen: so gehen sie von blau nach rot
iiber, wenn sich das pH in den sauren Bereich verschiebt und umgekehrt. Ihre Farbe dndert
sich auch, wenn die Glykoside durch Hydrolyse oder durch Reaktionen mit verschiedenen
Metallen gespalten werden. Beispiel: mit dem Zink aus Dosenkonserven kann eine violette
Farbe entstehen.

b) die farblosen Leucoanthocyanidole wie zum Beispiel das Leucocyanidol.

OH

OH OH
Abbildung 9: Leucocyanidol oder Leucocyanidin

Durch Erhitzen in sdurehaltigem Milieu erleiden sie eine Oxidation unter Wasserverlust

und werden zu entsprechenden Anthocyanidolen umgewandelt.

Die Farbe verindert sich nach rosa oder rot (bei Bohnen, bestimmten Sorten Apfeln, Bir-
nen, Kohl). Farblose Verbindungen dieses Typs sind oft gegenwirtiger als das Polymer
und stellen dann eine der zwei Tanninkategorien dar.

c¢) Flavonole, wie beispielsweise das Quercetin, das durch die Anwesenheit einer Carbo-
nylgruppe in Position 4 und einer Hydroxilgruppe in Position 3 charakterisiert ist, und das

am hdufigsten im Verbund mit Kohlenhydraten in Position 7 vorkommt.
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OH O
Abbildung 10: Quercetin

d) Flavanone wie beispielsweise das Naringenol,

OH O
Abbildung 11: Naringenol

deren Glykoside (mit Rhamnose und Glukose), z.B. das Naringin , verantwortlich fiir den
bitteren Geschmack einiger Grapefruitarten besonders vor dem Reifen, ist. Eine Verbin-
dung mit benachbarter Struktur ist das Hesperidin (7,5,3 Methoxy-4' flavanon ), das in den
Apfelsinen zu finden ist;

- das Tannin, das nicht nur Substrat der enzymatischen Braunverfarbung ist, sondern auch
zur Textur (Inkrustation der Zellwidnde) und zum Geschmack (adstringierende Eigen-
schaft) der Pflanzen beitrdgt. Man unterscheidet zwei Tanningruppen:

-das hydrolysierbare Tannin (oder auch pyrogallische Tannin, das sich aus der
Veresterung von fiinf alkoholischen Funktionen der Glukose durch verschiedene polyphe-
nolische Sduren (Gallussdure, Digallussdure, Ellagsdure) bildet, und

- das kondensierbare Tannin (oder auch catechische Tannin genannt), dessen chemische
Zusammensetzung sehr dhnlich derjenigen des Anthocyanidins ist. Dieses Tannin besitzt

die Eigenschaft, mit den Proteinen zu reagieren; sie konnen dadurch Enzyme inaktivieren.

1.2.3 Enzymsystem und Reaktionsmechanismus

Das Enzymsystem, das diese Braunungsreaktion einleitet, gehort zu den Oxidoreduktasen,
EC 1.10.3.1 und wird als Phenolase, Phenoloxidase oder Polyphenoloxidase (PPO) be-
zeichnet. Es kommt in den intakten Zellen, getrennt vom Substrat (phenolischen Substan-
zen) vor und kann daher praktisch erst nach einer Zellzerstorung wirksam werden, wobei

Sauerstoff als Wasserstoffakzeptor erforderlich ist. Die Phenolaseaktivitéit kann in eine
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Phenolhydroxilase (Kresolase-) und eine Polyphenoloxidaseaktivitét (Katecholaseaktivi-
tat) unterteilt werden, die beide z.B. bei der Oxidation von L-Tyrosin eine Rolle spielen
(185, 186). Die Hydroxilation der Monophenole und die Oxidation der Diphenole sind
zwei unterschiedliche enzymatische Reaktionen; es scheint allerdings, dass ein und das-
selbe Enzym oft die zwei Reaktionen katalysieren kann. Enzyme anderen Ursprungs legen
trotzdem verschiedene Aktivitidtsquotienten (hydroxilierende/oxidierende Aktivitit) vor.
Die Existenz von Isoenzymen wird vermutet und der Tatsache zugeschrieben, dass der
Gehalt an Cu’ und Cu'" variiert. Die Nomenklatur iiber diese Enzyme ist nicht sehr prizi-
se. Man spricht iiber Oxidoreduktase, Monophenolase oder Phenoloxidase, indem man
sich auf den ersten enzymatischen Reaktionsschritt bezieht und {iber PPO, in Verbindung
mit der zweiten Reaktionsfolge. Der systematische Name fiir Enzyme, die fiir die oxidie-
rende Aktion verantwortlichen sind, ist o-Diphenol-Sauerstoff- Oxidoreduktase

(EC 1.10.3.1). Der molekulare Sauerstoff spielt die Rolle des Wasserstoffempfingers. Im
Saugetierstoffwechsel begegnet man der Tyrosinase, welche abweichend von der pflanzli-
chen PPO die Bildung von DOPA und von Dopachinonen, vom Tyrosin ausgehend, verur-
sacht. Die PPO der Banane, des Tees und des Tabaks katalysieren spezifisch die Oxidation
der Diphenole; jene des Apfels, der Birne, der Kartoffel und die PPO in Pilzen besitzen
auch eine hydroxilierende Aktivitdt. PPO sind metallhaltige Enzyme , die ungefdhr 0,2 %
an Kupfer enthalten. Das lon kann durch Dialyse gegen EDTA abgetrennt werden. Die
PPO des Tees hat ein Molekulargewicht von 144.000 D und besitzt 7 Mole Kupfer pro
Mol; ihr optimales pH betragt 5,5 (183).

1.2.3.1 Prinzip der enzymatischen Braunung

In den Pflanzenzellen ist das Enzym vom Substrat ( z.B. phenolischer Substanz) rdumlich
getrennt. Das Enzym ist in der Zellen und der Substrat an den aufleren Zellenwand lokali-
siert. Durch Zellzerstorung wird es erst freigesetzt, dabei ist Sauerstoff (O,) als Wasser-

stoff-Akzeptor erforderlich.

1.2.3.2 Reaktionsgeschwindigkeit

Monophenole, und dhnlichen Strukturen, wie z.B. Tyrosin, 4 -Hydroxibenzoesdure oder
4-Hydroxizimtsdure, werden generell langsamer umgesetzt als o-Diphenole, da die Mo-
nophenole vor der Oxidation erst zu den entsprechenden o-Chinonen hydroxiliert werden
miissen. Polyhydroxiflavan-3-ole und Polyhydroxiflavan-3,4-diole sowie Phenolkarbon-
sdure mit zwei benachbarten OH-Gruppen, z.B. Protokatechu-, Kaffee- und Gallusséure

bzw. deren Derivate, unterliegen besonders leicht der enzymatischen Braunung (186).



Theoretischer Teil 21

it HO . 0
Cu,.PPO + D—»CUQ.PPO + D + 2 H+ ()]
HO O

++ 2-
Cu.PPO + 12 0, —#= Cu,PPO+ O (1)
HO ©
j@ + 120, — = + OH, (Bilanz) (Il
HO O

HO
HO ++
\© + Cu-;PPO + 02 + 2 H — + Cu2 PPO +OH2 (IV)
HO

Das Diphenol fiir seinen Teil katalysiert die Hydroxilierung des Monophenols nach der
Gleichung (IV) oben, denn ihre Umwandlung in Chinon (Gleichung (I) wird durch die
Bildung der kupferhaltigen PPO bewirkt. In der Literatur wurde iiber PPO in Pflanzen nur
von einer schwachen Konzentration (z.B. 40 mg/kg bei Pilzen) berichtet ohne die Aktivitit
zu messen (183). Der Substratgehalt begrenzt die Geschwindigkeit der Braunverfarbung.
Der optimale pH-Wert fiir die PPO-Aktivitdt und der optimale pH-Wert fiir die enzymati-
sche Braunverfarbung liegen in den Grenzen zwischen pH 5 und 7, meistens zwischen pH
6 und 6,5. Die Aktivitdt nimmt bei niedrigerem pH schnell ab. Die Enzymaktivitét kann
durch die Absorption der Chinone, durch den Sauerstoffverbrauch, durch die indirekte
Oxidation einiger Verbindungen oder auch durch die Absorption bei 470 nm zum Beispiel
von polymerisierten Endpigmenten gemessen werden. Die Wirkung der PPO kann wegen
der Chinonbildung auch eine nichtenzymatische, also chemische Oxidation von Verbin-
dungen bewirken, deren Redoxpotential niedriger als jenes der Chinone ist. Es handelt sich
dabei um additive Oxidationen. Die Askorbinsidure, das reduzierte NADH,, das reduzierte
Glutathion, Cystein bzw. Anthocyanidine kdnnen so unter Aufnahme von Sauerstoff oxi-

diert werden und die Chinone zu Diphenolen reduzieren.
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112 O, Diphenole A

OH; Chinone AH,  Askorbinsaure

NADH,
Glutathion usw.

Schema 1: Reduktion der Chinone zu Diphenole

1.2.4 Physiologische Rolle der PPO und der Reaktionen bei

enzymatischer Verfarbung
Einige Friichte, z.B. Zitrusfriichte und Ananas, enthalten offensichtlich keine PPO und
ziemlich wenig Phenolsubstrate. Andere Friichte, wie Pfirsich, enthalten die Enzyme, aber
nicht das Substrat(183). Sogar in solchen Friichten und Gemiisesorten, die braunen konn-
ten, gibt es praktisch keine Braunfarbungsreaktionen, solange der Stoff gesund und intakt
bleibt. Es ist anzunehmen, dass die Enzyme und die Substrate in verschiedenen Gewebe-
oder Zellabteilungen eingebunden sind und durch unterschiedliche Membranen getrennt
werden. Die Lokalisierung dieser Bestandteile ist noch nicht bekannt. Im Apfel wurde ein
16sliches Enzym und ein anderes hervorgehoben (183), die mit den Chloroplasten zusam-
menhéngen; in der Banane scheint das Substrat der Braunverfiarbung der Schale in den
aufeinanderfolgenden Schichten verteilt zu sein. Es wird vermutet, dass die PPO eine Rol-
le spielt, indem sie die Oxidation verschiedener Substrate verursacht: Diese Reaktion
kommt am Ende des Metabolimus der Atmungskette in dhnlicherweise, wie bei Cytoch-
romoxidase, die auch Kupfer enthélt, vor. So ist scheinbar in der Kartoffel ca. ein Drittel

der Phdnomene der Atmungsoxidation auf die Aktivitdt von PPO zuriickzufiihren.

Die Reaktionen der enzymatischen Braunverfarbungen spielen auch eine Rolle im Schutz
der Pflanzen vor Mikroorganismenbefall. Es wird angenommen, dass die pigmentierten
Polymere, die sich schnell bilden, wenn ein pflanzlicher Stoff gequetscht, zerrissen oder
kontaminiert wird, eine Grenze zur Penetration mit Mikroorganismen bilden und sogar ihr

Wachstum verlangsamen kénnen (183).

1.2.5 Hemmen der enzymatischen Verfarbung

Die wichtigsten praktikablen Moglichkeiten zur Verhinderung der bei Lebensmitteln meist
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unerwiinschten Braunung, die oft auch eine negative Geschmacks- und Aromabeeinflus-
sung sowie eine erndhrungsphysiologische Wertminderung bedingt, sind:

Inaktivierung des Enzymsystems, Zusatz von Schwefeldioxid oder Askorbinsdure, Sen-
kung des pH-Wertes unter 3 und weitgehender Sauerstoffausschluf3. Bei der Tee- und Ka-
kaofermentation spielt dagegen die PPO eine erwiinschte Rolle im Hinblick auf die Ent-
wicklung der Farbe und des Flavours. Eine langsame Oxidation von Phenolen kann aber
auch durch Peroxidasen, die praktisch in jeder Pflanze vorkommen, bei Anwesenheit von
Peroxiden (Sauerstoffdonator) ablaufen und zu Braunverfarbungen fithren. Es gibt zahlrei-
che Mittel, um die enzymatische Verfarbung zu verhindern, aber aus Kostengriinden, Gif-
tigkeit oder ungiinstigen Nebenwirkungen fiir die Qualitdt werden nur wenige praktisch
eingesetzt. Diese werden nachfolgend erwdhnt. Das Inaktivieren der Enzyme durch die
Hitze, wie Bleichen, Pasteurisieren, Eindosen und Sterilisieren, ist sehr wirksam, dndert
aber den Geschmack des Lebensmittels und kann nicht in allen Fillen angewandt werden.
Das trifft besonders bei Obst und Gemiise zu, das gelagert oder im rohen Zustand aufbe-
wahrt wird, insbesondere bei Kiihlung, Gefrieren oder Dehydratation. In diesem Zusam-
menhang kann festgestellt werden, dass das Gefrieren und die Dehydratation die Stabilitét
des pflanzlichen Stoffes in Frage stellt.Dadurch wird die enzymatische Verfarbung be-
giinstigt. Durch reduzierende Zusatzstoffe werden Chinone zu Phenolen reduziert. Da-
durch kann die enzymatische Verfarbung aufgehalten oder sogar verhindert werden. As-
korbinsdure wird meistens bei Fruchtsidften und verarbeiteten Friichten, die in Tranchen,
Segmente oder Stiicke zerschnitten wurden eingesetzt, denn sogar in die geschélten ganzen
Friichte dringt sie nur langsam ein. Die hohe Gabe von Askorbinsdure, die notwendig ist,
um die Braunverfiarbung génzlich zu vermeiden, betragt 0,5 bis 1 % des Produktgewichts;
unter diesen Bedingungen wiirden PPO sogar im Laufe ihrer Aktion inaktiviert werden,
bevor die Askorbinsdure aus der Mitte des behandelten Produkts umgesetzt ist. Das Ein-
tauchen der Friichte nach dem Schilen oder der Aufgliederung in leichtem Salzwasser
oder in einer Glukose- bzw. Saccharoseldsung begrenzt den Zugang des Sauerstoffs bis di-
rekt zum pflanzlichen Stoff hin. Den Sirupen wird oft Askorbinséure zugefiigt. Zwar sind
Schwefeldioxide und Bisulfite sowohl gegen die enzymatische Braunverfarbung als auch
gegen die nichtenzymatische Verfarbung wirksam; diese Chemikalien besitzen auch eine
eingeschriankte Desinfektionswirkung, aber nicht in den Dosen, die gegen die Verfiarbung
notwendigerweise gebraucht werden. Es wurde eine Verstirkung der Bisulfitdosage durch
Askorbinsdure und Thiamin beobachtet. Je nach Anwendung wird gasformiges SO, gelds-
tes SO, oder Bisulfit eingesetzt. Gasformiges SO, entsteht bei der Verbrennung von

Schwefel zu Schwefeldioxid, welches Friichte vor Insekten schiitzt, die fiir die Trocknung
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in der Sonne bestimmt sind. Dabei bleibt auch die Farbe erhalten. Diese Methode ist aus
der Antike bekannt. Fiir die Friichte, die fiir das Gefrieren bestimmt sind, wird ein erstes
Eintauchen 45 sec. lang in einer 0,25 % igen NaHSOs-Losung, gefolgt von einem Eintau-
chen 5 min lang in einer 0,2 % igen K,;HPO4-Losung Dikaliumhydrogenphosphat reali-
siert, dies setzt die PPO-Reaktivitit herab. Durch pH-Verschiebung < 3 kann die Verfar-

bung verhindert werden.

1.3 Biosynthese der Polyphenole

Unter polyphenolischen Verbindungen werden im Sekundirstoffwechsel der Pflanzen syn-
thetisierte Minorbestandteile verstanden, die aromatische Strukturen mit mehreren pheno-
lischen OH-Gruppen im Molekiil enthalten. Die Anzahl der natiirlich vorkommenden Ver-
bindungen ist ungewo6hnlich grof3, es sind z.B. weit iiber tausend Flavonoide bereits nach-
gewiesen und aufgeklédrt worden. Da die unterschiedlichen Polyphenole auch Bindungen
miteinander und/oder aufgrund ihrer Reaktivitdt ebenfalls mit ganz anderen Stoftklassen
eingehen, ist eine klare Abgrenzung und Zuordnung oft gar nicht méglich. Den vollstéin-
digsten Uberblick bietet Harborne in seinem mehrbiindigen, bisher im Abstand von eini-
gen Jahren aktualisierten Werk (187). Hieraus ist auch der in Abb. 12 gezeigte Biosynthe-
seweg entnommen, der gleichzeitig wichtige Untergruppen der Polyphenole zeigt. Alle
Precursoren entstammen dem Kohlenhydratstoffwechsel. Uber Shikimisiure, Phenylalanin
und Zimtsdure wird z.B. p-Cumarsédure gebildet. Diese reagiert als 4-Cumaroyl-CoA mit
drei Malonyl-CoA-Einheiten zum 4,2'4',6'-Tetrahydroxichalkon, welches bereits das
C6C3Ce Grundgeriist der Flavonoide aufweist und zum Naringenin zyklisieren kann. Von
hier aus sind weitere vielfaltige, in der Regel enzymatisch gesteuerte Verzweigungen des
Stoffwechsels moglich (siehe. Abb.12). Von den Hydroxyzimtsiduren und ihren Derivaten
wiederum leiten sich die Hydroxybenzoesduren ab, die aus diesen durch eine analog der
3-Oxidation bei den Fetten ablaufenden Reaktionskette gebildet werden.

Als ein steuernder Faktor bei der Biosynthese ist das Licht erkannt worden. Es wird am
langwelligen Bereich iiber das Cytochrom-System wirksam, wobei

dieser Effekt vor allem durch blaue und ultraviolette Strahlungsanteile mitbestimmt wird.
Als ein wichtiges und zentrales ,,lichtabhéngiges" Enzym sei hier die Phenylalanin-

Ammoniumlyase genannt (188, 189).
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Abbildung 12: Synthese der Polyphenole nach Engelhardt und Galensa (188)

1.4 Pflanzenphenole

Phenolische Inhaltsstoffe gehoren zu den wichtigsten Bestandteilen sowohl des Obstes als
auch des Gemiises. Zahlreiche Studien belegen, dass eine obst- und gemiisereiche Ernéh-

rung, d.h. die Aufnahme dieser sekundéren Pflanzenstoffe, in gewissem Malle vor ver-
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schiedenen Erkrankungen (Herz - Kreislauf - Erkrankungen, Katarakt, Krebs) schiitzen
soll. Die Farbe ist seit langer Zeit mit der Frucht- und Gemiisequalitit verbunden, weil
ihre Attraktivitdt auf dem Tisch zum groften Teil von ihrer Farbung abhingig ist (42). Die
Einteilung der fiir Lebensmittel bedeutungsvollen phenolischen Substanzen erfolgt
zweckmafigerweise in drei Gruppen:

- C¢C-Grundkorper

- C6Cs-Grundkorper

- C¢C3Cs-Grundkorper.

1.4.1 C¢C;-Grundkorper

Zu dieser Gruppe zdhlen in erster Linie die verschiedenen Hydroxybenzoesduren mit fol-
genden Hauptvertretern:

- 4-Hydroxibenzoesiure

- 2-Hydroxibenzoeséure (Salizylsdure)

- 2,5-Dihydroxibenzoesdure (Gentisinsiure)

- 3,4,5-Trihydroxibenzoesédure (Gallussiure)

- 3-Metoxy-4-Hydroxibenzoesdure (Vanillinsdure)

- 3,5-Dimethoxy-4-Hydroxibenzoesdure (Syringasiure)

- 3,4-Dihydroxibenzoesdure (Protocatechuséure)

Nachdem die Hydroxybenzoesédure und deren Derivate z.B. in verschiedenen Obst- und
Gemiisearten, in Zerealien und im Tee nachgewiesen und bestimmt werden konnten, wur-
de vermutet, dass sie ubiquitir sind. Relativ gro3e Mengen an Gallussiure finden sich in
den sogenannten hydrolysierbaren Gerbstoffen (Gallotannine,

Estergerbstoffe), bei denen Glukose oder ein anderer Zucker ein- oder mehrfach mit dieser
Séure verestert ist. Meist liegen mehrere untereinander verkniipfte Gallussdureeinheiten
vor, die mit einer Hydroxylgruppe des Zuckers verestert sind, wobei die Sduren unterein-
ander depsidartig (Typ I) oder iiber eine C-C-Bindung (Typ II) verkniipft sind (Abbildung
14). Gerbstoffe vom Typ II werden mitunter auch als Ellagengerbstoffe bezeichnet.
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Abbildung 13: Hydroxibenzoesédure-Verbindungen
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Abbildung 14: Depsid Typ I und II

1.4.2 C¢Cs-Grundkorper

Typische Vertreter dieser Gruppe sind die sogenannten Hydroxyzimtsiuren
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(3-Hydroxyphenyl-2-propensduren) und das Hydroxicumarin (Abbildung 15), aber auch
Aminoséduren, wie Tyrosin und Dihydroxyphenylalanin. Die wichtigsten Hydroxyzimtséu-
ren sind:

- 4-Hydroxyzimtsdure (p-Cumarsdure)

- 2-Hydroxyzimtsdure (o-Cumarsaure)

- 3,4-Dihydroxyzimtsdure (Kaffeesiure)

- 3-Methoxy-4-Hydroxyzimtsdure (Ferulasiure)

- 3,5-Dimethoxy-4-Hydroxyzimtsdure (Sinapinsaure).

Diese Sduren kommen in der Natur iiberwiegend als Ester, zum Teil, aber auch als
0-Glykoside vor und diirften ubiquitér sein. Die Kaffeoyl-Chinaséuren vor allem in Form
von 3-O-Kaffeoyl-Chinasdure wird meist als Chlorogensédure bezeichnet.

Die intermolekularen Veresterungsprodukte von Phenolkarbonsédure, wie m-Digallussdure
bzw. Phenolkarbonséuren, mit anderen Hydroxyzimtsduren (z.B. Chlorogensédure) werden

als Depside bezeichnet.

1.4.3 C¢C3Cs-Grundkorper

Die groBBe Gruppe der Flavonoide, deren Name seinen Ursprung in der gelben Farbung der
iiberwiegenden Zahl der hierzu gehorenden Verbindungen hat, 148t sich vom Flavan (2-
Phenyl-chroman) bzw. Flaven (2-Phenyl-4H-chromen) ableiten, die beide dem in der Na-
tur hdufig vorkommenden C¢C;Cs-Bauprinzip entsprechen.

Davon ausgehend kann man eine Unterteilung nachfolgender Formeln in die dargestellten
Hauptklassen vornehmen, wobei hierfiir die iiblichen Trivialnamen benutzt werden (Ab-
bildung 7). Von wenigen Ausnahmen abgesehen enthalten die Ringsysteme A und B der
Flavonoide generell phenolische OH-Gruppen, die bevorzugt an den C-Atomen 5 und 7
bzw. 3' und 4' sitzen. Diese Hydroxylgruppen konnen frei, alkyliert, azyliert (z. B. mit
4-Hydroxyzimtsdure) oder o-glykosidisch gebunden vorliegen. Als Zuckerkomponente
tritt bei den vorherrschenden Mono- und Disacchariden meist Glukose auf, wobei die Bin-
dung vorzugsweise am C-Atom 7 bzw. 3 erfolgt. Flavyliumsalze (Anthocyanidine) kom-
men in der Natur nur als Glykoside (Anthocyanine) vor. Die Flavonoide finden sich

ebenso wie die Hydroxyzimtsduren vor allem in Bléttern, Bliiten und Friichten.
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Abbildung 15: Hydroxizimtséure- und Hydroxicumarin-Verbindungen

1.4.3.1 Polyhydroxiflavan-3-ole

Die wichtigsten natlirlichen Vertreter dieser Gruppe sind die farblosen Catechine
(3,5,7,3',4'-Pentahydroxyflavane) und die Gallocatechine (3,5,7,3',4',5'-Hexahydroxifla-
vane). Sie sind, ebenso wie bestimmte Flavandiolderivate, Muttersubstanz der kondensier-
ten, d.h. nicht hydrolysierbaren Gerbstoffe, die daraus enzymatisch oder nicht enzymatisch

durch Ausbildung von C-C-Bindungen entstehen konnen.

1.4.3.2 Polyhydroxiflavan-3-4-diole
Hydroxiflavan-3.,4-diole (Leukoanthozyanidine) wurden bisher in einigen Lebensmitteln,

wie Tee, Kakao sowie in den Samenschalen von Leguminosen nachgewiesen, in bezug auf
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ihre Konstitution sind aber bisher nur wenige aufgeklart. Typische Vertreter sind z.B.
3,4,5,7,3',4'-Hexahydroxyflavan (Leukozyanidin) und 3,4,5,7,3', 4' 5'-Heptahydroxiflavan
(Leukodelphinidin).

1.4.3.3 Flavanone und Flavanonone
Flavanone finden sich in geringer Menge als Lebensmittelbestandteile
vorzugsweise in Zitrusfriichten, darin sowohl im Fruchtfleisch als auch im Perikarp und
liegen héufig als Glykoside vor. Die bekanntesten sind:
- 5.7,4'-Trihydroxyflavanon (Naringenin)
- 5,7,3',4'-Tetrahydroxyflavanon (Eriodiktyol)
- 5,7-Dihydroxy-4'-methoxyflavanon)n (Zetrifoliol)
- 5,7,3'-Trihydroxy-4'-methoxyflavanon (Hesperidin).

1.4.3.4 Flavone und Flavonole
Flavone und Flavonole kommen meist in Form von Glykosiden, seltener frei als gelbe
Farbstoffe in der Natur vor. Die beiden bekanntesten Flavone, die fiir pharmazeutische
Zwecke als Spasmolytikum bzw. Antihdmorrhagikum eingesetzt werden, sind 5,7,4’-
Trihydroxyflavon (Apigenin) und 5,7,3°,4’-Tetrahydroxyflavon (Luteolin).Unter den
Flavonoiden ist die Gruppe der Flavonole zweifellos die grofite und auch die verbreitetste.
Die wichtigsten Vertreter sind:

- 5,7,4'-Trihydroxiflavonol (Kédmpferol)

-5,7,3’ 4'-Tetrahydroxiflavonol (Quercetin)

-5,7,3',4", 5'-Pentahydroxiflavonol (Myricetin)

- 5,7,4'-Trihydroxy-3'-methoxiflavonol (Isorhamnetin).

1.4.3.5 Anthocyanidine

Die Anthozyanidine (Polyhydroxiflavyliumsalze) kommen in der Natur in der Regel als
3-0-Glykoside vor und werden dann als Anthocyanine (Anthocyane) bezeichnet. Letztere
verursachen im allgemeinen die hellrote bis blauviollette Farbung der dufleren Partien von
bestimmten Obst- und Gemiisearten sowie Bliitenbléttern, soweit nicht andere Farbstoffe
dafiir verantwortlich sind. Aber auch Zerealien, Leguminosen, Kartoffeln und Kakao ent-
halten Anthocyanine.

Die drei am hédufigsten vorkommenden Anthocyanine sind:

- 3,5,7,3',4'-Pentahydioxiflavylium (Cyanidin)

- 3,5,7.3',4’,5'-Hexahydroxiflavylium (Delphinidin)
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- 3,4'-Dihydroxiflavylium (Pelargonidin).

Alle Anthocyanidine und Anthocyanine sind typische Indikatorfarbstoffe und schlagen
beim Ubergang vom sauren zum alkalischen Gebiet von rot nach blau um.

Flavonole liegen im pflanzlichen Gewebe, wie die Anthocyanine, praktisch immer als
Glykoside vor ( Rutin = Quercetin -3-rutinosid )(8, 9). Im Gegensatz zu den Anthocyani-
nen sind Flavon- und Flavonolglykoside von Natur aus nur recht schwach gelb geférbt. Sie
konnen aber als Copigmente der Anthocyanine zu deren Farbverstirkung und Stabilisie-
rung beitragen (9). Kdmpferol- und Quercetin-3-triglucoside sind zum Teil mit
p-Cumarsdure, moglicherweise auch mit Ferulasdure und Kaffeesdure verestert (9). Neben
Flavonoiden werden stets Hydroxyzimtsdure- und Hydroxybenzoeséure-Verbindungen

nachgewiesen (7).

1.4.4 Chemischer Aufbau der Polyphenole

Die Anzahl der natiirlich vorkommenden Polyphenolverbindungen ist ungew6hnlich grof3.
Da die unterschiedlichen Polyphenole auch Bindungen miteinander und/ oder aufgrund
ihrer Reaktivitit ebenfalls mit ganz anderen Stoffklassen eingehen, ist eine klare Abgren-
zung und Zuordnung oft gar nicht moglich (188). Die grofite und bedeutendste Gruppe un-
ter den Pflanzenphenolen stellen indessen die sog. Flavonoide dar (187). Sie leiten sich al-
le vom Flavan = 2-Phenyl-benzo-dihydroxypyran ab, daher der Name Flavonoide. Wichti-
ge Untergruppen in Lebensmittel liefernden Pflanzen sind die farblosen Catechine und
Proanthocyanidine, die roten oder blauen Anthocyanine, die hellgelben Glykoside der Fla-
vone und Flavonole sowie die farblosen Flavanonglykoside. Weiterhin gibt es die Unter-
gruppen der Chalcone, Aurone, Dihydrochalcone, Dihydroflavonole, Isoflavonoide,
Neoflavonoide und Biflavonoide. Die Untergruppen unterscheiden sich durch Abwand-
lungen des Flavan - Grundmolekiils, die einzelnen Verbindungen der Untergruppen durch
die Zahl und Verteilung der Hydroxygruppen (-OH) sowie durch die Methylierung (-OH
zu -OCH3) und /oder Glykosidierung (Reaktion mit Zuckern) einzelner Hydroxylgruppen.
Die mengenmiBig im Vordergrund stehenden Verbindungen sind meist 1, 2- Dihydroxy-
benzol - Verbindungen, z.B. Catechin und Epicatechin bei den Catechinen, Procyanidine
bei den Proanthocyanidinen, Cyanidin bei den Anthocyaninen, Quercetin und Luteolin bei

den Flavon(ol)en.
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1.4.4.1 Catechine und Proanthocyanidine
Catechine stellen chemisch Flavan-3-ole (-OH-Gruppe am Cs;) dar, wihrend Proanthocya-
nidine aus zwei und mehr Flavan-3-ol-Grundeinheiten aufgebaut sind. Mit verdiinnter Sau-

re in organischen Losemitteln geben sie Anthocyanidine, daher ihr Name.

1.4.4.2 Anthocyanine

Die Anthocyanine leiten sich von der 4'-Hydroxyflavylium-Struktur ab. Sie unterscheiden
sich durch die Anzahl und den Methylationsgrad von -OH- Gruppen im Molekiil, der An-
zahl und Position von ihrem verbundenen Zucker und der aliphatischen oder aromatischen

Zahl der mit Zucker verbundenen Saure.

1.4.5. Gesundheitsforderung der Polyphenole

Seit einigen Jahren gibt es in der wissenschaftlichen Literatur vermehrt Veroffentlichun-
gen, die sich mit positiven physiologischen Wirkungen von Polyphenolen befassen
(190-218). Zusammengefasst sollen phenolische Verbindungen antioxidativ, antikanzero-
gen, antimikrobiell, antithrombotisch, immunmodulierend, entziindungshemmend, blut-

drucksteuernd und blutglucoseregulierend wirken.

1.4.5.1 Antikarzinogene Wirkungen

Eine Reihe von Publikationen befasst sich mit Krebs-verhindernden Wirkungen. Hierbei
wurde sehr hiufig griiner Tee bzw. Extrakte daraus untersucht, da dieser aufgrund seines
hohen Gehaltes an Catechinen ein interessantes Modell darstellt (98-117, 219-224). Es
sind Wirkungen gegen die Bildung von Hauttumoren (225-234) beschrieben, gegen Tumo-
ren in Lunge (226), Vormagen (227), Diinndarm, Speiserohre und Leber. Die antikarzino-
genen Wirkungen werden insbesondere den Catechinen, speziell dem Epigallocatechingal-
lat und Quercetin, zugeschrieben. Catechine weisen entziindungshemmende Eigenschaften
auf und vermindern ebenso wie Rutin (Quercetin-3-rutinosid) die Permeabilitit und Brii-
chigkeit kapillarer Blutgefife. Die giinstige Wirkung auf die Kapillaren konnte auf einer
Bindung des Flavonoids an Collagen beruhen. Allgemein scheint Catechin eine Schutz-
wirkung auf Collagen und andere Bindegewebsproteine auszuiiben (6). Catechin ebenso
wie Chlorogensdure hemmen die Bildung mutagener Nitrosierungsprodukte (Krebs erzeu-
gende Stoffe) und konnen Nitrit abfangen (6). Epicatechin kann den Cholesterinspiegel
des Blutes senken, was bei Arteriosklerose wichtig sein konnte (6, 224). Flavonoide und
Hydroxyzimtsiure (p-Cumarsédure ) weisen anticarcinogene Eigenschaften auf (10). Sie

diirften in allen Stadien des Krebsprozesses eingreifen konnen durch Schadigung der
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DNA, Tumorwachstum und Metastasen - Bildung. Flavonoide konnen das Wachstum der
DNA - geschidigten Zellen verhindern und verschiedene Stadien der Tumorbildung bei
Tieren unterbinden.

Bekannte und verbreitet vorkommende Flavonoide und Hydroxyzimtsdure sind potentielle
Antioxidantien und fangen " freie Sauerstoffradikale" ab. Sie werden vom gastrointestina-
len Trakt des Menschen absorbiert und konnen somit ihre antioxidative Wirkung im Kor-
per entfalten. Chlorogensaure, Kaffeeséure und Ferulasdure konnen den Auslosungspro-
zess der Krebsbildung, zumindest in vitro, blockieren . Sie haben z.B. die Bildung von
stark krebserregenden Nitrosaminen und Nitrosamiden in vitro und an Ratten in vivo blo-
ckiert (235). Nitrosamine und Nitrosamide entstehen durch Reaktion von sekundéren
Aminen und Amiden mit in der Nahrung vorhandenem oder aus Nitrat gebildetem Nitrit
(197, 198). Weiter wurde haufig iiber entziindungshemmende und/ oder antiallergene Ei-
genschaften von Flavon(ol) en und deren Glycosiden wie Quercetin und Rutin, sowie liber
spasmolytische (krampflésende) Wirkung berichtet. Nach Untersuchungen von Lietti
(236) vermindern die Anthocyanine die Permeabilitit und Briichigkeit der Kapillaren
(Blutgefifle) und weisen entziindungs- und 6demhemmende Eigenschaften auf. Auf eine
antivirale Aktivitit der Flavonoide, darunter von Quercetin und Rutin wurde in der Litera-

tur verwiesen (237).

1.4.5.2 Antioxidative Wirkung

Die antioxidative Wirkung phenolischer Verbindungen wurde von zahlreichen Forschern
belegt (238-248). Zusammengefasst, weisen Flavonoide und Phenolcarbonsiure eine herz-
schiitzende Wirkung, welche von der chemischen Struktur abhéngig ist, durch die Hem-
mung der LDL-Oxidation auf. Der Einfluss der chemischen Struktur auf die antioxidative
Wirkung (Hemmung der Kupfer katalysierten LDL-Oxidation) von Catechin, Cyanidin,
Kaffeesdure, p-Cumarséure, Ferulasdure, Chlorogensédure, Quercetin und Ellagsidure wurde
in der Literatur beschrieben (238, 239). Nach diesen Studien hat Chlorogenséure die
hochste antioxidative Wirkung gezeigt, gefolgt von Catechin, Cyanidin, Kaffeesdure,
Quercetin, Ferulasdure, p-Cumarsiure, und Ellagsdure. Weiter wurde iiber die antioxidati-
ve Aktivitdt (schiitzende Wirkung gegen Linolsdure-Peroxidation) von Flavonoiden, Cu-
marin- und Zimtsdureverbindungen berichtet (240). Aus den Ergebnissen dieser Untersu-
chungen kann geschlossen werden, dass 4-Hydroxicumarin, 7-Hydroxicumarin (Umbelli-
feron) und 6-Methoxikumarin (Scopoletin) sowie p-Cumarsiure, Kaffeesdure und Ferula-
sdure durch diese Methode nur eine geringe antioxidative Wirkung aufweisen. Die anti-

oxidative Aktivitit der Flavonoide beruht auf der Hemmung der Bildung von trans-
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Hydroperoxid-Isomeren der Linolsdure. Diese Hemmung zeigt die starke Fahigkeit der
Flavonoide, H-Atome an Peroxy-Radikale abzugeben, womit die Radikal-Kettenreaktion
gestoppt wird (241). Untersuchungen von Torel u.a. haben gezeigt, dass die antioxidative
Wirkung auf Linolséure in der Reihenfolge Catechin < Quercetin < Rutin < Kédmpferol an-
steigt. Bei Foti u.a.(240) durchgefiihrten Untersuchungen zeigte Quercetin die hochste an-
tioxidative Wirkung auf Linolsdure gegeniiber dem Catechin, d.h. die Reihenfolge der an-
tioxidativen Wirkung auf Linolsédure ist von den angewendeten Methoden abhéngig. Tan-
nin, insbesondere Gallussidure und Catechin wirken antioxidativ auf Linolsdure

(242, 244, 245). Die Untersuchungen von Takashi u.a. haben gezeigt, dass Gallusséure,
Ferulasdure und Rutin antioxidative und Radikalfanger-Eigenschaften aufweisen

(246, 247). Die Untersuchungen von Tagashira u.a. (249) haben gezeigt, dass Protocate-
chuséure, Kaffeesdure und Kaffeesduremetylester 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl-Radikal
(DPPH) abfangen. Chen und Mitarbeiter (250) haben die antioxidative Aktivitit von Kaf-
feesdure, Kaffeesdurephenethylester, Ferulasiure, Ferulasdurephenethylester und Chloro-
gensdure im Vergleich zu a-Tocopherol und Butylhydroxitoluol (BHT) untersucht. Bei
diesen Untersuchungen wurden die Racemat-Methode und die DPPH-Methode angewen-
det. Die antiradikalische Aktivitit nimmt bei der Racemat-Methode in der Reihenfolge
Kaffeesdure > a-Tocopherol > Kaffeesdaurephenethylester > Chlorogensidure > BHT > Fe-
rulasdure > Ferulasdurephenethylester ab und wenn das Lipidsubstrat durch Maisél ersetzt
wird, nimmt sie in den Reihenfolge Kaffeesdure > Kaffeesdurephenethylester > Chloro-
gensdure > a-Tocopherol > BHT ab. Ferulasdure und Ferulasdurephenethylester weisen
hier keine antiradikalische Aktivitdten auf. Bei der DPPH-Methode nimmt sie in der Rei-
hefolge Kaffeesdurephenethylester > Kaffeesdure > Chlorogensiure > a.-Tocopherol > Fe-
rulasdure > Ferulasdurephenethylester> BHT ab. Die beiden Methoden fiihren zu unter-

schiedlichen Ergebnissen.

1.4.5.3 Antimikrobielle Wirkungen

Fiir schwarzen, d.h. fermentierten Tee sind bakterizide Wirkungen gegen verschiedene
Durchfallerreger beschrieben worden (251). Die Polyphenole hemmen die Glycosyltrans-
ferase von Steptococcus mutans, dadurch wird die Bildung von Plaque gestort.

Die Untersuchungen von Powers (252) ergab, dass die Anthocyanine, Leucoanthocyanine
und Phenolsdure die Atmung und Vermehrung von Bakterien allgemein hemmen. Salicyl-
sdure weist eine antimikrobielle Wirkung auf Escherichia coli K12 1AM, Staphylococcus

aureus 1AM 1011, Bacillus substilis IAM 1521, Pseudomonas ovalis sowie Fungi (4sper-
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gillus niger 1AM 2107, Rhizopus nigricans saito, Penicillium chrysogenum 1AM 7106),
Hefen (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae) auf (253). Eine antimikrobielle Wir-
kung von Kaffeesdure, Catechin und Protocatechusdure auf Staphylococcus aureus FAD-
209P, Bacillus substilis PCI-219, Micrococcus litea ATCC-1001, Escherichia coli O-80,
Salmonella thyphi H-90, Pseudomonas aeruginosa IFO-3080, Candida albicans ATCC-
7491, Saccharomyces cerevisiae KF-25, Penicillium chrysogenum KF-97 und Aspergillus
niger ATCC-6275 wurde beschrieben (254). Tesaki u.a.(255) belegen, dass Sinapinsédure
antimikrobielle Wirkung auf Escherichia coli , Staphylococcus aureus und Salmonella en-
teritidis aufweist. Es sind antimikrobielle Wirkungen von 4-Hydroxibenzoesdure und
trans-4-Hydroxizimtsdure auf Staphylococcus aureus ATCC 5838, Staphylococcus epi-
dermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus planterum KCTC 3104, Leuconostoc
mesenteroides KCTC 3100, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella typhimurium
ATCC 19430, Pseudomonas areruginosa KCTC 1628, Vibrio vulnificus CDC C7184,
Saccharomyces cerevisiae IFO 1850, Candida albicans ATCC 10231, Pseudomonas sy-
ringae (P.S.) PS 61, Pseudomonas syringae pv tobaci PT 232, Pseudomonas syringae pv
tomato UCRDAC 0893-29, Erwinia carovora subsp. carotovora 6072, Xanthomonas
campestri UCRDAC 0888-1, und Agrobacterium 454 beschrieben (256). Aesculetin tragt
zur antimikrobiellen Wirkung von Haplopappus multifolius bei (257). Vanillinsdure und
4-Hydroxibenzoesdure hemmen das Wachstum von Cladosporium herbarum (258), Um-
belliferon und Scopoletin von pathogenen Pilzen, insbesondere von Candida albicans,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Geotrichum candidum, Trichophyton rubrum und
Epidermophyton floccosum. Ferner weist Umbelliferon eine hemmende Wirkung auf Can-
dida tropicalis und Aspergillus flavus auf (259). Es wurde liber die Hemmung von Flavo-
noiden auf Hepatitis B-Virus berichtet (260, 261). Salicylsdure hemmt das Wachstum von
Helicobacter pylori, eine Gram-negative Bakterie, welche die akute Gastritis (Magen-

schleimhautentziindung) verursacht (262).

1.4.5.4 Andere Gesundheitsauswirkungen

Eine giinstige Wirkungen des griinen Tees auf den Fettstoffwechsel (Cholesterin/Gesamt-
und LDL-Fraktion werden erniedrigt, das HDL wird erh6ht) wurden beschrieben. Auswir-
kungen auf die Leberfunktionen wurden festgestellt, desgleichen ein positiver Einflu3 von
Flavonolglykosid auf konorare Herzerkrankungen (Verhindern von Herzinfarkt) (188).
Salicylséure ist die Stammsubstanz der ,,Salicylsduregruppe (z. B. Acetylsalicylsdure, Sa-

licylamid) und wirkt harnsduretreibend, vermindert den Askorbinséuregehalt der Neben-
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nierenrinde und senkt die Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit. Die therapeutische
Anwendung als Analgetikum, Antipyretikum, Antiphlogistikum und &uf3erlich dermatolo-
gisches Antiseptikum und gebrauchlichstes Keratolytikum wird beschrieben (263, 264,
265, 266). Scopoletin und Aesculin weisen hypertensiv und entziindungshemmende, harn-
treibende sowie krampflosende Eigenschaften auf (267, 268). Auch Umbelliferon ist ein
Spasmolytikum (268). Kaffeesdure und Umbelliferon sind schmerzlindernde (Analgetika)
und entziindungshemmende Stoffe (269). Ellagsdaure hemmt die Bildung hepatotoxischer
Substanzen (270). Scopoletin hemmt die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) (271).
Zahlreiche Autoren belegen, dass Gallussédure, Ellagsaure, 4-Hydroxibenzoesdure, Aescu-
lin, Vanillinsdure, Protocatechualdehyde, Kaempferol, Quercetin, 4-Hydroxicumarin und
Umbelliferon antimutagene Stoffe sind (272-279). Aesculin weist eine enzymhemmende
Aktivitdt auf Laktatdeshydrogenase, Alanintransaminase, Xanthinoxidase und Soja-
Lipoxigenase auf (280). Chlorogensdure hemmt Trypsin, Chymotrypsin und Carboxypep-
tidase (281). Umbelliferon und 4-Hydroxicumarin hemmen die Entstehung von

Sauerstoffperoxid (282).

1.5 Freie Radikale und deren biologische Bedeutung

Alle Lebewesen stehen unter einem permanenten Einfluss von freien Radikalen und hoch-
reaktiven Sauerstoffverbindungen (283). Radikale sind kurzlebige Molekiile oder Ionen
mit einem Spin-ungepaarten Elektronen in der Atombhiille. Das bedingt die aggressive Re-
aktion der Radikale mit anderen Molekiilen. Diese Molekiile, denen dabei ein Elektron
,.entrissen® wird, werden somit zu neuen Radikalen. Damit wird eine Kettenreaktion initi-
iert, in die bis zur Termination der Reaktion viele Molekiile einbezogen werden.

Freie Radikale sind reaktive Substanzen, denen ein negativ geladenes Teilchen

(Elektron) zum Ausgleich eines stabilen Zustandes fehlt. Sie sind in der Lage, einzelne
Elektronen von anderen Substanzen abzuspalten, um sich selbst in einen stabilen Zustand
zu bringen. Da nun aber der anderen Substanz ein Elektron fehlt und diese ihrerseits ver-
sucht, sich durch ein ,,geraubtes* Elektron zu stabilisieren, kommt eine Kettenreaktion in
Gang, wie z. B. Lipidperoxidation, bei der immer neue freie Radikale entstehen. Diese
Kettenreaktion setzt sich solange fort, bis sich zwei Radikale miteinander verbinden oder
aber eine antioxidative Substanz (ein sogenannter Radikalfidnger) die Reaktion unterbricht.
Freie Radikale entstehen im Korper in mehr oder weniger starkem Umfang wéhrend der
natiirlichen Stoffwechselprozesse (als Nebenprodukte der Atmung und als Zwischenpro-
dukte in der Synthese komplexerer biochemischer Strukturen). Grundsitzlich ist der Orga-

nismus in der Lage iiber eigene Abwehrmechanismen diese hochreaktiven Substanzen un-



Theoretischer Teil 37

schédlich zu machen. Sogenannter oxidativer Stress entsteht dann, wenn die antioxidative
Abwehr nicht mehr ausreicht und ein Ungleichgewicht zwischen Radikalbildung und Ra-
dikalneutralisierung entsteht. In diesem Zustand greifen freie Radikale Zellen und Gewebe
an und verursachen dort Schiden und beschleunigen dadurch den Alterungsprozess. Au-
Berdem konnen diese freien Radikale Zellen zu Krebszellen verandern, wodurch sich die
Gefahr der Erkrankung stark erhoht. Das ist der Grund weshalb freie Radikale zunehmend
als mogliche Ursache verschiedener degenerativer Erkrankungen (Arteriosklerose, Krebs
u.a.) angesehen werden. Besonders stark ausgesetzt ist man den freien Radikalen z.B.
durch iberméBigen Stress, intensive Sonneneinstrahlung, starke korperliche Belastung,
Zigarettenkonsum und Umweltverschmutzung. Die Quellen, Biochemie und Chemie der
freien Radikale sowie der Mechanismus von Zellzerstorung durch freie Radikale und die
biologische Bedeutung freier Radikale sind mittlerweile vielfach durch zahlreiche Autoren
belegt (284-294). Kurzgefasst beinhaltet der Mechanismus Reaktionen mit Nucleinséuren,
Nucleotiden, Polysacchariden, Proteinen und nicht proteinhaltigen Thiolen (Thiol-
Oxidation), weiter die kovalente Bindung an Membran-Komponenten (Proteine, Lipide,
Enzyme, Rezeptoren und Transportsysteme) und die Initiierung der Lipidperoxidation.
Der Prozess der Autooxidation von Fetten lduft in drei Phasen ab: Induktion, Kettenwachs-
tum bzw. Kettenverzweigung und Kettenabbruch (295). Die Geschwindigkeit der Lipidpe-
roxidation ist pH-abhéingig (296). Diesen Angriff der freien Radikale auf unsere Zellen
kann mit Antioxidantien, auch Radikalfanger genannt, abgewehrt werden. Die Antioxidan-
tien erhohen die Funktionsfahigkeit und Abwehrbereitschaft des Immunsystems gegentiber
dem oxidativen Stress, beugen dadurch Arteriosklerose vor (Arterienerkrankung bzw. Ar-
terieneinengung durch Fettablagerungen, Verkalkung u.a.) und stirken die Gesundheit,
verzogern das Altern der Mitochondrien als Kraftwerke der Zelle. Zur Erhaltung der Ge-
sundheit und zum Schutz vor Krankheiten ist daher die regelméfige Zufuhr hochdosierter
zellschiitzender Antioxidantien von aullen dringend notwendig. Sinnvoll ist die Kombina-
tion der Antioxidantien, da sie sich bei ihrer antioxidativen Reaktion hervorragend ergin-
zen. Wihrend Vitamin C vor allem im Zellinnern ,,arbeitet”, fangen Vitamin E und Beta-
karotin die freien Radikale im Bereich der Zellmembran ab und vernichten sie. Zusammen
mit dem immunstabilisierenden Selen bilden sie einen Wirkkomplex. Nach der Lehre von
Paracelsus sollen ,,Eure Nahrungsmittel sollen eure Heilmittel und eure Heilmittel sollen
eure Nahrungsmittel sein“. Diese Lehre war in der modernen Erndhrungswissenschaft eine
Weile in Vergessenheit geraten, da fast die gesamte Aufmerksamkeit sich iiber Jahrzehnte
auf die iiberlebenswichtigen ,,essentiellen Bestandteile der Nahrung — auf Kohlenhydrate,

Proteine, Fett, Vitamine und Mineralstoffe konzentrierte.
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In der neuen erndhrungswissenschaftlichen Auseinandersetzung stehen die gesundheitli-
chen Wirkungen fiir das Wohlbefinden von Menschen im Mittelpunkt der Betrachtung.
Das nationale Krebsinstitut der USA empfiehlt beispielsweise, an jedem Tag fiinf bis neun
Portionen Obst und Gemiise zu essen. Als Portion gelten dabei ein Apfel oder der Salat
zum Essen genauso wie zum Beispiel die Tomatensauce zu den Spaghetti. Man muss also
nicht komplett seine Erndhrung umstellen, um diese Empfehlung umzusetzen. Es reicht
héufig schon, Fritten lieber mit Ketchup zu essen als mit Mayonnaise. Auch die Deutsche
Gesellschaft fiir Erndhrung hat Empfehlungen ausgesprochen: jeder sollte am Tag mindes-
tens 200 Gramm Gemiise, eine Portion Salat von etwa 75 Gramm und mindestens ein bis
zwei Stiick Obst zu sich nehmen. Darunter ist aber zum Beispiel auch ein Pfirsichkompott
aus der Dose zu verstehen oder Gemiisesaft.

Zu den in der Nahrung enthaltenen antioxidativ wirkenden Schutzfaktoren zéhlen be-
stimmte Vitamine, wie beispielweise die Vitamine C und E, das Provitamin Betakarotin,
ferner das Spurenelement Selen sowie die sogenannten sekundédren Pflanzenstoffe.

Der Wirkmechanismus der Vitamine E und C sowie von Betakarotin ist belegt worden
(14, 15). Sie greifen an zwei Stellen in die Reaktionskette der Autoxidation ein: Entweder
verhindern sie die Kettenreaktion durch Abfangen der Peroxiradikale oder sie unterbre-
chen die Autoxidation durch Abfangen von Alkoxilradikalen. Das Antioxidans greift in
die Autoxidation der Lipide als schneller H-Donator ein. Fiir das Unterbrechen der autoo-
xidativen Kettenreaktion gilt Vitamin E als wichtigstes Antioxidans, gefolgt von Askor-
binsdure und Betakarotin. Bei den sekundiren Pflanzenstoffen handelt es sich um Stoffe,
die keine Néhrstofffunktion im Korper ausiiben. Sie haben vielfdltige Aufgaben: Zum Bei-
spiel dienen die sekundiren Pflanzenstoffe den Pflanzen als Abwehrstoff gegen Fressfein-
de. Des weiteren schiitzen sie viele Gewéchse vor schddlichen Auswirkungen der UV-
Strahlung der Sonne. Sie kommen auch als Farbstoffe vor. Viele Friichte enthalten sekun-
dire Pflanzenstoffe, die Tiere und Menschen zum Verzehr der Friichte anregen. Wegen
ithrer antioxidativen Wirkung zahlt man sie aber zu den Schutzstoffen fiir die Korperzellen.
Sekundire Pflanzenstoffe sind chemisch gesehen sehr unterschiedliche Substanzen, die in
allen Pflanzen in nur geringen Mengen, aber duflert vielfiltig vorkommen. Der Arzneimit-
telindustrie dienen die sekundiren Pflanzenstoffe als Basis fiir zahlreiche Medikamente,

z.B. gegen Venenleiden oder Verdauungsbeschwerden.

1.5.1 Wichtige Vertreter reaktiver Sauerstoffmetabolite
Zu den in biologischen Systemen relevanten Radikalen und anderen reaktiven Sauerstoff-

verbindungen gehoren: das Superoxid-Anionenradikal O, , das Hydroxilradikal HO®, das
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Peroxidradikal RO0® und Wasserstoffperoxid H,O, (283). Die wichtigen Vertreter reaktiver

Sauerstoffmetabolite sind in Tabelle 2 dargestellt.

1.5.2 Quelle der Radikalbildung

Im Korper selbst gebildete freie Radikale entstehen als Folge normaler Stoffwechselvor-
ginge, zum Beispiel als Nebenprodukte in der Atmungskette , bei der

Vernichtung von Krankheitserregern oder als Zwischenprodukte in der Synthese komple-
xerer biochemischer Strukturen (284). Unter physiologischen Bedingungen gelten als
Hauptquellen fiir ,,reaktive Sauerstoffspezies (ROS)“ die Elektronentransportkette von Mi-

tochondrien und andere elektroneniibertragende Enzyme (297).
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Tabelle 2: Wichtige Vertreter reaktiver Sauerstoffmetabolite (nach Sies 1995,

Schimke 1993)

Metabolit

Anmerkungen

Superoxidanionradikal
(O:™)

Perhydroxylradikal
(HOO*)
Wasserstoffperoxid
(H2Oo)

Hydroxylradikal {HO*)

Alkoxylradikal (RO*)

Peroxylradikal (ROO")

Hydroperoxid (ROOH)

Singulettsauerstoff {'O;)

Stickstoffmonoxid (NO)

Hypochlorit {-OCl)

- oder Strahlung

Ein-Elektronen-Reduktionsstufe, die bei Elektronentransport,
Autoxidationsreaktionen, Leukozytenaktivierung , u. a. gebildet wird

Protonierte Form des O,*~; besser lipidléslich

Zwei-Elekironen-Reduktionsstufe, die aus O, {HO,) durch
Dismutation oder direkt aus O~ entsteht

Drei-Elektronen-Reduktionsstufe, die durch Fenton-Reaktion! oder
metallionen-katalysierte Haber-Weiss-Reaktion? sowie durch
ionisierende Strahlen gebildet wird; hoch aktiv

sauerstoff-zentriertes organisches Radikal, z. B. aus Lipiden
{— Lipidperoxidationsprodukt)

aus organischem Hydroperoxid (ROOH), z. 8. von Lipiden formal
durch Wasserstoffabstraktion gebildetes Radikal
(—> Lipidperoxidationsprodukt)

organisches Hydroperoxid, z. B. von Lipiden
{—> Lipidperoxidationsproduki)

energelisch angeregter Zustand des Oy; gebildet durch Energie
aus chemische Reaktionen (Zersetzung von O,"=, H,0O,)

aus Arginin enzymatisch gebildet (NO-Synthasen); biclogisch:
EDGF (Endothelium Derived Growth Factor)

Reaktionsprodukt der Myeloperoxidase (Granulozyten, Monozyten)

! Fenton-Reaktion: Fe? + H,O, —~> HO® + OH" + Fe*
2 Haber-Weiss-Reaktion: Oy~ + H,0O, 8> HO* + OH- + O,

Autoxidationsreaktionen von Askorbinsdure, reduzierten Flavinen, Hydrochinonen und

Ferridoxinen, reduzierten Him-Proteinen und Katecholaminen fithren ebenfalls zur Bil-

dung von Superoxidanionen (289). Das gebildete Superoxidanionradikal

(0,") disproportioniert entweder spontan oder enzymatisch zu Wasserstoffperoxid (H,O5),

welches dann zur Entstehung weiterer ROS beitragen kann. Andere ROS entstammen der

Lipidperoxidation, oxidativen Enzymreaktionen (z. B. Xanthinoxidase, Amino-Oxidasen)

und weiteren oxidativen Prozessen (298). Die intrazelluldren Bildungsorte von ROS sind

in Abbildung 16 dargestellt.

,,Einsame‘* Elektronen haben das Bestreben, ein Elektronenpaar zu bilden. Das ist die Ur-

sache des instabilen Charakters radikalischer Verbindungen und begriindet deren Tendenz,

mit anderen Molekiilen zu reagieren (290). Die Reaktionsbereitschaft eines Radikals

driickt sich in seiner Lebensdauer aus (Tabelle 3).
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Abbildung 16: Intrazelluldre Quellen freier Radikale (Biesalski 1995)

Tabelle 3: Geschitzte Halbwertszeiten verschiedener ROS (12)
(Sies und Stahl 1995)

Sauerstoffmetabolit Halbwertszeit (s)
Hydroxylradikal (HO") 1* 107
Singulettsauerstoff ('O,) 1*10°
Alkoxylradikal (RO") 1* 10°
Peroxylradikal (ROO") 7
Nitritooxidradikal (NO®) 1-10

Je reaktionsfreudiger das Radikal, desto geringer ist die Lebensdauer. Aufgrund der unter-
schiedlichen Lebensdauer muss der Entstehungsort der ROS nicht in jedem Fall mit dem
Wirkungsort identisch sein. Wegen seines apolaren Charakters kann H,O, natiirliche
Grenzen, wie z. B. die biologische Membran, passieren und darauffolgend als Ausgangs-
produkt zur Bildung neuer, reaktiverer Spezies beitragen (298). Lipidhydroperoxide kon-

nen, bedingt durch ihren metastabilen Charakter, iiber relativ lange Strecken (z. B. durch



Theoretischer Teil 42

Diffusion) transportiert werden und nach ihrer Metabolisierung als Alkoxylradikale an an-
derer Stelle biologisches Material angreifen (294). Das Superoxidanionradikal kann intra-
und interzelluldr relativ gro3e Distanzen zuriicklegen und zu reaktiveren ROS konvertie-
ren (212). Es dient quasi als ,,Muttersubstrat zur Bildung anderer, oft noch aggressiverer
Metaboliten, wie zum Beispiel des Hydroxylradikals (HO®) oder des Wasserstoffperoxids
(H207) (284).

ROS interagieren mit ihren Reaktionspartnern in sehr unterschiedlicher Weise. In allen
Fillen fiihren diese Reaktionen zu neuen radikalischen Verbindungen.

Da die meisten biologischen Molekiile nicht-radikalischer Natur sind, entsteht in vivo eine
Kettenreaktion, die stindig neue (sekundére) aggressive Reaktionsprodukte hervorbringt
(297). Die Summe der Effekte aus dieser Radikalbildung verursacht vielfdltige Schadigun-
gen an Zellbestandteilen, z. B. an mehrfach ungesittigten Fettsduren. Eine immer grof3ere
Bedeutung als Umweltfaktor fiir Pflanzen, Tiere und Menschen kommt dagegen den exo-
genen, d.h. auBlerhalb des Organismus entstandenen freien Radikalen zu. Sie bilden sich
beispielsweise durch Luftverunreinigungen, Pestizide, UV-Strahlung, Ozon und psychi-
schen Stress. Die zunehmende Industrialisierung fiihrte zu einer steigenden Menge von
Verbindungen (Stickoxide, Ozon, Produkte und Abfallprodukte der chemischen und
pharmazeutischen Chemie) und Strahlungen (natiirliche und kiinstliche UV-Strahlung,
Gammastrahlung), die radikalische Reaktionen verursachen. Neben lebenden Organismen
und biogenen Substanzgemischen (Nahrungsmittel) sind aber auch unbelebte Stoffe, wie
die Produkte der chemischen Industrie selbst (Fette, Ole, Plastik), vom allgegenwirtigen
Wirken der Radikale und reaktiven Sauerstoffverbindungen betroffen. Hierbei ist die Oxi-
dierbarkeit durch die Substanzeigenschaften und eventuelle zusétzliche Komponenten
festgelegt. Im Gegensatz dazu sind gesunde, lebende Organismen in der Lage, die endoge-
nen hochreaktiven Substanzen im Stoffwechsel zu nutzen, ohne sich selbst zu vernichten
und sich auch in gewissem Ausmal} gegen die unkontrollierte Oxidation durch exogene
Radikale zu schiitzen. Die Ursache liegt in einem gut geregelten Gleichgewicht zwischen
dem notwendigen Auftreten und der Neutralisierung der hochreaktiven Sauerstoffverbin-
dungen durch ein schiitzendes System. Das verstirkte Auftreten der hochreaktiven Ver-

bindungen ist daher eine Begleiterscheinung vieler Krankheiten.

1.5.3 Biologische Bedeutung freier Radikale
Freie Radikale verdndern in lebenden Zellen wichtige Proteine, schidigen das Erbgut und

greifen die ungesittigten Fettsduren in den Lipidmembranen an. Oxidativ wirksame Sub-
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stanzen und Antioxidantien erfiillen genau definierte Aufgaben in spezifischen Zellkom-
partimenten, Geweben und extrazelluldren Fliissigkeiten

(288, 298). ROS sind also nicht in jedem Fall als schiddigende Substanzen zu betrachten,
sondern sie nehmen im Organismus auch physiologische Aufgaben wahr.

Verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten oxidativer Prozesse (oxidativer Stress), kon-
nen schwerwiegende Funktionsstérungen entstehen, die sich in verschiedenen Krankheits-
bildern, wie Krebs und Herz-Kreislauf-Krankheiten, &ulern konnen (287). An zwei Bei-
spielen soll die Bedeutung des oxidativen Gleichgewichtes bei physiologischen Prozessen
erldutert werden.ROS greifen in das Gleichgewicht zwischen gefdaverengenden und -
erweiternden Einfliissen ein, die auf die Endothelzellen wirken. Endothelzellen kénnen
liber ihr Xanthindehydrogenase/-oxidase-System Superoxidanionradikale (O,") freisetzen.
Intrazellular reichen kleinste Mengen der ROS als Katalysatoren aus, um die Umsetzung
von Arachidonsdure zu gefdBwirksamen Prostanoiden (z. B. Prostacyclin) iiber die
Cyclooxigenasereaktion zu stimulieren. Auf diesem Mechanismus scheint die verschie-
dentlich beschriebene GefiBerweiterung durch Superoxidradikale zu beruhen. UbergroBe
Konzentrationen des Superoxidanionradikals inaktivieren jedoch das gefdllerweiternde
Stickstoffmonoxid (NO) durch eine Reaktion zwischen den beiden ROS. Superoxidradika-
le hemmen die Prostaglandin-G- und —H- sowie die Prostacyclinsynthase, wohingegen die
Thromboxan-A,-Synthese kaum beeintrichtigt wird. Das Ubergewicht von gefdBveren-
genden Faktoren flihrt demzufolge zur GefaBverengung. Stérungen des oxidativen Gleich-
gewichtes durch eine verstiarkte ROS-Bildung kénnen die Aggregation und Adhésion von
Thrombozyten und eine Gefdllverengung verursachen, mit allen pathophysiologischen
Konsequenzen (299). Stimulierte Phagozyten produzieren als Komponenten des Immun-
systems keimabtdtende Substanzen. Thre Aktivierung driickt sich in der enormen Steige-
rung ihres Sauerstoffverbrauchs (ca. um den Faktor 10) innerhalb von etwa 30 sec aus
(300). Der Sauerstoff ist Vorldufersubstanz fiir Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid,
wobei NADPH als Reduktionsédquivalent dient. Wasserstoffperoxid (H,O,) wird in fol-
genden Reaktionsschritten katalytisch bis zu der hoch bakteriziden hypochlorigen Saure
(HOCI) umgesetzt (298):

1. NADPH+0OQ, ——=> 0," + NADP + H' D
NADP-Oxidase
2.0,"+0," +2H+ ——> H,O, + O, (I1)

Superoxiddismutase
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Myeloperoxidase; HCI1
3.H,0p, ——™™> H,O +HOCI . (TID)
Im Falle einer chronischen Entziindung kann sich allerdings die Schutzwirkung ins Gegen-
teil verkehren, wenn iiberproportional grole Mengen an Superoxid freigesetzt werden und
dieses Superoxid biologisches Material zerstort (287). Die Angriffspunkte von ROS an

biologischem Material und deren Folgen sind sehr verschieden, wie folgendes Schema

zeigt:
zellpathologische
DNS > \/eranderungen
Nukleotide >
SH-abhéngige Enzyme » | metabolische
"Cross-links" von Proteinen »| Storungen
Reaktive / Extrazellulare Makromolekile > | Permeabilitits-
Sauerstoffmetabolite stérunaen
—»/Membranen 9
Polyenfettsdure ——» RO* —» ROO*
RH
( ; toxische
T Kettenreaktion Produkte

ROO*  -e— Metabolisierung, Transport — ROOH

\—> Aldehyde

Schema 2: Angriffspunkte von ROS an biologischem Material und deren?olgen
nach Lechler 1996 (284)

An dieser Stelle soll sich die Darstellung auf ihre gegen die Bestandteile der Erbsubstanz,
Proteine und Lipide gerichtete Wirkung beschrianken. Angriffe freier Radikale auf Purin-
und Pyrimidinbasen der DNS fiihren zu deren Deformation, Kopplung an Proteine, zu ei-
nem Cross-linking zwischen Nukleinsdurebasen der DNS und zu DNS-Strangbriichen.
Daraufhin kénnen sich in vivo Storungen der Replikationsprozesse an der DNS einstellen
(301). Die biologische Aktivitdt von Proteinen kann durch freie Radikale stark verdndert
werden, wihrend die oxidative Destruktion von Kohlenhydraten scheinbar weniger drama-
tische Konsequenzen nach sich zieht (287). Sind mehrfach ungesittigte Fettsduren das Ziel

freier Radikale, fiihrt dies zur Oxidation, Spaltung bzw. Verkiirzung ihrer Kohlenstoftket-
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te. Sind Membranlipide von den oxidativen Prozessen betroffen, gehen bei umfangreichen

Strukturdefekten Membraneigenschaften verloren (298).

1.5.4 Das antioxidative Schutzsystem

Im Zuge der Evolution haben Lebewesen die Fahigkeit entwickelt, sich dank eines antio-
xidativen Systems vor unkontrollierter Oxidation zu schiitzen. Ein sehr wichtiger Schutz-
mechanismus dabei ist die so genannte Detoxifikation (Entgiftung) der Radikale. Intrazel-
luldre enzymatische Wirkmechanismen sind hierbei vor allem das Glutathionperoxidase-
Glutathion-System (die Glutathionperoxidase enthilt Selen als Aktivator), verschiedene
Superoxiddismutasen und die Katalase. Die Topinambur ist, verglichen mit anderen Pflan-
zen, relativ reich an diesem Spurenelement (302). Von grofler Bedeutung fiir den detoxifi-
zierenden Schutz gegen die Schadigung durch Radikale sind die nicht enzymatischen An-
tioxidantien. Darunter versteht man allgemein Substanzen, die bereits in geringen Kon-
zentrationen die Oxidation eines in groBeren Mengen vorliegenden Substrates verringern
oder vollstindig verhindern. Die Antioxidantien wirken hierbei in den radikalischen Ket-
tenreaktionen als ,,Radikalfanger” und reduzieren die Anzahl der Initialisierungen bzw.
unterbrechen die Kettenreaktionen. Zu den Antioxidantien gehoren beispielsweise die Vi-
tamine C und E (Askorbinsédure, a-Tocopherol), Harnsdure, Bilirubin, Flavonoide, Karoti-
noide, Steroide und Ubichinone, Thiole, Inosin, Taurin oder Pyruvat. Der als Folge einer
einseitigen Verschiebung des Gleichgewichtes auftretenden Zustand wird auch als oxidati-
ver Stress bezeichnet (287). Seine Auswirkungen konnen durch Aufnahme von Antioxi-
dantien mit der Nahrung oder durch Gabe von antioxidativ wirksamen Medikamenten
vermindert werden. In einem gesunden Organismus wird die beschriebene Kettenreaktion
der Radikale unterbrochen, wenn Molekiile einwirken, die geeignet sind als Radikalfanger
zu wirken: die Antioxidantien. Dabei sind die Lebewesen bestrebt, ein Gleichgewicht zwi-
schen dem notwendigen Auftreten der hochreaktiven Sauerstoffverbindungen und einer
ausreichenden Konzentration antiradikalischer Substanzen herzustellen.

Dafiir sorgen im Organismus enzymatische und nichtenzymatische Substanzen. Die antio-
xidativen Enzyme, wie z. B. die Superoxiddismutase (SOD), befinden sich nur in be-

stimmten Teilen der Zelle und entgiften die von dort auftretenden Radikale.
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1.6 Absorptionskoeffizient der verwendeten phenolischen Verbindungen
(Beilstein Datenbank)

Die Absorptionskoeffizienten der verwendeten phenolischen Verbindungen sind in Tabelle
4 (siehe Anlagen) dargestellt. Wie aus dieser Tabelle hervorgeht, sind die Absorptionsko-
effizienten-Werte flir jede phenolische Verbindung je nach Literaturangabe anders obwohl
die Autoren z. T. gleiche Losemittel verwendet hatten.

Wegen der Unstimmigkeiten in den Literaturangaben wurden diese Beilstein-Daten in der
vorliegenden Arbeit nicht verwendet. Es wurden deshalb neue Absorptionskoeftizienten
experimentell mit Methanol als Losemittel aufgenommen und mit den Beilstein-Daten aus
der Tabelle 4 verglichen. Die Ergebnisse sind in Kapitel (3.2.8.8) dargestellt. Die Autoren
verwendeten als Losemittel neben Methanol auch Ethanol, Acetonitril und Wasser, so dass
diese Ergebnisse nicht mit den hier beschriebenen vergleichbar sind. In der vorliegenden

Arbeit wurde ausschliesslich in Methanol gelost.

1.7 Schlussfolgerungen fiir die eigene Versuchsanstellung

Die in der Literatur beschriebenen Methoden zur Bewertung der Hemmung der PPO, zur
Bestimmung der Gesamtphenole sowie der HPLC-Trennung einzelner Verbindungen las-
sen viele Fragen offen.

Es fehlen Methoden zu der Gewinnung der Topinambur-PPO und ihrer Hemmung durch
Naturprodukte.

Es gibt in der Literatur nur wenig qualitative Aussagen liber Polyphenole in Topinambur.
Die von Paupardin (138) beschriebene Methode zur Gewinnung phenolischer Verbindun-
gen in Topinambur ist zeit- und arbeitsaufwéndig.

Der Gesamtphenolgehalt kann konzentrationsabhdngig mit zwei unterschiedlichen Metho-
den bestimmt werden: der MEBAK- und der Folin-Ciocalteu-Methode. Ein Vergleich der
beiden Methoden hinsichtlich Empfindlichkeit, Wellenldnge des Absorptionsmaximums,
Farbstabilitdt u.d. wurde noch nicht durchgefiihrt. Aufgrund der chemischen Verschieden-
heit der phenolischen Verbindungen und deren Zusammensetzung im Obst oder Gemiise
stellt die Wahl einer geeigneten Bezugssubstanz eine offene Frage dar.

Uber die quantitative Trennung phenolischer Verbindungen in Topinambur, die Identifi-
zierung und Strukturaufklidrung der getrennten Verbindungen mittels LC-MS- und GC-
MS-Kopplung sowie der Zusammenhang zwischen den Konzentrationen der Polyphenole
und Polyphenoloxidasen einerseits bzw. zwischen den Polyphenolen und deren Redukti-

onsvermogen oder Reduktionskapazitit andererseits wurde noch nicht berichtet.
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Die Erarbeitung

- einer geeigneten Methode zur Gewinnung phenolischer Verbindungen, im Hinblick
auf die Gewinnung und Entwicklung von Produkten fiir Getrdanke u.a. mit neuen funk-
tionellen Eigenschaften,

- die Erarbeitung der Methode zur Bestimmung phenolischer Verbindungen nach Folin-
Ciocalteu,

- das Herausfinden einer Leitsubstanz fiir Topinambur-Polyphenole,

- die HPLC-Trennung und Strukturautkldrung der inTopinambur vorhandenen phenoli-
schen Verbindungen und

- die Bewertung des Zusammenhanges zwischen den Polyphenolen und Polyphenol-
oxidasen, deren Reduktionsvermogen oder Reduktionskapazitit sind Gegenstand die-

ser Arbeit.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Labor-Kultivierung von Topinamburpflanzen

Erde (aufgediingte-pflanzfertige Blumenerde Fa. T.S.G., Wiesmoor

Plastikeimer, 5 1 Inhalt)

Licht (kompletter Lichtkasten mit Philips-Spezial-Leuchtstoffrohren mit langwelligem UV
Strahlenanteil Typ Starlicht LT36W020

div. Thermometer

2.1.2 Probenvorbereitung

a) Chemikalien

Ethylacetat > 99 % Reinheit, Fa. Roth, Karlsruhe
Methanol 99,9 % Reinheit, Fa. Roth, Karlsruhe
Natriumdisulfit > 97 % Reinheit, Fa. Roth, Karlsruhe
destilliertes Wasser

entionisiertes Wasser

Aceton > 99,5 % Reinheit, Fa. Roth, Karlsruhe
Salzsédure, 37% p.a., Fa. Roth, Karlsruhe

b) Gerite

div. Kiichenmesser

Kartoffelmesser

Teefilter

Ultraschallbad (Modell B-3200, Fa. Branson USA)

Stabmixer Typ Pianissimo, Fa. Siemens Elektrogerdte GmbH, Berlin
Waring Commercial Blendor (Modell 32BL79, Fa. Waring USA)
Analysenwaage PT600 Fa. Sartorius

Messkolben (250 ml; 1 1)

Messzylinder (100 ml)



Material und Methoden 49

2.1.3 Gesamtphenol-Bestimmung

2.1.3.1 Nach Folin-Ciocalteu

a) Chemikalien

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz, Fa. Merck, Darmstadt

Natriumcarbonat wasserfrei 99,9 % Reinheit, Fa. Merck, Darmstadt
Na-carbonat-Losung: bei Raumtemperatur geséttige Losung (35%) von wasserfreiem
Na-carbonat.

Natriummolybdat-Dihydrat (Na,MoO4 x 2 H,0) 98 % Reinheit, Fa. Merck, Darmstadt
Natriumwolframat-Dihydrat (Na,WoO4 x 2 H,0) 99 % Reinheit, Fa. Merck, Darmstadt
Lithiumsulfat-Monohydrat (Li,SO4 x H,0), 99 % Reinheit, Fa. Merck, Darmstadt
Salzsédure, 37%, p.a., Fa. Roth, Karlsruhe

Phosphorsdure 85% p.a., Fa. Jenapharm, Jena

Brom p.a., Fa. Merck, Darmstadt

L(+)-Askorbinsdure, Fa. Merck, Darmstadt

b) Gerite

Spektrophotometer UVIKON 930, Fa. Kontron Instruments, Neufahrn

UV/VIS Spektralphotometer 8620, Fa. Unicam, Kassel

MeBkolben (25; 50; 100 und 1000 ml)

div. Pipetten

Quarzkiivetten s =1 cm

2.1.3.2 Nach MEBAK (EBC Methode)

Ammoniumeisen(IIl)-Citrat; Gehalt an Fe: 16%, Fa. Riedel de Haen, Seelze
Carboximethylcellulose-Natriumsalz, Fa. Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz Dihydrat (Na,-EDTA), Fa. Merck , Darmstadt
Ammoniaklosung 25 %, Fa. Merck, Darmstadt

Losungen

- CMC/EDTA-L6sung:

10 g Carboximethylcellulose (CMC) wird mit 2 g EDTA in 500 ml dest. Wasser suspen-
diert und auf 1 1 aufgefiillt. Die Losung muB klar sein, sie ist einen Monat haltbar.

- Eisenreagenz:

Die Losung muB 5,6 g/l Fe’” pro Liter enthalten. Dazu werden 3,5 g Ammoniumeisencitrat
in 100 ml entmineralisiertem Wasser geldst. Diese Losung wird jede Woche frisch herge-

stellt.
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- Ammoniaklésung:
100 ml konzentrierte Ammoniakldsung (25 %) wird mit 300 ml entmineralisiertem Wasser

gemischt.

2.1.4 Absorptionsspektren verschiedener phenolischer Verbindungen

a) Chemikalien

Methanol Rotisolv® HPLC, 99,9 % Reinheit, Fa. Roth, Karlsruhe

Catechin, Fa. Roth, Karlsruhe

Epicatechin, Fa. Roth, Karlsruhe

Chlorogenséure, Fa. Roth, Karlsruhe

p-Cumarsaure, Fa. Roth, Karlsruhe

Gallussdure Monohydrat, Fa. Roth, Karlsruhe

Ferulasidure, Fa. Roth, Karlsruhe

4-Hydroxibenzoesédure, Fa. Merck, Schuchardt

Kaffeesdure, Fa. Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Vanillinsdure, Fa. Roth, Karlsruhe

Protocatechusiure (3, 4-Dihydoxibenzoesiure), Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Buchs

Aesculin Sesquihydrat, Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs

Gentisinsdure (2, 5-Dihydroxibenzoesiure), Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Buchs

2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoeséure, Fa. Merck, Darmstadt

Scopoletin (7-Hydroxi-6-Methoxikumarin oder Gelseminsaure), Fa. Fluka, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Buchs

Umbelliferon (7-Hydroxicumarin), Fa. Roth, Karlsruhe

Cumarin-3-Carbonsdure, Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs

Sinapinsdure (3, 5-Dimethoxi-4-Hydroxizimtsdure), Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Buchs

Syringaséure (3, 5-Dimethoxi-4-Hydroxibenzoesdure), Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Buchs

3-Hydroxizimtsdure, Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs

Ellagséure, Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs

Salicylsdure (2-Hydroxibenzoesédure), Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs
4-Hydroxicumarin, Fa. Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs
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b) Gerite
UV/VIS Spektralphotometer Modell U-2000 Fa. Hitachi, Tokyo Japan

2.1.5 HPLC-Trennung der Polyphenole

a) Chemikalien

Essigsdure 99 % Reinheit, Fa. Fluka, Buchs

Acetonitril (gradient grade) Lichrosolv® HPLC, 99,9 % Reinheit, Fa. Merck, Darmstadt
Methanol Rotisolv® HPLC, 99,9 % Reinheit, Fa. Roth, Karlsruhe
Vergleichssubstanzen (siehe 2.1.4)

b) Gerite

Einstufigerrotationsverdampfer BUCHI Modell RE 111

Wasserbad BUCHI Modell 461

Wasserbad Julabor VC, Fa. Julabor Labortechnik GmbH Seelbach
Vakuumpumpe, Fa. VEB Labortechnik Ilmenau; Typ VE3, Saugvermogen:

3,6 m*/h.; Enddruck: 6,665*10° Pa)

Vakuumpumpe, Fa. Saskia Hochvakuum und Labortechnik, Ilmenau; Typ MP 100E
Saugflasche (2 L)

Sicherheitsflasche mit Manometer

Intelligent Pumpe L 6200 A, Fa. Merck-Hitachi, Japan

Gradientensystem, Fa. Merck-Hitachi, Japan

Manueller Injektor , Fa. Merck-Hitachi, Japan

UV-Detektor L 4000, Fa. Merck-Hitachi, Japan

Chromato-Integrator D 2500, Fa. Merck-Hitachi, Japan

Hypersil LichroCART® 250-4 HPLC Siule, Fa. Merck, Darmstadt

Nucleosil® LichroCART® 4-4 HPLC Vorsdulenkartuschen, Fa. Merck, Darmstadt

2.1.6 LC-HPLC-Trennung der Polyphenole
a) Chemikalien

siche 2.1.4

b) Gerite

LC 1100, Fa. Hewlett Packard

Autosampler G1313A, Fa. Hewlett Packard, USA
Degasser G1322 A, Fa. Hewlett Packard, USA
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BinPump G1312 A, Fa. Hewlett Packard, USA

Col.Pump G1316 A, Fa. Hewlett Packard, USA

DAD G1315 A, Fa. Hewlett Packard, USA

Massenspektrometer Typ Platform LCZ, Fa. Micromass UK Limited, Idstein
Masslynx NT Software

2.1.7 GC-MS

a) Chemikalien

Bis(trimethylsilyl)-trifluoracetamid, Fa. Merck, Schuchardt

Vergleichssubstanzen (siehe 2.1.4)

b) Gerite

Gaschromatograph Typ 5890, Fa. Hewlett Packard, USA

Saule Typ HP-1MS 025, Lange =30 m , innerer Durchmesser = 0,25 mm, Fa. Hewlett Pa-
ckard, USA.

Massenspektrometer Typ TSQ 700, Fa. Finnigan

2.1.8 Physikalische Messungen

a) Chemikalien

Pufferlosungen (pH 4; pH 7), Fa. Merck, Darmstadt

Aluminiumnitrat-Nonahydrat, Fa. Merck, Darmstadt

b) Gerite

pH-Meter Modell pH 537, Micopozessor, Fa. WTW, Weilheim

pH-mV-Meter Knick Typ 510 mit Ingold Elektrode Typ Pt 4805-S7/ 25 Combination Re-
dox fiir Redox-Potentialmessung

Digital Leitwert-MeBgerit mit automatischer Temperatur-Kompensation, Typ GLM 020,
Fa. WTW, Weilheim

2.1.9 PPO-Aktivitit-Bestimmung

a) Chemikalien

Dopaminhydrochlorid, z.A., Fa. Merck, Darmstadt
Kaliumdihydogenphosphat , z.A., Fa. Merck, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat , z.A., Fa. Merck, Darmstadt
Pufferlosungen (pH 4, pH 7, pH 10) Fa. Merck, Darmstadt
Triton-X-100 z.A., Fa. Merck, Darmstadt

Losungen
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Aufschlusspuffer (0,02 M Phosphatpuffer pH 7 nach Serensen):

- Losung A: 3,54 g/l Na,HPO4 x 2H,0

-Losung B: 2,72 g/l KH,PO,

61 Teile A, 39 Teile B und 0,05 % nichtionische Detergenz (Triton X-100) mischen
0,1 M Phosphatpuffer nach Serensen, pH 7,0

- Losung A: 17,80 g/l Na,HPO, x 2 H,O

- Losung B: 13,61 g/l KH,PO,

61 Teile A und 39 Teile B mischen.

Losung fiir den Enzymtest:

0,01 M Dopamin-Hydrochloridlésung in entmineralisiertem H,0 = 0,379 g/20 ml
b) Gerite

pH-Meter Modell CG840, Fa. Schott Gerdte GmbH, Hofheim

Laborzentrifuge Typ 00702, Fa. Heraeus-Christ GmbH, Osterode

UV/VIS Spektralphotometer 8620, Fa. Unicam, Kassel

Safe-Lock Reaktionsgefille 1,5 ml (Eppi’s), Fa. Eppendorf, Hamburg

2.1.10 Bestimmung der antioxidativen Kapazitit von wasserloslichen Stoffen

a) Chemikalien

a.1) ACW - Kit

- Flascheninhalt (ACW-Kit):

Reagens 1: ACW-Diluent (Probenldsemittel und Verdiinnungslosung)

Reagens 2: Reaktionspuffer

Reagens 3: PS-1 Stammldsung (Photosensibilisator und Detektorsubstanz),

250 pl/val

Reagens 4 Standardsubstanz fiir die Quantifizierung von wasserldslichen
Antioxidantien in dquivalenten Mengen der vorgelegten Ascorbin-
sdure bzw. der Untersuchungslosung.

a.2) Herstellung der Arbeitslosungen (AL)

Die Reagenzien 1 und 2 sind einsatzfertig.

Das Reagens 3 ist die Arbeitslosung. Das Flaschchen mit dem Reagens 3 ist

aufzutauen, mit 750 pl des Reagens 2 aufzufiillen und kurz zu mischen (3-AL). Die

gebrauchsfertige Losung ist ausreichend fiir ca. 40 Messungen.

Das Reagens 4 ist die Stammlosung. Das Flaschchen wird mit 490 ul des Reagens 1 + 10

pl HoSO4 gefiillt und 20-30 sec. gemischt (Vortex) (10 mMol /1). Das Reagens 4 wird
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nochmals 1:100 mit dem Reagens 1 (z.B. 10 pl Reagens 4a + 990 ul Reagens 1) verdiinnt
(Reagens 4-AL). Die Arbeitslosung sollte nur einen Tag lang verwendet werden.

10 pl der Arbeitslosung enthalten 1 nmol der Standardsubstanz Askorbinséure.

a) Gerite

Photochem®, Fa. Analytikjena AG, Jena

2.1.11 Bestimmung des Reduktionsvermdgens nach MEBAK

a) Chemikalien

2,6-Dichlorphenol-Indophenol Natriumsalz-Dihydrat z.A. (DPI), Fa. Merck, Darmstadt
destilliertes Wasser

Kaliumiodid z.A., Fa. Merck, Darmstadt

Schwefelsdure konzentriert, Fa. Merck, Darmstadt

Natriumthiosulfat 0,1 mol/l (Titrisol), Fa. Merck, Darmstadt

Starke 16slich, Fa. Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat wasserfrei, 99% Reinheit, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim
Citronensdure Monohydrat z.A., Fa. Merck, Darmstadt

b) Gerite

Tannometer, 520 nm, Fa. Pfeuffer GmbH, Kitzingen

Kiivetten, s =1 cm

Pipette, Fa. Eppendorf, Hamburg

Erlenmeyerkolben

Messkolben

Faltenfilter

2.1.12 Bestimmung der Trockenmasse
Trockenschrank

Exsiccator
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2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung der PPO-Aktivitét
Als Grundlage zur Bestimmung der Polyphenoloxidasen diente die Untersuchungsmetho-

de fiir den Nachweis von PPO in Bananen (150).

2.2.1.1 Nachweismethode von PPO bei Topinambur

a) Reaktionsmechanismus

Die PPO katalysiert Reaktionen, bei denen o-Diphenole mit Luftsauerstoff zu Chinonen
oxidiert werden. Diese sehr reaktiven Produkte polymerisieren miteinander bzw. konden-
sieren mit Aminosduren, Peptiden oder Proteinen zu den braungefarbten Melaninen.

b) Durchfiihrung:

b.1) Zellaufschluf3

2 g zerkleinerte Knollenschalen in 18 ml Aufschlusspuffer zugeben und 30 sec. lang mit
Ultraschall behandeln. Die zerstorten Zellen 20 min. bei 3220 g abzentrifugieren, den
Uberstand, welcher die PPO enthilt (Enzymldsung) als Rohextrakt (RE) kennzeichnen und
auf Eis aufbewahren.

b.2) Photometrische Messung der Enzymaktivitit (Dopaminumsatz)

In einer Kiivette s=1 cm werden 0,5 ml 0,01 M Dopaminhydrochloridlésung + 0,4 ml
0,1M Sorensenpuffer pH 7 gemischt und in der MeBkammer 30 sec. auf 25°C vortempe-
rieret. Die Reaktion wird durch Zugabe der Enzymlosung (0,1ml) gestartet. Die Extink-
tionssteigerung (Bildung von 2, 3-Dihydroindol-5, 6-Chinon) wird bei 470 nm, s=1cm,
iiber die Zeit von 3 min gemessen. Ein Blindwert ohne Enzymlosung mit 0,1 ml dest. H,O
ist ebenfalls zu ermitteln und mufl vom Ergebnis abgezogen werden. Es erfolgen jeweils
Doppelbestimmungen. Die Extinktionsdnderungen (AE) sollten 0,02 bis 0,1 betragen, an-
sonsten ist die Enzymldsung zu verdiinnen.

b.3) Auswertung

Durch Umformung des Lambert-Beerschen-Gesetzes gilt fiir die volumetrische Enzymak-
tivitdt EA;:

EA:=E.F.(V.v'.g'.d") D

EA;=E.Fx3,98

E = Extinktionsinderung . min™'

EA;: [U.ml". min']= pmol . ml™”. min™

F = Verdiinnungsfaktor

V = Volumen in Kiivette= 1 ml
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& = molarer Extinktionskoeffizient = 2512 M . cm™

d = Schichtdicke der Kiivette =1 cm

v = Probevolumen = 0,1 ml und

die prozentuale Enzymaktivitit EA,:

EA; [%]=EA;(E)*100/ EA, (RE) (IT)

EA,: [%]

E.: Extrakt zum Zeitpunkt t

Die Einheit [U] entspricht der Enzymaktivitét, welche die Umwandlung von 1 pmol Sub-

strat pro Minute unter genau festgelegten Versuchsbedingungen katalysiert. Die Enzym-

aktivitét des Rohextraktes (ohne thermische Behandlung) wird zugrunde gelegt (=100%).

b 4) Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Zeit und Temperatur.

Die Schalen der Topinambursorte Medius wurde fiir die Inaktivierung der PPO verwendet.

Die Inaktivierung erfolgte in beheizten Wasserbéddern. Folgende Proben wurden hergestellt

(Je 1 ml aus dem 1 : 20 verdiinnten Rohextrakt in Eppi’ s): 40 °C; 50 °C; 60 °C; 65 °C;

70 °C; 75 °C; 80 °C und 85 °C mit je 5; 10; 20; 30 und 40 min Verweildauer im Wasser-

bad, wobei eine Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde. Weiterhin erfolgte die Behand-

lung der PPO bei den Temperaturen von 90 °C; 95 °C und 100 °C bei je 2; 2,5; 4; 5; 7,5

und 10 min. Nach der Herausnahme aus dem Wasserbad wurden die Proben direkt auf Eis

gegeben, um eine weitere Denaturierung zu unterbinden.

b 5) Polyphenoloxidase-Aktivitdten bei unterschiedlichen pH-Werten und
unterschiedlichen Sduren

Material mit Puffer und Zusatz von gesittigter Askorbinséure aufgeschlossenes Topinam-

bur in Wasser bringt einen pH-Wert von 3,5, bei Zugabe von gesittigter Citronensdure in

Wasser einen pH-Wert von 2,3. Frisch gepresster Zitronensaft hat einen pH-Wert von 2,7.

Mit entmineralisiertem Wasser hat die Enzymlosung ein pH von 6,4. Aus diesem Grunde

wurde der Serensenpuffer fiir die enzymatische Bestimmung bei den Versuchen nicht ab-

geriandert, sondern die Aufschlusspuffer wurden fiir die entspechenden pH-Bereiche mit

einem Puffer aus KH,PO,4 und Na,HPOy,, in hoheren und tieferen pH-Bereichen mit einer

1 M NaOH oder HCI eingestellt.

2.2.2 Entwicklung der Polyphenol-Extraktionsmethode und Anzahl der Extraktionsstufen
a) Extraktionsmittel-Kombinationen

In diesem Versuchsteil wurde die Topinambursorte ,,RoZo* als Standard verwendet. Als
Extraktionsmittel wurden folgende Varianten getestet, um die Extraktionsmethode zu op-

timieren: Wasser von 90°C + Ultraschall + Na-Bisulfit; Ethylacetat-Methanol 1:1+Na-
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Bisulfit ohne Ultraschall; Wasser von 90°C+Askorbinsdure 1% + Ultraschall; Ethylacetat-
Methanol 1:1+ Na-Bisulfit + Ultraschall; Methanol-Aceton-Wasser (2:2:1) +Ultraschall;
Methanol-Aceton-HCl-Wasser (20:20:1:9) +Ultraschall; PreBsaft (Wasser 90°C ohne Ul-
traschall; gekochte Knolle + Wasser von 90°C ohne Ultraschall; Ethylacetat-Methanol 1:1.

2.2.3 Extraktion der Polyphenole

Von den gewaschenen und abgetrockneten Topinamburknollen werden etwa 50 g abge-
wogen und in dem Blendor mit 100 ml Extraktionsmittel (Ethylacetat-Methanol 1:1) 5 min
lang zerkleinert. Mit weiteren 10 ml Extraktionsmittel wird die Wand des Mixerbechers
abgesplilt. Das zerkleinerte Gewebe wird entweder im Mixerbecher 10 min lang im Ultra-
schallbad bei 80°C behandelt und anschlieend die Mischung gepresst (mittels eines Tee-
filters filtriert) oder direkt nach dem Zerkleinern gepresst. Der Riickstand wird in 100 ml
Extraktionsmittel aufgenommen und anschlieSend 10 min lang im Ultraschallbad bei 80°C
behandelt. AnschlieBend wird der zweite Riickstand in 50 ml Extraktionsmittel zugesetzt
und 10 min lang im Ultraschallbad bei 80°C behandelt. Das gesamte Filtrat wird in einem
250 ml Messkolben gesammelt und mit dem Extraktionsmittel auf 250 ml aufgefiillt. Die-
ses Filtrat dient entweder zur direkten Bestimmung der Gesamtphenole, wenn Ethylacetat-
Methanol als Extraktionsmittel dient, oder es wird zuerst auf 50 ml mit Methanol zur Be-
stimmung der Gesamtphenole konzentriert und dient der Bestimmung einzelner phenoli-

scher Verbindungen mit der HPLC-Methode.

2.2.4 Bestimmung der Gesamtphenole

2.2.4.1 Nach Folin-Ciocalteu

a) Prinzip

Phenolische Substanzen geben in alkalischem Milieu mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz
(Oxidationsgemisch aus phosphorsaurem Wolframat und Molybdat) eine Blaufarbung, die
bei 760 nm photometrisch ausgewertet wird. Gallussdure wird im allgemeinen als Bezugs-
substanz verwendet. Eine Vorbehandlung entfillt, da keine schweflige Sdure und nur ge-
ringe Konzentration an Askorbinsdure im hier untersuchten Probematerial Topinambur
vorhanden sind.

b) Messung:

75 ml destilliertes Wasser werden in einen 100-ml-MeBkolben gegeben.

1,0 ml des zu untersuchenden Topinamburextrakts sowie 5,0 ml Folin-Ciocalteus-Reagenz
werden zugegeben: griindlich vermischen, 3 min stehen lassen, 10,0 ml gesattige Na-

carbonat-Losung werden zugegeben, anschlieBend mit destilliertem Wasser zur Marke
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aufgefiillt und erneut griindlich vermischt. 60 min stehen lassen und dann die Extinktion
bei 760 nm, s=1cm, im Spektralphotometer gegen einen in gleicher Weise ohne Probe an-
gesetzten Blindwert messen.

c¢) Kalibrieren der Methode (graphische Darstellung)

Eine Stammlosung, welche 2000 mg Catechin oder Gallussédure/l enthilt, wird durch Auf-
16sen der entsprechenden Substanz in absolutem Alkohol hergestellt (z. B 200,0 mg Cate-
chin/100 ml absol. Ethanol).

Davon werden 1,25 ml; 2,5 ml ; 3,75 ml ; 5 ml; 6,25 ml; 7,5 ml, 10ml; 11,25 ml; 12,5 ml;
15 ml und 18,75 ml der Stamml6sung je in einen 25 ml MeBkolben pipettiert und mit ab-
sol. Ethanol zur Marke aufgefiillt. Die so erhaltenen Verdiinnungen enthalten 100; 200;
300; 400; 500; 600; 800; 900; 1000; 1200 und 1500 mg/l Catechin bzw. Gallussaure/l. Fiir
die Messung nach b) verwendet man je 1,0 ml dieser Verdiinnungen bzw. der Stammlé-
sung (Doppelbestimmungen). Die gegen die entsprechenden Konzentrationen aufgetrage-
nen Extinktionswerte liegen auf einer Geraden und dienen zum Vergleich (Kalibrierung).
d) Auswertung

Der Gesamtgehalt an phenolischen Verbindungen ldsst sich anhand der gemessenen Ex-
tinktion aus der Geraden ablesen. Eventuell vorgenommene Verdiinnungen (auch durch
die Probenvorbereitung) sind entsprechend zu beriicksichtigen. Die Angabe der Resultate
erfolgt in mg Catechin bzw. Gallussdure/l, ohne Dezimale.

e) Folin-Ciocalteus Phenol Reagenz eigene Herstellung im Labor

100 g Na,WoOy4 x 2 H,0, 25 g Na,MoO4 x 2 H,O werden in einem 2 [-Kolben im 700 ml
aqua bidest. geldst, 50 ml 85%ige Phosphorsdure und 100 ml konzentriert HCl werden
zugegeben und 10 h langsam unter Riickfluss zum Sieden erhitzt. Dann werden 150 g
Li,SO4, 50 ml aqua bidest. und einige Tropfen Bromwasser zugefiigt. Zur Entfernung von
tiberschiissigem Brom wird 15 min ohne Kiihler, d.h. offen zum Sieden gebracht und nach
dem Abkiihlen auf 1 1 aufgefiillt und filtriert. Das Reagens darf nicht griin gefarbt sein. Die
Sdurekonzentration des Reagens wird durch Titration mit 1 N NaOH gegen Phenolphtha-

lein bestimmt und soll 1 M sein.

2.2.4.2 Nach MEBAK (EBC Methode)

a) Prinzip

Das Prinzip der Bestimmung der Gesamtpolyphenole nach EBC beruht auf der Reaktion
der Polyphenole mit Eisen(IIl)-Ionen (in alkalischem Milieu) zu rotbraun geférbten Eisen-

komplexen, deren Farbintensitidt von der Polyphenolkonzentration (besonders von der An-
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zahl der freien vicinalen Hydroxylgruppen) abhingig ist und spektralphotometrisch bei
600 nm gemessen werden kann. Gewahlt wird die Schichtdicke s=1cm.

Bei Erhohung des pH-Wertes einer Fe(Il1)-Salzlosung durch langsame Zugabe von OH
fallt nicht sofort Fe(OH); aus, sondern es tritt unter Wasserabspaltung eine Kondensation
zu hohermolekularen Teilchen ein.

Unter Wasseraustritt bilden sich polynukleare lonen, in denen zwei und mehr Eisenatome
vorhanden sind. Mit Vergroferung der OH-lonenkonzentration nimmt der Aggregations-
zustand zu, so dass zum Schluss ein Molekiil mit der Summenformel (FEOOH)y, entsteht.
b) Durchfiihrung:

10 ml der Probe werden mit § ml CMC/EDTA-L6sung in einem 25 ml Mefkolben ver-
mischt. Nach Zugabe von 0,5 ml Eisenreagenz wird sofort durchgemischt, anschlieBend
erfolgt die Zugabe von 0,5 ml der Ammoniakldsung und es wird erneut gemischt. Fiir den
Blindwert wird keine Ammoniakldsung zugegeben. Diese Losung wird zur Einstellung des
Nullpunktes des Photometers genommen. Nach 10 Minuten erfolgt die Messung der Probe
in einer Kiivette s= 1 cm im Spektralphotometer bei

A =600 nm.

c¢) Kalibrieren der Methode (graphische Darstellung)

Eine Stammldsung, welche 2000 mg Catechin oder Gallussédure/l enthilt, wird durch Auf-
16sen der entsprechenden Substanz in absolutem Alkohol hergestellt (z. B 200,0 mg Cate-
chin/100 ml absol. Ethanol).

Davon werden 1,25 ml; 2,5 ml; 3,75 ml; 5 ml; 6,25 ml; 7,5 ml; 10ml; 11,25 ml;

12,5 ml; 15 ml und 18,75 ml der Stammldsung je in einen 25 ml MeBkolben pipettiert und
mit absol. Ethanol zur Marke aufgefiillt. Die so erhaltenen Verdiinnungen enthalten 100;
200; 300; 400; 500; 600; 800; 900; 1000; 1200 und 1500 mg/l Catechin bzw. Gallussaure.
Fiir die Messung nach b) verwendet man je 1,0 ml dieser Verdiinnungen bzw. der Stamm-
16sung (Doppelbestimmungen). Die gegen die entsprechenden Konzentrationen aufgetra-
genen Extinktionswerte liegen auf einer Geraden und dienen zum Vergleich (Kalibrie-
rung).

d) Auswertung

Der Gesamtgehalt an phenolischen Verbindungen lésst sich anhand der gemessenen Ex-
tinktion aus der Geraden ablesen. Eventuell vorgenommene Verdiinnungen (auch durch
die Probenvorbereitung) sind entsprechend zu beriicksichtigen. Die Angabe der Resultate

erfolgt in mg Catechin bzw. Gallussdure/l, ohne Dezimale.
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2.2.5 Ausreiflernachweis

Bei mehrfacher Wiederholung einer Messung weicht manchmal ein Messwert nach der ei-
nen oder anderen Seite besonders stark ab, ohne dass hierfiir eine Erkldarung gefunden
werden kann. Man hat dann zu entscheiden, ob es sich um einen nur zuféllig besonders
streuenden Messwert handelt oder um einen echten ,,Ausreiller”, den man bei der weiteren
Verarbeitung des Zahlenmaterials streichen oder besser durch einen wiederholten Mess-
wert ersetzen sollte. Da es sich in der vorliegenden Arbeit um Serien mit wenigen Mes-
sungen handelt, wurde der Ausreilernachweis mit Hilfe der Spannweite nach Dean und
Dixon gefiihrt (303). Die Messwerte wurden nach der Grofle (X; < X, < X5<......X,) ge-

ordnet und der Varianzbreite (R) sowie die Priifkriterien (Q, und Q,) wie folgt berechnet :

R=X,-X; )

Xn - Xn—1 X2 i X1

Q= —— Q= —fx —
R (IT)

Q. oder Q; wird je nach Unterschreitung oder Uberschreitung des erwarteten Ergebnisses
angewendet. Das berechnete Priifkriterium Q wird mit dem kritischen Q(n,a)-Wert nach
der Tabelle tiberpriift. Wenn Q, oder Q;> Q(n,a) ist, dann muss der Extremwert eliminiert

werden, das reduzierte Ergebnis ist nochmals zu liberpriifen.

2.2.6. Priifung auf gegenseitige Abhangigkeit zweier Variablen

Ein Zusammenhang zwischen zwei Groflen x und y ist immer dann leicht erkennbar, wenn
der auftretende Zufallsfehler geniigend klein ist. Bei hohem Zufallsfehler kann die Abhén-
gigkeit zwischen beiden Groflen verwischt werden, da dann die Messpunkte innerhalb ei-
nes mehr oder weniger breiten Streifens streuen. Man spricht dann von einem stochasti-
schen Zusammenhang, oder man sagt auch, die beiden Grof3en seien durch eine Korrelati-
on verkniipft. Zur zahlenméaBigem Charakterisierung des Zusammenhanges dient der Kor-
relationskoeffizient r (-1 <r < +1) bzw. das BestimmtheitsmaB B = r*. Bei r =+ 1 ist der
lineare Zusammenhang exakt erfiillt, wobei x und y gleichsinnig wachsen. r = -1 zeigt
ebenfalls streng lineare, jedoch gegensinnige Abhédngigkeit an. Im Falle r = 0 bezeichnet
man x und y als unkorreliert. Das tritt insbesondere dann ein, wenn x und y voneinander
unabhéngig sind. Jedoch darf man nicht umgekehrt aus r = 0 auf Unabhingigkeit von x
und y schlieBen. Je ndher r an =1 liegt, desto straffer ist der beobachtete Zusammenhang.
Der Korrelationskoeffizient wird stets auf seine Abweichung von Null gepriift. Dazu stellt

man seinen Betrag bei f = m-2 Freiheitsgraden der in Tabelle angegebenen Priifgrofie
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(P, f) gegeniiber. Ein Zusammenhang gilt als erwiesen, wenn |r| > 1(P, f) (304).

2.2.7 Priifung zweier Stichproben auf signifikanten Unterschied

Die Priifung erfolgt bei einer Messreihe vom Umfang n > 10 mittels des t-Testes.

Die t-Verteilung kann auch bei der Beantwortung der Frage herangezogen werden, ob zwi-

schen den Mittelwerten X1 und x> zweier Stichproben (Messreihe) vom Umfang n;<100

und n,<100 und den Standardabweichungen s; und s; ein signifikanter Unterschied besteht

oder nicht (305). Vor Berechnung der Priifgrofe t muss nachgepriift werden, ob die Diffe-

renz zwischen den Varianzen der beiden Stichproben mit f; bzw. f, Freiheitsgraden als zu-

fallig angesehen werden kann oder ob sie signifikant ist. Die Priifung erfolgt bei einer

Messreihe vom Umfang n > 10 mittels des F-Tests (nach Fischer).

F=s%/s% (5 >5%) D

Der Wert dieses Quotienten muss stets > 1 sein.

Wenn Fber < Ftab(5%) <Ftab(1%), besteht zwischen den Varianzen s*; und s, kein signi-

fikanter Unterschied.

‘Xml - Xm2| nl*n2
S nl+n2

. \/(nl ~1)s? 1+ (n, —1)s% a

n +n,—2

PriifgroBe = ¢ = Xm = Mittelwert (1D

Uberschreitet ty; den aus der Tabelle der t-Verteilung zu entnehmenden Wert trab(1%) (bei
einer gewihlten statistischen Sicherheit P und Freiheitsgrad FG = n; + n,-2), so liegt ein

signifikanter Unterschied zwischen den Werten der beiden Stichproben vor.

2.2.8 Ermittlung des molaren dekadischen Absorptionskoeffizienten

Grundlage photometrischer Bestimmungsmethoden ist das Lambert-Beersche Gesetz. Im
Spektralphotometer wird Licht einer bestimmten Wellenldnge durch die Losung einer
Verbindung (= Messlosung) geschickt (einstrahlendes Licht). Zum Vergleich lduft Licht
gleicher Qualitét durch das reine Losemittel. Die Lichtintensitét I nach Durchtritt durch die
Messlosung (Transmission) wird mit Iy (Intensitét des einstrahlenden Lichtes) verglichen,
die nach Passieren des reinen Losemittels zu beobachten ist. Es ergibt sich folgende Be-

ziehung:

E=¢.c.d )]
E = Extinktion
€ = Absorptionskoeffizient
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oder

A ="log (1j) = yn.c.d (II)
A = - "log (1;), spektrales dekadisches AbsorptionsmaB (nach DIN)
Ti = Qey/Din; Transmissionsgrad; @ = spektraler Strahlungsflufl

(ex = austretend, in = eintretend)
1n = molarer dekadischer Absorptionskoeffizient (von der Wellenlédnge der Strahlung-
abhéngigen Stoffkonstante)
Ip= vor dem Eintritt in die Probe gemessene Intensitat
[ = nach dem Durchgang durch die Probe gemessene Intensitit
¢ = Konzentration der zu analysierenden Losung in mol/l
d = Schichtdicke der Probe im Strahlengang in cm
Der molare dekadische Absorptionskoeffizient y, wird durch das Messen von A in Ver-
diinnungsreihen bestimmt. Dieses kann graphisch durch eine ,,Eichkurve® geschehen. Der
molare dekadische Absorptionskoeffizient y,, ist das spektrale dekadische Absorptionsmal}
einer einmolaren Losung einer Substanz bei einer bestimmten Wellenlédnge und einer Pro-
benlidnge von 1 cm. Von der gemessenen Verbindung tragt man die y, —Werte bei ver-
schiedener Wellenlidnge auf, so entsteht eine Kurve, die bei bestimmter Wellenldnge

(Amax) Maxima aufweist. Solche Kurven charakterisieren eine Verbindung (306).

2.2.9 Trennmethode mittels HPLC

Temperatur 20°C

FlieBgeschwindigkeit: 1 ml/min

Wellenlidnge: 280 nm

Eluenten: 3,5 %ige Essigsdure (A); Acetonitril (B);

Gradient: B in 16 min von 5 % auf 25 %; B in 10 min von 25 % auf 5 %; B 5 min bei 5 %
halten.

2.2.10 LC-MS- Kopplung

Massenspektrometrische Untersuchungsmethoden haben fiir die Strukturaufklarung und
die quantitative Analyse organischer Verbindungen eine gro3e Bedeutung erlangt. Zur Er-
zeugung der Massenspektren werden eine Reihe verschiedener lonisationsmethoden be-
nutzt, die beziiglich des Ausmalies ihrer Anwendung verschiedene Gewichte besitzen.
Diese Gewichsverteilung ist auch vom Stand der technischen Entwicklung her zeitlich va-
riabel. Neben der lonisation organischer Molekiile durch Elektronensto3 (EI), finden die

Feldionisation (FI), chemische Ionisation (CI), Fast Atom Bombardment-Ionisation
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(FAB), Felddesorption (FD), Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation (MALDI),
Thermospray-lonisation (TSI) und Elektrospray- Ionisation (ESI), zunehmend Eingang in
die Praxis der organischen Analytik. Diese fiir die vorliegende Arbeit angewendeten Ioni-
sationsmethoden werden hier erldutert.

Die Stéirken der Hochdruck-Fliissigchromatographie/ Massenspekrometrie-Kopplung ge-
geniiber traditionellen UV-basierten Detektoren sind die hohere Selektivitit durch geziel-
ten Nachweis der kationisierten bzw. anionisierten Analytmolekiile und/ oder deren typi-
scher Fragmente. In der Regel resultiert diese gesteigerte Selektivitét in einer hheren
Nachweisempfindlichkeit. HPLC/MS soll Information iiber das Molekulargewicht und/
oder die Molekiilstruktur quasi ,,frei Haus* liefern (307). HPLC/ MS, in spezieller Verbin-
dung mit Triple-Quadrupol-Geriten, erlaubt Hochdurchsatzanalytik mit Analysenzyklen

kiirzer als 3 min bei minimaler Probenvorbereitung.

2.2.10.1 Prinzip der Elektrospray-Ionisierungstechnik (ESI)

Die Elektrospray-lonisation beruht auf einer Kationisierung bzw. Anionisierung in der
mobilen Phase durch Zerstdubung in einem Hochspannungsfeld mit nachfolgendem Ver-
dampfen des Losemittels. Die ionisierten Analytmolekiile werden aus den schrumpfenden
Aerosoltropfchen emittiert und in die Ionenoptik tiberfiihrt.

Die Elektrospray-lonisation findet statt als Ergebnisse des Weitergebens von starken
elektrischen Ladungen an Eluenten, wenn sie aus dem Zerstauber kommen. Ein Aerosol
von geladenen Tropfchen wird dadurch erzeugt. Durch Evaporation wird das Eluentenvo-
lumen eingeengt bis eine ausreichende Ladungsdichte erzeugt ist. Die so erzeugten lonen
werden aus der Oberfldche vom Tropfchen ausgeworfen. Ein Merkmal von Elektrospray-
Spektren ist , dass Ionen einzeln oder mehrfach geladen werden. Da das Massenspektro-
meter lonen nach dem Masse/ Ladung-Verhiltnis filtriert, konnen Verbindungen mit ho-
hem Molekulargewicht bestimmt werden, wenn mehrfach geladene lonen produziert wer-
den. Eine Eluentenflussrate bis zu 1 ml/ min kann untergebracht werden, obwohl es oft
besser ist, mit Elektrospray-lonisierung die Flussrate zu teilen, so dass 10 bis 20 pl/ min
des Eluents in das Massenspektrometer eintreten.

Beim Elektrospray-Verfahren wird eine Losung des Analyten (107 bis 10” mol/l) bei At-
mosphirendruck aus einer LC-Kapillare (ca. 0,1 mm ©) in ein starkes elektrisches Feld
verspriiht. Die an der Kapillarspitze und einer Gegenelektrode angelegte kV-Spannung ist
verantwortlich fiir die rasche und feine Zerstdubung der aus der Kapillare austretenden Lo-

sung und fiir die effektive Ionisierung der Analyt-Molekiile. Ab einem bestimmten
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Schwellenwert der angelegten Spannung (2-6 kV) bildet sich ein stabiler Spray, der je
nach Ladungspolaritdt zur Bildung von positiven bzw. negativen Ionen fiihrt. Eine scho-
nende lonisierung wird erhalten, wenn eine stabile Vernebelung ohne Entladungen erzeugt
wird. Diese optimale Einstellung kann fiir eine breite Variation an Losemittelzusammen-
setzungen und Flussraten (pul bis ml/min) erreicht werden. Ein um die Kapillare konzen-
trisch angeordneter Inertgasstrom (meist N;) wird zur Unterstiitzung der Vernebelung ein-
gesetzt. Zur vollstdndigen Desolvatation der ladungstragenden Fliissigkeitstropfen und zur
effektiven Ionenbildung wird in einer ESI-lonenquelle entweder eine beheizte Transferka-
pillare oder ein dem Spray entgegengerichteter, beheizter Stickstoffstrom eingesetzt. Man
erreicht unter diesen ESI-Bedingungen eine aulergewdhnlich hohe lonenbildungseffizienz
von ca. 0,01 bis 0,1 (vergl. EI ca. 10%).

Die generierten Ionen werden letztlich durch eine Offnung im Zentrum der Gegenelektro-
de in den Analysatorteil des Massenspektrometers iiberfiihrt. Die ESI-Quelle ist in Abbil-

dung 17 dargestellt.

beheizte
Transferkapillare (400pm &)

Skimmer  Octapol

+ 2bis B kY

ST

LCKapillare f l 1

lonenstrahl zum
hla zsenanalysatar

/
konzentrischer
MN,-Strom
W -

Yorvakuum  Hochyakuum
Atmospharendruchk

Abbildung17: ESI-Quelle nach www.jeol.com/ms/ionize.html

Die Zusammenstellung der Elektrospray-lonisation ist in der Literatur beschrieben worden
(308, 309). Um den gesamten Vorgang der lonenbildung bei ESI zu beschreiben, ist eine
Unterteilung der Ablédufe in drei Abschnitte sinnvoll:

a) Bildung ladungstragender Tropfen

Durch die an die enge Kapillarspitze angelegte kV-Spannung resultiert ein sehr starkes
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elektrisches Feld von ca. E ~ 10° V/m. In der aus der Kapillare austretenden Elektrolytlo-

sung erfolgt eine Ladungstrennung:

Positive Ladungstrager werden auf der Fliissigkeitsoberfldche angereichert, zur Gegen-

elektrode gezogen und zum Teil dort reduziert.

Negativ geladene Ionen dagegen wandern zum positiv geladenen Kapillarende und werden
entladen bzw. oxidiert. Insgesamt resultiert ein konstanter Spraystrom der Stirke I ~ 107
bis 10® A. Aufgrund der elektrophoretischen Ladungstrennung bei ESI sind alternative Io-

nenbildungsmechanismen wie die Feld-lonisation wenig wahrscheinlich.

Die Anreicherung von positiver Ladung auf der Fliissigkeitsoberflache ist Ursache der

Bildung eines Fliissigkeitskonus, da die Kationen zum negativen Pol gezogen werden.

Dieser sogenannte Taylor Konus oder Taylor cone (Abbildung 18) resultiert aus der Ba-

lance des elektrischen Feldes und der Oberflichenspannung der Losung. Ab einer

bestimmten Distanz zum Kapillarende erfolgt eine zunehmende Destabilisierung und es

werden Tropfen mit positiver UberschuBladung in einem stabilen Spray emittiert (liquid fi-

lament).
Oiidati Primatropfen
*idation Tayfor coha  oebildet nach Ereichen des
\ Raleigh-Limitzs (1-3 pm & -

eye

Reduktion
e
ﬁ ‘
Hochspannungs-
‘v’ersorgung € Messung des
Spraystroms (105107 &)

Abbildungl18: Taylor cone nach www.jeol.com/ms/ionize.html
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b) Verkleinerung der Tropfen

Die GrofB3e der gebildeten Tropfen hdangt von der FluBrate, der angelegten Spannung und
der Konzentration des Elektrolyten ab. Fiir eine FluBrate von ca. 5 pl/min und einer Kon-
zentration von 1 mmol ergeben sich Tropfen mit Radius r ~ 1-3 pm und einer Uberschuf-
ladung von Q ~ 10-14 Q; dies entspricht einer Zahl von N ~ 50 000 einfach geladener lo-
nen. Diese Tropfen verlieren durch Verdampfen Losemittelmolekiile und bei Erreichen des
Raleigh Limits (elektrostatische AbstoBung der Oberflichenladungen > Oberfldchenspan-
nung) werden viel kleinere Tropfen (sog. Mikrotropfen) emittiert. Dies geschieht aufgrund
von elastischen Oberfldchenvibrationen der Tropfen, die zur Bildung Taylor cone-
dhnlicher Strukturen fiihren. Am Ende solcher Ausstiilpungen werden kleine Tropfen, die
ca. 2% der Masse, aber 15% der Ladung des "Muttertropfens" tragen, gebildet. Durch die-

sen ungleichen Zerfall der "Muttertropfen" erhoht sich pro Durchlauf von

Tropfenbildung und Verdampfung bis zum Raleigh Limit das Verhéltnis von Oberfldchen-
ladung zur Zahl gepaarter lonen im Tropfen dramatisch. Das heif3t, dass nur die hochgela-
denen Mikrotropfen fiir die letztlich erfolgende Ionenbildung verantwortlich sind und die
verbleibenden grolen Muttertropfen den tiberwiegenden Teil der Salzfracht (gepaarte Io-

nen) tragen.
¢) Bildung gasférmiger Ionen

Im wesentlichen wurden zwei Modelle vorgeschlagen, um die Formierung gasférmiger lo-
nen aus Mikrotropfen zu erkldren. Die éltere Theorie stammt von Dole und wird als das
Modell des geladenen Riickstands (charged residue model, CRM) bezeichnet. Man geht
davon aus, dass letztlich aus extrem kleinen Tropfen mit Radius r ~ 1 nm, die nur noch ein
Analytion enthalten, durch Losemittelverdampfung gasformige Ionen entstehen. Die zwei-
te Vorstellung stammt von Iribane und Thomson und wird als Ionenemissions-Modell (ion
emission model IEM) bezeichnet. Hierbei erfolgt die Bildung gasformiger Ionen aus
hochgeladenen Mikrotropfen mit Radius r ~ 8 nm und ca. N ~ 70 Elementarladungen. Die-
se [onenemission aus den Mikrotropfen steht beim IEM in Konkurrenz zum weiteren Ra-

leigh-Zerfall der Tropfen.

Zur Vereinfachung der weiteren Besprechung von ESI soll jeweils von einer positiven kV-

Spannung zur Generierung von positiven lonen ausgegangen werden.
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2.2.10.2 Typische Phanomene der Elektrospray Ionisation und deren Erkldrung anhand
der beiden Modelle CRM und IEM:

2.2.10.2.1 CRM

In ESI-MS Spektren werden zum Teil sehr intensive Adduktionen beobachtet, die mehrere
intakte protonierte bzw. deprotonierte Analytmolekiile enthalten (z.B. [M2]" oder [M3]”
bei ESI-MS von Cytochrom. Im allgemeinen erscheint das Auftreten von Adduktionen, die
auf der Ausbildung von non-kovalenten Bindungen (H-Briickenbindungen, p-p-Wech-

selwirkungen usw.) beruhen, eher durch das CRM erklérbar.

2.2.10.2.2 IEM

Charakteristisch fiir ESI-MS Spektren ist das Auftreten von glockenformigen Ladungsver-
teilungen verschiedener Ladungszusténde eines ionisierten Analyts. Im Zuge der Verklei-
nerung der Tropfenradien durch Verdampfen von Losemittel nimmt die Ladungsdichte auf
der Tropfenoberflidche zu. Bei der lonenemission eines Analyts von einem Tropfen mit re-
lativ groBem Radius ist die Zahl der {ibertragenen Ladungen kleiner als bei der Emission
von einem Tropfen mit einem kleineren Radius. Da eine kontinuierliche Verteilung von
Tropfenradien vorliegt und diese innerhalb einer gewissen Verteilung zur lonenemission
beitragen, beobachtet man eine Verteilung von Ladungszustdnden in ESI-MS Spektren.
Wird der Sheathgasflu3 erhoht, findet man eine Verschiebung der Verteilung der La-
dungszustinde zu hoheren Ladungszustinden hin. Durch die verstirkte Vernebelung der
Tropfen und die Verkiirzung ihrer Lebensdauer wird das Maximum der Verteilung der
Tropfenradien zu kleineren Werten verschoben. Damit steigt die Ladungsdichte auf der
Oberfldache der Mikrotropfen. Im Bild des IEM kann die resultierende Intensitétssteigerung

der Analytionen in hoheren Ladungszustinden gut erklart werden.

2.2.10.2.3 Charakteristische Merkmale von ESI-MS Spektren

2.2.10.2.3.1 ESI-MS niedermolekularer Verbindungen

Bei Molekiilen mit einer molaren Masse < 1000 u werden in der Regel einfach positiv
bzw. negativ geladene Quasimolekiilionen beobachtet. Diese entstehen durch Protonierung
[M+H]" oder Kationenanlagerung [M+Kat]" mit Kat = Na, K bei positiver Ionendetektion.

Im Fall von negativer Polaritit werden intensive lonen des Typs [M-H] gebildet. Frag-
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mentierungen werden wegen der sanften lonisation bei ESI nur mit sehr geringen Intensi-

tdten beobachtet.

2.2.10.2.3.2 Ionen hoher Masse

Mit der Elektrospray-lonisierung ist der massenspektrometrische Nachweis von hochmo-
lekularen Verbindungen bis zu einigen Kilodalton mdglich. Dies beruht auf der Generie-
rung von vielfach geladenen bzw. protonierten Molekiilionen. Da im Massenspektrometer
das Masse zu Ladungsverhiltnis detektiert wird, eroffnet sich ein sehr groBer Massenbe-
reich. Um ausreichende Empfindlichkeit zu gewéhrleisten, wird bei gewdhnlichen ESI-MS
Messungen mit Auflosungen gearbeitet, die keine isotopenaufgeldsten lonenpattern hoch-
geladener Ionen liefern konnen. Es wird stattdessen die Umbhiillende aller Molekiilionen-
signale eines Ladungszustands detektiert. Aus der Sequenz von Signalen (Umbhiillenden),
die in einem ESI-MS Spektrum auftreten, 148t sich aber die Molekularmasse eindeutig
bestimmen. Unter der Annahme, dass sich benachbarte Ionen in der Bruttoformel jeweils
um ein Kation (Proton oder Alkaliion) unterscheiden und die Zahl der zusétzlichen (posi-
tiv ESI) oder fehlenden (negativ ESI) Kationen der Ladungszahl des Ions entspricht, kann
mit einem Dekonvolutionsalgorithmus die Masse des lons genau bestimmt werden.
Elektrospray-Ionisation (ESI) ist eigentlich die Methode der Wahl fiir Proteine, Oligonuc-
leotide und Metallkomplexe. Hierbei miissen die Substanzen in einem niedrig-siedenden
Losemittel in kleinen Konzentrationen (z. B. 102 mol/l) 16slich sein (Acetonitril, Metha-
nol, CHCl; und Wasser). Der Teil der lonenquelle, in der der SprayprozeB stattfindet, liegt
auf Atmosphérendruck, die Probe wird durch eine Metallkapillare mit 3 - 5 kV Potential in
die Quelle eingefiihrt. Durch dieses hydrodynamische und elektrische Vernebeln entstehen
kleinste Tropfchen, aus denen Losemittel-lonen abgesaugt werden (Elektrotrocknung). Zu-
riick bleiben Probenmolekiile, die mit einem oder mehreren Protonen (oder Na', K", NH,")
aus dem Losemittel beladen sind und damit auch eine Abhéingigkeit von der Molekiilober-
fliche und damit der Sekundir- und Tertidrstruktur (z.B. von Proteinen) aufweisen. ESI-
Spektren sind charakterisiert durch das Auftreten von Quasi-Molekiilionen wie [M + H]",
[M + Na]". GroBere Probenmolekel (mit groBerer Oberfliche) werden bevorzugt mehrfach
jonisiert zu [M + 2H]*", [M + 3H]*", [M + 4H]", etc. Die Signale im Massenspektrum lie-
gen aufgrund der Mehrfachladung dann bei Massenzahlen entsprechend der Hélfte von

[M + 2], einem Drittel von [M + 3], einem Viertel von [M + 4], usw. Nur aus einer Serie
von Quasi-Molekiilionen oder aus der Bestimmung der Isotopenverteilung im Molekiilion
1aBt sich letzteres als solches charakterisieren. ESI ist ebenso wie FAB eine weiche Ioni-

sierungstechnik und damit vor allem fiir gro3e Biomolekiile oder Bio- und synthetische
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Polymere sowie fiir ionische Proben (z.B. Metallkomplexe) geeignet. Die Empfindlichkeit
ist stark vom Analyten abhédngig, die Losungsbedingung erlaubt eine elegante Kopplung

mit Fliissigchromatographie, wie z.B. HPLC oder Kapillar-Elektrophorese.

2.2.10.2.4 Durchfiihrung

Die mobile Phase aus der HPLC-Séule wird durch Probezufiihrung und ESI-Nadel zur lo-
nisierungsquelle (Spraykammer) unter Atmospharendruck gefiihrt, wo sie pneumatisch in
der Zerstduber zu einem feinen elektrostatischen geladenen Aerosol vernebeln wird. Der
Eluent wird mittels Kapillareerhitzers in einem pneumatischen Zerstiduber vollstindig aus
dem Tropfchen verdampft. Die resultierenden Analytmolekiile und Losemittel-Ionen wer-
den dann aus den schrumpfenden Aerosoltropfchen in einer Extraktionskammer emittiert
und in die Ionenoptik tibergefiihrt. SchlieBlich werden die erzeugten Ionen mittels eines
Quadrupols (Analyser) nach ithrem Masse/ Ladung-Verhéltnis filtriert und zu einem Pho-

toverstarker gesendet. Die Auswertung erfolgt mit der Software.

2.2.10.2.5 Trennungsparameter

2.2.10.2.5.1 LC

FlieBgeschwindigkeit: 1 ml/min

Wellenldnge: 280 nm

Eluenten: 3,5 %ige Essigsdure (A); Acetonitril (B);

Gradient: B in 16 min von 5 % auf 25 %; B in 10 min von 25 % auf 5 %; B 5 min bei 5 %

halten;

2.2.10.2.5.2 MS

Vernebelungsgas: Stickstoff (6-7 10° Pa), 150 °C, 3 KV
Eluent Flussrate: 20 pl/ min

Eluententfernung bei 250 °C

Konus:Flufirate : 4001/ h, 70 V

Verstirker: 650 V

2.2.11 GC-MS- Kopplung
Ein deutlicher Trend zur Kopplung der Gaschromatographie mit der Massenspektrometrie
(GC-MYS) hat sich in den letzten Jahren abgezeichnet. Ein GC/MS-Gerit soll deutlich mehr

an Informationen iiber die untersuchte Probe liefern als beispielweise ein klassischer
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Flammenionisationsdetektor (FID). Diese Kopplungstechnik setzt sich beispielsweise in
der Produktanalytik zur Identifizierung unbekannter Komponenten ein. Der Vorteil hoher
Nachweisempfindlichkeit, gepaart mit einer groen Selektivitdt fiir Einzelstoffe, fithrt zu

der herausragenden Rolle der Kopplungverfahren.

2.2.11.1 Ionisationsprinzip

2.2.11.1.1 Elektronenstof3-lonisation

Die ElektronenstoBionisation (EI, friiher: electron impact, heute: electron ionization), ist
die klassische Ionisierungsmethode der Massenspektrometrie. Thre Anwendung ist jedoch
auf thermisch stabile Substanzen beschrinkt, die unzersetzt verdampfbar sind. Ein EI-
Massenspektrum enthélt meistens viele Signale fiir Fragmentionen und ist deshalb fiir die
strukturelle Charakterisierung und Identifizierung von Substanzen niitzlich (,,Fingerab-
druck®). Bei 133,3*%10° — 133,3*10” Pa und bis 200°C wird die Probe verdampft und mit
70 eV Elektronen bombardiert. Es entstehen Molekiil-Radikalkationen M", die aufgrund
der schnellen ElektronenstdBe UberschuB3 an innerer Energie (thermischer Energie) besit-
zen (M™") und zum Zerfall in Neutralteilchen und Tochterionen tendieren. Sowohl die
Neutralteilchen als auch die Fragmentionen konnen Radikalcharakter haben und, wenn die
Tochterionen noch genug Uberschussenergie besitzen, kénnen sie jeweils zu weiteren,
kleineren Fragmentionen zerfallen. Das kann dazu fiihren, iber Verbindungen, wie z.B.
Alkohole, Ester, usw., so leicht fragmentieren, dass im Spektrum kein Molekiilion M’ ge-
funden wird, sondern nur durch entsprechende charakteristische Zerfélle entstehende Qua-
si-Molekiilionen, z.B. (M — H,0)", (M — CH;COOH)", u.a.. Da die Temperatur der Ionen-
quelle und die Elektronenenergie konstant gehalten werden, sind die Zahl und relative
Grofle der Fragmentionen und damit die Elektronenstof3 (EI)-Spektren im allgemeinen
vergleichbar und charakteristisch fiir jede Substanz. Die Anwendung der EI-
Massenspektrometrie ist auf fliichtige, niedermolekulare Verbindungen (bis ca. 1.500 D)
beschriankt und wird, da sie Aussagen zur chemischen Zusammensetzung des Analyten er-
laubt, auch iiblicherweise zur Identifizierung unbekannter Proben und zur Strukturaufkla-
rung herangezogen. Die klassischen EI-Spektren ermoglichen automatisierte Literatursu-
che und Interpretation. Auch luft- und feuchtigkeitsempfindliche Substanzen kdnnen mit

dieser Technik analysiert werden.
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2.2.11.1.2 Chemische Ionisation

Bei der chemischen Ionisation wird in die Ionenquelle zu den thermisch verdampften Pro-
benmolekiilen ein Uberschuf} an Reaktantgas eingelassen, das durch Elektronenbeschuf3

(150 eV) ionisiert wird. Es resultiert ein Druck in der Ionenquelle von etwa 266,6¢10™" bis
266,6 Pa. Um diesen Druck (4-5 Zehnerpotenzen hoher als bei EI-MS) in der lonenquelle

zu erreichen, miissen die Elektroneneintrittsdoffnung und die lonennaustritts6ffnung ver-

kleinert und die Pumpenleistung des Vakuumsystems erhéht werden. Die durch den E-
lektronenbeschufl gebildeten Primérionen des Reaktantgases reagieren durch eine Serie
von Stéen mit weiteren Reaktantgasmolekiilen zu den eigentlich ionisierend wirkenden

stabilen Ionen (CI-Plasmaionen). Als Beispiel sei Methan angefiihrt:

a)CHy + ¢ >  CH,4" (Bildung des Primérions)
b) CH4™ > CH;" +H
¢) CH;" + CH, > (C,Hs +H,.

Bei der chemischen Ionisisation (CI, chemical ionization) wird die Substanz durch eine
Ion-Molekiil-Reaktion mit einem Reaktantgasplasma ionisiert, z. B. durch Protoneniiber-
tragung. Da bei diesem Vorgang nur relativ wenig Energie iibertragen wird, tritt kaum
Fragmentierung auf; die Spektren werden durch intensive “Quasimolekiilionen” dominiert.
Allerdings ist auch hier die Verdampfbarkeit der zu messenden Verbindung Vorausset-
zung. Bei einer Variante der CI, der DCI (Desorption durch chemische Ionisation bzw. di-
rekte chemische Ionisation) féllt diese Einschrinkung weg. Hierbei wird die Substanz ge-
16st und auf eine Drahtschlaufe getropft. Nach Verdampfen des Solvens wird die Draht-
schlaufe in das Plasma eingebracht und die Probe durch leichtes Erwidrmen des Drahtes di-

rekt in die Gasphase transferiert.

2.2.11.1.2.1 Ionisierung durch Protonierung

Im CH,-CI-Plasma sind die vorwiegend gebildeten stabilen Reaktantgasionen CH;" und
C,H;" (protoniertes Ethen). Bei Wasser und Ammoniak dominieren die protonierten Mo-
lekiile [H;0]" und [NH4]" sowie deren Clusterionen mit einem oder zwei weiteren Neut-
ralmolekiilen (z.B. [(NH3);NH4]" mit i = 1-2). Bei Isobutan wirkt als protoniertes Reak-
tantgasion [C4Ho]", das protoniertem Isobuten entspricht. Diese Reaktantgasionen sind
Bronsted-Séuren. Sie ionisieren Analyt-Molekiile in der Gasphase durch Protonierung in
Ionen-Molekiil-Reaktionen. Die Reaktantgase fiir die chemische Ionisation durch Proto-

nierung sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Reaktantgase fiir CI-MS: Protonierungsreaktionen

Reaktantgase flir CI-MS: Protonierungsreaktionen

Gas Plasma-Ionen PA [KJ/mol]*
H, H; 422

CHy4 CHs" 527

H,O H;O" 706

CH;0H CH;0H," 761

i-C4H t-C4Hy" 807

NH; NH," 840

* Protonenaffinitit (PA) ist die mit der Reaktion M + H™ ® MH" verbundene negative
Reaktionsenthalpie

Die Protonenaffinititen nehmen in der Reihenfolge [Hs]" > [CHs]" > [C,Hs]" > [H30]" >
[C4Ho]" > [NH4]" ab. Demnach wird ein gegebenes Analytmolekiil durch Protoneniibertra-
gung zunehmend schonender ionisiert, da die Exothermizitét der Protoneniibertragungsre-
aktion abnimmt. Auf diese Weise kann durch Wahl des Reaktantgases das Ausmal der
massenspektrometrischen Fragmentierungen gesteuert werden.

Neben der Protonierung werden auch durch Anlagerung von Reaktantgasionen gebildete
Analytionen beobachtet (z.B. bei [NH4]").

In der Regel sind CI-Spektren deutlich fragmentérmer als entsprechende EI-Spektren und
zeigen hohere relative Intensititen an lonen, die das intakte Molekiil enthalten. Dies ist auf
die geringere Anregungsenergie bei Protoneniibertragungen und Anlagerungsreaktionen
zuriickzufiihren. Uberdies wird die innere Energie der gebildeten Molekiilionen (z.B.
[M+H]") im CI-Quellenbereich durch zahlreiche St6Be mit neutralen Reaktantgasmolekii-

len moderiert.

2.2.11.1.2.2 Tonisierung durch Ladungsiibertragung

Wird ein Reaktantgas verwendet, das keine protonierenden Spezies bilden kann (z.B. Ny,
CO,), so werden Analytmolekiile iiber Ladungsaustauschreaktionen (charge

transfer reactions) ionisiert. Dabei entstehen wie bei EI-MS positiv geladene Molekiilionen
des Typs [M]"". Hierbei ist die Differenz der Ionisierungspotentiale (IP) des Analyten und
des Reaktantgases entscheidend. Ist das IP(Reaktantgas)~IP(Analyt), so werden in der
Hauptsache Molekiilionen [M]™ gebildet. Ist das IP des Reaktantgases um einige eV gro-
Ber als das IP des Analyten (M), so wird das CI-MS-Spektrum einem entsprechenden EI-
MS-Spektrum dhnlich, da in analoger Weise Fragmentierungen durch die auftretende
UberschuBenergie generiert werden. Die Reaktantgase fiir die chemische Ionisation durch

Ladungsiibertragung sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Reaktantgase fiir CI-MS : Ladungsaustauschsreaktionen

Reaktantgase fiir CI-MS: Ladungsaustauschsreaktionen

Gas Plasma-Ionen IP[eV]
CeHe CeHs 9,3

Xe Xe" 12,1
CO, CO," 13,8
CO co’ 14,0
N, Ny 15,3
Ar Ar’ 15,8
He He' 24,6

Haufig laufen auch mehrere Reaktionen als Konkurrenzprozesse nebeneinander ab. So lie-
fern Alkene mit Isobutan als Reaktantgas durch Ladungsaustausch mit C4H;o" [M]™ sowie
durch Reaktion mit dem Plasmaion C4Hy ", [M+H]', [M-H]", [M+ C4Ho]" und [M+ C3H;]".
Vorausssetzung fiir den Ablauf jeder Reaktion ist deren Exothermizitét. Auch hier gilt:
Wird bei der betreffenden Reaktion nur wenig Energie frei, so werden nur Quasimolekiil-
ionen oder solche beobachtet, die daraus durch schnelle stark exotherme Prozesse entste-
hen konnen. Beispiel:

ROH > ROH,” ———® R'+H,0.

Ist die Ionisierungsreaktion stark exotherm, so ist mit einem fragmentreichen Spektrum zu
rechnen. Zu beachten ist dabei, dal die Quasi-Molekiilionen in der Regel iiber eine gerade
Zahl an Elektronen verfiigen (z.B. [M+H]" etc.) und daher in anderer Weise fragmentieren

als Molekiilradikalkationen des Typs [M]™" (ungerade Zahl ¢).

2.2.11.1.2.3 Bedeutung der chemischen Ionisation

Die chemische lonisierung bedeutet

a) gezielte Unterdriickung von Fragmentierungen; Vereinfachung von Gemischanalysen
durch das ausschlieBliche Auftreten von Quasimolekiilionen und zur Bestimmung der

Molmasse

b) gezielte Ionisation bestimmter Verbindungsklassen; so werden z.B. bei Verwendung

von NHj als Reaktantgas nur stark basische Substanzen ionisiert.

c¢) Bestimmung der Anzahl an aciden H-Atomen durch NDs oder D,O

als Reaktantgase. Beispiel: ROH + ND," > ROD,".
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d) Erzeugung negativer lonen; Durch Wechselwirkung der 150 eV Elektronen mit den
Reaktantgasmolekiilen wird die Energie der Primédrelektronen vermindert. Es entstehen
sog. thermische energiearme e” (Energie ~ eV Bereich), die insbesondere von halogenhal-
tigen Verbindungen wegen ihrer hohen Elektronenaffinitit eingefangen werden (resonance
capture ionization) und so empfindlich nachgewiesen werden konnen. Dies kann auch zum
Nachweis von entsprechend derivatisierten Verbindungen (z.B. mit Pentafluorbenzylbro-
mid, C,FsCOOH) genutzt werden.

Harrison (310) bietet eine gute Zusammenstellung der Methode. Die CI-Quelle ist in Ab-
bildung 19 dargestellt.

Glithkathode 26,66 his 2666 Pa
Elektronenstrabl WY
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Abbildung 19: CI-Quelle nach www.jeol.com/ms/ionize.html

2.2.11.2 Trennungsparameter

Injektor: 250 °C

Injektionsvolumen: 2 pl

Elektronenverstirker: 1000 V

Filamentstrom: 200 pA

Tragergas: He, 1,5 ml/ min

Temperaturprogramm der Sdule: 80 °C auf 280 °C.

2 min bei 80°C halten und dann in 12 min von 80°C bis 280°C.
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2.2.11.3 Auswertung von Massenspektren
In seiner einfachsten Ausfiihrung mufl ein Massenspektrometer drei Grundfunktionen ver-
richten konnen. Diese sind:
1. Die Verdampfung von Verbindungen der unterschiedlichsten Fliichtigkeiten.
2. Die Erzeugung von Ionen aus den resultierenden gasformigen Molekiilen. Eine Ausnah-
me liegt vor, wenn der Verdampfungsprozess keine Neutralteilchen, sondern unmittelbar
Ionen ergibt.
3. Die Auftrennung der Ionen gemil3 dem Verhéltnis Masse zu Ladung (m/z.e) und deren
anschlieende Detektion und Aufzeichnung.
Da die Bildung mehrfach geladener Ionen im Verhéltnis zu den einfach geladenen selten
ist, betrdgt die Ladungszahl normalerweise eins. Da ferner die Elementarladung eine Na-
turkonstante ist, ergibt m/z die Masse des lons. Damit ist ein Massenspektrometer eine
Vorrichtung fiir die Produktion und Auswigung von lonen.
In den gédngigen Geriten zur Erzeugung von Ionen in der Gasphase wir im Zuge der lo-
nenproduktion nahezu immer ausreichende Schwingungsenergie iibertragen, so dass in
gewissen Umfang ein Weiterzerfall, der unter Verlust von Neutralteilchen zu neuen Ionen
fiihrt, erfolgen kann; z.B.:

B" + Neutralteilchen
A

C" + Neutralteilchen.
Reicht die Schwingungsenergie aus, so kénnen schlieBlich auch B und/oder C" weiter
fragmentieren; z.B. :
C'—_ 3 D'+ Neutralteilchen.
Wenn die Gesamtheit der gebildeten Ionen (A", B, C" usw.) die Auftrennung und Regist-
rierung durchlaufen hat, so ist das Ergebnis ein Massenspektrum. In ihm ist die Haufigkeit
jedes einzelnen Ions als Ordinate gegen den m/z-Wert als Abzisse aufgetragen (311). Dem
héiufigsten Ion wird willkiirlich der Wert 100 % als relative Intensitit zugewiesen und die

ibrigen lonenintensitdten in % davon angegeben (% relative Intensitit).

2.2.12 Bestimmung der antioxidativen Kapazitit und des Reduktionsvermodgens

Wihrend der letzten 10 Jahre wurden viele neue analytische Methoden fiir die Bestim-
mung von Antioxidantien in der Brauerei entwickelt. Eine umfassende Arbeit iiber die Be-
stimmungsmethoden des Reduktionsvermogens in Getrinken wurde 2001 verdffentlicht
(312, 313). Mehrere Methoden wurden aus anderen Industriezweigen oder aus der medizi-

nisch/ pharmazeutischen Forschung iibernommen.
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Die Methoden fiir die Bestimmung von Antioxidantien unterteilen sich in chemische, bio-
chemische und physikalische Methoden.

Zu den chemischen und biochemischen gehdren folgenden Methoden:

- DPI (2,6-Dichlorphenol-Indophenol), die von Hartong (314) vorgeschlagen wurde und
eine breite Anwendungsmoglichkeit in der sogenannten ITT-Methode von Gray und Stone
(315) gefunden hat,

- DPH oder DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl), die von Owades (316), Kaneda und
Mitarbeiter, (317) fiir Bier angewendet wurde,

- Cersulfat Ce(SOs),, die von Williams und Mitarbeiter (318) entwickelt wurde,

- Silbernitrat mit Ammoniumhydroxid (Reduktionskraft), die im Labor der Beck-Brauerei,
Bremen entwickelt und von Kretschmer (319) fiir Gerste, Malz und Bier angewendet wur-
de,

- Dipyridyl (Reduktionskraft), die von Chapon (320) vorgeschlagen wurde,

- Eisenzyanid (K3;Fe(CN)g), die von Adachi (1958) entwickelt wurde und von Karakus und
Scriban (321) fiir Malz angewendet,

- Thiobarbitursdure (TBA) fiir die Bestimmung von Gewebefett, ungeséttigen Fettsduren
und deren Ester,

- Sulfitoxidationswert, die von Lie und Mitarbeiter (322) vorgeschlagen wurde fiir die Be-
stimmung der Sauerstoffabsorption in der Brauerei,

- lod-Reduktionsaktivitét, die von Ohtsu (323) fiir Bier angewendet wurde,

- Ellmans Reagenz: 5, 5’-Dithiobis (2-Nitrobenzoesdure) oder DTNB, die von Muller
(324) fiir Maische angewendet wurde,

- Superoxidradikal-und Hydroxylradikalversuch, die von Scott und Mitarbeitern (1993)
beschrieben und von Walters et al. (247) fiir Bier angewendet wurden,

- Fettperoxidationsversuch von Walters und Mitarbeitern (247),

- ABTS-TROLOX und TRAP-Test, die sowohl die Verzogerung der Radikalbildung als
auch die Radikalfangereigenschaften erfassen (4, 325),

- AOXP (Antioxidans Potential von Spezialmalz), die von Auerbach beschrieben (326)
und dann von Bright und Mitarbeitern (327) fiir Serum angewendet wurde,

- Co-Oxidation von Beta-Carotin in einem Linoleat- Modellssystem, die von Pratt und
Hudson (328) entwickelt und von Groupy und Mitarbeitern (329) fiir Gersten- und Malz-
extrakte angewendet wurde, und

- Sauerstoff-Radikal Aufnahmekapazitit (ORAC), die das erste Mal als Priifung von Cao
und Mitarbeitern (330, 331, 332) vorgestellt wurde.
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Folgende Methoden beruhen auf physikalischen Messungen:

- rH, Redoxpotential, die von De Clerck (333) beschieben und von vielen Forscher (332-
340) fiir Bier angewendet wurde,

- Oxidationsdnderungen durch '*O, von Owades und Jakovac (341, 342),

- Rotfarbeindex von Van Gheluwe und Mitarbeitern (343),

- Kinetik der Bieroxidation (Bestimmung durch Bieroxidation unter konstantenDruck von
André und Moll (344),

- Elektrochemische Detektion (ED), die von Moll (345, 346) und von Bovin und Mitarbei-
tern (347) fiir Bier angewandet wurde,

- Chemolumineszenz, die von Kaneda und Mitarbeitern (348, 349, 350) beschrieben und
von Kobayashi und Mitarbeitern (351) fiir Wiirze, von Uchida (352) fiir Bier angewandet
wurde,

- Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR), die von Kaneda und Mitarbeitern (353),
Uchida und Ono (354) fiir Bier und von Andersen und Mitarbeitern (355, 356, 357) fiir sii-
Ber Wiirze angewendet wurde und

- Die potentiometrische Methode, die von Honer und Mitarbeitern (358) fiir Wein ange-

wendet wurde.

Mehrere der beschriebenen chemischen und biochemischen Methoden sind schwierig zu
interpretieren, was auf die Komplexitit des Mediums zuriickzufiihren ist. Die DPI- und

Chemolumineszenzmethode werden in der vorliegende Arbeit angewandt.

2.2.12.1 Bestimmung der antioxidativen Kapazitit von wasserldslichen Stoffen (ACW)

a) Prinzip der Messmethode ACW:

Durch optische Anregung (Belichtung) einer fotoempfindlichen Substanz (,,Photosensiti-
zer*’) werden Messradikale, in vorliegenden Verfahren Superoxidanionenradikale, erzeugt.
Durch Reaktion der Antioxidantien der Probe mit den Radikalen werden diese zum Teil
eliminiert. In einer Messkiivette wird die durch die verbleibenden Radikale erzeugte Lu-
mineszenz einer Detektorsubstanz gemessen und damit die Antioxidantienmenge in der
Probe quantifiziert.

Durch Vergleich mit einem Standard (Erstellung einer Kalibrierkurve mit Askorbinsiure)
kann die Quantifizierung in dquivalenten Einheiten des Standards angegeben werden. Das
durch die Lumineszenz erzeugte Messsignal wird {iber einen Zeitraum (1-3 min) hinweg

verfolgt. Typischerweise ist bei einer ACW-Messung zunichst eine lag-Phase zu beobach-
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ten, in der keine Chemolumineszenz stattfindet. Bei Erschopfung der Antioxidantien steigt
die Menge der Radikale und damit das Messsignal an und erreicht schlieBlich ein Maxi-
mum. Die Lange der Lag- Phase ist abhiingig vom Abfangen der in der Probe gebildeten
Messradikale durch die Antioxidantien im Messansatz. Bei der ACW-Messung wird die
Dauer der Lag-Phase ermittelt, indem durch Bildung der 1. Ableitung der entstandenen
Kurve der Wendepunkt bestimmt wird. Anschliefend wird der Anstieg im Wendepunkt
berechnet. Der Schnittpunkt der Tangente durch den Wendepunkt mit der x-Achse defi-
niert die Dauer der Lag-Zeit (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Originalmesskurve ACW fiir die Bestimmung der wasserldslichen antioxi-
dativen Kapazitdt einer Probe:

Spannung proportional zur entstandenen Lumineszenz, aufgetragen gegen die Messdauer.
Die Anstiegsgeraden durch den Wendepunkt sind eingetragen. Zu beobachten ist die Ver-
langerung der Lag-Phase der Radikal-Nachweisreaktion durch Antioxidantien in der Probe

[B] gegeniiber dem Blindwert [A].

b) Lagerung und Haltbarkeit der ACW-Kit-Losungen
Die Reagenzien 1, 2 und 4 sind bei Raumtemperatur gut verschlossen und im Dunkeln auf-

zubewahren.
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Das Reagens 3 wird bei -20°C eingefroren. Die Stammlosung ist unge6ffnet mindesten 6
Monate haltbar. Die gebrauchsfertige Losung behilt nur einen Tag lang ihre Qualitét. Sie
ist sehr lichtempfindlich, deshalb ist die braune Flasche nach jeder Entnahme wieder ab-
zudecken. Aliquots kdnnen eingefroren und weiterverwendet werden, wenn eine neue Ka-
libration durchgefiihrt wird.

Die Stammldsung des Reagens 4 ist ca. 3 Wochen stabil. Aliquots weden bei -20°C gela-
gert. Die Arbeitslosung muss téglich frisch zubereitet werden.

c) Herstellung der Probenlosung

Wasserldsliche Proben werden mit Reagens 1 geldst und dem Messbereich entsprechend
verdiinnt .

Pipettierschema (alle Volumia in pl)

Tabelle 7: Pipettierschema der ACW-Methode

Reagens 1 2 3-AL |4-AL |Probe
Leerwert 1.500 1.000 |25 0 0
Kalibration |1.500-X|1.000 |25 X 0
Messung 1.500-Y |1.000 |25 0 Y

AL= Arbeitslosung

3-AL: Reagens 3- Arbeitslosung X: Volumen der verwendeten 4-AL
4-AL: Reagens 4- Arbeitslosung Y: Volumen der verwendeten Probe
d) Durchfiihrung der Messungen:

d.1) Methodenparameter:

Tabelle 8: Methodenparameter der ACW-Methode

Messdauer [s] Parameter fiir Ka- | Spiilen
libration und Mes-

sung

ACW 100-500 Lagzeit (lag-lag0) |1 x pro Messung

Da fiir die Bestimmung der Lag-Zeit der Wendepunkt der Messkurve errechnet werden

muss, kann die Messung in der Praxis gestoppt werden, sobald das Maximum der Lumi-
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nieszenzmessung erreicht worden ist. Die Messzeiten der einzelnen Proben /Reaktionen
brauchen bei der ACW-Messung also nicht gleich lang zu sein.

d.2) Leerwertbestimmung:

Es sollten mindestens 2 Leerwertbestimmungen durchgefiihrt werden. Die Abweichung
der beiden Leerwertbestimmungen sollte nicht grofler als 5% sein. Sonst sollten weitere
Leerwerte bestimmt werden, bis sich der Wert stabilisiert hat. Die instabilen Messwerte
sollten dann aus der Berechnung eliminiert werden.

Gelegentlich tritt Instabilitit bei Messungen mit organischen Losemitteln (ACL und ASC-
Kit) auf. Hier kann es ndtig sein, das System erst mit der 16semittelhaltigen Messlosung zu
dquilibrieren, wenn vorher mit rein wissrigen Losungen (z.B. ACW ) gemessen wurde.
Die Aquilibrierung ist durch die Wiederholung der Leerwertmessung zu kontrollieren. Das
Messsystem gilt als stabil, wenn die Leerwerte stabil sind.

d.3) Kalibration:

Die Kalibrationskurve sollte durch Messungen mit den Mengen 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 und 2,5
nmol Askorbinsdure (entsprechend 5 - 25 ul Reagens 4-Arbeitslosung (X)) erstellt werden.
Da die Askorbinsdure im alkalischen pH des Reaktionsansatzes rasch zerfillt, sollte so ge-
arbeitet werden, dass der Zeitraum vom Zusetzen der Arbeitslosung zum Reaktionsansatz
und bis zum Start der jeweiligen Messung moglichst kurz und einheitlich ist. Reagens 1
und Regens 2 konnen dazu vorgelegt werden. Reagens 3 und der Aliquot des Askorbinséu-
re-Standards (Reagens 4b Arbeitslosung) sollten erst unmittelbar vor der Messung zuge-
geben und der Ansatz kurz durchmischt werden. Bei Verwendung anderer, stabilerer Stan-
dardsubstanzen (z.B. Gallussdure oder Trolox) ist diese Vorsichtsmassnahme nicht not-
wendig.

Ein beispielhafter Verlauf der Kalibrationskurve (lineare Regression) mit Askorbinsdure

ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Beispielhafter Verlauf der Kalibrationskurve (lineare Regression) mit
Askorbinsdure

d.4) Probenmessung und Probenvorbereitung:
Bei den mit dem ACW- Kit zu messenden Proben sollte es sich um wissrige Losungen
oder wasserlosliche Substanzen handeln. Die Proben miissen in Reagens 1 so verdiinnt
werden, dass das Messsignal innerhalb der Kalibrierkurve und im linearen Messbereich
des Messgerits liegt. Dazu kann es notwendig sein die Proben in mehreren Schritten zu
verdlinnen. Die Proben diirfen keine groben Partikel enthalten. Die Proben sind gegebe-
nenfalls zu filtrieren.
d.5) Auswertung der Messkurven
Diese Schritte:
1. Ermittlung der 1. Ableitung der entstandenen Kurve
2. Bestimmung des Wendepunktes
3. Berechnung des Anstiegs durch den Wendepunkt
4. Schnittpunkt der Anstiegsgeraden mit der x-Achse definiert die Lag-Zeit

(Dauer der Lag-Phase)
5. Parameter fiir antioxidative Kapazitit ist die Differenz zwischen Lag-Zeit

des Blindwertes und der Probe (Lag-Lag 0)
6. entsprechend Kalibration Berechnung des Messwertes in Aquivalenten der

Standardsubstanz werden von der Software automatisch durchgefiihrt.
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2.2.12.2 Bestimmung der Reduktionsvermdgen nach MEBAK

Das Reduktionsvermdgen ist ein MaB fiir die im Bier bzw. Pflanzenextrakt vorhandenen,
schnell reduzierenden Substanzen. Reduktone kommen im Bier in relativ geringer Menge
vor, haben jedoch eine groe Bedeutung fiir die chemisch-physikalische, die biologische
und die geschmackliche Stabilitat.

a) Prinzip

Reduktone reduzieren innerhalb einer gewissen Zeitspanne eine bestimmte Menge von
Tillmanns-Reagenz (2,6-Dichlorphenol-Indophenol, DPI). Die Entfarbung des Reagenzes
wird spektralphotometrisch gemessen und mittels der angegebenen Formel berechnet.

b) Losungen

2,6-Dichlorphenol-Indophenol, 0,005 M (DPI-Lésung, Molekulargewicht des Natriumsal-
zes 290,08): in ein Becherglas ca. 100 mg DPI einwiegen, ca. 25 ml H,O zufiigen, unter
Erwirmen auf etwa 60 °C 16sen, nach Abkiihlen in 50 ml-Messkolben iiberspiilen, auf 50
ml auffiillen, durch Weillbandfilter filtrieren, 10 ml Filtrat, 1 g KJ und 2 ml H,SO4 (1 + 6)
in 150 ml- Erlenmeyerkolben geben, mit 0,01 M Natrium-thiosulfat bis Farbumschlag ge-
gen Stéirkeldsung titrieren. Verbrauchte ml x 14,5 = mg Indikator in 100 ml. Restliches
Filtrat so verdiinnen, dass 100 ml 145 mg Indikator enthalten. Die Lésung ist in randvol-
len, braunen Flaschen bei +4°C ca. 1 Woche haltbar.

Phosphat-Citrat-Puffer, pH = 4,35: 31,60 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,4 x 12
H,0) und 11,75 g Citronensdure (CsHsO7 x H,0O) in H,O 16sen und auf 1 I verdiinnen.

¢) Durchfiihrung

4 ml Probe in eine Kiivette pipettieren, Riihrstdbchen einsetzen, auf 20°C im Tannometer
temperieren und 0,100 ml 0,005 M DPI-Losung zuflieBen lassen und die Transmission (T)
nach Zugabe des Reagenzes 60 sec lang bei 520 nm messen.

d) Berechnung

Reduktionsvermogen = 100 x(1- E/ Ey)

E = Extinktion der Probe

E( = Extinktion der Phosphat-Citrat-Puffer

Die so ermittelte, dimensionslose Zahl gibt an, wieviel Prozent der vorgelegten DPI-
Menge von 4 ml Probe innerhalb 60 sec reduziert werden.

E ist der Extinktionswert der Referenzlosung aus 0,100 ml jodometrisch eingestellter
0,005 M DPI-Losung und 4 ml Phosphat-Citratpuffer vom pH = 4,35, welches dem durch-
schnittlichen Bier-pH entspricht.



Material und Methoden 83

d) Beurteilung

>60 sehr gut

50-60 gut

45 - 50 befriedigend
<45 schlecht.

2.2.13 Bestimmung der Trockenmasse
Die Bestimmung der Trockenmasse des untersuchten Materials wurde durch 24 stiindiges
Trocknen bei 105 °C im Trockenschrank, Abkiihlen im Exsiccator und Auswiegen ausge-

fiilhrt. Die Analyse erfolgte als Doppelbestimmung.
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3 Ergebnisse

3.1 PPO

3.1.1 Priifung der Reaktionsordnung

Die Polyphenoloxidase (PPO)-Aktivitidt wurde iiberpriift. Da es sich um eine enzymatische
Reaktion handelt, musste geklart werden, ob sie nullter, erster oder zweiter Ordnung ent-

spricht. Davon ist die Auswertung abhéngig.

5000

4500 -
4000 -
3500 -
3000 -

2500 - —e— PPO-Aktivitét (nkat) |
2000

1500 /
1000 /

500 -

PPO-Aktivitit in (nkat)

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Zeit in (min)

Diagramm 1: Priifung der Reaktionsordnung von PPO aus den Schalen der Topinambur
Sorte Waldspindel bei A =470 nm, s = 1 cm.

Nach den Ergebnissen, dargestellt in Diagramm 1, handelt es sich um eine Reaktion ge-
brochener Ordnung.

Der zeitliche Extinktionsverlauf der untersuchten Topinambursorten ist in Diagramm 2
dargestellt. Fiir die Auswertung der Messergebnisse ist das von besonderer Wichtigkeit, da
sie im Bereich der nullten Ordnung erfolgen sollen. Dies kann sehr einfach, durch die
Vorgabe der Extinktionsdnderungen bei bekannten Reaktionen, erfolgen. Vergleicht man
die Kurven miteinander, so merkt man, dass sie schneller steigen und abbiegen. Fiir alle
Topinambursorten lassen sich zwei lineare Bereiche mit einem Wendepunkt bei 1,5 min
ablesen (Diagramm 2). Deshalb wurde in den vorliegenden Untersuchungen zur Berech-
nung der PPO-Aktivitdt die Extinktionswerte nach einer min, wo die Steigerung am groB3-

ten ist, genommen.
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Diagramm 2: Extinktionsverlauf zur Bestimmung der PPO-Aktivitit von Topinam-
burknollen-Schalen (S) bzw. —Fleisch (F) (Ernte Oktober/ Dezember 2000)

1= Waldspindel 2= Gigant

3= Wildacker 4= Petit Blanc

5= Medius Briickmann 6= RoZo

7= Stamm 8= Large White
9= Medius Lindhoop

S= Knollenschalen F= Knollenfleisch

3.1.2 PPO-Aktivitit der Topinambur unterschiedlicher Sorten
Der Enzymgehalt einer Losung wird im allgemeinen durch die Messung der Enzymaktivi-
tat bestimmt. In Diagramm 3 sind die PPO-Aktivititen der untersuchten Topinambursorten

zusammengefasst.
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Diagramm 3: Polyphenoloxidase-Aktivitdt der Topinamburknollenschalen bzw.
Knollenfleisch in Abhédngigkeit von Sorten (Ernte Oktober/ Dezember 2000)

Die Sorte Medius Lindhoop weist in den Schalen die hochste Enzymaktivitét auf (3025,60
nkat), gefolgt von den Sorten Waldspindel (2308,79 nkat), Gigant (2255,78 nkat), RoZo
(2043,41 nkat), Wildacker (1817,86 nkat), Stamm (1804,69 nkat), Petit Blanc (1592,32
nkat) und Medius Briickmann (1592,32). Die Sorte Large White weist die geringste En-
zymaktivitit auf (1273,92 nkat). Die PPO-Aktivitit ist fiir alle Sorten ganz tiberwiegend in
den Knollenschalen zu finden, d.h. durch die Reduzierung oder Entfernung der Schalen
kann die Braunungsreaktion enorm herabgesetzt werden. Es gibt dagegen kaum Enzymak-
tivitdt im Fruchtfleisch. Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass unterschiedliche
Ernten, wie bei allen Naturprodukten, natiirlichen Schwankungen unterworfen sind. Die
Polyphenoloxidaseaktivitit soll wahrend des Wachstums abnehmen (147). In Tabelle 9 ist

die Enzymaktivitdt verschiedener Topinambursorten dargestellt.
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Tabelle 9: Polyphenoloxidase-Aktivitit verschiedener Topinambursorten

PPO-Aktivitit (nkat)

Knollensorten | Knollenschalen Knollenfleisch

Topinambursor- | I II I v \Y VI VII

ten (0,2. 1) (0,8. V) [Tl + VI

Waldspindel 2308,79 |2083,7 416,75 |3,33 3,33 3,33 416,75
5

Gigant 2255,78 12033,7 400,08 |1,67 L5 0,08 400,08
4

Wildacker 1817,86 |1633,6 333,40 |3,33 3,33 3,33 3334
6

Petit Blanc 1592,32 | 1466,9 (300,06 |5 5 3,33 300,06
6

Medius Briick- |1592,32 |1433,6 [283,39 (3,33 1,67 |1,67 283,39

mann 2

RoZo 2043,41 |1833,7 366,74 |5 5 3,33 366,74

Stamm 1804,69 |1625,3 325,06 |3,33 3,33 3,33 3334
3

Large White 1273,92 |1150,2 233,38 |3,33 3,33 3,33 233,38
3

Medius Lin- 3025,60 |2717,2 |550,11 |3,33 3,33 13,33 550,11

hoop 1

[= PPO-Aktivitét der Schalen (nkat) II= PPO-Aktivitdt nkat /100g Schalen

I11= PPO-Aktivitdt nkat /100g Schalen der Modellknollen (0,2.1T)
IV=PPO-Aktivitit der Knollenfleich (nkat)

V= PPO-Aktivitit nkat /100g Knollenfleisch

VI= PPO-Aktivitdt nkat /100g Knollenfleich der Modellknollen (0,8.V)
VII= PPO-Aktivitdt nkat /100g Modell ganze Knollen (III + VI)

Eine eigene Modelluntersuchung der Verteilung von Fruchtfleisch und Schalenanteil ergab
80 % Fruchtfleisch und 20 % Schalen. Auf dieser Basis wurde die Gesamtpolyphenoloxi-

dase-Aktivitdt in den ganzen Topinamburknollen berechnet.
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3.1.3 Topinambur-Polyphenoloxidaseaktivitdt bei unterschiedlichen Temperaturen

Die Topinambur-Polyphenoloxidaseaktivitdt bei unterschiedlichen Temperaturen ist in
Diagramm 4 dargestellt.
40
35
30

25

—&— 5 min
—l— 10 min

20

Restaktivitét in (%)

15

10

0
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Temperatur in (°C)

Diagramm 4: Topinambur-Polyphenoloxidase bei unterschiedlichen Temperaturen und bei
A =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop).

Wie aus Diagramm 4 hervorgeht, liegt die optimale Enzymaktivitdt (DOPA als Substrat),

welche von den Sorten, Substraten, dem Enzymursprung und der Ernte abhéngig ist (142),

bei 60 °C. Die optimale Temperatur fiir Polyphenolesterase der Aspergillus niger liegt bei

40 °C. Wenn Chlorogensaure als Substrat verwenden wird, liegt die optimale Temperatur

fiir Polyphenolesterase der Aspergillus niger bei 55 °C und zwischen 55 °C und 60 °C,

wenn Methylferulasdure als Substrat verwenden wird (142).

3.1.4 Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur und Zeit
Die Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur und Zeit ist in

den Diagrammen 5 a bis 5 ¢ dargestellt.
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Diagramm 5 a: Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur

und Zeit bei A =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop).
Ab Temperaturen von 80 °C ist eine deutliche Inaktivierung der Topinambur-
Polyphenoloxidasen zu erreichen. Die Zeit, um Topinambur-PPO vollstindig zu inaktivie-
ren, betrdgt 10 Minuten bei 85 °C und sechs Minuten bei 100 °C. Polyphenoloxidasen der
Anethum graveolens L. sind nach einer Stunde bei 80 °C vollsténdig inaktiviert (143). Aus
einer spanischen Untersuchung (359) konnte die Polyphenoloxidase in Abwissern einer
Olivendlmiihle bei Temperaturen von 60 °C bis 70 °C inaktiviert werden, was von den Er-

gebnissen der vorliegenden Arbeit abweicht.

——40°C
——50°C
60 °C
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Diagramm 5 b: Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur und
Zeit bei L =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop)
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Diagramm 5 c: Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur und
Zeitbei A =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop)
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3.1.5 pH-Abhéangigkeit derTopinambur-PPO
Die Topinambur-Polyphenoloxidaseaktivitit in Abhédngigkeit des pH-Wertes ist in Dia-
gramm 6 dargestellt.

1200

1000 1
5
K"
T 800 -
£
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g
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200 -

0 <
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Diagramm 6: pH-Abhéngigkeit derTopinambur-PPO bei A =470 nm, s = lcm,
(Medius Lindhoop)

Aus dem in Diagramm 6 dargestellten Ergebnis kann geschlossen werden, dass der opti-
male Bereich fiir Topinambur-PPO bei pH 7 liegt. Ein vergleichbarer optimaler pH-
Bereich wurde fiir Bananen-Polyphenoloxidase (150) und Polyphenoloxidase von A-
nethum graveolens L. (143) gefunden. Das Optimum im Bereich von pH 7 entspricht ge-
nau dem Serensenpuffer und die Messungen finden somit im Bereich optimaler Enzymak-
tivitit statt. Ein weiteres kleineres Optimum im pH-Bereich von 3 deutet auf ein, im sau-
ren Bereich wirkendes, Isoenzym hin. Eine spanische Untersuchung kommt ebenfalls zu
solchen Ergebnissen bei Abwéssern einer Olivendlmiihle (359). Im alkalischen Bereich
lasst sich keine Aktivititshemmung erkennen. Bereiche iiber pH 10 sind im pflanzlichen
Material in der Regel nicht erreichbar. Die Aktivitdtsmessungen der Topinambur-
Polyphenoloxidase erfolgte auch in pH-Bereichen, die in der Kiiche und der Industrie rea-
listisch sind, d.h. iiberhaupt realisiert werden konnen im Hinblick auf Verarbeitung und
Haltbarmachung. Der obere und untere pH-Wert sind dabei allerdings nicht realistisch, sie
dienen zur Vervollstindigung der Messung. Die vollige Inaktivierung im sauren Bereich

ab pH-Werten von unter 2,5 ist ebenfalls kaum erreichbar. Die Polyphenoloxidaseaktivitét
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nimmt sehr stark im pH-Bereich zwischen 4 und 5 ab, durchaus pH-Werte, die in der Kii-

che iiblich sind und z.B. zur Konservierung mit Essig eingesetzt werden.

3.1.6 Topinambur-Polyphenoloxidaseaktivitét bei unterschiedlichen Sduren und
pH-Werten
Seitdem Bisulfit nicht mehr zur Hemmung der enzymatischen Braunung zugelassen ist,

gewinnt der Bedarf an neuen Naturstoffen, die eine Hemmungseigenschaft gegentiber Po-
lyphenoloxidase aufweisen, immer mehr an Bedeutung. In diesen Zusammenhang wurde
die Hemmungseigenschaft von Askorbinsdure, Zitronensdure und Zitronensaft (frisch ge-
presst) gegeniiber Topinambur-PPO untersucht. Die Topinambur-PPO gegentiber in der
Lebensmittelindustrie verwendeten Sduren und die entsprechenden pH-Werte sind in Dia-

gramm 7 dargestellt.
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Diagramm 7: Topinambur-PPO gegeniiber in der Lebensmittelindustrie verwendeten
Sduren und die entspechenden pH-Werte bei A =470 nm, s = 1 cm,
(Medius Lindhoop).

Aus den Ergebnissen in Diagramm 7 ist deutlich zu ersehen, dass bei einem sinkenden pH-
Wert von unter 4,5 die Enzymaktivitéit nachldsst. Besonders die Askorbinsdure mit

ithrer sauerstoffmindernden Wirkung zeigt eine sehr gute Hemmung. Bei einem pH von 4,5
ist mit Askorbinsdure keine Polyphenoloxidaseaktivitit zu messen, mit Zitronensdure eine
Restaktivitdt von 6 Prozent und mit Zitronensaft von 3 Prozent. Bei einem pH von 4 ist fiir
alle getesteten Sauren keine Aktivitdt mehr vorhanden. Zitronensaft stellt eine ideale

Kombination aus Askorbinsdure und Zitronenséure zur Enzyminaktivierung dar. Zum ei-
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nen minimiert die Askorbinsiure als Antioxidationsmittel die Sauerstoffwirkung und zum
anderen senkt die Zitronensdure den pH-Wert ab. Als Naturprodukt ist Zitronensiure auch
unbedenklich in der Kiiche einzusetzen. Sie kommt in Zitronen, eine sehr oft verwendete

Frucht, vor.

3.2 Gesamtphenol-Bestimmung

Eine umfassende Arbeit liber Polyphenole sowie deren Bestimmungsmethoden in Getrdn-
ken wurde 1974 veroffentlicht (360). In der Zusammenfassung dieser Arbeit wird eine
Analysenmethode zur Bestimmung der Gesamtpolyphenole mit dem Folin Ciocalteu-
Reagenz (kurz als FCR bezeichnet) vorgeschlagen. Diese Methode hat sich in den zuriick-
liegenden 40 Jahren sowohl in der Wein als auch in der Fruchtsaftanalytik mit einigen Va-
riationen durchgesetzt und ist allgemein verbreitet.

Der Gesamtphenolgehalt kann, konzentrationsabhingig (ergibt sich aus dem Lambert-
Beerschen-Gesetz), mit zwei unterschiedlichen Methoden bestimmt werden: der MEBAK-
und der Folin-Ciocalteu-Methode. Die chemische Verschiedenheit der phenolischen Sub-
stanzen, deren Zusammensetzung im Obst oder Gemiise und die Wahl einer geeigneten

Bezugssubstanz lassen die gemessenen Werte nur bedingt miteinander vergleichen.

3.2.1 Uberpriifung der Gesamtphenol-Bestimmungsmethode

Zwei verschiedene Gesamtphenol-Bestimmungsmethoden, und zwar die CMC-
(MEBAK)(361) und die Folin-Ciocalteu Phenolreagens-Methode (362, 363, 364) wurden
verglichen. In Ubereinstimmung mit der Literatur wurde zunichst Gallussiure als Bezugs-
substanz verwendet. Bei dem Vergleich wurden dariiber hinaus die Konzentration an Gal-
lussdure einerseits und die Wellenlédnge beziiglich des Extinktionsmaximums andereseits
als Kriterien eingesetzt. Eine Stammlosung, die 500 mg Gallussédure /1 enthilt, wurde
durch Auflésen von 50 mg Gallussdure in 100 ml absolutem Alkohol erstellt. 100 pl; 200
pl; 1 ml und 2 ml der Stammldsung, die 0,05 mg; 0,1 mg; 0,5 mg und 1 mg entsprechen,
wurden fiir jede Methode der Farbreaktion unterworfen und die Extinktionen bei vier ver-
schiedenen Wellenldngen: 550 nm; 600 nm; 720 nm und 760 nm ermittelt. In den Dia-

grammen 8 und 9 sind die beiden Methoden graphisch dargestellt
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Diagramm 8: Graphische Darstellung Gallussiure-Aquivalenten (GAE) nach MEBAK
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y3= Extinktionswert bei 760 nm
x= Konzentrationswert
B3=99,93 % ***

¢ Extinktion (720 nm)

B Extinktion (760 nm)
= | inear (Extinktion (760 nm))
= | inear (Extinktion (720 nm))

y4= Extinktionswert bei 720 nm

x= Konzentrationswert
B4= 99,91 % ***

Diagramm 9: Graphische Darstellung Gallussiure-Aquivalenten GAE nach Folin-

Ciocalteu

Die Tabelle 10 fasst die Ergebnisse der graphische Darstellung zusammen. Die aufgefiihr-

ten Analysenwerte wurden durch Mehrfachuntersuchungen abgesichert. Die Schichtdicke

s=1 cm wurde beibehalten.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der graphischen Darstellung der MEBAK- und Folin-
Ciocalteu-Methode

MEBAK MEBAK Folin-Ciocalteu Folin-Ciocalteu
bei A = 550 nm, bei A = 600 nm, bei A = 720 nm, bei A = 760 nm,
s=1cm. s=1cm. s=1cm. s=1cm.

y=Extinktionswert bei
A =550 nm
x=Konzentrationswert

B; =99,54 % ***

y,=Extinktionswert bei
A =600 nm
x=Konzentrationswert

B,=99,62 % ***

y4= Extinktionswert bei
A =720 nm
x= Konzentrationswert

B4=99,91 % ***

y;= Extinktionswert bei
A =760 nm
x= Konzentrationswert

B;=99,93 9% ***

Die Tabelle 11 fasst die Ergebnisse dieser Versuche zusammen. Die aufgefiihrten
Analysenwerte wurden durch Mehrfachuntersuchungen abgesichert. Die Schichtdicke s=1
cm wurde beibehalten.

Tabelle 11: Uberpriifung der Gesamtphenol-Bestimmungsmethoden

Methode MEBAK
Wellenlidngen,
nm 550 550 550 550 600 600 600 600
Gallussaure
mg/25 mi 005 |01 05 |1 0,05 |01 05 |1
Extinktion

0,0420 |0,053 |0,197 |0,402 |0,018 |0,025 |0,147 |0,316
Methode Folin-Ciocalteu
Wellenldngen,
nm 720 720 720 720 760 760 760 760
Gallussaure
mg/100 mi 005 |01 05 |1 0,05 |01 05 |1
Extinktion

0,055 [0,103 |0523 |1,013 |0,055 |0,111 |0,544 [1,028

Aus den Messergebnissen konnte folgendes geschlossen werden:

Die vorgeschriebene Wellenlédnge von 600 nm bei der MEBAK-Methode sollte zur Aus-
nutzung des Extinktionsmaximums auf 550 nm gedndert werden. Aber auch bei der Folin-
Ciocalteu-Methode sollte die vorgeschriebene Wellenldnge von 720 nm zur Ausnutzung
des Extinktionsmaximums auf 760 nm gedndert werden. Die Extinktionsmaxima der ge-
farbten Losungen sind fiir die beiden Methoden mit einer Sicherheit von 99 % dem Gehalt

an Gallussédure als Bezugssubstanz proportional.
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Die MEBAK-Methode ist empfindlicher als die Folin-Ciocalteu-Methode. Der Messbe-
reich liegt zwischen 50 und 400 mg/1 fiir die MEBAK-Methode und zwischen 100 und
1500 mg/1 fiir die Folin-Ciocalteu-Methode. Bei beiden Messverfahren wird der Schluf3
gezogen, dass die Gallussdure dem Gesamtphenol summarisch gleichgesetzt ist. Eine Prii-
fung, ob in dem biologischen Material die Gallussdure in den phenolischen Substanzen die
Leitfunktion, d.h. den hochsten Anteil besitzt, wurde allerdings bis heute nicht vorgenom-

men.

3.2.2 Uberpriifung der Farbreaktion bei der Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes
nach Folin-Ciocalteu mit Topinambur
Bei dieser Uberpriifung wurde die Topinambursorte Stamm verwendet. Ein Knollenscha-

len-Extrakt, der nach der verbesserten Extraktionsmethode (Schema 4) hergestellt worden
war, wurde in 10 Einzelmessungen mit dem Folin-Ciocalteus Phenolreagenz gefarbt und
die Extinktionen bei 760 nm ermittelt. Die Proben wurden 1+2 verdiinnt. In Tabelle 12

sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammengefasst.
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Tabelle 12: Uberpriifung der Farbreaktion bei der Bestimmung der Gesamtphenole

nach Folin-Ciocalteu mit Topinambur

Probe: Topinamburknollenschalen- Extrakt

Sorte: Stamm : 12 Tage Keimversuch im Labor
TM = 28,07 g/ 100 g Knollenschalen

Kalibrierkurve y = 0,0007x + 0,0555 (Chlorogensdure, B= 0,996)
[g/100gTrs] =( 0,2 *[g/1]*F*400)/ TM %

Probe |Extinktion Konzentration (g /1) | Konzentration(g /100 g TM)
Nr.
! 0,4915 0,62 5,33
2 0,4914 0,62 5,32
3 0,5071 0,65 5,52
4 0,5021 0,64 5,45
5 0,4966 0.63 5.39
6 0,4881 0.62 528
7 0,4989 0.63 5.42
8 0,4969 0.63 5.39
9 0,4912 0.62 532
10 0,4952 0.63 5,37
MW 0,50 0,63 5,38
STABW 0,01 0.01 0.07
VK % 1,16 1,59 131

Abweichung der Messwerte = 0,010

Mittelwert der Extinktion E = 0,5

Konzentration der Gesamtphenole im Extraktionsmittel (Verdiinnungsfaktor 3 fiir Metha-
nol )=0,7 g/l
Konzentration der Gesamtphenole, bezogen auf die TM (g/100 g TM) = 5,38.

Aus diesen Messergebnissen konnte geschlossen werden, dass die Gesamtphenol-

Bestimmungsmethode nach Folin-Ciocalteu mit einem Variationskoeffizienten (VK) von

1,31 % reproduzierbar ist.
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3.2.3 Uberpriifung der Farbstabilitit bei der Gesamtphenol-Bestimmung nach
Folin-Ciocalteu mit Chlorogenséure als Standard in Abhéngigkeit von
der Zeit

Die Uberpriifung der Farbstabilitiit ist in Diagramm 10 dargestellt. Der Kurve liegen 5

Messreihen zugrunde. Die Stabilitét ist zwischen 90 und 240 min gewahrleistet, wobei die
Extraktionsldsung nach der Farbreaktion bei Raumtemperatur gehalten wurde. Die in der
Literatur angegebenen 30 min zwischen dem Farb-Reaktionsansatz und der spektralpho-
tometrischen Messung sind danach nicht haltbar, wenn mit hheren Polyphenol-
Konzentrationen gearbeitet wird. Bisher wurde aber auch nicht im Bereich von Polyphe-

nol-Konzentrationen, wie sie in Topinamburschalen vorliegen, bestimmt.
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Diagramm 10: Uberpriifung der Farbstabilitit bei der Gesamtphenol-Bestimmung
nach Folin-Ciocalteu, Chlorogensiure als Standard bezogen auf die
Reaktionszeit. Durchschnitt aus 5 Messreihe;
Chlorogensédure = 1500 mg/ | Methanol.

3.2.4 Einfluss der Storungsfaktoren bei der Gesamtphenol-Bestimmung nach
Folin-Ciocalteu
In der Arbeit von Mdbius und Gortges (360) wird auf Versuche von Joslyn und Mitarbei-

tern (363, 365) hingewiesen, welche als Storfaktoren fiir die Bestimmung Eisen(II)-Salze,
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Askorbinsdure, Glukose, Harnstoff und Sulfit beschrieben haben. Diesen Untersuchungen
wurde in der Zwischenzeit jedoch wenig Beachtung geschenkt.

In der Arbeit von Scholten und Kacprowski (60) ist eindeutig nachgewiesen worden, dass
verschiedene Weininhaltsstoffe die Bestimmung nach Folin-Ciocalteu stéren. Diese Stor-
einfliisse sind bei der Formulierung der verbindlichen EU-Methode in keiner Weise be-
riicksichtigt worden. Als storende Weininhaltsstoffe sind zu nennen: freie und gesamte
schweflige Sdure, Zucker, Eisen(Il)-lonen, Askorbinsiure, Nucleinsdure-Fragmente und
aromatische Amine.

Aus den Literaturangaben ist zu entnehmen, dass die storenden Effekte von Nucleinsiure-
Fragmenten und aromatischen Aminen weitgehend zu vernachldssigen sind. Nach Single-
ton, zitiert in der Arbeit von Scholten und Kacprowski (60), ergibt

1 mg/l Askorbinsdure in etwa eine Verfidlschung des Ergebnisses fiir Polyphenole um ca. 1
mg/l. Hieraus folgt, dass der Gehalt an Askorbinsdure separat ermittelt und bei der Be-
stimmung des Polyphenolgehaltes beriicksichtigt werden muss, wenn die Probe einen ho-
heren Anteil an Askorbinsdure aufweist. Die Beeinflussung des Polyphenolgehaltes durch
Zucker ist fiir die im Wein vorkommenden Zucker Fruktose und Glukose unterschiedlich
und wird von Donko und Phiniotis, zitiert in der Arbeit von Scholten und Kacprowski
(60), mit ca. 3 % bei einem mittleren Zuckergehalt von 1-2,5 % beschrieben. Diese 3 %
sind von dem analytisch ermittelten Polyphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu abzuziehen. In
der Literatur wird bis heute keine Methode zur Eliminierung der Beeinflussung durch Zu-
cker beschrieben. Im Gegensatz zu Donko und Phiniotis sowie Singleton hilt Schneider,
zitiert in der Arbeit von Scholten und Kacprowski (60), den Einflul von Hexosen auf das
Analysenergebnis nach Folin-Ciocalteu in Most und Wein fiir nicht signifikant. Nach
Singleton steigt der EinfluB3 der Zucker auf die Folin-Ciocalteu-Reaktion mit zunehmender
Temperatur und steigender Phenolkonzentration an. Hohe Zuckergehalte verstirken auch
zusiétzlich den Storeffekt der schwefligen Sédure. Eigene Untersuchungen haben gezeigt,
dass Hexosen nicht das Folin-Ciocalteu -Phenolreagenz reduzieren (keine blaue Farbe).
Der storende Effekt der schwefligen Séure ist unter den genannte Stérparametern eindeutig
der wichtigste. Nach Erfahrungen von Scholten und Kacprowski kann der im Wein {ibli-
cherweise vorhandene Gehalt an schwefliger Sdure das Messergebnis der Folin-Ciocalteu-
Bestimmung in Weillweinen um bis zu 100 mg/l zu hoheren Werten hin verschieben. In
Rotweinen kann dieser Effekt noch grofer sein. Aus diesem Grunde ist es sehr bedauer-
lich, dass bei der Formulierung der EU-Bestimmungsmethode dieser Einfluss nicht be-
rlicksichtigt worden ist. Da der SO,-Gehalt in Weinen zwischen 50 und 400 mg/1 variieren

kann, ist das Ausmal der Storung nicht abschitzbar. Ein linearer Zusammenhang zwi-
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schen SO,-Gehalt und GroBe des Storeffekts ist bisher nicht erkennbar. Die Bestimmung
der Polyphenole nach Folin-Ciocalteu ohne Beriicksichtigung von SO, kann insbesondere
fiir die Beurteilung eines Sekt-Grundweines zu falschen Ergebnissen fiihren. Hierdurch
konnen Weine ungerechtfertigterweise von der Versektung ausgeschlossen werden. In der
Anwendung auf Topinambur wurden vier der in Frage kommenden Storfaktoren tiber-
priift:

1. SO,-Gehalt,

2. Askorbinsduregehalt,

3. aromatische Aminosduregehalt und

4. Eisen(I1)-Gehalt.

Eine Modellldsung, die je 1g/l Catechin, Chlorogenséure, p-Cumarsaure, Epicatechin, Fe-
rulasdure, Gallussdure, 4-Hydroxybenzoesédure, Kaffeesdure und Vanillinsdure enthélt,
wurde hergestellt. Eine Verdiinnung (100 mg/1) dieser Modelllésung wurde mit steigenden
Mengen des zu priifenden Storfaktors versetzt und die Extinktionen nach Folin-Ciocalteu
ermittelt. Die Extinktion der Modellldsung ohne Zusatz des Storfaktors diente als Refe-
renz. Die Differenz zwischen der gemessenen Extinktion und der Referenzextinktion ent-

spricht dann der ,,Storfaktorextinktion®.

3.2.4.1 Einwirkung der freien SO, bei der Gesamtphenol-Bestimmung nach
Folin-Ciocalteu
Es wurde eine Stammldsung mit 1g/1 Na-Disulfit hergestellt.

ml der Phenol-Modelllésung wurden mit 2,5; 5; 10; 20; 30 und 40 ml der Stammldsung in
einen 50 ml MeBkolben versetzt und bis zur Marke mit dest. Wasser aufgefiillt. Die ent-
sprechenden Mengen an freiem SO, wurden berechnet. Sie hatten 37,90; 75,58; 151,63;
303,25; 450,88 und 606,5 mg/l betragen. Nach 24 Stunden Standzeit wurden die Extinkti-

onen bei s=1 cm und A=760 nm gemessen.
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Diagramm 11: Graphische Darstellung: freie SO, in Polyphenol-Modelllosung, A=760 nm,

s =1 cm, geférbt nach Folin-Ciocalteu

Die Messwerte in Diagramm 11 zeigen, dass mit steigenden SO,-Mengen auch die Extink-

tions- bzw. die als ,, Polyphenolwerte* angesehenen Konzentrationen ansteigen. Eine line-

are Regressionsgerade wurde ermittelt. In Diagramm 11 ist deutlich zu sehen, dass die

Verdnderungen von y zu 96 % durch die Verdnderungen von x erklédrbar sind. Anhand der

in Diagramm 11 gegebenen Gleichung kann ein Korrekturfaktor fiir freies SO, berechnet

werden. In der hier angewandten Extraktionsmethode wurden 250 mg/l Na-Disulfit einge-

setzt, was 189,5 mg freiem SO,/1 entspricht. Diese Konzentration an freiem SO, ergibt 0,1

Extinktionseinheiten, die von den Ergebnissen abgezogen werden miissen. Das heif3t, dass

der ermittelte Polyphenolgehalt durch freies SO, um 14 % erhoht ist. Nach der Arbeit von

Gortges (365) verdndern sich die gemessenen Polyphenolgehalte bereits sehr deutlich in

den Bereichen, wo tiblicherweise noch eine Schwefelung erfolgt, z. B. 34 mg freies SO,

ergibt eine Polyphenolerh6hung um 28%. Die Veranderung der Gesamt-SO,-Werte wurde

bei diesen Untersuchungen leider nicht beriicksichtigt. Wie aus einer Pressemitteilung iiber

die letzte Zusammenkunft des Internationalen Weinchemischen Kolloquiums in Wadens-

wil hervorgeht, wird fiir Wein ein Gesamtpolyphenolgehalt zwischen 150-300 mg/1 als op-

timal bezeichnet. Im Fruchtsaftbereich ist der Polyphenolgehalt insbesondere durch Ande-

rungen der Saftgewinnungsverfahren in den Mittelpunkt geriickt. Hier treten bei Direkt-

extraktion deutlich hohere Gesamtpolyphenolgehalte auf, als sie bisher bei Séften gemes-
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sen wurden. Wenn fiir Wein oder Fruchtsifte nun wertbestimmende Polyphenolwerte vor-
geschlagen werden, so ist es angebracht, nochmals die anderen storenden Faktoren zu kon-
trollieren bzw. sie unbedingt in der quantitativen Aussage zu beriicksichtigen. Fiir Ver-
gleichsuntersuchungen ist die Analysenmethode exakt zu definieren. Fiir die Erstellung der
Kalibrierkurve ist eine einheitliche Bezugssubstanz festzulegen. Eventuelle Storfaktoren

miissen beriicksichtigt werden.

3.2.4.2 Einwirkung der Askorbinsdure bei der Gesamtphenol-Bestimmung nach
Folin-Ciocalteu
Der Einfluss von Askorbinsdure (Vitamin C) wurde in der vorliegenden Arbeit zuerst an

der beschriebenen Polyphenol-Modelllosung itiberpriift. Eine Stammldsung mit 1g Askor-
binsdure /1 wurde hergestellt. 5 ml der Modelllésung wurden mit 1; 2; 3; 4; 5 und 6 ml der
Stammlosung (Askorbinsdure) in einen 50 ml Messkolben pipettiert und bis zur Marke
aufgefiillt, was einer Askorbinsidure-Konzentration von 20 bis 120 mg/1 entspricht. Die
Messwerte in Diagramm 12 zeigen, dass mit steigenden Askorbinsédure-Mengen auch die
Extinktions- bzw. daraus abgeleitete ,,Polyphenolwerte* ansteigen. Eine lineare Regressi-
onsgerade wurde ermittelt. Aus Diagramm 9 ist deutlich zu ersehen, dass die Verdnderun-
gen von Extinktionen (y) zu 96 % durch Verdnderungen von Askorbinsidure-Konzentration
(x) erkldrbar sind. Anhand der in Diagramm 12 errechneten Gleichung kann ein Korrek-
turfaktor flir Askorbinsdure berechnet werden. Topinamburknollen enthalten etwa nur

4 mg Askorbinsdure/100 g Knollen. Deshalb sind in dieser Arbeit die storenden Effekte
von Askorbinsdure zu vernachlissigen. In der Literatur wird an vielen Stellen darauf hin-
gewiesen, dass die Zugabe von 1 mg Askorbinsdure/l Wein in etwa einer Verfélschung des
Ergebnisses filir Polyphenole um ca. 1 mg Polyphenol/l (365) betrdgt. Weitere Versuche an
Apfelsaft haben eine geringere Beeinflussungen, und zwar 0,5 mg Polyphenol/1 mg As-
korbinsdure, gezeigt (365). In der Praxis wird empfohlen dem Saft 1 % Askorbinsdure als
Antioxidans zuzusetzen. Tabelle 13 zeigt die Gesamtphenol-Bestimmung eines Topinam-

bursafts (aus Konzentrat riickverdiinnt) mit oder ohne Zusatz von Askorbinséure.



Ergebnisse 103
0,120
.
0,100
0,080
.

£ y = 0,0007x + 0,0097
-2 B=95.7 % *** € Reihet

0,060 ’
g r=098 = inear (Reihe1)
[8a)

0,040

-
.
0,020
0,000 : : : : : :
0 20 40 60 80 100 120 140

Konzentration Askorbinsédure in (mg/1)

Diagramm 12: Graphische Darstellung: Askorbinséure in Polyphenol-Modelllosung,
A= 760 nm, s = 1 cm, gefarbt nach Folin-Ciocalteu.

Tabelle 13: Gesamtphenole des Topinambursafts (aus Konzentrat) nach Folin-Ciocalteu

Topinambursaft Extrakt (%) |pH Gesamtphenole (mg/1)
Ohne Askorbinsdure |14 4,94 506
Mit 1% Askorbinsdure | 15,4 4,20 2879

Aus der Tabelle 13 ist deutlich zu ersehen, dass die Zugabe von 1% Askorbinsdure in der

Analyse 569 % Polyphenol mehr anzeigt. Diese Erhohung sollte nicht mehr als Storung

bezeichnet werden. Es ist als Folge der Reduktion von oxidierten Polyphenolen durch As-

korbinsdure anzusehen.

3.2.4.3 Einwirkung von Aminoséduren bei der Gesamtphenol-Bestimmung nach

Folin-Ciocalteu

Der Einfluss von aromatischen Aminosiuren wurden an der beschriebenen Polyphenol-

Modelllosung iiberpriift. Eine Stammlosung mit Glutathion, Phenylalanin, Tryptophan und

Tyrosin, je 1 g /1, wurde hergestellt. 5 ml der Modelllosung wurden mit 1; 2; 3; 4; 5 und 6

ml der Stammldsung (Aminosdure) in einen 50 ml Messkolben pipettiert und bis zur Mar-




Ergebnisse 104

ke aufgefiillt, was einer Aminosiure-Konzentration von 80 bis 480 mg/1 entspricht. Die
Messwerte in Diagramm 13 zeigen, dass mit steigender Aminosdure-Konzentration auch
die Extinktions- bzw. ,,Polyphenolwerte ansteigen. Eine lineare Regressionsgerade wurde
ermittelt. In Diagramm 13 ist deutlich zu ersehen, dass die Verdnderungen von (y) zu 96 %
durch die Verdnderungen von (x) erklirbar sind. Mit der in Diagramm 13 angegebenen

Gleichung kann der Korrekturfaktor fiir Aminosduren berechnet werden.

0,250
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= 0,150 -
=
= y = 0,0004x - 0,0052 ¢ Extinktion
i B =96 % *** = | inear (Extinktion)

-0,98
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Diagramm 13: Graphische Darstellung: Aminosduren in Polyphenol-Modelllosung,
A=760 nm, s = 1 cm , geférbt nach Folin-Ciocalteu.

Angaben liber Aminosduren in Topinambur sind in der Fachliteratur nur selten veréffent-
licht. Der Topinambursaft (TopinaVit) weist nach Angeli und Biarwald (166) mit einem
Formolwert von 36 ml 0,1 m NaOH pro 100 ml einem sehr hohen Gehalt an Aminosduren
auf, der sich im Vergleich zum Grapefruitsaft innerhalb der Hochstwerte bewegt; er liegt
sehr viel hoher als bei Orangen- oder Apfelsaft gefunden wird. Der Eiwei3gehalt betrigt
nach Bérwald (174) fiir lufttrockene Knollen durchschnittlich 2,4 %, wobei die Grenzwer-
te bei 1,9 % bzw. 3,2 % liegen. Nach Untersuchungen besteht bei der Hydrolyse des Ei-
weilles die Hélfte der Aminosduren aus den essentiellen, wobei der Lysingehalt an zweiter
Stelle rangiert. Tabelle 14 stellt die prozentuale Verteilung der essentiellen Aminoséuren

im Topinambur-Reineiweil3 dar.
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Tabelle 14: Prozentuale Verteilung der essentiellen Aminosduren im Topinambur-

Reineiweil

Aminosédure-Bezeichnung Aminoséure in % Reineiweil3
Leucin 17,3
Lysin 14,6
Valin 14,2
Isoleucin 11,8
Threonin 11,6
Arginin 11,4
Phenylalanin 11,0
Histidin 4,2
Methionin 3,2

3.2.4.4 Einwirkung der Eisen (II)-Ionen bei der Gesamtphenol-Bestimmung nach Folin-
Ciocalteu
Im Falle der Storung durch Eisen(II)-Ionen ist das Verhiltnis von Fe(II) zu Fe(II) zu be-

rlicksichtigen. Der Einfluss von Eisen(Il) wurde an der beschriebenen Polyphenol-
Modelllosung tiberpriift. Eine Stammldsung mit 1g Fe /1 wurde hergestellt durch auflsen
von 0,5 g FeSO4x7H,0 in Methanol / 100 ml. Damit wurde ein reduktiver wirkendes Mi-
lieu, das Fe (IT) enthélt, geschaffen. 5 ml der Modelllosung wurden mit 1; 2; 3; 4; 5 und 6
ml der Stammlosung (Fe) in einen 50 ml Messkolben pipettiert und bis Marke aufgefiillt,
was einer Fe-Konzentration von 20 bis 120 mg/1 entspricht. Die Messwerte in Diagramm
14 zeigen, dass mit steigenden Fe(Il)-lonen auch die Extinktions- bzw. ,,Polyphenolwerte*
ansteigen. Eine lineare Regressionsgerade wurde ermittelt. Aus Diagramm 14 ist deutlich
zu ersehen, dass die Extinktionsverdnderungen zu 99 % durch die Verdnderungen der
Fe(Il)-Konzentration erklirbar sind. Anhand der in Diagramm 14 gegebenen Gleichung

kann der Korrekturfaktor fiir Eisen (II) berechnet werden.
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Diagramm 14: Graphische Darstellung Eisen (II) in Polyphenol-Modellldsung nach Folin-
Ciocalteu bei A=760 nm, s = 1 cm gemessen.

Im Rahmen des Weinausbaus wird der Eisengehalt durch oenologische Maflnahmen zur

Prophylaxe von Triibungen auf max. ca. 5 - 6 mg/l reduziert (75). In diesen Konzentratio-

nen ist die Beeinflussung der Folin-Ciocalteu-Reaktion vernachldssigbar.

Da die Topinamburknollen 3,7 mg Eisen/100 g Knollen enthalten, ist in der vorliegenden

Arbeit der Storeffekt von Eisen(Il) zu vernachlédssigen. Wie aus diesen Untersuchungser-

gebnissen hervorgeht, diirfen die Storeinfliisse von SO; keinesfalls auBBer Acht gelassen

werden. Die Uberpriifung auf weitere Storfaktoren ist dann unumginglich, wenn sich sol-

che herausstellen lassen.

Die Gegeniiberstellung der Storung durch freie SO,, Askorbinsédure, Eisen(Il)-Ionen und

Aminosdure bei der Bestimmung der Polyphenole nach Folin-Ciocalteu ist in Tabelle 15

dargestellt.
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Tabelle 15: Bestimmung der Polyphenole nach Folin-Ciocalteu: Gegeniiberstellung der
Storung durch freie SO,, Askorbinsdure, Eisen(I)-Ionen und Aminosaure

Konzentration freie SO, Askorbinsdure | Eisen 11 Aminosaure
(mg/l) Extinktionen

18,95 0,003

20 0,030 0,009

37,9 0,0334

40 0,036 0,015

60 0,053 0,026

75,58 0,04

80 0,065 0,036 0,017
100 0,077 0,051

120 0,107 0,059

151,63 0,12

160 0,088
240 0,101
303,25 0,21

320 0,126
400 0,183
454,88 0,23

480 0,206
606,5 0,32

Die Ergebnisse zeigen deutlich (Tabelle 15), dass die Extinktions- bzw. die als

,Polyphenolwerte* angesehenen Konzentrationen fiir Aminosdure und Eisen II geringer
als bei SO, und Askorbinsédure sind. Die Storung liegt innerhalb der Messungenauigkeit.
Deshalb sind in dieser Arbeit die storenden Effekte durch Aminosduren zu vernachléssi-

gen.

3.2.5 Uberpriifung der Gesamtphenol-Extraktionsmethode nach Paupardin
Die MEBAK- und Folin-Ciocalteu-Methoden wurden verwendet zur Uberpriifung der Po-
lyphenol-Extraktionsmethode von Paupardin (138). Dieser Forscher hat die Topinambur-

Knollen zum Keimen gebracht und deren Polyphenolgehalte qualitativ mittels Papier-
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chromatographie nach 6, 8, 12 und 40 Tagen Keimung beobachtet. Schema 3 zeigt das
FlieBdiagramm welches den Arbeitsgang von Paupardin darstellt.

Von den gewaschenen und abgetrockneten Topinamburknollen werden etwa 50 g abge-
wogen und in einem Mixer mit 100 ml Extraktionsmittel 5 min lang zerkleinert. Mit weite-
ren 100 ml Extraktionsmittel wird die Wand des Mixerbechers abgespiilt. Im Mixerbecher
wird das zerkleinerte Gewebe 10 min lang im Ultraschallbad bei 80°C behandelt. An-
schlieBend wird die Mischung filtriert und der Riickstand zweimal mittels 100 ml Extrak-
tionsmittel nachgewaschen. Das gesamte Filtrat wird mit dem Vakuumrotationsverdamp-
fer auf 50 ml konzentriert. Das Konzentrat wird zweimal mit je 100 ml Ethylacetat in
einem Schiitteltrichter ausgeschiittelt. Die vereinigten Ethylacetat-Phasen werden unter
Vakuum auf 100 ml eingeengt. Die wésserige Phase wird in einem MeBkolben mit Wasser
auf 100 ml aufgefiillt.

Beide Phasen werden im Kiihlschrank gelagert. Sie dienen zur Bestimmung der Ge-
samtphenole und zur Bestimmung einzelner phenolischer Verbindungen mittels HPLC.
Das Extraktionsmittel besteht aus Aceton-Methanol-Wasser-Salzséure (400:400:180:20)
bzw. 20:20:9:1.

Uber die Loslichkeit der Polyphenole in den Losemitteln, die Paupardin anwandte, liegen
differenzierte Ergebnisse vor. Die Verschiebung des pH-Wertes vom alkalischen in den
neutralen bzw. sauren Bereich war ebenfalls noch nicht untersucht worden. Auch die Frei-
setzung der Polyphenole war bei Paupardin noch nicht schliissig geldst, weshalb die ge-
samte Extraktionsmethode griindlich fiir jede einzelne Stufe tiberpriift wurde. Die Ergeb-
nisse sind unter Punkt 3.2.6 genauer beschrieben. Hinsichtlich der Erkenntnisse tiber die
Aktivitdt der PPO, die Paupardin nicht vorgelegen hatten, war es notwendig, auch den
Ausschluss und die Inaktivierung der PPO bei dem Zellaufschluss bis zu Gewinnung der
mit den Pflanzenphenole angereicherten Losemittelfraktion einerseits und den Ausschluss
von reaktiven Sauerstoff aus dem fiir Analysezwecke verwendeten Extraktionsweg ande-
rerseits zu bewirken. Ein Begasen der Losemittel und des zerstorten Zellmaterials z. B. mit
N,/CO,-Schutzgasen in der Kélte war nicht moglich. Der Zusatz von Antioxidantien, wie
SO, und/oder Askorbinséure, konnte den Red-Ox-Zustand der Verbindungen bzw. das re-
duktive Potential verdndern und wurde aus diesen Grunden nicht vorgenommen. Sinnvoll
erschien die Entfernung von Luft bzw. Luftsauerstoff durch eine Ultraschallbehandlung

des zu extrahierenden Pflanzenmaterials analog zur Entgasung von FlieBmitteln, die fiir

die HPLC eingesetzt werden.
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Topinamburknollen ( frisch )

Wasser
abwaschen
abtrocknen
50 g abyiegen ( TM bestimmung )
100 ml Extraktionsmischung aus
(Aceton 400 ml
Methanol 400 ml
Wasser 180 ml
HCl 20 ml ) 0,25 g Na,S,05
Mixerbecher
zerkleinern

100 ml Extraktionsmischung
Wand des Mixerbechers abspiilen

Ultrabeschallung und
filtrieren

100 ml Extraktionsmischung \‘i p Filtrat 1

Riickstand
nachwaschen

ﬁltrlleren

100 ml Extraktionsmischung \A¢ P Filtrat 2

Riickstand
nachwaschen

filtrleren

P Filtrat 3

Riickstand verwerfen 4+—F
v<

Vakuumrotationsverdampfer

\ 4

einengen auf

50 ml Konzentrat

L / 100 ml Ethylacetat extrahieren
Scheidetrichter \
4——— 100 ml EthW 50 ml wiéssrige Phase

100 ml Ethylacetat extrahleren

/ Scheldetrlchter

< 100 ml Ethylacetat Phase

50 ml wéssrige Phase

P Vakuumrotationsverdampfer

einengen auf

( 4&— 50 ml Wasser
100 ml Ethylacetat Phase 100 ml wisserige Phase

Schema 3: FlieBdiagramm zur Extraktion der phenolischen Verbindungen aus Topinambur
nach Paupardin (1965), modifiziert von Tchoné.
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Die Ultraschallbehandlung in temperiertem Wasserbad hat dabei den weiteren Vorteil,
dass neben der Sauerstoffentfernung der Aufschluss der Pflanzenzellen begiinstigt wird.
Im Diagramm 21 sind die Vorteile der Ultrabeschallung an den sehr unterschiedlichen
Aufschlussraten der Proben 5 gegeniiber 6 (unbeschallt) deutlich herausgestellt. Der Ein-
fluss von Alkoholen auf die Inaktivierung von Enzymen ist bekannt. Die Aufschlussarbeit
von Paupardin beriicksichtigt das bereits. Dennoch ist diese Reaktion relativ trige, d. h., es
konnen bei Anwesenheit von eingeschlossener Luft in dem Topinamburbrei durchaus noch
Oxidationsvorginge ablaufen, die das Bild der Einzelkomponenten in der LC-MS-
Kopplung mittels ESI verfdlschen. Paupardin ist darauf nicht weiter eingegangen.

Ein Aufschluss oberhalb der Optimaltemperatur der PPO-Aktivitét im temperierten Ultra-
schallbad hat zusitzlich den Effekt, dass sowohl die Temperatur (bis ca. 80 °C) als auch
der Alkohol (Methanol) eine schnelle Inaktivierung der PPO bewirken, so dass Folgereak-
tionen bei der Aufarbeitung des Pflanzenmaterials eigentlich ausgeschlossen sind. Die
massengekoppelten HPLC-Trennungen mussten deshalb ein unverfilschtes Bild der Zu-
sammensetzung dieser Polyphenole zeigen.

Gegeniiber der Paupardin-Extraktionsmethode wurden folgende Anderungen vorgenom-
men: Die alkalische Hydrolyse wurde weggelassen und die Ultraschallbehandlung wurde
zusitzlich zum Aufschluss angewandt.

Diese Ausgangs-Extraktionsmethode wurde verwendet, um die Polyphenole in den Topi-
namburknollen zu erfassen, und zwar in Abhédngigkeit von den Sorten, den Knollenfrak-
tionen und der Extraktionsphase.

Die MEBAK-Methode ergibt bei der Gesamtphenol-Bestimmung einen Niederschlag, der
moglicherweise aus Na-Phosphat besteht. Das ist der Grund, weshalb hier nur die Folin-
Ciocalteu-Methode angewendet wurde. Tabelle 16 weist die Trockenmasse der unter-

schiedlichen Topinambursorten aus.
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Tabelle 16: Trockenmasse von Topinambur geordnet nach Sorten, ganze

Knollen und Schalen

Sorten Ganze Knollen (%) Schalen (%)
Gigant 22,1 28
Gute Gelbe 20 17
Large White 18,91 22
Medius Briickmann 20,28 22,73
Medius Lindhoop 21,81 23
Petit Blanc 19 14
RoZo 19,97 21
Stamm 20,99 28
Waldspindel 27,63 30,73

In den Diagrammen 15 und 16 sind die Ergebnisse der Gesamtphenolebestimmung nach

Folin-Ciocalteu bezogen auf % Trockenmasse (Extraktion nach Paupardin) dargestellt. Es

handelt sich dabei um ganze Topinamburknollen, Schalen und Fruchtfleisch.
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16

14

124

10

O ganze Knollen
W Schalen
O Fruchtfleisch

Gesamtphenol in % TM
%

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sorten

Diagramm 15: Verteilung der Gesamtphenole in der Topinamburfrucht nach Paupardin
in % TM als GAE (eigene Untersuchungen).

1: Gigant 6 : Petit Blanc
2: Gute Gelbe 7: RoZo

3: Large White 8: Stamm

4. Medius Briickmann 9: Waldspindel

5. Medius Linhoop

Man erkennt auf diesem Diagramm 15 eindeutige Verldufe. Wiahrend das Fruchtfleisch fiir
alle untersuchten Sorten nur eine geringe Ausbeute an Polyphenolen von 0,9 bis 4 % be-
zogen auf TM erbringt, erzielt man aus den Schalen eine Ausbeute von 6 bis 14,5 % bezo-
gen auf TM. Die Ursache hierfiir scheint darin zu liegen, dass die Polyphenole fast aus-
schlieBlich in der duBleren Zellwand der Topinamburknollen lokalisiert sind. Sie sind mog-
licherweise von der Schalenmenge der Knollen abhingig. Die Schalenzusammensetzung

spielt hier wahrscheinlich eine grof3e Rolle.
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Beim Vergleich der Ergebnisse von allen Versuche (ganze Knolle) fillt der besonders ho-
he Phenolgehalt der Sorte RoZo auf (6 % bezogen auf TM). Die Gute Gelbe folgt mit 5 %
bezogen auf TM. Ein in vergleichbarer Weise hoher Wert ist in den Sorten Large White
und Petit Blanc zu finden (4,6 bzw. 4,5 % bezogen auf TM).

14—
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§ =
Sorten
Diagramm 16: Verteilung der Gesamtphenolgehalte in der Topinamburfrucht geordnet
nach den Extraktionsphasen in % TM als GAE.
1 = ganze Knollen Ethylacetat-Phase 2 = ganze Knollen wéssrige Phase
3 = Schalen Ethylacetat-Phase 4 = Schalen wissrige Phase
5 = Fruchtfleisch Ethylacetat-Phase 6 = Fruchtfleisch wissrige Phase

Die Ergebnisse zeigen deutlich (Diagramm 16), dass die Polyphenole mehr in den Schalen
zu finden sind und sich besser mit dem Losemittel Ethylacetat extrahieren lassen.

Bezieht man die Ergebnisse wieder auf Frischgewicht und stellt man einen Schalenanteil
von 20 % in Anrechnung, so ergeben sich fiir 100 g Knollen die Werte, die in Diagramm

17 dargestellt sind.
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Diagramm 17: Verteilung der Gesamtphenolgehalte der Topinambur nach Paupardin
extrahiert in % Frischgewicht als GAE (eigene Untersuchungen).

Die Summe der Polyphenole des Fruchtfleisches und der Schalen (Modellknollen) ist fiir

die Sorten Gigant, Medius Briickmann, Petit Blanc und Waldspindel gréBer als in den

ganzen Knollen. Diese Summe ist fiir die anderen Sorten kleiner als in den ganzen Knol-

len. Griinde hierfiir kann durch die Polyphenol-Verteilung in den Knollen und deren

Trockenmassen, welche nicht einheitlich sind, bedingt sein.

Uber den Gesamtpolyphenolgehalt in Obst und Gemiise gibt es in der Fachliteratur nur

wenig Angaben. Nach Untersuchungen von Bohm und Mitarbeitern (19) betragen die Ge-

samtpolyphenolgehalte als GAE 63 g/ kg TM rote Weintraube und 19 g/ kg TM schwarze

Karotte. Bei Topinambur schwankt der Gehalt an Gesamtpolyphenol als GAE (eigenen

Werten) von 26 bis 59 g/ kg TM. Zahlreiche Werte liegen jedoch fiir die einzelnen pheno-

lischen Inhaltsstoffe vor. Bei Apfeln schwankt der Gehalt an p-Cumarséure von 5 bis

30 mg, an Ferulasdure von 2 bis 4 mg, an Kaffeesdure von 50 bis 500 mg, an Catechinen

von 0 bis 15 mg, an Epicatechinen von 20 bis 80 mg und Quercetin von 30 bis 110 mg pro

kg Frischgewicht (366). Mohren enthalten z.B. die Kaffeesdure in Menge von 20 bis

100 mg Frischgewicht (367).
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3.2.5.1 Zusammenhang zwischen PPO und dem Polyphenolgehalt der Extrakten aus den
Schalen (alle Sorten)
Die Korrelation charakterisiert den Zusammenhang zwischen zwei Gréflen. Zur zahlen-

mafigen Erfassung dieses Zusammenhanges dient der Korrelationskoeffizient r

(-1 <1 <+1) bzw. das BestimmtheitsmaB B = r*.100 %. Bei r = +1 ist der lineare Zusam-
menhang exakt erfiillt, wobei x und y gleichsinnig wachsen. Im diesem Fall soll die Frage
beantwortet werden, mit welcher GesetzmiBigkeit die Messwerte der PPO-aktivitit und
den Gesamtphenolgehalten der Extrakten aus den Schalen der frisch geernteten Topinam-
burknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 18 stellt den Zusammenhang zwi-
schen der PPO-Aktivitit und dem Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu und nach
Paupardin extrahiert) in Extrakten aus den Schalen der frisch geernteten Topinamburknol-

len (alle Sorten) dar.

3500
3000 - .
2500 -
2000 -
1500 - ¢

1000 -

PPO-Aktivitit in (nkat)

500 -

0 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Gesamtphenolgehalt als GAE in % TM

Diagramm 18: Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt als GAE in % TM
(nach Folin-Ciocalteu und nach Paupardin extrahiert) und der PPO-
Aktivitit (nkat) in den Schalen der frisch geernteten
Topinamburknollen (alle Sorten)

Die Ergebnisse zeigen deutlich (Diagramm 18), dass kein Zusammenhang zwischen dem
Gesamtphenolgehalt als GAE in % TM und der PPO-Aktivitét (nkat) in Extrakten aus den
Schalen der frisch geernteten Topinamburknollen besteht. Der Grund hierfiir scheint in

den Methoden zu liegen.
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3.2.5.2 Zusammenhang zwischen dem Wassergehalt und dem Polyphenolgehalt der
Extrakten aus den Schalen der frisch geernteten Topinamburknollen (alle Sorten)
Hier soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Messwerte des

Wassergehaltes und den Gesamtphenolgehalten der Extrakten aus den Schalen der frisch
geernteten Topinamburknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 19 stellt den Zu-
sammenhang zwischen dem Wassergehalt und dem Gesamtphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu und nach Paupardin extrahiert) in den Schalen der frisch geernteten Topinam-

burknollen (alle Sorten) dar.

16
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Wassergehalt in (g/ 100 g Schalen)

y = Gesamtphenol-Werte
x = Wassergehalt

Diagramm 19: Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt als GAE in % TM
(nach Folin-Ciocalteu und nach Paupardin Extrahiert) und dem Wassergehalt
(g/100 g Schalen) der Extrakten aus den Schalen der frisch geernteten Topi-
namburknollen (alle Sorten).

Wie aus Diagramm 19 hervorgeht, besteht eine Korrelation zwischen dem Gesamtphenol-
gehalt als GAE in % TM und dem Wassergehalt (g/100 g Schalen) der Extrakten aus den
Schalen der frisch geernteten Topinamburknollen (alle Sorten). Wenn der Wassergehalt
der Schalen steigt, (d.h. die Trockenmasse sinkt), sind die Gesamtphenol-Werte hoch und

umgekehrt. Aus Diagramm 19 kann geschlossen werden, dass die Verdnderungen des Ge-
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samtphenolgehaltes zu 96 % durch die Verdnderungen des Wassergehaltes (bzw. Tro-

ckenmasse) erklirbar sind.

3.2.5.3 Zusammenhang zwischen PPO und dem Wassergehalt der Extrakten aus den
Schalen (alle Sorten)
Hier soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Messwerte der

PPO-Aktivitit und die des Wassergehaltes der Extrakten aus den Schalen der frisch geern-
teten Topinamburknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 20 stellt den Zusam-
menhang zwischen der PPO-Aktivitit und dem Wassergehalt der Extrakten aus den Scha-

len der frisch geernten Topinamburknollen (alle Sorten) dar.

3500

*

3000

2500

2000 -

1500 -

PPO-Aktivitit in (nkat)

1000 -

500

O 1 1 1 1 1
60 65 70 75 80 85 90

Wassergehalt in (g/100 g Schalen)

Diagramm 20: Zusammenhang zwischen der PPO-Aktivitit (nkat) und dem Wassergehalt
(g/ 100 g Schalen) der Extrakten aus den Schalen der frisch geernteten
Topinamburknollen (alle Sorten)

Die Ergebnisse zeigen deutlich (Diagramm 20), dass kein Zusammenhang zwischen dem
Wassergehalt (g/100 g Schalen) und der PPO-Aktivitdt (nkat) der Extrakten aus den Scha-
len der frisch geernteten Topinamburknollen besteht. Der Grund hierfiir scheint in den Me-

thoden zu liegen.

3.2.6 Weiterentwicklung der Gesamtphenol-Extraktionsmethode und
Uberpriifung der Anzahl der Extraktionsstufen
In dem Diagramm 16 ist deutlich zu sehen, dass die Polyphenole sich mit Ethylacetat bes-

ser extrahieren lassen. Aufgrund dieses Vorteils wurden verschiedene Extraktionsverfah-
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ren in Abhdngigkeit vom Extraktionsmittel einerseits und den Extraktionsstufen anderer-

seits erprobt.

Im Diagramm 21 werden die Ergebnisse dieser Versuche dargestellt.

9000 -
8000 -
7000 -
6000 - ——
5000 - 2
4000 -
3000 - \ %5
2000 —8—¢

1000 \\ ——7

Konzentration in mg/I

-1000 S v % ~

Extraktionsstufen

Diagramm 21: Ausbeuten an Gesamtphenolen in Abhidngigkeit vom Extraktionsverfahren
(RoZo)

1 = Wasser 90°C + Ultrabeschallung

2 = Ethylacetat - Methanol 1:1 + Ultrabeschallung

3 = Wasser 90°C + 1% Askorbinsdure + Ultrabeschallung

4 = Methanol - Aceton - Wasser (2:2:1) + Ultrabeschallung

5 = Methanol - Aceton - Wasser - HCI (20:20:9: 1) + Ultrabeschallung

6 = Methanol - Aceton - Wasser - HCI ( 20:20:9: 1), ohne Ultrabeschallung
7 = PreB Riickstand + Wasser 90 °C, ohne Ultrabeschallung

8 = verdampft + Wasser 90°C, ohne Ultrabeschallung

Im Diagramm 21 ist deutlich zu sehen, dass die Mischung Ethylacetat- Methanol (1:1) das
beste Extraktionsmittel ist. Die Ausbeute an Gesamtphenol ist in der 1. Extraktionsstufe
am hochsten. Auch die 2. Extraktion zeigte gegeniiber den anderen Versuchen die grofite
Ausbeute. Wenn man die Summe aller Stufen bei der Ethylacetat-Methanol-Extraktion als
100 % extrahierbares Polyphenol einschétzt, so ist deutlich zu sehen, dass die Extraktion
mit HeiBwasser nur 5% der extrahierbaren Polyphenole erbringt. Die Extraktionsmischung

Methanol-Aceton-Wasser 2:2:1 fihrt ohne HCI zu 53 % und mit HCI zu 42 % Ausbeute.
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Betrachtet man die erste Extraktionsstufe, so werden schon mit Ethylacetat-Methanol (ei-

gene entwickelte Extraktionsmethode) 81 % der extrahierbaren Polyphenole gewonnen

(Tabelle 17). Die Extraktionsmischung Methanol-Aceton-Wasser 2:2:1 hingegen zeigt
ohne HCI eine Gewinnung von 48 % und mit HCI-Aufschluss (20:20:9:1) (Extraktionsme-

thode nach Paupardin) von 34 % der Polyphenole.

Tabelle 17: Prozentualtabelle der Extraktionsverfahren mit der Sorte RoZo

Konzentration in %

Extraktions- |Extraktions- |Extraktions- |Extraktions- |Extraktions- |Summe
verfahren stufe 1 stufe 2 stufe 3 stufe 4

2 80,98 15,00 2,77 1,25 100

4 48,27 2,80 0,91 0,63 52,61

5 33,86 5,39 1,71 0,73 41,69

2= Ethylacetat - Methanol 1:1 + Ultrabeschallung

4= Methanol - Aceton - Wasser (2:2:1) + Ultrabeschallung

5= Methanol - Aceton - Wasser - HCI ( 20:20:9: 1) + Ultrabeschallung

Aufgrund dieser Beobachtungen der Ergiebigkeit der Extraktion wurde die im Schema 4

dargelegte Extraktionsmethode in dieser Arbeit weiter angewandt.
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Topinamburknollen (frisch)

Wasser
abwaschen

abtroctnen

50g ab+wiegen (TM bestimmung)
100 ml Extraktionsmischung aus

(Ethylacetat 400 ml
Methanol 400 ml ) \

Mixerbecher

zerkleinern
\ 4
Ultraschallbad (10 min bei 80 °C)
\ 4
abpressen
100 ml Extraktionsmischung ¢ » Extrakt 1

Riuckstand
nachwaschen

'

abpressen

50 ml Extraktionsmischs.mK‘ Extrakt2 — |

Ruckstand
nachwaschen

v

abpressen

» Extrakt 3

Rickstand verwerfen +“—
¢

zentrifugview:twendi g)
Triibstoffe Verwerfen/ 25 3 ml Extrakt

vakuumverdampfen

v
Phenolische Verbindungen als Konzentate

versprithen Phenolische Verbindungen als Pulver

Schema 4: Eigene entwickelte und abgesicherte Methode zur weitgehenden Erfassung
phenolischer Verbindungen
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Diese verbesserte Extraktionsmethode ist gegeniiber den in der Literatur beschriebenen
dadurch gekennzeichnet, dass die Ausbeute an Polyphenolen aus der rohen Knolle prak-
tisch verdoppelt werden konnte und die Analyse vereinfacht wird, weil sich nur eine Phase
bei den Extraktionsmitteln Ethylacetat-Methanol 1:1 ausbildet, weil die Ultraschallanwen-
dung die Extraktionsausbeute erhoht und weil das Abpressen anstelle einer Filtration die
Ausbeute ebenfalls erhoht.

Negativ wirken sich auf die spektralphotometrische Messung bei 760 nm nur die Triibteil-
chen aus, die vor der Farbreaktion entfernt werden miissen, und zwar durch Zentrifugation

(20 min bei 3220 g).

3.2.7 Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der vorgeschlagenen Extraktions-
_ methode zur Bestimmung der phenolischen Verbindungen
Zur Uberpriifung wurde Topinambur-Trockenpulver aus der Sorte Medius achtmal in Ein-

zelversuchen mit der vorgeschlagenen Methode extrahiert. Jede Extrakt wurde fiinfmal

gemessen. Die Analysenwerten sind in der Tabelle 18 angegebenen.

Tabelle 18: Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der vorgeschlagenen

Extraktionsmethode zur Bestimmung phenolischer Verbindungen.

Probe Konzentration
Nr. g/ 100 g TM)
1 22,7

2 23

3 23,4

4 23,6

5 24

6 25

7 26

8 26,5

MW 243
STABW 1,4

CK % 6

Aus diesen Messergebnissen konnte geschlossen werden, dass die vorgeschlagene Extrak-

tionsmethode zur Erfassung phenolischer Verbindungen mit einem Variationskoeffizienten
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VK von 6 % reproduzierbar ist. Dieser Variationskoeffizient konnte geringer sein, wenn

die Verteilung der phenolischen Verbindungen im Topinambur gleichmafig wére.

3.2.8 Keimversuch der Topinamburknollen im Labor

3.2.8.1 Labor-Kultivierung von Topinamburknollen

Um den Stoffwechsel in den Knollen zu aktivieren und dessen Wirkung auf den Gesamt-
phenolgehalt zu beobachten, wurden die Topinamburknollen im Labor nach der Ernte
durch Ziichtung in 5 1 Plastikeimern unter aufgediingt-pflanzfertiger Blumenerde bei 20 °C
und pH im Boden von 5,6 zum Keimen gebracht. Die Beleuchtung erfolgte mittels kom-
plettem Lichtkasten mit Philips-Spezial-Leuchtstoffrohren und langwelligem UV Strah-
lenanteil. Die Probe wurden alle drei Tage bewéssert. Die phenolischen Verbindungen
wurden mit der selbst entwickelten Methode extrahiert und der Gesamtphenolgehalt wurde
nach 12; 21; 33 und 52 Keimversuchstagen mit der Folin-Ciocalteu-Methode erfasst. Die

Bilder von 3 bis 8 zeigen die Ergebnisse dieses Keimversuchs im Labor.
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Bild 3: Keimversuch der Topinamburknollen im Labor (Zichorie im

Vordergrund)

Bild 4: Sorte Stamm nach 12 Keimversuchstagen
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Bild 5: Gigant am Anfang des Keimversuchs im Labor

Bild 6: Sorte Large White nach 12 Keimversuchstagen
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Bild 7: Sorte Gute Gelbe nach 21 Keimversuchstagen

Bild 8: Sorte Medius Lindhoop nach 21 Keimversuchstagen

Aus diesen Bildbeispielen ist deutlich zu ersehen, dass die Geschwindigkeit der Stoff-
wechsel-Aktivierung, welche durch Bildung von Wurzeln und neuen Knollen gekenn-

zeichnet ist, fiir die untersuchten Topinamburknollen unterschiedlich ist
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(siehe Bild 5; 7; 8 und 9). Die wei3schaligen Sorten bilden neuen Wurzeln und Knollen

schneller aus als die rotschaligen Sorten.

3.2.8.2 Trockenmassen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und einer
Zichorienwurzel im Vergleich zwischen der ganzen Frucht und den Fruchtschalen

Tabelle 19 zeigt diese Trockenmasse der ganzen Friichte. In Tabelle 20 ist die Trocken-
masse der Schalen verdeutlicht. Die Ergebnisse sind als Funktion der Keimversuchtstage

dargestellt.

Tabelle 19: Trockenmassen in % (g/100 g Knollen) der Topinamburknollen und
Zichorienwurzeln als Funktion der Keimversuchstage

(Ernte von Oktober bis Dezember 2000)

ganze Knollen Dauer unter Erde nach Ernte (Tage)

Sorte 0 12 21 33 52
Gigant 22,10 21,76 21,03 19,94 19,90
Gute Gelbe 20,00 19,23 14,18 20,40 12,45
Large White 18,91 16,18 14,66 16,14 16,39
Medius Briickmann | 20,28 19.45 13,1 11,01 14,00
Medius Lindhoop |21,81 20,03 17,34 18,39 5,66
Petit Blanc 19,00 19,90 14,77 16,67 17,41
RoZo 19,97 18,39 17,23 16,67 19,60
Stamm 20,99 21,40 24,88 21,83 22,06
Waldspindel * 27,63 25,00 19,76

Zichorien * 25,89 26,97 26,40

*Ernte vom November 2000
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Tabelle 20: Trockenmassen in % (g/100 g Schalen) der Topinambur- und Zichorienschalen
als Funktion der Keimversuchstage (Ernte von Oktober bis Dezember 2000)

Schalen Dauer unter Erde nach Ernte (Tage)

Sorte 0 12 21 33 52
Gigant 28,00 27,36 18,57 21,43 20,00
Gute Gelbe 17,00 16,67 16,95 22,16 16,23
Large White 22,00 22,09 14,89 18,27 16,67
Medius Briickmann | 22,73 22,80 14,77 15,00 15,20
Medius Lindhoop |23,00 23,08 18,57 19,09 17,76
Petit Blanc 14,00 20,93 21,51 20,37 19,00
RoZo 21,00 20,90 17,13 16,05 18,85
Stamm 28,00 28,07 22,77 24,30 24,79
Waldspindel * 30,73 26,53 24,10
Zichorien * 22,30 19,05 20,83

* Ernte vom November 2000

Aus diesen Tabellen kann geschlossen werden, dass die Trockenmassen je nach Sorten
bzw. Schalen unterschiedlich sind und sich im Laufe des Keimversuchs im Labor dndern.
Diese Anderungen sind nicht einheitlich. Bis auf die Sorte Petit Blanc nehmen die Scha-
lenmassen deutlich ab, d.h., die Schalen werden diinner oder wenig Schalen wurden ein-
gewogen, weil der Wassergehalt steigt.

Wegen der moglichen Stérungen durch Ethylacetat bei der HPLC-Trennung der Polyphe-
nole und deren Auswirkung auf die massenspektrometrische Analyse wurde versucht, das
Losemittel zusammen mit dem Methanol mittels Rotationsverdampfers im Vakuum abzu-
dampfen. Zur Polyphenol-Bestimmung wurde der Riickstand aus der Verdampfung mit
Methanol wieder aufgenommen und die Extinktionen nach der Folin-Ciocalteu-Methode
bestimmt. Gallussiure-Aquivalente sind bei Topinambur nicht anwendbar, da nach HPLC-
Untersuchungen deren Konzentration uneinheitlich und zu gering ist. Es muf3 wie Punkt

3.5.9 zeigt ,,Salicylsdure* sein.

3.2.8.3 Gesamtphenolgehalte in den Schalen der Topinambursorte Stamm in
Abhingigkeit von den Bezugsubstanzen
Der Gesamtphenolgehalt in den Schalen der Topinambursorte Stamm, ausgedriickt als

Gallussdure, Chlorogensdure, Catechin, Gentisinsdure und Salicylsdure ist in

Tabelle 21 dargestellt.



Ergebnisse 128

Tabelle 21: Gesamtphenolgehalte in % TM der Schalen der Topinambursorte Stamm
(nach 12 Keimversuchstagen) in Abhédngigkeit von den Bezugsubstanzen

Probe Nr. |[Extinktion |A B C D E

1 0,492 2,9 5,3 3,6 4,7 7,0
2 0,491 2,9 5,3 3,6 4,7 7,0
3 0,507 3,0 5,5 3,7 4,8 7,2
4 0,502 3,0 5,5 3,6 4.8 7,2
5 0,497 2,9 5,4 3,6 4,7 7,1
6 0,488 2,9 5,3 3,5 4,7 7,0
7 0,499 2.9 5,4 3,6 4,8 7,1
8 0,497 2,9 5,4 3,6 4,7 7,1
9 0,491 2,9 5,3 3,6 4,7 7,0
10 0,495 2.9 5,4 3,6 4,7 7,1
MW 0,496 2,9 5,4 3,6 4,7 7,1
STABW 0,006 0,04 0,07 0,05 0,05 0,08
VK % 1,16 1,29 1,31 1,37 1,16 1,16

A: Gallusséure y=10,0013x + 0,0516
y =0,0007x + 0,0555
y=0,001x + 0,0757
y =0,0009x — 0,0015
y = 0,0006x — 0,0005
Verdiinnungsfaktor F =3 T™ = 28,07 %

[2/100 ¢ TM] = ([2/ ].F.80)/ TM %

B: Chlorogensaure
C: Catechin
D: Gentisinsdure

E: Salicylsdure

Wie aus Tabelle 21 hervorgeht, fithren die gleichen Extinktionswerte bei unterschiedlichen
phenolischen Verbindungen als Bezugssubstanzen zu unterschiedlichen Gesamtphenol-
Werten. Der Grund hierfiir scheint darin zu liegen, dass jede phenolische Verbindung ei-
nen eigenen dekadischen molaren Absorptionskoeffizienten hat. Aufgrund dieser
Beobachtungen der Ausbeute an Gesamtphenolen wurde der Gesamtphenolgehalt einer
Modelllosung, die 22 Vergleichssubstanzen enthilt, bei zwei Konzentrationen und zwei
Wellenldngen

bestimmt und auf signifikante Unterschiede zwischen o.g. phenolischen Verbindungen ge-
priift. In den Tabellen 22 a und 22 b sind die Ergebnisse dieser Versuche dargestellt.
Tabelle 22 a und 22 b (siche Anlagen)

Den Ergebnissen, dargestellt in Tabellen 22 a und Tabelle22 b, liegen 16 Messreihen zu
Grunde und bestétigen, dass unterschiedliche phenolische Verbindungen als Bezugssub-
stanzen zu unterschiedlichen Gesamtphenol-Werten fiihren. Eine einfaktorielle Varianz-

analyse (ANOVA) ergibt, dass mit einer Sicherheit von 95 % bei A = 760 nm ein signifi-
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Chlorogenséure und Catechin grofler bei A = 720 nm als bei A = 760 nm.

kanter Unterschied der Extinktionen zwischen Gallussdure, Chlorogenséure, Catechin,
Gentisinsdure und Salicylsdure besteht (Tabelle 23 a und 23 b). Aus diesen Ergebnissen
kann geschlossen werden, dass die gemessenen Gesamtphenol-Werte nicht den Sollwerten
entsprechen und dass diese Abweichung konzentrationabhéngig ist. Bis auf Chlorogensiu-
re und Catechin sind die Messwerte bei den beiden untersuchten Konzentrationen héher

bei A = 720 nm als bei A = 760 nm, d.h. die Abweichung von den Sollwerten sind bis auf

Tabelle 23 a: Einfaktorielle Varianzanalyse: Gesamtphenole der Modelllosung (440 mg/ 1)

einer Mischung von unterschiedlichen Vergleichssubstanzen bei A = 760 nm,

s = 1 cm, ausgedriickt als Gallussdure bzw. Chlorogensiure, Catechin,

Gentisinsdure und Salicylsdure

Streuungsursache | Quadratsummen | Freiheitsgrade | Mittlere PriifgroBe | Kritischer
(SS) (df) Qua- (F) F-Wert

dratsummen
(MS)

Unterschiede 1857921,680 4 464480,420 |3785,948 |2,494

zwischen den

Gruppen

Innerhalb der | 9201,403 75 122,685

Gruppen

Gesamt 1867123,082 79
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Tabelle 23 b: Einfaktorielle Varianzanalyse: Gesamtphenole der Modelllosung
(880 mg/ 1) einer Mischung unterschiedlicher Vergleichssubstanzen
bei A = 760 nm, s = lcm, ausgedriickt als Gallussiure bzw.
Chlorogenséure, Catechin, Gentisinsdure und Salicylsdure

Streuungsursache | Quadratsummen | Freiheitsgrade | Mittlere Qua- | Priifgrof3e | Kritischer

(SS) (df) dratsummen | (F) F-Wert
(MS)

Unterschiede 6084557,838 4 1521139,459 |1911,979 | 2,494

zwischen den

Gruppen

Innerhalb der 59668,759 75 795,583

Gruppen

Gesamt 6144226,596 79

Bei den beiden Konzentrationen zeigen Gallussdure und Catechin weniger als den Sollwert
und der Rest mehr Gesamtphenole als den Sollwert. Tabelle 24 fasst die Abweichung der

Gesamtphenolgehalte der Modelllosung von den Sollwerten zusammen.

Tabelle 24:Gesamtphenol-Abweichung von unterschiedlichen Bezugssubstanzen,
gefiarbt nach Folin-Ciocalteu, von den Sollwerten bei A = 760 nm,
s =1 cm, bezogen auf den Sollwert

Konzentration Bezugssubstanzen | Abweichung % Bemerkungen
A 47 weniger
B 20 mehr
440 mg/1 C 21 weniger
D 10 mehr
E 40 mehr
A 32 weniger
B 27 mehr
880 mg/ | C 14 weniger
D 6 mehr
E 58 mehr

A: Gallussidure

B: Chlorogensiure
C: Catechin

D: Gentisinsdure
E: Salicylsdure

Da die Bezugssubstanz Salicylsdure nach der HPLC-Trennung im Spektrum der phenoli-

schen Substanzen von Topinambur dominiert, wurde auf diese Verbindung bezogen und
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mit einem Unterschiedtest eine Priifung durchgefiihrt, ob die Abweichungen konzentrati-

onsabhéngig sind. In der Tabelle 25 sind die Ergebnisse dieser Priifung dargestellt.

Tabelle 25: Priifung auf signifikanten Unterschied zweier Stichproben

Soll-Werte 440 mg/1 [880 mg/1
MW 736,434 1393,859
Varianz 222,889 1445,382
Freiheitsgrad |15 15

Fber 2,63

Frab (5%) 2,40

Frab (1) 3,52

ther 1,639

tTab (5%) 2,04

tTab (1%) 2,75

Freiheitsgrad |30

Da Fper > Frab 5% < Frab 19, Desteht zwischen den beiden Varianzen ein signifikanter Unter-
schied. Da tye; = 1,639 <trap 19, = 2,75 ist (Irrtumswahrscheinlichkeit oo = 1 %, statistische
Sicherheit P = 99 % und Freiheitsgrad FG = 30), liegt kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Abweichungen von den Sollwerten bei den beiden Konzentationen vor. Das ist
der Grund, weshalb bei der Berechnung der Gesamtphenolgehalte als Salicylsdure bei

A =760 nm, s = 1cm, 40 % von den berechneten Werten abgezogen werden.

3.2.8.4 Gesamtphenolgehalte der im Labor kultivierteten Topinamburknollen
und Zichorienwurzeln bzw. deren Schalen als Salicylsédure-Aquivalent in
Methanolextrakten nach Folin-Ciocalteu

Wegen der moglichen Stérungen durch Ethylacetat bei der HPLC-Trennung der Polyphe-
nole und deren Auswirkung auf die massenspektrometrische Analyse wurde versucht, das
Losemittel zusammen mit dem Methanol mittels Rotationsverdampfers im Vakuum abzu-
dampfen. Zur Polyphenol-Bestimmung wurde der Riickstand aus der Verdampfung mit
Methanol wieder aufgenommen und die Extinktionen nach der Folin-Ciocalteu-Methode
bestimmt. Der Versuch mittels Wasserstrahlpumpe bei einer Badtemperatur von 70 °C die
Losemittel abzuziehen, fiihrte zu sehr hohen Verlusten an Polyphenolen. Das Verfahren
wurde deshalb umgestellt, und zwar wurde die Badtemperatur auf 45 °C und das Vakuum
auf ca. 0,02 bar mittels einstufiger Vakuumpumpe abgesenkt.

Die Resultate dieses Versuchs sind in Tabelle 26 dargestellt. Wie aus dieser Tabelle her-
vorgeht, dndern sich die Gesamtphenolgehalte aller Sorten im Laufe des Keimversuchs im

Labor. Diese Anderungen sind vom Stoffwechsel-Aktivierungsgrad, welcher uneinheitlich
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ist, abhéngig. Man erkennt aus Tabelle 26 unterschiedliche Verldaufe. Wahrend die Ge-
samtphenolgehalte der Sorten Gigant, Petit Blanc, Medius Lindhoop und Zichorie im Lau-
fe des Keimversuchs im Labor zunehmen, nimmt das Salicylsiure-Aquivalent bei den Sor-
ten Rozo und Large White im Laufe des Keimversuchs im Labor zu, erreicht ein Maxi-
mum und nimmt dann wieder ab. Der Gesamtphenolgehalt der Sorte Waldspindel nimmt
im Laufe des Keimversuchs im Labor ab, erreicht ein Minimum und nimmt dann wieder
zu. Bei den restlichen untersuchten Sorten ist der Verlauf uneinheitlich. Die Sorte Medius
Briickmann erbringt die hochsten Gesamtpolyphenolwerte nach 33 Keimversuchstagen im
Labor (8 % der TM). Die Sorten Gute Gelbe, Medius Lindhoop, Gigant und Petit Blanc
weisen nach 52 Keimversuchstagen im Labor einen hochsten Gesamtpolyhenolgehalt Sali-
cylsiure-Aquivalent (6,0 %; 4,9 %; 3,5 % und 5,4 % der TM) auf. Die hochsten Gesamt-
polyhenolgehalte wurden mit den Sorten Waldspindel, RoZo, Zichorie, Large White und
Stamm (5,4 %; 4,1 %; 2,4 %; 5,5 % und 4,7 % der TM) nach 33 Keimversuchstagen im
Labor erzielt. Die Sorte Medius wird in Deutschland in der Industrie verarbeitet. Betrach-
tet man beide Herkiinfte (Lindhoop und Briickmann), so merkt man, dass die Gesamtpoly-
phenolgehalte von dem Boden abhingig sind und dass die Novemberernte fiir Medius
Briickmann und die Dezemberernte fiir Medius Lindhoop giinstig fiir die Gewinnung phe-
nolischer Verbindungen sind.

Tabelle 26: Gesamtphenolgehalt der im Labor kultivierteten
Topinamburknollen und Zichorienwurzeln als
Salicylsiure-Aquivalent in Methanol.

Angabe in g/ 100 g TM

Keimungsdauer in Tage|0 12 21 33 52
ganze Knolle

Knollensorten

RoZo 0,6 1,8 2,6 4,1 3,7
Stamm 0,7 1,0 0,7 4,8 4,2
Gigant 0,6 0,9 2,0 2,3 3,5
Medius Lindhoop 0,5 0,8 4,0 4,8 4.9
Medius Briickmann 1,2 5,2 3,5 8,0 5,0
Gute Gelbe 0,6 1,1 4,2 4,0 6,1
Petit Blanc 0,4 1,0 4.4 5,2 5,4
Large White 0,5 2,0 4.4 5.5 4.4
Waldspindel 5,1 0,8 5.4

Zichorie 1,2 2,2 2,4
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3.2.8.5 Gesamtphenolgehalte der Schalen von im Labor kultivierteten Topinambur
und Zichorien in Methanolextrakten als Salicylsdure-Aquivalent nach Folin-
Ciocalteu

Die Gesamtphenolgehalte der Schalen von im Labor geziichtetem Topinambur und
Zichorien in Methanol sind in Tabelle 27 dargestellt.

Aus den Ergebnissen, die in Tabelle 27 dargestellt sind, kann geschlossen werden, dass der
Gehalt an Polyphenolen sich im Laufe des Keimversuchs im Labor in den Schalen @ndert.
Verschiedene Verldufe sind aus dieser Tabelle erkennbar. Wahrend der Gesamtphenolge-
halt der Sorten Stamm und Petit Blanc im Laufe des Keimversuchs im Labor in den Scha-
len stindig zunimmit, ist der Verlauf fiir die Sorten Waldspindel und Zichorie anders. Thre
Gesamtphenolgehalte nehmen im Laufe des Keimversuchs im Labor zu, erreichen ein
Maximum und nehmen dann wieder ab. Der Verlauf ist fiir die restlichen untersuchten
Sorten uneinheitlich. Die Sorte RoZo erbringt die hdchsten Gesamtpolyphenolwerte nach
52 Keimversuchstagen im Labor (23 % der TM). Ein vergleichbarer Wert wurde mit der
Sorte Large White nach 21 Keimversuchstagen im Labor erzielt (21 % der TM). Die Sor-
ten Medius Lindhoop, Medius Briickmann, Gigant, Gute Gelbe, Large White und Petit
Blanc weisen nach 52 Keimversuchstagen im Labor den hochsten Gesamtpolyhenolgehalt
als Salicylsiure-Aquivalent (19,9 %; 19,9 %; 19,1 %; 19,1 % und 20,4 % der TM) auf. Die
hochsten Gesamtpolyphenolgehalte wurden mit der Sorte Stamm nach 33 Keimver-
suchstagen (20,6 % der TM) und mit den Sorten Waldspindel und Zichorie (21,1 % und
18,1 % der TM) nach 21 Keimversuchstagen im Labor erzielt. Aus diesen Ergebnissen
kann geschlossen werden, dass der Gesamtphenolgehalt in Zichorienschalen geringer als
in den Topinamburschalen ist.

Vergleicht man die hochsten Gesamtphenol-Werte der Knollen aller Sorten mit denen der
Schalen, so merkt man, dass die Polyphenole mehr in den Schalen zu finden sind, was mit
den Ergebnissen der Extraktionsmethode nach Paupardin iibereinstimmt. Bei den Sorten
Stamm, Gigant, Gute Gelbe, Petit Blanc und Medius Lindhoop wurden an den identischen
Keimversuchstagen im Labor die hochsten Gesamtphenolwerte in den Knollen und in den
Schalen gefunden. In der Tendenz wandern im Laufe des Keimversuchs im Labor die Po-
lyphenole vom Fruchtfleisch in die Schalen, erreichen ein Maximum in den Schalen und
verteilen sich dann zwischen neuen gebildeten Wurzeln und Knollen, wo sie eine Schutz-

rolle wéhrend der Knollenbildung spielen.



Ergebnisse 134

Tabelle 27: Gesamtphenolgehalt der Schalen von im Labor
kultivierteten Topinambur und Zichorien
als Salicylsiure-Aquivalent in Methanol.
Angabe in g/ 100 g TM

Keimungsdauer in Tage|0 12 21 33 52
Knollenschalen

Knollensorten

RoZo 2,4 6,3 1,6 19,7 23,1
Stamm 1,9 5,2 5,5 20,6 20,6
Gigant(Topianka) 1,0 3,7 14,2 9.9 19,1
Medius Lindhoop 1,6 4.9 17,5 8,2 19,9
Medius Briickmann 3,2 10,2 2,8 13,4 19.9
Gute Gelbe 1,8 4,8 18,7 17,8 19,1
Petit Blanc 1,8 3,9 14,2 17,3 20,4
Large White 1,0 14,4 4,6 20,7 21,0
Waldspindel 17,2 21,1 18,6

Zichorie 6,8 18,1 17,3

3.2.8.6 Vergleichende physikalische Messungen an Topinambur und Zichorie
3.2.8.6.1 pH
3.2.8.6.1.1 pH-Messung an Extrakten aus verschiedenen Topinamburknollen und
an der Zichorienwurzel nach Verdampfung, Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol in Abhdngigkeit von Sorte und
Keimdauer
Die Resultate der pH-Messung in den Extrakten von verschiedenen Topinamburknollen

und in der Zichorienwurzel nach Verdampfung, Auswaschen des Riickstandes mit Metha-
nol in Abhingigkeit von Sorte und Keimdauer sind in der Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: pH-Werte der Extrakte aus verschiedenen Topinamburknollen und
der Zichorienwurzel nach Verdampfung, Auswaschen des Riickstandes
mit Methanol in Abhédngigkeit von Sorten und Keimdauer

Keimdauer (Tage) |0 12 21 33 52
Probebezeichnung

RoZo 6,37 8,04 7,69 17,83 5,43
Stamm 6,57 16,14 8,93 15,39 5,32
Gigant 5,87 (7,02 82 18,35 5,79

Medius Lindhoop 5,89 16,14 4,69 5,20 5,32
Medius Briickmann 6,22 [6,69 4,82 5,38 5,25

Gute Gelbe 6,67 (7,39 4,56 5,39 5,09
Petit Blanc 6,00 (6,83 6,64 16,42 5,24
Large White 6,21 16,68 5,65 15,73 5,16
Waldspindel 4,93 18,97 5,25

Zichorie 5,33 16,32 5,6
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Aus der Tabelle 28 geht hervor, dass die pH-Werte in den Extrakten sich im Laufe des
Keimversuchs im Labor &ndern. Sie sind von den Sorten abhingig. Die gemessenen pH-
Werte lagen zwischen 4,93 und 8,93. Die Verlaufe sind uneinheitlich. In der Tendenz
nimmt der pH-Wert im Laufe des Keimversuchs zu, erreicht ein Maximum und nimmt

dann ab.

3.2.8.6.1.2 pH-Messung in den Extrakten von verschiedenen Topinambur- und
Zichorienschalen nach Verdampfung, Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol in Abhéngigkeit von Sorte und
Keimdauer

Die Resultate der pH-Messung von Extrakten verschiedener Topinambur- und

Zichorienschalen nach Verdampfung, Auswaschen des Riickstandes mit Methanol in Ab-
héngigkeit von Sorte und Keimdauer sind in der Tabelle 29 dargestellt.

Wie aus der Tabelle 29 hervorgeht, dndern sich die pH-Werte im Laufe des Keimversuchs
im Labor. Sie sind von den Sorten abhdngig. Die gemessenen pH-Werte lagen zwischen
5,33 und 9,16. Die Verldufe sind uneinheitlich. In der Tendenz nimmt der pH-Wert im
Laufe des Keimversuchs zu, erreicht ein Maximum und nimmt dann ab. Die gemessenen
pH-Werte der Schalenextrakte sind etwas hoher als die der Knollen.

Tabelle 29: pH-Werte in den Extrakten von verschiedenen Topinambur- und
Zichorienschalen nach Verdampfung, Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol in Abhingigkeit von Sorte und

Keimdauer
Keimdauer (Tage) |0 12 21 33 52
Probebezeichnung
RoZo 6,01 6,39 9,15 8,67 |533
Stamm 6,4 6,17 9,66 5,85 5,78
Gigant 6,44 6,33 8,16 8,99 |599

Medius Lindhoop 6,44 6,51 5,61 |8,86 6,89
Medius Briickmann [6,30 8,10 9,28 7,37 5,55

Gute Gelbe 6,21 6,61 5,38 5,30 (6,44
Petit Blanc 5,98 6,38 5,88 (5,82 16,27
Large White 6,21 7,04 9,16 15,56 16,16
Waldspindel 5,87 5,75 6,00
Zichorie 9,05 6,64 6,27

3.2.8.6.2 Extrakt

3.2.8.6.2.1 Extrakt-Messung an verschiedenen Topinamburknollen und
an Zichorienwurzeln nach Verdampfung, Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol in Abhingigkeit von Sorten und
Keimdauer

Die Ergebnisse der Extrakt-Messung verschiedener Topinamburknollen und
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Zichorienwurzeln nach Verdampfung, Auswaschen des Riickstandes mit Methanol in Ab-
héngigkeit von Sorten und Keimdauer sind in der Tabelle 30 dargestellt.

Aus der Tabelle 30 kann geschlossen werden, dass die Extrakt-Werte sich im Laufe des
Keimversuchs im Labor dndern. Sie sind von den Sorten abhéngig. Die gemessenen Ex-
trakt-Werte lagen zwischen 0 und 13,80. Der Verlauf ist uneinheitlich. Keine deutliche

Tendenz lasst sich aus der Tabelle 30 ersehen.

Tabelle 30: Extraktkonzentration verschiedener Topinamburknollen und
Zichorienwurzeln in Methanol in % als Funktion der Keimver-
suchstage (Ernte Oktober bis Dezember 2000)

ganze Knollen

Probebezeichnung Keimdauer (Tage)

0 12 21 33 52
RoZo 10,6 8,4 8 8 11,8
Stamm 11,4 9.6 <0 10 11
Gigant 12 12 5,2 6 11,6
Medius Lindhoop 10,2 10,6 11 9,8 12
Medius Briickmann (15 12 11 10 10,6
Gute Gelbe 10,6 8,4 11 11 11,6
Petit Blanc 12 7,8 11,2 13,8 12
Large White 11,8 10 12 12 12,2
'Waldspindel 12,8 1 10,4
Zichorie 10 9.8 9,8

3.2.8.6.2.2 Extrakt-Messung verschiedener Topinambur- und
Zichorienschalen nach Verdampfung, Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol in Abhingigkeit von Sorten und
Keimdauer

Die Ergebnisse der Extrakt-Messung verschiedener Topinambur- und Zichorienschalen
nach Verdampfung, Auswaschen des Riickstandes mit Methanol in Abhéngigkeit von Sor-
ten und Keimdauer sind in der Tabelle 31 dargestellt.

Aus Tabelle 31 geht hervor dass die Extrakt-Werte sich im Laufe des Keimversuchs im
Labor dndern und sind von den Sorten abhéingig.

Die gemessenen Extrakt-Werte lagen zwischen 0 und 11. Die Verldufe sind uneinheitlich.
Keine deutliche Tendenz ldsst sich aus der Tabelle 31 ersehen. Bei den Sorten Medius
Linhoop und Petit Blanc wurde ein hoherer Gesamtphenolgehalt, in Verbindung mit einem
hoheren Extrakt extrahiert. Zwischen der Ethylacetat-Methanol-Extraktion und der durch
Vakuumbehandlung erhaltenen Proben ergeben sich hinsichtlich geldster,extraktbildender
Stoffe deutliche Unterschiede, und zwar tritt nach Aufnahme des Riickstandes aus der Va-

kuumdestillation in Methanol ein Verlust ein. Dieser beruht auf das Ausscheiden hochmo-
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lekularer, in Methanol unldslicher Stoffe, wie beispielweise Inulin, Pektin, Hemizellulose

usw. Diese verblieben auch im Destillierkolben als klebrsiger, viskoser Riickstand.

Tabelle 31: Extraktkonzentration verschiedener Topinambur- und Zichorienknollen-
schalen in Methanol in % als Funktion der Keimversuchstage
(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Knollenschalen
Probebezeichnung [Keimdauer (Tage)

0 12 21 33 52
RoZo 8,2 6,6 <0 4 9,8
Stamm 6 4,2 <0 8,4 9,8
Gigant 4 6 5.2 3 10,8
Medius Lindhoop [8,4 2 8 2.4 8
Medius Briick-
mann 8 7 0,2 6 10
Gute Gelbe 6,8 5,6 8,8 10,4 8
Petit Blanc 8,2 6,2 9 10 9
Large White 7,8 7,6 <0 10 10
'Waldspindel 8,4 11 9,8
Zichorie 4 7 7,6

3.2.8.6.3 Spezifische elektische Leitfahigkeit Ky

Alle Stoffe, seien es Feststoffe, Fliissigkeiten oder Gase, die bewegliche Ladungstrager
aufweisen, wie z.B. Elektronen oder Ionen, besitzen einen endlichen ohmschen Wider-
stand und damit einen messbaren elektrischen Leitwert oder eine spezifische elektrische
Leitfahigkeit. Zur Bestimmung von Konzentrationen interessiert die spezifische Leitfahig-
keit K, das ist der Kehrwert des spezifischen Widerstandes p: K= 1/p

K = 1/R. k [Siemens. cm™].

k stellt der Zellenkonstante und

p den spezifischen Widerstand dar.

3.2.8.6.3.1 Spezifische elektrische Leitfahigkeitsmessung Ky verschiedener
Extrakte von Topinamburknollen und der Zichorienwurzel nach
Verdampfung, Auswaschen des Riickstandes mit Methanol in
Abhidngigkeit von Sorte und Keimdauer

Die Ergebnisse der Messung der spezifischen elektrischen Leitfdhigkeit (Ky9) in Abhén-
gigkeit von der Keimdauer der Extrakte aus ganzen Knollen (Extrakt nach 3.2.6) sind in
Tabelle 32 dargestellt.
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Verschiedene Verldufe sind aus der Tabelle 32 erkennbar. Wihrend K, bei den Sorten
RoZo und Medius Briickmann im Laufe des Keimversuchs zunimmt, ein Maximum er-
reicht, wieder abnimmt und nimmt dann wieder zu, bei der Zichorie nimmt sie zu, erreicht
ein Maximum und nimmt dann ab. Bei den Sorten Gigant, Large White, Stamm, Medius
Lindhoop, Medius Briickmann, Gute Gelbe und Waldspindel nimmt K,y im Laufe des
Keimversuchs ab, erreicht ein Minimum, und nimmt dann zu. Die Sorte Medius Briick-
mann weist den hochsten Ky-Wert nach 12 Keimversuchstagen auf (9,51 pS.cm™), gefolgt
von dem entsprechenden Wert der Sorte Waldspindel nach 33 Keimversuchstagen

(8,4 uS.cm'l). Die Sorten Large White, Gute Gelbe, Stamm, RoZo, Medius Linhoop, Gi-
gant und Zichorie weisen die hochsten Kyo-Werte (8,33; 8,18; 6,24; 5,68; 4,93; 4,27 und
5,49 pS.cm™), nach 52 Keimversuchstagen auf. Bis auf die Sorten RoZo, Stamm, Gigant,
Medius Lindhoop und die Zichorie liegen die K;o-Werte in den Knollen hdher als die der
Schalen. GroBe Tendenz ist die Zunahme der Leitfdhigkeit bis 52 Keimdauertagen, schnel-

ler Anstieg bis 21. Tage, dann langsamer mit Schwankungen bis zum 52. Tage.

Tabelle 32: Spezifische elektrische Leitfahigkeit Koo [1S.cm™] der Extrakte aus ganzen
Knollen und Wurzeln in Abhédngigkeit von der Keimdauer (Tage)

Keimdauer (Tage) 0 12 21 33 52
Probebezeichnung

RoZo 1,44 1,89 4,25 4,02 5,68
Stamm 1,43 1,37 2,52 3,97 6,24
Gigant 1,47 1,4 3,1 3,16 4,27
Medius Lindhoop 1,35 1,27 5,4 4,88 4,93
Medius Briickmann 1,7 9,51 6,05 6,15 7,25
Gute Gelbe 1,58 1,28 6,94 4,34 8,18
Petit Blanc 1,51 1,22 391 6,32 5,97
Large White 1,87 1,56 4,28 6,5 8,33
Waldspindel 6,22 2,34 8,4

Zichorie 5,05 5,49 4,91

3.2.8.6.3.2 Spezifische elektrische Leitfahigkeitsmessung K, verschiedener
Extrakte von Topinambur- und Zichorienschalen nach Verdampfung,
Auswaschen des Riickstandes mit Methanol in Abhédngigkeit von
Sorten und Keimdauer

Die Ergebnisse der Leitfahigkeitsmessungen Ky in verschiedenen Topinambur- und Zi-
chorienschalenextrakten sind in der Tabelle 33 dargestellt. Zwei Verldufe sind hier er-
kennbar. Wahrend K;( bei den Sorten RoZo, Stamm, Waldspindel und Zichorie im Laufe

des Keimversuchs zunimmt, nimmt sie bei den Sorten Medius Lindhoop, Gigant, Medius
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Briickmann, Petit Blanc, Large White und Gute Gelbe zu, erreicht ein Maximum und
nimmt dann ab. Die Sorte RoZo, Stamm, Medius Briickmann und Petit Blanc weisen den
hochsten spezifischen Leitfahigkeitswert nach 52 Keimversuchstagen auf (8,88; 7,78; 7,04
und 4,65 uS.cm™). Zichorien, Waldspindel, Gute Gelbe und Large White weisen die
hochsten Kp-Werte (6,82; 6,80; 6,74 und 5,41 uS.cm’l) nach 33 Keimversuchstagen auf.
Bei den Sorten Gigant und Medius Linhoop wurde der hochste Kyp-Wert (5,44 und 4,98
uS.cm™) nach 21 Keimversuchstagen gemessen. Die Abgabe an Mineralstoffen in das L&-

semittel verlief also uneinheitlich.

Tabelle 33: Spezifische elektrische Leitfiahigkeit Koo [uS.cm™] der Extrakte aus Schalen
in Abhéngigkeit von der Keimdauer (Tage)

Keimdauer (Tage) 0 12 21 33 52
Probebezeichnung

RoZo 0,70 1,03 1,26 2,47 8,88
Stamm 0,76 1,02 3,44 5,54 7,78
Gigant 0,66 0,74 5,44 3,18 5,16
Medius Lindhoop 0,81 0,91 4,98 4,04 4,85
Medius Briickmann 0,81 6,70 2,38 4,70 7,04
Gute Gelbe 0,69 0,90 6,43 6,74 3,59
Petit Blanc 0,68 0,77 4,52 3,23 4,65
Large White 0,79 4,29 2,36 5,41 4,71
Waldspindel 5,10 5,64 6,80

Zichorie 3,10 3,73 6,82

3.2.8.6.3.3 Zusammenhang zwischen der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit (K;0) und
der Extraktkonzentration der Extrakten aus den Schalen der im Labor
kultivierteten Topinamburknollen

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Mess-
werte der spezifischen elektrischen Leitfdhigkeit ausgedriickt durch die Mittelwerte der
Messreihe wihrend der Keimversuche und den Extraktkonzentrationen der Extrakten aus
den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen, miteinander verbunden sind.
Diagramm 22 stellt den Zusammenhang zwischen der spezifischen elektrischen Leitfahig-
keit und der Extraktkonzentration (alle Sorten) dar.

Die Ergebnisse zeigen deutlich (Diagramm 22), dass kein Zusammenhang zwischen der
spezifischen elektrischen Leitfahigkeit, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messreihe
wihrend der Keimversuche und der Extraktkonzentration, ausgedriickt durch die Mittel-

werte der Messreihe wahrend der Keimversuche der Extrakten aus den Schalen der im La-
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bor kultivierteten Topinamburknollen besteht. Der Grund hierfiir scheint in den Methoden
zu liegen. In Diagramm 22 ist zu ersehen, dass die Verdnderungen der spezifischen elektri-
schen Leitfdhigkeit nur zu 13 % durch die Verdnderungen der Extraktkonzentration er-

klarbar sind.

7,00
6,00 -
5,00 -

.
$
4,00 -
* o

3,00 | 4 . "

2,00

y = 0,2468x + 1,933

=12 0
1,00 B =13 %

spezifische elektrische Leitfahigkeit

0,00 T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Extraktkonzentration

y = spezifische elektrische Leitfihigkeit Ky [uS.cm™]

x = Extraktkonzentration in g/ 100 ml

Diagramm 22: Zusammenhang zwischen der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit
[nS.cm™'] und der Extraktkonzentration (g/ 100 ml) der Extrakten aus
den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen
(alle Sorten).

3.2.8.6.3.4 Zusammenhang zwischen spezifischer elektrischer Leitfahigkeit (Kyo) und
Wassergehalt der Extrakten aus den Schalen der im Labor kultivierteten
Topinamburknollen
Hier soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzmaBigkeit die Messwerte der
spezifischen elektrischen Leitfahigkeit, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messreihe
wéhrend der Keimversuche und den Wassergehalten der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 23 stellt
den Zusammenhang zwischen der spezifischen elektrischen Leitfdhigkeit und dem Was-
sergehalt (alle Sorten) dar.
Die Ergebnisse zeigen deutlich (Diagramm 23), dass kein Zusammenhang zwischen der
spezifischen elektrischen Leitfahigkeit, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messreihe
wéhrend der Keimversuche und dem Wassergehalt, ausgedriickt durch die Mittelwerte der

der Messreihe wahrend der Keimversuche der Extrakten aus den Schalen der im Labor
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kultivierteten Topinamburknollen besteht. Der Grund hierfiir scheint in den Methoden zu
liegen. In Diagramm 23 ist deutlich zu ersehen, dass die Verdnderungen der spezifischen
elektrischen Leitfahigkeit nur zu 26 % durch die Verdnderungen des Wassergehaltes er-

klarbar sind.

7,00

6,00

o
o
o

spezifische elektrische Leitfdhigkei
L 4
/

¢ 2
4,00

' ] .

3,00 < . ®

2,00 |
- y=-0,1497x + 15,577

B=264%
1,00 -
0,00 : ‘ ‘ : :
72,00 74,00 76,00 78,00 80,00 82,00 84,00

Wassergehalt in g / 100 g Schalen)

y = spezifische elektrische Leitfahigkeit Ky [uS.cm™]

x = Wassergehalt-Werte in g / 100 g Schalen

Diagramm 23: Zusammenhang zwischen spezifischer elektrischer Leitfdhigkeit [uS.cm™]
und Wassergehalt (g/ 100 Schalen) der Extrakten aus den Schalen der
im Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Die Zunahme der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit 14sst sich durch die Mineralisie-
rung im Laufe des Keimversuche erkldren. Die Knollen nehmen durch Wurzeln Makro-
und Mikroelemente aus dem aufgediingt-pflanzfertige Blumenerde auf und speichert diese

nur in einem kiirzeren Zeitraum.

3.2.8.6.3.5 Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu als
SAE) und dem Wassergehalt der Extrakten aus den Schalen der im Labor
kultivierteten Topinamburknollen

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Mess-

werte des Gesamtphenolgehaltes als SAE, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messrei-
he wihrend der Keimversuche und den Wassergehalten der Extrakten aus den Schalen der
im Labor kultivierteten Topinamburknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 24
stellt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu als

SAE) und dem Wassergehalt (alle Sorten) dar.
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Diagramm 24: Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu
als SAE) und dem Wassergehalt der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Wie aus Diagramm 24 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,8452) zwischen dem
Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM und dem Wassergehalt (g/100 g Schalen) (alle Sor-
ten). Wenn der Wassergehalt der Schalen steigt, (d.h. die Trockenmasse sinkt), sind die
Gesamtphenolwerte hoch und umgekehrt. Aus Diagramm 24 kann geschlossen werden,
dass die Verdanderungen des Gesamtphenolgehaltes zu 71 % durch die Verdnderungen des

Wassergehaltes (bzw. Trockenmasse) erklérbar sind.

3.2.8.6.3.6 Zusammenhang zwischen Gesamtphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu als GAE) und Wassergehalt der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Mess-

werte des Gesamtphenolgehaltes als GAE, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messrei-
he wihrend der Keimversuche und den Wassergehalten der Extrakten aus den Schalen der
im Labor kultivierteten Topinamburknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 25
stellt den Zusammenhang zwischen Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu als GAE)

und Wassergehalt (alle Sorten) dar.
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Diagramm 25: Zusammenhang zwischen Gesamtphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu als GAE) und Wassergehalt der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Wie aus Diagramm 25 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,8499) zwischen dem
Gesamtphenolgehalt als GAE in % TM und dem Wassergehalt (g/100 g Schalen) der Ex-
trakten aus den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten).
Wenn der Wassergehalt der Schalen steigt, (d.h. die Trockenmasse sinkt), sind die Ge-
samtphenol-Werte hoch und umgekehrt. Aus Diagramm 25 kann geschlossen werden, dass
die Veranderungen des Gesamtphenolgehaltes zu 72 % durch die Verdnderungen des
Wassergehaltes (bzw. Trockenmasse) erklarbar sind.

Der Zusammenhang zwischen Wassergehalt (g/ 100 Schalen) und Gesamtphenolgehalt (al-
le Sorten) ist nicht abhidngig von der Bezugsubstanz. Die Korrelationskoeffizienten sind
fast gleich (r = 0,84 und r = 0,85), egal ob der Gesamtphenolgehalt als Gallusséure-
Aquivalent (GAE) oder Salicylsiure-Aquivalent (SAE) ausgedriickt ist (Diagramm 24 und
Diagramm 25). Der lineare Zusammenhang ist zwischen dem Wassergehalt (g/ 100 Scha-
len) und dem Gesamtphenolgehalt als GAE (nach Folin-Ciocalteu und nach Paupardin ext-
rahiert) in den Schalen der frisch geernteten Topinamburknollen (alle Sorten, Diagramm

19, r=0,9792) besser erfiillt als zwischen dem Wassergehalt (g/ 100 Schalen) und dem
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Gesamtphenolgehalt als GAE (nach Folin-Ciocalteu und nach eigener Extraktionsmethode
erfasst, alle Sorten, Diagramm 25, r = 0,85). Die Ursache liegt in der Anzahl der Mess-
punkte. Die gewonnenen Messwerte bei den Schalen der im Labor kultivierteten Topi-
namburknollen (nach eigener Extraktionsmethode erfasst) ndhern sich als Mittelwerte bes-

ser der Realitit.

3.2.8.6.3.7 Zusammenhang zwischen spezifischer elektrischer Leitfiahigkeit Ky und
Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu als SAE)

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Mess-
werte der spezifischen elektrischen Leitfdhigkeit, ausgedriickt durch die Mittelwerte der
Messreihe wihrend der Keimversuche und den Gesamtphenolgehalten der Extrakten aus
den Schalen, miteinander verbunden sind. Diagramm 26 stellt den Zusammenhang zwi-
schen der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit und dem Gesamtphenolgehalt (nach Fo-

lin-Ciocalteu) (alle Sorten) dar.
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Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM
y = spezifische elektrische Leitfahigkeit K 1 [;,LS.cm'l] x = Gesamtphenol-Werte

Diagramm 26: Zusammenhang zwischen spezifischer elektrischer Leitfahigkeit
Kz [uS.cm™'] und Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-
Ciocalteu) (alle Sorten)
Wie aus Diagramm 26 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,9639) zwischen der spe-
zifischen elektrischen Leitfihigkeit Ky [uS.cm™] und dem Gesamtphenolgehalt als SAE
in % TM (alle Sorten). Aus Diagramm 26 kann geschlossen werden, dass die Verdnderun-
gen der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit Ky zu 93 % durch die Verdnderungen des

Gesamtphenolgehaltes erklarbar sind.
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3.2.8.6.3.8 Zusammenhang zwischen der Extraktkonzentration und dem
Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu als SAE) der Extrakten aus den
Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Mess-

werte der Extraktkonzentration, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messreihe wahrend

der Keimversuche und den Gesamtphenolgehalten der Extrakten aus den Schalen, mitein-

ander verbunden sind. Diagramm 27 stellt den Zusammenhang zwischen der Extraktkon-

zentration und dem Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus den

Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten) dar.
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y = Gesamtphenol-Werte
x = Extraktkonzentration-Werte

Diagramm 27: Zusammenhang zwischen Extraktkonzentration (g/ 100 ml) und
Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu)
(alle Sorten)
Wie aus Diagramm 27 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,9291) zwischen Ge-
samtphenolgehalt als SAE in % TM und Extraktkonzentration (g/100 ml) (alle Sorten).
Aus Diagramm 27 kann geschlossen werden, dass die Verdanderungen des Gesamtphenol-

gehaltes zu 86 % durch die Verdnderungen der Extraktkonzentration erklarbar sind.

3.2.8.6.3.9 Zusammenhang zwischen den pH-Werten und dem Gesamtphenolgehalt (nach
Folin-Ciocalteu als SAE)
In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Mess-

werte der pH, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messreihe wéahrend der Keimversu-

che und den Gesamtphenolgehalten der Extrakten aus den Schalen, miteinander verbunden

10,00
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sind. Diagramm 28 stellt den Zusammenhang zwischen pH und Gesamtphenolgehalt (nach
Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus den Schalen der im Labor kultivierteten Topinam-

burknollen (alle Sorten) dar.
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Diagramm 28: Zusammenhang zwischen pH und Gesamtphenolgehalt als SAE
in % TM (nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)
Wie aus Diagramm 28 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,962) zwischen Gesamt-
phenolgehalt als SAE in % TM und pH (alle Sorten). Der Gesamtphenolgehalt sinkt mit
zunehmendem pH. Der Grund hierfiir scheint darin zu liegen, dass die phenolische Ver-
bindungen nicht stabil bei zunehmendem pH sind. Aus Diagramm 28 kann geschlossen
werden, dass die Verdnderungen des Gesamtphenolgehaltes zu 92 % durch die Veridnde-

rungen des pHs erkldrbar sind.

3.2.8.6.4 Physikalische Messungen an verschiedenen frisch geernteten
Topinamburknollen in Abhéingigkeit von den Extraktionsstufen
Es sollte tiberpriift werden, ob sich durch die erforderliche mehrstufige Extraktion der fri-

schen Knollen Veridnderungen in pH und rH einstellen. Es konnten Oxidationsvorgénge
die Aussage verfilschen und die Qualitdt der Polyphenole beeinflussen, z.B. Oxidation

und Polymerisation. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die Knolle zwischen 72 und 85 %
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an freier Feuchte enthélt (siehe Tabelle 19) und das Wasser teilweise in das Losemittel {i-
bergeht. Die Ergebnisse der physikalischen Messungen an frisch geernteten
Topinamburknollen in Abhédngigkeit von den Extraktionsstufen sind in der Tabelle 34

dargestellt.

Tabelle 34: Physikalische Messungen an frisch geernteten
Topinamburknollen in Abhdngigkeit von den Extraktionsstufen
Ethylacetat-Methanol = 1:1 (Ernte November 2000)

pH RH (mV) Ky [uS.cm™]

Sorten 1 2 3 | 2 3 1 2 3

Gigant 6,67 16,52 16,67 244 250 248 1,74 10,69 10,22

Gute Gel- | 6,64 6,58 6,66 240 240 250 1,74 0,65 0,24
be

Medius 6,74 6,62 6,89 |240 249 246 1,47 (0,53 10,32
Lindhoop

RoZo 6,74 16,65 6,83 242 244 246 1,55 0,55

Stamm 6,30 16,40 (6,50 254 242 246 1,89 10,83 0,53

Wildacker | 6,19 16,64 6,78 260 234 262 1,65 10,72 10,46

1; 2; 3: Extraktionsstufe

Aus der Tabelle 34 ist zu ersehen, dass der pH-Wert in der 3. Extraktion noch sehr stabil
bleibt. Die rH-Werte, die im schwach oxidierten Bereich liegen, weisen mit steigender Ex-
traktion keine einheitliche Tendenz auf. Deutlich verringert sich die Abgabe an Mineral-
stoffen in das Losemittel mit steigender Extraktionsstufe (Abhéngigkeit von Extraktkon-
zentration). Das kann auch mit dem Ubertritt des knolleneigenen Wassers als Transport-

mittel zusammenhingen.

3.2.8.6.5 Gesamtphenolbestimmung in einer Losung unterschiedlicher Konzentration an
Vergleichssubstanzen mit oder ohne 1 % iger Askorbinsdure.
Eine Modelllosung, die 1 g/l Gallussédure, Catechin, Chlorogensaure, Epicatechin,
4-Hydroxibenzoesédure, Vanillinsdure, Kaffeesdure, p-Cumarsdure und Ferulasdure alles
gesamt enthélt, wurde hergestellt. Steigenden Konzentrationen dieser Losung wurden 1 %
Askorbinsdure zugesetzt. Es sollte {iberpriift werden, ob sich durch einen Askorbinsdure-
zusatz Verdnderungen im Ergebnis an Gesamtphenolen, pH , rH und K einstellen. Die
Ergebnisse der Gesamtphenole und der physikalischen Messungen in Abhéngigkeit von
der Modelllosung-Konzentration sind in der Tabelle 35 dargestellt.
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Tabelle 35: Gesamtphenole, pH, rH, Ky und ihre Veridnderungen durch
1 % Askorbinséure.

Ohne Askorbinsdure mit 1% Askorbinsidure
Konzentration 100 200 300 400 100 200 300 400
der Modell-
16sung (mg/1)
Gesamtphenole | 834,60 | 1453,20 | 1815 |2223,15 |1495,65 |2439,75 |2555,1 |2871,6
(mg GAE/N)
spez. elek. 6,00 6,00 5,00 6,5 5,60 5,80 6,50 10,8
Leitfahigkeit
Koo (uS.cm™)
rH (mV) 490 490 490 490 400 400 400 400
pH 4,34 4,43 4,16 4,1 4,33 3,54 3,50 3,79

Aus der Tabelle 35 kann geschlossen werden, dass ein Zusatz von 1 %

Askorbinsdure die Extinktion bei der Folin-Ciocalteu-Bestimmung den Gesamtphenol-
Wert erhoht. Diese Zunahme hat sich bei der Modelllésung (100 mg/1) fast verdoppelt.
Wihrend der spezifische elektrische Leitfahigkeitswert bei der Modelllésung mit steigen-
der Konzentrationen ohne Askorbinsidure sehr stabil bleibt, nimmt er nach Zusatz von As-
korbinsdure mit steigender Konzentration an Vergleichssubstanzen zu. Der spezifische e-
lektrische Leitfahigkeitswert hat sich in der Modelllosung (400 mg/l) mit 1 % Askorbin-
sdure fast verdoppelt. Die rH-Werte, die im schwach oxidierten Bereich liegen, bleiben je-
doch mit steigender Konzentration an Vergleichssubstanzen stabil. Die Askorbinséure hat
nur einen geringen Einfluss auf die spezifische elektrische Leitfahigkeit. Der pH-Wert
bleibt bei der Modelllosung ohne Askorbinsdure stabil und verringert sich erwartungsge-

mass nach dem Zusatz von Askorbinséure.

3.2.8.7 Linearitét der Extinktionen verschiedener phenolischer Verbindungen bei

A =720 nm (s = lcm) und A = 760 nm (s = 1cm) (eigene Messungen)
Die Linearitét der Extinktionen verschiedener phenolischer Verbindungen bei
A=720nm (s = lcm) und A = 760 nm (s = 1cm) ist in Tabelle 36 a und Tabelle 36 b dar-
gestellt. Tabelle 36 a und 36 b (siche Anlagen)
Aus den Ergebnissen, dargestellt in Tabelle 36 a und Tabelle 36 b, kann geschlossen wer-

den, dass jede phenolische Verbindung ihr UV-Absorptionsverhiltnis hat und dass dieses

UV-Absorptionsverhéltnis konzentrations- und wellenldngenabhingig ist.

3.2.8.8 Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der untersuchten phenolischen
Verbindungen in Methanol in Abhédngigkeit von der Wellenldnge
(eigene Messungen)

Die dekadischen molaren Extinktionskoeffizienten der untersuchten phenolischen

Verbindungen in Methanol in Abhédngigkeit von der Wellenldnge sind in Tabelle 37 a und
Tabelle 37 b dargestellt.

Tabelle 37 a (mit Fortsetzung): Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der unter-
suchten phenolische Verbindungen in Methanol in Abhédngigkeit der Wellenlidnge
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Reihe Folge | Verbindung ¥ bei Amax Verbindung ¥ bei A280
1 Chlorogenséure | Amax = 341 Chlorogensdure | ) =280
M = 354,32 M = 354,32
Xn™ 13934 Xog0= 5474
2 Aesculin Amax = 350 Ellagsdure A =280
M = 340,31 M =338,23
Xn™ 11656 X280~ 4964
3 Sinapinsdure Amax = 341 Epicatechin A =280
M= 224,32 M =290,28
Xn™ 9904 ng(): 4028
4 Scopoletin Amax = 346 Protocatechuséure | ) = 280
M=192,17 M= 154,12
Xn= 9719 X280~ 3206
5 Ellagsaure Amax =364,5 | Gallussdure % =280
M = 338,23 M= 170,13
Y= 9572 Xo30= 3203
6 Salicylséure Amax = 344,5 | Sinapinsdure A =280
M = 138,12 M=22432
Y= 7241 Xz80= 2922
7 Umbelliferon | Amax = 341 Syringasdure A =280
M 162,14 M=198,18
Xn= 7223 ng(): 2779
8 2-Hydroxi-3-5- | Amax = 341 2—Hydr0xi—3—5— A =280
Dinitro- M =228,12 Dinitro- M =228,12
benzoesdure ¥u= 6353 benzoesdure Xog0= 2635
9 Cumarin-3- Amax = 341 Ferulasdure A =280
.Carbonsédure M=190,16 M =194,19
Xn— 6024 X280: 2476
10 Kaffeesédure Amax = 350 4- . % =280
M =180,16 Hydroxicumarin | pf= 162,15
Xn= 5828 X280~ 2347
11 Gentisinsdure | Amax = 341 p-Cumarséure % =280
M = 154,12 M= 164,16
Xa= 4323 Xps0= 2265
12 Epicatechin Amax = 286,5 | Salicylséure A =280
M = 290,28 M = 138,12
Xn= 4231 X280~ 2144
13 Protocate- Amax=2332 (3- |} =280
chusiure M= 154,12 Hydroxizimtsdure | 1 = 164,16
Xn™ 3595 X280~ 2105
14 Ferulaséure Amax =257,8 | Cumarin-3- A =280
M=194,19 Carbonséure M= 190,16
Xo= 3423 X50= 2008
15 Syringasiure Amax = 220 Umbelliferon A =280
M= 198,18 M= 162,14
Xn™ 3384 ng(): 1990
16 Gallusséure Amax =270 Catechin % =280
M =170,13 M =290,28
Xa=3275 Xp30= 1981




Ergebnisse

150

Tabelle 37 a (Fortsetzung): Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der untersuchten
phenolischen Verbindungen in Methanol in Abhéngigkeit von der Wellenlédnge

Reihe Folge Verbindung | y, bei Amax Verbindung Y bei 280
17 4-Hydroxicumarin Amax =217 Vanillinsiure A =280
M =162,15 M = 168,14
xn= 2874 Xogo= 1358
18 p-Cumarséure Amax = 304,8 Kaffeesdure A =280
M=164,16 M = 180,16
Xa= 2491 Xa50= 1333
19 3-Hydroxizimtsdure | Amax = 265 4- A =280
M = 164,16 Hydroxibenzoesdure | pf = 1 38,12
Xo= 2343 Xag0= 1032
20 Catechin Amax = 256 Scopoletin A =280
M = 290,28 M = 192,17
Xan= 2213 Xog0= 841
21 Vanillinsdure Amax = 256,5 Gentisinséure A =280
M= 168,14 M = 154,12
Xo= 1530 Xog0= 493
22 4- Amax = 260 Aesculin % =280
Hydroxibenzoesdure |M = 138,12 M = 340,31
Xo= 1174 Xog0= 238

¥n = Dekadische molare Extinktionskoeffizienten in l.mol™.cm™
A = Wellenldnge in nm
Amax = Wellenlidnge der Absorptionsmaximum in nm

M = Molmasse in g.mol”

Tabelle 37 b (mit Fortsetzung): Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der
untersuchten phenolischen Verbindungen in Methanol in Abhédngigkeit
von der Wellenldnge (bei A = 720 nm und A = 760 nm)

Reihe Folge Verbindung ¥ el Agng % bel Asgo

1 Ellagsédure y=329,73x + 0,113 y=325,12x + 0,1448
B =0,9897 B =0,9879
r=10,9948 r=0,9939
X720= 330 Xn= 325

2 Epicatechin y =296,32x + 0,062 y =291,19x +0,0861
B =0,9989 B =0,9987
r=0,9994 *** r=0,9993
X70= 296 X760= 292

3 Catechin y =276,83x +0,0543 y =276,19x+0,0757
B =0,9987 B =0,9969
r=0,9993 *** r=0,9984%**
X720= 277 X760= 276

4 Chlorogenséure y =267,77x + 0,0249 y =282,19x + 0,0367
B =0,9984 B =0,9977
r= 09992 *** r=0,9988 ***
X720:268 X760= 282

5 Sinapinséure y=217,77x + 0,1094 y =322,88x - 0,0175
B =0,9868 B =0,9988
r=0,9934 r=0,9994 ***
X720= 218 X760=323

6 Gallussédure y =210,29x + 0,0249 y=218,3x+0,0516
B =0,9994 B =0,9992
r=0,9997 *** r=0,9996 ***
X720=210 X760= 218
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Tabelle 37 b (Fortsetzung): Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der untersuchten

phenolischen Verbindungen in Methanol in Abhéngigkeit von der Wellenlédnge

Reihe Folge | Verbindung % bei Ayng % bel Aqgo

7 Kaffeesdure y =208,42x + 0,037 y=210,04x + 0,0628
B =0,9992 B =0,998
r=10,9996 *** r=0,9990 ***
X720= 208 X760= 210

8 Ferulasdure y =159,55x + 0,0482 y =166,61x + 0,0685
B =0,9987 B =0,9980
r=0,9993 *** r=0,9990 ***
X720=160 X760= 167

9 Protocatechusdure |y = 154,12x - 0,0055 y=161,4x +0,0139
B=10,9978 B =0,9979
r=0,9989 *** r=0,9989 ***
X720= 154 X760= 161

10 Scopoletin y =150,79x + 0,022 y=152,13x + 0,0335
B =0,9994 B =0,9992
r=0,9997 *** r=10,9996 ***
X720~ 151 X760~ 152

11 Vanillinsdure y =145,54x + 0,0713 y =149,7x + 0,0926
B =0,9943 B =0,9923
r=0,9771 *** r=0,9961 ***
X720= 146 X760= 150

12 Aesculin y =135,01x - 0,0008 y = 147,59x + 0,0053
B=0,9971 B =0,9926
r=0,9998 *** r=10,9963 ***
Xg0= 135 X760= 147

13 Gentisinsdure y =125,92x - 0,0185 y =133,52x -0,0015
B =0,9994 B =0,9995
r=0,9997 *** r=10,9997 ***
X720= 126 X760= 133

14 p-Cumarsédure y=116,89x + 0,0413 y =124,23x + 0,0574
B=0,9974 B =0,9964
r=0,9987 *** r=0,9982 ***
X720=117 X760=124

15 3-Hydroxizimtsdure |y = 88,46x + 0,0191 y=95,463x +0,0302
B =0,9882 B =0,9885
r=0,9941 *** r=0,9942 ***
X720= 88 X360~ 95

16 4- y =82,357x + 0,0426 y =87,933x + 0,0629

Hydroxibezoesdure |B =0,9932 B =10,9934

r=0,9966 *** r=0,9967 ***
X720=82 X760= 88

17 Syringaséure y =66,358x + 0,0201 y=76,316x + 0,0236
B =0,9846 B =0,9836
r=0,9923 *** r=0,9918 ***
X720= 66 X760= 76
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Tabelle 37 b (Fortsetzung): Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der untersuchten
phenolischen Verbindungen in Methanol in Abhéngigkeit von der Wellenlédnge

Reihe Folge | Verbindung ¥ bei Agng % bei Ageo
18 Salicylsdure y = 56,349x +0,0254 y ="77,672x - 0,0005
B =0,995 B =0,9997
r=0,9975 *** r=0,9998 ***
X720= 56 X760= 78
19 Umbelliferon y =44218x +0,0697 y =45,438x + 0,0788
B=10,9811 B =10,9763
r=0,9905 *** r=0,9880 ***
X720= 44 X760= 46
20 Cumarin-3- ergibt keine blaue Farbe | ergibt keine blaue Farbe
.Carbonsdure mit Folin-Ciocalteu mit Folin-Ciocalteu Phenol-
Phenol-Reagenz Reagenz
21 2-Hydroxi-3-5- ergibt keine blaue Farbe | ergibt keine blaue Farbe
Dinitrobenzoesiure mit Folin-Ciocalteu mit Folin-Ciocalteu Phenol-
Phenol-Reagenz Reagenz
22 4-Hydroxicumarin ergibt keine blaue Farbe | ergibt keine blaue Farbe
mit Folin-Ciocalteu mit Folin-Ciocalteu Phenol-
Phenol-Reagenz Reagenz

y = Extinktionswerte

x = Konzentrationswerte

Wie aus den Tabellen 37 a und 37 b hervorgeht, hat jede phenolische Verbindung ihren

dekadischen molaren Absorptionskoeffizienten, welcher nach Beilstein 10semittel- und ge-

rateabhingig ist. Alle untersuchten phenolischen Verbindungen absorbieren bei 280 nm.

Einige phenolische Verbindungen, wie 4-Hydroxicumarin, 2-Hydroxi-3-5 Dinitrobenzoe-

sdure und Cumarin-3-Carbonsdure, ergeben keine Farbreaktion mit der Folin-Ciocalteu

Phenolreagenz. Tabelle 38 stellt die eigenen Messungen der dekadischen molaren Absorp-

tionskoeffizienten den aus der Beilstein-Datenbank gegentiiber.
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Tabelle 38: Vergleich der dekadischen molaren Absorptionskoeffizienten in Methanol.

Verbindung eigene Messungen Beilstein-Datenbank
Amax in nm | X, bei Amax in | Amax in nm | x, bei Amax in
l.mol”.cm™ l.mol”.cm™
Chlorogenséure 341 13934 nicht vorhanden
280 5474
Aesculin 350 11656 nicht vorhanden
280 238
Sinapinsdure 341 9904 nicht vorhanden
280 2922
Scopoletin 346 9719 228 10000
280 841 252 3467
297 3631
394 8318
Ellagsdure 364,5 9572 369 10160
280 4964 380 11100
Salicylsdure 3445 7241 nicht vorhanden
280 2144
Umbelliferon 341 7223 204 21380
280 1990 324 12589
2-Hydroxi-3-5- 341 6353 nicht vorhanden
Dinitrobenzoesiure 280 2635
Cumarin-3- 341 6024 nicht vorhanden
.Carbonsédure 280 2008
Kaffeesdure 350 5828 nicht vorhanden
280 1333
Gentisinsdure 341 4323 nicht vorhanden
280 493
Epicatechin 286,5 4231 280,5 2630
280 4028
Protocatechusédure 2332 3595 nicht vorhanden
280 3206
Ferulasdure 257,8 3423 nicht vorhanden
20 2476
Syringaséure 220 3384 nicht vorhanden
280 2779
Gallussdure 270 3275 nicht vorhanden
280 3203
4-Hydroxicumarin 217 2874 217 25119
280 2347 268 10000
280 12589
305 10000
p-Cumarséure 304,8 2491 230 10233
280 2265 312 18197
226 10471
288 19055
3-Hydroxizimtséure 265 2343 nicht vorhanden
280 2105
Catechin 256 2213 nicht vorhanden
280 1981
Vanillinsiure 256,5 1530 262 11749
280 1358 293 5888
4-Hydroxibenzoesdure | 260 1174 nicht vorhanden
280 1032

Die Werte sind nicht vergleichbar, weil sie moglicherweise gerdteabhéngig sind.
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3.3 Schnellbestimmung der reduzierenden Kréfte, nach MEBAK (DPI)
Die MEBAK-Methode bestimmt die wirksame reduktive Eigenschaft

des abgefiillten Bieres und teilt diese ein in:

> 60 sehr gut
50-60 gut

45-50 befriedigend
<45 schlecht.

Das gemessene Reduktionsvermdgen ist eine dimensionslose Zahl und gibt an, wieviel
Prozent der zugegebenen DPI-Menge in 4 ml Probe innerhalb von 60 sec reduziert wer-
den. Im Vergleich zu dieser Angabe hitten die frisch geernteten Knollen unter Schutzgas
ausgepresst und das Reduktionsvermogen direkt im Presssaft bestimmt werden miissen.
Die hier in Tabellen 39 und Tabelle 40 getroffenen Aussagen beziehen sich auf die Analy-
senmethode (ohne Schutzgas), wobei die Ultrabeschallung, die Temperatur und das

Vakuum grundsitzlich Gase austreiben.

3.3.1 Reduzierende Krifte der Topinamburknollen und der Zichorienwurzeln

Die Resultate der Schnellbestimmung der reduzierenden Kriafte nach MEBAK an Topi-

namburknollen und Zichorienwurzeln sind in Tabelle 39 dargestellt.

Tabelle 39: Reduktionsvermdgen nach MEBAK [%] der Extrakte aus Topinamburknollen
und Zichorienwurzeln nach Extraktion, Vakuumverdampfung und Auswaschen
des Riickstandes mit Methanol (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Sorten Keimversuchsdauer (Tage)
0 12 21 33 52
Gute Gelbe |87,60 97,50 95,80 96,70
Petit Blanc | 86,30 84,80 97,00 96,50
nicht mef3-
Waldspindel |97,00 76,40 bar
Zichorie 90,40 93,50 86,50

Der Verlauf ist fiir alle untersuchten Sorten uneinheitlich im sehr guten Bereich. Die Sor-
ten Gute Gelbe, Waldspindel und Petit Blanc weisen die hochsten Reduktionsvermogen
mit 97 [%] auf. Die Maxima unterscheiden sich nach den Keimversuchstagen. Es konnte
einen Hinweis auf die Reifeausbildung sein, so dass die frithreifen Sorten, wie Waldspin-
del, das Maximum zuerst erreichen. Trotz mehrfacher Sauerstoff-Kontakte bei der dreima-

ligen Extraktion ist noch ein hohes reduktives Potential in der untersuchten Methanol-
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Extraktionsstufe vorhanden. Bei gefarbten Proben: gelb durch die Farbstoffe der Sorte
,aute Gelbe® bzw. rot bei den Sorten RoZo, Stamm und Waldspindel stellen sich Misch-
farben ein, welche das Reduktionsvermdgen verfilschen konnen. Ahnliche Verhiltnisse
der Farbbeeinflussung wurden in analogen Messversuchen bei dunklen und schwarzen
Bieren beobachtet. Die gemessenen Werte an Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

im Verlauf der Keimversuche liegen tiber 70 %, was ,,sehr gut* auf der Skala entspricht.

3.3.2 Reduzierende Krifte der Topinambur- und Zichorienschalen, nach MEBAK
bestimmt

Die Ergebnisse der Schnellbestimmung der reduzierenden Kréfte nach MEBAK an Topi-

nambur- und Zichorienschalen sind in Tabelle 40 dargestellt.

Tabelle 40: Reduktionsvermdgen [%] der Extrakte aus Topinambur- und
Zichorienschalen nach Extraktion, Vakuumverdampfung und
Auswaschen des Riickstandes mit Methanol
(Ernte Oktober/Dezember 2000)

Topinambursorte Keimversuchsdauer (Tage)
0 12 21 33 52

Gute Gelbe 37,70 79,60 84,00 47,30

Petit Blanc 69,80 75,30 55,60 146,20

'Waldspindel 43,30 |56,80 88,00

Zichorie 46,50 |76,40 63,00

Zwei Verldufe sind aus der Tabelle 40 erkennbar. Wihrend das Reduktionsvermdgen des
Schalenanteils der Sorte Waldspindel im Laufe des Keimversuchs stetig zunimmt, nimmt
es bei den restlichen untersuchten Sorten zu, erreicht ein Maximum und nimmt dann ab.
Die Sorte Waldspindel weist in den Schalen das hochste Reduktionsvermdgen nach 33
Keimversuchstagen auf (88 %), gefolgt von der Schalenfraktion der Sorte Gute Gelbe nach
33 Keimversuchstagen (84 %), Zichorie nach 12 Keimversuchstagen (76 %) und Petit
Blanc nach 21 Keimversuchstagen (75 %). Das Maximum liegt fiir alle Sorten iiber 70 %,
was ,,sehr gut* auf der Skala entspricht. Betrachtet man die Tabellen 39 und 40, so merkt
man, dass sich das Reduktionsvermdgen bei den untersuchten Sorten mehr in den ganzen
Knollen und ganzen Zichorienwurzeln befindet. Da DPI auch Reduktone und Melanoidine
in die Reaktion einbezieht, sind die in Tabelle 39 und 40 getroffenen Aussagen relativier-
bar. Reduktone als Reaktionsprodukte, die wie auch Melanoidine in der Warme entstehen,

konnen kaum bei gewachsenen Pflanzen im 20 °C-Klima entstehen, so dass diese Annah-
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me zu vernachldssigen wire. Je grofer dieser Wert ist, um so besser ist die Reduktionsaus-
stattung der Probe. Hellen Bieren, die sehr hohe Werte (iiber 80 %) aufweisen, sind mogli-
cherweise Antioxidantien (z.B. Askorbinsdure) zugesetzt worden. Dunkle Biere konnen
auch ohne Zusatz von Reduktionsmitteln Werte um 90 % erreichen. Das Reduktionsver-
mogen der Weine scheint deutlich vom Gehalt an Gerbstoffen, dem pH, des SO,-Gehaltes
und von dem hohen Ethanolgehalt abzuhéngen. Zeigen Weilweine kaum hohere Werte als
die Biere, so erzielen Rotweine Werte um die 97 %. Beim Vergleich von weiflem und ro-
tem Traubensaft zeigt sich einer groBBer Unterschied. Roter Traubensaft erreichte einen
Wert von 97 %, der weille von nur 65 % (226). Dies bestitigt wieder den Einfluss der Po-
lyphenole auf das Reduktionsvermogen.

Es ist zu beachten, dass das Tannometer, mit dem die Messung durchgefiihrt wurde, bei
einem pH von 4,35 kalibriert wurde. Der hohe pH-Wert der Topinambur-Extrakte (siche

Tabellen 28 und 29) ergab somit etwas andere Ergebnisse.

3.3.3 Reduktionsvermdgen [%] iiblicher deutscher Biere

Tabelle 41 stellt das Reduktionsvermdgen tiblicher deutscher Biere und Topinamburknol-
len gegeniiber. Wie aus Tabelle 41 hervorgeht, weisen die Topinamburknollen ein ausge-
zeichnetes Reduktionsvermdgen auf. Die gemessenen Werte sind bei allen untersuchten

Topinamburknollen groBer als bei Schwarzbier.

Tabelle 41: Gegentiberstellung des Reduktionsvermogens von Bier
und Topinamburknollen (eigene Messungen)

Biersorte Reduktions- | Topinambursorte | Reduktions-
vermogen vermogen
[“o] [“o]

Eibauer 95 97

Schwarzbier Gute Gelbe

Krombacher | 64 97

Pils Petit Blanc

Monchspils |24 Waldspindel 97

Eibauer Pils | 18

Berliner 15

Pilsner
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3.3.4 Zusammenhang zwischen Reduktionsvermdgen und Gesamtphenolgehalt
als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus der im Labor kultivierte
ten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméaBigkeit die Mess-

werte des Reduktionsvermogens, ausgedriickt durch die Messreihe wéhrend der Keimver-
suche und den Gesamtphenolgehalten, miteinander verbunden sind. Diagramm 29 stellt
den Zusammenhang zwischen Reduktionsvermégen und Gesamtphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu) der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln (vier

Sorten) dar.

100

98 A

96

94
y = 2,0661x + 87,109
B =89.84 %

92
/ r=0,9478 ***

90 ¢

88 | /

g6 | ¢

Reduktionsvermadgen in [%]

84 1 1 1 T T

Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM

y = Reduktionsvermdgen-Werte

x = Gesamtphenol-Werte

Diagramm 29: Zusammenhang zwischen dem Reduktionvermdgen und dem
Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu) (vier Sorten)

Wie aus Diagramm 29 hervorgeht, besteht eine Korrelation ( r = 0,9478) zwischen dem

Reduktionsvermdgen und dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (vier Sorten). Aus

Diagramm 29 kann geschlossen werden, dass die Verdnderungen des Reduktionsvermo-

gens zu 90 % durch die Verdnderungen des Gesamtphenolgehaltes erklarbar sind.



Ergebnisse 158

3.3.5 Zusammenhang zwischen Reduktionsvermdgen und Gesamtphenolgehalt
als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméaBigkeit die Mess-

werte des Reduktionsvermogens, ausgedriickt durch die Messreihe wéhrend der Keimver-
suche und den Gesamtphenolgehalten der Extrakten aus den Schalen der im Labor kulti-
vierteten Topinamburknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 30 stellt den Zu-
sammenhang zwischen Reduktionsvermdgen und Gesamtphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu) der Extrakten aus den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen

und Zichorienwurzeln (vier Sorten) dar.
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Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM

y = Reduktionsvermogen-Werte

x = Gesamtphenol-Werte

Diagramm 30: Zusammenhang zwischen Reduktionsvermdgen und Gesamtphe
nolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu) in den Extrakten aus
Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und
Zichorienwurzeln (vier Sorten)

Wie aus Diagramm 30 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,9751) zwischen dem
Reduktionsvermdgen und dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM in den Extrakten

aus Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln (vier

Sorten). Aus Diagramm 30 kann geschlossen werden, dass die Verdnderungen des Reduk-
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tionsvermogens zu 95 % durch die Verdanderungen des Gesamtphenolgehaltes erkléarbar
sind.

Der lineare Zusammenhang ist in den Schalen besser erfiillt (r = 0,9751) als in den ganzen
Knollen (r = 0,9478).

3.4 Chemolumineszenz-Messungen
Die Chemolumineszenz-Messung stellt eine weitere Moglichkeit dar, die antioxidativen
Reaktionen in Fliissigkeit zu beurteilen. Diese Methode wurde an Topinambur- und Zicho-

rienextrakten angewendet.

3.4.1 Antioxidative Kapazitit der Extrakten aus Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

Es wurde die antioxidative Kapazitdt der Topinamburknollen (drei Sorten) und Zichorien-
wurzeln im Laufe des Keimversuchs im Labor untersucht. Tabelle 42 zeigt die Ergebnisse
dieser Versuche an. Die ermittelten antioxidativen Kapazitdten lagen zwischen 0,70 und
39,30 g Askorbinsdure/kg TM. Verschiedene Verldufe sind aus der Tabelle 42 ersichtlich.
Die Sorte Petit Blanc weist die hochste antioxidative Kapazitit nach 21 Keimversuchsta-
gen auf (39,30 g Askorbinsdure/kg TM), gefolgt von der Sorte Waldspindel am Anfang
des Keimversuchs (27,90 g Askorbinsdure/kg TM), Gute Gelbe am Anfang des Keimver-
suchs (22,70 g Askorbinsdure/kg TM) und Zichorie nach 33 Keimversuchstagen (19,70 g
Askorbinsdure/kg TM).

Tabelle 42: Antioxidative Kapazitdt (g Askorbinsdure/kg TM) der Extrakten aus
Topinamburknollen und Zichorienwurzel (ACW-Methode) nach
Extraktion, Vakuumverdampfung und Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Keimversuchsdauer (Tage)
Sorten 0 12 21 33 52
Gute Gelbe |22,70 14,30 18,80 19,40
Petit Blanc | 38,90 39,30 9,20 27,70
Waldspindel | 27,90 0,70 20,00
Zichorie 4,30 4,70 19,70

3.4.2 Antioxidative Kapazitit der Extrakten aus Topinambur- und Zichorienschalen

Die Ergebnisse der antioxidativen Kapazitéit der Topinambur- und Zichorienschalen sind
in Tabelle 43 dargestellt. Aus den Messwerten kann geschlossen werden, dass die antioxi-
dativen Kapazititen der Topinambur- und Zichorienschalen sich im Laufe des Keimver-
suchs dndern.
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Tabelle 43: Antioxidative Kapazitdt (g Askorbinsdure/kg TM) der Extrakten aus
Topinambur- und Zichorienschalen (ACW-Methode) nach
Extraktion, Vakuumverdampfung und Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Keimversuchsdauer (Tage)
Sorten 0 12 21 33 52
Gute Gelbe |70,50 39,10 61,00 48,60
Petit Blanc | 90,60 44,50 36,00 25,40
Waldspindel | 25,70 82,90 43,00
Zichorie 13,90 30,30 22,00

Verschiedene Verldufe lassen sich aus der Tabelle 43 erkennen. Wahrend die antioxidative
Kapazitit bei der Sorte Petit Blanc im Laufe des Keimversuchs abnimmt, nimmt sie bei
den Sorten Waldspindel und Zichorie zu, erreicht ein Maximum nach 12 Keimversuchsta-
gen und nimmt dann ab. Der Verlauf ist bei der Sorte Gute Gelbe uneinheitlich. Die ermit-
telten antioxidativen Kapazitdten lagen zwischen 13,90 und 90,60 g Askorbinsdure/kg TM.
Die Sorte Petit Blanc weist die hochste antioxidative Kapazitdt am Anfang des Keimver-
suchs auf (90,60 g Askorbinsdure/kg TM), gefolgt von der Sorte Waldspindel nach 12
Keimversuchstagen auf (82,90 g Askorbinsdure/kg TM), Gute Gelbe am Anfang des
Keimversuchs (70,50 g Askorbinsdure/kg TM), und Zichorie nach 12 Keimversuchstagen
(30,30 g Askorbinsdure/kg TM).

Aus den Tabellen 42 und 43 ist zu ersehen, dass sich die antioxidative Kapazitit von den

Knollen in die Schalen verlagert und umgekehrt.

3.4.3 Gegeniiberstellung der antioxidativen Kapazitit der Topinambur- und
Zichorienschalen (Maximalwerte sind angegeben) mit denjenigen von anderem
Gemiise (Analytik Jena)

Die Ergebnisse der Vergleiche von antioxidativen Kapazititen der Topinambur- und Zi-

chorienschalen mit denjenigen von anderem Gemiise sind in Tabelle 44 dargestellt.
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Tabelle 44: Gegeniiberstellung der antioxidativen Kapazitét der Extrakten aus
Topinambur- und Zichorienschalen (Maximalwerte sind angegeben) mit
denjenigen von anderem Gemiise (Analytik Jena)

Sorten | Antioxidative Kapazitit
(g Askorbinsdure/kg TM)

Gute Gelbe 70,50 )
Petit Blanc 90,60
Waldspindel 82,90 e eigene Messung
Zichorie 30,30 )
Mohre 2,30 N
Brokkoli 11,00
Paprika 33,80 von Analytik
Tomate 10,50 Jena mitgeteilt
Zwiebel 4,00

Aus Tabelle 44 ist zu ersehen, dass die Topinambur- und Zichorienschalen eine ausge-
zeichnete antioxidative Kapazitit aufweisen. Die antioxidative Kapazitit der Topinambur-
und Zichorienschalen ist auf sehr unterschiedliche Inhaltsstoffe zuriickzufiihren. Aller-
dings wird das gesamte Lichtspektrum aufgenommen, d.h. es werden alle Oxidationsreak-
tionen registriert. Diese konnen pro- oder antioxidativ sein. In Abhingigkeit von der endo-
genen antioxidativen Aktivitdt einer Probe zeigen sich unterschiedlich lange Lag-Phasen,
d.h. die Radikalentwicklung wird unterschiedlich lang unterdriickt. Es ist zu beriicksichti-
gen, dass das Signal von verschiedenen Einflussfaktoren abhidngt. So fiihrt ein niedriger
pH-Wert zu kleinen Signalen. Den gleichen Einfluss auf die Signale hat das Vitamin C,
das in Topinambur-Extrakten enthalten ist. In Topinambur-Extrakten ist ein diesbeziiglich
ausgewogenes Spektrum an wertvollen antioxidativen und antiradikalischen Inhaltsstoffen
vorhanden, z.B. diverse Vitamine und bioaktive Polyphenole, die ebenfalls von grof3er Be-

deutung sind.

3.4.4 Zusammenhang zwischen antioxidativer Kapazitit in (g Askorbinséure/kg TM)
und Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus
im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Mess-

werte der antioxidativen Kapazitit, ausgedriickt durch die Messreihe wéhrend der Keim-

versuche und denen des Gesamtphenolgehaltes der im Labor kultivierteten Topinam-
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burknollen und Zichorienwurzeln, miteinander verbunden sind. Diagramm 31 stellt den
Zusammenhang zwischen der antioxidativen Kapazitit und dem Gesamtphenolgehalt
(nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus im Labor kultivierteten Topinamburknollen und

Zichorienwurzeln (vier Sorten) dar.
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Diagramm 31: Zusammenhang zwischen antioxidativer Kapazitét (g Askorbinsdure/
kg TM) und dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-
Ciocalteu) der Extrakten aus im Labor kultivierteten Topinamburknollen
und Zichorienwurzeln (vier Sorten)

Wie aus Diagramm 31 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,8675) zwischen der an-

tioxidativen Kapazitdt (g Askorbinsdure/ kg TM) und dem Gesamtphenolgehalt als SAE in
% TM der Extrakten aus im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwur-
zeln (vier Sorten). Aus Diagramm 31 kann geschlossen werden, dass die Verdnderungen
der antioxidativen Kapazitdt zu 75 % durch die Verdnderungen des Gesamtphenolgehaltes

erklarbar sind.

3.4.5 Zusammenhang zwischen antioxidativer Kapazitit in (g Askorbinséure/kg TM)
und Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus
den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

Hier soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die Messwerte der

antioxidativen Kapazitit, ausgedriickt durch die Messreihe wihrend der Keimversuche
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und den Gesamtphenolgehalten der Extrakten aus den Schalen der im Labor kultivierteten
Topinamburknollen, miteinander verbunden sind. Diagramm 32 stellt den Zusammenhang
zwischen antioxidativer Kapazitit und Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu) (vier

Sorten) dar.
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Diagramm 32: Zusammenhang zwischen antioxidativer Kapazitit
(g Askorbinsdure/ kg TM) und Gesamtphenolgehalt (als SAE in %
TM nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus den Schalen der im Labor
kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln (vier Sorten)
Wie aus Diagramm 32 hervorgeht, besteht eine Korrelation (r = 0,9552) zwischen antioxi-
dativer Kapazitit (g Askorbinsdure/ kg TM) und Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM.
Aus Diagramm 32 kann geschlossen werden, dass die Verdnderungen der antioxidativen
Kapazitit zu 91 % durch die Verdanderungen des Gesamtphenolgehaltes erklédrbar sind.

Der lineare Zusammenhang ist in den Schalen (r = 0,9552) als in den ganzen Knollen

(r=0,8675) besser erfiillt.
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3.4.6 Zusammenhang zwischen Reduktionsvermogen [%] und antioxidativer Kapazitit in
(g Askorbinsdure/kg TM) der Extrakten aus den Schalen der im Labor kultivierteten
Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

In diesem Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméaBigkeit die Mess-

werte des Reduktionsvermogens (DPI-Methode), ausgedriickt durch die Messreihe wih-
rend der Keimversuche und denen der antioxidativen Kapazitit (ACW-Methode), mitein-
ander verbunden sind. Diagramm 33 stellt den Zusammenhang zwischen Reduktionsver-
mdgen [%] und antioxidativer Kapazitét in (g Askorbinsdure/kg TM) der Extrakten aus
den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln (vier

Sorten) dar.
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Diagramm 33: Zusammenhang zwischen Reduktionsvermdgen [%] und antioxidativer
Kapazitit (g Askorbinsdure/ kg TM) der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln
(vier Sorten)

Die Ergebnisse zeigen deutlich (Diagramm 33), dass kein Zusammenhang zwischen Re-
duktionsvermdgen [%] und antioxidativer Kapazitit (g Askorbinsdure/ kg TM), ausge-
driickt durch die Messreihe wihrend der Keimversuche besteht. Der Grund hierfiir scheint
in den Methoden zu liegen. Ein Vergleich der mit unterschiedlichen Testsystemen ermit-
telten antioxidativen Aktivitét ist nicht moglich. Ebenso wenig kann angenommen werden,
dass die Abldufe in diesen In-vitro Messungen mit den Vorgiangen im menschlichen Orga-
nismus identisch sind. Die angewandten Methoden geben lediglich Hinweise auf ein mog-

liches protektives Potenzial von Topinamburextrakten.

100
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Die ACW- und MEBAK-Methode sind indirekte Methoden, mit denen alle reduzierenden

Inhaltstoffe der Probe gemessen werden.

3.5 HPLC-Trennung von einzelnen phenolischen Verbindungen

3.5.1 Auswirkung der unterschiedlichen Strukturen von Phenolen auf die HPLC-Trennung

bei einzelnen phenolischen Verbindungen, bestimmt bei A = 280 nm mittels
UV-Detektors
Der Einfluss der Molekiilstruktur von Phenolen auf die HPLC-Trennung im System (Gra-

dient, Acetonitril-Essigsdure, 1 ml/ min und R18-Hypersilsdule) ist in Tabelle 45 (siche
Anlagen) dargestellt. Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dass jede phenolische Verbin-
dung eine eigene Quantitét bei A = 280 nm aufweist. In Tabelle 46 sind die dekadische
molare Absorptionskoeffizienten der untersuchten phenolischen Verbindungen in gleicher
Konzentration von 40 mg/ | in Methanol als Losemittel dem entsprechenden Peakintegral
gegeniibergestellt. Diese Tabelle 46 zeigt, dass das UV-Absorptionsverhéltnis phenoli-
scher Verbindungen vom jeweiligen dekadischen molaren Absorptionskoeffizienten ab-

hingig ist. Die Reinheit der Vergleichssubstanzen spielt ebenfalls eine Rolle.
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Tabelle 46: Gegeniiberstellung der gemessenen dekadischen molaren
Absorptionskoeffizienten phenolischer Verbindungen (40 mg/l) in
Methanol als Losemittel bei A = 280 nm und entsprechendem

Peakintegral
dekadischer molarer
Absorptionskoeffi-

Polyphenol- Masse in [Flaichen- | mM/Flache [zient bei A =280 nm
bezeichnung mM integral [-] |integral* 10° |[l.cm.mol™]
3-
Hydroxizimtsaure (0,85 1221923 (0,70 2105

-Cumarsiure 0,85 943222 0,90 2265
4-Hydroxicumarin (0,86 868739 1,00 2347
Kaffeesdure 0,78 599499 1,30 1333
Cumarin-3-
Carbonséaure 0,74 568246 1,30 2008
Ferulasdure 0,72 448319 1,61 2476
Syringasédure 0,71 514264 1,40 2779
Gallussaure 0,82 371078 2,20 3203
'Vanillinsdure 0,83 329191 2,50 1358
Protokatechusaure (0,91 288061 3,20 3206
Chlorogensdure (0,40 230931 1,70 5474
Umbelliferon 0,86 294856 2,90 1990
Sinapinsiure 0,62 298477 2,00 2922
-
Hydroxibenzoesiu-
re 1,00 254704 4,00 1032
Ellagsdure 0,41 230573 1,80 4964
Scopoletin 0,73 198864 3,70 841
2-Hydroxi-3-5-
Dinitrobenzoesiure|0,61 172992 3,50 2635
Aesculin 0,41 169499 2,40 238
Epicatechin 0,48 114445 4,20 4028
Catechin 0,48 117133 4,10 1981
Salicylsiiure 1,00 106984 9,50 2144
Gentisinsdure 0,91 19104 47,50 493

3.5.2 Wiederfindung von phenolischen Verbindungen bei der HPLC-Trennung und
UV-Detektion gegeniiber dem Diode Array Detektor (DAD) bei A =280 nm

Der Wiederfindungsgrad bei der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen
bei A = 280 nm mittels UV-Detektor und Diode Array Detektor (DAD) ist in Tabelle 47
dargestellt.
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Tabelle 47: Wiederfindungsgrad der Sdule bei der HPLC-Trennung einzelner pheno-

lischer Verbindungen in Methanol bei A = 280 nm mittels UV-Detektor
und Diode Array Detektor (DAD)

UV-Detektor

DAD
Anzahl der gelosten
Verbindungen 9 22 22
Anzahl der wieder
gefundenen Peaks 9 17 17
Wiederfindungsgrad,
in % 100 |77 77

Wie aus Tabelle 47 hervorgeht, dndert sich der Wiederfindungsgrad der Séule im Laufe

des Versuchs. Der Wiederfindungsgrad der Sdule liegt bei 100 % am Anfang der Versuche
und bei 77 % am Ende der Versuche fiir UV-Detektor und DAD.

3.5.3 Retentionszeiten der Vergleichssubstanzen

Eine Kalibriergerade wurde fiir jeder Vergleichssubstanz hergestellt und die Reten-

tionszeiten notiert. Der Schwankungsbereich der Retentionszeiten in Abhingigkeit von

den Vergleichssubstanzen sind in Tabelle 48 dargestellt.

Tabelle 48: Retentionszeit der Vergleichssubstanzen

Verbindungsbezeichnung | Retentions- Verbindungsbe- Retentions-
zeit-Bereich zeichnung zeit-Bereich
(min) (min)
Gallusséure 3,24-3,45 2-Hydroxi-3-5 Dini- | 10,78-11,67
trobenzoesdure
Protocatechusiure 5,37-5,58 Umbelliferon 13,79-14,10
Aesculin 6,55-7,22 Scopoletin 14,16-14,64
Gentisinsaure 7,37-8,16 p-Cumarsiure 14,26-14,64
Catechin 7,92-8,78 Cumarin-3- 15,10-15,39
Carbonsaure
4-Hydroxibenzoeséure 8,47-8,91 Sinapinsdure 15,07-15,68
Chlorogensaure 8,6-9,59 Ferulasdure 15,06-15,98
Vanillinsdure 10,04-10,55 3-Hydroxizimtsdure |15,32-15,86
Syringasdure 10,35-10,74 Ellagsdure 15,30-15,87
Kaffeesdure 10,39-10,96 Salicylsdure 16,58-17,80
Epicatechin 10,14-11,63 4-Hydroxicumarin | 18,19-19,54

Schwankungen der Retentionszeiten.

Die Trennungsbedingungen und die Konzentration der Vergleichssubstanzen fiihrten zu
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3.5.4 HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen einer Mischung aus 22
Vergleichssubstanzen (440 mg/l) in Methanol bei A = 280 nm (UV-Detektor)

Chromatogramm 1 zeigt die Resultate dieser Trennung an. Von den 22 Vergleichssubstan-
zen wurden nur 17 Peaks aufgenommen. Moglicherweise gab es bei der Retentionszeit
15,66 min Koellution. Cumarin-3-Carbonséure, Sinapinsdure, Ferulasiure,
3-Hydroxizimtsdure und Ellagsdure eluieren zwischen 15 und 16 min. Die Retentionszeit
15,66 min néherte sich der Retentionszeit der Sinapinsdure (15,68 min) an. Vergleicht man
Chromatogramm 2 und Chromatogramm 1 (siche Anlagen), so wird deutlich, dass alle die
in der Mischung der Vergleichssubstanzen getrennten phenolischen Verbindungen in To-

pinambur vorhanden sind.

3.5.5 Auswirkung der Losemittel auf die HPLC-Trennung von einzelnen

phenolischen Verbindungen bei A =280 nm (UV-Detektor)
Die Uberpriifung der mittels Rotationsverdampfer konzentrierten und mit Methanol aufge-
nommenen Proben wurden zum Vergleich mittels HPLC ausgefiihrt. Chromatogramm 2
und Chromatogramm 3 zeigen die Resultate dieser Uberpriifung an. Die Zahl der Polyphe-
nol-Peaks hatte sich erhoht (17 Peaks bei der Ethylacetat-Methanolextraktion gegeniiber
32 Peaks bei der konzentrierten und mit Methanol aufgenommene Probe), d.h. die

Empfindichkeit der Trennung wurde deutlich verstérkt.

3.5.6 Strukturaufklarung durch Kopplung LC/ MS

Die Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen und den Topinamburextrakten wurden fiir die
Strukturaufklarung verwendet. Chromatogramm 4 und 5 (siche Anlagen) zeigen die DAD
und Massenspektren dieser Versuche an. Von den 22 Vergleichssubstanzen wurden nur 17
wieder gefunden. Das bedeutet, dass die Sdule zu diesem Zeitpunkt schon ,,ausgeblutet*
war, d.h. die Trennschirfe hatte nachgelassen. Die Retentionszeiten sind dadurch etwas
verkiirzt worden. Im Topinamburextrakt (Chromatogramm 5) wurde beispielweise nur 13
Peaks aufgenommen weil die Probe moglicherweise zu diinn war. Besonderes Augenmerk
entspechen den Massenspektren-Peaks im Zusammenhang mit den DAD-

Chromatogrammen.
3.5.6.1 Mittels LC-MS identifizierte phenolische Verbindungen in Methanol
anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen

Die Ergebnisse der mittels LC-MS identifizierten phenolischen Verbindungen in Methanol

an einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen sind in Tabelle 49 qualitativ dargestellt.
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Bei der Auswertung von Massenspektren ldsst man sich gewdhnlich von der alten ,,Regel*
leiten, dass der hochste Peak im Massenspektrum (abgesehen von [M+1]"-Ionen, d.h. To-
nen, die durch Gewinn einer Masseneinheit aus den Molekiil-Ionen entstehen) dem Mole-
kulargewicht selbst oder einem leichteren Zersetzungsprodukt entspricht.

Wie es aus Tabelle 49 hervorgeht, konnten in den Massenspektren nur die [M+1]"-Ionen
identifiziert werden. Der Grund hierfiir scheint darin zu liegen, dass Umwandlungsreak-

tionen stattgefunden haben.
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Tabelle 49: Mittels LC-MS Kopplung identifizierte phenolische Verbindungen
anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen

Retentionszei-

ten m/z Molmasse Retentionszeiten |identifizierte Verbindungen
bei ES (min)  |(Thomson) |(g/ mol) UV-Detektor (min)

5,01 155 154,12 5,37-5,58 Protocatechusaure
5,505 193 192,17 14,16-14,64 Scopoletin

5,505 341 367,31-340,31 16,55-7,22 Aesculin

6,056 341 367,31-340,32 |6,55-7,23 Aesculin

6,734 155 154,12 7,37-8,16 Gentisinsaure

6,734 139 138,12 8,47-8,91 4-Hydroxibenzoesaure
6,734 291 290,28 7,92-8,78 Catechin

7,487 355 354,32 8,6-9,59 Chlorogensaure

7,523 355 355,32 8,6-9,60 Chlorogensaure

8,31 169 168,15 10,04-10,55 Vanillinsdure

8,386 169 168,15 10,04-10,55 Vanillinsdure

8,386 181 180,16 10,39-10,96 Kaffeesaure

8,606 181 180,16 10,39-10,96 Kaffeesaure

8,973 199 198,18 10,35-10,74 Syringasaure

8,973 291 290,28 10,14-11,63 Epicatechin

9,01 291 290,28 10,14-11,64 Epicatechin

9,028 155 154,12 7,37-8,16 Gentisinsaure

11,634 165 164,16 14,26-14,64 p-Cumarsaure

11,634 165 165,16 14,26-14,65 p-Cumarsaure

11,634 163 162,15 13,79-14,10 Umbelliferon

11,872 163 162,15 13,79-14,10 Umbelliferon

11,891 163 162,15 13,79-14,10 Umbelliferon

11,946 163 162,15 13,79-14,10 Umbelliferon

12,239 163 162,15 13,79-14,11 Umbelliferon

12,533 193 192,17 14,16-14,64 Scopoletin

12,551 193 192,17 14,16-14,64 Scopoletin

13,175 195 194,19 15,06-15,98 Ferulasaure

13,414 225 224,22 15,07-15,68 Sinapinsaure

13,487 165 164,16 14,26-14,64 p-Cumarsaure

13,561 165 164,16 14,26-14,65 p-Cumarsaure

13,579 165 164,16 14,26-14,66 p-Cumarsaure

13,634 165 164,16 14,26-14,67 p-Cumarsaure

13,487 191 190,16 15,10-15,39 Cumarin-3-Carbonsaure
13,561 191 190,16 15,10-15,39 Cumarin-3-Carbonsaure
13,579 191 190,16 15,10-15,40 Cumarin-3-Carbonsaure
13,634 191 190,16 15,10-15,39 Cumarin-3-Carbonsaure
13,799 303 338,23-302,23 |15,30-15,87 Ellagsaure

15,212 139 138,12 16,58-17,80 Salicylsaure

15,231 139 138,12 16,58-17,80 Salicylsaure

15,249 139 138,12 16,58-17,81 Salicylsaure

15,25 139 138,12 16,58-17,82 Salicylsaure

15,43 139 138,12 16,58-17,83 Salicylsaure

16,552 163 162,15 18,19-19,54 4-Hydroxicumarin
16,607 163 162,15 18,19-19,55 4-Hydroxicumarin
16,61 163 162,15 18,19-19,56 4-Hydroxicumarin
16,625 163 162,15 18,19-19,56 4-Hydroxicumarin
15,662 163 162,15 18,19-19,57 4-Hydroxicumarin
18,111 163 162,15 18,19-19,58 4-Hydroxicumarin
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3.5.6.2 Mittels LC-MS identifizierte phenolische Verbindungen in Methanol an
Topinamburextrakten
Die Ergebnisse der mittels LC-MS identifizierten phenolischen Verbindungen in Methanol
aus Topinamburextrakten sind in Tabelle 50 qualitativ dargestellt. In Topinamburextrakten
dominieren die [M+1] -lIonen. Da Topinamburextrakte ein komplexes Milieu sind, konn-
ten nicht alle aufgenommenen Ionen identifiziert werden. Hierbei spielt die Umwand-
lungsreaktionen ebenfalls eine Rolle. Abbildung 22 (siehe Anlagen) zeigt ein Beispiel der
mittels LC-MS identifizierten silylierten Molekiil-lonen aus der Mischung von 22 Ver-
gleichssubstanzen, besonders ausgerechnet Aesculin und Salicylsdure. Abbildung 23 (sie-
he Anlagen) verdeutlicht ein Beispiel der mittels LC-MS identifizierten Molekiil-lonen

aus Topinamburextrakten, besonders ausgerechnet Aesculin und Salicylséure.

Tabelle 50:  Mittels LC-MS Kopplung identifizierte phenolische Verbindungen
aus Topinamburextrakten
Retentions- Retentionszei- Bemerkun-
zeiten m/z Molmasse ten identifizierte gen
UV-Detektor
bei ES (min) |(Thomson) |(g/ mol) (min) Verbindungen
12,203 369 367,31-340,31 16,55-7,22 Aesculin M+2
12,239 369 367,31-340,32 16,55-7,23 Aesculin M+2
12,276 341 367,31-340,31 16,55-7,22 Aesculin M+1
5,799 156 154,12 7,37-8,16 Gentisinsaure M+1
5,799 139 138,12 8,47-8,91 4-Hydroxibenzoesaure |M+1
7,45 355 354,32 8,6-9,59 Chlorogensaure M+1
7,487 355 354,32 8,6-9,59 Chlorogensaure M+1
7,52 355 354,32 8,6-9,60 Chlorogensaure M+2
7,56 355 354,32 8,6-9,60 Chlorogensaure M+1
8,331 169 168,15 10,04-10,55  |Vanillinsaure M+1
13,34 169 168,15 10,04-10,55 Vanillinsure M+1
8,569 155 154,12 7,37-8,16 Gentisinsaure M+1
2-Hydroxi-3-5-
9,285 229 228,12 1078-11,67 Dinitrobenzoesaure M+1
4,459 165 164,16 14,26-14,64 p-Cumarsaure M+1
15,29 164 164,16 14,26-14,65 p-Cumarsaure
7,56 163 162,15 13,79-14,10 Umbelliferon M+1
12,203 163 162,15 13,79-14,11 Umbelliferon M+2
12,239 163 162,15 13,79-14,11 Umbelliferon M+1
14,552 163 162,15 13,79-14,12 Umbelliferon M+1
3,358 139 138,12 16,58-17,80 Salicylsaure M+1
3,376 139 138,12 16,58-17,80 Salicylsaure M+1
15,267 132 138,12 16,58-17,80 Salicylsaure M-6
17,726 132 138,12 16,58-17,80 Salicylsdure M-6
16,625 163 162,15 18,19-19,56  |4-Hydroxicumarin M+1




Ergebnisse 172

3.5.7 Strukturaufkldrung durch Kopplung GC-MS

Die Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen und Topinamburextrakte wurden fiir die
Strukturaufklarung verwendet. Chromatogramm 6 (EI) und Chromatogramm 7 (CI) (siche
Anlagen) zeigen die Resultate der Kopplung GC-MS dieser Mischung an. Mit der ,,wei-
chen* chemischen Ionisierung und den entsprechenden positiven oder negativen Reagenz-
Ionen konnen unterschiedliche Substanzklassen selektiv ionisiert werden. Die protonierte
Molekiile [M+1]" und Ionen, die durch Verlust einer Masseneinheit aus den Molekiil-
Ionen [M-1]" entstehen, sind oft in CI-Spektren vorhanden, selbst wenn unter EI-
Bedingungen kein Molekiil-Ion gebildet wird. Das ist der Grund, weshalb nur die CI fiir

die Strukturaufkldrung mittels GC-MS angewendet wurde.

3.5.7.1 Mittels GC-MS identifizierte phenolische Verbindungen

anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen
Die Ergebnisse der mittels GC-MS identifizierten silylierte phenolischen Verbindungen in
der Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen sind in Tabelle 51 (sieche Anlagen) dargestellt.
Wie aus Tabelle 51 hervorgeht, dominieren zwar die [M+1]"-Ionen (Gewinn an ein H),
aber die [M+4]"-Ionen (Reaktangas-Rest oder der Gewinn an 4 H), [M+15] -Ionen (Ge-
winn an CH3), [M-15]"-Ionen (Verlust an CHs) und [M-18]"-Ionen (Verlust an H,O) kom-

men in den CI-Spektren vor.

3.5.7.2 Mittels GC-MS identifizierte phenolische Verbindungen aus
Topinamburextrakten

Die Ergebnisse der mittels GC-MS identifizierten silylierten phenolischen Verbindungen
aus Topinamburextrakten sind in Tabelle 52 dargestellt. In Topinamburextrakten kommen
unterschiedliche Molekiil-Ionen vor. Ein Molekiil-Ion, welches sich mit Trimethylsilylrea-
genz nicht umwandeln liess, wurde in Topinamburextrakten gefunden. Die storenden Stof-
fe sowie die Umwandlungsreaktionen und die Trennungs- und Derivatisierungsbedingun-
gen haben dazu gefiihrt, dass nicht alle getrennten Verbindungen in den Massenspektren
wieder gefunden wurden.

Abbildung 24 (siche Anlagen) zeigt ein Beispiel des mittels GC-MS identifizierten sily-
lierten Molekiil-Tons aus der Mischung von 22 Vergleichssubstanzen (Salicylsdure, Um-
belliferon und Protocatechusdure/Gentisinsiure), und Abbildung 25 (siche Anlagen) ver-
deutlicht ein Beispiel der mittels GC-MS identifizierten Ionen aus Topinamburextrakten

(Umbelliferon und Salicylséure).
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3.5.8 Gehalte der mittels HPLC getrennten einzelnen phenolischen
Verbindungen und deren Gesamtphenolgehalte berechnet als Salicylsduredqui-
valente, anhand der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorien-

wurzeln sowie deren Schalen, jeweils aus der Methanolextraktion bei A = 280 nm,
im UV detektiert

3.5.8.1 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Gigant,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhdngigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Die Resultate der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambur-
sorte Gigant nach Methanolextraktion, der Gehalt in % TM in Abhéngigkeit von der
Keimdauer sind in Tabelle 53 (sieche Anlagen) dargestellt. Wie aus Tabelle 53 hervorgeht,
andert sich der Polyphenolgehalt qualitativ and quantitativ im Laufe der Keimversuche im
Labor. In der Tendenz migrieren die phenolischen Verbindungen nach 12 Tagen in die
Schalen. Chlorogensdure, Salicylsdure und 4-Hydroxicumarin sind in den ganzen Knollen
und deren Schalen im Verlauf der Keimung immer anwesend. Wahrend der Gesamtphe-
nolgehalt, berechnet als die Summe der einzelnen Verbindungen, in % TM wéhrend 33
Tagen Keimzeit in der ganze Knolle abnimmt, nimmt er in den Schalen bis zum 12. Tage
zu und dann ab. Vergleicht man einzelne Verbindungen miteinander, so fillt der hdchste
Gehalt an Salicylsdure in allen Stadien der Keimversuche in den Knollen und den Schalen
auf. Die Gesamtphenol-Werte, berechnet als Summe des Gehaltes an einzelnen Verbin-
dungen, ergaben am Anfang der Keimversuche in den Knollen 0,85 % der TM und nach
12 Keimversuchstagen in den Schalen 8 % der TM. Die Gesamtphenol-Werte der unbe-
kannten Peaks, berechnet als Salicylsdure und bezogen auf das Gesamtpeakintegral (ohne
Losemittelpeakintegral) schwanken in den Knollen zwischen 1 und 6 % der Gesamtphe-
nolwerte. Wihrend der Keimversuche schwanken sie in den Schalen zwischen 0,5 und

5 %. Die Gesamtphenolwerte, berechnet als Summe des Gehaltes einzelnen Verbindungen

und als Salicylsduredquivalente, sind in den Tabellen 63 und 66 zusammengefasst.

3.5.8.2 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Gute Gelbe,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhdngigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Die Resultate der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambur-
sorte Gute Gelbe nach Methanolextraktion und deren Gehalt in % TM bei A = 280 nm, in
Abhingigkeit von der Keimdauer sind in Tabelle 54 dargestellt. Wie aus Tabelle 54 her-
vorgeht, dndert sich der Polyphenolgehalt qualitativ and quantitativ im Laufe der Keim-

versuche im Labor. Gallussdure, Protocatechusiure, Aesculin, Gentisinsdure, Catechin,
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Chlorogenséure, Epicatechin, Umbelliferon, Salicylsdure und 4-Hydroxicumarin sind in
allen Stadien der Keimversuche in den Knollen und deren Schalen vorhanden. Wahrend
4-Hydroxibenzoesdure in den Knollen in allen Stadien der Keimversuche immer anwesend
ist, verschwindet diese Verbindung zwischen dem 21. und 33. Keimversuchstag aus den
Schalen. Salicylsidure weist die hochsten Gehalte nach 33 Keimversuchstagen auf: 0,4 %
der TM in den Knollen und 3 % in den Schalen, gefolgt von Chlorogenséure 0,1 % in den
Knollen und 0,8 % in den Schalen. Auch die hochsten Gesamtphenolwerte, berechnet als
Summe des Gehaltes an einzelnen Verbindungen, wurden nach 33 Keimversuchstagen er-
zielt: 0,8 % der TM in den Knollen und 5 % in den Schalen. Die Gesamtphenolwerte der
unbekannten Peaks, berechnet als Salicylsédure und bezogen auf das Gesamtpeakintegral
(ohne Losemittelpeakintegral) schwanken in den Knollen zwischen 1 und 5 % der Ge-

samtphenolgehalte. In den Schalen lagen sie zwischen 0,7 und 5 %.

3.5.8.3 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Large White,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhéngigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Die Resultate der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambur-
sorte Large White nach Methanolextraktion und deren Gehalt in % TM bei bei A = 280
nm, in Abhéngigkeit von der Keimdauer sind in Tabelle 55 dargestellt. Wie aus Tabelle 55
hervorgeht, dndert sich der Polyphenolgehalt qualitativ and quantitativ im Laufe der
Keimversuche im Labor. Gallussédure, Protocatechusédure, Catechin, Chlorogensiure, Sali-
cylsdure und 4-Hydroxicumarin sind in allen Stadien der Keimversuche in den Knollen
und deren Schalen vorhanden. Wahrend Aesculin in den Knollen in allen Stadien der
Keimversuche immer vorhanden ist, ist es in den Schalen am Anfang der Keimversuche
nicht vorhanden. Gentisinsdure verschwindet in den Schalen nach 33 Keimversuchstagen,
Epicatechin und Umbelliferon nach 21 Keimversuchstagen. Salicylsdure weist die hochs-
ten Gehalte auf: 0,3 % der TM in den Knollen am Anfang der Keimversuchstage und 2,7
% in den Schalen nach 33 Keimversuchstagen, gefolgt von Chlorogenséure: 0,1 % in den
Knollen am Anfang der Keimversuche und 0,7 % in den Schalen nach 12 Keimver-
suchstagen und Gentisinsdure: 0,2 % in den Knollen nach 33 Keimversuchstagen und 0,3
% in den Schalen nach 12 Keimversuchstagen. Die hochsten Gesamtphenolwerte, berech-
net als Summe des Gehaltes an einzelnen Verbindungen, wurden auch am Anfang der
Keimversuche in den Knollen mit 0,7 % der TM erzielt und nach 12 Keimversuchstagen in
den Schalen mit 4 % der TM. Die Gesamtphenolwerte der unbekannten Peaks, berechnet

als Salicylsdure und bezogen auf das Gesamtpeakintegral (ohne Losemittelpeakintegral),
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schwanken in den Knollen zwischen 2 und 4,5 % der Gesamtphenolgehalte. In den Scha-

len lagen sie zwischen 1 und 2 %.

3.5.8.4 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Medius Briickmann,

(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),

in Abhingigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Die Resultate der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambur-
sorte Medius Briickmann nach Methanolextraktion und deren Gehalt in % TM bei A = 280
nm, in Abhédngigkeit von der Keimdauer sind in Tabelle 56 dargestellt. Wie aus Tabelle 56
hervorgeht, andert sich der Polyphenolgehalt qualitativ and quantitativ im Laufe der
Keimversuche im Labor. Protocatechusiure, Aesculin, Gentisinsdure, Chlorogenséure,
Epicatechin, Umbelliferon, p-Cumarséure, Salicylsdure und 4-Hydroxicumarin sind in al-
len Stadien der Keimversuche in den Knollen und deren Schalen nachzuweisen. Gallus-
sdure hingegen fehlt in den Schalen zwischen dem 21. und dem 33. Keimversuchstag.
Wihrend Catechin in den Knollen in allen Stadien der Keimversuche immer vorhanden ist,
fehlt es in den Schalen nach 12 Keimversuchstagen. Salicylsdure weist die hochsten Ge-
halte auf: 0,3 % der TM in den Knollen nach 21 Keimversuchstagen und sogar 2,5 % in
den Schalen am Anfang der Keimversuche. Auch der hochste Gesamtphenolgehalt, be-
rechnet als Summe des Gehaltes an einzelnen Verbindungen, wurde am 21. Keimver-
suchstag in den Knollen mit 0,7 % der TM festgestellt, in den Schalen mit 5 % der TM
schon am 12. Tag.
Die Gesamtphenolwerte der unbekannten Peaks, berechnet als Salicylsdure und bezogen
auf das Gesamtpeakintegral (ohne Losemittel) schwanken in den Knollen zwischen 2,5

und 3,5 % der Gesamtphenolgehalte und zwischen 0,7 und 4 % in den Schalen.

3.5.8.5 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Medius Lindhoop,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhéngigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Die Resultate der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambur-
sorte Medius Lindhoop nach Methanolextraktion und deren Gehalt in % TM bei A = 280
nm, in Abhéngigkeit von der Keimdauer sind in Tabelle 57 dargestellt. Wie Tabelle 57
zeigt, dndert sich der Polyphenolgehalt qualitativ and quantitativ: Protocatechusédure, Gen-
tisinsdure, Chlorogensiure, Epicatechin, Umbelliferon, p-Cumarsiure, Salicylsdure und 4-
Hydroxicumarin sind in allen Stadien der Keimversuche in den Knollen und deren Schalen

nachzuweisen. Gallussdure hingegen fehlt in den Schalen nach dem 12. und dem 33.
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Keimversuchstag. Wihrend Aesculin in den Knollen in allen Stadien der Keimversuche
immer vorgefunden wird, fehlt es in den Schalen nach dem 12. Keimversuchstage. Salicyl-
sdure weist die hochsten Gehalte auf: 0,6 % der TM in den Knollen am Anfang der Keim-
versuche und sogar 5 % in den Schalen nach 12 Keimversuchstagen. Auch der hochste
Gesamtphenolgehalt, berechnet als Summe des Gehaltes an einzelnen Verbindungen, wur-
de am Anfang der Keimversuche in den Knollen mit 1 % der TM und in den Schalen mit 6
% der TM schon am 12. Tag nachgewiesen. Die Gesamtphenolwerte der unbekannten
phenolischen Verbindungen, berechnet als Salicylsdure, schwanken in den Knollen zwi-

schen 1,5 und 7,5 % der Gesamtphenolgehalte und zwischen 0,7 und 4 % in den Schalen.

3.5.8.6 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Petit Blanc,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhéngigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Die Resultate der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambur-
sorte Petit Blanc nach Methanolextraktion und deren Gehalt in % TM bei A = 280 nm, in
Abhingigkeit von der Keimdauer sind in Tabelle 58 dargestellt. Wie aus Tabelle 58 her-
vorgeht, dndert sich der Polyphenolgehalt qualitativ and quantitativ: Gallussdure, Protoca-
techusiure, Aesculin, Gentisinsiure, Chlorogensiure, Umbelliferon, Scopoletin, Salicyl-
sdure und 4-Hydroxicumarin sind in allen Stadien der Keimversuche in den Knollen und
deren Schalen nachzuweisen. Catechin ist in den Schalen erst nach dem 21. Keimver-
suchstag vorhanden. Salicylsdure weist die hochsten Gehalte auf: 0,5 % der TM in den
Knollen nach 52 Keimversuchstagen und 3,6 % der TM in den Schalen nach 52 Keimver-
suchstagen. Auch die hochsten Gesamtphenolwerte, berechnet als Summe des Gehaltes an
einzelnen Verbindungen, wurden nach 52 Keimversuchstagen in den Knollen mit 1 % der
TM und nach 33 Keimversuchstagen in den Schalen mit 6 % der TM nachgewiesen. Die
Gesamtphenolwerte der unbekannten phenolischen Verbindungen, berechnet als Salicyl-
sdure schwanken in den Knollen zwischen 1 und 4 % der Gesamtphenolgehalte bzw. zwi-

schen 0,2 und 2,5 %. in den Schalen

3.5.8.7 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte RoZo,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhéngigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Die Resultate der HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambur-

sorte RoZo nach Methanolextraktion und deren Gehalt in % TM bei A = 280 nm, in Ab-

hingigkeit von der Keimdauer sind in Tabelle 59 dargestellt. Wie aus Tabelle 59 hervor-



Ergebnisse 177

geht, dndert sich der Polyphenolgehalt qualitativ and quantitativ: Protocatechuséure, Chlo-
rogensdure, Salicylsdure und 4-Hydroxicumarin sind in allen Stadien der Keimversuche in
den Knollen und deren Schalen vorhanden. Salicylsdure weist die hochsten Gehalte mit
0,2 % der TM in den Knollen nach 12 Keimversuchstagen und 4,4 % in den Schalen nach
12 Keimversuchstagen auf. Auch die hochsten Gesamtphenolwerte, berechnet als Summe
des Gehaltes an einzelnen Verbindungen, wurden nach 12 Keimversuchstagen in den
Knollen gefunden mit 0,7 % der TM und bis zum 12. Keimversuchstag in den Schalen mit
6,5 % der TM. Die Gesamtphenolwerte der unbekannten phenolischen Verbindungen, be-
rechnet als Salicylsdure schwanken in den Knollen zwischen 2 und 5,5 % der Gesamtphe-

nolgehalte bzw. zwischen 1 und 23 %. in den Schalen

3.5.8.8 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Stamm,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhingigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Diese Sorte enthielt Protocatechusédure, Gentisinsdure, Catechin, Chlorogenséure, Epicate-
chin, Salicylsdure und 4-Hydroxicumarin in allen Stadien der Keimversuche in den Knol-
len und deren Schalen. Gallussdure war nach 21 Keimversuchstagen in den Knollen sowie
in den Schalen nicht mehr nachzuweisen. Aesculin ist in den Knollen erst nach dem 12.
Keimversuchstag entstanden. Salicylsdure weist die hochsten Gehalte mit 0,7 % der TM in
den Knollen nach 33 Keimversuchstagen und 6,5 % in den Schalen nach 12 Keimver-
suchstagen auf. Auch die hochsten Gesamtphenolwerte, berechnet als Summe des Gehal-
tes an einzelnen Verbindungen, wurden nach 33 Keimversuchstagen in den Knollen mit
1,6 % der TM und nach 12 Keimversuchstagen in den Schalen mit 10 % der TM gefunden.
Die Gesamtphenolgehalte der unbekannten Peaks, lagen in den Knollen zwischen 1 und
3 % bzw. zwischen 1,5 und 3 % in den Schalen. In der Tabelle 60 sind die Ergebnisse zu-

sammengestellt.

3.5.8.9 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Sorte Waldspindel,
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf die Trockenmasse in (%),
in Abhéngigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Die rotschalige Waldspindel enthélt Gallussdure, Aesculin, Chlorogensédure, Kaffeesiure,
Salicylsdure und 4-Hydroxicumarin in allen Stadien der Keimversuche in ihren Knollen
und deren Schalen. Protocatechuséure ist bis zum 12. Keimversuchstag in den Knollen
immer vorhanden. Gentisinsdure ist nach 12 Keimversuchstagen in den Knollen und am
Anfang der Keimversuche in den Schalen nicht nachzuweisen gewesen. Salicylsdure weist

mit 0,9 % der TM in den Knollen am Anfang der Keimversuche und mit 5 % in den Scha-
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len nach 12 Keimversuchstagen die hochsten Gehalte auf. Auch die hochsten Gesamtphe-
nolgehalte, berechnet als Summe des Gehaltes an einzelnen Verbindungen, wurden am
Anfang der Keimversuche in den Knollen mit 2,6 % der TM und in den Schalen mit 10 %
der TM gefunden. Die Gesamtphenolwerte der unbekannten Peaks, berechnet als Salicyl-
sdure schwanken in den Knollen zwischen 0,6 und 1 % und zwischen 0,6 und 2 % in den

Schalen.. Die Tabelle 61 enthélt diese Ergebnisse.

3.5.8.10 HPLC-Trennung von phenolischen Verbindungen der Zichorie
(Methanolextraktion), Angaben bezogen auf Trockenmasse in (%), in
Abhingigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Im Gegensatz zu den Topinambursorten enthélt die Zichorie Protocatechusédure, Gentisin-
sdure, 4-Hydroxibenzoesdure, Epicatechin, Epicatechin, Umbelliferon, Salicylsdure und
4-Hydroxicumarin in allen Stadien der Keimversuche in der Wurzel und deren Schale.
Gallussédure ist in den Schalen erst nach dem 12. Keimversuchstag zu finden. Wahrend
Aesculin in den Wurzeln nach 33 Keimversuchstagen verschwindet, ist es in den Schalen
in allen Stadien der Keimversuche immer nachweisbar. Bis zum 33. Keimversuchstag ist
Chlorogenséure in den Schalen immer vorhanden. Salicylsdure weist die hochsten Gehalte
nach 33 Keimversuchstagen auf: 0,7 % der TM in der Wurzel und 2,5 % in den Schalen.
Auch die hochsten Gesamtphenolwerte, berechnet als Summe des Gehaltes an einzelnen
Verbindungen, wurden nach dem 33. Keimversuchstag mit 2,6 % der TM in der Wurzel
und mit 5 % der TM in den Schalen nachgewiesen. Die Gesamtphenolwerte der unbekann-
ten Peaks, berechnet als Salicylsdure und bezogen auf das Gesamtpeakintegral (ohne Lo-
semittel) schwanken in der Wurzel zwischen 0,7 und 4 % und liegen bei 1 % in den Scha-
len. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 62 zusammengestellt.
Die Gesamtphenolwerte berechnet als Salicylsdure und bezogen auf das Gesamtpeakin-
tegral ohne Losemittel- und unbekanntem Peakintegral sind fiir alle untersuchten Sorten in
den Knollen und deren Schalen in allen Stadien der Keimversuche hoher als die Gesamt-
phenolwerte, berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen. Der Grund hierfiir liegt
wahrscheinlich darin, dass das Gesamtpeakintegral aulerhalb des Linearbereiches der Ka-

libriergeraden gelegen hatte.
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3.5.8.11 Mittels HPLC bestimmte Gesamtphenolwerte (auch nicht identifizierte
Verbindungen) der Topinamburknollen und Zichorienwurzeln sowie deren
Schalen in Abhéngigkeit von der Keimdauer: berechnet als
Salicylsdure-Aquivalent
Die Ergebnisse der mittels HPLC bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen
und Zichorienwurzeln sowie deren Schalen im Methanolextrakt, berechnet als Salicylsdu-
re-Aquivalent und aus dem summierten Peakintegral (auch nicht identifizierte Verbindun-
gen) in Abhédngigkeit von der Keimdauer sind in der Tabellen 63 (sieche Anlagen) zusam-
mengestellt. Aus den Ergebnisse in der Tabelle 63 kann geschlossen werden, dass die
Konzentrationsverldufe uneinheitlich fiir alle untersuchten Sorten sind. In der Tendenz
nimmt der Gesamtphenolgehalt in den Knollen ab, wihrend er in den Schalen zunimmt,
erreicht schlieBlich ein Maximum und nimmt dann wieder ab. Vergleicht man alle Sorten
miteinander, so féllt der Gesamtphenolgehalt der Sorte Waldspindel mit 5 % der TM in
den Knollen und 20 % der TM in den Schalen auf.

3.5.8.11.1 Gegeniiberstellung der mittels HPLC (auch nicht identifizierte Verbindungen)
und nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der
Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

Die Gegeniiberstellung der mittels HPLC (auch nicht identifizierte Verbindungen) und
nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen und Zicho-
rienwurzeln ist in Tabelle 64 (siche Anlagen) dargestellt.

Aus den Ergebnisse in der Tabelle 64 kann geschlossen werden, dass die mittels HPLC
(auch nicht identifizierte Verbindungen) bestimmten Gesamtphenolgehalte bis zum 12.
Keimversuchstag unerwartungsméfig bei den Topinambursorten Gigant, Gute Gelbe, Lar-
ge White, Medius Lindhoop, Petit Blanc, RoZo und Stamm hoher liegen als die nach Fo-
lin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehalte. Die summarische Bestimmung mit der
HPLC-Methode erfasst nur die niedermolekularen Phenolsduren und die Folin-Ciocalteu-
Methode die nieder- und hochmolekularen Phenolsduren. Ab dem 21. Keimversuchstag
sind die nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehalte hoher als die mittels
HPLC (auch nicht identifizierte Verbindungen) bestimmten Gesamtphenolgehalte. Der
Grund hierfiir scheint darin zu liegen, dass der Gehalt an phenolischen Verbindungen sich
im Laufe der Keimversuche qualitativ und quantitativ dndert und dass einige phenolische

Verbindungen keine Farbreaktion mit dem Folin-Ciocalteu Phenolreagenz ergeben.
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3.5.8.11.2 Gegeniiberstellung der mittels HPLC (auch nicht identifizierte Verbindungen)
und nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinambur-
und Zichorienschalen

Die Gegeniiberstellung der mittels HPLC (auch nicht identifizierte Verbindungen) und
nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinambur- und Zichorien-
schalen ist in Tabelle 65 (siche Anlagen) dargestellt.

Aus den Ergebnisse in der Tabelle 65 kann geschlossen werden, dass der mittels HPLC
(auch nicht identifizierte Verbindungen) bestimmte Gesamtphenolgehalte bis zum 12.
Keimversuchstag unerwartungsméfig bei den Topinambursorten Gigant, Gute Gelbe, Lar-
ge White, Medius Lindhoop, Petit Blanc, RoZo und Stamm hoher liegt als die nach Folin-
Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte. Ab dem 21. Keimversuchstag ist der nach Fo-
lin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte hoher als die mittels HPLC (auch nicht i-

dentifizierte Verbindungen) bestimmten Gesamtphenolgehalte.

3.5.8.11.3 Zusammenhang zwischen des mittels HPLC (auch nicht identifizierte
Verbindungen) und nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes der
Topinambur- und Zichorienschalen

Im diesen Fall soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die nach
Folin-Ciocalteu und mittels HPLC gewonnenen Gesamtphenolwerte, ausgedriickt durch
die Mittelwerte der Messreihen (alle Sorten ab dem 21. Keimversuchstag), miteinander
verbunden sind. Die Auswertung der Messergebnisse (Diagramm 34) zeigt einen linearen
Zusammenhang mit hoher Korrelation (r = 0,9525) zwischen den nach Folin-Ciocalteu
und mittels HPLC (auch nicht identifizierte Verbindungen) gewonnenen Gesamtphenol-
werten der Extrakten aus im Labor kultivierteten Topinambur- und Zichorienschalen (alle
Sorten ab dem 21. Keimversuchstag). Anhand der Gleichungsgerade ist es mdglich, mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,1 %, die Messwerte der eine Methode in die der an-

deren umzurechnen.
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Diagramm 34: Zusammenhangs zwischen den mittels HPLC
(auch nicht identifizierte Verbindungen) und nach Folin-Ciocalteu bestimm-
ten Gesamtphenolgehalte der Topinambur- und Zichorienschalen

3.5.8.12 Mittels HPLC bestimmte Gesamtphenolwerte der Topinamburknollen und Zicho
rienwurzeln sowie von deren Schalen in Abhéngigkeit von der Keimdauer:
Summierung der individuellen Polyphenolverbindungen
Die Ergebnisse der mittels HPLC bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen
und Zichorienwurzeln sowie deren Schalen, berechnet als Summe der einzelnen Verbin-
dungen, in Abhingigkeit von der Keimdauer sind in der Tabellen 66 (siche Anlagen) zu-
sammengestellt. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Konzentrations-
verldufe uneinheitlich fiir alle untersuchten Sorten sind. In der Tendenz nimmt der Ge-
samtphenolgehalt in den Knollen ab wéhrend er in den Schalen zunimmt, erreicht ein Ma-
ximum und verringert sich danach wieder. Vergleicht man alle Sorten miteinander, so fallt
wieder der Gesamtphenolgehalt der Sorte Waldspindel auf: 2,5 % der TM in den Knollen

und 10 % der TM in den Schalen wurden ermittelt.

14,00
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3.5.8.12.1 Gegeniiberstellung der mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen) und
nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der
Topinamburknollen und Zichorienwurzeln

Die Gegeniiberstellung der mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen) und nach Fo-
lin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen und Zichorienwur-
zeln ist in Tabelle 67 (sieche Anlagen) dargestellt.

Aus den Ergebnisse in der Tabelle 67, kann geschlossen werden, dass der mittels HPLC
(auch unbekannten) bestimmte Gesamtphenolgehalte am Anfang der Keimversuche
unerwartungsméfig bei den Topinambursorten Gigant, Gute Gelbe, Large White, Medius
Lindhoop, Petit Blanc und Stamm hoher liegt als die nach Folin-Ciocalteu bestimmte Ge-
samtphenolgehalte. Ab dem 12. Keimversuchstag ist der nach Folin-Ciocalteu bestimmte
Gesamtphenolgehalte hoher als die mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen) be-

stimmte Gesamtphenolgehalte.

3.5.8.12.2 Gegeniiberstellung der mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen) und
nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinambur- und
Zichorienschalen

Die Gegeniiberstellung der mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen) und nach Fo-
lin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte der Topinambur- und Zichorienschalen ist
in Tabelle 68 (siche Anlagen) dargestellt. Aus den Ergebnisse in der Tabelle 68, kann ge-
schlossen werden, dass der mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen) bestimmte Ge-
samtphenolgehalte am Anfang der Keimversuche unerwartungsméfig bei den Topinam-
bursorten Gute Gelbe, Large White und Medius Briickmann und bis zum 12. Keimver-
suchstag bei den Sorten Gigant, Medius Lindhoop, Petit Blanc und Stamm hdher liegt als
die nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte. Ab dem 21. Keimversuchstag
ist der nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalte hoher als die mittels HPLC

(nur identifizierte Verbindungen) bestimmte Gesamtphenolgehalte.

3.5.8.12.2.3 Zusammenhang zwischen den mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen)
und nach Folin-Ciocalteu bestimmte Gesamtphenolgehalten der
Topinambur- und Zichorienschalen

Hier soll die Frage beantwortet werden, mit welcher GesetzméBigkeit die nach Folin-
Ciocalteu und mittels HPLC (nur identifizierte Verbindungen) gewonnenen Gesamtphe-
nolwerten, ausgedriickt durch die Mittelwerte der Messreihen (alle Sorten ab dem 21.

Keimversuchstag), miteinander verbunden sind.
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Diagramm 35: Zusammenhang zwischen den mittels HPLC (nur identifizierte
Verbindungen) und nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehal-
ten der Topinambur- und Zichorienschalen

Die Auswertung der Messergebnisse (Diagramm 35) zeigt einen linearen Zusammenhang
mit hoher Korrelation (r = 0,9489) zwischen den nach Folin-Ciocalteu und mittels HPLC
(nur identifizierte Verbindungen) gewonnenen Gesamtphenolwerten der Extrakten aus im
Labor kultivierteten Topinambur- und Zichorienschalen (alle Sorten ab dem 21. Keimver-
suchstag). Anhand der Gleichungsgerade ist es moglich, mit einer Irrtumswahrscheinlich-
keit von 0,1 %, die Messwerte der eine Methode in die der anderen umzurechnen.

Die Folin-Ciocalteu-Bestimmungsmethode fiir phenolische Verbindungen ist auf die prak-
tische Anwendung hin orentiert. Die HPLC-Methode, die auf einer Trennung der phenoli-
schen Verbindungen und einer quantitativen Bestimmung der Einzelsubstanzen beruht,
kommt der Realitdt am nichsten. Diese Verfahren hat jedoch bis heute, aufgrund des ho-
hen Kostenaufwanden hinsichtlicht der apparativen Ausstattung und das weitergehende
Fehlen von eindeutig definierten Bezugssubstanzen, wenig Eingang in die Praxis gefunden
(60).

Die beiden Methoden fithren zu unterschiedlichen Ergebnissen.
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4. Diskussion

Das Ziel der Arbeit war:

9. Die Entwicklung einer abgesicherten Methode zur Gewinnung von phenolischen Ver-
bindungen aus Topinambur,

10. die Bestimmung der PPO-Aktivitdt und die Extraktion der Polyphenole aus ganzen
Knollen und der Schalenfraktion der physiologisch aktiven Topinamburknollen, wobei
die Knollen auch zum Keimen gebracht werden und in Abhéngigkeit von der Keim-
dauer die Gesamtpolyphenole sowie einzelne polyphenolische Verbindungen bewertet
werden,

11. Vergleich der Absorptionsmaxima mit den Beilstein-Werten,

12. die Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten aller Vergleichssubstanzen,

13. die Strukturkldrung aller im Topinambur enthaltenen Polyphenole mittels LC-MS und
GC-MS,

14. die Ermittlung der antioxidativen Aktivitdt der Topinamburproben nach der MEBAK-
Methode und dem ACW-Test,

15. das Ziehen von Schlussfolgerungen fiir die Vorbereitung des Einsatzes von groftech-
nischen Anlagen zur Gewinnung von isolierten Polyphenolen aus der Schalenfraktion
von Topinambur und

16. das Ubertragen der Erkenntnisse auf andere Friichte.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode zur Gewinnung von phenolischen Ver-

bindungen ist auf andere Friichte, Trester, Abwisser aus einer Olmiihle u.i. iibertragbar.

Tabelle 69 zeigt die Schmelzpunkte der verwendeten phenolischen Verbindungen als Ver-

gleichssubstanz und ihre Loslichkeit im Wasser an. Wie aus dieser Tabelle hervorgeht,

sind alle untersuchten Verbindungen iiber 100 °C noch stabil. Einige sind aber im Wasser
schwer- oder unldslich. Mittels Vakuumverdampfers kann das eingesetzte Losemittel ab-
getrennt, aufbereitet und wieder eingesetzt werden.

Die Trockenmassen je nach Sorten sind in den Knollen und den Schalen unterschiedlich

und dndern sich im Laufe der Keimversuche im Labor. Die Gesamtphenolgehalte aller

Sorten dndern sich im Laufe der Keimversuche im Labor. Diese Anderungen sind von dem

Stoffwechsel-Aktivierungsgrad, welcher uneinheitlich ist, und von der Bewisserung ab-

héngig.

Gallussiure-Aquivalente sind bei Topinambur nicht anwendbar, da nach den HPLC-

Untersuchungen deren Konzentration uneinheitlich und zu gering ist. Die Bezugssubstanz

Salicylsdure dominiert im Spektrum der phenolischen Substanzen von Topinambur,

so dass auf diese Verbindung bezogen wurde.
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Die enzymatische Verfarbung von Obst und Gemiise sowie der daraus hergestellten Ge-
tranke ist ein Problem der Lebensmittelindustrie und verursacht eine Qualititsminderung
wéhrend der Lagerung und des Verarbeitungsprozesses durch nachteilige Verdnderungen
des Lebensmittels. Verfarbungen jedweder Art sind bei der industriellen Herstellung, Zu-
bereitung und Lagerung von Lebensmitteln ein haufiger Vorgang, der bisweilen er-
wiinscht, meist jedoch unerwiinscht ist. Am hiufigsten treten Braunfarbungen auf, wobei
die nichtenzymatische Braunung (Maillard-Reaktion) und die enzymatische Braunung zu
unterscheiden sind. Bei vielen Obst- und Gemiisearten wird durch die enzymatische Briu-
nung das Lebensmittel nachteilig veridndert. Die enzymatische Bridunung besteht in der
Einwirkung von PPO in Gegenwart von Luftsauerstoff auf mehrwertige phenolische In-
haltstoffe. Das Enzym Phenoloxidase gehort zur Gruppe der Oxidoreduktasen. Es ist weit
verbreitet. So findet man es in verschiedenen Organismen, wie z.B. Pilzen, Kartoffeln,
Bananen oder Insekten. Das Enzym besitzt als prosthetische Gruppe Kupferatome, ohne
deren Vorhandensein es nicht in der Lage ist, seine katalytische Funktion auszuiiben (368,
369). PPO ist ein genereller Begriff einer Gruppe von Enzymen, welche die verschiedenar-
tigsten aromatischen Verbindungen oxidativ unter Verbrauch von O, veréindern kdnnen. Je
nach Substratspezifitat wird PPO wie folgt unterteilt (368):

- EC 1.10.3.1 Laccase oder p-Diphenolsauerstoffoxidoreduktase
,Laccasen konnen die verschiedenartigsten aromatischen Verbindungen oxidativ unter
Verbrauch von O, verdndern, wobei es sich nicht nur um Phenole handeln muf3, sondern
auch um Amine handeln kann*.

- EC 1.10.3.2 : Diphenoloxidase, Katecholoxidase oder Diphenolsauerstoff-
oxidoreduktase

- EC 1.14.18.1 : Monophenoloxidase, Kreolase und Tyrosinase.
,Monophenoloxidasen (Tyrosinasen) oxidieren Monophenole (wiederum unter Verbrauch
von O,), wie z.B. Tyrosin zu Dihydrophenylalanin (DOPA) unter Einfiigung einer zweiten

Hydroxylgruppe, was dann wiederum Substrat einer Laccase wére*.

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass DOPA ein Substrat fiir Topinambur-
PPO ist. DOPA kann auch von Laccasen, Monoaminoxidasen, Cytochromoxidasen oder
Peroxidasen oxidiert werden (150). Die Topinambur-PPO weist eine optimale Aktivitét bei
pH 7 auf. PPO aus Apfeln, Birnen, SiiBkirschen, Weintrauben, Bananen, Mango,
StiBkartoffeln und griinen Paprika weisen auch eine optimale Aktivitéit bei pH 7 auf mit
Katechol als Substrat (369). Aufgrund der Tatsache, dass die Topinambur-PPO, Katecho-
lasen (143) und Laccasen (359) ein gleiches pH-Optimum besitzen, und aufgrund des brei-
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ten Spektrums der im Topinambur vorkommenden phenolischen Verbindungen kann ge-
schlossen werden, dass Topinambur-PPO eine Laccase-, Katecholase- und Tyrosinaseakti-
vitdt aufweist. Je nach Enzymherkunft und Substrat schwankt das pH-Optimum der PPO
zwischen pH 4 und pH 7. Im Vergleich zur Bananen-PPO weisen die Topinamburschalen
eine hohere Polyphenoloxidaseaktivitét auf. In Bananen wurden 78,35 nkat PPO-Aktivitét
in Detergentextrakt, 148,36 nkat in Acetonextrakt und 38,34 nkat in DEAE-Eluat nachge-
wiesen (150). Die in Topinamburschalen gemessene PPO-Aktivitit (Tabelle 9) liegt hoher
als die in Bananen nachgewiesene PPO-Aktivitit. Wihrend die Topinambur-
Polyphenoloxidaseaktivitit sehr stark im pH-Bereich zwischen 4 und 5 abnimmt (Dia-
gramm 6), wurde eine hohe Laccaseaktivitdt in diesem pH-Bereich mit 2, 2°-Azinobis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonate (ABTS) als Substrat (359) festgestellt. Der Grund dafiir
scheint im Substrat zu liegen. Zu den Stoffen, die die enzymatische Verfarbung hemmen
koénnen, gehdren
- reduzierende Stoffe, wie z.B. Bisulfit, Askorbinsdure und ihre Derivate, Glutathion
und Cystein,
- Enzym-Inhibitoren, wie z.B. aromatische Carbonsdure, aliphatische Alkohole, substi-
tuiertes Resorcinol, Anionen und Peptide,
- Chelatstoffe, wie z. B. Phosphat, EDTA und organische Séuren,
- einsduernde Stoffe, wie z. B. Zitronensédure, Oxalsdure und Phosphorsidure sowie

Komplexbildner, wie z. B Cyclodextrin (140, 144, 149, 155).

Askorbinsdure, Zitronensdure und Zitronensaft weisen Hemmungseigenschaften gegen-
iiber Topinambur-Polyphenoloxidaseaktivitit auf. Ab einem pH-Wert von < 4,5 ldsst die
Topinambur-Polyphenoloxidaseaktivitit stark nach. Askorbinséure und Zitronensaure sind
in der Literatur als Alternativen zur Hemmung der PPO statt SO, (140) beschrieben. Die
Hemmungseigenschaft von Zitronensaft gegentiber der enzymatischen Braunung im Kii-
chenbereich ist zwar bekannt, aber es liegt leider keine wissenschaftliche Arbeit dariiber
vor. Das Temperaturoptimum fiir Topinambur-Polyphenoloxidaseaktivitit liegt bei 60 °C.
PPO aus SiiBlkartoffeln weist eine maximale Aktivitdt bei nur 22 °C auf (369). Die Tempe-
raturoptima der PPO liegen bei 37 °C fiir Pfirsich, bei 25 °C fiir Aprikosen und bei 37 °C
fiir Bananen. In der Fachliteratur liegen nur wenige Publikationen iiber das Temperaturop-
timum der PPO vor. Diese ist, wie auch das pH-Optimum, von der Herkunft des Enzyms
sowie des Substrats abhidngig. Die PPO gehoren nicht zu den extrem hitzestabilen Enzy-
men. Fine kurze Erhitzung der Frucht zwischen 70 °C und 90 °C reicht fiir die meisten
Félle aus, um die katalytische Funktion der PPO teilweise oder vollstindig zu hemmen

(369). Das Blanchieren bei niedriger Temperatur (45 min bei 50 °C) verringert schon die
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PPO in SiiBkartoffeln um 12 % (370). Die partielle Inaktivierung der Siikartoffel-PPO bei
solcher Temperatur weist auf verschiedene Enzyme oder Isoenzyme hin.

Mit Temperaturen von > 80 °C ist eine deutliche Inaktivierung der Topinambur-PPO zu
erreichen. Die Zeit, um Topinambur-PPO vollstindig zu inaktivieren, betrdgt 10 min bei
85 °C und 6 min bei 100 °C. Polyphenoloxidasen der Anethum graveolens L. sind nach
einer Stunde bei 80 °C vollstindig inaktiviert (143). Aus einer spanischen Untersuchung
(359) konnte die Polyphenoloxidase in Abwéssern einer Olivendlmiihle bei Temperaturen
von 60 °C bis 70 °C inaktiviert werden. Die Topinambur-PPO sind, wie auch die phenoli-
schen Verbindungen als Substrat weniger im Fruchtfleisch der Knollen, sondern haupt-
sdchlich in den dufleren Gewebeschichten der Schalen anzutreffen. Die gleiche Beobach-
tung gilt fiir Weinbeeren (371). Sie iibt dort, zusammen mit den phenolischen Verbindun-
gen, im Falle von Verletzungen und Infektionen eine wichtige Schutzfunktion aus.

Eine Methode zur Gewinnung phenolischer Verbindungen wurde in der vorliegenden Ar-
beit entwickelt und deren Reproduzierbarkeit gepriift. Der Variationskoeffizient dieses Ex-
traktionsverfahrens betrégt 6 %. Der Variationskoeffizient stellt den relativen Fehler des
Mittelwertes einer Stichprobe dar. Er ist von der MaB3einheit des Ergebnisses unabhingig
und gibt die prozentuale Abweichung vom Mittelwert an. Je kleiner der Variationskoeffi-
zient ist, desto priziser ist die Methode. Im biochemischen Ubungspraktikum soll im all-
gemeinen mit einer Prizisionsvorgabe von etwa 5 % gerechnet werden (305). Die Auslau-
gung der frischen, geriebenen Knollen durch das Losemittel-Gemisch Ethylace-
tat/Methanol in Verbindung mit dem freien Wasser in den Knollen erweist sich sehr vor-
teilhaft. Eine Ethylacetat-Phase, die zu erwarten war, bildete sich nicht aus, weil Methanol
als Losevermittler wirkt. In der Literatur gibt es vermehrt Publikationen iiber Polyphenole
sowie deren Bestimmungsmethoden. So wird von den Behdrden der Lebensmitteliiberwa-
chung in Deutschland hdufig der von Rebelein (372) beschriebene"Catechin-Wert" zur
Beurteilung von Weinen herangezogen. Die Bestimmung der Catechin-Werte beschrénkt
sich jedoch weitgehend auf das Gebiet der Bundesrepublik Deutschland. In den Gremien
des Internationalen Weinamtes in Paris (O.1.V.) konnte sich diese Bestimmungsmethode
nicht durchsetzen. Die EG-Verordnung Nr. 2676/90 zur Festlegung gemeinsamer Analy-
senmethoden flir den Weinsektor schreibt unter Ziff. 41 den Folin-Ciocalteu-Index als
Verfahren zur quantitativen Bestimmung der phenolischen Bestandteile des Weines ver-
bindlich vor. Bei der Durchfiihrung der von der EG vorgeschriebenen Bestimmung der Po-
lyphenole nach Folin-Ciocalteu ergeben sich zwei Problembereiche:

Die Bestimmung eines Indexes ohne Konzentrationsangabe ist nur von geringer Aussage-

kraft und wird von der Praxis heute nicht mehr akzeptiert. Aus diesem Grunde ist es erfor-
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derlich, dass eine oder mehrere Bezugssubstanzen zur Umrechnung des Indexes auf eine
sinnvolle Konzentrationsangabe herangezogen werden.

Es ist eindeutig nachgewiesen worden, dass verschiedene Weininhaltsstoffe die Bestim-
mung nach Folin-Ciocalteu storen. Eine zusitzliche Variante der Folin-Ciocalteu-
Bestimmungsmethode fiir "kondensierbare Gerbstoffe" wird von Tanner und Brunner
(362) beschrieben, wobei Gallussdure oder Catechin als Bezugssubstanzen verwendet
werden sollen. Eigene Untersuchungen haben aber gezeigt, dass Gallussdure oder Catechin
nicht immer die Bezugssubstanzen sein konnen. Im Apfelsaft, Apfelwein und Apfelessig
dominiert Chlorogensédure im Spektrum der Polyphenole (373). In Kirschwein und
schwarzem Johannisbeerwein ist Neochlorogensédure dominant (374). Bei einem Wein,
der aus normalem Lesegut stammt, ist der Gehalt des Jungweines an Chlorogenséure hoch.
Gallusséure ist in sehr geringen Mengen nach der Géarung vorhanden und verliert sich bei
der Lagerung, d.h. sie wird mit der Trennung des Weines vom Trub beim ersten Abstich
ausgeschieden. In ausgebauten Weinen aus normal behandelten Trauben ist Gallusséure
nicht mehr nachweisbar (375). Diese Beispiele bestétigen, dass die Bezugssubstanz von
dem Substrat abhingig ist. Eigene Untersuchungen haben gezeigt, dass die bisher nach Fo-
lin-Ciocalteu ermittelten Gesamtphenolwerte hoher als der wirkliche Gesamtphenolgehalt
ausfallen. Bei einer Modelllosung der Vergleichssubstanz weichen die nach Folin-
Ciocalteu ermittelten Gesamtphenolgehalte von den geldsten Quantititen der Einzelver-
bindungen als Summenwert ab. Je nach der verwendeten Bezugssubstanz ist diese Abwei-
chung unterschiedlich. Griinde hierfiir scheinen darin zu liegen, dass die geldste Menge
nicht immer der Menge der Teilchen, die an der Reaktion beteiligt sind, entspricht und
dass jede Vergleichssubstanz ihre spezifische UV-Empfindlichkeit hat. Die Reinheit der
Vergleichssubstanzen spielt moglicherweise auch eine Rolle. Aufgrund der Ergiebigkeit
der Ergebnisse dieser Versuche wurden anhand einer Modelllosung die Gesamtphenol-
Abweichungen von unterschiedlichen Bezugssubstanzen von den Sollwerten bei

A =760 nm, bezogen auf den Sollwert, zusétzlich ermittelt (Tabelle 24). Die Abweichung
ist zwar konzentrationsabhéngig, aber der Unterschied ist nicht signifikant. Wenn Gallus-
sdure als Bezugssubstanz gewéhlt wird, miisste bei der Bestimmung des Gesamtphenol-
wertes nach Folin-Ciocalteu die ermittelte Konzentration um 47 % erh6éht werden. Wenn
Catechin Bezugssubstanz ist, miisste der Wert um 21 % erhoht werden. Wenn hingegen
Chlorogensédure Bezugssubstanz ist, miissten bei der Bestimmung des Gesamtphenolwer-
tes nach Folin-Ciocalteu 20 % der ermittelte Konzentration abgezogen werden; 10 %,
wenn Gentisinsdure Bezugssubstanz ist und schliesslich 40 %, wenn Salicylsdure Bezugs-

substanz ist. Die so korrigierten Gesamtphenolgehalte sind den Sollwerten am néchsten.
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Die Einfliisse von freiem SO,, Eisen (II), aromatischen Aminen bzw. Askorbinsdure als
Storfaktoren bei der Polyphenolbestimmung mit Folin-Ciocalteu-Reagenz wurden in der
vorliegenden Arbeit aufgezeigt. Der storende Effekt der schwefligen Sdure ist unter den
genannten Storparametern eindeutig der wichtigste. In der hier angewandten Extraktions-
methode wurden 250 mg Na-Bisulfit/l Extrakt eingesetzt, was 189,5 mg freiem SO, /1 ent-
spricht. Diese Konzentration an freiem SO, ergibt nach eigener ermittelter Gleichung
(Diagramm 11), 0,1 Extinktionseinheiten, die von den Ergebnissen abgezogen werden
miissen. Das heil3t, dass der ermittelte Polyphenolgehalt durch freies SO, um 14 % erh6ht
ist. Aus den Literaturangaben ist zu entnehmen, dass bei der Folin-Ciocalteu Methode in
Gegenwart von 34 mg freies SO, der Polyphenolgehalt um 28 % erhoht ist (365), was in
dieser Arbeit nicht bestétigt werden konnte. Schweflige Sdure hemmt sowohl das Wachs-
tum von Mikroorganismen als auch die enzymatische und nichtenzymatische Braunung
(376-378).

Die Kalibriergerade ist je nach Vergleichssubstanzen bis zu 1,6 Extinktionseinheiten noch
linear (Diagramm 9). Dadurch ist der bisher in der Literatur mit 1,2 Extinktionseinheiten
als Grenze fiir das Lambert-Beersche Gesetz angegebene Wert nicht haltbar. Auch die von
Tanner und Brunner (362) angegebenen 30 min zwischen dem Farbreaktionsansatz und
der spektralphotometrischen Messung sind nach eigenen Untersuchungen nicht haltbar,
weil die Farbstabilitit zwischen 90 und 240 min gewihrleistet ist.

Der Gehalt an phenolischen Substanzen in Topinambur wird in hohem Mal} von der ver-
wendeten Sorte bestimmt. In Tabellen 26 und 27 sind die Phenolgehalte der Topinam-
burknolle als Salicylsduredquivalente dargestellt.

Nach eigenen Untersuchungen wurde festgestellt, dass Cumarin-3-Carbonséure,
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesédure und 4-Hydroxicumarin, die im Topinambur vorhanden
sind, keine blaue Farbe mit Folin-Ciocalteu Phenol-Reagenz geben. Dadurch sind die
Messwerte in Tabellen 26 und 27 etwas zu niedrig.

Leider konnte die Lichtstirke wihrend der Keimversuche im Labor nicht berticksichtigt
werden. Da die Lichtintensitét (600 1x) positiv die Synthese phenolischer Verbindungen
beeinflusst (137, 138), konnten diese Messwerte noch hoher sein, wenn die Keimversuche
im Freiland oder in einem Gewidchshaus durchgefiihrt wéren.

Aus den Literaturangaben ist zu entnehmen, dass der Gesamtphenolgehalt meist als Gal-
lussduredquivalente pro Liter Getridnke ausgedriickt wird. Da in der vorliegenden Arbeit
der Gesamtphenolgehalt als Salicylsduredquivalente pro hundert Gramm Trockenmasse

ausgedriickt wird, besteht bei fehlenden Trockenmassenangaben keine Vergleichsmog-

lichkeit.
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Diagramm 36 zeigt den Zusammenhang zwischen dem nach Folin-Ciocalteu bestimmten
Gesamtphenolgehalt als GAE und dem nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenol-
gehalt als SAE. Ein linearer Zusammenhang mit einem hohen Korrelationskoeffizienten
(r=0,9995) wurde zwischen beiden Ausdriicken gefunden. Anhand der Gleichungsgerade
ist es moglich, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,1 % die Werte des Gesamtphe-
nolgehaltes, ausgedriickt als Gallussduredquivalente, in die Werte des Gesamtphenolgehal-

tes, ausgedriickt als Salicylsduredquivalente, umzurechnen.
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Diagramm 36: Zusammenhang zwischen der nach Folin-Ciocalteu bestimmten
Gesamtphenolgehalte als GAE und der nach Folin-Ciocalteu
bestimmten Gesamtphenolgehalte als SAE

Neben den genannten Methoden, die auf die praktische Anwendung hin orientiert sind,
werden differenziertere Methoden angewandt, die auf eine Trennung der Polyphenole mit-
tels verschiedener chromatographischer Verfahren und einer quantitativen Bestimmung
der Einzelsubstanzen beruhen. Diese Verfahren haben jedoch bis heute keinen Eingang in
die Praxis gefunden. Ursache hierfiir ist sicherlich der hohe Kostenaufwand hinsichtlich
der apparativen Ausstattung und das weitgehende Fehlen von eindeutig definierten Be-
zugssubstanzen.

Paupardin hatte mittels Papierchromatographie 7 phenolische Verbindungen in Topinam-

bur nachgewiesen. Mittels HPLC und LC-MS bzw. GC-MS wurden in dieser Arbeit
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22 phenolische Verbindungen in Topinambur nachgewiesen, davon wurden 15 neue phe-
nolische Verbindungen in Topinambur identifiziert. Das Spektrum der phenolischen Ver-
bindungen in Topinambur &ndert sich im Laufe des Keimversuchs und ist von den Wachs-
tumsbedingungen abhéngig. Polyphenoloxidasen und Peroxidasen sind vermutlich fiir die-
se Verdnderungen verantwortlich. Obwohl Fruchtschalen auch Anthocyanidine (Pelargo-
nidin, Cyanidin, Delphinidin, Pdonidin und Malvidin) und Flavonole (Kdmpferol, Querce-
tin, Isorhamnetin, Myricetin und Rutin) enthalten, konnten diese in den hier untersuchten
Topinamburextrakten nicht quantifiziert werden. Hierzu sind vermutlich weitere Aufberei-
tungsschritte oder andere Trennsédulen erforderlich. Hier gibt es auch keine Vergleichswer-
te, weil die in der Literatur gefundenen HPLC-Analysen entweder nur qualitativ waren
oder andere Einheiten hatten.

Das Reduktionsvermdgen der Topinamburextrakte wurde mittels 2,6-Dichlorphenol-
indolphenol (TR) bestimmt; das ist die am hiufigsten gebrauchte Bestimmungsmethode
fiir Vitamin C. Thre Spezifitit ist jedoch ungeniigend, denn die Gegenwart anderer Sub-
stanzen, wie Phenole, Reduktone und unbekannte reduzierende Stoffe beeinflussen das
Ergebnis.

Die Entfarbung des Indikators (TR) innerhalb von 15 Sekunden ist auf Reduktone, Sulf-
hydrylverbindungen sowie Anteile der Melanoidine und Sulfite zuriickzufiihren. Innerhalb
weiterer 5 Minuten soll der GroBteil der vorhandenen Melanoidine reagiert haben. Das
weitere langsame Reduktionsvermdgen bei der Bieranalyse ist vorwiegend den Gerbstot-
fen und Hopfenbitterstoffen zuzuschreiben (379).

Beim Tannometer wird die prozentuale Menge an Tillmanns-Reagenz (TR), welche ge-
mass dem Ansatz von Gray und Stone (ITT) innerhalb von 60 Sekunden reduziert wird,
bei A = 520 nm bestimmt. Die ,,antioxidative Wirkung* ist von der Bestimmungsmethode
abhéngig (244, 246). Einleitend wurde festgestellt, dass das Reduktionsvermogen von To-
pinamburextrakten deutlich hoher liegt als dasjenige von deutschem Bier. Die ,,antioxida-
tive Wirkung® der Topinamburextrakte ist komplex und setzt sich im wesentlichen aus den
Beitrdgen der einzelnen Polyphenole, Vitamin A, C und des Spurelementes Selen zusam-
men.

Zwischen den antioxidativ wirkenden Vitaminen C und E sowie Betacarotin bestehen
synergistische Wechselwirkungen, das heif3t, dass die kombinierte Wirkung dieser Stoffe
starker ist als die Summe ihrer Einzelwirkungen. Dariiber hinaus kann Vitamin C

Vitamin E im Korper regenerieren. Vitamin E wird ndmlich beim Unterbrechen von Radi-
kalreaktionen selbst zu einem Radikal. Vitamin C kann dieses Radikal neutralisieren und

in Vitamin E zurlick verwandeln, indem es selbst ein Elektron abgibt. Dadurch wird es
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seinerseits zu einem Radikal, dem Ascorbylradikal, das vom Ko&rper durch ein Enzymsys-
tem wieder in Ascorbinsdure liberfiihrt wird. Diese Zusammenhénge machen deutlich,
dass alle Vitamine in einer ausreichend hohen Konzentration vorliegen miissen, um die
gewiinschten antioxidativen Effekte zu erzielen.

Selen ist ein unverzichtbarer Bestandteil des antioxidativen Enzyms Glutathion- Peroxida-
se, das ebenfalls freie Radikale zerstort. Dieses Enzym wird im Gegensatz zu den antioxi-
dativen Vitaminen A, C, E und Beta-Carotin - nach der Reaktion mit freien Radikalen
wieder regeneriert. Aber der Organismus hat nur dann ausreichende Mengen von Glutathi-
on- Peroxidase zur Verfiigung, falls geniigend Selen mit der Nahrung zugefiihrt wird.
Vitamin C kann Vitamin E teilweise im Organismus wieder regeneriert haben. Fiir eine
optimale Wirkung von Vitamin E ist daher auch das Vorhandensein von Vitamin C
wichtig. Bei Topinamburextrakten ist diese Wechselwirkung identisch, weil Glutathion-
Peroxidase und die Vitaminen A und C in Topinambur vorhanden sind.

Das von den einzelnen Vergleichssubstanzen ausgehende Reduktionsvermodgen wurde er-
folglos mit der Methode von Tillmanns-Reagenz erprobt. Die Entfarbung der TR erfolgt
vermutlich spiter. Nach allen bisher vorliegenden Untersuchungen sind Stellung und Zahl
der OH-Gruppen der Polyphenole von grofler Bedeutung fiir deren antioxidative Wirkung
(241). So sind z.B. haufig Inhaltsstoffe mit einer 3,4-Dihydroxikonfiguration am Benzol-
ring (3,4-Dihydroxibenzol-Verbindungen) in der antioxidativen Stirke vergleichbar mit
den in der Bundesrepublik Deutschland zugelassenen Antioxidantien BHA und BHT. Alle
Flavonoide mit 3’,4’-Dihydroxi-Konfiguration am Ring B, wie Quercetin, Catechin und
Epicatechin, weisen eine relativ starke antioxidative Wirkung auf. Eine weitere OH-
Gruppe am Cs, wie beim Myricetin und deren Gallocatechinen, erhéht die Wirkung, Me-
thylierung von OH-Gruppen am Ring B vermindert sie. Ein Optimum an antioxidativer
Wirkung wird erzielt durch das Vorkommen der CO-Gruppe am C4, wie bei den Flavono-
len und Flavonen, sowie einer freien OH-Gruppe am Cs, wie bei den Catechinen. Um eine
Reihenfolge der ,,antioxidativen Wirkung* zu ermitteln, sollten alle zu vergleichenden
phenolischen Verbindungen mit der gleichen Methode untersucht werden, denn unter-
schiedliche Methoden fiihren verstindlicherweise zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Die Strukturaufkldrung der in Topinambur isolierten und getrennten phenolischen Verbin-
dungen mittels HPLC-MS-Kopplung wurde erprobt. Alle mittels UV-Detektion identifi-
zierten Peaks waren mittels DAD-Detektion nicht zu trennen. Hier sollten die Trennungs-
bedingungen fiir DAD noch optimiert werden. Es konnten auch nicht sdmtliche im Mas-
senchromatogramm getrennten Peaks identifiziert werden. Ein Grund hierfiir scheint darin

zu liegen, dass es eine Fragmentierung in der lonenquelle gab. Die Eluententfernung er-



Diskussion 193

folgte bei 250 °C. Bei dieser Temperatur sind einige phenolische Verbindungen zersetzt.
Eine Derivatisierung und die Temperaturoptimierung und eine andere Ionisationstechnik
sind vermutlich hier nétig. Die Thermospray HPLC-MS-Kopplungen sollen ein gutes
Werkzeug bei der Strukturaufkldrung und bei der Methodenentwicklung zur Bestimmung
von Polyphenolen aus Lebensmitteln darstellen (380). ESI ist insbesondere bei hochmole-
kularen Komponenten interessant (381). Fiir eine effiziente Elektrospray-lonisation spielt
die ,,Chemie in der Losung* eine mal3gebliche Rolle. So wird die lonenausbeute zum Bei-
spiel durch unpassende pH-Werte reduziert und die Freisetzung der lonen aus den Aero-
soltrépfchen durch nichtfliichtige Puffer oder lonenpaarbildner behindert (382). Grund-
sdtzlich gilt, dass die Probe bei einer Temperatur verdampfbar sein muf3, bei der noch kei-
ne nennenswerte thermische Zersetzung eintritt, d.h. unterhalb des Schmelzpunktes. Bei
manchen Verbindungstypen kommt es sehr leicht zu thermischen Umwandlungen (383).
Die GC-MS-Kopplung als zweite Variante zur Strukturaufklarung der in Topinambur ge-
trennten phenolischen Verbindungen wurde erprobt. Dabei wurden die Elektronenstof3-
Ionisierung (EI) und die Chemische Ionisierung (CI) verwendet. Alle mittels UV-
Detektion identifizierten Peaks konnten mittels GC nicht getrennt werden, obwohl die
Proben derivatisiert wurden. Die Trennungsbedingungen sowie die Derivatisierungsstufen
sind hier zu optimieren. Die Injektion erfolgte bei 250 °C und der Temperaturgradient in
der Trennsdule lag zwischen 250 °C bis 280 °C. Bei diesen Temperaturen findet eine Zer-
setzung statt. Die GC-MS-Kopplung wurde verwendet, um Isoflavonoide in Lupinus-
Extrakten (384) und fliichtige Phenole in Rotwein (385) zu identifizieren. Da die Tri-
methylsilyl-Derivate aus N, O-bis Trimethylsilylacetamide fliichtig und thermostabil sind,
wurden sie verwendet, um nichtfliichtige Phenolsdure und Flavanone mittels GC zu identi-
fizieren (386, 387).

Bei der bearbeiteten Thematik handelt es sich um eine universitire Aufgabe. Sie leistet
Beitriage fiir den Lebensmitteltechnologen, Erndhrungswissenschaftler und Mediziner. Die
in der Promotion gewonnenen Kenntnisse bilden eine Grundlage fiir die Bewertung von

Topinambur und fiir die Entwicklung neuer funktioneller Lebensmittel.



Schlussfolgerung 194

5 Schlussfolgerung

Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Bewertung von ver-
schiedenen Topinambursorten beziiglich des Polyphenolspektrums, des Herausfindens ei-
ner Leitsubstanz X, der antioxidativen Kapazitit und des Reduktionsvermdgens sowie ihres
Zusammenspieles mit den Polyphenoloxidasen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur Gewinnung phenolischer Verbindungen
aus Pflanzenmaterial entwickelt, mit dessen Hilfe rund 23 % TM als phenolischen Verbin-
dungen in den Schalen der Topinambursorte RoZo nach 52 Keimversuchstagen im Labor
als Maximum erreicht werden konnte. Dieser Wert stellt einen deutlichen Fortschritt ge-
geniiber bisher den von Paupardin beschriebenen Verfahren (138) dar, weil die Ausbeute
an phenolischen Verbindungen aus der rohen Knolle praktisch verdoppelt werden konnte
und die Analyse dabei vereinfacht wurde, weil sich nur eine Phase bei den Extraktionsmit-
teln Ethylacetat-Methanol 1:1 ausbildet. Diese Methode ist mit einem Variationskoeffi-
zienten von 6 % reproduzierbar. Hier ist der Einsatz eines optimierten Losemittelgemi-
sches notwendig, weil einige phenolische Verbindungen, wie Vanillinsdure, Kaffeesédure,
3-Hydroxizimtsdure, p-Cumarsdure, 4-Hydroxicumarin und Umbelliferon im Wasser
schwer 16slich sind. Syringasdure ist in Wasser sogar unloslich.

Eine generell zuldsende neue Aufgabe ergibt sich aus der effektiven Verwertung von
Schlempen und Abwiéssern, die reich an den ermittelten phenolischen Verbindungen sind.
Topinamburbrinde zihlen zu den regionalen Spezialititen Badens. Uber 90 % der hier ge-
ernteten Knollen werden in Obstbrennereien verarbeitet (388). Im Allgemeinen werden
Brennereiabwasser und Abwassern aus Olivendlmiihle aufgrund ihrer hohen Gehalte an
organischen Stoffen und ihrem Abbauverhalten als umweltschidigend angesehen. Mog-
lichkeiten der Verwertung der anfallenden Schlempe liegen bisher beispielsweise in der
Ausbringung als Diingemittel auf landwirtschaftliche Nutzfldchen, wobei der hohe Anteil
organischer Masse dem Humusaufbau zugute kommen soll, oder im Einsatz in der Tierfiit-
terung. Allerdings ist der biologische Abbau von Polyphenolen begrenzt, weil einige die-
ser Verbindungen antibakteriell wirken. Das Abwasser aus Olivendlmiihle ist sehr reich an
phenolischen Verbindungen (bis 2 g/l Gesamtphenol, nach Folin-Ciocalteu bestimmt).
Protocatechusdure, 4-Hydroxibenzoesaure, Vanillinsdure, Kaffeesdure, Chlorogensaure,
Syringasédure, p-Cumarsdure, Ferulasdure und Sinapinséure (Antioxidantien) wurden in
Abwasser aus einer italienischen Olivendlmiihle nachgewiesen (120). Bei der Herstellung
von Frucht- und Gemiisesiften fallen grosse Mengen an Pressriickstdnde (bis rund ein
Drittel der eingesetzten Rohwarenmenge als Trester), die reich an phenolischen Verbin-

dungen und andere Wertvolle Inhaltsstoffe sind an. Eine andere Option wird in der Ge-
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winnung phenolischer Verbindungen gesehen. So kann das entwickelte Verfahren zur Ge-
winnung von phenolischen Verbindungen in bereits etablierte Produktionsprozesse der
Obstbrennereien sowie in den Saftfabriken (Riickgewinnung aus Trester) und Olivendl-
miihlen integriert werden. Zur Vermeidung weiterer Umweltbelastungen sollen die einge-
setzen Losemittel abdestilliert (Ethylacetat siedet bei 77 °C und Methanol bei 64 °C), jus-
tiert und wiederverwendet werden. Bei diesen Temperaturen bleiben alle verwendete phe-
nolischen Verbindungen als Vergleichssubstanzen stabil (Tabelle 69). Die gewonnenen
phenolischen Verbindungen im Form von riickstandfreien Konzentraten oder Pulver kon-
nen als Bestandteile funktioneller Lebensmittel, als natiirliche Farbstoffe bzw. als Antioxi-
dantien verfiigbar gemacht und damit einer hochwertigen Verwendung zugefiihrt werden.
Sie entstammen nachwachsenden Rohstoffe und erfiillen damit den Wunsch des Verbrau-
chers nach natiirlichen Lebensmittelzusdtzen. Somit ist das Ziel der Arbeit erreicht.

Die bisher in der Literatur beschriebenen Methoden zur Bestimmung des Gesamtphenol-
gehaltes (MEBAK- und Folin-Ciocalteu-Methode) wurden in der vorliegenden Arbeit
tiberpriift:

Die MEBAK-Methode ist zwar empfindlicher als die Folin-Ciocalteu-Methode aber nicht
aufgrund der Niederschlagbildung fiir alle Substrate anwendbar.

Bei der Gesamtphenolbestimmung nach Folin-Ciocalteu soll die Wellenlédnge auf 760 nm
gedndert werden.

Die Kalibriergerade ist bis zu einer Extinktionseinheit von 1,6 linear. Dadurch ist der bis-
her mit 1,2 Extinktionseinheiten als Grenze fiir das Lambert-Beersche Gesetz angegebene
Wert nicht haltbar.

Die in der Literatur angegebenen 30 min zwischen dem Farbreaktionseinsatz und der
spektralphotometrische Messung sind nicht haltbar, weil die Stabilitit der Farbreaktion
(nach Folin-Ciocalteu geférbt) zwischen 90 und 240 min gewahrleistet ist.

Die Gesamtphenolbestimmung nach Folin-Ciocalteu ist mit einem Variationskoeffizienten
von 1,3 % reproduzierbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte bewiesen werden, dass einige phenolische Verbindun-
gen, wie z.B. Cumarin-3-Carbonséure, 2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesiure und 4-Hydro-
xicumarin, die in Topinambur vorhanden sind, keine blaue Farbe mit Folin-Ciocalteu Phe-
nolreagenz geben, und daher nicht erfasst werden.

Die schweflige Séure ist unter den Storparametern bei der Gesamtphenolbestimmung nach
Folin-Ciocalteu eindeutig die wichtigste Verbindung. Eine Gleichung mit hohem Korrela-

tionskoeffizienten (r = 0,9998) wurde ermittelt. Anhand der Gleichungsgerade ist es mog-
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lich, diesen storenden Effekt durch schweflige Séure als konzentrationsabhdngige Extink-
tion umzurechnen und zu berticksichtigen.

Salicylsdure hat sich in der vorliegenden Arbeit als beste Bezugssubstanz erwiesen, d.h.
der Gesamtphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu bestimmt) ist bezugssubstanzabhéngig.
Bevor die Methode auf andere Substrate libertragen wird, muss zuerst die Leitsubstanz
z.B. mittels HPLC bestimmt werden. Eine Gleichungsgerade wurde in der vorliegenden
Arbeit fiir jede verwendete phenolische Verbindung als mogliche Bezugssubstanz mit ei-
nem hohen Korrelationskoeffizienten (r > 0,9 ) ermittelt. Auch wurden anhand einer Mo-
delllosung der Vergleichsubstanzen, gefarbt nach Folin-Ciocalteu, die Gesamtphenolab-
weichungen von den Sollwerten, ausgedriickt als Gallussdure, Chlorogenséure, Catechin,
Gentisinsdure und Salicylsdure, ermittelt. Sie sind mit einer statistische Sicherheit von

99 % (f = 30) nicht konzentrationsabhéngig. Die experimentell gefundenen Abweichun-
gen in den Gesamtphenolgehalten, die bisher in der zur Verfligung stehenden Literatur
nicht beschrieben worden sind, dienen als Korrekturfaktoren bei der Ubertragung der Fo-
lin-Ciocalteu-Methode auf andere Substrate.

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen ergibt sich, dass die unter Ziffer 41 in der EG-
Verordnung Nr. 2676/90 beschriebenen Verfahren zur quantitativen Bestimmung der phe-
nolischen Bestandteile des Weines sowie den entsprechenden modifizierten Varianten der
romanischen Staaten (60), der von Rebelein und von den Behorden der Lebensmitteliiber-
wachung in Deutschland hiufig beschriebene ,,Catechin-Wert* und die von Tanner und
Brunner (362) beschriebene zusétzliche Variante der Folin-Ciocalteu Bestimmungsmetho-
de nicht mehr haltbar sind.

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis der Verdnderungen des
Gesamtphenolgehaltes qualitativ und quantitativ im Laufe der Keimversuche von Topi-
nambur im Labor. Weiterhin wurde die Lokalisation der phenolischen Verbindungen in
den Schalen der Knollen ermittelt. Die Verdnderungen des Gesamtphenolgehaltes lassen
sich durch die Verdnderungen des Wassergehaltes, der Extraktkonzentration, der spezifi-
schen elektrischen Leitfahigkeit K,y und des pH (der Gesamtphenolgehalt sinkt mit zu-
nehmendem pH-Wert) erkléren.

Ein linearer Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten (r = 0,8499) zwischen
dem Gesamtphenolgehalt als GAE in % TM und dem Wassergehalt (g/100 g Schalen) so-
wie zwischen dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM und der Wassergehalt (g/100 g
Schalen) (Korrelationskoeffizienten r = 0,8452) wurde in den Schalen der im Labor ge-
zlichtete Topinamburknollen gefunden, d.h. der Zusammenhang ist nicht

bezugssubstanzabhingig. Der Gesamtphenolgehalt steigt mit zunehmendem Wassergehalt.
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Grundlage fiir diese Korrelationskoeffizienten bildeten die entsprechenden Mittelwerte
wihrend der Keimdauer bei 0, 12, 21, 33 und 52 Tagen sowie die dazugehdrigen Werte,
die bei diesen Keimtagen ermittelt wurden. Nach dieser Methode wurden auch alle weite-
ren im Folgenden ausgewiesenen Zusammenhédnge bewertet.

Ein linearer Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten (r = 0,9291) zwischen
dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM und der Extraktkonzentration (g/100 ml) wur-
de in den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen gefunden. Der Gesamt-
phenolgehalt steigt mit zunehmender Extraktkonzentration.

Ein linearer Zusammenhang mit einem Korrelationskoeftizienten (r = 0,9639) zwischen
dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM und der spezifischen elektrischen Leitfahig-
keit Kao [nS.cm™] wurde in den Schalen der im Labor kultivierteten Topinambur gefun-
den. Der Gesamtphenolgehalt steigt mit zunehmender spezifischen elektrischen Leitfahig-
keit.

Ein Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten (r = 0,962) zwischen dem Ge-
samtphenolgehalt als SAE in % TM und dem pH-Wert wurde in den Schalen der im Labor
geziichtete Topinamburknollen gefunden. Der Gesamtphenolgehalt sinkt mit zunehmen-
dem pH-Wert. Die Verdnderungen der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit lassen sich
durch die Veranderungen der Extraktkonzentration, des Wassergehaltes und der Minerali-
sierung im Laufe der Keimversuche erkléren.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die Lokalisation der Polyphe-
noloxidasen in den Schalen der Topinamburknollen und deren Inaktivierung. Topinam-
burknollen weisen eine hohe PPO-Aktivitdt in den Schalen (95-181 U/ml.min bei den un-
tersuchten Sorten) auf. Um die Polyphenole moglichst unveréndert fiir die Erndhrung be-
reitstellen zu konnen, muss die PPO inaktiviert werden. Eine maximale Temperatur

(60 °C) und ein pH (pH 7) fiir die optimale Aktivitit der Topinambur-PPO wurden in der
vorliegenden Arbeit ermittelt. Im alkalischen Bereich bleibt die hohe PPO-Aktivitit erhal-
ten, im sauren Bereich ist dagegen eine Inaktivierung moglich. Bei einem pH unter 4,5
lasst die Enzymaktivitdt nach. Als Naturprodukt stellt Zitronensaft eine ideale Kombina-
tion aus Askorbinsdure und Zitronensdure zur Enzyminaktivierung dar. Zum einen mini-
miert die Ascorbinsdure als Antioxidationsmittel die Sauerstoffwirkung und zum anderen
senkt die Zitronensiure den pH-Wert ab. Hier sei bereits eine der moglichen Ubertragung
der neuen Ergebnissen iiber Zitronensaft auf die Verarbeitung von Obst und Gemiise in der
Kiiche und der Obst- und Gemiiseindustrie hingewiesen. Durch das Schilen bzw. Blan-
chieren bei 100 °C bzw. eine pH-Verschiebung auf 4,5 kann eine PPO-Aktivitit minimiert

werden. Die fiir die menschliche Erndhrung wichtigen Polyphenole bleiben bei dieser
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Temperatur und diesem pH-Wert aber noch véllig intakt. Nach den hier beschriebenen Er-
kenntnissen sollte Gemiise immer frisch verarbeitet werden und entweder direkt verzehrt
oder unter den genannten Bedingungen lagerfahig gemacht werden.

Die funktionellen Werte getrockneter Waren kdnnen durch die Bestimmung der PPO-
Aktivitat bewertet werden. Bei zu scharfer Trocknung ist die Enzymaktivitit nicht mehr
vorhanden. Dafiir muss mit hohen Temperaturen bei schnellem Wasserentzug gearbeitet
werden, um eine unerwiinschte starke Verdanderung von anderen Inhaltsstoffen zu vermei-
den. Es kann davon ausgegangen werden, dass die meisten Vitamine bei zu intensiver
Trocknung und hoher relativ Feuchte ebenfalls stark reduziert wurden.

Die Polyphenole und die entsprechenden PPO sind zwar in den Schalen der Topinam-
burknollen lokalisiert aber die Untersuchungen haben in der vorliegenden Arbeit keinen
linearen Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt und der PPO-Aktivitit ge-
zeigt (Diagramm 18).

Die protektive Wirkung vieler sekundérer Pflanzenstoffe wird unter anderem auf ihre anti-
oxidativen Eigenschaften zuriickgefiihrt.

Um Topinamburextrakte auf ihre antioxidative Wirkung zu testen, wurden in der vorlie-
genden Arbeit das Reduktionsvermogen (MEBAK) und die antioxidative Kapazitét
(ACW) gemessen.

Das Reduktionsvermodgen der Topinamburextrakte dndert sich im Laufe der Keimversuche
im Labor. Die Topinamburextrakte haben je nach Sorte ein vergleichbares bei etwa 97 %
liegendes Reduktionsvermdgen wie Rotweine und roter Traubensaft gezeigt. Gegeniiber
deutschen dunklen Bieren liegen die Reduktionsvermdgenswerte bei den Topinambu-
rextrakten

hoher.

Ein linearer Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten (r = 0,9478) zwischen
dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM und dem Reduktionsvermdgen wurde in den
Extrakten der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln sowie in
den Schalen (r = 0,9751) gefunden. Anhand der Gleichungsgerade (y = 0,4348x —37,585;
B = 89,84 % *** fiir die Extrakten aus den Knollen sowie y = 0,3388x — 9,8778;

B =95 % *** fiir die Schalen) ist es moglich, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit zwi-
schen 0,1 und 0,2 % die Werte des Gesamtphenolgehaltes (y in % TM) in die Werte des
Reduktionsvermdgens (x in [%]) umzurechnen.

Der lineare Zusammenhang ist in den Schalen besser als in den ganzen Knollen erfiillt.
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Die Extrakte aus Topinambur- und Zichorienschalen weisen je nach Sorte eine ausge-
zeichnete antioxidative Kapazitit (entsprechend 30 —-91 g Askorbinsidure/’kg TM) gegen-
iiber anderen Gemiisen (entsprechend 2-34 g Askorbinsdure/kg TM) auf.

Ein linearer Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten (r = 0,8675) zwischen
dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM und der antioxidativen Kapazitit wurde in den
Extrakten der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln sowie in
den Schalen (r = 0,9552) gefunden. Anhand der Gleichungsgerade (y = 0,1121x +1,1823;
B =75 % ** fiir die Extrakte aus den Knollen sowie y = 0,0651x + 15,761; B =91 9% ***
fiir die Extrakten aus den Schalen) ist es mdglich, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
zwischen 1 und 2 % fiir die Extrakte aus den Knollen sowie zwischen 0,1 und 0,2 % fiir
die Extrakte aus den Schalen die Werte des Gesamtphenolgehaltes (y in % TM) in die
Werte der antioxidativen Kapazitdt (x in g Askorbinsdure/kg TM) umzurechnen.

Der lineare Zusammenhang ist in den Schalen besser als in den ganzen Knollen erfiillt. In
der vorliegenden Arbeit wurde kein Zusammenhang zwischen der antioxidativen Kapazitit
(g Askorbinsdure/ kg TM) und dem Reduktionsvermogen [%] in den Schalen der im Labor
kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln, ausgedriickt durch die Messreihe
wéhrend der Keimversuche, gefunden (Diagramm 33).

Das Spurelement Selen, welches in relativer hoher Konzentration in Topinambur vorhan-
den ist (50 ng/100 g Topinamburpulver) unterstiitzt als der zentrale Bestandteil des antio-
xidativen Enzyms Glutathion-Peroxidase in Zusammenwirkung mit den Vitaminen A und
C das Reduktionsvermogen sowie die antioxidative Kapazitét.

Um die Einzelsubstanzen der phenolischen Verbindungen qualitativ und quantitativ
bestimmen zu konnen, wurden Topinamburextrakte mittels HPLC, LC-MS und GC-MS
untersucht. Dabei wurde ein bekannter Gradient aus der Literatur zur Trennung pheno-
lischer Verbindungen modifiziert und die Bedingungen auf Topinamburextrakte angepasst.
Insgesamt wurden 22 phenolische Verbindungen in den Topinamburextrakten identifiziert.
Davon konnten 15 neue Verbindungen ermittelt werden. Das Spektrum der phenolischen
Verbindungen in Topinamburknollen dndert sich qualitativ und quantitativ im Laufe der
Keimversuche und ist von den Wachstumsbedingungen abhéngig.

Ein linearer Zusammenhang mit einer Korrelation (r = 0,9525) wurde zwischen den unter
gleichen Bedingungen nach Folin-Ciocalteu und mittels HPLC (auch nicht identifizierte
Verbindungen sowie nur die identifizierte Verbindungen (r = 0,9489)) gewonnenen Ge-
samtphenolwerten der im Labor kultivierteten Topinambur- und Zichorienschalen (alle
Sorten ab dem 21. Keimversuchstag) gefunden. Anhand der Gleichungsgerade (y =
0,5906x + 12,171; B =91 % *** flir auch nicht identifizierte Verbindungen sowie y =
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0,9407x + 12,078; B =90 % *** flir nur die identifizierte Verbindungen) ist es moglich,
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen 0,1 und 0,2 % die Werte der einen Methode
in die Werte der anderen Methode umzurechnen.

Die Trennungsbedingungen sind bei der LC-MS- und GC-MS-Kopplung noch zu optimie-
ren, besonders die Derivatisierungsstufen. Eine quantitative Untersuchung mittels LC-MS-
und GC-MS-Kopplung konnte nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt
werden, weil die TU-fremden Gerdte nur in einer geringen Zeit zu Verfligung standen.
Dabei ist eine Kalibrierkurve erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit konnte bewiesen werden, dass Topinambur einen hohen Gehalt
an Antioxidantien aufweist. Aufgrund ihrer Zusammensetzung wird Topinambur einerseits
als Heilpflanze und anderseits als Industriepflanze eingesetzt. Mit 1000 ha (389) Anbau-
flache ist Topinambur hierzulande wenig verbreitet und in der deutschen Kiiche kaum be-
kannt.

Der Knollenertrag in Frischmasse verschiedener Topinambursorten und —herkiinfte ist in
Tabelle 70 dargestellt.

Tabelle 70: Knollenertrag in Frischmasse verschiedener Topinambursorten und —herkiinfte
(nach Stolzenburg 2002, LAP Forchheim) (389)

Topinambursorten Knollenertrag in t FM/ha Knollenertrag in t FM/ha
(mehrjdhriges Mittel) (2001)

Gute Gelbe 48,5 41,5
Waldspindel 39,9 19,8
Topianka 43 26,1
Medius 47,7 28,8
Bianka 46,1 43,4
Landsorte Weil3 43,1 26,4
Rote Zonenkugel (RoZo) 42,9 28,2
Violet de Rennes 43,7 50,7
Landsorte Rot 41,7 29
Fuseau 60 43,5 24,6
Dornburger 39,5 36,2
Henriette 30,8 29,6
Gigant 35 16,4
Topstar 38,1 26,3
Lola 35,7
Volkenroder Spindel 31,1

FM = Frischmasse

Wie aus Tabelle 70 hervorgeht liegen die Knollenertrige je nach Sorte durchschnittlich
zwischen 31 und 48,5 t FM/ha (mehrjdhriges Mittel) und zwischen 16,4 und 51 t FM/ha im
Jahr 2001. Der Krautertrag erreicht mit ca. 20 t/ha im Mittel bei den Sorten Henriette,

Waldspindel und Rote Zonenkugel (RoZo) im September sein Maximum (389).




Schlussfolgerung 201

Die Topinamburblitter und -stolonen werden bisher gepresst und als Futtermitel verwen-
det. Zu iiberpriifen ist die Sinnhaftigkeit der Erhéhung der Anbaufldche. Vor dem Pressen
sind entsprechende phenolische Verbindungen aus den Blitter und Stolonen, genauso aus
den Schalen, falls die Knollen zur Konserven verarbeiten werden, herauszunehmen. Sie
werden z.B. als Lebensmittelstabilisatoren auf Naturbasis zur Konservierung von haltbar
gemachten Lebensmitteln (Fertigkost), die heutzutage immer mehr an Bedeutung gewin-
nen, eingesetzt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ermoglichen den gezielten Zusatz
von Topinamburpulver als Antioxidantien oder Ergédnzung in anderen Pulvern wie z.B.

Kartoffelpiiree.
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6. Zusammenfassung

In Topinambur (Helianthus tuberosus L.) sind viele Inhaltsstoffe lokalisiert worden, die in
der Medizin und bei Didten angewandt werden. Die sekundiren Inhaltsstoffe, wie phenoli-
sche Verbindungen, wurden bisher nicht wissenschaftlich untersucht. IThnen werden u.a.
eine erhohte antioxidative Kapazitit und die Féhigkeit der Beseitigung von freien Radika-
len im menschlichen Stoffwechsel zugeschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurden Me-
thoden auf ihre Eignung zur Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes sowie der Aktivitit
der Polyphenoloxidase PPO bei Topinambur untersucht. Voraussetzung dazu war das He-
rausfinden der Leitsubstanz Salicylsdure, welche die mengenmafBig grofite Polyphenolséu-
re ist. Mit dieser war die summarische Bestimmung der Gesamtphenole nach Folin-
Ciocalteu neu festzulegen. Hierzu wurde eine neue Variante in der vorliegenden Arbeit
entwickelt.

Die Trockenmasse von Topinamburknollen ist sortenabhéngig. Die Polyphenole sind fast
ausschlieBlich in der duBleren Zellwand der Topinamburknollen lokalisiert und moglicher-
weise von der Schalenmenge der Knollen abhéngig. Die Mischung Ethylacetat- Methanol
im Verhiltnis 1:1 ist das beste Extraktionsmittel. Die selbst entwickelte Extraktionsmetho-
de zur Gewinnung phenolischer Verbindungen ist mit einem Variationskoetfizienten VK
von 6 % reproduzierbar.

Bei der Strukturaufklarung wurden die Elektrospray-lonisation (ESI), die ElektronenstoB3-
Ionisierung (EI) und die Chemische lonisierung (CI) erprobt. Die EI hatte nicht gut funkti-
oniert. In der vorliegenden Arbeit wurden nur die Werte der ESI und CI angewendet. Die
Ergebnisse der UV-Detektion wurden mit denen der LC-MS und GC-MS verglichen.
Insgesamt sind 22 phenolische Verbindungen in Topinamburextrakten identifiziert wor-
den: Gallussiaure mit 0,0009 bis 0,02 % der TM; Protocatechusdure mit 0,005 bis 0,2 %
der TM; Aesculin mit 0,004 bis 0,25 % der TM; Gentisinsdure mit 0,03 bis 3 % der TM;
Catechin mit 0,001 bis 0,3 % der TM; 4-Hydroxibenzoesdure mit 0,001 bis 0,09 % der
TM; Chlorogensdure mit 0,02 bis 4,5 % der TM; Vanillinsdure mit 0,001 bis 0,5 % der
TM; Syringasdure mit 0,001 bis 0,04 % der TM; Kaffeesdure mit 0,001 bis 0,05 % der
TM; Epicatechin mit 0,004 bis 0,8 % der TM; 2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesdure mit
0,002 bis 0,2 % der TM; Umbelliferon mit 0,002 bis 0,1 % der TM; Scopoletin mit 0,001
bis 0,08 % der TM; p-Cumarsiure mit 0,001 bis 0,04 % der TM; Cumarin-3-Carbonsiure
mit 0,001 bis 0,03 % der TM; Ferulasdure mit 0,001 bis 0,04 % der TM; Sinapinsdure mit
0,001 bis 0,06 % der TM; 3-Hydroxizimtsaure (Spur); Ellagsdure mit 0,002 bis 0,04 % der
TM; 4-Hydroxicumarin mit 0,004 bis 0,3 % der TM und Salicylséure mit 0,03 bis 6,5 %

der TM. Daraus ergibt sich Salicylsdure als Leitsubstanz fiir Topinambur. Von den identi-
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fizierten phenolischen Verbindungen sind 15 neue Verbindungen ermittelt worden: Gal-
lusséure, Protocatechusdure, Aesculin, Catechin, Syringasiure, Epicatechin, 2-Hydroxi-3-
5-Dinitrobenzoesdure, Umbelliferon, Scopoletin, Cumarin-3-Carbonséure, Sinapinséure,
3-Hydroxizimtsdure, Ellagséure, 4-Hydroxicumarin und Salicylsédure.

Die Absorptionsmaxima und molaren Extinktionskoeffizienten aller Vergleichssubstanzen
wurden bestimmt.

Die bisher vorgeschriebene Wellenldnge von 600 nm bei der MEBAK-Methode zur
Bestimmung phenolischer Verbindungen im Bier sollte zur Ausnutzung des Extinktions-
maximums auf 550 nm gedndert werden. Aber auch bei der amtlichen Folin-Ciocalteu-
Methode fiir Wein und Saft sollte die vorgeschriebene Wellenldnge von 720 nm zur Aus-
nutzung des Extinktionsmaximums auf 760 nm geéndert werden. Die MEBAK Methode
ergibt bei der Gesamtphenolbestimmung in Topinambur einen Niederschlag, der mogli-
cherweise aus Na-Phosphat besteht. Deshalb wurde in dieser Arbeit nur die Folin-
Ciocalteu-Methode verwendet.

Die Gesamtphenol-Bestimmungsmethode nach Folin-Ciocalteu ist mit einem Variations-
koeffizienten (VK) von 1,31 % reproduzierbar. Die Farbstabilitét bei der Gesamtphenol-
Bestimmung nach Folin-Ciocalteu ist zwischen 90 und 240 min gewéhrleistet. Der ermit-
telte Polyphenolgehalt ist je nach verwendeter Bezugssubstanz unterschiedlich. Die
entspechenden Umrechnungsfaktoren wurden ermittelt. Der Polyphenolgehalt erhoht sich
scheinbar bei Anwesenheit von freiem SO, um 14 %.

Es wurde festgestellt, dass die PPO-Aktivitit eine Reaktion gebrochener Ordnung ist. Sie
erwies sich fiir alle untersuchten Sorten iiberwiegend in den Knollenschalen lokalisiert.
Das pH-Optimum fiir die Topinambur-PPO liegt bei 7, ihr Temperaturoptimum ist bei 60
°C. Die Zeit, um die Topinambur-PPO vollstindig zu inaktivieren, betrdgt 10 min bei

85 °C und 6 min bei 100 °C.

Die antioxidative Kapazitit der Topinambur- und Zichorienschalen sowie deren Reduk-
tionsvermogen sind nicht konstant sondern dndern sich im Laufe der Keimung.

Bis auf 2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesdure und Cumarin-3-Carbonsdure sind alle im Topi-
namburextrakten neu identifizierten phenolischen Verbindungen Antioxidantien. Salicyl-

sdure ist eine Stammsubstanz der ,,Salicylsduregruppe® wie, z. B. Aspirin.
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Stufen der enzymatischen und nichtenzymatischen Verfarbung
(nach Cheftel 1984)

Pyrocatechol

3, 4-Dihydroxiphenylalanin

3, 4-Dihydroxiphenylethylamin (Dopamin)

Gallusséure

Chlorogenséure

Hauptklasse der Flavonoide

Cyanidolblau

Leucocyanidol

Quercetin

Naringenol

Synthese der Polyphenole nach Engelhardt und Galensa (188)
Hydroxibenzoesdure-Verbindungen

Depsid Typ [ und I1

Hydroxizimtsdure- und Hydroxicumarin-Verbindungen
Intrazelluldre Quellen freier Radikale (Biesalski 1995)
ESI-Quelle nach www.jeol.com/ms/ionize.html

Taylor cone nach www.jeol.com/ms/ionize.html

CI-Quelle nach www.jeol.com/ms/ionize.html
Originalmesskurve ACW fiir die Bestimmung der wasserldslichen
antioxidativen Kapazitit einer Probe:

Beispielhafter Verlauf der Kalibrationskurve (lineare Regression) mit
Askorbinsdure

Beispiel der mittels LC-MS identifizierten silylierten
Molekiil-Tonen aus der Mischung von 22 Vergleichssubstanzen
(Aesculin und Salicylsiure)

Beispiel der mittels LC-MS identifizierten Molekiil-Ionen aus
Topinamburextrakten (Aesculin und Salicylsdure).

Beispiel des mittels GC-MS identifizierten silylierten
Molekiil-Tons aus der Mischung von 22 Vergleichssubstanzen
(Salicylsdure, Umbelliferon und Protocatechusédure/ Gentisinsédure)
Beispiel der mittels GC-MS identifizierten lonen aus
Topinamburextrakten (Umbelliferon und Salicylsédure)
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ABTS:
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ca:

CI:
CMC:
CRM:
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dest.:
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ED:
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EI:

ESI:
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eV:
FAB:
FD:
FG:
FI:
FID:
FM:
FTZ:
GAE:
gem.:
ha:

2, 2’- Azobis (2-Amidopropan) Dihydrochoride
(2.2'-Azobis-(2-Amidinopropan))

Abbildung

absolut
(2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsédure))
antioxidativen Kapazitdt von wasserloslichen Stoffen
Arbeitslosungen

atomare Masseneinheit, Dalton (bezogen auf '°O)
Varianz Analyse

Antioxidans Potential von Spezialmalz
Butylhydroxianisol

Butylhydroxitoluol

beziehungsweise

Coulomb

circa

Chemischen Ionisation

Carboximethylcellulose

charged residue model

atomare Masseneinheit ('°C = 12 Daltons; 1,66 10 kg)
Desorption durch chemische Ionisation bzw. direkte chemische Ionisation
destilliertes

5,5 Dimethyl-1-Pyrrolin-N-oxid
Desoxiribonucleinsiure

3.,4-Dihydroxiphenylalanine
2,6-Dichlorphenol-Indophenol
1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl

5, 5’-Dithiobis (2-Nitrobenzoeséure)
Diethyltriamin-Pentaessigsidure

endogene Antioxidans-Aktivitit

volumetrische Enzymaktivitét

prozentuale Enzymaktivitat

Enzyme Commission

Elektrochemische Detektion
Ethylendiamintetraessigsdure
Elektronenstofionisation (frither: electron impact, heute: electron
ionization)

Elektrospray-Ionisation

Elektronenspinresonanz

European Union

Elektronvolt

Fast Atom Bombardment Ionization

Felddesorption

Freiheitsgrad

Feldionisation

Flammenionisationsdetektor

Frischmasse

,.freie* fermentierbare Zucker

Gallussiure Aquivalent

geméil

Hektare
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IP:
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kat:
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LAP:
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Ix:
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m/z:

MALDI:

MEBAK:
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MS:
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nkat:
nm:
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ORAC:

Pa:
PA:
PBN:
POBN:
PP:
PPO:
PVPP:
Q:
RE:
ROS:
S:
SIM:

SIMS:
SOD:
t:
TBA:
TCA:
TEAC:
TFZ:
T™:
TRAP:
Trolox:
TSI:
TU:

Hochdruckfliissigchromatographie

ion emission model

Ionisierungspotentiale

spezifische elektische Leitfahigkeit

Katal (katalytische Einheit)

Kilo-Elektronvolt

Kilovolt

Landesanstalt fiir Pflanzenbau Forchheim
Fliissigchromatographie

Lux oder Beleuchtungsstérke

Molekiil-Ion

Quotient aus der Masse eines lons in amu und seiner Ladung (gewdhnlich 1);
Einheit: Thomson; frither: m/e

Matrix Assisted Laser Desorption lonisierung
Mitteleuropdische Brautechnische Analysenkommission
Malonaldehyd

Minute

2-Methyl-2-Nitrosopropan

Massenspektrometrie

Millimasse; 0,001 atomare Masseneinheiten = Millidalton
Nannokatal

Nanometer

Office International du Vin oder Gremien des internationalen Weinamtes in
Paris

Oxygen Radical Absorbing Capacity oder Oxygen Radical Absorption Capa-
city).

Pascal

Protonenaffinitét

N-Terbutyl-a-Phenylnitron
4-Pyridyl-1-Oxid-N-Tertbutylnitron

Polyphenole

Polyphenoloxidasen

Polyvinylpolypyrrolydon

UberschuBladung (elektrische Ladung)

Rohextrakt

reaktive Sauerstoffspezies

Seite

selected ion monitoring (selektive Messung einzelner, ausgewahlter Massen
(Ionen)

secondary ions mass spectrometry (Sekundir-lonen-Massenspektrometrie)
Superoxiddismutase

Tonne

Thiobarbitursiure

Trichloressigsdure

Trolox equivalent antioxidant capacity

total“ fermentierbare Zucker

Trockenmasse

Total radical trapping antioxidant parameter

6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-Tetramethylchroman-2-carboxylsiure
Thermospray-Ionisation

Technische Universitit Berlin

atomare Masseneinheit (bezogen auf '*C): 1 u=1,67.10%" kg
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u.a: und andere

u.d: und dnhlich (e)

USW: und so weiter

VK: Variationskoeffizienten

Z: Anzahl der Ladungen eines lons (friiher: e)
z.B: zum Beispiel

z.T: zum Teil
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Bild 1: Die Topinamburpflanze im Garten in Berlin-Frohnau

Bild 2: Die Topinamburknollen (weiBschalige Sorte ,,Gigant®)

Bild 3: Keimversuch der Topinamburknollen im Labor (Zichorie im
Vordergrund)

Bild 4: Sorte Stamm nach 12 Keimversuchstagen

Bild 5: Gigant am Anfang des Keimversuchs im Labor

Bild 6: Sorte Large White nach 12 Keimversuchstagen

Bild 7: Sorte Gute Gelbe nach 21 Keimversuchstagen

Bild 8: Sorte Medius Lindhoop nach 21 Keimversuchstagen
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Chromatogramm 1:

Chromatogramm 2:

Chromatogramm 3:

Chromatogramm 4:

Chromatogramm 5:

Chromatogramm 6:

Chromatogramm 7:

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen
einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen in Methanol
bei A = 280 nm mittels UV-Detektor

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen
der Topinambursorte RoZo (Schalen) nach
Methanolextraktion bei A = 280 nm mittels UV-Detektor
HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen
der Topinambursorte RoZo (Schalen) nach Ethylacetat-
Methanolextraktion bei A = 280 nm mittels UV-Detektor
Trennung von einzelnen phenolischer Verbindungen
anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen in
Methanol bei A = 280 nm mittels LC-MS-Kopplung:
Peaks entsprechend dem Leitchromatogramm 1 benennen
Trennung einzelner phenolischer Verbindungen von
Topinambur nach Methanolextraktion bei A =280 nm
mittels LC-MS-Kopplung

Trennung einzelner phenolischer Verbindungen

anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen in
Methanol mittels GC-MS-Kopplung (EI)

Trennung einzelner phenolischer Verbindungen

anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen in
Methanol mittels GC-MS-Kopplung (CI)
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Diagramm 1: Priifung der Reaktionsordnung von PPO aus den Schalen der
Topinambur Sorte Waldspindel bei A =470 nm, s = 1 cm.
Diagramm 2: Extinktionsverlauf zur Bestimmung der PPO-Aktivitit von Topinam-
burknollen-Schalen (S) bzw. —Fleisch (F)
(Ernte Oktober/ Dezember 2000)
Diagramm 3: Polyphenoloxidase-Aktivitdt der Topinamburknollenschalen bzw.
Knollenfleisch in Abhingigkeit von Sorten
(Ernte Oktober/ Dezember 2000)
Diagramm 4: Topinambur-Polyphenoloxidase bei unterschiedlichen Temperaturen
und bei A =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop).
Diagramm 5 a: Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur
und Zeit bei A =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop).
Diagramm 5 b: Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur
und Zeit bei A =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop)
Diagramm 5 c: Inaktivierung der Topinambur-Polyphenoloxidase durch Temperatur
und Zeit bei A =470 nm, s = 1 cm, (Medius Lindhoop)
Diagramm 6: pH-Abhéngigkeit derTopinambur-PPO bei A =470 nm, s = lcm,
(Medius Lindhoop)
Diagramm 7: Topinambur-PPO gegeniiber in der Lebensmittelindustrie verwendeten
Sauren und die entspechenden pH-Werte bei A =470 nm, s =1 cm,
(Medius Lindhoop).
Diagramm 8: Graphische Darstellung Gallussiure-Aquivalenten (GAE)
nach MEBAK
Diagramm 9: Graphische Darstellung Gallussiure-Aquivalenten GAE nach Folin-
Ciocalteu
Diagramm 10: Uberpriifung der Farbstabilitit bei der Gesamtphenol-Bestimmung
nach Folin-Ciocalteu, Chlorogensdure als Standard bezogen auf die
Reaktionszeit. Durchschnitt aus 5 Messreihe;
Chlorogenséure = 1500 mg/ 1 Methanol.
Diagramm 11: Graphische Darstellung: freie SO, in Polyphenol-Modelllosung,
A=760 nm, s = 1 cm , geférbt nach Folin-Ciocalteu
Diagramm 12: Graphische Darstellung: Askorbinsdure in Polyphenol-Modelllosung,
A=760 nm, s = 1 cm, gefdrbt nach Folin-Ciocalteu.
Diagramm 13: Graphische Darstellung: Aminosduren in Polyphenol-Modelllosung,
A=760 nm, s = 1 cm , geférbt nach Folin-Ciocalteu.
Diagramm 14: Graphische Darstellung Eisen (II) in Polyphenol-Modelllosung nach
Folin-Ciocalteu bei A=760 nm, s = 1 cm gemessen.
Diagramm 15: Verteilung der Gesamtphenole in der Topinamburfrucht nach
Paupardin in % TM als GAE (eigene Untersuchungen).
Diagramm 16: Verteilung der Gesamtphenolgehalte in der Topinamburfrucht
geordnet nach den Extraktionsphasen in % TM als GAE.
Diagramm 17: Verteilung der Gesamtphenolgehalte der Topinambur nach Paupardin
extrahiert in % Frischgewicht als GAE (eigene Untersuchungen).
Diagramm 18: Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt als GAE in %
TM (nach Folin-Ciocalteu und nach Paupardin extrahiert) und der
PPO-Aktivitit (nkat) in den Schalen der frisch geernteten
Topinamburknollen (alle Sorten)
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Diagramm 19: Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt als GAE in %
TM (nach Folin-Ciocalteu und nach Paupardin Extrahiert) und dem
Wassergehalt (g/100 g Schalen) in den Schalen der frisch geernteten

Topinamburknollen (alle Sorten).

Diagramm 20: Zusammenhang zwischen der PPO-Aktivitét (nkat) und dem
Wassergehalt (g/ 100 g Schalen) der Extrakten aus den Schalen der
frisch geernteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Diagramm 21: Ausbeuten an Gesamtphenolen in Abhéngigkeit vom
Extraktionsverfahren (RoZo)

Diagramm 22: Zusammenhang zwischen der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit
[nS.cm™'] und der Extraktkonzentration (g/ 100 ml) der Extrakten aus
den Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen
(alle Sorten)

Diagramm 23: Zusammenhang zwischen spezifischer elektrischer Leitfahigkeit
[nS.cm™'] und Wassergehalt (g/ 100 Schalen) der Extrakten aus den
Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Diagramm 24: Zusammenhang zwischen dem Gesamtphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu als SAE) und dem Wassergehalt der Extrakten aus den
Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Diagramm 25: Zusammenhang zwischen Gesamtphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu als GAE) und Wassergehalt der Extrakten aus den Schalen
der im Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Diagramm 26: Zusammenhang zwischen spezifischer elektrischer Leitfahigkeit
Kao [uS.cm™ ] und Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-
Ciocalteu) (alle Sorten)

Diagramm 27: Zusammenhang zwischen Extraktkonzentration (g/ 100 ml) und
Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu)

(alle Sorten)

Diagramm 28: Zusammenhang zwischen pH und Gesamtphenolgehalt als SAE
in % TM (nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen (alle Sorten)

Diagramm 29: Zusammenhang zwischen dem Reduktionvermégen und dem
Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu)

(vier Sorten)

Diagramm 30: Zusammenhang zwischen Reduktionsvermdgen und Gesamtphe-
nolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-Ciocalteu) in den Extrakten
aus Schalen der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und
Zichorienwurzeln (vier Sorten)

Diagramm 31: Zusammenhang zwischen antioxidativer Kapazitit (g Askorbinsdure/
kg TM) und dem Gesamtphenolgehalt als SAE in % TM (nach Folin-
Ciocalteu) der Extrakten aus im Labor kultivierteten Topinamburknol-
len und Zichorienwurzeln (vier Sorten)

Diagramm 32: Zusammenhang zwischen antioxidativer Kapazitit
(g Askorbinsdure/ kg TM) und Gesamtphenolgehalt (als SAE in %

TM nach Folin-Ciocalteu) der Extrakten aus den Schalen der im
Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorienwurzeln
(vier Sorten)

Diagramm 33: Zusammenhang zwischen Reduktionsvermogen [%] und antioxidati
ver Kapazitit (g Askorbinsdure/ kg TM) der Extrakten aus den Scha-
len der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und Zichorien
wurzeln (vier Sorten)
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Diagramm 34: Zusammenhangs zwischen den mittels HPLC (auch nicht
identifizierte Verbindungen) und nach Folin-Ciocalteu bestimm-
ten Gesamtphenolgehalte der Topinambur- und Zichorienschalen
Diagramm 35: Zusammenhang zwischen den mittels HPLC (nur identifizierte
Verbindungen) und nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehal-
ten der Topinambur- und Zichorienschalen
Diagramm 36: Zusammenhang zwischen der nach Folin-Ciocalteu bestimmten
Gesamtphenolgehalte als GAE und der nach Folin-Ciocalteu
bestimmten Gesamtphenolgehalte als SAE
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Schema 1: Reduktion der Chinone zu Diphenole

Schema 2:  Angriffspunkte von ROS an biologischem Material und deren
Folgen nach Lechler 1996 (1)

Schema 3:  FlieBdiagramm zur Extraktion der phenolischen Verbindungen aus Topinam-
bur nach Paupardin (1965), modifiziert von Tchoné.

Schema 4: Eigene entwickelte und abgesicherte Methode zur weitgehenden Erfassung
phenolischer Verbindungen
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Tabelle 1: Inhaltsstoffe der Topinamburknollen nach Biarwald u.a 1989

Tabelle 2: Wichtige Vertreter reaktiver Sauerstoffmetabolite (nach Sies 1995, Schimke
1993)

Tabelle 3: Geschitzte Halbwertszeiten verschiedener ROS (12) (Sies und Stahl 1995)

Tabelle 4: Absorptionskoeffizienten der Polyphenole (Quelle Beilstein-Datenbank)

Tabelle 5: Reaktantgase fiir CI-MS: Protonierungsreaktionen

Tabelle 6: Reaktantgase fiir CI-MS : Ladungsaustauschsreaktionen

Tabelle 7: Pipetierschema der ACW-Methode

Tabelle 8: Methodenparameter der ACW-Methode

Tabelle 9: Polyphenoloxidase-Aktivitét verschiedener Topinambursorten

Tabelle 10: ~ Zusammenfassung der graphischen Darstellung der MEBAK- und
Folin-Ciocalteu-Methode

Tabelle 11:  Uberpriifung der Gesamtphenol-Bestimmungsmethoden

Tabelle 12:  Uberpriifung der Farbreaktion bei der Bestimmung der Gesamtphenole nach
Folin-Ciocalteu mit Topinambur

Tabelle 13:  Gesamtphenole des Topinambursafts (aus Konzentrat) nach Folin-
Ciocalteu

Tabelle 14:  Prozentuale Verteilung der essentiellen Aminosiduren im Topinambur-
Reineiweil3

Tabelle 15:  Bestimmung der Polyphenole nach Folin-Ciocalteu: Gegeniiberstellung der
Storung durch freie SO,, Askorbinséure, Eisen(II)-lonen und
Aminosédure

Tabelle 16:  Trockenmasse von Topinambur geordnet nach Sorten, ganze
Knollen und Schalen

Tabelle 17:  Prozentualtabelle der Extraktionsverfahren mit der Sorte RoZo

Tabelle 18:  Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der vorgeschlagenen
Extraktionsmethode zur Bestimmung phenolischer Verbindungen

Tabelle 19:  Trockenmassen in % (g/100 g Knollen) der Topinamburknollen und
Zichorienwurzel als Funktion der Keimversuchstage
(Ernte von Oktober bis Dezember 2000)

Tabelle 20:  Trockenmassen in % (g/100 g Schalen) der Topinambur- und
Zichorienschalen als Funktion der Keimversuchstage
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Tabelle 21: ~ Gesamtphenolgehalte in % TM der Schalen der Topinambursorte Stamm
(nach 12 Keimversuchstagen) in Abhéngigkeit von den Bezugsubstanzen

Tabelle 22 a: Gesamtphenolgehalte der Modelllosung, gefarbt nach Folin-Ciocalteu
bei A =720 nm, s = 1 cm, in Abhéngigkeit der Konzentration und von
den Bezugsubstanzen

Tabelle 22 b:  Gesamtphenolgehalte der Modelllosung, gefarbt nach Folin-Ciocalteu
bei A =760 nm, s = 1 cm, in Abhdngigkeit der Konzentration und von
den Bezugsubstanzen

Tabelle 23 a: Einfaktorielle Varianzanalyse: Gesamtphenole der Modelllosung
(440 mg/ 1) einer Mischung von unterschiedlichen
Vergleichssubstanzen bei A = 760 nm, s = 1 cm, ausgedriickt als
Gallussédure bzw. Chlorogenséure, Catechin, Gentisinséure und
Salicylsdure

Tabelle 23 b: Einfaktorielle Varianzanalyse: Gesamtphenole der Modelllosung
(880 mg/ 1) einer Mischung unterschiedlicher Vergleichssubstanzen
bei A = 760 nm, s = lcm, ausgedriickt als Gallussiure bzw.
Chlorogenséure, Catechin, Gentisinsdure und Salicylsdure
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Tabelle 24:

Tabelle 25:
Tabelle 26:

Tabelle 27:

Tabelle 28:

Tabelle 29:

Tabelle 30:

Tabelle 31:

Tabelle 32:

Tabelle 33:

Tabelle 34:

Tabelle 35:

Tabelle 36 a :

Tabelle 36 b :

Tabelle 37 a

Tabelle 37 b

Tabelle 38:

Tabelle 39:

Gesamtphenol-Abweichung von unterschiedlichen Bezugssubstanzen,
gefdrbt nach Folin-Ciocalteu, von den Sollwerten bei A = 760 nm,

s = 1 cm, bezogen auf den Sollwert

Priifung auf signifikanten Unterschied zweier Stichproben
Gesamtphenolgehalt der im Labor kultivierteten Topinamburknollen und
Zichorienwurzeln als Salicylsiure-Aquivalent in Methanol Angabe in g/
100 g ™

Gesamtphenolgehalt der Schalen von im Labor kultivierteten Topinambur
und Zichorien als Salicylsiure-Aquivalent in Methanol Angabe in

g/ 100 g TM

pH-Werte der Extrakte aus verschiedenen Topinamburknollen und

der Zichorienwurzel nach Verdampfung, Auswaschen des Riickstandes mit
Methanol in Abhdngigkeit von Sorten und Keimdauer

pH-Werte in den Extrakten von verschiedenen Topinambur- und
Zichorienschalen nach Verdampfung, Auswaschen des

Riickstandes mit Methanol in Abhingigkeit von Sorte und

Keimdauer

Extraktkonzentration verschiedener Topinamburknollen und
Zichorienwurzeln in Methanol in % als Funktion der Keimversuchstage
(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Extraktkonzentration verschiedener Topinambur- und
Zichorienknollenschalen in Methanol in % als Funktion der
Keimversuchstage (Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Spezifische elektrische Leitfahigkeit Koo [uS.cm™] der Extrakte aus
ganzen Knollen und Wurzeln in Abhingigkeit von der Keimdauer (Tage)
Spezifische elektrische Leitfahigkeit Koo [uS.cm™] der Extrakte aus
Schalen in Abhdngigkeit von der Keimdauer (Tage)

Physikalische Messungen an frisch geernteten

Topinamburknollen in Abhéngigkeit von den Extraktionsstufen
Ethylacetat-Methanol = 1:1 (Ernte November 2000)

Gesamtphenole, pH, rH, Ky und ihre Verdanderungen durch

1 % Askorbinsdure

Linearitét der Extinktionen unterschiedlicher phenolische

Verbindungen bei A= 720 nm, s = 1 cm, in Abhéngigkeit der
Konzentration

Linearitdt der Extinktionen unterschiedlicher phenolische

Verbindungen bei A= 760 nm, s = 1 cm, in Abhdngigkeit der
Konzentration

(mit Fortsetzung): Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der
untersuchten phenolischen Verbindungen in Methanol in Abhingigkeit von
der Wellenldnge

(mit Fortsetzung): Dekadische molare Extinktionskoeffizienten der
untersuchten phenolischen Verbindungen in Methanol in Abhédngigkeit von
der Wellenldnge (bei A = 720 nm und A = 760 nm)

Vergleich der dekadischen molaren Absorptionskoeffizienten in
Methanol

Reduktionsvermdgen nach MEBAK [%] der Topinamburknollen und
Zichorienwurzeln nach Extraktion, Vakuumverdampfung und
Auswaschen des Riickstandes mit Methanol

(Ernte Oktober/Dezember 2000)
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Tabelle 40:

Tabelle 41:

Tabelle 42:

Tabelle 43:

Tabelle 44:

Tabelle 45:

Tabelle 46:

Tabelle 47:

Tabelle 48:

Tabelle 49:

Tabelle 50:

Tabelle 51:

Tabelle 52:

Tabelle 53:

Tabelle 54:

Tabelle 55:

Reduktionsvermdgen [%] der Topinambur- und Zichorienschalen nach Ex-
traktion, Vakuumverdampfung und Auswaschen des Riickstandes mit Me-
thanol (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Gegeniiberstellung des Reduktionsvermdgens von Bier
und Topinamburknollen (eigene Messungen)
Antioxidative Kapazitit (g Askorbinsdure/kg TM) der
Topinamburknollen und Zichorienwurzel (ACW-Methode) nach
Extraktion, Vakuumverdampfung und Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Antioxidative Kapazitit (g Askorbinsdure/kg TM) der
Topinambur- und Zichorienschalen (ACW-Methode) nach
Extraktion, Vakuumverdampfung und Auswaschen des
Riickstandes mit Methanol (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Gegeniiberstellung der antioxidativen Kapazitit der Topinambur- und
Zichorienschalen (Maximalwerte sind angegeben) mit denjenigen von
anderem Gemiise (AnalytikJena)
Uberpriifung der Linearitit der in Pflanzmaterial gefundene phenolischen
Substanzen bestimmt bei einer Absorption von A =280 nm mit UV-
Detektor im Vergleich von 1 bis 400 mg PP/l in Methanol bei der HPLC-
Trennung an R18-Hypersilsdule und 1 ml/min Fliessrate. Auswertung in
Flacheintegral [-]
Gegentiberstellung der gemessenen dekadischen molaren
Absorptionskoeffizienten phenolischer Verbindungen (40 mg/l) in
Methanol als Losemittel bei A = 280 nm und entsprechendem
Peakintegral
Wiederfindungsgrad der Séule bei der HPLC-Trennung einzelner phenoli-
scher Verbindungen in Methanol bei A = 280 nm mittels UV-Detektor und
Diode Array Detektor (DAD)
Retentionszeit der Vergleichssubstanzen
Mittels LC-MS Kopplung identifizierte phenolische Verbindungen
anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen
Mittels LC-MS Kopplung identifizierte phenolische Verbindungen aus
Topinamburextrakten
Mittels der Kopplung GC-MS identifizierte phenolische Verbindungen
der Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen
Mit GC-MS-Kopplung identifizierte phenolische Verbindungen aus
Topinamburextrakten
HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der
Topinambursorte Gigant (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM;
(A =280 nm) in Abhdngigkeit von der Keimdauer
(Ernte Oktober/Dezember 2000)
HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te Gute Gelbe (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM;
(A =280 nm) in Abhdngigkeit von der Keimdauer (Ernte Okto-
ber/Dezember 2000)
HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te Large White (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM; (A = 280
nm) in Abhédngigkeit von der Keimdauer
(Ernte Oktober/Dezember 2000)



Tabelleverzeichnis 241

Tabelle 56:

Tabelle 57:

Tabelle 58:

Tabelle 59:

Tabelle 60:

Tabelle 61:

Tabelle 62:

Tabelle 63:

Tabelle 64:

Tabelle 65:

Tabelle 66:

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te Medius Briickmann (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM; (A
=280 nm) in Abhéngigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober/Dezember 2000)

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te Medius Lindhoop (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM; (A =
280 nm) in Abhédngigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober/Dezember 2000)

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te Petit Blanc (Methanolextraktion) und deren Gehalt in %

TM; (A = 280 nm) in Abhangigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober/Dezember 2000)

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te RoZo (Methanolextraktion) und deren Gehalt in %

TM; (A = 280 nm) in Abhangigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober/Dezember 2000)

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te Stamm (Methanolextraktion) und deren Gehalt in %

TM; (A = 280 nm) in Abhangigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober/Dezember 2000)

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursor-
te Waldspindel (Methanolextraktion) und deren Gehalt in %

TM; (A =280 nm) in Abhingigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober/Dezember 2000)

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Zichorie
(Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM (A = 280 nm) in Abhéin-
gigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen, Zichorienwurzeln und

deren Schalen in Methanolextrakt, berechnet als Salicylsduredquiva lente
und bezogen auf das Gesamtpeakintegral (auch unbekannten) in Abhingig-
keit von der Keimdauer (Ernte Oktober/ Dezember 2000):

HPLC-Trennung bei A = 280 nm

Gegentiberstellung des mittels HPLC (auch unbekannten) und nach
Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes als Salicylsdure-
Aquivalent der Topinamburknollen und Zichorienwurzeln , Angaben in %
TM, in Abhdngigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Gegentiberstellung des mittels HPLC (auch unbekannten) und nach
Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes als Salicylsdure-
Aquivalent der Topinambur- und Zichorienschalen, Angaben in

% TM, in Abhéngigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen, Zichorienwurzeln und

deren Schalen in Methanolextrakt, berechnet als Summe der einzelnen
Verbindungen (nur bekannten) in Abhéngigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober/ Dezember 2000):

HPLC-Trennung bei Lamda = 280 nm
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Tabelle 67:

Tabelle 68:

Tabelle 69:

Tabelle 70:

Gegentiberstellung des mittels HPLC (nur bekannten) und nach
Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes als Salicylsdure-
Aquivalent der Topinamburknollen und Zichorienwurzeln, Angaben in %
TM, in Abhingigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Gegentiberstellung des mittels HPLC (nur bekannten) und nach
Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes als Salicylsdure-
Aquivalent der Topinambur- und Zichorienschalen, Angaben in

% TM, in Abhingigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Schmelzpunkten und Wasserloslichkeiten der verwendeten Vergleichs
substanzen aus den Merck- und Flukakatalog

Knollenertrag verschiedener Topinambursorten und herkiinfte (nach
Stolzenburg, LAP Forchheim 2002)
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Abbildung 23: Beispiel der mittels LC-MS identifizierten Molekil-Ionen aus Topinamburextrakten (Aesculin und Salicylsiure).



gthomelb.dat (07-JAN-02 17:48:16) SPEC: gthomelb.dat (07-JAN-02 17:48:16)

Mischung TMSI Samp: Mischung TMSI
10m Optima-5% N56 025/0.25 40(3)-12-280-(3) 60 kPa He
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Abbildung 24: Beispiel des mittels GC-MS identifizierten silylierten Molekiil-Ions aus der Mischung von 22 Vergleichssubstanzen
(Salicylséure, Umbelliferon und Protocatechusiure/Gentisinsture)
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Abbildung 25: Beispiel der mittels GC-MS identifizierten Ionen aus Topinamburextrakten (Umbelliferon und Salicylsiure)
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Chromatogramm 1: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen
einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen in Methanol
bei A = 280 nm mittels UV-Detektor
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Chromatogramm 2: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen
der Topinambursorte RoZo (Schalen) nach
Methanolextaktion bei A = 280 nm mittels UV-Detektor
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Chromatogramm 3; HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen
der Topinambursorte RoZo (Schalen) nach Ethylacetat-
Methanolextraktion bei A = 280 nm mittels UV-Detektor
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Chromatogramm 4: Trennung vou einzelnen phenolischen Verbindungen
~anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen in
Methanol bei A = 280 nm mittels LC-MS-Kopplung:
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Chromatogramm 5: Trennung von einzelnen phenolischen Verbindungen der
Topinambur nach Methanolextraktion bei A = 280 nm
mittels LC-MS-Kopplung



CHRO: gthomela.dat (07-JAN-02 17:18:15) Elapse: 1 @ 0.08
Samp: Mischung TMSI Times: 0.1 > 18.0
Comm: 10m Optima-5 N56 025/0.25 40(3)-12-280-(3) 60 kPa He
Mode: EI +Q3MS LMR UP LR Inlet: GC Vial: 1
Oper: Hi Study: TSQ700 Client: Thomne
Peak: 1000.0 mmu RIC: 129350 Masses: 35 > 850
RIC 1.3E+05 -
513
100
80
| 455 552
i 41?
60
| 496
40
] 216 904
I 410 476 896
20 4 t
| 241 296 341 841
4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0
Date: Thu Feb 7 10:27:15 2002 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSFl (v4.0) build 98-238 from 26-Aug-98

Chromatogramm 6: Trennung von einzelnen phenolischen Verbindungen anhand einer Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen in
Methanol mittels GC-MS-Kopplung (EI)



Relative Intensitat in (%)

CHRO: gtcho__(jl'.dat {(15-FEB-02 18:22:12) Elapse: 716 € 13.98
Samp: Mischung TMSI alt Times: 0.1 > 25.0
Comm: 30m HP-IMS 025/0.25 80(2)-20-280-13 100 kPa He
Mode: CI +Q3MS LMR UP LR Inlet: GC  Vial: 1
Oper: Bd Study: TSQ700 @ Client: Juschka/Mundry
Peak: 1.0 amu RIC: 1646590 :§ Masses: 53 > 599
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Date: Tue Feb 19 08:59:37 2002  Retentionszeit in (min) build 98-238 from 26-Aug-98



Tabelle 4 : Absorptionskoeffizienten der Polyphenole (Quelle: Beilstein-Datenbank)

Phenolbezeichnung  |Ldsungsmittel Maxima (nm) Absorptionskoeffizient (1*mol-1*cm-1)
Epicatechin Athanol 282 1995
231 11910
279 3830
281
280
Epicatechin Methanol 280.5 2630
276
Athanol-Wasser 286 16300
310 17100
320
Athanol 330; 320; 236
320 17783
Ferulasiure 321 18653
235 3769
217; 233; 320
323
235; 320
218 322
233.5; 296; 323
Methanol 235; 324

Tabelle 4 : Absorptionskoeffizienten der Polyphenole (Quelle: Beilstein-Datenbank)

Phenolbezeichnung

Losungsmittel

Maxima (nm)

Absorptionskoeffizient (I*mol-1*cm-1)

Gallussédure

Athanol

216; 273

208; 274

208; 274

218; 275

Methanol

272

217;272

240

272; 220

Wasser

257

7780

219

13500

269

9370

219

13300

Kaempferol

Acetonitril

2635; 366

Methanol

370

266; 367

278; 316; 416

268; 368

266; 365

267;322; 370

268; 320; 370




Tabelle 4 : Absorptionskoeffizienten der Polyphenole (Quelle: Beilstein-Datenbank)

Phenolbezeichnung

Losungsmittel

Maxima (nm)

Absorptionskoeffizient (I*mol-1*cm-1)

Kaempferol

Methanol

274; 310; 383
278 318 414
269; 305; 352; 425
275; 305; 360

255;270; 310; 350

Athanol

265; 370

266

9772

HCI

370

14454

269; 348; 421

Methanol HCl

270; 305; 349; 424

p-Cumarséure

Athanol

310

228;310

290

Methanol

230

10233

312

18197

226; 310

336

Tabelle 4 : Absorptionskoeffizienten der Polyphenole (Quelle: Beilstein-Datenbank)

Phenolbezeichnung  |Ldsungsmittel Maxima (nm) Absorptionskoeffizient (I*mol-1*cm-1)
227; 312
p-Cumarséure Methanol 226 10471
288 19055
Athanol 245 7586
Chlorogensdure 301 9772
328 3183
Chlorogenséure 240; 300; 329
Athanol 242;298; 325
243; 330
325; 240
Methanol 328
Chlorogenséure 240; 325
261; 377
261; 377
Athanol 216 10965
242 8318
326 2882
Kaffeesdure 240; 300; 325

235;299; 325




Tabelle 4 : Absorptionskoeffizienten der Polyphenole (Quelle: Beilstein-Datenbank)

Phenolbezeichnung

Losungsmittel

Maxima (nm)

Absorptionskoeffizient (I*mol-1*cm-1)

Kaffeesdure

Methanol

240; 300; 325

250; 358

281; 312

299; 326

315; 363

214; 286; 315

Vanillinsdure

Athanol

230; 310

261; 292

211

15136

220

16218

260

11749

Vanillinsdure

Athanol

290

5888

Vanillinsdure

Methanol

262

11749

293

5888

Wasser

240; 340

Catechin

Athanol

280

Wasser

278

4500

260

340

Tabelle 4 : Absorptionskoeffizienten der Polyphenole (Quelle: Beilstein-Datenbank)

Phenolbezeichnung  |Losungsmittel Maxima (nm) Absorptionskoeffizient (I*mol-1*cm-1)
Methanol 310 1479
Cyanidin Methanol 400 575
Cyanidin 565 5754
Athanol 375
Acetonitril 255;372
Wasser 256 28300
Quercetin 374 28400
402
377
Wasser 368
Quercetin Methanol 372 14500
256;269; 270; 324; 305
Athanol 264;272;273; 274; 358
378; 390; 410; 412
Rutin 257 15488
358 11749
Methanol 256; 260; 268; 271; 272

277, 323; 327; 360; 439




Tabelle 22 a: Gesamtphenolgehalte der Modelllosung, gefirbt nach Folin-Ciocalteu bei A = 720 nm,

s =lcm,

in Abhangigkeit der Konzentration und von den Bezugsubstanzen

Soll-Werte 440 mg/l 880 mg/l
Messungsnummer A B C D E A B C D E
1 332,26 515,57 346,90 524,63 939,50 627,34 1021,43 701,00 967,25 | 1824,75
2 331,05 513,50 345,45 522,81 935,88 649,26 1059,00 727,30 1000,13 | 1890,50
3 329,05 510,07 343,05 519,81 929,88 644,09 1050,14 721,10 992,38 | 1875,00
4 333,13 517,07 347,95 525,94 942,13 647,93 1056,71 725,70 998,13 | 1886,50
5 336,63 523,07 352,15 531,19 952,63 638,05 1039,79 713,85 983,31 | 1856,88
6 328,97 509,93 342,95 519,69 929,63 636,63 1037,36 712,15 981,19 | 1852,63
7 328,55 509,21 342,45 519,06 928,38 635,43 1035,29 710,70 979,38 | 1849,00
8 337,84 525,14 353,60 533,00 956,25 634,97 1034,50 710,15 978,69 | 1847,63
9 327,68 507,71 341,40 517,75 925,75 633,55 1032,07 708,45 976,56 | 1843,38
10 350,05 546,07 368,25 551,31 992,88 633,38 1031,79 708,25 976,31 | 1842,88
11 338,97 527,07 354,95 534,69 959,63 672,97 1099,64 755,75 1035,69 | 1961,63
12 376,97 592,21 400,55 591,69 1073,63 669,68 1094,00 751,80 1030,75 | 1951,75
13 346,59 540,14 364,10 546,13 982,50 675,76 1104,43 759,10 1039,88 | 1970,00
14 347,88 542,36 365,65 548,06 986,38 681,34 1114,00 765,80 1048,25 | 1986,75
15 349,76 545,57 367,90 550,88 992,00 663,55 1083,50 744,45 1021,56 | 1933,38
16 343,34 534,57 360,20 541,25 972,75 688,18 1125,71 774,00 1058,50 | 2007,25
MW 339,92 528,71 356,09 536,12 962,48 652,01 1063,71 730,60 1004,25 | 1898,74
STABW 12,67 21,72 15,21 19,01 38,01 19,99 34,28 23,99 29,99 59,98
VK % 3,73 4,11 4,27 3,55 3,95 3,07 3,22 3,28 2,99 3,16

A = Gesamtphenol berechnet als Gallussaure in (mg/ 1)

B = Gesamtphenol berechnet als Chlorogensaure in (mg/ )

C = Gesamtphenol berechnet als Catechin in (mg/ 1)

D = Gesamtphenol berechnet als Gentisinsdure in (mg/ )
E = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure in (mg/ )




Tabelle 22 b: Gesamtphenolgehalt der Modelllsung, gefarbt nach Folin-Ciocalteu bei A = 760 nm, s = lcm,
in Abhangigkeit der Konzentration und von den Bezugsubstanzen

Soll-Werte 440 mg/! 880 mg/l
Messungsnummer A B C D E A B C D E
1 296,35 544,79 361,15 487,06 728,92 582,00 1075,29 732,50 899,67 1347,83
2 295,04 542,36 359,45 485,17 726,08 601,31 1111,14 757,60 927,56 1389,67
3 293,00 538,57 356,80 482,22 721,67 596,69 1102,57 751,60 920,89 1379,67
4 296,38 544,86 361,20 487,11 729,00 600,23 1109,14 756,20 926,00 1387,33
5 299,96 551,50 365,85 492,28 736,75 592,23 1094,29 745,80 914,44 1370,00
6 292,88 538,36 356,65 482,06 721,42 589,50 1089,21 742,25 910,50 1364,08
7 292,50 537,64 356,15 481,50 720,58 588,42 1087,21 740,85 908,94 1361,75
8 302,92 557,00 369,70 496,56 743,17 584,35 1079,64 735,55 903,06 1352,92
9 291,38 535,57 354,70 479,89 718,17 589,50 1089,21 742,25 910,50 1364,08
10 312,96 575,64 382,75 511,06 764,92 588,35 1087,07 740,75 908,83 1361,58
11 299,27 550,21 364,95 491,28 735,25 620,81 1147,36 782,95 955,72 1431,92
12 295,62 543,43 360,20 486,00 727,33 617,69 1141,57 778,90 951,22 1425,17
13 306,69 564,00 374,60 502,00 751,33 623,69 1152,71 786,70 959,89 1438,17
14 308,62 567,57 377,10 504,78 755,50 628,92 1162,43 793,50 967,44 1449,50
15 310,15 570,43 379,10 507,00 758,83 610,88 1128,93 770,05 941,39 1410,42
16 303,62 558,29 370,60 497,56 744,67 637,31 1178,00 804,40 979,56 1467,67
MW 299,83 551,26 365,68 492,09 736,47 603,24 1114,74 760,12 930,35 1393,86
STABW 6,89 12,80 8,96 9,95 14,93 17,55 32,59 22,81 25,35 38,02
VK % 2,30 2,32 2,45 2,02 2,03 2,91 2,92 3,00 2,72 2,73

A = Gesamtphenol berechnet als Gallussaure in (mg/ 1)
B = Gesamtphenol berechnet als Chlorogensaure in (mg/ 1)

C = Gesamtphenol berechnet als Catechin in (mg/ 1)

D = Gesamtphenol berechnet als Gentisinsdure in (mg/ )
E = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure in (mg/ )




Tabelle 36 a :

Linearitdt der Extinktionen unterschiedlicher phenolische Verbindungen

bei Lamda = 720 nm, s = 1 cm, in Abhéngigkeit der Konzentration

Konzentration in mg/ 1 100 200 300 400 500 600 800 900 1000 1200 1500 Gleichungen
Sinapinséure 0,151 0,260 0,377 0,507 0,655 0,805 0,889 0,974 1,090 1,237 1,540 |y=0,1287x - 0,0008

B =98,51 %; r=0,9992 ***
Epicatechin 0,148 0,277 0,390 0,464 0,553 0,677 0,890 0,975 1,100 1,266 1,599 |y =0,001x + 0,062

B =99,89 %; r=0,9994 ***
Ellagséure 0,145 0,298 0,426 0,545 0,638 0,747 0,886 0,988 1,051 1,211 1,622 |y=0,001x+0,113

B =98,97 %; r =0,9948 ***
Gallussdure 0,140 0,274 0,392 0,536 0,640 0,771 1,027 1,112 1,249 1,527 1,875 [y=0,0012x + 0,0249

B=99,94 %; r = 0,9997 ***
Kaffeesdure 0,133 0,258 0,378 0,517 0,625 0,748 0,958 1,084 1,212 1,408 1,763 [y =10,0012x + 0,037

B =99,92 %; r=0,9996 ***
Catechin 0,129 0,228 0,330 0,460 0,547 0,636 0,836 0,917 1,003 1,190 1,472 |y =0,001x + 0,0543

B =99,87 %; r=0,9993 ***
Ferulasdure 0,122 0,201 0,292 0,379 0,477 0,559 0,705 0,790 0,869 1,006 1,291 |y =0,0008x + 0,0482

B =99,87 %; r=0,9993 ***
Vanillinsdure 0,120 0,229 0,331 0,422 0,509 0,600 0,788 0,889 0,967 1,111 1,311  |y=0,0009x + 0,0713

B=99,43 %; r=0,9971 ***
Scopoletin 0,097 0,177 0,347 0,492 0,642 0,810 y =0,0008x + 0,022

B =99,94 %; r=0,9987 ***
p-Cumarsdure 0,095 0,175 0,248 0,336 0,405 0,467 0,630 0,696 0,778 0,876 1,089 [y=0,0007x +0,0413

B =99,74 %; r = 0,9987 ***
Protocatechuséure 0,092 0,198 0,321 0,394 0,486 0,551 0,822 0,908 0,978 1,182 1,508 [y=0,001x - 0,0055

B =99,78 %; r = 0,9989 ***
Chlorogenséure 0,088 0,159 0,244 0,322 0,396 0,485 0,619 0,689 0,769 0,926 1,104 [y =0,0007x + 0,0249

B =99,84 %; r=0,9992 ***
Gentisinsdure 0,068 0,145 0,223 0,316 0,387 0,468 0,648 0,707 0,789 0,953 1,221  |y=0,0008x - 0,0185

B=99,94 %; r = 0,9997 ***
Umbelliferon 0,067 0,119 0,144 0,191 0,222 0,243 0,300 0,323 0,348 0,407 0,448 [y =0,0003x +0,0697

B =98,11 %; r=0,99 ***
3-Hydroxizimtsdure 0,059 0,134 0,187 0,253 0,306 0,362 0,393 0,476 0,577 0,651 0,854 |y=0,0005x +0,0191

B=98,82 %; r=0,9941 ***
4-Hydroxibenzoesdure| 0,057 0,157 0,221 0,311 0,350 0,421 0,547 0,581 0,630 0,742 0,925 [y =0,0006x + 0,0426

B =99,32 %; r=0,9966 ***
Salicylsdure 0,055 0,105 0,152 0,213 0,229 0,256 0,361 0,386 0,441 0,495 0,647 |y =0,0004x + 0,0254

B =99,5 %; r =0,9975 ***
Syringasdure 0,036 0,071 0,123 0,159 0,192 0,223 0,319 0,355 0,342 0,406 0,506 [y =0,0003x +0,0201

B =98,46 %; r =0,9923 ***
Aesculin 0,035 0,075 0,114 0,151 0,200 0,238 0,324 0,376 0,404 0,471 0,579 |y =0,0004x - 0,0008

B =99,71 %; r =0,9985 ***




Tabelle 36 b :

Linearitdt der Extinktionen unterschiedlicher phenolische Verbindungen
bei Lamda = 760 nm, s = 1 cm, in Abhdngigkeit der Konzentration

Konzentration in mg/ | 100 200 300 400 500 600 300 900 1000 1200 1500 2000]Gleichungen
Sinapinsaure 0,162 0,276 0,395 0,526 0,685 0,848 1,123 1,285 1,452 1,728 2,122 y=10,0014x - 0,0175

B = 99,88 %; r = 0,994 ***
Epicatechin 0,158 0,292 0,406 0,490 0,575 0,697 0,904 0,986 1,108 1,267 1,587 y=0,1316x - 0,0194

B = 97,61 %; r = 09880 ***
Ellagsiure 0,159 0,321 0,453 0,576 0,670 0,778 0,916 1,011 1,075 1,226 1,617 y=0,1263x + 0,0425

B = 96,87 %; r = 0,0842 ***
Gallussiure 0,156 0,302 0,437 0,585 0,695 0,833 1,099 1,188 1,327 1,606 1,960 y=0,0013x + 0,0516

B = 99,92 %; r = 0,0996 ***
Kaffeesdure 0,146 0,279 0,405 0,549 0,662 0,788 0,989 1,141 1,250 1,438 1,787 y =0,1535x - 0,0636

B = 98,33 %; r = 0,916 ***
Catechin 0,139 0,244 0,350 0,479 0,571 0,661 0,880 0,940 1,024 1,204 1,477 y=0,001x + 0,0757

B = 99,69 %; r = 0,0984 ***
Ferulasdure 0,136 0,225 0,323 0,417 0,522 0,607 0,759 0,346 0,927 1,067 1,359 =0,1127x - 0,0225

B = 97,76 %; r = 0,887 ***
Vanillinsiure 0,133 0,251 0,360 0,454 0,548 0,641 0,835 0,938 1,018 1,158 1,360 y=0,1181x - 0,0089

B= 99,18 %; r = 0,9959 ***
Scopoletin 0,106 0,190 0,364 0,510 0,659 0,825 y =0,0008x + 0,0335

B = 99,92 %; r = 0,0996 ***
p-Cumarsiure 0,108 0,197 0,277 0,373 0,446 0,513 0,686 0,756 0,843 0,943 1,166 y = 0,0008x + 0,0574

B = 99,64 %; r = 0,0982 ***
Protocatechusiure 0,106 0,223 0,356 0,434 0,532 0,602 0,886 0,976 1,047 1,257 1,587 y=0,001x + 0,0139

B = 99,79 %; r = 0,0989 ***
Chlorogensaure 0,098 0,175 0,267 0,352 0,430 0,526 0,666 0,738 0,822 0,985 1,168 1,490|y = 0,0007x + 0,0555

B = 99,6 %; r = 0,0980 ***
Gentisinsiure 0,083 0,169 0,254 0,355 0,432 0,519 0,709 0,771 0,857 1,028 1,306 y = 0,0009% - 0,0015

B = 99,95 %; r = 0,0997 ***
Umbelliferon 0,073 0,128 0,155 0,205 0,236 0,258 0317 0,341 0,367 0,426 0,463 y = 0,0003x + 0,0788

B = 97,63 %; r = 0,9881 ***
3-Hydroxizimtsaure 0,067 0,153 0,212 0,285 0,342 0,403 0,436 0,525 0,632 0,712 0,927 y = 0,0006x + 0,0302

B = 98,85 %; r = 0,9942 ***
4-Hydroxibenzoesiure 0,084 0,178 0,251 0,349 0,391 0,468 0,603 0,639 0,691 0,809 1,004 y =0,0006x + 0,0629

B = 99,34 %; r = 0,0967 ***
Salicylsiure 0,058 0,111 0,159 0,224 0,282 0,340 0,451 0,508 0,566 0,677 0,836 y = 0,0006x - 0,0005

B = 99,97 %; r =0,9998 ***
Syringasiure 0,043 0,083 0,140 0,185 0,215 0,250 0,355 0,397 0,440 0,482 0,559 y = 0,0004x + 0,0236

B = 98,36 %; r = 0,0918 ***
Aesculin 0,040 0,086 0,130 0,171 0,225 0,267 0,360 0,437 0,446 0,516 0,632 y = 0,0004x + 0,0053

B =99,26 %; r =0,9963 ***




Tabelle 45:

Uberpriifung der Linearitét der in Pflanzmaterial gefundene phenolischen Substanzen bestimmt bei einer
Absorption von Lamda = 280 nm mit UV-Detektor im Vergleich von 1 bis 400 mg
PP/l in Methanol bei der HPLC-Trennung an R18-Hypersilsdule und 1 ml/min Fliessrate. Auswertung in Flacheintegral [-]

Konzentration in mg/ | 1 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 200 300 400|Gleichungen
3-Hydroxyzimts&ure 31734 158669 317338 634675,5 1221923 1842849 2514321 2872910 y = 29614x + 29551

B =99,65 %, r = 0,9982 ***
p-Cumarséure 23269 116343,5 232687 469779,5 707694,5 943222 1209815 1413082| 1730425,5| 1979963,5 2187368 2388263 y = 24350x - 11406

B =99,91 %, r = 0,9995 ***
4-Hydroxikumarin 22248 111241 222482,5 444965 868739 1148769,5 1582903,5 1839501 3679002 y = 18223x + 57403

B =99,83 %, r = 0,9991 ***
Kaffeesédure 14171 70855,5 141711 296461,5 442485 599499,5 753681 933541,5| 1071044,5| 1206061,5| 1338566,5| 1511470,5 3022941 y = 15139x - 3279,9

B =99,98 %, r = 0,9999 ***
Cumarin-3-Carbonséure 13750 68751 137502,5 275005 568246,5 966476 1124067 1374559 =14150x + 7121,2

B =99,22 %, r = 0,9961 ***
Ferulasaure 15372 76859 153718,5 260392 398865 448319,5 537164,5 682564,5 923687,5| 1064450,5 1175165 1296611 y = 12866x - 10010

B =98,8 %, r = 0,9940 ***
Syringaséure 12537 62686 125372 250744 514264,5 807122,5 1023488 1400084 y = 13659x - 14988

B =99,67 %, r = 0,9983 ***
Gallusséure 10260 51301,5 101361 205346 282128,5 371078 468727 622335,5 734599,5 762584,5 762584,5 904277 967671,5 y =9816,2x + 90,718

B =99,53 %, r=0,9976 ***
Vanillinséure 8129 40645,5 81291 160258 243130,5 329191 416065 496293,5 603890 712392 782500 842873 y = 8673,1x - 8799

B =99,82 %, r = 10,9991 ***
Protokatechus&ure 6411 32053 71894 143028 288061 434527,5 598217 741623 1483246 y = 7442,6x - 4589,9

B =99,99 %, r = 0,9999 ***
Chlorogensaure 36166 72331,5 136780,5 190574 230931 357153 464359,5 511625,5 583791,5 645225 765375,5 1356124 2048734 2921515,5|y = 7674,1x - 50818

B =99,9 %, r=0,9995 ***
Umbelliferon 6738 33689 67378 134756,5 294856 452304 595561 755133 1510266 y = 7587,6x - 7168,7

B =99,99 %, r = 0,9999 ***
Sinapinsaure 6326,7 31633,5 63267 126534 298477 400980,5 502669,5 619242,5 y =6275,7x + 8251

B =99,38 %, r = 0,9969 ***
4-Hydroxybenzoesaure 6367 31835 63670 124462,5 195899 254704 323922 400530 452448,5 513900 585242 650209,5 y =6511,2x - 1418,2

B =99,96 %, r = 0,9998 ***
Ellagséure 5801 29007 58014,5 116029 230573 355696,5 484524 653087 y = 6360,8x - 9661,8

B =99,61 %, r=0,998 ***
Scopoletin 4829 24147 48295 96589,5 198864,5 284237 387353,5 486792 973584 y = 4865,4x - 652,7

B =99,99 %, r = 0,9999 ***
2-Hydroxy-3-5-Dinitobenzoeséaure 4378 21889,5 43779 87558 172992,5 264356,5 384169,5 450427 900854 y =4530,2x - 796,5

B =99,9 %, r=0,9995 ***
Aesculin 3819 19096 38191,5 76383 169499 271059,5 355111,5 423110 846220 =4263,4x + 284,9

B =99,9 %, r=0,9995 ***
Epicatechin 3090 15450 30900 63223,5 85930 114445 138356,5 173569 213486,5 244365 270918,5 313921 627842 941763 1255684 |y = 3155,4x - 6839,2

B =99,97 %, r = 0,9998 ***
Catechin 2236 11182 22364 58286 74343 117133 155712 171759 181792,5 225368 225368 247441 278085 y = 2800x - 748,67

B =994 %, r=0,9970 ***
Salicylsaure 13754 27508 55016 106984 179457 230111 285271 564591 855059,5| 1076155,5|y = 2852,4x - 6609,9

B =99,99 %, r = 0,9999 ***
Gentisinsaure 4162 8322,5 19104,5 29097,5 38462,5 48050 95196 192200|y = 478,02x - 7,9802

B =99,99 %, r = 0,9999 ***




Tabelle 51: Mittels der Kopplung GC-MS identifizierte phenolische Verbindungen der Mischung aus 22 Vergleichssubstanzen

| 11 111 1\ \%

Anzahl der |Masse der Molmasse |Molmasse [Molmasse Masse (Molekiilion) |Bemerkungen|
Verbindung OH-Gruppe |OH-Gruppe (syliliert) [in g/ mol  |Silyliert Syliliert ohne COOH |(u)
Scopoletin 1 72 192,17 264,17 265 M+1
Scopoletin 265 M+1
Umbelliferon 1 72 162,15 234,15 235 M+1
Umbelliferon 235 M+1
Umbelliferon 235 M+1
Cumarin-3-.Carbonsiure 1 72 190,16 262,16 190,16 229 M-15-18
Cumarin-3-.Carbonsiure 1 72 190,16 262,16 263 M+1
4-Hydroxikumarin 1 72 162,15 234,15 252 M-18
4-Hydroxikumarin 252 M-18
4-Hydroxikumarin 235 M+1
4-Hydroxikumarin 218 M-18
Salicylsdure 2 144 138,12 282,12 210,12 282
Salicylsdure 282
4-Hydroxibenzoeséure 2 144 138,12 282,12 210,12 283 M+1
4-Hydroxibenzoesdure 280 M+1
4-Hydroxibenzoesdure 283 M+1
4-Hydroxibenzoesdure 283 M+1
4-Hydroxibenzoesdure 283 M+1
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesédure 2 144 228,12 372,12 300,12 376 M+4
Ferulasdure 2 144 194,19 338,19 266,19 339 M+1
Ferulasdure 339 M+1
Ferulasiure 339 M+1
Syringaséure 2 144 198,18 342,18 270,18 328 M-15
Syringasdure 358 M+15
Syringaséure 328 M-15
Syringasdure 343 M+1
Syringaséure 343 M+l
p-Cumarsiure 2 144 164,16 308,16 236,16 309 M+1
p-Cumarséure 309 M+1
p-Cumarsiure 309 M+1
3-Hydroxizimtséure 2 144 164,16 308,16 236,16 309 M+1
3-Hydroxizimtsiure 309 M+1
3-Hydroxizimtsdure 309 M+1
Vanillinséure 2 144 168,15 312,15 240,15 313 M+1
Vanillinséure 313 M+1
Vanillinsdure 313 M+1
Vanillinsdure 313 M+1
Kaffeesdure 3 216 180,16 396,16 324,16 397 M+1
Kaffeesdure 397 M+1
Kaffeesdure 397 M+1
Gentisinsdure 3 216 154,12 370,12 298,12 371 M+1
Protocatechusiure 3 216 154,12 370,12 298,12 371 M+1
Protocatechuséure 371 M+1
Protocatechuséure 371 M+1
Protocatechuséure 371 M+1
Protocatechuséure 371 M+1
Gallusséure 4 288 188,14 476,14 404,14 388 M-15
Gallussdure 477 M+1
Gallusséure 459 M-18
Gallussdure 388 M-15
Epicatechin 5 360 290,28 650,28 651 M+1
Catechin 5 360 290,28 650,28 651 M+1
Catechin 651 M+1

I: Masse der Trimethylsylyl-. Anzahl der OH-Gruppe
II: Molmasse der entsprechenden phenolische Verbindung

Mm=1+1I
IV=1I-72
V: Masse des Molekiilions



Tabelle 52: Mit GC-MS-Kopplung identifizierte phenolische Verbindungen aus Topinamburextrakten

Anzahl der [Masse der Molmasse [Molmasse |Molmasse Masse (Molekiilion) [Bemerkungen
Verbindung OH-Gruppe |OH-Gruppe (syliliert) [in g/ mol |Syliliert Syliliert ohne COOH |(u)
Umbelliferon 235 M+1
Umbelliferon 1 72 162,15 234,15 242 M+8
Umbelliferon 233 M-1
Umbelliferon 219 M-15
Cumarin-3-.Carbonsdure 1 72 190,16 262,16 190,16 271 M+9
4-Hydroxikumarin 1 72 162,15 234,15 235 M+1
Salicylsdure 2 144 138,12 282,12 210,12 280 M-2
Salicylsdure 280 M-2
4-Hydroxibenzoesdure 2 144 138,12 282,12 210,12 280 M-2
4-Hydroxibenzoesdure 280 M-2
4-Hydroxibenzoesdure 280 M-2
4-Hydroxibenzoesdure 280 M-2
4-Hydroxibenzoesdure 288 M+6
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesdure 2 144 228,12 372,12 300,12 376 M+4
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesdure 376 M+4
Syringasdure 2 144 198,18 342,18 270,18 346 M+4
p-Cumarséure 2 144 164,16 308,16 236,16 309 M+1
p-Cumarsiure 309 M+1
3-Hydroxizimtsdure 2 144 164,16 308,16 236,16 309 M+1
Vanillinsiure 2 144 168,15 312,15 240,15 316 M+4
Vanillinsidure 297 M-15
Kaffeesiure 3 216 180,16 396,16 324,16 392 M-4
Kaffeesdure 392 M-4
Kaffeesiure 396
Kaffeesdure 391 M-5
Gentisinsdure 3 216 154,12 370,12 298,12 298 M-72
Gallusséure 4 288 188,14 476,14 404,14 408 M-68
Gallussdure 468 M-8
Gallussédure 188 nicht syliliert
Aesculin 5 360 367,31 727,31 728 M+1
Chlorogensaure 6 432 354,32 786,32 714,32 768 M-18




Tabelle 53: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Gigant (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM; ( Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Konzentration in % TM

Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,019 0,020 0,003 0,003 0,005 0,024 0,026 0,013
Protocatechusaure 0,064 0,029 0,006 0,013 0,042 0,054 0,116 0,020 0,113
Aesculin 0,030 0,009 0,012 0,026 0,054 0,071 0,093 0,066 0,223
Gentisinsaure 0,063 0,043 0,122 0,074 0,137 0,729 0,948 0,569 0,053
Catechin 0,020 0,006 0,006 0,009 0,011 0,043 0,035 0,032 0,020
4-Hydroxibenzoesaure 0,010 0,008 0,008 0,014 0,091 0,008 0,015
Chlorogensaure 0,155 0,050 0,033 0,042 0,136 0,778 1,151 0,089 0,103 1,135
Vanillinsdure 0,006 0,007 0,005 0,022 0,023 0,008
Syringasaure 0,004
Kaffeesaure 0,004 0,009 0,001 0,001 0,003 0,004 0,003 0,019
Epicatechin 0,058 0,038 0,011 0,004 0,053 0,634 0,482 0,037 0,162
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoeséure 0,039 0,009 0,002 0,048 0,009
Umbelliferon 0,005 0,034 0,004 0,005 0,008 0,027 0,071 0,007 0,034
Scopoletin 0,019 0,003 0,008 0,022 0,057
p-Cumarsaure 0,008 0,004 0,003 0,027 0,032 0,013 0,009 0,006
Cumarin-3-Carbonsédure 0,001 0,007
Ferulasdure 0,003
Sinapinsaure 0,002 0,020
3-Hydroxizimtsaure 0,001 0,000 0,009
Ellagsaure 0,005 0,002 0,003 0,024 0,007
Salicylsaure 0,322 0,217 0,063 0,030 0,314 2,187 5,075 0,265 0,277 2,623
4-Hydroxicumarin 0,022 0,015 0,011 0,014 0,016 0,096 0,218 0,062 0,119 0,136

1 0,847 0,505 0,280 0,227 0,801 4,003 7,977 1,685 1,206 4,645
Gesamtpeakintegral 7812642 4653807 1767057 2475754 7249005 6534378 12259119 2626114 2226182 11508429
unbekannte Peakintegral 275841 158191 53316 35857 455577 109530 524156 47136 17074 315407

2 1,512 0,886 0,324 0,432 1,263 6,408 11,753 1,705 1,668 8,065

3 3,449 3,262 2,653 1,185 6,199 1,577 4,224 1,547 0,471 2,685

4 1,459 0,856 0,315 0,425 1,184 6,300 11,250 1,675 1,655 7,844

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM
2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM




Tabelle 54: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Gute Gelbe (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Konzentration in % TM

Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,0468 0,0084 0,0009 0,0025 0,0078 0,0167 0,0135 0,0037 0,0042 0,0053
Protocatechusaure 0,0343 0,0236 0,0181 0,0216 0,0298 0,0384 0,0509 0,0522 0,1284 0,1168
Aesculin 0,0048 0,0290 0,0042 0,0252 0,0277 0,0708 0,0058 0,0286 0,1088
Gentisinsaure 0,0347 0,0637 0,0422 0,1112 0,0751 0,1302 0,3577 0,5239 0,2145 0,2566
Catechin 0,0119 0,0185 0,0057 0,0202 0,0012 0,0131 0,0255 0,0600 0,0591 0,0252
4-Hydroxibenzoesaure 0,0067 0,0066 0,0013 0,0068 0,0025 0,0182 0,0251 0,0190
Chlorogensaure 0,0819 0,0560 0,0548 0,1226 0,0661 0,5588 0,3919 0,5817 0,8563 0,6006
Vanillinsaure 0,0102 0,0106 0,0127 0,0205 0,0059 0,0058 0,0035
Syringasaure 0,0022 0,0029 0,0318
Kaffeesaure 0,0026 0,0017 0,0045 0,0166 0,0030 0,0380
Epicatechin 0,0537 0,0512 0,0236 0,0413 0,0213 0,2462 0,2123 0,1947 0,2449 0,1723
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesdure 0,0197 0,0116 0,0057 0,0204 0,0132 0,0374
Umbelliferon 0,0067 0,0039 0,0055 0,0155 0,0061 0,0189 0,0367 0,0082 0,0500 0,0776
Scopoletin 0,0132 0,0063 0,0047 0,0107 0,0034 0,0165 0,0323 0,0593
p-Cumarsaure 0,0020 0,0014 0,0009 0,0012 0,0121 0,0028 0,0119 0,0034
Cumarin-3-Carbonsédure 0,0015 0,0167 0,0026
Ferulasaure 0,0027 0,0056 0,0060 0,0148 0,0177
Sinapinsaure 0,0013 0,0041 0,0317
3-Hydroxizimtsaure 0,0002 Spur
Ellagsaure 0,0089 0,0052 0,0123 0,0285
Salicylsaure 0,2723 0,1729 0,1758 0,3759 0,1698 2,0447 1,6180 2,2378 3,2014 1,9652
4-Hydroxicumarin 0,0259 0,0153 0,0081 0,0154 0,0086 0,0691 0,0964 0,0793 0,1536 0,1261

1 0,6304 0,4777 0,3687 0,8028 0,4420 3,1894 2,9843 3,8666 5,0733 3,5585
Gesamtpeaksflache 6788164 4545020 4769401 6498527 6141367 7863773 7621322 8754432 10433496 10343101
unbekannte Peaksflache 279834 244134 231288 171213 88448 67740 242733 260702 356801 546610

2 1,1887 0,7649 0,5919 1,1607 0,6694 4,6828 4,4502 5,1983 8,1005 5,8814

3 4,0289 5,2336 47174 2,5355 1,3340 0,7780 3,1009 2,9046 3,3585 5,2242

4 1,1397 0,7238 0,5632 1,1301 0,6598 4,6424 4,3083 5,0434 7,8233 5,5704

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM
2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Losungsmittel-Peakintegral in % TM
3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Losungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM




Tabelle 55: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Large White (Methanolextraktion) und deren Gehaltin % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit

von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Konzentration in % TM
Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,0119 0,0084 0,0013 0,0071 0,0183 0,0162 0,0069 0,0034 0,0046
Protocatechuséaure 0,0160 0,0356 0,0268 0,0404 0,0409 0,0474 0,0883 0,0057 0,0572 0,0618
Aesculin 0,0245 0,0161 0,0114 0,0386 0,0346 0,1569 0,0108 0,0759 0,0812
Gentisinsaure 0,0729 0,1118 0,0802 0,2409 0,1215 0,2180 0,3319 0,0901 0,2714
Catechin 0,0151 0,0058 0,0036 0,0167 0,0138 0,0167 0,0790 0,0102 0,0265 0,0449
4-Hydroxibenzoesaure 0,0073 0,0046 0,0033 0,0029 0,0169 0,0156 0,0243 0,0317
Chlorogensaure 0,1060 0,0242 0,0560 0,0574 0,0490 0,6153 0,6596 0,0233 0,6200 0,6547
Vanillinsaure 0,0079 0,0033 0,0065 0,0113 0,0242 0,0487 0,0420
Syringasaure 0,0023 0,0024 0,0023 0,0021 0,0079
Kaffeesaure 0,0050 0,0016 0,0021 0,0398 0,0258 0,0356
Epicatechin 0,0870 0,0274 0,0366 0,0214 0,0170 0,0281 0,1813 0,0864 0,1819
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesaure 0,0094 0,0091 0,0086 0,0040 0,0958
Umbelliferon 0,0063 0,0041 0,0052 0,0100 0,0079 0,0300 0,0348 0,0577 0,0686
Scopoletin 0,0053 0,0056 0,0067 0,0027 0,0086 0,0150 0,0127 0,0103
p-Cumarsaure 0,0016 0,0007 0,0007 0,0010 0,0017 0,0158 0,0070 0,0108 0,0123
Cumarin-3-Carbonsaure 0,0011 0,0015 0,0076 0,0031
Ferulasaure 0,0041 0,0020 0,0019 0,0013 0,0125 0,0137 0,0048
Sinapinsaure 0,0043 0,0010 0,0123
3-Hydroxizimtsaure 0,0005 0,0001
Ellagsaure 0,0068 0,0210 0,0029 0,0162 0,0190
Salicylsaure 0,3195 0,0971 0,1741 0,0780 0,0989 1,5670 2,5516 0,0717 2,7059 2,5163
4-Hydroxicumarin 0,0242 0,0116 0,0101 0,0056 0,0099 0,0719 0,1231 0,0230 0,0992 0,1022
1 0,7174 0,3642 0,4379 0,5547 0,4312 2,7192 4,3216 0,2516 3,8954 4,1963
Gesamtpeakintegral 7713526 3911142 5153874 4915914 4558945 5782456 8408203 670915 9764024 10773468
unbekannte Peakintegral 228105 175117 239419 215487 107359 66349 149653 13248 181875 177095
2 1,2773 0,5537 0,6614 0,6945 0,6539 4,4548 6,5065 0,3468 6,2498 6,2924
3 2,8740 4,3157 4,5230 4,2547 2,2131 1,0343 1,7026 0,9993 1,7962 1,5834
4 1,2395 0,5289 0,6306 0,6640 0,6385 4,4036 6,3906 0,3399 6,1333 6,1889

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM
2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Ldsungsmittel-Peakintegral in % TM
3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Losungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM




Tabelle 56: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Medius Brickmann (Methanolextraktion) und deren Gehaltin % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Konzentration in % TM
Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,0220 0,0030 0,0118 0,0014 0,0015 0,0160 0,0087 0,0026
Protocatechusaure 0,0683 0,0221 0,0348 0,0233 0,0311 0,0645 0,0935 0,0098 0,0367 0,0716
Aesculin 0,0371 0,0552 0,0620 0,0225 0,0075 0,0703 0,1816 0,0060 0,0596 0,0108
Gentisinséure 0,1061 0,0893 0,1065 0,0459 0,0379 0,2194 2,7786 0,0366 0,6830 0,2102
Catechin 0,0256 0,0283 0,0380 0,0078 0,0047 0,0260 0,0062 0,0115 0,0236
4-Hydroxibenzoesaure 0,0113 0,0027 0,0059 0,0026 0,0036 0,0221 0,0217 0,0063 0,0035
Chlorogensaure 0,0455 0,0225 0,0742 0,0554 0,0747 1,0033 0,3925 0,0124 0,0560 0,3467
Vanillinsaure 0,0058 0,0043 0,0159 0,0006 0,0034 0,0188 0,0055 0,0042
Syringasaure 0,0045
Kaffeesaure 0,0070 0,0007 0,0054 0,0035 0,0170 0,0017 0,0023 0,0165
Epicatechin 0,0432 0,0087 0,0391 0,0227 0,0282 0,3755 0,1030 0,0079 0,0160 0,1054
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesdure 0,0079 0,0029 0,0057 0,0171 0,0591
Umbelliferon 0,0119 0,0033 0,0082 0,0092 0,0116 0,0409 0,0194 0,0053 0,0040 0,0448
Scopoletin 0,0035 0,0040 0,0046 0,0015 0,0040 0,0344 0,0336 0,0033 0,0276
p-Cumarsaure 0,0011 0,0005 0,0012 0,0011 0,0015 0,0162 0,0054 0,0015 0,0028 0,0091
Cumarin-3-Carbonsdure 0,0003
Ferulasdure 0,0052 0,0016 0,0031 0,0005 0,0015 0,0130 0,0069
Sinapinsaure 0,0023 0,0012 0,0013 0,0004 0,0161 0,0046
3-Hydroxizimtsaure 0,0004 Spur
Ellagsaure 0,0023 0,0028 0,0105 0,0259
Salicylsaure 0,0959 0,0753 0,2943 0,1216 0,2474 2,5402 1,0783 0,1164 0,1543 1,2738
4-Hydroxicumarin 0,0213 0,0079 0,0175 0,0107 0,0096 0,1057 0,1197 0,0203 0,0181 0,0886
1 0,5256 0,3305 0,7280 0,3340 0,4920 4,5823 4,8804 0,2326 1,0752 2,2927
Gesamtpeakintegral 5401661 2578773 7337286 5797574 6618265 9335546 5590401 699362 1619095 6939890
unbekannte Peakintegral 186107 71864 246386 291730 181100 344201 177961 11379 74205 242879
2 0,9589 0,4385 1,1122 0,5588 0,8113 7,4340 4,4633 0,3587 0,8480 3,6946
3 3,3271 2,5369 3,2709 4,9235 2,6391 3,6188 3,0687 0,6884 4,1920 3,4078
4 0,9259 0,4262 1,0748 0,5307 0,7891 7,1597 4,3210 0,3528 0,8089 3,5652

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM

2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Ldsungsmittel-Peakintegral in % TM

3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Ldsungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM




Tabelle 57:  HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Medius Lindhoop (Methanolextraktion) und deren Gehaltin % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Konzentration in % TM
Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,0042 0,0182 0,0151 0,0021 0,0021 0,0134 0,0046 0,0092
Protocatechu 0,0158 0,0217 0,0657 0,0356 0,0468 0,0775 0,0530 0,0866 0,0203 0,0664
Aesculin 0,0253 0,0111 0,0317 0,0362 0,0477 0,0856 0,0708 0,0359 0,1222
Gentisinsdurq 0,0514 0,0312 0,1026 0,0821 0,1362 0,3212 0,3458 0,3288 0,1182 0,3760
Catechin 0,0093 0,0106 0,0057 0,0161 0,0255 0,0408 0,0885 0,0213 0,0484
4-Hydroxiben 0,0069 0,0081 0,0036 0,0036 0,0067 0,0252 0,0416
Chlorogensdy 0,2406 0,0464 0,0809 0,1170 0,1269 1,0115 0,8263 0,6042 0,0445 0,6994
Vanillinsdure 0,0134 0,0020 0,0152 0,0189 0,0010 0,0231 0,0116 0,0524 0,0043
Syringasaure 0,0034 0,0040 0,0041 0,0177
Kaffeesaure 0,0012 0,0036 0,0028 0,0027 0,0054 0,0069 0,0733 0,0118 0,0267
Epicatechin 0,0447 0,0139 0,0438 0,0518 0,0485 0,4151 0,0172 0,3080 0,0145 0,1824
2-Hydroxi-3-5] 0,0132 0,0099 0,0119 0,0137 0,0277 0,0686 0,1363
Umbelliferon 0,0154 0,0074 0,0087 0,0108 0,0172 0,0430 0,0274 0,0390 0,0064 0,0733
Scopoletin 0,0103 0,0110 0,0435 0,0513
p-Cumarsaurd  0,0036 0,0067 0,0019 0,0015 0,0033 0,0047 0,0107 0,0030 0,0077 0,0045
Cumarin-3-Carbonséure 0,0006 0,0103 0,0172
Ferulasdure 0,0037 0,0033 0,0016 0,0316 0,0052 0,0182
Sinapinsaure 0,0023 0,0055 0,0016 0,0079 0,0024
3-Hydroxizim§  0,0006 0,0070
Ellagsaure 0,0065 0,0079 0,0042 0,0425
Salicylsaure 0,6393 0,2904 0,2170 0,3760 0,3866 2,9799 4,9021 2,7222 0,1351 2,3048
4-Hydroxicumy  0,0396 0,0167 0,0101 0,0239 0,0190 0,1723 0,1428 0,1275 0,0397 0,1396
1 1,1409 0,5078 0,6292 0,8159 0,9081 5,3058 6,4251 4,6449 0,4487 4,2555
Gesamtpeakip 10008889 5162131 6771254 8326160 9842211 10463965 11076021 10710954 1136955 10646593
unbekannte H 146847 397777 234549 400577 196016 231792 79797 354989 53174 187578
2 1,9120 0,9051 1,0281 1,3409 1,3500 8,4322 8,9567 6,9689 0,7565 6,6248
3 1,4021 7,5873 3,3696 4,7354 1,9257 2,1533 0,6612 3,2546 4,1195 1,7008
4 1,8839 0,8352 0,9924 1,2764 1,3231 8,2453 8,8922 6,7377 0,7209 6,5080




Tabelle 58: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Petit Blanc (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Konzentration in % TM

Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tage 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,0088 0,0216 0,0006 0,0009 0,0028 0,0047 0,0042 0,0041 0,0134 0,0053
Protocatechusaure 0,0323 0,0211 0,0211 0,0304 0,0328 0,0188 0,0414 0,1247 0,1429 0,0717
Aesculin 0,0174 0,0088 0,0202 0,0147 0,0595 0,0264 0,0355 0,0999 0,1417 0,1473
Gentisinsaure 0,0570 0,0935 0,2802 0,1517 0,1875 0,1216 0,1241 1,0028 0,7007 0,3483
Catechin 0,0064 0,0164 0,0049 0,0114 0,0256 0,0751 0,0691 0,0552
4-Hydroxibenzoesaure 0,0011 0,0114 0,0020 0,0076 0,0109 0,0411
Chlorogensaure 0,1306 0,0426 0,0561 0,0370 0,1475 0,4138 0,4922 0,7546 0,8791 0,8806
Vanillinsdure 0,0069 0,0039 0,0035 0,0011 0,0037 0,0220 0,5201
Syringasaure 0,0018 0,0009 0,0074 0,0046 0,0411
Kaffeesaure 0,0077 0,0032 0,0302 0,0034 0,0543
Epicatechin 0,0360 0,0280 0,0190 0,0100 0,0521 0,0084 0,1856 0,1071 0,2370
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesaure 0,0121 0,0091 0,0040 0,0265 0,0350 0,2186 0,1185
Umbelliferon 0,0063 0,0073 0,0022 0,0029 0,0195 0,0164 0,0234 0,0514 0,0943 0,0823
Scopoletin 0,0034 0,0020 0,0048 0,0014 0,0030 0,0045 0,0148 0,0493 0,0195 0,0176
p-Cumarsaure 0,0071 0,0051 0,0007 0,0018 0,0119 0,0049 0,0101 0,0085
Cumarin-3-Carbonsaure 0,0006 0,0105 0,0060
Ferulasaure 0,0008 0,0030 0,0076
Sinapinsaure 0,0020 0,0042 0,0559 0,0193 0,0065
3-Hydroxizimtsdure 0,0012 0,0025 0,0025 0,0001
Ellagsaure 0,0051 0,0109 0,0238
Salicylsaure 0,4393 0,3979 0,1406 0,0783 0,5478 1,2592 2,9743 2,9085 3,1286 3,6073
4-Hydroxicumarin 0,0199 0,0248 0,0113 0,0045 0,0250 0,0441 0,1189 0,1393 0,1393 0,1504

1 0,7864 0,7025 0,5664 0,3552 1,1601 1,9747 4,1230 5,4762 6,0891 5,8091
Gesamtpeakintegral 7514371 6226842 4324452 2944763 10687663 6385290 7986782 9904681 13843978 13033281
unbekante Peakintegral 110828 269726 133737 102018 184047 16490 200321 205180 226172 267224

2 1,2502 1,0849 0,5590 0,4293 1,6298 3,1308 5,8556 7,4642 9,8818 8,6771

3 1,3881 4,2300 2,9442 3,2472 1,6612 0,1549 2,4274 2,0061 1,5867 2,0006

4 1,2318 1,0379 0,5416 0,4144 1,6017 3,1227 5,7086 7,3094 9,7202 8,4991

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM

2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf der Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf der Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM




Tabelle 59: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
RoZo (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)
Konzentration in % TM

Vervindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tage 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,0591 0,0220 0,0015 0,0031 0,0547 0,0456 0,0060
Protocatechusaure 0,0092 0,0308 0,0088 0,0084 0,0345 0,1219 0,1048 0,0038 0,1866 0,0900
Aesculin 0,0179 0,0159 0,0256 0,0323 0,0616 0,0673 0,1383
Gentisinsdure 0,1822 0,1616 0,0980 0,0566 0,2599 0,1952 0,6933 0,1730
Catechin 0,0169 0,0069 0,0020 0,0179 0,0635 0,0634 0,0487
4-Hydroxibenzoesaure 0,0025 0,0040 0,0071 0,0310 0,0042 0,0190
Chlorogensaure 0,0617 0,0595 0,0268 0,0295 0,1279 1,1734 0,9208 0,0196 0,2557 0,8908
Vanillinsaure 0,0053 0,0029 0,0011 0,0055 0,0170 0,0058 0,0056
Syringasaure 0,0051 0,0037 0,0019 0,0032 0,0088
Kaffeesaure 0,0022 0,0081 0,0015 0,0042 0,0088 0,0610 0,0106 0,0258
Epicatechin 0,0336 0,0459 0,0083 0,0091 0,0344 0,4576 0,1709 0,0553 0,1809
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesaure 0,0289 0,0116 0,0017 0,0710
Umbelliferon 0,0141 0,0036 0,0020 0,0101 0,0404 0,1125 0,0108 0,0680
Scopoletin 0,0075 0,0118 0,0257
p-Cumarsaure 0,0024 0,0004 0,0006 0,0007 0,0111 0,0305 0,0295 0,0160
Cumarin-3-Carbonsdure 0,0012
Ferulasdure 0,0105 0,0028 0,0152 0,0272 0,0065 0,0140
Sinapinsaure 0,0167
3-Hydroxizimtsdure
Ellagsaure 0,0104 0,0090 0,0206
Salicylsaure 0,1709 0,2696 0,0665 0,0853 0,4232 4,1306 4,3769 0,0769 0,9268 3,0582
4-Hydroxicumarin 0,0082 0,0385 0,0138 0,0095 0,0239 0,1361 0,2111 0,0180 0,1390 0,1574

1 0,3889 0,7341 0,3174 0,2855 0,8064 6,4612 6,4550 0,1380 25116 4,8934
Gesamtpeakintegral 4503485 7321188 2314314 2504808 7685653 13078537 14335060 602525 7040321 12114262
unbekante Peakintegral 152587 412755 55384 106717 354240 139512 460447 143688 241218 186922

2 0,7871 1,1790 0,3485 0,3650 1,3191 9,6238 10,4987 0,3579 3,9578 8,0013

3 3,2462 5,5525 2,135 4,0072 4,5270 1,0167 3,1674 23,0030 3,3355 1,4892

4 0,7604 1,1124 0,3401 0,3494 1,2583 9,5211 10,1613 0,2716 3,8220 7,8778

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM

2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Ldsungsmittel-Peakintegral in % TM
3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf der Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf der Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM

unbekante Peaksflache %

3,3882

5,6378

2,3931

4,2605

4,6091

1,0667

3,2120

23,8476

3,4262

1,5430




Tabelle 60:

HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Stamm (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Konzentration in % TM

Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tage 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gallussaure 0,0267 0,0305 0,0160 0,0065 0,0135 0,0036 0,0041 0,0121
Protocatechusaure 0,0889 0,0211 0,0055 0,0926 0,0772 0,0802 0,0743 0,0479 0,0946 0,1406
Aesculin 0,0046 0,0090 0,0907 0,0934 0,1032 0,1142 0,0478 0,1849 0,2445
Gentisinsdure 0,0569 0,0755 0,0518 0,1809 0,2732 0,2902 0,4583 0,7530 0,6968 0,3925
Catechin 0,0101 0,0099 0,0036 0,0098 0,0299 0,0416 0,0343 0,0234 0,2986 0,0736
4-Hydroxibenzoesaure 0,0067 0,0076 0,0077
Chlorogensaure 0,1917 0,1382 0,0233 0,3473 0,2796 2,1493 2,1073 0,0617 1,7553 2,3789
Vanillinsaure 0,0034 0,0025 0,0075 0,0242 0,0066
Syringasaure 0,0012 0,0120 0,0036 0,0152 0,0054 0,0073
Kaffeesaure 0,0023 0,0097 0,0019 0,1624 0,0265
Epicatechin 0,0928 0,0237 0,0050 0,0668 0,0750 0,8008 0,0320 0,0192 0,4227 0,2387
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesaure 0,0038 0,0014 0,0029
Umbelliferon 0,0089 0,0108 0,0258 0,0147 0,0534 0,1128 0,0457 0,0468
Scopoletin 0,0109 0,0174 0,0530 0,0837
p-Cumarsaure 0,0037 0,0079 0,0036 0,0023 0,0321 0,0431 0,0389
Cumarin-3-Carbonsaure 0,0047 0,0048 0,0349
Ferulasaure 0,0028 0,0044 0,0441 0,0255 0,0363
Sinapinsaure 0,0025 0,0633 0,0379
3-Hydroxizimtsaure 0,0005 0,0038
Ellagsaure 0,0037 0,0066 0,0075 0,0341
Salicylsaure 0,4225 0,5225 0,0329 0,7101 0,4137 3,6650 6,4493 0,1440 5,0370 4,8881
4-Hydroxicumarin 0,0349 0,0255 0,0111 0,0330 0,0294 0,1814 0,2639 0,1768 0,2561 0,2689
1 0,9706 0,9026 0,1468 1,6078 1,3330 7,5229 9,9187 1,3142 8,9402 8,8649
Gesamtpeakintegral 9641174 7894540 1035190 13827511 10787657 13291324 16635445 2454951 15845729 17395537
unbekante Peakintegral 231132 150039 0,0000 195249 343924 375436 443038 0,0000 249935 264931
2 1,7725 1,4795 0,2243 2,6444 2,0845 13,0407 16,3642 1,9544 13,4936 15,1126
3 2,3304 1,8183 1,3649 3,1288 2,7763 2,6245 1,5362 1,4855
4 1,7299 1,4513 0,2243 2,6070 2,0180 12,6721 15,9282 1,9544 13,2806 14,8823

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM

2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Ldsungsmittel-Peakintegral in % TM
3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf der Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf der Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM

unbekante Peaksflache %

2,40

1,90

0,00

1,41

3,19

2,82

2,66

0,00

1,58

1,52




Tabelle 61: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Topinambursorte
Waldspindel (Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Konzentration in % TM
Verbindung ganze Knollen Schalen
0 12 33 0 12 33

Gallussaure 0,0162 0,0010 0,0199 0,1457 0,0063 0,0109
Protocatechusaure 0,1221 0,0716 0,1418 0,1172 0,1364
Aesculin 0,0948 0,0046 0,0661 0,0831 0,2652 0,1875
Gentisinsaure 0,2830 0,2816 0,2298 0,6275
Catechin 0,0154 0,0057 0,0200 0,0386 0,0626
4-Hydroxibenzoesaure 0,0072 0,0047 0,0229 0,0720
Chlorogensaure 0,9388 0,0299 0,2016 4,5165 3,2101 1,7400
Vanillinsaure 0,0675 0,0523
Syringasaure 0,0017
Kaffeesaure 0,0072 0,0027 0,0250 0,0287 0,0461
Epicatechin 0,0048 0,0294 0,2141 0,2617 0,0717
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesaure 0,0449 0,0117 0,0105 0,0120
Umbelliferon 0,0155 0,0141 0,0395 0,0917 0,0352
Scopoletin 0,0119 0,0049 0,0635 0,0831
p-Cumarsdure 0,0050 0,0019 0,0031 0,0221 0,0052
Cumarin-3-Carbonsaure 0,0112 0,0167
Ferulasdure 0,0053 0,0022 0,0110 0,0077 0,0160
Sinapinsaure 0,0026 0,0599 0,0191
3-Hydroxizimtsaure
Ellagsaure 0,0411 0,0358
Salicylsaure 0,9467 0,0391 0,2052 4,5593 4,9497 4,2046
4-Hydroxicumarin 0,0482 0,0103 0,0153 0,1738 0,2538 0,1622

1 2,5638 0,1066 0,9555 10,0420 9,6981 7,5175
Gesamtpeakintegral 19198851 1173003 8237260 18238329 18775004 14257214
unbekante Peakintegral 209001 13809 114259 108243 136762 335431

2 4,6477 0,2556 1,4254 19,6417 17,4564 12,0404

3 1,0545 0,6172 1,3079 0,5575 0,6935 2,3074

4 4,5971 0,2525 1,4057 19,5251 17,3292 11,7570

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM

2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM

3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsdure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Losungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM

unbekante Peaksflache % 1,09 1,18 1,39 0,59 0,73 2,35



Tabelle 62: HPLC-Trennung einzelner phenolischer Verbindungen der Zichorie
(Methanolextraktion) und deren Gehalt in % TM (Lamda = 280 nm) in Abhangigkeit
von der Keimdauer (Ernte Oktober/Dezember 2000)

Konzentration in % TM
Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tagen 0 12 33 0 12 33
Gallussaure 0,001 0,004 0,006 0,003 0,006
Protocatechuséaure 0,020 0,021 0,021 0,056 0,065 0,084
Aesculin 0,005 0,035 0,149 0,090 0,118
Gentisinsaure 0,070 0,148 0,176 0,567 0,239 0,414
Catechin 0,032 0,015 0,067 0,058
4-Hydroxibenzoesaure 0,005 0,004 0,009 0,011 0,036 1,289
Chlorogensaure 0,109 0,053 0,154 0,164 0,608
Vanillinsaure 0,010 0,007 0,040
Syringasaure 0,004 0,010 0,005 0,012
Kaffeesaure 0,002 0,025
Epicatechin 0,016 0,015 0,048 0,027 0,201 0,106
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesaure 0,002 0,042
Umbelliferon 0,003 0,005 0,011 0,005 0,055 0,083
Scopoletin 0,005 0,013
p-Cumarsaure 0,002 0,004 0,005
Cumarin-3-Carbonsaure 0,002 0,005
Ferulasaure 0,012
Sinapinsaure 0,000 0,000 0,005
3-Hydroxizimtsaure 0,001
Ellagséure
Salicylsaure 0,210 0,213 0,689 0,220 2,181 2,531
4-Hydroxicumarin 0,011 0,011 0,019 0,141 0,067 0,084
1 0,457 0,544 1,183 1,413 3,687 4,796
Gesamtpeakintegral 3116882 2763950 6990180 2756602 8191808 10334529
unbekante Peakintegral 60101 36387 264367 28636 84684 74323
2 0,706 0,652 1,616 2,150 5,467 7,542
3 1,720 0,652 3,691 0,801 0,954 0,656
4 0,692 0,643 1,555 2,128 5,410 7,488

1= Gesamtphenol berechnet als Summe der einzelnen Verbindungen in % TM

2 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM

3 = Gesamtphenol des Peakintegrals der unbekannten Substanzen, berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel-Peakintegral in % TM
4 = Gesamtphenol berechnet als Salicylsaure, bezogen auf das Gesamtpeakintegral ohne Lésungsmittel- und Peakintegral der unbekannten Substanz, in % TM



Tabelle 63: Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen, Zichorienwurzeln und deren Schalen in Methanolextrakt, berechnet als
Salicylsduredquivalente und bezogen auf das Gesamtpeakintegral (auch unbekannten) in Abhangigkeit von der Keimdauer
(Ernte Oktober/ Dezember 2000): HPLC-Trennung bei Lamda = 280 nm

Konzentration in % TM
Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gigant (Topianka) 1,51 0,89 0,32 0,43 1,26 6,41 11,75 1,71 1,67 8,06
Gute Gelbe 1,19 0,76 0,59 1,16 0,67 4,68 4,45 5,20 8,10 5,88
Large White 1,28 0,55 0,66 0,69 0,65 4,45 6,51 0,35 6,25 6,29
Medius Briickmann 0,96 0,44 1,11 0,56 0,81 7,43 4,46 0,36 0,85 3,69
Medius Lindhoop 1,91 0,91 1,03 1,34 1,35 8,43 8,96 6,97 0,76 6,62
Petit Blanc 1,25 1,08 0,56 0,43 1,63 3,13 5,86 7,46 9,88 8,68
RoZo 0,79 1,18 0,35 0,36 1,32 9,62 10,50 0,36 3,96 8,00
Stamm 1,77 1,48 0,22 2,64 2,08 13,04 16,36 1,95 13,49 15,11
Waldspindel 4,65 0,26 1,43 19,64 17,46 12,04
Zichorie 0,71 0,65 1,62 2,15 5,47 7,54




Tabelle 64:

GegenUbersteIIugg des mittels HPLC (auch unbekannten) und nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes.
als Salicylsdure-Aquivalent der Topinamburknollen und Zichorienwurzeln , Angaben in % TM, in Abhangigkeit von der Keimdauer
(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Methode HPLC Folin-Ciocalteu

Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gigant 1,51 0,89 0,32 0,43 1,26 0,60 0,92 2,00 2,27 3,55
Gute Gelbe 1,19 0,76 0,59 1,16 0,67 0,57 1,15 4,20 3,96 6,08
Large White 1,28 0,55 0,66 0,69 0,65 0,53 2,03 4,37 5,50 4,41
Medius Briickmann 0,96 0,44 1,11 0,56 0,81 1,17 5,15 3,51 8,05 5,04
Medius Lindhoop 1,91 0,91 1,03 1,34 1,35 0,46 0,80 4,03 4,85 4,92
Petit Blanc 1,25 1,08 0,56 0,43 1,63 0,40 0,98 4,39 5,22 5,42
RoZo 0,79 1,18 0,35 0,36 1,32 0,63 1,77 2,65 4,14 3,73
Stamm 1,77 1,48 0,22 2,64 2,08 0,75 1,03 0,67 4,79 4,18
Waldspindel 4,65 0,26 1,43 5,12 0,82 5,43

Zichorie 0,71 0,65 1,62 1,18 2,23 2,44




Tabelle 65: Gegen[]berstellu_r)g des mittels HPLC (auch unbekannten) und nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes.
als Salicylsdure-Aquivalent der Topinambur- und Zichorienschalen , Angaben in % TM, in Abhangigkeit von der Keimdauer
(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Methode HPLC Folin-Ciocalteu

Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gigant 6,41 11,75 1,71 1,67 8,06 1,0 3,7 14,2 9,9 19,1
Gute Gelbe 4,68 4,45 5,2 8,1 5,88 1,8 4.8 18,7 17,8 19,1
Large White 4,45 6,51 0,35 6,25 6,29 1,0 14,4 4,6 20,7 21,0
Medius Briickmann 7,43 4,46 0,36 0,85 3,69 3,2 10,2 2,8 13,4 19,9
Medius Lindhoop 8,43 8,96 6,97 0,76 6,62 1,6 4.9 17,5 8,2 19,9
Petit Blanc 3,13 5,86 7,46 9,88 8,68 1,8 3,9 14,2 17,3 20,4
RoZo 9,62 10,5 0,36 3,96 8 2,4 6,3 1,6 19,7 23,1
Stamm 13,04 16,36 1,95 13,49 15,11 1,9 5,2 5,5 20,6 20,6
Waldspindel 19,64 17,46 12,04 17,2 21,1 18,6

Zichorie 2,15 5,47 7,54 6,8 18,1 17,3




Tabelle 66: Gesamtphenolgehalte der Topinamburknollen, Zichorienwurzel und deren Schalen in Methanolextrakt, berechnet als Summe der
einzelnen Verbindungen (nur bekannten) in Abhangigkeit von der Keimdauer (Ernte Oktober/ Dezember 2000):
HPLC-Trennung bei Lamda = 280 nm

Konzentration in % TM
Verbindung ganze Knollen Schalen
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gigant (Topianka) 0,85 0,50 0,28 0,23 0,80 4,00 7,98 1,68 1,21 4,64
Gute Gelbe 0,63 0,48 0,37 0,80 0,44 3,19 2,98 3,87 5,07 3,56
Large White 0,72 0,36 0,44 0,55 0,43 2,72 4,32 0,25 3,90 4,20
Medius Briickmann 0,53 0,33 0,73 0,33 0,49 4,58 4,88 0,23 1,08 2,29
Medius Lindhoop 1,14 0,51 0,63 0,82 0,91 5,31 6,43 4,64 0,45 4,26
Petit Blanc 0,79 0,70 0,57 0,36 1,16 1,97 4,12 5,48 6,09 5,81
RoZo 0,39 0,73 0,32 0,29 0,81 6,46 6,46 0,14 2,51 4,89
Stamm 0,97 0,90 0,15 1,61 1,33 7,52 9,92 1,31 8,94 8,86
Waldspindel 2,56 0,11 0,96 10,04 9,70 7,52
Zichorie 0,46 0,54 1,18 1,41 3,69 4,80




Tabelle 67:

Gegeniberstellung des mittels HPLC (nur bekannten) und nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes.

als Salicylsaure-Aquivalent der Topinamburknollen und Zichorienwurzeln , Angaben in % TM, in Abhéngigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober bis Dezember 2000)

Methode HPLC Folin-Ciocalteu
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gigant 0,85 0,5 0,28 0,23 0,8 0,60 0,92 2,00 2,27 3,55
Gute Gelbe 0,63 0,48 0,37 0,8 0,44 0,57 1,15 4,20 3,96 6,08
Large White 0,72 0,36 0,44 0,55 0,43 0,53 2,03 4,37 5,50 4,41
Medius Briickmann 0,53 0,33 0,73 0,33 0,49 1,17 5,15 3,51 8,05 5,04
Medius Lindhoop 1,14 0,51 0,63 0,82 0,91 0,46 0,80 4,03 4,85 4,92
Petit Blanc 0,79 0,7 0,57 0,36 1,16 0,40 0,98 4,39 5,22 5,42
RoZo 0,39 0,73 0,32 0,29 0,81 0,63 1,77 2,65 4,14 3,73
Stamm 0,97 0,9 0,15 1,61 1,33 0,75 1,03 0,67 4,79 4,18
Waldspindel 2,56 0,11 0,96 5,12 0,82 5,43
Zichorie 0,46 0,54 1,18 1,18 2,23 2,44
Tabelle 68: Gegeniberstellung des mittels HPLC (nur bekannten) und nach Folin-Ciocalteu bestimmten Gesamtphenolgehaltes.

als Salicylsdure-Aquivalent der Topinambur- und Zichorienschalen , Angaben in % TM, in Abhéngigkeit von der Keimdauer

(Ernte Oktober bis Dezember 2000)
Methode HPLC Folin-Ciocalteu
Keimdauer in Tagen 0 12 21 33 52 0 12 21 33 52
Gigant 4 7,98 1,68 1,21 4,64 1,0 3,7 14,2 9,9 19,1
Gute Gelbe 3,19 2,98 3,87 5,07 3,56 1,8 4,8 18,7 17,8 19,1
Large White 2,72 4,32 0,25 3,9 4,2 1,0 14,4 4,6 20,7 21,0
Medius Briickmann 4,58 4,88 0,23 1,08 2,29 3,2 10,2 2,8 13,4 19,9
Medius Lindhoop 5,31 6,43 4,64 0,45 4,26 1,6 4.9 17,5 8,2 19,9
Petit Blanc 1,97 4,12 5,48 6,09 5,81 1,8 3,9 14,2 17,3 20,4
RoZo 6,46 6,46 0,14 2,51 4,89 2,4 6,3 1,6 19,7 23,1
Stamm 7,52 9,92 1,31 8,94 8,86 1,9 5,2 5,5 20,6 20,6
Waldspindel 10,04 9,7 7,52 17,2 21,1 18,6
Zichorie 1,41 3,69 4,8 6,8 18,1 17,3




Tabelle 69:

Schmelzpunkten und Wasserléslichkeiten der verwendeten Vergleichssubstanzen.

aus den Merck- und Flukakatalog

Verbindungsbezeichnung Schmelzpunkten |Bemerkungen Loslichkeit in

in °C Wasser bei 20 °C (g/ 1)
Gallussaure 255-265 15
Gentisinsaure 202-206 I6slich
Protocatechusédure 202-204 Zersetzung 20
4-Hydroxibenzoesaure 212-215 Zindtemperatur, 250 °C 8
Salicylsaure 158-161 2
Vanillinsaure 208-210 schwer I8slich
Syringasdure 204-207 unléslich
Ellagsaure >350
Kaffeesaure 234-237 Zersetzung schwer |6slich
Ferulasaure 169-175
Sinapinsaure 195-200 Zersetzung, 202 °C
Chlorogensaure 203-205 Zersetzung, 208-210 °C
3-Hydroxizimtsaure 192-195 schwer I8slich
p-Cumarsaure 219-222 Zersetzung, 214-217 °C schwer I8slich
4-Hydroxicumarin 211-214 schwer [8slich
Umbelliferon (7-Hydroxicumarin) 226-229 schwer [0slich
Cumarin-3-Carbonsaure 188-191 13
Aesculin (6,7-Dihydroxicumarin-6 200 1,5
Beta-D-glucopyranosid)
Scopoletin (7-hydroxi-6-Methoxicumarin) 204-206
2-Hydroxi-3-5-Dinitrobenzoesaure 170-174 I6slich
(3,5-Dinitrosalicylsaure)
Catechin 200 Zersetzung
Epicatechin 240-245 Zersetzung







Lebenslauf

Tabellarischer Lebenslauf

Name : TCHONE Michel
geboren am 16. Juni 1958 in Bandjoun-Djiogo Kamerun
Varter: TUECHE Joseph, Farmer
Mutter: MOCHE , Hausfrau
Ausbildung

Secondary School:1972-1980 Lycée Classique de Bafoussam Kamerun
AbschluB : Baccalauréat série ,, D"’

Universitatsstudien

1980-1983: Université de Yaoundé Kamerun

Abschluf3: Licence de Sciences Naturelles option Botanique

1983-1984: Université de Yaoundé Kamerun

Abschluf3: Maitrise de Biochimie

1984-1985 Studium der Lebensmitteltechnologie an der ,, Ecole Nationale
Supérieure des Industries Alimentaires”” ENSIA-SIARC, Paris-
Montpellier, Frankreich

1985-1986 Studium der Brauereitechnologie mit den Nebenfdchern
Getrinketechnologie und Verpackungstechnologie an der
,» Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie et des Industries

Alimentaires”’, ENSAIA, Nancy, Frankreich

Abschluf: Diplom-Ingenieur

1992-1994 Qualifikationsstudium an der* Département de Biochimie de I’Université Nationale de

Cote d’Ivoire, Elfenbeinkiiste

Abschlu3: Diplome d’Etudes Approffondies de Biotechnologie et d’ Amélioration des
Productions Végétales (D.E.A) .

Seit 1996 befinde ich mich an der Technische Universitét Berlin als Doktorand.

Praktische Tatigkeiten

1987-1988 als Lebensmittelingenieur bei der Firma ,,Société Anonyme des Brasseries du
Cameroun’” SABC, Douala, Kamerun.
1988-1989 in der Olmiihle ,,Société des Palmerais de la Ferme Suisse”’
Edéa- Ongué, Kamerun.
1990-1992 Als technischer Betriebskontrolleur in ETS KA ET FILS Douala, Kamerun.
1994-1995 Gymnasiallehrer in Physik und Chemie (Pridparanden Kurs fiir
spatere Universitdtsstudenten) an der Université Nationale de Cote
d’ Ivoire, Elfenbeinkiiste.
1996-1997 Deutsche Kurs an der Hartnachschule, Berlin
Abschluss: DSH
1997-1998: Herstellung von Vitamin B12 mittels zwei Bakterien, TU Berlin
1998-1999: Milchsdure Konservierung von frischen Tomaten, TU Berlin
1999-2002: spektralphotometrische und HPLC-Trennung von phenolische Verbindungen
in Topinamburextrakten, Strukturaufklidrung der Polyphenole mittels LC-MS
und GC-MS Kopplung, TU Berlin



Lebenslauf

Publikation

Nutrient Content of Some Traditionally Prepared Diets Ann. Fac. Biol.-Biochim.,III
No. 3. p 107-113; 1985.

Sprache
Franzosisch
Englisch
Deutsch
Computer Erfahrung

MS Office, Visual Basic, Windows

Michel TCHONE, Dipl.-Ing., D.E.A.



