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1 Einleitung und Zielsetzung

In den letzten Jahren ist das Verbraucherinterassgkologisch produzierten Lebens-
mitteln kontinuierlich gestiegen (RRN ET AL., 2002;MEIER-PLOEGER, 2005). Fur viele
Kaufer ist ein Hauptargument zum Kauf dieser Proel@ine erwartete hohere Qualitat
von Oko-Lebensmitteln gegeniiber solchen aus koioresiter Produktion (RVIES ET
AL., 1995; CMA, 2005). Der Qualitatsbegriff umfassibdi auch Aspekte wie politi-
sche, soziale und den Umweltschutz. Einen besonkdenen Stellenwert fir den
Verbraucher nimmt jedoch die erndhrungsphysioldgisQualitat ein, und damit die
Erwartung, dass 6kologische Lebensmittel gestirelensls konventionelle.

Eine Kontrolle der landwirtschaftlichern Erzeugungse am Produkt kann aufgrund
fehlender Methoden bisher nicht stattfinden, somdes findet eine Kontrolle des Er-
zeugungsprozesses und dessen Dokumentation stattg®setzlicher Seite liegt die
Prifung und Kennzeichnung von Oko-Produkten in Hand der EU. Die EU-
Verordnung 2092/91 legt fest, dass fur pflanzliétredukte, welche mit der Bezeich-
nung ,Oko" oder ,Bio* bezeichnet werden, definieReoduktionsrichtlinien eingehal-
ten werden miussen und schreibt regelmafige Praxdsshen der Erzeugerbetriebe
vor.

In verschiedenen Ubersichtsartikeln der letzterreavurden die Ergebnisse verglei-
chender Studien zum Einfluss der Anbauweise auédiéahrungsphysiologische Quali-
tat von Lebensmitteln zusammengefassbfAE ET AL, 1997; TAUSCHER ET AL, 2003;
ALFOLDI, 2006). In diesen Studien werden die Auswirkungarvedeschiedenen Anbau-
systeme auf die Produktzusammensetzung untersucht.

Wahrend die meisten dieser Untersuchungen Metaboties Primarstoffwechsels ver-
gleichen, geraten in den letzten Jahren zunehmiense@undaren Pflanzeninhaltsstoffe
in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses. Dlabaltsstoffe, die verschiedenen
Substanzklassen wie beispielsweise den Polyphermalen den Carotinoiden angeho-

ren, erfullen in der Pflanze verschiedene Funktioimeder Interaktion mit der Umwelt
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und der Regulation von Stoffwechselleistungen. AulZzusammenhang mit dem pri-
maren Stoffwechsel, insbesondere dem N-Metabolisrsinsl sekundare Pflanzenin-
haltsstoffe eine wichtige Grof3e zur AbschatzungRitanzengesundheit EBINETT ET
AL.,1994;TREUTTER ET AL, 1994;ASAMI ET AL., 2003) und damit einer eher ganzheitli-
chen Betrachtung des pflanzlichen Organismus. \Weitevurden in Untersuchungen
die Induktion der Pflanzenabwehr und die SyntheseRolyphenolen und Carotinoiden
durch biotische und abiotische Einflussgrof3en heslobn (AT, 1980; @LE, 1989.
Aufgrund dieser Eigenschaften stellen sie eine @eupon Inhaltsstoffen dar, deren
Gehalt durch Einflisse der Anbauweise einer staikastizitat unterliegt und somit
starker modulierbar ist als beispielsweise der \Wmeralstoffen und Proteinen
(BRANDT ET AL., 2001). Eine Abhangigkeit des Gehaltes dieseffeStmm Anbausys-
tem erscheint daher durchaus moglich. Untersuchuimgdieser Richtung ergaben bis-
lang keine eindeutigen Ergebnisse, was aodter Verwendung von nicht vollstandig
vergleichbarem Versuchsgut und der Verwendung siciveedlicher Messparameter und
-methoden begriindet liegt.

Zusatzlich sind die sekundaren Pflanzenstoffe Wgeliende Inhaltsstoffe in pflanzli-
chen Lebensmitteln, denen eine hohe gesundheitBeldeutung fir den Menschen zu-
kommt (WATZL ET AL., 2005). So kann eine hohe Zufuhr an sekundaren Z&testoffen
wie Carotinoiden und Polyphenolen mit einem sidgaifit verringerten Risiko fur Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und Krebs in Zusammenhanigraght werden (ERTOG ET
AL., 1994,1995,1997; HEINONEN ET AL, 1996, KLIPSTEIN-GROBUSCH ET AL, 2000;
KNEKT ET AL. 2002) Dieser Effekt konnte bisher jedoch nicht auf dimzelnes Antio-
xidans zurlickgefuhrt werden. Wahrscheinlicherdsiss dieser Effekt auf das Zusam-
menspiel der einzelnen Minorkomponenten, also disamhmensetzung einer ganzen
Stoffklasse zurtickzufuhren ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden HPLC-Methoden (l@P= high pressure liquid
chromatography) fir die Messung des Polyphenol- Qacbtinoidspektrums in codier-
ten Blindproben von Mdéhren-, Weizen- und Mais aregsp und validiert. Daflr stan-
den Proben aus definierten Langzeitversuchen uneu§erproben ausgesuchter 6kolo-

gisch und konventionell arbeitender Anbaubetriébvedfe Messungen zur Verfigung.
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Dem Verfahren liegt die Frage zugrunde, ob es migkt, Kulturpflanzen aus ver-
schiedenen Anbausystemen auf der Basis des Gebhakgsimter sekundarer Pflanzen-
inhaltsstoffe zu differenzieren und messbare Unkeesle im Gehalt der sekundéaren
Pflanzeninhaltsstoffe mit einem bestimmten Anbatesysin Verbindung zu setzen.
Dabei wurden codierte Blindproben untersucht, digeBnisse dieser Untersuchungen
statistisch ausgewertet und im Hinblick auf eiragistisch signifikante Differenzierung
gepruft.
Die Polyphenole und die Carotinoide wurden dabsidrei Griinden als Messparameter
gewabhilt:
Sowohl Polyphenole als auch Carotinoide gehdrenleru natirlichen Inhalts-
stoffen von Mdhren, Weizen und Mais; diese Stoiifel lemnach in allen Pro-
ben enthalten.
In verschiedenen Untersuchungen wurden endogeneexmgene Einflussgro-
Ben auf die quantitative und qualitative Polyphebalv. Carotinoidzusammen-
setzung in MOhren Weizen und Mais beschriebenadah durch das Anbausys-
tem begrindet sein kdnnen.
Polyphenole und Carotinoide besitzen eine Reihdipeis Wirkungen auf die
menschliche Gesundheit. Der Gehalt dieser Stofteebensmitteln ist daher fur
die menschliche Gesundheit relevant und stellt dén Konsumenten einen

wichtigen Qualitatsbeweis dar.
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2.1  Validierung von Labormethoden

Jeder experimentell erzeugte Messwert ist mit Unesteeiten behaftet, welche der Aus-
sagekraft jeder Methode Grenzen setzen. Die Validgg untersucht und charakterisiert
Prufverfahren in Bezug auf deren Leistungsvermo&em.belegt, dass ein Prifverfah-
ren sich unter Berucksichtigung der Unsicherheiterdie Erfullung einer bestimmten
Aufgabe eignet (SHWEIz. LEBENSMITTELBUCH, 2004).

Nach der Definition der ISO/IEC 17025 ist die Vatiding ,die Bestatigung durch Un-
tersuchung und Bereitstellung eines Nachweises des besonderen Anforderungen
fur einen speziellen beabsichtigten Gebrauch ¢nfidrden”. Mit der Validierung von
analytischen Untersuchungsmethoden soll demnachat#vollziehbare Nachweis er-
bracht werden, dass spezifische Fragestellungemmiieiner Methode verbunden sind,
beantwortet werden kdnnen.

Eine analytische Untersuchung besteht in der Ragelaufeinander folgenden Verfah-
rensschritten, die sich in einen praanalytischetheinen analytischen Teil gliedern las-
sen. Das Ziel des praanalytischen Teils ist eszdasntersuchende Probenmaterial so
zu entnehmen, zu lagern und zu bearbeiten, dasSalalt der zu bestimmenden Sub-
stanz in der Probe mdoglichst unverandert bleibt diedentnommene Teilprobe repra-
sentativ fir die Gesamtprobe ist.

Da der paanalytische Teil einer Untersuchungenetenr Fallen nicht oder nur schwer
quantitativ zu erfassen ist, beziehen sich died@ungsmalRnahmen in der Regel auf
den analytischen Teil der Messungen.
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Abbildung 2-1: Unterteilung der Verfahrensschriite Laufe der Untersuchung einer Probe und Unter-
teilung in den analytischen und den praanalytischeih (hachSCHWEIZ LEBENSMITTELBUCKZ2004).

Im ScHWEIz. LEBENSMITTELBUCH (2004) werden weitere Grundlagen zur Validierung
genannt. Demnach ist eine Validierung kein einnealignd danach abgeschlossener
Vorgang. Vielmehr verringern sich beispielsweisé der zunehmenden Zahl unter-
suchter Proben die Schwankungsbreite der Messérgsge, der Vertrauensbereich
und die Messunsicherheit. Ebenso muss bei einererding der Untersuchungsziele
durch die Einfihrung weiterer Probenmatrices odeegerter Spezifikationen die Va-
lidierung ergénzt werden. Gleiches gilt fur die Aandung veradnderter Messmethoden.
Die Auswahl der Matrices und der Umfang der Validiey hinsichtlich der Probenzahl
und des Aufwandes fur die einzelnen Validierungstehsoll sich deshalb nach dem
Untersuchungsziel richten.

Je aufwendiger eine Methode in den einzelnen Psszhstten ist und je gréf3er die
Folgen eines Ergebnisses sind, desto groRer mugsutigand fir die Absicherung sein
(KROMIDAS, 1999).

Durch die einer Methode zugrunde liegende Fradaatgwird der Umfang einer Vali-
dierung mitbestimmt. Diese Fragestellungen lasgdmis drei Klassen einteilen:

A.) Ja/Nein Entscheid
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Bei qualitativen Nachweisen geht es um die Frabegine Substanz in einer bestimm-
ten Matrix vorhanden ist oder nicht. In solchenlétiist die Bestimmung der Entschei-
dungsgrenze sowie die Uberpriifung der Selektivitét der Leerwerte ausreichend.

B.) Vergleich mit Limiten

Der Umfang der ValidierungsmaRnahmen von MethodenUberwachung von Limi-
ten (Grenzwerte, Spezifikationen) konzentriert dicider Hauptursache auf den Kon-
zentrationsbereich um die fraglichen Limite.

C.) Monitoring

Methoden die zur Bestimmung von Substanzen in eigeafien Konzentrationsbereich
Uber einen langeren Zeitraum bestimmt werden sofied mit dem grof3ten Validie-

rungsaufwand verbunden.

Die einzelnen Verfahrensmerkmale sowie die Valigigsmalnahmen, die zu deren
Uberprifung dienen, werden u. a. inMPSBLATT DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAF-
TEN (2002) beschrieben.

Bei der Validierung eines Analysenverfahrens ist Bestimmung der folgenden Vali-
dierungsparameter tblich, wobei sich der Umfang\dsidierung nach der Fragestel-

lung richtet (ROMIDAS ET AL., 1995;KROMIDAS, 1996).

Linearitat

Die Uberprifung auf Linearitat gibt Aufschluss daeii in welchem Konzentrationsbe-
reich die Konzentration einer untersuchten Substarenem mathematischen Zusam-
menhang mit dem Messsignal korreliert ist. Die Kiaéirfunktion kann linear, lineari-

siert oder nicht linear sein. Die Linearitat bezisich auf eine konkrete Methode.

Prazision

Die Préazision ist das MaR fir die Ubereinstimmunghhéngiger Analysenergebnisse
untereinander. Sie beschreibt das Mal3 der Strevomg\nalysenergebnissen. Die Pra-
zision wird als Standardabweichung oder als Vanmtkoeffizient (\¢) einer Datenrei-
he angegeben. @OMIDAS, 1999). Die Bestimmung der Prazision kann in dietiges

mung der Geréateprazision, die Messprazision und Mighodenprazision unterteilt
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werden. Dartber hinaus kann die Laborprazision hatermediate precision bestimmt
werden. Es ist darauf zuachten, dass alle relenetaritte des Prifverfahrens beriick-
sichtigt werden, da jeder Schritt einen Beitrag Rtézision leistet. Die Vergleichprazi-
sion ergibt sich aus Methodenvergleichsstudien,evab diesem Fall die Mitwirkung
mehrerer Laboratorien notwendig iSC(8VEIZ. LEBENSMITTELBUCH, 2004).

Die Gerateprazision und die Messprazision als Wanakoeffizienten, bzw. relative
Standardabweichung beziehen sich nur auf den msintellen Messvorgang und liegen
in der Regel in einem Bereich zwischen < 0,05 %Thirationen, | % fur HPLC, GC
oder photometrische Messungen und bis 2 % flr Reowssungen oder Kappillar-
elektrophorese (ROMIDAS, 1999).

Die erreichbare Methodenprazision ist von der Kotration des Analyten in der Ma-
trix abh&ngig. Die Richtwerte fur den Pharmaberdmpen flr Analytgehalte von 10 %
und mehr bei max. 3 %, fur 1 %-10 % Analytgehaltdieem \i von 5 % und fur Ana-
lytgehalte von 0,1 bis | % bei einenx Von 10 % (KROMIDAS, 1999).

Richtigkeit

Die Richtigkeit ist die systematische Abweichungesi gemessenen Wertes von einem
als richtig angesehenen WertREmIDAS, 1999).

FUr Messungen in Matrices unbekannter Zusammensgistdie Richtigkeit aufgrund
der mangelnden Kenntnis Uber Bindungsform und VMertg des Analyten in der Mat-
rix oder Uber die Reinheit und Stabilitat einesdReizmaterials der am schwierigsten
zu bestimmende Validierungsparamter. Da die Rigktigkonzentrationsabhéngig ist,
sollte sie immer an mehreren Proben unterschieshicBehaltes bestimmt werden
(SCHWEIZ. LEBENSMITTELBUCH, 2004).

Die Richtigkeit einer Methode kann mit der Wiedediing ausgedriickt werden. Die
Wiederfindung oder die Wiederfindungsrate ist dashdltnis des unter Wiederholbe-
dingungen gemessenen Mittelwertes zum richtigent \Wed beschreibt die Ausbeute
der extrahierten Analyten nach allen SchrittenAlealyse (KROMIDAS, 1999).

Die Richtigkeit soll méglichst mit zertifiziertem eRerenzmaterial bestimmt werden.
Wenn kein zertifiziertes Referenzmaterial, oder lgegchriebenes Probenmaterial (z.B.

aus Ringversuchen) zur Verflugung steht, kann diedéffindung mittels aufgestockten
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Proben mit Standardsubstanzen einzelner Analytesiinmmt werden (IROMIDAS,
1999).

Spezifitat/Selektivitat

Die Spezifitat beschreibt die Fahigkeit einer Melhoeine Substanz bzw. eine Sub-
stanzklasse ohne Stérung durch andere Komponeuateestimmen (KOMIDAS, 1999).

Im Unterschied zu eineselektivenrMethode, welche direkt interpretierbare Ergebnisse
fur alle interessierenden Analyten liefert, werden durcle spezifischéViethode direkt
interpretierbare Ergebnisse fémenAnalyten erzielt, wahrend andere Analyten sich
gegenseitig stbéren konnenK&MIDAS,1999).

Robustheit

Die Robustheit beschreibt die Fahigkeit einer Mdthanter variierenden Bedingungen
gleich bleibende Ergebnisse zu liefern. Kritischieflassgrofen auf die Ergebnisse
kénnen sowohl in der Probenvorbereitung, der Audibeng und der Analyse selbst lie-
gen. Als Faktoren kommen dabei neben dem Analyskere den Geraten und Umge-
bungsbedingungen (z. B. Temperatur) auch die Retinhd die Stabilitat von Reagen-

zien, Standards, Proben sowie deren Losungen nad@et(KROMIDAS, 1999).

Dokumentation

Den Abschluss der Validierung bildet die Dokumeaptatder Mal3nahmen und basiert
auf dem wahrend der Messungen geflihrten Validiespirggokoll. Die Dokumentation
kann dabei Angaben zu folgenden Punkten beinhéit@gch KROMIDAS, 1999):

Zusammenfassung mit kommentierter Stellungnahme

Zielsetzung der Methode und Anwendungsbereich

Prinzip und Charakteristika der eingesetzten Method

Beschreibung der untersuchten Probenmatrices

Charakterisierung der eingesetzten Gerate und Giaéiem

Beschreibungen der Messungen und Angabe der Mefsesge mit Angaben

uber die experimentellen Bedingungen
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2.2  Qualitat 6kologisch erzeugter Lebensmittel

2.2.1  Okologischer Landbau

Die Bezeichnung ,Lebensmittel aus biologischem Aribbzw. aus ,0kologischem
Anbau“ bezeichnet solche Lebensmittel, die nach @aimdsatzen und Praktiken des
Okologischen Landbaus erzeugt werden. Der Hauptdgedder 6kologischen Landwirt-
schaft besteht im Wirtschaften mit der Natur, wadken landwirtschaftliche Betrieb vor
allem als Organismus mit den Bestandteilen Men$ar, Pflanze, Klima und Boden
gesehen wird. Mit den Methoden des 6kologischendhanes soll ein moglichst ge-
schlossener betrieblicher Nahrstoffkreislauf etremverden, dessen Futter- und Nahr-
stoffgrundlage der Betrieb selbst sein soll (BMERG0OS5).
Folgende MalRnahmen stehen dabei nach der Dargtediesi BMELV (2005) im Vor-
dergrund:

Kein Pflanzenschutz mit chemisch-synthetischeneiitt

Anbau wenig anfalliger Sorten in geeigneten Fruatgén.

Einsatz von Nutzlingen, mechanische Mal3hahmen nlrdutbek&dmpfung wie

Hacken und Abflammen.

Keine Verwendung leicht I6slicher mineralischer Démittel.

Ausbringen von organisch gebundenem Stickstoff iegend in Form von Mist

oder Mistkompost.

Grundingung durch Stickstoff bindende Pflanzen BEms$atz langsam wirken-

der natirlicher Diingestoffe.

Pflege der Bodenfruchtbarkeit durch ausgepragte udwirtschaft; abwechs-

lungsreiche, weite Fruchtfolgen mit vielen Fruclgémliedern und Zwischen-

frichten.

Keine Verwendung von chemisch-synthetischen Waadnstegulatoren oder

von Hormonen.

Begrenzter, streng an die Flache gebundener Vialibes
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Futterung der Tiere moéglichst mit hofeigenem Futtegnig Zukauf von Futter-

mitteln von anderen Okobetrieben; weitgehender i¢btauf Antibiotika.

Okologischer Landbau ist besonders auf Nachhaltigkesgelegt. Er erhalt und schont
die natirlichen Ressourcen in besonderem Malie anhdiélfaltige positive Auswir-
kungen auf die Umwelt (BMELV, 2005).

In vielen vergleichenden Artikeln zur Qualitat vaebensmitteln aus verschiedenen
Anbausystemen werden die Begriffe ,0kologischebiplogischer oder ,,organischer
Anbau synonym gebraucht. Alle drei Begriffe sinlji@neine Sammelbegriffe des tag-
lichen Sprachgebrauchs und umfassen die verscl@addmologischen Landbau-
methoden (IERCKS, 1986). Gekennzeichnet werden Produkte aus 6kologisicand-
wirtschaft in Deutschland durch das staatliche 8iegel und haufig durch die Auf-
schrift ,aus kontrolliert biologischem AnbapabgekirzkbA International ist die eng-
lische Bezeichnungrganic tiblich.

Eine grof3e Anzahl der 6kologischen Produzentersibhatdariber hinaus in verschiede-
nen Anbauverbanden - wie in der Bundesrepublik 8duand z.B. Bioland, Demeter,
Naturland, Gaa e.V. oder Biopark - zusammengessbiosDie unterschiedlichen An-
bauverbande in der EU kontrollieren und fordernameat ihre Mitglieder. In ihren An-
forderungen gehen sie teilweise betrachtlich (kier Ahforderungen der EU Oko-
Verordnung hinaus. So ist beispielsweise den amaBibangeschlossenen Hofen der
Zukauf von synthetischem Stickstoffdiinger untersagtd diese Hofe dirfen keinen
konventionellen Anbau betreiben, auch wenn beidbatarten von einander getrennt
sind. Seit 2005 gelten bei Naturland zusatzlichi®@oehtlinien. Damit werden die so-
zialen Bedingungen, unter denen Okologische Leb#tednerzeugt und verarbeitet
werden, im Rahmen der Zertifizierung abgeprift.
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2.2.2  Okologisch erzeugte Lebensmittel in der Wahrnehmungler Verbraucher

In den letzten Jahren wurde in verschiedenen Uttessirtikeln immer wieder auf die
steigende Nachfrage nach 6kologisch erzeugten Isatigeln hingewiesen (BJRN ET
AL., 2002; TAUSCHER ET AL, 2003;MEIER-PLOEGER 2005). Demnach ist der Markt flr
Okologische Lebensmittel das am starksten wachsBadgment im Lebensmittelbereich
und hat mittlerweile in Deutschland einen Jahresimson 3,5 Mrd. Euro erreicht
(HAMM, 2004). Der Marktanteil aller Oko-Produkte am Lebensmiti@ikt lag in
Deutschland im Jahr 2004 bei ca. 2,5 %, bei Oka:@tiseinem Marktanteil von 5 %
sogar noch hoher (BMELV 2005). Okologisch erzeugtbensmittel verfiigen tiber ei-
nen hohen Bekanntheitsgrad (70-80 %) und sindtiae 60 % der Verbraucher mit ei-
nem positiven Image verbunden, als regelméaiige dfadkologischer Produkte be-
zeichnen sich jedoch nur 8 % der Bevolkerung (CI2@2Q05).

Die Motivation, die zum Kauf 6kologisch erzeugterbensmittel fuhrt, wurde wieder-
holt untersucht und die Ergebnisse zeigen eine eReiezifischer Faktoren, die sich
stark nach der sozialen Lage und der Grundoriemtgerder Kaufer richten (CMA,
2005).

Es wird neben allgemeinen Umwelt- und Ressourcerizabpekten, der Lebensmittel-
sicherheit und der Frische vor allem auch auf géiseitliche Aspekte hingewiesen.
Viele Kaufer halten 6kologische Lebensmittel hihglich Produkt bezogener Quali-
tatsaspekte, wie der geringeren Belastung mit Rdsti, einem héheren Nahrwert oder
einem hoheren Gehalt gesundheitsférdernder Inhafitssfir gestinder als konventio-
nelle Lebensmittel. Diese Untersuchungen legen Sfgnuss nahe, dass diese Kaufer
Okologischer Lebensmittel Gberdurchschnittlich gekheitsbewusst sind und diese Le-
bensmittel zum Nutzen der eigenen Gesundheit ka(BEMARRELL ET AL., 1991;
CMA, 2005).
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2.2.3 Qualitatskontrolle von Oko Lebensmitteln

In der ,Verordnung (EWG) Nr. 2092/91 des Rates \&¥mJuni 1991 lber den dkologi-
schen Landbau und die entsprechende Kennzeichremgradwirtschaftlichen Erzeug-
nisse und Lebensmittel* (EUX®-VERORDNUNG sowie erganzende Richtlinien) wird
genau definiert, wie landwirtschaftliche Erzeugaismd Lebensmittel, die als Oko-
Produkte gekennzeichnet werden sollen, erzeugthamgestellt werden muissen. Um
die Qualitat eines Lebensmittels zu ermitteln, redissicht nur die speziellen Eigen-
schaften des Produktes, sondern auch seine ErzguguhVerarbeitung bemessen und
nachgewiesen werden.

Oko-Produkte miissen genau wie konventionelle Eriegg die Vorschriften des Le-
bensmittel- und Futtermittelrechts erfillen. Fiinesizusatzliche Oko-Zertifizierung
muss das nach der EU-Oko-Verordnung vorgesehendrdflsgstem und -verfahren
durchgefuhrt werden.

Die Kontrolle der Oko-Lebensmittel erfolgt in Decitéand tiber staatlich zugelassene
Oko-Kontrollstellen, die jahrlich die Einhaltung rdéU-Oko-Verordnung (VOEWG,
NR. 2092/91) durch die Erzeuger 6kologisch erzeugtbehsmittel Gberprifen.

In der EU-Oko-Verordnung ist auch das Zulassundakiezn fiir die deutschen Kon-
trolistellen geregelt. Aufgrund der grundgesetaictzuordnungen erfolgt die Uberwa-
chung und Zulassung der deutschen KontrollstelleetdBund und Lander, wobei die
Aufgabenverteilung im deutschen Oko-Landbaugesetegglt ist. Die staatlich zuge-
lassenen privaten Oko-Kontrollstellen in Deutschlaimd zustandig fur die Kontrolle
der Erzeugung und Verarbeitung von Oko-Lebensmitt8le tberpriifen und tberwa-
chen vor Ort die Einhaltung der EU-Oko-Verordnung.

Die MalRnahmen zur Kontrolle der Echtheit von Okdémsmitteln umfassen alle Stu-
fen des Produktionsprozesses einschliel3lich deeruag, der Lagerung und der Ver-
packung. Mindestanforderungen fir die Erzeugerakbaiter, Lagerhalter und Handler
landwirtschaftlicher Produkte werden im Anhang ddr EU-Oko-Verordnung aufge-
fuhrt. Erzeuger und Verarbeiter missen beschresluérwelchen Flachen, in welchen
Gebéauden und mit welchen Einrichtungen produzied.vWm die Riuckverfolgung von

Oko-Produkten sicherzustellen, mussen dariiber Gine Betriebsmittel und Erzeug-
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nisse, die in den Betrieb eingehen auf allen Veitwhgsstufen genau erfasst und pro-
tokolliert werden.

Die Kennzeichnung 6kologisch erzeugter Lebensmitefjesetzlich geregelt und sieht
vor, dass nur Oko-Produkte Hinweise wie ,aus (kalfiért) biologischem bzw. 6kolo-
gischem Anbau/Landbau® oder ,aus (kontrolliert) lbgischer/6kologischer Landwirt-
schaft tragen durfen. Die EU Codenummer garantertHerstellung nach den Richt-
linien der Verordnung 2092/91. Die Kontrollstellsioimmern auf dkologisch erzeugten

Produkten sind wie folgt aufgebaut:

DE-XXX-Oko-Kontrollstelle

DE = Landerkirzel (DE = Deutschland; andere EU Métistaaten besitzen andere
Landerkirzel).

XXX = Nummern- oder Buchstabenkombination (deutskloatrollstellen verwenden
Ziffern).

Zur Uberpriifung werden die Betriebe mindestens aljanrlich kontrolliert, auRerdem
werden Stichprobenkontrollen durchgefuhrt. Bei @aedéener Kontrolle sind die Betrie-
be berechtigt ihre Produkte mit dem deutschen Bgediauszuzeichnen. Produkte die
dieses Siegel tragen missen folgende Anforderuagéten:

Sie mussen - den Vorschriften der amtlichen Kolrggelung entsprechend - zu

mindestens 95% aus 6kologischen Erzeugnissen leesteh

Sie mussen in geschlossener Verpackung direkt viamuiger oder Aufbereiter

kommen.

Sie mussen den Namen des Erzeugers, Aufbereiterselbers oder Verkaufers

sowie den Namen oder den Code der Kontrollstedigein

Bei VerstoRR gegen die Bestimmungen des Oko-Landkans der Entzug des Rechts
das betreffende Produkt als 6kologisches Erzeugmibezeichnen, zur Anwendung
kommen. Bei Vorliegen schwerwiegender Verstol3e karstrengere Strafen verhangt
werden (BMELV,2005).
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Sind weniger als 95% aber mindestens 70% der Zutdtelogisch erzeugt, dirfen die-
se in der Zutatenliste als solche gekennzeichneteme- z.B. mit einem Sternchen oder

einer Ful3note.

2.2.4 Untersuchungen zur produktbezogenen Qualitat von Leensmitteln aus
Okologischem Anbau

Wenn es darum geht eine objektive Bewertung vorelfjzissen aus verschiedenen
Produktionsverfahren vorzunehmen, steht die Wisseisbisher noch am Anfang. Die
Mehrzahl der Untersuchungen, die in diesem Bereigithgefihrt wurden, wurden
entweder als Dungungsversuche oder als Betriebsugng konzipiert. Weitergehende
Untersuchungen widmen sich den Wirkungen 6kologstlebensmittel auf Menschen
und Tiere.
Ergebnisse solcher Studien zur produktbezogenenit&ukonventionell und 6kolo-
gisch erzeugter pflanzlicher Lebensmittel wurdean letzten Jahren von verschiede-
nen Autoren zusammengefasst und bewertebe$¥ ET AL, 1995; WORTHINGTON,
1998;HEATON ET AL., 2001;BOURN ET AL., 2002; TAUSCHER ET AL 2003;VELIMIROV ET
AL.,2003). Die Ergebnisse dieser einzelnen Studientkonkeine in allen Punkten
Ubereinstimmenden Ergebnisse erbringen.
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus den aogespen Literaturstudien wurde
von ALFOLDI ET AL. (2006) vorgenommen. Als Gesamttrend werden asediStelle
folgende Eigenschaften genannt:
Okologisch erzeugte pflanzliche Lebensmittel hakéren geringeren Gehalt
wertmindernder Inhaltsstoffe wie beispielsweisetiPiele und Nitrat.
Okologisch erzeugte pflanzliche Lebensmittel hateswlenziell hohere Gehalte
an Vitamin C.
Eine hohere Belastung durch pathogene Stoffe, wikotbxine und Kolibakte-
rien von 6kologisch erzeugten Lebensmitteln im \&alp zu konventionell er-
zeugten Lebensmitteln kann nicht festgestellt werde
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Im Vergleich haben 6kologisch erzeugte Lebensmdiiieén geringeren Protein-
gehalt als konventionell erzeugte.

Der Gehalt potenziell gesundheitsfordernder sekwand@flanzeninhaltsstoffen
ist in Okologisch erzeugten pflanzlichen Lebensmtthdher als in konventio-

nell erzeugten Lebensmitteln.

2.2.5 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe in dkologisch vs.daventionell erzeugten
pflanzlichen Lebensmitteln

Die erndhrungsphysiologische Relevanz der Ergebnissgleichender Studien zum
Proteingehalt und allgemeinen Parametern wie dehmiit und dem Mineralienge-
halt wird in verschiedenen StudienREB\DT ET AL., 2001;BOURN ET AL., 2002) auch
vor dem Hintergrund der Versorgungssituation in drafustrielandern zurtickhaltend
bewertet. Da Mineralien und Vitamine sowie die Zufuon Proteinen und Kohlenhyd-
raten in diesen Landern keine Mangelfaktoren diéesteverden dort andere Parameter,
wie der Gehalt sekundarer Pflanzeninhaltsstoffedfé@rEinschatzung des gesundheitli-
chen Nutzens vorgeschlagen. Die Ergebnisse vorr&liieungen zum Gehalt sekunda-
rer Pflanzeninhaltsstoffe in 6kologisch erzeugtéanzlichen Lebensmitteln sind als
Hintergrund fur die vorliegende Arbeit relevant umerden daher naher vorgestellt.

Den sekundaren Pflanzenstoffen wird eine allgerheimmende Wirkung bei Entzin-
dungen und Infektionen zugesprochen. Aul3erdemngam sie das Risiko von Herz-
kreislauf- und Krebserkrankungen NEGELHARDT, 1992; GALENSA ET AL., 1995, B;
SCHLESIER ET AL, 2001). Nach Ergebnissen der neueren Literatur sadecth Gebiet
sollen 6kologisch erzeugte, pflanzliche Lebensingieen hoheren Gehalt sekundarer
Pflanzeninhaltsstoffe besitzen als konventioneleéagte (RANDT ET AL., 2001).
Ergebnisse zu vergleichenden Untersuchungen sefamidfianzeninhaltsstoffe sind als
Tabelle dargestellt. Die Ergebnisse dieser Studied nicht eindeutig, und ein ab-

schlieBendes Urteil ist auf der Grundlage diesaetdnchungen nicht zu treffen.
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Tabelle 2-1: Zusammenfassung der Ergebnisse vehgleder Studien von sekundéaren Pflanzeninhalts-
stoffe in Produkten aus 6kologischem Anbau vs.éaionellem Anbau (nach IMHELL (2004), erwei-

tert)

AL.,(2005)

Quelle Proben Parameter Ergebnisse
LIEBLEIN | MOhren B-Carotingehalt, N|Kein konsistenter Zusammenhgng
(1993) Gehalt zwischen mineralischer N-Dingung
und dem Stickstoffgehalt, kein Effekt
der N-Dingung auf den Carotinoid-
gehalt
ASAMIET |Mais, Erdbeeren | GesamtphenolgehaltTP erhéht in Proben aus 6kologi-
AL.,(2003) (TP),  Ascorbinséurgschem und integriertem Anbau
(AA)
CARBO- Pfirsiche, Birnen | Aktivitdat der PolypheTP und PPO Aktivitat erhoht in
NARO ET noloxidase (PPO) Frichten aus 6kologischem Anbau
AL.,(2001)
CARBO- Pfirsiche, Birnen | PPO Aktivitat, TPPPO Aktivitat und TR erhdht in 6ko-
NARO ET AA, a-Tocophero| logisch erzeugten Pfirsicher-TH
AL.,(2002) (TH) erhoht in Pfirsichen aus 6kologi-
schem Anbau und niedriger in Bjr-
nen aus 6kologischem Anbau
GRINDER- | Humane Aust Quercitin (Q), Okologisch erzeugte Lebensmittel
PETERSEN | scheidungspro- | Kampferol (K),| mit héherem Q-Gehalt, htherem|K
(2003) dukte nach Auf;Hesperitin (H)| (Trendaussage) und niedrigerem |.
nahme konventig-Naringenin, Hohere renale Exkretion von Q und
neller vs. 6kologit Isorhamnetin (1) K nach Ingestion 6kologischer Le-
scher Nahrungs- bensmittel
mittel
HAKKINEN | Heidelbeeren, Q, K, Ellagsaure, p-Keine konsistenten Unterschiede
ETAL., Erdbeeren Cumarséaure zwischen Proben der verschiedenen
(2000) Anbausysteme
RENET Qing-gen-cai, Antioxidative und antHOhere antioxidative Kapazitat fin
AL., Spinat, Chinatrtimutagene KapazitatSpinat, Zwiebeln, Qing-gen-cai aus
(2001) kohl, grine Papri-Flavonoide (Q, K, H,6kologischem Anbau, keine Unter-
ka, Zwiebeln Kaffeesédure Myricetin,schiede bei grinem Paprika; generell
Apigenin =A) hohere Flavonoidgehalte in Prohen
aus Okologischem Anbau
WEIBEL ET | Apfel phenolische  Substarburchschnittlich 18 % mehr phenali-
AL.,(2001) zen, (Flavonoide) sche Substanzen in Apfeln aus 6ko-
logischem Anbau
Y OUNG, Grinkohl, Blatt{Phenolische  SaurerKeine Unterschiede der Einzelkom-
ETAL., salat, Pak Choi | (K), (Q), (L), (A), Lu-| ponenten,
(2005) teolin, (TP) TP signifikant héher in 6kologisch
erzeugten Pak-Choi-Proben.
HA- Kartoffeln Chlorogensaure, PP{kxeine konsistenten Unterschiede
JSLOVA ET Aktivitat, Vit. C zwischen den Proben Uber 4 Jahre
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2.3 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe

Nach einer einfachen Definition werden Stoffe, dieht im Primarstoffwechsel der
Pflanze gebildet und verbraucht werden, als sekenBfanzeninhaltsstoffe (SPI) be-
zeichnet (RCHTER, 1996).

Wahrend der Primarstoffwechsel praktisch in allexlleh gleich ablauft und dessen
Produkte demnach in allen Zellen angetroffen wertiegen die SPI nur in bestimmten
Zellen bzw. Zellkompartimenten mit spezifischen Kionen vor. Sekundare Pflanzen-
inhaltsstoffe sind in der Regel komplexer als diengren Produkte, da sie aus den Pro-
dukten des Priméarstoffwechsels auf unterschiedhc®ffwechselwegen, die nicht im
Primarstoffwechsel zur Verfligung stehen, synthatisverden. Die Anzahl der SPI ist
nicht bekannt, die Anzahl der verschiedenen Venmgeén wird momentan zwischen
60000 bis 100000 geschatzt AvzL, 2005).

Aufgrund leistungsfahiger Trennverfahren wie delLBRund der Gaschromatographie
und Methoden der Strukturaufklarung sind heutzutiigestrukturen von einigen 10000
Naturstoffen bekannt. Eine Einteilung der SPI gf@nhand ahnlicher chemischer Ei-
genschaften, wobei eine allgemein giltige Eintgjldreser Stoffe in verschieden Klas-
sen nicht existiert. Charakteristisch ist dabei Bgschrankung der Verbreitung einzel-
ner Sekundarstoffe auf bestimmte Familien, einz&lrien oder sogar chemische Ras-
sen. Die Rolle der SPI fur die Pflanze selbstnstielen Fallen im Detail noch unge-
klart oder unterliegt der Spekulation.

Trotz der enormen strukturellen Vielfalt der Sek@nverbindungen lasst sich die Syn-
these der SPI auf wenige zentrale Stoffwechselveegéckfihren (Abb. 2-2), welche
wiederum mit einer begrenzten Anzahl von Grundl@nsth oder Intermediarproduk-
ten auskommen. Beispiele hierfur sind Shikimatpé&denylphosphat und einige Ami-
nosauren oder aber Acetyl-CoA, welches eine zent&éllung einnimmt (RHTER,
1996).

Physiologische Bedeutung erhalten die SPI als Gisate oder Coenzyme und als
Speicherstoffe fur Stickstoff und Kohlenstoff. Sjgelen daneben aber auch eine Rolle
bei der Photosynthese, beim lonentransport unddreBeeinflussung von Bildung,
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Aktivierung und Abbau von Pflanzenhormonen. Bekarfainktionen bestehen weiter-
hin in der direkten Abwehr von Fressfeinden duren dufbau mechanischer Barrie-
ren, wie sie in der Substanz Lignin realisiert siadschreckende, bakterizide, toxische
oder hormonelle Prinzipien. Weiterhin gibt es Himseeauf die Vermittlung einer indi-
rekten Abwehr durch die ,Kommunikation“ zwischendzen einer Population mittels
flichtiger Substanzen. Schliel3lich besitzen die &fische und olphaktorische Signal-
wirkungen, welche als Attraktoren fur bestadubenusekten dienen kdnnen. Beispiele
hierfir sind die farbigen Pigmente in Bluitenblatt@RCHTER, 1996).
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Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der Verkuafig von Primér- und Sekundarstoffwechsel.
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2.3.1 Carotinoide

Als Carotinoide wird eine Gruppe der sekundarerar2ininhaltsstoffe bezeichnet,
welche als gemeinsames Merkmal aus acht IsopremelEam bestehen, und somit zur

Substanzklasse der Tetraterpene gehdren.

2.3.1.1 Strukturen der Carotinoide

Zeaxanthin

Lutein

B-Carotin

Abbildung 2-3: Strukturformeln einiger wichtiger ©#inoide (LENAU, 2003).
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Formal leiten sich alle Carotinoide vom Lycopin .hieycopin ist eine acyclische Ver-
bindung mit der Summenformel,§Eiss. Weitere Carotinoide entstehen durch weitere
Hydrierung, Dehydrierung, Cyclisierung oder denldain von funktionellen Gruppen,
wie Hydroxyl-, Carbonyl- oder Epoxygruppen. Dieden wichtigsten cyclischen Caro-
tinoide sindp- und a-Carotin. Beide besitzen endstandig zwei lonon-RBjrdje durch
eine olefinische Kette verbunden sind. Wahrgh@arotin ein zentrosymmetrisches
Molekul ist, das zwep-lonon-Ringe als Endgruppen hat, bestel@@arotin aus einem
B-und eineme-lonon-Ring. Die Strukturen einiger weit verbregeCarotinoide sind in
Abbildung 2-3 dargestelliNeben den dargestellten Carotinoidstrukturen mit alk
trans-(all-E-) Konfiguration der olefinischen Kettxistieren auch mehrere geometri-
sche Isomere mit einer oder mehreren z-(cis-) Amanden. Diese z-Isomere werden
unter der Wirkung von Licht, Sauerstoff und Warnebigdet (LENAU, 2003). Dabei
besitzt das zentrosymmetrisch aufgebaute Zeaxanttén sterisch bevorzugte Isomere
in 9- und 13-Position. Lutein dagegen ist aufgrded verschiedenen endstandigen lo-
non-Ringe unsymmetrisch. Daher ergibt sich die @ippAnzahl an Z-Isomeren. Diese
werden als 9-Z, 13-Z, 9'-Z, 13'-Z-Lutein bezeichfleeNnau, 2003). Fir andere Caroti-
noide, die eine noch hohere Tendenz zur Isomauisieraufweisen, sind auch Z-
Isomere bzw ZZ-/ZZZ-lsomeren anderen Positionen beschrieb@fECHMEISTER
1962).

Aufgrund der Tatsache, dass die meisten Carotiraid®der mehrere stereogene Zen-
tren besitzen, kommen neben den verschiedenen geschen Isomeren auch optische
Isomere vor. So kommen beispielsweise von Luteiicines drei stereogene Zentren
besitzt, acht optische Isomere vor. Das natiurlmtkemmende Isomer ist dabei das 3R,
3'R, 6'R-Lutein (LENAU, 2003).

2.3.1.2 Biosynthese der Carotinoide

Die Abbildung 2-4 zeigt ein vereinfachtes SchemaCGhrotinoid-Biosynthese.

Zuerst werden zwei Einheiten Isopentylpyrophosigli®) an ein Molekul Dimethylal-
lylpyrophosphat (DMAPP) addiert. Das Produkt diesesten Schrittes ist das Geranyl-
geranylpyrophosphat (GGPP). Durch die weitere Saav&chwanz-Verknipfung
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zweier Molekile GGPP entsteht Phytoen, in welchagld anschlieBende Dehydrie-
rung Doppelbindungen in das Molekil eingefiihrt veerdAuf diesem Wege entstehen
nacheinander all-E-Carotin, all-E Neurosporin und schlief3lich all-copin. Aus die-
ser Substanz werden unter Cyclisierung oder Hydienng weitere Carotinoide ge-
bildet (BREITENBACH ET AL, 2001).

Dimethylallylpyrophospat I ;ajx.ﬁ [sopentenylpyrophospat
“=0PP OFP

(DMAPP) (IFF)

,'LVAHJMJH&/L&;'\OPP Gﬂm}'lgﬁiréﬁ-%]%rcphc pat

|
Jamujwlmmiwm’varf Phytoen

J%Am%%ﬁﬁbrw%[w all-E {-Carotm

all-E Neurosporin

WVWWT all-E Lycopin

Abbildung 2-4: Vereinfachtes Schema der Carotinioisimthese (ENAu, 2003).

2.3.1.3 Vorkommen und Bedeutung

Aus der Natur sind gegenwartig mehrere hundert i@mide bekannt (WrzL, 2001).

Diese werden hauptsachlich in den Blattern vonrR#a gefunden, wo sie mit den
Chloroplasten assoziiert vorkommen. Die Aufgabe@arotinoide besteht dabei in der
Mitwirkung im Prozess der priméren Lichtabsorptiord der Photonenkanalisierung in

der Photosynthese. In dieser Funktion schiitzedaseChlorophyll der Blatter vor dem
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oxidativen Abbau. Die typische orange-rote Farbewi den Blattern jedoch meistens
durch das Chlorophyll Giberdeckt§BTON ET AL., 1998)

In vielen Féllen sind die orange-roten Carotinadeh in Samen, im Pollen und in den
Frichten von Obst und Gemduse zu finden, wo si@ioffie Farbgebung verantwortlich
sind. So finden sich beispielsweise hohe Konzeaotrah vonf-Carotin in Mohren,
wahrend die rote Farbe der Tomate durch das Lycopiarklaren ist. Carotine finden
sich Uberwiegend in orange-rot-gelbem Gemiuse urat @aTzL, 2001). Haufig vor-
kommende Xanthophylle wie Zeaxanthin und Luteirdén sich dagegen eher in dun-
kelgrinem Blattgemuse.

2.3.1.4 Einflusse auf die Carotinoidzusammensetzung von Lamnsmitteln

Der Carotinoidgehalt in Lebensmitteln variiert hailich der qualitativen und der
guantitativen Zusammensetzung. Griines Gemuse with&nise besitzen ein Caroti-
noidmuster, in welchem Luteirg-Carotin, Violaxanthin und Neoxanthin die bedeu-
tendsten Substanzen darstellen. Wahrend die retaterhaltnisse der Einzelkompo-
nenten weitgehend konstant erscheinen, kdnnenbdiellaen Konzentrationen variie-
ren. Grunes Gemdise enthalt zusatzlich noch Cardénowvie o-Carotin, f-
Cryptoxanthin, Zeaxanthin und Lutein-5,6-Epoxi®@RIGUEZAMAYA , 2004).
Die Zusammensetzung der Carotinoide in Frichtewestentlich komplexer und vari-
abler.
Typischerweise enthalten Friichte wenige Hauptkoraptem zusammen mit einer Rei-
he untergeordneter Carotinoide, die sich nur inr@poder in sehr geringen Konzentra-
tionen nachweisen lassen. Voro@wIN (1980) wurden acht verschiedene Caroti-
noidmuster beschrieben:

unbeutende Carotinoidanteile

geringe Mengen an Chloroplasten assoziierte Caniden

betrachtliche Konzentrationen von Lycopin

B-Carotin und/ode-Cryptoxanthin als Hauptbestandteile der Carotifrald

tion

betrachtliche Anteile von Carotinoidepoxiden
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mengenmaRiges Ubergewicht seltener, artspezifiscamtinoide

bedeutende Anteile von poly-cis-Carotinoiden

signifikante Anteile sogenannter Apo Carotinoider@inoide mit verkirztem

C-Grundgerust).
Die Carotinoide in reifen Frichten sind haupts@thin den Chloroplasten lokalisiert,
Hydroxycarotinoide finden sich meistens in verdsteForm mit Fettsauren.
Carotine sind die vorherrschenden Bestandteile un2élgemuse, Xanthophylle lassen
sich als vorherrschende Carotinoide beispielswieiddais und Weizenkornern finden
(GoobwiN, 1980).
Die qualitative und quantitative Variabilitat dea®@tinoide einer Pflanze bzw. eines
pflanzlichen Lebensmittels wird dartber hinaus nech weiteren Faktoren wie Sorte,
Reifezustand, verwendetem Pflanzenteil, Anbaufakto¥erarbeitung und Lagerungs-
bedingungen beeinflusst.
Sortenunterschiede des gleichen Produktes sindl@utmentiert und kénnen sowohl
die qualitative als auch die quantitative Zusamraemsg der Carotinoide erheblich
beeinflussen (80ss 1987,1991;RODRIGUEZ-AMAYA , 1993). So werden beispielsweise
Unterschiede in-Carotingehalt von Sti3kartoffelsorten zwischen B-+9/100g be-
schrieben (KMANG ET AL., 1992;K”0SAMBO, 1998).
Daneben ist der Reifezustand einer der Faktoreneidie entscheidende Rolle im Hin-
blick auf die Carotinoidzusammensetzung spielere. Reife geht in Gemuse und Obst
generell mit einer erhéhten Carotinogenese einBeo$s 1987,1991; ARIMA ET AL .,
1988; MERCADANTE ET AL, 1998). So besitzen Blatter verschiedener Reifegrade
das gleiche qualitative Carotinoidspektrum, die Kemtrationen der einzelnen Kompo-
nenten erhdhen sich jedoch mit zunehmender Reaif8alatbléattern und in Endivien er-
hoht sich die Konzentration der Carotinoide im leadér Reife um das 3-facheaf®os
ET AL., 1987;AZEVEDO-MELEIRO ET AL, 2005).
Einen ebenfalls férdernden Einfluss auf die Caagenese haben die Temperatur und
die Exposition gegentber UV-Strahlung. Entsprecheies Blattgemuise, das in einem
Gewéchshaus bzw. auf Uberdachten Parzellen angefadén war, im Sommer einen
hoheren Carotinoidgehalt auf als im Winteo@RIGUEZZAMAYA , 2004;KIMURA ET AL.,

2003). Freilandversuche mit Blattgemuse ergabekVimter einen héheren Carotinoid-
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gehalt der Pflanzen als im Sommer. Solche Ergebnissden mit dem Ubergewicht
der Photodegradation unter dem Einfluss der Somm&nghlung gegeniber der Caroti-
nogenese begrindet€MONEN ET AL, 1989).

Auch die Auswahl eines bestimmten Pflanzenteilsduaén Einfluss auf den Caroti-
noidgehalt einer Probe, da sich die Carotinoidétnic allen Pflanzenteilen gleichma-
Big finden lassen und grof3tenteils in der Schatbatien sein sollen (&ss 1987,
1991;RODRIGUEZAMAYA , 1993).

Weiterhin werden auch Einflisse aus dem Anbausyseschrieben. In einer verglei-
chenden Studie mit Kohl (MRCADANTE ET AL, 1991) werden Pflanzen gleicher Sorte,
im gleichen Reifezustand, von benachbarten Stagwlaon je einem 6kologisch wirt-
schaftenden und einem konventionell wirtschaftenBetrieb miteinander verglichen.
In den Pflanzen aus dkologischem Anbau wird gegendbn konventionell erzeugten
Proben eine erhthte Konzentration aller Carotin@dgegeben. In anderen Untersu-
chungen an Mohren der Sorten ‘Nerac’ und NabonriggR ET AL, 2006) wird in den
Proben der Sorte ‘Nerac’ aus konventionellem Andiawsignifikant héherer Gehalt der
Carotinoide Lutein,a-Carotin undp-Carotin gefunden. Diese Ergebnisse werden in
Mohren der Sorte ‘Narbonne’ jedoch nicht bestatigirtenspezifische Unterschiede im
Carotinoidgehalt und der antioxidativen Kapazitétaen in der selben Quelle ebenfalls
nicht nachgewiesen. Keine Unterschiede im Caradmgehalt von Pflanzen finden sich
im Vergleich eines konventionellen mit einem hydmischen Anbausystem $URA

ET AL., 2003). Weiterhin wird die Anwendung von Herbizidemuf den Carotinoidgehalt
diskutiert (GANNOPLITIS ET AL., 1989).

Durch ihren Charakter als hochgradig ungesattiggeoMdungen sind die Carotinoide
auch nach der Ernte sowie wahrend der Lagerungdan¥erarbeitung anfallig gegen-
Uber Isomerisierung und Oxidation. Die Isomerigigrwon cis- zu trans-Carotinoiden
wird durch den Kontakt mit Sauren, Hitze und dudié Einwirkung von UV-Licht
ausgelost und fuhrt zu einem Verlust der Farbe derdVitamin-A Aktivitat. Weitere
wichtige Faktoren in der Veranderung der Carotiaasthd die enzymatische und die
nicht-enzymatische Oxidation. Diese Vorgange werdem der Einwirkung des Luft-
sauerstoffs, der jeweiligen Carotinoidstruktur sewiurch den Kontakt mit Metallen

und verschiedene Peroxidasen geférdert und kénoech dAntioxidantien gehemmt
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werden. Der Mechanismus der enzymatischen Oxidastonoch nicht vollstandig ge-
klart. Mit zunehmender Degradation der Zellstrugtyr der Lagerdauer sowie der
Licht- und Sauerstoffexposition wahrend der LaggfMierarbeitung scheint auch die
Oxidation zuzunehmen. Unter ungunstigen Bedingurkgemen die Lagerbedingungen
und/oder die Verarbeitung zu vollstandiger Farlgksit und zum Verlust der Vitamin-
A Aktivitat fihren (RODRIGUEZZAMAYA , 1999,2002).

2.3.1.5 Carotinoide in M6hren

Der Carotinoidgehalt von Moéhren wird in der Litenain einem weiten Konzentrati-
onsbereich beschrieben, wobei die Bestimmungsmethadd das Probenmaterial hin-
sichtlich Sorten und Probenvorbereitung starke tdoteede aufweisen. So werden Ge-
halte aus gefriergetrockneten Mohren, FrischmasdeMbhrensaft angegeben. Weiter-
hin erfolgt teilweise eine Unterscheidung in grafbe kleine Méhren gleichen Alters,
nach dem Pflanzenalter und nach dem ErntetermimuSHAN, 1976; RITZ ET AL.,
1977; BAJAJ ET AL, 1980; EVERS, 1989; HEINONEN ET AL, 1990; MULLER, 1997).
Daneben werden noch Einflisse des Anbaustandavde sles Anbau- bzw. Erntejah-
res beschrieben, die sich in einer GroRenordnumgfast 50 % Abweichung bewegen
kénnen (MABEGGER 2005). Den genannten Quellen zufolge sind die Hauptinoide
in M6hrena-Carotin, -Carotin und Lutein. Der Gehalt verCarotin wird mit 0,11 —
0,56 mg/100g, der GehdtCarotin mit 4,6 — 10,3 mg/100g und der Luteingehwaii-
schen 0,11 — 0,56 mg/100g in Frischm6hren angegdéhea direkte Vergleichbarkeit
zwischen diesen Ergebnissen ist aufgrund des whiedlichen Probenmaterials nur

bedingt gegeben.

2.3.1.6 Carotinoide in Weizenkornern

Die Intensitat der Farbgebung, die in der Hauptsatén Carotinoden zugeschrieben
wird, galt in der Vergangenheit als Qualitatspareamgir Weizen und Weizenprodukte.

In neuerer Zeit werden die Carotinoide zusatzliobhaaufgrund ihrer antioxidativen
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Eigenschaften untersuchtAfiLI ET AL., 2004). Nach verschiedenen Untersuchungen
(HEINONEN ET AL., 1989;HENTSCHEL AT AL., 2002; KONOPKA ET AL., 2003; PANFILI ET
AL., 2004) lassen sich in Weizen die Carotinoide Lut@i@Garotin und Spuren von
Zeaxanthin nachweisen. Die Hauptkomponente diegkst8nzklasse ist dabei das Lu-
tein. Der Luteingehalt von Weizen, der in Finnlarjebaut wurde (ENONEN ET AL,
1989), wird mit Werten von 220 ng/100g angegebereiher polnischen Studie (K
NOPKA ET AL., 2003) wird ein Bereich zwischen 1,43 — 1,80 ppnygasamten Korn und
zwischen 1,47 — 2,11 ppm im Mehl genannt, danebemlewn signifikante Sortenunter-
schiede gefunden. Wahrend Lutein gleichmaRig imnKaarteilt ist, enthalten nur die
aulBeren Schichten des KoffisCarotin in einer Konzentration von 0,04-0,25 piBei
HENTSCHEL (2002) werden weiterhin Spuren von Zeaxanthin uinthtnidentifizierte
Gelbpigmente beschrieben. In dieser Untersuchuing eer mit der HPLC gemessene
Luteingehalt mit Werten zwischen 1,5 — 4 mg/kg aedpen. An den gleichen Proben
wurde zusatzlich mit einer photometrischen Meth@@«€ 152) der Gehalt der gelben
Pigmente, deren chemische Natur bislang den Cardén zugeschrieben wurde, be-
stimmt. Die gemessenen Werte Ubertreffen die mittéPLC ermittelten Werte um
mehr als das Doppelte. An dieser Stelle werden rscivéede im Luteingehalt der ein-
zelnen Fraktionen des gemahlenen Weizens bestétigtinem Vergleich zwischen
Weichweizen und Hartweizen liegt der LuteingehaltHartweizen zwischen 1,69 —
2,75 ppm, der von Weichweizen zwischen 0,13 — B28.

2.3.1.7 Carotinoide in Maiskdrnern

Ebenso wie beim Weizen entstammen die gelben PignienMais der Klasse der Ca-
rotinoide. In den Untersuchungen vomiLICH ET AL. (1999), DnooD ET AL. (2003)
und PANFILI ET AL. (2004) werden als Carotinoide in Mais die Substariagein, Zea-
xanthin, B-Carotin, -Cryptoxanthin undrw-Carotin genannt. Die Hauptkomponenten in
frischem Mais stellten in den Untersuchungen variKICH ET AL. (1999) die Xantho-
phylle Zeaxanthin und Lutein dar. In dieser Stuaié 44 Zuckermaislinien wird der
Luteingehalt mit Werten zwischen 0-20 pug/g TM areden. Das gleiche Carotinoid-

muster wird auch von BROS ET AL (2002) beschrieben. In dieser Untersuchung wer-



2S=kundare Pflanzeninhaltsstoffe 27

den die Gehalte von Lutein mit 15,7 pg/g TM, vormxanthin mit 5,7 ug/g TM und der
Gehalt vonp-Cryptoxanthin mit 0,57 pg/g TM angegeben. Hindichtder Gehalte
werden von ROOD ET AL. (2003) signifikante Sorten- und Standortuntersdaifir die
einzelnen Carotinoide ermittelt. In Untersuchungéa, mit Mais verschiedener Farben
an unterschiedlichen Standorten durchgefiihrt wyrtiegen der Lutein- und der Zea-
xanthingehalt in einem Bereich zwischen 2,13-11g&ypuAn dieser Stelle werden zu-
satzlich die Carotinoid@-Zeacarotin und Zeinoxanthin in Konzentrationen phl-
0,81 pg/g bzw. 0,05-0,92 ug/g beschrieben. Dielengih Konzentrationen nachmF-

LI (2004) fur Zeaxanthin betragen 6,43 mg/kg TM, fiCryptoxanthin 2,4 mg/kg TM,
fur B-a-Carotin 1,44 mg/kg TM und fur den Gesamtcarotigetthlt 11,14 mg/kg TM.
Wahrend Lutein eine gleichmafiige Verteilung Uber ginze Korn zeigt, sing undf-
Carotin im Keimling lokalisiert. Im JahresberichEB (2003) wird der Zeaxanthinge-

halt in Mais mit 370 pg/100g Frischmasse angegeben.

2.3.1.8 Wirkungen auf die menschliche Gesundheit

Da der menschliche Organismus nicht in der LageCetotinoide zu synthetisieren,

missen diese mit der Nahrung zugefihrt werden.

Insgesamt sind in der Nahrungskette ca. 50 Cardgnoeachgewiesen worden, wovon
sich jedoch nur 15 Carotinoide sowie 8 Metaboliteunterschiedlichen Organen des
menschlichen Korpers wieder finden lassen. Die tigsken Speicherorte sind die Le-
ber, das Fettgewebe, das Serum und, im Falle dath®phylle Lutein und Zeaxanthin,

das Augg(HUMPHRIES ET AL, 2003).

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von klimaclind epidemiologischen Studien
zu den gesundheitlich relevanten EigenschafterCaeotinoide durchgefuhrt. Den Ca-
rotinoiden werden danach vielfaltige Eigenschaftagesprochen, die sich positiv auf
die Gesundheit auswirken sollen. Dabei kann zwisalen antioxidativen Eigenschaf-
ten und der Provitamin-A Aktivitat einiger Carotide unterschieden werden giNoO-

NEN ET AL., 1994; BROWN ET AL, 1999; KLIPSTEIN-GROBUSCH ET AL, 2000).
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Tabelle 2-2: Antioxidative Eigenschaften der Carottle

Substanzen Wirkungen Quelle

Carotinoide Wirkungen als Radikalfanger, Schute dellen| RICE-EVANS ET AL.
des Organismus vor dem Einfluss freier Radiké1697)
durch guenchen reaktiven Singulett-
Sauerstoffs,Verminderung von oxidativem Stress

B-Carotin, Lyco- Protektive Wirkungen gegeniber der EntwidKtIPSTEINGROBUSCH

pin lung von Arteriosklerose ET AL. (2000)

B-Carotin Protektive =~ Wirkungen  gegenuber  HerKLIPSTEIN-GROBUSCH
Kreislauferkrankungen ET AL. (2000)

Lutein und Zea
xanthin

er Radikale

-Protektive Wirkungen im menschlichen Al
durch Hemmung der Lipid-Oxidation, Minderu
von oxidativem Stress durch Desaktivierung frei-

dRROWN ET AL (1963)
ng

Carotinoide

Verhinderung photochemische Schéaderch
Absorption energiereicher Wellenlangen im b

en Spektralbereich

BCHMIDT ET AL. (1987)

Tabelle 2-3: Antikanzerogene Wirkungen der Caratiao

Substanz Wirkungen Quelle

Lycopin Verhinderung von Prostatakrebs OHEN ET AL (2000)

B-Carotin Protektive Wirkung gegen die Entwicklungny CoHEN ET AL (2000)
Hautkrebs

Lutein Protektive Wirkung gegentber der EntsteNBgTTERY ET AL. (2000)
von Darmkrebs

Carotinoide Hemmende Wirkung auf die Entstehung |VBANG (1999)
Brust— und Lungenkrebs

Tabelle 2-4: Protektive Wirkung von Carotinoiden Aoge

Substanz Wirkungen Quelle

Lutein, Positive Beeinflussung der Pathogenese von| KiahAuU (2003)

Zeaxanthin tarakt und altersbedingter Makuladegeneration
(AMD)

Lutein, Erhéhung der Dichte an Makulapigmenten ARHAS-PERLMAN ET

Zeaxanthin AL.(2002)

Lutein Inverse Korrelation zwischen dem erhdhtemK&ROWN ET AL (1999)
sum von Carotinoiden und dem Risiko, an Kata-
rakt zu erkranken.
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Derzeit sind ca. 50 Carotinoide bekannt, die im soblichen Organismus Provitamin
A-Aktivitat besitzen, und somit im Organismus alerstufen der Vitamin-A (Retinol)
Synthese dienen kénnen. Retinol besitzt grol3e Baedgulr den Sehprozess sowie fur
das Wachstum und die normale Entwicklung des MeamscKoraussetzung fur diese
Eigenschaft ist das Vorhandensein eines unsulestin f-lonon-Ringes. Furp-
Carotin, welches B-lonon-Ringe pro Molekil aufweist, kann daher diéldie Provi-
tamin A-Aktivitdt nachgewiesen werden. Aber auch dindere Carotinoide, wie bei-
spielsweisar-Carotin undo-Cryptoxanthin, besitzen die Fahigkeit zur Bilduran Vi-
tamin A (TANG ET AL., 1999).

Negative Wirkungen der Carotinoide

Die beschriebenen positiven Wirkungen der Carati@e@uf die menschliche Gesund-
heit werden auch kritisch betrachtet, da sich imgein Studien herausstellte, dass Caro-
tinoide auch schadliche Wirkungen besitzen koénnem. Alpha-Tocopherol Beta-
Carotene Cancer Prevention Trial (ATBC) sowie imiaB8arotene and Retinol Effici-
ancy Trial (CARET) weisen Raucher und Asbest-Adieitlie eine Supplementierung
mit B-Carotin erfahren hatten, eine signifikant hohdigeaeine Sterblichkeit und ein
erhohtes Lungenkrebsrisiko gegenitber den Kontrgigen auf (IHINONEN ET AL, 1994;
OMENN ET AL., 1996).

Als Grund fir diese gesundheitsschadliche Wirkumgl wine mdgliche pro-oxidative
Wirkung von Carotinoiden angefihrt, die bei Veratitang von sehr hohen Dosen und
in speziellen Risikogruppen entsteht. Daher wurdisher durch die World Health Or-
ganisation (WHOQO) oder andere Institutionen keingptahlungen fir die Supplementie-
rung mit Carotinoiden ausgesprochen, bis konkretgelihisse bezlglich der gesund-
heitsfordernden oder -schadigenden Wirkungen bei d&rschiedenen Dosierungen

vorliegen (F©oOD AND NUTRITION BOARD, 2000).
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2.3.2 Polyphenole

Unter der Bezeichnung Polyphenole wird eine Klasse sekundéren Pflanzeninhalts-
stoffen zusammengefasst, die als gemeinsames Megimen oder mehrere phenoli-
sche Ringe aufweisen. Die Gruppe der Polyphenad&ebeaus mehreren tausend (der-
zeit) bekannten Substanzen und ist im Pflanzenngighuitar verbreitet. Die meisten
phenolischen Komponenten leiten sich von der Aniénos Phenylalanin her. Auch die
Aminosaure Tyrosin wird als Vorlaufer diskutiertielé der genauen Synthese- und
Metabolisierungswege sind derzeit jedoch nicht stalidig geklart (MFARDJIAM,
2001).
Die wichtigsten Vertreter innerhalb der Polyphenlakgsen sich in Gruppen mit unter-
schiedlich komplexen phenolischen Grundgerusteteiberh:

Phenolcarbonsauren und deren Derivate (Nichtflait®&)o

Flavonoide

Cumarine

Stilbene
Zur besseren Strukturierung konnen auch diese @rupgederum in Untergruppen
eingeteilt werden.
Die Stilbene sind bislang nicht als InhaltsstoftenWohren oder Weizen nachgewiesen
worden und werden daher nicht ndher beschrieben.

2.3.2.1 Phenolcarbonsauren

Anhand der Unterscheidung des chemischen Grundgsrlassen sich aus der Gruppe
der Phenolcarbonsduren zwei Untergruppen bildee-Hgdroxyzimtsduren und die
Hydroxybenzoesauren. Dieses Grundgerist ist beiHighoxyzimtsauren ein §&Cs-

Kdrper und bei den Hydroxybenzoeséuren eCGKorper.

Hydroxyzimtsduren

In den Pflanzen kann die acide Carboxylgruppe detrékyzimtsduren mit Alkoholen,
Aminen, Kohlenhydraten oder anderen Phenolen unweserden. Dadurch werden
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eine bessere Wasserldslichkeit und eine bessensgoefahigkeit erreicht. Die gebun-
denen Sauren sind in pflanzlichem Gewebe in héhargeilen enthalten als die freien
Sauren. Die Spaltung der Bindung erfolgt meist dwezymatische oder andere hydro-
lytische Prozesse bei Beschadigung der intaktarkisir der Pflanze. Die phenolischen
Sauren lassen sich in der cis- und auch der trans-ih den Pflanzen nachweisen, wo-
bei die trans-Form Uberwiegt. Unter dem Einflusa W@/-Licht kann jedoch auch eine
Isomerisierung zur cis-Form begiinstigt werdeen{lbET ET AL., 1995). Neue phenoli-
sche Substanzen kdonnen durch Esterbindungen zwistdre Hydroxyzimtsauren und
Hydroxycarbonsauren entstehen. Seltener werdeflanZen glykosidische Bindungen

angetroffen INiIkFARDJAM, 2001).

Y COOR;
HO
R? R3
Ry R, Rs Name
H H H p-Cumarséaure
H OH H Kaffeesaure
H OCH; H Ferulasaure

Abbildung 2-5: Strukturen haufiger Hydroxyzimtsédyreach FEUCHT ET AL (1989).

Hydroxybenzoeséduren

Im Gegensatz zu den Hydroxyzimtsauren liegen digréiybenzoesauren in der Regel
als freie Sauren vor. Die Konzentrationen der Hyglbenzoesauren in Pflanzen liegen
in einem Konzentrationsbereich < 1 mg/kg Frischmassnzig fir die Salicylsaure
werden in Weintrauben Gehalte von bis zu 21 mg/kgckmasse beschriebenigN
FARDJAM, 2001). Salicylsaure wird durch die Abspaltungesi@-Fragmentes aus den
Phenylpropanen (2-Hydroxybenzoesaure) gebildet. Afistieg dieser Substanz findet
sich in Pflanzen nach Infektionen oder nach UV-Bddting. Wahrscheinlich wird da-
durch die Biosynthese von Abwehrstoffen induzieigL(DT, 1996).
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R1
HOOC— OH
Ro
Ry R, Name
H H p-Hydroxybenzoesaure
OH H Protocatechuséaure
OCH; H Vanillinsaure
OH OH Gallussaure

Abbildung 2-6: Strukturen haufiger HydroxybenzoeséunachFEUCHT ET AL (1989).

2.3.2.2 Flavonoide

Die weitaus grol3te Gruppe in der Klasse der Polypleebilden mit Gber 4000 ver-
schiedenen, isolierten und charakterisierten Substadie Flavonoide.

Sie alle leiten sich strukturell vom Flavan (2-Pyldrenzo-dihydropyran) ab. Bedingt
durch die grol3e Anzahl der Verbindungen wird inafiyhdieser Gruppe weiter unter-
schieden. Wichtige Vertreter dieser Klasse, didigdn Obst und Gemiise angetroffen

werden und zu deren Farbe und Geschmack beitragdn s

Anthocyanidine

Die Anthocyanidine zeichnen sich durch ihre roielette oder blaue Farbung aus, die
vom vorherrschenden ph-Wert abhangig iseliBz ET AL., 1992). Sie kommen in
Pflanzen nur in ihrer glykosidisch gebunden Form wod werden in dieser Form als
Anthocyane bezeichnet. Im Pflanzenreich spielenAdithocyane eine wichtige Rolle
bei der Blutenfarbung (Mzza ET AL., 1993).
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Flavan-3-ole

Substanzen dieser Gruppe der Phenole sind Bestandb® Pflanzen und Friichten.
Die wichtigsten monomeren Vertreter dieser Gruppd das Diastereomerenpaar (+)-
Catechin und (-)-Epicatechin. Weniger haufig sihdei Gallussaureester bzw. (+)-
Gallocatechin und (-)-Epigallocatechin, welche ahlgeristische Polyphenole des gri-
nen und des schwarzen Tees sindqi® 1998). Durch chemische und enzymatische
Kondensation entstehen polymere Strukturen deraRl®+ole, die Proanthocyanidine.
Wahrend Strukturen mit geringer Kettenlange farisiosl, kann sich ihre Farbe mit zu-
nehmender Kettenldnge Uber eine gelbe bis hinrmer draunen Farbe anderrefLET
AL.,1978). Die chemischen Vorstufen der Anthocyane Fthe®an-3,4-diole, werden als

Leucoanthocyanidine bezeichnetf, 1979).

Proanthocyanidine

Diese Stoffe sind die Dimere, Oligomere oder Polgaer Flavan-3-ole, die durch en-
zymatische oder chemische Kondensation entsteherntr&gen zum adstringierenden
Geschmack vieler Friichte bei, bei geringerem Palgatonsgrad haben sie einen bit-
teren Geschmack. Die Farbe der Proanthocyanidioetii@ Abhangigkeit der Komple-

xitat der Struktur von farblos tber gelb bis zueeibraunen Farbe (BHTER, 1996).

Flavone und Flavonole

Flavone und Flavonole kommen in Pflanzen meistam¥ihrer Glykoside, seltener frei
als gelbe Farbstoffe vor. Die fir pharmazeutiscihedke bedeutendsten Flavone, die
als Spasmolytikum bzw. AntihAmorrhagikum eingesetzérden, sind 5,7,4'-
Trihydroxyflavon (Apigenin) und 5,7,3",4-Tetrahyakyflavon (Luteolin). Unter den
Flavonoiden ist die Gruppe der Flavonole die grafsig auch die verbreitetste. Wichti-
ge Vertreter sind Kampferol, Quercetin, Myricetindulsorhamnetin (EUCHT ET AL,
1989).
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2.3.2.3 Cumarine

Die Ausgangsverbindung dieser Gruppe von phendaisdferbindungen ist das Cuma-
rin. Die Synthese der Cumarine geht von der trangsAure aus, welche durch Hydro-
xylierung in trans-2-Cumarsaure Uberfuhrt und miediar mit p-Glucose verestert
wird. In einer photochemisch unterstitzten Reaktayert sich dieses Glucosid von
trans nach cis um. Aus dieser gebundenen Form kares Cumarin freigesetzt wer-
den, wenn die Struktur der Pflanze verletzt wirde Bildung weiterer Vertreter der
Familie der Cumarine geht von der 4-Cumarsaure Entsprechend den Substituierun-
gen am aromatischen Ring kdnnen so verschiedenandeingen entstehen. So stellt
Umbelliferon die Monohydratverbindung, AsculetinedDihydroxy-Verbindung dar
(RICHTER, 1996).

2.3.2.4 Biosynthese der Polyphenole

Wahrend die Grundbausteine der Polyphenolsynthaese @em Kohlenhydrat-
Stoffwechsel stammen, kann die Biosynthese desarechen Anteils in drei Teilbe-
reiche unterteilt werden.
1. Im so genannten Shikimisaure-Bereich werden diendsduren Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan synthetisiert.
2. Im Phenylpropanoid-Bereich werden die HydroxyzimatedDerivate sowie
Vorstufen der Flavonoide und des Lignins synthetisi
3. Im Flavonoid-Bereich lauft die Synthese der Flavdaab.
Die Biosynthese der Polyphenole ist in Abbildung 2ehematisch dargestellt.
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Phosphoenolpyruvat + Erythrose-Phosphat

OH

HOCC—Q;QK Shikimisdure
on &

b

Ferulasé =
bl Gallussiure Zimtedure

oo/ l
Qe — O

P Coumarsams
Kallees&ure

p-Coumarayl-CoA
3 Malonyl-CoA —-i OH

Maringeninchalcon

|

HO. 0.
ISOFLAVONE ~ =—— ‘@g{g
; OH ©

Naringenin Apigenin
FLAVANONE FLAVONE

Dihydrokasmpterol Kaemplerol
DIHYDROFLAVONOLE FLAVONOLE
/ = R
Leukcpelalgonlmn

LEUKOANTHOCYANIDINE

\Ft?:l

Pelargonidin (+)-Catechin
ANTHOGYANIDINE PROANTHOCYANIDINE FLAVAN-3-OLE

Abbildung 2-7: Schematische Darstellung der Polypt&/nthese in Pflanzen (ausd®NER 2001).

2.3.2.5 Bedeutung fiir den pflanzlichen Organismus

Entsprechend der grofR3en strukturellen Vielfalt imabie Polyphenole ein breites Wir-

kungsspektrum fur den pflanzlichen Organismus selbsder Form von farbigen Pig-
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menten, wie beispielsweise den Anthocyanen tragerzis einer Attraktivitatssteige-
rung gegeniber bestdubenden Insekten bei. Einererdtunktion wird in der Abwehr
von Fral3feinden durch die Bildung verholzender i&tmen, wie dem Lignin gesehen.
Abwehreffekte ergeben sich dariber hinaus auchhdBitterstoffe, bakterizide und to-
xische Prinzipien. Neben der Abwehr von Pathogesrdillen die Polyphenole aber
auch Aufgaben in der Abwehr gegentber Konkurremten Standort. In diesem Zu-
sammenhang sind die Beeinflussung der Chloropmtiese, die Beeinflussung des
Membranpotenzials und die Hemmung des Wurzelwaptstuon Konkurrenten am
Standort zu nennen. Im pflanzlichen Metabolismusehasie die Aufgabe von Mediato-
ren im Hormonhaushalt und die des Schutzes vonr@pthyll gegentiber UV-Strahlung

(FEUCHT ET AL., 1989).

2.3.2.6 Einflusse auf den Gehalt phenolischer Substanzen flanzen und pflanz-
lichen Lebensmitteln

Der Polyphenolgehalt einer Pflanze bzw. eines pgflenen Lebensmittels ist keine de-
finierte Grol3e. Bedingt durch die Vielzahl verscl@eer Substanzen mit unterschiedli-
chen Funktionen und eine Reihe von Reaktionsweggnd, der Phenolstoffwechsel
praktisch durch jede GroRRe, die das Pflanzenwachdteeinflusst, verandert. Dabel
spielen sowohl endogene Faktoren wie Sorte odanBéhalter als auch exogene Fakto-
ren eine wichtige Rolle.

Zwischen verschiedenen Pflanzen bestehen deutlictierschiede im Gehalt an Po-
lyphenolen, die sich nach der Funktion dieser Sutzstn in der Pflanze richten. Wah-
rend beispielsweise die Flavonoide weit verbreifaéyphenole in Apfeln sind @H-
NER, 2001), werden in M6éhren und Weizen die phenoéacBauren als Hauptkompo-
nenten aus der Klasse der phenolischen Verbinduhgsohrieben (ALCOTT ET AL.,
1999; ALASALVAR ET AL., 2001). Aber auch innerhalb einer Art kdnnen iikgnte
Sortenunterschiede bestehen. Vorod ET AL. (2004) werden signifikante quantitative
Unterschiede im Gehalt phenolischer Sauren in 7zéhsiorten gefunden. Daneben be-
stehen auch qualitative Unterschiede in der Zusameteung der phenolischen Be-

standteile innerhalb einer Art. Beim Vergleich vidbhren werden von KMMERER ET
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AL. (2004) in schwarzen Mohren der SubspeBiaacus carotassp. sativus atrorubens
var. Atrorubens Alef die 4 caffeoyl-Chinaséure thegben, die in orangen Mdhren bis-
lang nicht nachgewiesen wurde. Der Gehalt der gisshen Bestandteile ist dartber
hinaus vom verwendeten Pflanzenteil abhangig. SbWiwhMohren als auch fur Wei-
zen besteht eine inhomogene Verteilung der pher@is Sduren. Im Weizen und in
anderen Getreidearten finden sich diese Substdageausschlief3lich in der Kleie und
im Keim (ZIELINSKI ET AL. 2000;ADOM ET AL., 2005). Zusétzlich enthalten die Wurzeln
von Weizenkeimlingen hohere Konzentrationen pheobir Sauren als die Sprossach-
se (WU ET AL., 2000). Eine ungleiche raumliche Verteilung deeiole wird von AL-
COTT ET AL (2000) auch in Mohren beschrieben. Im Vergleicim Wé6hren, die mit
bzw. ohne Schale verarbeitet worden waren, enth&teben mit Schale hohere Kon-
zentrationen phenolischer Sauren.

Modifikationen im Phenolstoffwechsel kénnen zuséltrldurch Stressfaktoren ausge-
|6st werden. Veranderungen in der Zusammensetzesd’denolspektums von Méhren
werden von ALCOTT ET AL. (1999) nach Hagelschaden beschrieben. Wasser§iias

in einer Studie von 8BBINS ET AL (2005) zu einer verminderten Produktion von Phe-
nolen.

Neben dem Einfluss der aufgefiihrten endogenen faktmuf den Phenolstoffwechsel
spielen zuséatzlich noch exogene Faktoren wie Naffwstsorgung, Standort, Anbau-
techniken und auch Nachernteverfahren wie LageamagVerarbeitung eine Rolle.

Bei der Nahrstoffversorgung hat beziglich des Plyehaltes besonders das Element
Stickstoff eine bedeutende Rollee(FEHT ET AL, 1989). Ein Zusammenhang zwischen
dem Phenolstoffwechsel und dem konkurrierenderk&oif-Stoffwechsel wird bereits
1977 von MARGNA angenommen. Mit einer Erhdhung der Stickstoffveggng soll es
demnach zu einer Bevorzugung des Primarstoffweshgegeniber dem energieauf-
wendigeren Sekundarstoffwechsel kommen. Dieses vardRJHMANN ET AL. (2002)
fur Apfel bestatigt. Stark wachsende Apfelbaumeseridanach einen niedrigeren Phe-
nolgehalt auf als schwacher wachsende Baume. Stéaldoren werden als Einfluss-
grofRen auf die Phenolzusammensetzung verschiedésizensorten von FOFU ET AL
(2006) und Y ET AL. (2003) beschrieben. NachPdFu haben die Standortfaktoren

Wasserversorgung und Sonneneinstrahlung einerestérieinfluss auf die Phenolsyn-
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these als die Sortenwahl. Sowohl die Schnittstellsschen dem Primér- und dem Se-
kundarstoffwechsel, das Enzym Phenylalalanin-AmmonLyase (GAPPELL ET AL,
1984) als auch die Anthocyanidinsynthase sind voaktdf Licht beeinflussbar
(DRUMM-HERREL, 1987). Der Einfluss der Wasserversorgung auf demélktoffwech-
sel wird bei EUCHT ET AL (1989) beschrieben.

Nachdem Umwelteinflisse den Phenolstoffwechselnilessen konnen, wurde der
Einfluss des ©kologischen Anbaus auf die Pflanzetersucht. Die Ergebnisse fallen
fur verschiedene Pflanzen jeweils unterschiedlich, aendenziell haben die Produkte
aus 6kologischem Anbau einen héheren Polyphendlgeha

Die Abhangigkeit der gemessenen Ergebnisse voramigewandten Methode und der
Messgrof3e wird in einer vergleichenden Studie znldgksch und konventionell ange-
bauten KohlartenBrassica oleracea rapa chinensisRak Choj Brassica oleracea a-
cephalg deutlich (YOUNG ET AL, 2005). Wahrend mit Messungen mittels HPLC-
Analytik keine signifikanten Unterschiede gefundearden, ergeben photometrische
Messung des Gesamtphenolgehaltes an den gleicbberPmit Folin-Ciocalteau Phe-
nolreagenz einen signifikant hbheren Gesamtphehalgder 6kologisch erzeugten Pak
Choi Proben. Der Gesamtphenolgehalt 6kologischugtee Maisproben liegt in einer
Studie von AaMI ET AL. (2003) hoher als der in konventionell erzeugten.dieser
Stelle wird zusatzlich auch der Einfluss einigechernteverfahren untersucht. In Mais,
Erdbeeren und BrombeereRubus ursinuswerden die phenolischen Komponenten
durch die Gefriertrocknung besser erhalten alshdi&@dmmliche Lufttrocknung. Eben-
so wird bei 8MARAS (2005) eine Abnahme von Catechin und Ferulasduwsbiman-
gigkeit von der Hitzeeinwirkung wahrend der Veraitney von Malz beschrieben.

Die Polyphenole gehoren zu den reaktivsten Inhalfes der Pflanzen. Als Reaktions-
partner kommen dabei Substrate aus dem Primargdfisel, wie Proteine und Koh-
lenhydrate und auch Vertreter der eigenen Stoffidas FrageSchon im Laufe der
Verarbeitung oder wahrend der Aufbereitung von Brotiir die Analyse von Frichten
und Gemise werden durch die Zerstorung der Zdtlstruenzymatische und nicht-
enzymatische Prozesse in Gang gesetzt, die zumgisblytischer bzw. oxidativer Na-
tur sind Wahrend die hydrolytischen Prozesse zu einer Reeisg der freien Phenole

aus den korrespondierenden Glykosiden fuhren, werdden oxidativen Prozessen aus
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den Phenolen die Chinone gebildBurch dieseSubstanzen, die wiederum reaktive
Zwischenstufen im Verarbeitungs- bzw. Analysenpsszdarstellen, werden sowohl
Farbe als auch Geschmack, Stabilitat und chemiBeeammensetzung des Endproduk-
tes bzw. der Probe entscheidend geprégtgrund solcher Eigenschaften ist es, um ei-
ne Vergleichbarkeit von analysierten Proben zu geliten, von besonderer Bedeu-
tung, die Probenaufbereitung maoglichst schonendfundlle Proben in gleicher Art

durchzufthren.

2.3.2.7 Polyphenole in Méhren

Den gro3ten Anteil an den phenolischen Komponemeévdthren machen die Phenol-
sauren aus (BIc, 1993; DONGLIN ZHANG, 2004; HABEGGER, 2005). Bei diesen Ver-
bindungen handelt es sich jedoch um Substanzembii@itar in Gemuse und Obst an-
zutreffen sind und keineswegs charakteristisciMéhren sind.

Schon von 8RKAR ET AL. (1979) wird beschrieben, dass der Polyphenolgémaitoh-
ren unter dem Einfluss von Ethylen wahrend der bagg um das 7-fache ansteigt und
die Braunungsreaktionen der Oberflache mit versignen phenolischen Inhaltsstoffen
assoziiert ist. An dieser Stelle werden in oranigérensorten die Substanzen Kaffee-
saure, Chlorogensaure und Isochlorogenséure sowrteweitere nicht identifizierte
Phenole nachgewiesen.

Sortenabhéngige Unterschiede des Chlorogensauteggeheerden von GLE (1985)
beschrieben. Dabei wird der Einfluss auf das Resesterhalten von Méhrensorten mit
unterschiedlichem Chlorogensauregehalt gegentbi@vidierenfliege Psila rosag un-
tersucht. M6hrensorten mit hohem Chlorogenséaurdigeleaden nach den Ergebnissen
dieser Untersuchung von der Mohrenfliege bevorzugt.

Sortenabhéngige Unterschiede im Gehalt der phehels Sduren Chlorogensaure,
Kaffeesaure, p-Hydroxybenzoeséaure, Ferulasaureilliadure und p-Cumarsaure so-
wie eine ungleichméaRige Verteilung dieser Stofféidhren werden auch vonLEsoN

ET AL. (1996) ermittelt. Die Gehalte nehmen von der \Blatzerflache nach innen ab.
Der Chlorogensauregehalt der Haut (Periderm undysdisches Parenchym) ist dem-
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nach ungefahr sechsmal héher als der Gehalt 1 nbenhatb der Haut und ungeféahr 60-
mal héher als der des dahinter liegenden Gewelidsgi).

Die phenolischen Inhaltsstoffe von Mohren werdetaitieerter in einer Studie von
ALASALVAR ET AL. (2001) in Bezug zu den geschmacklichen Eigensshagfesetzt. Da-
fur wurden vier verschiedenfarbige Méhrensortenydisah mit der HPLC untersucht.
Hinsichtlich der Polyphenole wird in allen Sorteie €hlorogenséaure als vorherrschen-
der phenolischer Bestandteil beschrieben, wobeigednterschiede in der Konzentra-
tion zwischen den einzelnen Sorten nachgewiesedemeDie ldentifizierung und die
Quantifizierung der einzelnen Stoffe erfolgt ben&itz eines Dioden-Array-Detektors,
durch den Vergleich der Retentionszeiten und derglgieh der UV-Spektren mit
Standardsubstanzen. Zusatzlich werden Co-Chronegibgan mit Standardsubstanzen
angewendet. In rohen Mohren aller Sorten werdemptsaahlich Hydroxyzimtsauren
und deren Derivate identifiziert. Im einzelnen halbes sich um die Substanzen 3-
caffeoyl-Chinasaure, cis-3"-caffeoyl-Chinasaure (Neochlorogenséaure), 5fecsd-
Chinasaure (Chlorogensaure), Kaffeesaurgy-Xeumaroyl-Chinasaure, 3'- feruloyl-
Chinasaure, 3",4’-dicaffeoyl-Chinasaure, 5 -ferlOkinasaure, cis-5 -caffeoyl-
Chinasaure, 5p-coumaroyl-Chinasaure, 4’ -feruloyl-Chinaséaure, “3djgaffeoyl-
Chinasaure, 3",4°- diferuloyl-Chinasaure und 3 giferuloyl-Chinaséure. Jedoch wer-
den nicht alle Substanzen in allen Mohrensorterciggemalien gefunden. Bis auf die
Chlorogensaure, 3°,4"- diferuloyl-Chinasaure un® diferuloyl-Chinasaure liegen in
den orangen Mohrensorten dieser Studie alle Sutestanur in Konzentrationen <
1mg/100g FM vor. Von den Autoren wird weiterhineieranderung des Phenolgehal-
tes im Verlauf der Lagerung beschrieben.

Sortenunterschiede im Gehalt und in der Zusammamsgtder phenolischen Bestand-
teile, namentlich der p-Hydroxybenzoeséaure, derilasaure, der Kaffeesaure, der
Chlorogensaure und der Syringasaure von Mohren emeedich in einer Arbeit von
TALCOTT ET AL. (1999) beschrieben. Zusatzlich wird an dieselestuf den Einfluss
von Stressfaktoren auf die Pflanzen in der Voremitehingewiesen, der sich in einer
verstarkten Synthese bitter schmeckender pheneliséerbindungen auswirken soll.
Als ein Vertreter der Familie der Flavonoide wironvBoHM ET AL. (1996) das Flavon

Luteolin-7-0-Glucosid in M6hren genannt.
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Mit Papierchromatographie kbnnen in den Blattern Daucus carotd.. ssp. sativa die
Flavonoide Luteolin-B-D-Glucosid, Luteolin-4B-D-Glucosid, Luteolin-B-D-
Glucuronid, Apigenin B-D-Glucosid, Apigenin B-D-Glucosid, Apigenin 7-Rutinosid
und Luteolin 7- Rutinosid dargestellt werdem(BERT ET AL, 1977).

2.3.2.8 Wirkungen auf die menschliche Gesundheit

Auch wenn die Polyphenole nicht als essentiellerNadisbestandteile gelten, gibt es
nach neueren Forschungen Erkenntnisse Uber ihievpasWirkungen auf die mensch-
liche Gesundheit. Seit einigen Jahren gibt es mwdssenschaftlichen Literatur ver-
mehrt Verdffentlichungen, die sich mit positivenypiologischen Wirkungen von Po-

lyphenolen befassen.

Tabelle 2-5: Antikarzinogene Wirkungen von Polyjutiem

Substanzen Wirkungen Quelle

Flavonoide un¢ Hemmung des Tumorwachstums U HERRMANN, (1999)
Hydroxyzimtsauren (p der Metastasenbildung

Cumarsaure)

Chlorogensaure, Catg-lemmung der Bildung mutagernéfERRMANN, (1990).
chine Nitrosierungsprodukte

Epigallocatechingallat, | Hemmung der Bildung von Hauttumd=ANDALL ET AL ., (1989)
Quercetin ren WANG ET AL.,(1989)

AGARWAL ET AL.,(1991)
WANG ET AL.,(1992)

Epigallocatechingallat, | Hemmung der Bildung von TumoreWANG, (1992)
Quercetin in Lunge, Vormagen, Dinndarm,
Speiserthre und Leber

Catechine und anderéallgemeine antikarzinogene Wirkung NEELHARDT, (1992);

Inhaltsstoffe aus grinem GALENSAET AL., (1993, B);
Tee und dessen SCHLESIER ET AL, 2001).
Extrakten

Flavonoide, Blockieren  der Bildung  staftNEWMARK (1992)
Hydroxyzimtséaure, karzinogener Nitrosamine

Chlorogenséaure,

Kaffeesaure und

Ferulaséure

Zusammengefasst bestehen die gesundheitsfordeAsjsrkte der phenolischen Ver-

bindungen in antikanzerogenen (Tabelle 2-5), aidaiiven (Tabelle 2-6) und anti-
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mikrobiellen Wirkungen (Tabelle 2-7). Seltener wardantithrombotische, immunmo-
dulierende, entziindungshemmende und blutdrucksteeekVirkungen beschrieben
(Tabelle 2-8). Daruber hinaus besitzen die Catechoch eine entzindungshemmende
Wirkung und scheinen eine Schutzwirkung auf Coltaged andere Bindegewebsprote-

ine auszutben ERRMANN, 1990).

Tabelle 2-6: Antioxidative Wirkungen der Polyphenol

Substanzen Wirkungen | Quelle

Catechin >Cyanidin > Kaffeesaure Allgemeine  antioxidativeMEYER ET AL (19984, B)
p-Cumarsédure > Ferulasaure | Wirkung
Chlorogensaure > Quercetin

>Ellagsaure

Flavonoide, Cumarin- undillgemeine  antioxidativeFoTi (1996)
Zimtsaureverbindungen Aktivitat

Catechin < Quercetin < Rutin |Antioxidative Wirkung DREL ET AL.,(1986)
Kampferol

Gallusséure, Ferulasaure, Rutin Antioxidative WALTERS ET AL, (1996);

Eigenschaften  QuenchefAKAHASHI ET AL ., (1999)
radikalischer
Reaktionsketten.

Phenolische Sauren und deren Ester Allgemeine »aaditive| CHEN ET AL. (1997);
Eigenschaften TAGASHIRA ET AL. (1998)

Tabelle 2-7: Antimikrobielle Wirkungen von Polypbkem (nach ScHONE 2001)

Substanzen Wirkung auf

Anthocyanine, Leucoanthocyaninéllgemeine Hemmung der Atmung und Vermehrung yon
Phenolische Séuren Bakterien

Salicylsaure Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
substilis, Pseudomonas ovalis, Rhizopus nigricans,
Penicillium chrysogenum, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae

Kaffeesaure, CatechipStaphylococcus aureus, Bacillus substilis, Micra@tsc

Protocatechusaure litea, Escherichia coli, Salmonella thyphi, Pseudoas

aeruginosa, Candida albicans, @ Saccharomyces
cerevisiae, Penicillium chrysogenum, Aspergillugeni

Sinapinsaure Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
enteritidis

4-Hydroxybenzoesaure, transt&taphylococcus aureus, Staphylococcus epiderniddis,

Hydroxyzimtséure cillus subtilis, Micrococcus luteus, Streptococausi-

tans, Lactobacillus planterum, Leuconostoc mesenter
des, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, PEe
monas aeruginosa, Vibrio vulnificus, Saccharomyoees

U—C
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revisiae, Candida albicans, Pseudomonas syringae
winia carovora ssp. carotovora, Xanthomonas canmpe

E
st

Vanillinsaure
4-Hydroxybenzoesaure

Cladosporium herbarum

Umbelliferon und Scopoletin

Geotrichum candidum,
Epidermophyton floccosum.

Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillugen,
rubry

Trichophyton

m,

Umbelliferon

Candida tropicalis, Aspergillus flavus

Salicylsaure

Helicobacter pylori

Tabelle 2-8: Sonstige Wirkungen auf die menschiigbsundheit

Substanzen Wirkungen QUELLE
Flavonolglykosid Positiver Einfluss auf konoraf8INZLERET AL.,(1997)
Herzerkrankungen,
Auswirkungen auf die
Leberfunktionen
Salicylsaure Therapeutische  Anwendung |BISALLAETAL .,(1994);
Analgetikum, Antipyretikum| BOSS ET AL, (1994)

Antiphlogistikum sowie &uf3erlig
als dermatologisches Antiseptiky
und Keratolytikum

h
m

Scopoletin, Aesculin

Entziindungshemmende,
harntreibende und krampflésen

TSUKAMOTOET AL.,
2985);BERGENDORFF ET|

Eigenschaften AL ., (1995)
Umbelliferon Spasmolytische Eigenschaften ERBENDORFF ET AL,
(1995)

Kaffeesaure, Umbelliferon

Analgetische
Eigenschaften

und antifgohe

CHEN, (1994)

Gallussaure, Ellagséure,
Hydroxybenzoeséaure,
Aesculin, Vanillinsaure

Protocatechualdehyde,
Kampferol, Quercetin,
Hydroxicumarin,
Umbelliferon

4

pAntimutagene Eigenschaften

EDENHARDER ET AL,
(1997)

URODA ET AL, (1986);

Aesculin

EnzymhemmendeAktivitat
Laktatdeshydrogenase,

aufiN ET AL, (2000)

Alanintransaminase und
Xanthinoxidase

Chlorogensaure Hemmung von TrypsiDAO ET AL., (1994)
Chymotrypsin und
Carboxypeptidase

Chlorogenséaure

Hemmwirkung auf die Entsteh
von Sauerstoffperoxid

UPRYAET AL ., (1993)
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2.3.3 Analytik sekundéarer Pflanzeninhaltsstoffe - Stand @r Methoden

Es gibt bisher keine etablierten und validiertenLBMethoden zur Klassifizierung
Okologisch erzeugter Lebensmittel anhand des Pelyplh bzw. Carotinoidspektrums.
Zur Analytik der Polyphenole wird in der Regel ihréhigkeit zur Lichtabsorption
genutzt. Das Absorptionsmaximum der Phenole hamdpeidvon ihrer Struktur ab
(MABRY ET AL., 1970). Die GrofRe und die Komplexitat des Molekitgseheiden
daruber, ob ein Phenol farbig erscheint oder lechgUV-Licht absorbiert. Diese UV-
Absorption (zwischen 220 und 300 nm) ist allen Ptem gemeinsam. Fir den
Nachweis von Polyphenolen in Pflanzenproben werghotometrische Methoden
sowie Papier- oder Dunnschichtchromatographie siigeé Gelegentlich wurde auch
die Gaschromatographie fir die Trennung von Phenedgwendet. Dies setzt jedoch
eine Derivatisierung von nicht flichtigen Polyphkmovoraus. Ein direkter Nachweis
von Polyphenolen, das heil3t ohne vorherige Desiating, kann mittels der reversed-
phase-HPLC gefuhrt werden. Zur Detektion werdenstaas Spektralphotometer
verwendet, deren Wellenldnge frei wahlbar ist. Dudie Wahl einer bestimmten
Wellenlange kénnen einzelne Klassen von Polyphenskektiv detektiert werden.
Dioden-Array-Detektoren (DAD) sind in der Lage, igheeitig die Lichtabsorption
mehrerer Wellenlangen zu messen. Mit einem DARsssomit mdglich, wahrend einer
Analyse die Absorptionsspektren aller Peaks zu emessmid damit Hinweise auf die
Identitat einzelner Substanzen zu erhalten. HPL@hbBEN sind in der Literatur
(RECHNER, 2001; TCHONE, 2002; TReUTTER 1988) fur die Analytik des
Polyphenolspektrums in unbekannten Proben besdmigideben der Bestimmung der
Polyphenole mit der HPLC und der Trennung eineb®rio die einzelnen Bestandteile
kann der Gesamtphenolgehalt als Summenparametenbesverden. Das Prinzip der
Methode beruht auf der Reduktionskraft phenolistéferbindungen. Leicht oxidierbare
Verbindungen wie die Polyphenole kénnen im alkakst Milieu aus Wolframat- und
Molybdat-lonen und Phosphorsdure gebildete Komplexeblauen Farbpigmenten
reduzieren. Die Konzentration der gebildeten Fagbumrd photometrisch bestimmt
(SINGLETON ET AL., 1965).
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Die einfachste Methode der Messung von Carotinoiddrosungen ist die photometri-
sche Bestimmung. Bei Carotinoid-Losungen, die Jeestene nicht identifizierte Caro-
tinoide in unbekannter Konzentration enthalten,nkdre photometrische Bestimmung
mangels adaquater Absorptionskoeffizienten jedacht genau erfolgen. Konventions-
gemal kann die photometrische Bestimmung am Alsogrhaximum unter Verwen-
dung der Absorptionskoeffizienten v@rCarotin erfolgen und die Gesamtkonzentration
bzw. der Gesamtgehalt gisCarotin-Aquivalente angegeben werden. Eine soptie
tometrische Bestimmung stellt jedoch nur einen Soigrt der Gesamtkonzentration an
Carotinoiden einer Losung dar. Eine spezifischaeniiungsmethode flir Carotinoide
besteht in der Dunnschichtchromatographiee($&EGGER ET AL, 1992). Zu weiteren
Fortschritten in der Analytik von Carotinoiden hdte Entwicklung von HPLC-
Methoden beigetragen. Dabei wird zwischen isoktha Trennungen und Trennungen
im Gradientenbetrieb sowohl in der reversed-phdseach der normal-phase HPLC
unterschieden (BLLS ET AL., 1983; KHACHIK ET AL., 1986; QRAFT ET AL., 1992). Auf-
grund der Tatsache, dass Carotinoide leicht oxigierden, erweist es sich als nttzlich,
der mobilen Phase Antioxidantien wie Butyl-Hydrokgluol (BHT) zuzusetzen und
die Saulentemperatur konstant niedrig zu haltero{$ ET AL, 1993; HART ET AL.,
1995). Die Kopplung an einen DAD gewabhrleistet efodlaufende Sammlung von
spektrophotometrischen Daten wéahrend der gesambatyge (s ET AL., 1988) und
kann so zur Identifizierung einzelner Komponenteitragen. Jedoch ist die Komplexi-
tat von Pflanzen- und Lebensmittelextrakten, ineshe@arotinoide gefunden wurden,
ziemlich hoch. Deshalb wurden Methoden zur HPLCH#A&fpplung mit ,athmospheric
pressure ionisation Interface* (APCI) oder ,elespray ionisation“ Schnittstellen (ESI)
(VAN BREEMEN, 1995;VAN BREEMEN ET AL 1996;RENTEL ET AL., 1998) zur genaueren
Identifizierung einzelner Carotinoide und derenmsoen entwickelt. Dartber hinaus
wird die MS als Mdglichkeit beschrieben, Fragmemgio von struktureller Relevanz zu
erhalten, die als ein zusatzlicher ,Fingerabdruitk”das Identifizieren von Carotinoi-
den in hoch komplexen Mischungemal BREEMEN ET AL, 1996) verwendet werden
konnen. Diese Methoden sind im Vergleich mit reik#PLC-Methoden mit einem er-

heblich héheren apparativen Aufwand im Labor vedam
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Fur die Analytik von Proben nicht bekannter Zusamse¢zung und zur Ermittlung des
Carotinoidmusters sind fur Mohren A ET AL., 1992; HART ET AL., 1995; RUSCHER
ET AL., 1998; HICK ET AL., 2000; SCHMITT ET AL., 2002) und Weizen (ENTSCHEL ET
AL., 2002) verschiedene HPLC-Methoden beschrieben. Duftréanung und
Quantifizierung von Carotinoiden mit Hilfe der HPLErfolgt bei Verwendung

geeigneter Trennsysteme und Detektoren praziseviuddm Kapitel 4 beschrieben.
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Die Fragestellung der vorliegenden Untersuchungstelt darin zu prifen, ob es még-
lich ist, MGhren Daucus carotal.), Mais Zea maysund Weizen Triticum aestivum
L.) aus jeweils unterschiedlichen Anbausystemen aufBasis der Profile bestimmter
sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe zu differenziexad messbare Unterschiede im Ge-
halt der sekundéaren Pflanzeninhaltsstoffe mit eit@stimmten Anbausystem in Ver-
bindung zu setzen. Als Untersuchungsparameter wligigeStoffklassen der Polypheno-
le und der Carotinoide.

Die Messungen des Polyphenol- und des Carotinoadggshsowie die Messung der
Summenparameter wurden innerhalb der Projekte giéaling ganzheitlicher Verfah-
ren“ (Bundesprogramm Okolandbau des BMVEL 020E15@)ie ,Differenzierung
und Klassifizierung von Oko-Produkten mittels vaditer, analytischer und ganzheitli-
cher Methoden* (Bundesprogramm Okolandbau, ProR2@E170/F) durchgefiihrt.
Weizen, Mais und Moéhren standen aus diesen ProjekeProbenmaterial zur Verfi-
gung.

Als Grundvoraussetzung fur einen validen Probergmig wurden die Messungen als
Blindmessungen an codierten Proben vorgenommese. Batodierung des Probenma-
terials fand erst nach Abschluss der Messungemhatieder genannten Projekte satt.

Listen der verwendeten Gerate, Materialien und Gkaliren finden sich im Anhang.
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3.1  Weizenproben

3.1.1 Probenmaterial

Die Untersuchungen der Carotinoide mit MessungettelmiHPLC-Analytik und als
Summenparameter wurden, wie auch die UntersuchutgieMohrenproben, innerhalb
der oben genannten Projekte durchgefuhrt. Weizésporatanden aus diesen Projekten
zum einen aus einem Anbauversuch (DOK-Versuch)zumd anderen als Erzeugerpro-
ben zur Verfugung. Fur die Bestimmung des Caradigenaltes und fir photometrische
Messungen der Gelbpigmente standen aus diesemdWidPsaben fur das Jahr 2004 zur

Verfiigung.

3.1.1.1 Probenmaterial aus dem DOK-Versuch

Die Weizenproben stammen aus dem seit 1977 laufeD@K-Versuch in Therwil in
der Schweiz (http://www.FIBL.ch/english/researcimiaal-crops/dok/index.php).

Fur die vorliegenden Untersuchungen lagen die falga funf Anbauvarianten in
jeweils vierfacher Feldwiederholung vor. Diese Rrobwerden im weiteren Verlauf
DOK-Weizenproben genannt.

Tabelle 3-1: Charakterisierung der DOK-Weizenproljignsatzbezeichnungen gemagoer, 2002)

ode | Anbauvariante

C
A Ungediingt (N)

B Mineralisch gediingt (NPK in Menge der Mistdiinglwogiventionell) (M)
C Biologisch-dynamisch, 1,4 DGVE/ha (D 2)

D Organisch-biologisch mit 1,4 DGVE/ha (O 2)

E Konventionell Integrierte Produktion, Mistdiinguiig2)
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Die Verfahrensunterschiede liegen dabei in der Diggund im Pflanzenschutz, nicht

in der Fruchtfolge und der Bodenbearbeitung. EiasdBreibung des Versuches und ei-

ne Charakterisierung der Anbausysteme finden scMBDER (2002).

3.1.1.2 Erzeugerproben

Bei den Erzeugerproben handelt es sich um Weizenfid den Verkauf produziert

worden war. Von der FAL (Trenthorst) wurden Weizeqen (Korner) konventionell

wirtschaftender und oOkologisch wirtschaftender Hgaezbetrieben zusammengestellt,

so dass es Paare gleicher Sorte aus unterschedliéinbau gab. Die Erzeugerbetriebe

innerhalb eines Paares sollten sich mdglichst oggdischer Nahe zueinander befin-

den. Fur jede Probe standen ca. 800 g zur Verfudbiege Proben werden im weiteren

Verlauf Weizen-Erzeugerproben bezeichnet.

Tabelle 3-2: Weizen-Erzeugerproben des Jahres 2004

Sorte Variante Herkunft Bodenart Vorfrucht Anbau-
(Okobetrieb) | (Okobetrieb) | verband
Al |'Capo’ Oko, Wilmersdorf, Sandiger LehmKleegras Bioland
Brandenburg
A 2 |'Capo’ Konventionell Wilmersdorf,
Brandenburg
B 1 |‘Capo’ Konventionelll Poppenhausen,
Bayern
B 2 |‘Capo’ Oko Ramsthat, Lehm / L6ss Kleegras Natur-
Bayern land
C 1| ‘Capo’ Konventionelll Orsingen-Nenzingen
Baden-Wirttemberg
C 2| ‘Capo’ Oko Dettighofen, Sandiger LehmRotklee Bioland
Baden-Wirttemberg
D 1 |‘Bussard’| Oko Reul3enkbge Sandiger LehKieegras Demeter
D 2 | ‘Bussard’| Konventionell| ATR Landhandel
E 1| ‘Asketis’ | Oko Allgermissen, Lehm Futtererbse | Bioland
Niedersachsen
E 2 | ‘Asketis’ | Konventionel| Bierbergen,
Niedersachsen
F 1 | ‘Asketis’ | Konventionel| Grande,
Schleswig—Holstein
F 2 | ‘Asketis’ | Oko Trenthorst,

Schleswig—Holstein
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3.1.2 Carotinoide in Weizen

Die Carotinoide wurden in den Weizenproben aus dahr 2004 mit Messungen mit-

tels HPLC-Analytik analysiert. Untersucht wurdee dlVeizen-Erzeugerproben und die
DOK-Weizenproben. Dabei wurden die Proben des DO&2é&hs auf zwei verschie-

dene Arten extrahiert und vermessen. Diese Prolbekgtung, die Extraktion und die

Messung mittels HPLC-Analytik wurden einerseits 8aptember/Oktober 2004 und
andererseits im April/Mai 2005 durchgefuhrt.

Zusatzlich wurde in allen Proben der Gehalt deb@gimente, deren chemische Natur
bislang den Carotinoiden und deren Derivaten zugedzen wird, photometrisch nach

einer ICC (152) Methode bestimmit.

3.1.2.1 HPLC Messungen des Carotinoidgehaltes und des Cainbidmusters in
Weizen (2004)

Die HPLC-Analytik wurde in Anlehnung an die Formrdogefuhrt, die von ENT-

SCHEL ET AL (2002) beschrieben wird.

Probenvorbereitung

Direkt nach der Lieferung wurden alle Proben visaelf Verunreinigungen in Form
von Spelzen, Mutterkornbesatz und Fremdkdrpernrsint@t und gereinigt.

Bis zum Mahlen wurden die Proben in den Liefervekpagen belassen und vor Licht
geschutzt bei 8C gelagert. Direkt vor der Extraktion wurde der l@g einer
Restfeuchte von durchschnittlich 11 % getrocknet2éh mit einer Zentrifugalmihle
(Retsch) mit einer Siebgrof3e von 0,5 mm gemahlemaNdeitet wurde dabei jeweils
die gesamte Probenmenge.

Extraktion

2 g Weizenmehl und 0,2 g Magnesiumhydroxidcarbditerck) wurden in ein 50 ml
Zentrifugenrdhrchen (Sarstedt) eingewogen. Danaatien die freien Carotinoide mit
10 ml eines Gemisches aus THF (p.a., Merck) und WMg®a., Merck) (1:1y/v+ 1 ml
B-apo-8 Carotenal-Losung (Fluka, Konzentration =0@,eng/ml) als interner Standard
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im gekuhlten Ultraschallbad (Sonorex Bandelin, IKBEmperatuguiraschaiibagy< 10 °C)
fur 15 Minuten extrahiert und anschliel3end fir liddten zentrifugiert (Hettich Biofu-
ge R, 4°C, 4000 rpm). Der Uberstand wurde in ein weiterest#@fugenréhrchen de-
kantiert und der Ruckstand noch zweimal mit jewgldsml MeOH/THF extrahiert. Der
Uberstand wurde in einem 50 ml Rotationsverdampfbgn (Heidolph) zusammenge-
fasst und im Rotationsverdampfer (Heidolph) bis Ztockene eingeengt (Temperatur
Wasserbad= 40°C, Vakuum = 337 mbar). Der Riickstand wurde im Stthallbad in 0,8
ml Mischung aus THF und MeOH (1:1 v/v) aufgenommed mit einer Einmalspritze
(Braun) durch einen Spritzenfilter (Merck) in eimi Eppendorf Probengefal? filtriert.
Von der filtrierten Lésung wurden 150 pl mit einéppendorf-Pipette in ein 1,5 ml
HPLC Vial (VWR) mit 150 pl Mikroeinsatz (VWR) pipigrt und mit einem Schraub-
deckel verschlossen.

Extrakte dieser Art wurden von allen Weizen-Erzepggben in 5-facher
Probenwiederholung und von den Weizen DOK-Proben jemeils 6-facher
Probenwiederholung aufbereitet und direkt anschhelRan die Extraktion mit der

HPLC vermessen.

Messungen mittels HPLC-Analytik

Die Trennung erfolgte isokratisch bei einer Flusskeon 1,0 ml/min und einer Saulen-
temperatur von 26C * 2 °C mittels einer Vydac 201TP54 S&ule. Als mobile $eha
dienten Methanol (gr. gr., Merck)/Acetonitril (ggr., Merck)/ 2-Propanol (gr. gr.,
Merck) (54/44/2, viviv). Das Injektionsvolumen hegr25 ul. Alle Injektionen wurden
vom Autosampler durchgefiihrt. Die Laufzeit fir eHBLC-Untersuchung einer Probe

betrug 14 Minuten.

HPLC-Bedingungen

HPLC-System: Waters Alliance, Saulenofen mit Thestab

Detektor: DAD (Waters 2489) Auswertungen bei 450 nm
Saulenmaterial: Vydac 201TP54 Saule (MZ Analysentechnik, Mainz)
Software: Empower
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Identifizierung

Die Identifizierung einzelner Carotinoide in Weizenrde durch den Vergleich der Re-
tentionszeiten und der UV-Spektren von Standardigen und Weizenrealproben
vorgenommen. Dafur wurden Losungen der StandarteuteEn Luteino-Carotin, -
Carotin und Zeaxanthin mit einer Konzentration y@neils 0,05 mg/ml angesetzt und
der Behandlung der beschriebenen Carotinoidextmakltir Weizenproben unterzogen.
Diese Lésungen wurden unter den gleichen Bedingumge die Weizenproben mit der
HPLC untersucht, wobei wahrend der gesamten Danes ¢HPLC-Laufes mit einem
DAD die UV-Spektren in einem Bereich zwischen 2476-nm aufgezeichnet wurden.
Zur Auswertung wurden die Absorptionsmaxima und Hegtentionszeiten der Stan-
dardlésungen mit denen der einzelnen Peaks dep®bah verglichen.

Darliber hinaus wurden Co-Chromatographien mit Wwixrakten und Lutein-
Standardsubstanz durchgefuihrt. Die Weizenextrakieden nach der beschriebenen
Prozedur hergestellt, wobei der Probe vor dem rrsExtraktionsschritt im
Ultraschallbad 1 ml einer LOésung der Standardsubzsta Lutein mit einer
Konzentration von 0,02 mg/ml zugegeben wurde. DRssben wurden unter den fur
die Realproben beschriebenen Bedingungen fur dled#hgesetzt.

3.1.2.2 HPLC-Analytik des Carotinoidgehaltes und des Carothoidmusters in
DOK-Weizen (2005)

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung entsprach der VorbereiturtggrDOK-Weizenproben im Jahr
2004 (Kap. 3.1.2.1).

Extraktion

2 g Weizenmehl wurden zusammen mit 0,2 g Magnesydnalxidcarbonat (Merck) in

ein Zentrifugenréhrchen (Sarstedt) eingewogen umd1l® ml eines Gemisches aus
THF (p.a., Merck) und MeOH (p.a., Merck) (11ly) sowie 1 ml des internen Standards
B-apo-8 Carotenal (Fluka, 18 pug/ml) versetzt. Deaein Carotinoide wurden durch eine
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15-mindtige Behandlung im gekuhlten Ultraschallf@dnorex Bandelin, IKA, Soll-
Temperaturuiraschaibagys 10 °C) extrahiert. Die entstandene Suspension wurde @i
Minuten zentrifugiert (Hettich, Biofuge R, %, 4000 rpm) und der Uberstand in ein
weiteres Zentrifugenrbhrchen dekantiert. Der Riskdtwurde noch zweimal mit je-
weils 10 ml THF/MeOH (1:1y/\) unter den beschriebenen Bedingungen extrahiert. D
Uberstand wurde jeweils dekantiert, in einem Z&myanrohrchen vereinigt und mit 10
ml Petrolether (Merck) + 0,1 % BHT (Merck) und 10 h0%iger NaCl Losung (p.a.,
Merck) vorsichtig ausgeschittelt. Nachdem sich Rlimsentrennung eingestellt hatte,
wurde die Petrolether Phase abgezogen und in és®eml Rotationsverdampferkolben
(Heidolph) gesammelt. Die untere (MeOH/Wasser) Phvasrde noch zweimal mit je-
weils 10 ml Petrolether ausgeschiittelt. Die zusang®kssten Petroletherphasen wur-
den schlie3lich im Rotationsverdampfer (Heidolpts) Zur Trockene eingedampft. Im
Ultraschallbad wurde der Ruckstand in 400 pl THRIMe(1:1, v/iv) und 400 ul der
mobilen Phase aufgenommen und durch einen 0,45 TRk FSpritzenfilter (Merck)
filtriert. Jede Probe wurde direkt im Anschlussdaa Aufbereitung mit der HPLC ver-

messen.

Messung

Die Trennung erfolgte isokratisch bei einer Flusskeon 0,5 ml/min und einer Saulen-
temperatur von 26C * 2 °C mittels einer Vydac 201TP54 Sé&ule. Als mobile $eha
dienten Methanol (gr. gr., Merck) / Acetonitril (gyr., Merck) / 2-Propanol (gr. gr.,
Merck) (54/44/2 vIivlv). Das Injektionsvolumen betrug 15 pl. Alle Injekien wurden
vom Autosampler durchgefuhrt. Die Laufzeit fur dlatersuchung einer Probe betrug
32 Minuten. Durch den kontinuierlichen Einsatz Besdenarraydetektors konnten tber
die gesamte Laufzeit UV-Spektren aufgenommen werD&n Aufnahme als Chroma-
togramm und die Bestimmung der Peakflachen erfdigiesiner Wellenlange von 450
nm.

Jede Probe wurde in 6-facher Wiederholung aufletraitd vermessen. Nach jeder un-
tersuchten Probe wurde die Saule fir 10 Minutenlibgert, nach 5 untersuchten Pro-

ben wurde eine Leerprobe untersucht.
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HPLC-Bedingungen

HPLC System : Waters Alliance

Detektor: DAD (Waters 2489) Auswertungen bei 450 nm
Saulenmaterial: Vydac 201TP54 Saule (MZ Analysentechnik, Mainz)
Software: Empower

3.1.3 Photometrische Messung der Summe der Gelbpigmente Weizen

Das Prinzip der Bestimmung der Gelbpigmente in déemen Weizenproben als
Summenparameter beruht auf einer Modifikation d&C IMethode 152 (ICC, 1991).
Die Methode ist neben der Untersuchung der Gelbpigenin Weizengriel3 auch fur die
Untersuchung der Gelbpigmente in Vollkornmehl undllkbrnmehlprodukten an-
wendbar (ICC 152, 1991). Die Methodik wurde in Amleng an eine von BNTSCHEL
ET AL. (2002) beschriebene, modifizierte Form durchgefuhrt

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Gelbpigmeates den gemahlenen Proben
extrahiert, die Konzentration der Gelbfarbung wumgotometrisch bestimmt und
anhand einer Kalibriergeraden mit Lutein-Standaadihiyen als Lutein berechnet. Wie
bei HENTSCHEL ET AL (2002) beschrieben, wurden die Proben im GegermatICC
Methode 152 nicht mit n-Butanol sondern mit MeOHH ektrahiert.

Bei unveranderten UV-Spektren und unveranderten lyfdanzentrationen konnte
durch die héhere Flichtigkeit des eingesetztenakktnsmittels bei der Anzahl der

untersuchten Proben ein Zeitgewinn realisiert werde

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung fur die Bestimmung der Suna®e Gelbpigmente entsprach
der Probenvorbereitung fur die HPLC-Analytik derr@aoide in Weizen (Kap.
3.1.2.1).
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Extraktion

Die Extraktion der Proben entsprach der Probenveitomg fur die ersten Messungen
mittels HPLC-Analytik der Carotinoide im Herbst 200nd ist im Kapitel 3.1.2.1 be-
schrieben. Im Gegensatz zu diesen Proben wurdeewélter Extraktion kein interner
Standard zugesetzt. Der Ruckstand wurde nach dekiung im letzten Schritt der Ex-

traktion in 1 ml einer Lésung aus THF/MeOH (1viy) aufgenommen.

Messung

Die Extrakte wurden mit der Mischung aus THF (pMerck) / MeOH(p.a., Merck)

(1:1,v:v) im Verhéaltnis 1:9 verdinnt und in einer Kunsttitdtette (Brand) bei 447 nm
gegen eine Mischung aus THF/MeOH (1vly) im Photometer (Thermo Spectronic)
gemessen. Aus der Extinktion wurde der Gehalt desa@tcarotinoide als Lutein be-

rechnet.

3.2  Maisproben

3.2.1 Probenmaterial

Die Maisproben stammen aus dem seit 1977 laufef@K-Versuch des FiBL in
Therwil, Schweiz (http://www.FIBL.ch/english/resehafannual-crops/dok/index.php).
Aus diesem Versuch standen Proben der folgenddrAfilmauvarianten der Sorte ‘Ma-

gister’ zur Verfigung:
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Tabelle 3-3: Beschreibung der Maisproben fir digddsuchungen mit der HPLC und die photometri-
schen Messungen der Carotinoide(ZusatzbezeichnuramMADER, 2002)

Code | Anbauvariante Probenumfang (g)
H Ungedingt (N) 2400
I Konventionell-mineralische Dingung seit 2. FFR® Norm-| 2400
dingung (M2)

K Biologisch-dymanische Dungung, 1,4 DGVE/ha (D2) 40Q
L Organisch-biologische Dungung, 1,4 DGVE/ha (02) 40@
P Konventionelle Dingung, 1,0 Normdiingung (K2) 2400

Eine genaue Beschreibung der Anbauvarianten fisidetbei MADER (2002).

3.2.2 HPLC-Analytik des Carotinoidgehaltes und des Carothoidmusters in
Mais

Probenvorbereitung

Nach der Lieferung wurden alle Maisproben bis zuernvahlen in den Lieferver-

packungen belassen und vor Licht und Feuchtiglesitigitzt bei 8C gelagert. Vor der

weiteren Verarbeitung wurden alle Proben visuell ®arunreinigungen untersucht.
Nachdem Fremdkdrper, beschadigte oder verfarbtedféaussortiert worden waren,
wurde der Mais in einer Zentrifugalmuhle (Retsch) einer SiebgréRe von 0,5 mm
gemahlen. Die Extraktion der Carotinoide erfolgtekt im Anschluss an das Vermah-
len der Proben, nicht benétigtes Material wurdbcitundurchlassige Weithalsflaschen

mit Schraubdeckelverschluss gefillt und bei 2d&elagert.

Extraktion

Fur diese Untersuchungen wurden 4 g gemahlener Mas0,2 g Magnesiumhydro-
xidcarbonat(p.a., Merck)in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen (Sarstedt) einggen und
nach Zugabe von 10 ml eines Gemisches aus THF, (dexck) und MeOH (p.a.,
Merck) (1:1,v/v) sowie 1 miB-apo-8 Carotenal Standardlésung (Fluka, 16ug/rsl)rel
terner Standard fur 15 Minuten im gekuhlten Ulthadibad (Bandelin Sonorex, IKA,

Soll-Temperatufuiraschaibagy< 10 °C) extrahiert. Die entstandene Suspension wurde bei
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4 °C fur 10 Minuten mit 4000 rpm zentrifugiert (HettiBBiofuge R), der Uberstand de-
kantiert und in einem weiteren Zentrifugenrohrclgesammelt. Dieser Vorgang wurde
noch zweimal wiederholt und der Uberstand mit demvibrhergegangen Extraktion in
einem 50 ml Zentrifugenrdéhrchen vereinigt. Die Zogjales internen Standards erfolgte
nur vor der ersten Extraktion. Der Gesamtuberstamdie mit 10 ml Petrolether (50-70
°C, Merck) + 0,1 % BHT (Merck) und 10 ml einer 10¢gn NaCl Losung (p.a., Merck)
1 Minute ausgeschuttelt. Die Petrolether-Phase evatthezogen und in einem Rotati-
onsverdampferkolben (Heidolph) gesammelt. Die en{@HF/MeOH/Wasser) Phase
wurde noch zweimal mit jeweils 10 ml Petrolethesgaschittelt. Die jeweiligen Pet-
rolether-Phasen wurden abgezogen und in einem iBmtaerdampferkolben zusam-
mengefihrt. Nachdem die Proben im Rotationsverdanipfeidolph) bis zur Trockene
eingedampft worden waren, wurde der Rickstand itratithallbad in 3 ml einer Mi-
schung aus THF und MeOH (1\y) und 3 ml der mobilen Phase aufgenommen. Diese
Lésung wurde mit einer Einmalspritze (Braun) ungeeilnjektionsnadel (Becton) auf-
genommen und durch einen Spritzenfilter (Merckein Schnappdeckelgefald (VWR)
filtriert. 1,5 ml der filtrierten Probe wurden imedunkles HPLC Vial (VWR) Uberfihrt
und direkt anschlie3end an die Aufbereitung mitllBLC vermessen.

Wahrend des gesamten Vorganges der Extraktion wudde Proben soweit mdglich

gekuhlt und vor Lichteinwirkung geschutzt.

Messung

Die Trennung erfolgte isokratisch bei einer Flussnron 0,75/min und einer Saulen-
temperatur von 26C * 2 °C mittels einer Vydac 201TP54 S&ule. Als mobile $eha
dienten MeOH (gr. gr., Merck)/Acetonitril (gr. gMerck)/2-Propanol (gr. gr., Merck)
(85/13/2,vIviN). Das Injektionsvolumen betrug 15 pl. Die Lauf4éitdie Untersuchung
einer Probe betrug 25 Minuten. Durch den kontirigieen Einsatz des Diodenarrayde-
tektors konnten tber die gesamte Laufzeit UV-Sgekin einem Bereich zwischen 210
— 480 nm aufgenommen werden. Die Aufnahme als Catognamm und die Bestim-

mung der Peakflachen erfolgte bei einer Wellenlaraye450 nm.
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HPLC Bedingungen

HPLC System : Waters Alliance, Saulenofen mit Thestat

Detektor: DAD (Waters 2489) Auswertungen bei 450 nm
Saulenmaterial: Vydac 201TP54 Saule (MZ Analysentechnik, Mainz)
Software: Empower

Jede Probe wurde in 6-facher Wiederholung aufledreibd vermessen. Nach jeder
untersuchten Probe wurde die Saule fir 10 Minutgnlieriert, nach 5 untersuchten

Proben wurden eine Leerprobe und eine reine Stdlidaing untersucht.

Identifizierung

Die ldentifizierung einzelner Carotinoide in den isfaoben wurde durch den Ver-
gleich der Retentionszeiten und der UV-Spektren Standardldsungen und Realpro-
ben vorgenommen. Dafir wurden Losungen der Stasdbstiinzen Lutein, Zeaxanthin
und B-Cryptoxanthin mit einer Konzentration von jewdil®5 mg/ml angesetzt und der
Behandlung der beschriebenen Carotinoid-Extraktiaierzogen. Diese Lésungen wur-
den unter den gleichen Bedingungen wie die Maisgmahit der HPLC untersucht, wo-
bei wahrend des gesamten HPLC-Laufes mit einem RIDUV-Spektren in einem
Bereich zwischen 210 —470 nm aufgezeichnet wurdenAuswertung wurden die Ab-
sorptionsmaxima und die Retentionszeiten der Stdfiglingen mit denen der einzel-
nen Peaks der Realproben verglichen.

Zur weiteren ldentifizierung wurden Co-Chromatodmap mit Maisextrakten und
Standardsubstanzen durchgefiihrt. Die Maisextrakieden nach der beschriebenen
Prozedur hergestellt, wobei der Probe vor dem eiSigraktionsschritt im Ultraschall-
bad jeweils 1 ml einer Losung der Standardsubstarnzdein, Zeaxanthin ung-
Cryptoxanthin zugegeben wurden. Die Konzentrati@n dosungen betrug fup-
Cryptoxanthin 0,03 mg/ml, fir Lutein und Zeaxantfeweils 0,075 mg/ml. Pro Probe
wurde jeweils nur eine Standardsubstanz zugedgizse Proben wurden unter den fir
die Realproben beschriebenen Bedingungen fiir dledHhgesetzt.

Ein struktureller Nachweis der Einzelkomponentegispielsweise mittels HPLC-MS

Kopplung, konnte im Rahmen der vorliegenden Messamgcht erfolgen.
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3.3  MoOhrenproben

3.3.1 Probenmaterial

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an ausgésvabkologisch und konventio-

nell erzeugten M6hrenproben aus definierten Anbauatien und an Erzeugerproben
ausgesuchter o6kologisch bzw. konventionell wirtfiemaler Anbaubetriebe durchge-
fuhrt.

3.3.1.1 Probenmaterial aus Anbauversuchen

Die in den Messungen als Proben verwendeten Mésteanmen aus 2 verschiedenen
Anbauversuchen.

Zum einen handelt es sich um Mohren aus einem Amvauch am Forschungsinstitut
fur Biologischen Landbau (FiBL) in Frick (Schweim), welchem alte und neue Sorten
miteinander verglichen werden (www.FIBL.org). Fiie dUntersuchungen standen
Mohren der Sorten ‘Samson’ (OP), ‘Nipomo’;[FBoléro’ (F) und ‘Tiptop’ (OP) zur
Verfigung. Méhren aus diesem Versuch, die im weiteverlauf als ,FiBL-M&hren*®
bezeichnet werden, standen in den Jahren 2002 @08 fir die Messungen mittels
HPLC-Analytik des Polyphenolgehaltes und des Payplmusters zur Verfligung.

Zum anderen handelt es sich um Mo6hren aus einenaujrbjekt auf dem seit 1999
Okologisch bewirtschafteten Versuchsbetrieb dervehsitat Kassel/Witzenhausen am
Standort Frankenhausen. Die Mohren fiir die vorhelge Untersuchungen stammen
aus einem Anbauversuch zur N-Dingung. In den J&068 und 2003 wurden Mdhren
der Sorte ‘Rodelika’ und im Jahr 2004 Mohren dert&o ‘Rodelika’ und ‘Rothild’
verwendet. Der Versuch ist inLEck ET AL. (2005) beschrieberrir die vorliegenden
Messungen standen die Moéhren der Anbauvarianteme,dbiologisch dynamische

Spritzpraparate + 150 kgN/ha“ (N+) sowie ,ohne bgich-dynamische Spritzpaparate
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ohne N-Dungung” (N-) zur Verfigung. Die Dingungsaate wurde mit 150 kg N/ha
in Form von Hornspéanen gediingt.

Proben aus diesem Versuch, die im weiteren Verdsif UniK-Mohren bezeichnet
werden, standen fur die Untersuchungen der Polygblen den Jahren 2002, 2003 und
2004 zur Verfugung. Fir die Untersuchungen der @wigle standen solche Proben im

Jahr 2004 zur Verfligung.

FiBL-Mohren

Tabelle 3-4: FiBL-Mo6hren des Jahres 2002

Code Sorte Lieferumfang
E ‘Boléro’ (Fy) 16 Stuck

F ‘Nipomo’ (Fy) 17 Stuck

G ‘Samson’ (OP) 16 Stick

Die Lieferung dieser Mohren erfolgt am 11.11.2002.

Eine zweite Lieferung Mohren erfolgte in OktobeO32(Ernte 2003). Geliefert wurden
4 Bulkproben mit den Bezeichnungen A, B, C und Bn\eder Probe wurde eine nach
GroRRen- und Gewichtsverteilung reprasentative Prolmammengestellt und weiter

verarbeitet.

Tabelle 3-5: FiBL-Mo6hren des Jahres 2003

Code Sorte Lieferumfang (kg)
A ‘Tiptop’(OP) 7,2

B ‘Boléro’(Fy) 7,2

C ‘Nipomo’(F,) 7,2

D ‘Samson’(OP) 7,2
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UniK-Mohren

Eine kurze Charakterisierung dieser Proben erfolgen Tabellen 3-6 und 3-7.

Tabelle 3-6: UniK-M6éhren2002 und 2003

Code Sorte, Anbauvariante Probenumfang Lieferdatum

M 33 ‘Rodelika’ ohne N-Dingung 20 Stuck 28.10.2002
M 66 ‘Rodelika’ plus Hornspéne 20 Stuck 28.10.2002
M 77 ‘Rodelika’ plus Hornspéne 50 Stiick 24.02.2003
M 88 ‘Rodelika’ ohne N- Dlngung 50 Stick 24.0D20
Tabelle 3-7: UniK-Mdhren 2004

Code Sorte, Anbauvariante Probenumfang Lieferdatum
G1 ‘Rodelika’, ohne N-Diingung (N1)50 Stlck 05.10.2004
G2 ‘Rodelika’ plus Hornspane (N+)| 50 Stiick 05.002
H1 ‘Rothild’, ohne N-Diingung (N-) | 50 Stick 05.1002
H?2 ‘Rothild’, plus Hornspane (N+) 50 Stiick 05.1m02

3.3.1.2 Erzeugerproben

Erzeugerproben

Bei den Erzeugerproben handelt es sich um Mohrenfid den Verkauf produziert

worden waren.

wirtschaftender bzw.

Von der

Okologisch

FAL (Trenthorst) wurden
wirtschaftender

dtigerbetrieben

Mdahrekonventionell

in

Nordwestdeutschland zusammengestellt, die sich @glichst grof3er geografischer

Néhe (< 2 km) zueinander befinden. Verwendung fandédhren der Sorten

‘Narbonne’ und ‘Nerac’. Die Proben wurden so zusamgestellt, dass es Paare

gleicher Sorte aus unterschiedlichem Anbau gab.

Diese Proben werden im weiteren Verlauf als MoHEereugerproben bezeichnet, eine

kurze Charakterisierung der Proben erfolgt in davelle 3-8.
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Tabelle 3-8: Beschreibung der Méhren-Erzeugerproben

Code| Sorte Variante |Herkunft Bodenart Vorfrucht Probe
(Okobetrieb) | (Okobetrieb) | (kg)
O1 | ‘Narbonne’ | Oko Friedrichsgaben- Kartoffel 4,89
koog
O 2 | ‘Narbonne’ | KonventioFriedrichskoog 4,54
nell
P1 | ‘Nerac Konventig Kronprinzenkoog 5,24
nell
P2 | ‘Nerac’ Oko Westerdeichskoog Sandiger Lehm Rkl 4,86
Q1 | ‘Nerac Konventig Hedwigenkoog 3,67
nell
Q2 | ‘Nerac’ Oko Hedwigenkoog Schluffiger Toweil3klee 472
R1 | ‘Nerac’ Oko Friedrichsgaben-| Schluffiger 6,37
koog Lehn
R 2 | ‘Nerac’ Konventig Kronprinzenkoog 4,67
nell
S1 | ‘Narbonne’ | KonventipHedwigenkoog 4,51
nell
S 2 | ‘Narbonne’ | Oko Hedwigenkoog Schluffiger ToKartoffel 4,76

Solche Proben standen flir die Messung des Polyedraltes und —musters sowie fir
die Messung des Carotinoidgehaltes und —musterslahr 2004 zur Verfigung.
Lieferdatum: 25.10.04.

3.3.2 Carotinoide in M6hren

Die qualitative und die quantitative Carotinoidzusaensetzung der M6hrenproben
wurde mit Messungen mittels HPLC-Analytik in den én-Erzeugerproben und den
UniK-Mohren des Jahres 2004 untersucht. Zusatzlinhde der Gesamtcarotinoidge-

halt der MOhrenproben mit photometrischen Messugstimmt.

3.3.2.1 HPLC-Analytik des Carotinoidgehaltes und des Carothoidmusters in
Mohren

Die beschriebene Extraktion lehnt sich an die V&RHET AL. (1994) beschriebene
Methode zur Extraktion von Carotinoiden aus Mohaen Unterschiede ergaben sich
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hinsichtlich der Probenvolumina. Die HPLC-Analytiles Carotinoidgehaltes und der
Carotinoidzusammensetzung wurde mit den UniK-Mélttes Jahres 2004 und den Er-

zeugerproben desselben Jahres mit gefriergetraakmédhren durchgefuhrt.

Probenvorbereitung

Die M6hren wurden unter flieRendem Wasser grindheh anhaftenden Erdpartikeln
gereinigt, wobei eine Verletzung der aul3eren Scheatenieden wurde. AnschlieRend
wurden die gewaschenen Méhren zu Dokumentationd@amefotografiert und der Zu-
stand der einzelnen Gesamtproben dokumentiert.

Fur die weitere Verarbeitung wurden die Moéhrenprolmeca. 4 mm dicke Scheiben
geschnitten, schadhafte Stellen wurden verworfenie [5cheiben wurden
gefriergetrocknet (Christ, Gefriertrocknungsanlaiyy@rweildauer 72h) und in einer
Zentrifugalmuhle (Retsch, ZMP 100) mit einer Sigifgg von 0,5 mm gemahlen und zu
einer Gesamtprobe zusammengefasst. Nicht sofort diégr Analytik bendtigtes
Probenmaterial wurde in einer braunen undurchgiehti LDPE Flasche mit
Schraubdeckel (VWR) bei —1& gelagert. Die Vorbereitung erfolgte fur die UniK
Mohren sowie der MOhren-Erzeugerproben auf gleitetse.

Extraktion

2,5 g einer Probe wurden mit 0,2 g Magnesiumcart@viarck) in ein 50 ml Zentrifu-
genréhrchen (Sarstedt) eingewogen und mit 10 ndse@emisches aus Tetrahydrofu-
ran (THF) (Merck) und Methanol (MeOH) (p.a., Merdg®)1 v/v) und jeweils 1 mP-
apo-8-Carotenal Losung (= 0,03 mg/ml, Fluka) aterimer Standard flr 10 Minuten im
gekuhlten Ultraschallbad (Sonorex Bandelin, Ikajraxert. Anschlie3end wurde die
Suspension fir 10 Minuten €, 4000 rpm) zentrifugiert (Hettich, Biofuge R) uddr
Uberstand dekantiert. Der Probenriickstand wurdé @eecimal mit jeweils 10 ml der
Mischung aus THF und MeOH (111v) resuspendiert und unter gleichen Bedingungen
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach rjedgurchgang dekantiert und mit
dem der vorhergegangenen Extraktionen in einemrifigggenrohrchen vereinigt. Da-
nach wurde der gesammelte Uberstand mit 10 ml Rétey (Merck) +0,1 % BHT
(Merck) und 10 ml NaCl Lésung (10 %, Merck) austegtelt. Nach der Phasentren-
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nung wurde die obere Petrolether-Phase abgezogenyntere THF/MeOH/Wasser-
Phase noch zweimal mit je 10 ml Petrolether ausgetait. Die Petrolether-Phasen
wurden in einem Rotationsverdampferkolben zusameiféhg und im Rotationsver-
dampfer (Heidolph) bis zur Trockene eingedampftt Réckstand wurde in 3 ml der
MeOH/THF Mischung und 3 ml der mobilen Phase aubgemen und vor der Messung
durch einen 0,45 ul PTFE Spritzenfilter (Merckjridrt.

Jede Probe wurde anschliel3end an die Probenautleyenit der HPLC vermessen.

Messung

Die Trennung der Proben erfolgte isokratisch be¢eiTemperatur von 2 (+/- 4°C)
und einer Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/minahkend der gesamten Dauer eines
HPLC-Laufes wurde von einem Diodenarraydetektor desSpektrum in einem Wel-
lenlangenbereich zwischen 210-470 nm gemessenB®&iechnung der Peakflachen
und die Auswertung erfolgte bei 450 nm.

HPLC Bedingungen

HPLC System :  Water Alliance
Detektor: DAD (Waters 2489) Auswertungen bei 450 nm
Saulenmaterial:  Vydac 201TP54 Saule (MZ Analysemi&k, Mainz)
Mobile Phase: A: 54 % Acetonitril (gr. gr., Merck)

B: 44 % Methanol (gr. gr., Merck)

C: 2 % Isopropanol (gr. gr., Merck)
Software: Empower

Identifizierung

Die Identifizierung einzelner Carotinoide in den IMénproben wurde durch den Ver-
gleich der Retentionszeiten und der UV-Spektren Standardiésungen und Méhrenre-
alproben vorgenommen. Dafir wurden Losungen dendatalsubstanzen Luteii;
Carotin, p-Carotin und B-Cryptoxanthin mit einer Konzentration von jewells05
mg/ml angesetzt und der Behandlung der beschriab€aeotinoidextraktion unterzo-
gen. Diese Lésungen wurden unter den gleichen Bedgen wie die Méhrenproben

mit der HPLC untersucht, wobei wahrend der gesarDi@mer eines HPLC-Laufes mit
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einem DAD die UV-Spektren in einem Bereich zwisctzd® —475 nm aufgezeichnet
wurden. Zur Auswertung wurden die Absorptionsmaximd die Retentionszeiten der
Standardldsungen mit denen der einzelnen PeakRaddproben verglichen.

Zur weiteren ldentifizierung wurden Co-Chromatodnigp mit Mohrenextrakten und
Standardsubstanzen durchgefuhrt. Die Mohrenextraktelen nach der beschriebenen
Prozedur hergestellt, wobei der Probe vor dem reiSigraktionsschritt im Ultraschall-
bad jeweils 1 ml einer Losung der Standardsubstahagein,a-Carotin,-Carotin und
B-Cryptoxanthin zugegeben wurden. Die KonzentratienLosungen betrugen fur Lu-
tein und p-Cryptoxanthin jeweils 0,03 mg/ml, flw-Carotin, p-Carotin jeweils 0,1
mg/ml. Pro Probe wurde jeweils nur eine Standarstsulz zugesetzt. Diese Proben
wurden unter den fir die Realproben beschrieberegtingungen fur die HPLC einge-
setzt. Zur Auswertung wurden die Absorptionsmaxinma die Retentionszeiten der

Standardlésungen mit denen der einzelnen PeakRaddproben verglichen.

3.3.2.2 Photometrische Messung des GesamtcarotinoidgehaltesM6hren

Das Prinzip der Messung des Gesamtcarotinoidgehkdtent sich an eine von A\
BRAUCH (1984) beschriebene Methode an. Aus der Extinkiieneinzelnen Proben bei

452 nm wurden die GesamtcarotinoidefafSarotin berechnet.

Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung und Extraktion entsprach Algbereitung fir die Untersu-
chungen mittels der HPLC-Analytik (Kap. 3.3.2.1h Unterschied zu diesen Extrakten
wurde den Proben fir die photometrische Untersuglies Gesamtcarotinoidgehaltes
kein interner Standard zugesetzt. Vermessen wuvttdmrenextrakte der UniK-Mohren
des Jahres 2004 und der Erzeugerproben des Jdl0ésr2jeweils 5-facher Proben-
wiederholung.

Photometrische Messung der Proben

Die Extrakte wurden mit der Mischung aus THF (MefgleOH (Merck) (1:1v:v) im

Verhéltnis 1:9 verdinnt und in einer KunststoffkiiegBrand) bei 452 nm gegen eine
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Mischung aus THF/MeOH (1:v:v) im Photometer (Thermo Spectronic) gemessen.
Aus der Extinktion wurde der Gehalt der Gesamtaaoate alsB-Carotin berechnet.

3.3.3 Polyphenole in Mohren

Der Polyphenolgehalt der Méhrenproben wurde alzégtoffanalytik mittels HPLC-
Analytik untersucht.

Die Untersuchungen wurden in 3 Versuchsreihen arss®¥vischaftszentrum Weihen-
stephan (WZW) im Jahr 2002 und an der Universit@sd€l/Witzenhausen in den Jah-
ren 2003 und 2004 durchgefiihrt. Daftr wurde eineitse etablierte HPLC-Methode
zur Bestimmung des Polyphenolmusters in ApfelrREJTTER 1988) an die Bestim-
mung dieser Substanzklasse in gefriergetrocknet@m&mproben angepasst.

Fur die Untersuchungen wurden methanolische Exdnakt der HPLC verwendet.

3.3.3.1 HPLC-Analytik des Polyphenolgehaltes und des Poly@nolmusters in
Mohren (2002, Freising)

Probenvorbereitung

Die Mohren wurden unter flieBendem Wasser griindhiech anhaftenden Erdpartikeln
gereinigt, wobei eine Verletzung der aulReren Scheatenieden wurde. AnschlieRend
wurden die gewaschenen Moéhren zu Dokumentationd@amefotografiert und der Zu-
stand der einzelnen Gesamtproben dokumentiert.efdsteh Enden jeder Mohre wurde
ein 2 cm langes Stick abgeschnitten und verwoidan. verbliebene Rest wurde als
Probe weiter verarbeitet.

Fur die weitere Verarbeitung wurden die Mohrenprobeca. 4 mm dicke Scheiben ge-
schnitten, schadhafte Stellen wurden verworfen. $xbeiben wurden gefriergetrock-
net, in einer Schwingmuhle (Retsch, MM2) staubfgémahlen und zu einer Gesamt-

probe zusammengefasst. Die Extraktion der Probedenirekt im Anschluss durchge-
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fuhrt. Nicht fur die Extraktion benotigtes Probereral wurde in einem LDPE Pro-
bengefalR (VWR) bei -f& aufbewahrt.

Die Vorbereitung erfolgte fur die UniK-Mohren sowigr die FiBL-Mohren gleicher-
malfien.

Extraktion

Von dem gefriergetrockneten Pulver wurden 0,5 g jewteils 1 ml Methanol (p.a.,
Merck) + Standard (6-Methoxyflavon = 0,1 mg/ml, EexSynthese) versetzt und bei 4
°C fur 30 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Nad#m Zentifugieren (Hettich Mi-
kro, 22 R, 10 min, 4C) wurden die Proben dekantiert und im Rotationguakver-
dampfer (Uniequip) bis zur Trockene eingeengt. Réckstand wurde in 150 pl Me-
thanol aufgenommen und erneut unter gleichen Bedigen zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde zur HPLC eingesetzt.

Von jeder Probe wurden 5 Wiederholungen angefeutigtanschlie3end vermessen.

Messung

Die Trennung erfolgte im Gradientenbetrieb Eluent 3%ige Ameisensaure (Merck),
B = Methanol (gr. gr. Merck) bei einer von Fluser@t5 ml/min. Das Probenvolumen
betrug 15 pl, alle Injektionen wurden von Hand a&iighrt. Der Injectionport wurde
nach jeder Injektion mit Methanol gespduilt.

Das Gradientenprogramm ist in der folgenden TalseBedargestellt.

Tabelle 3-9: Gradientenbedingungen fiir die HPLC-&¥stichungen der Polyphenole in Méhren

Zeit (min) % B (=Methanol) Zeit (min) % B (=Methanol)
0 0 150 30

5 2,5 165 40

15 2,5 180 50

30 5 195 90

40 5 215 90

65 10 230 0

105 20 255 0
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HPLC-Bedingungen

HPLC System : Beckmann
Detektor: UV-vis Detektor (Beckmann) Messungen2& nm
Saulenmaterial: Shandon Hypersil 0,8m, Innendurchmesser 4mm, 145 mm

Software: Gynkosoft

3.3.3.2 HPLC-Analytik des Polyphenolgehaltes und des Polygmolmusters in
Mohren (2003, Witzenhausen)

Probenvorbereitung

Die Vorbereitung der Proben erfolgte gemald derrudi®.3.1 beschriebenen Vorge-
hensweise. Die gefriergetrockneten Scheiben wuirdemer Zentrifugalmihle (Retsch,
ZMP 100, Sieb 0,5 mm) gemahlen. Nicht sofort fig Analytik benodtigtes Probenma-
terial wurde in einer braunen undurchsichtigen LDPEsche mit Schraubdeckel
(VWR) bei —18C gelagert.

Die Vorbereitung erfolgte fur die UniK-Mo6hren sowi@ die FiBL-M6dhren auf gleiche

Weise.

Methanolische Extrakte

Von dem Mohrenpulver wurden jeweils 5 g in ein Zéagenrohrchen (Sarstedt) ein-
gewogen und mit 20 ml Methanol (p.a., Merck) + 6thtxyflavon (= 0,03 mg/ml,
Aldrich) far 30 Minuten im Ultraschallbad (Bandéliaxtrahiert. Anschliel3end wurden
die Proben fur 10 Minuten zentrifugiert (Hettichipige R, 4000 rpm, 4C, 10 min).
Der Uberstand wurde dekantiert und in einem Ratatierdampfer (Heidolph) bis zur
Trockene eingeengt. Der Ruckstand wurde in 3 mlhisiedl (p.a) aufgenommen,
nochmals unter gleichen Bedingungen zentrifugied anschlieRend mit einem Sprit-
zenfilter (Brandt) filtriert.

Loésungen dieser Art wurden fir alle untersuchterobBn in jeweils 5-facher

Ausfuhrung angefertigt und mit der HPLC vermessen.
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Messungen mittels HPLC-Analytik

Die Bedingungen fir die Messungen sind im Kapit8l®1 beschrieben. Durch einen
Saulenofen konnte die Saulentemperatur konstar3#& + 3°C gehalten werden. Al-
le Injektionen wurden vom Autosampler ausgefiihdciNjeweils 5 untersuchten Pro-
ben wurde ein HPLC-Lauf mit 100 % Methanol durcliet.

HPLC Bedingungen

HPLC System : Waters Alliance
Detektor: Waters Diodenarraydetektor, 2489
Saulenmaterial: Shandon Hypersil 0,8m, Innendurchmesser 4mm, 145 mm

Software: Empower

3.3.3.3 HPLC-Analytik des Polyphenolgehaltes und des Poly@nolmusters in
Mohren (2004, Witzenhausen)

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung erfolgte entsprechend detb&eitung der Mohren fur die
Messungen im Jahr 2003. Alle Erzeugerproben undUdigK-Mohren wurden glei-

chermalRen behandelt.

Methanolische Extrakte

Von dem Moéhrenpulver wurden jeweils 5 g in ein S0Z@ntrifugenréhrchen (Sarstedt)
eingewogen und mit 20 ml Methanol (p.a., Merck) -Méthoxyflavon (Aldrich) (=

0,03 mg/ml.) fur 30 Minuten im Ultraschallbad (Sozmo Bandelin) extrahiert. An-
schlieRend wurden die Proben fir 10 Minuten zargiéfrt (Hettich, 4000 rpm, 2C).

Der Uberstand wurde dekantiert und in einem Ratatierdampfer (Heidolph) bis zur
Trockene eingeengt. Der Ruckstand wurde in 3 mihsiedl (gr. gr., Merck) aufge-
nommen und nochmals unter gleichen Bedingungenifzggiert. Der Uberstand wurde

durch einen Spritzenfilter (Brandt) filtriert undrfdie HPLC verwendet.
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Lésungen dieser Art wurden fir alle Proben in jésvBifacher Ausfiihrung angefertigt

und mit der HPLC vermessen.

Messungen mittels HPLC-Analytik

Die Messbedingungen entsprachen den unter 3.323¢hkbebenen Umstanden.

HPLC-Bedinqungen

Die HPLC Bedingungen sind unter 3.3.3.2 beschrieben

Identifizierung

Die Identifizierung einzelner phenolischer Subséanian den Mohrenproben wurde
durch den Vergleich der Retentionszeiten und derSpektren von Standardlésungen
und Mohrenrealproben vorgenommen. Untersucht wuBldsstanzen, die in der Litera-
tur (OLSSON ET AL 1996) bereits als Inhaltsstoffe beschrieben wurdsafir wurden
Loésungen der Standardsubstanzen Chlorogensaurejasaure, p-Cumarsaure, p-
Hydroxybenzoesaure, Vanillinsaure, Kaffeesdure 8gdngasaure mit einer Konzen-
tration von jeweils 0,01 mg/ml angesetzt und dend@ellung der beschriebenen metha-
nolischen Extraktion unterzogen. Diese Ldsungendemirunter den gleichen Be-
dingungen wie die Méhrenproben mit der HPLC untelnsuwobei wahrend des gesam-
ten HPLC-Laufes mit einem DAD die UV-Spektren imem Bereich zwischen 210 —
350 nm aufgezeichnet wurden. Zur Auswertung wurdenAbsorptionsmaxima und
die Retentionszeiten der Standardiésungen mit ddeerinzelnen Peaks der Realpro-
ben verglichen.

Zur weiteren ldentifizierung wurden Co-Chromatodnan mit methanolischen Moh-
renextrakten und Standardsubstanzen durchgefulgtMdhrenextrakte wurden nach
der vorher beschriebenen Prozedur hergestellt, widyeProbe vor dem ersten Extrak-
tionsschritt im Ultraschallbad jeweils 1 ml eineddung der Standardsubstanzen Chlo-
rogensaure, Ferulasaure, p-Cumarsaure, p-Hydroxgesaure, Vanillinsaure, Kaffee-
saure und Syringasaure zugegeben wurden. Die Ktatien der Losungen betrug je-
weils 0,01 mg/ml, pro Probe wurde jeweils nur eftandardsubstanz zugesetzt. Diese

Proben wurden unter den beschriebenen Bedingurigelef HPLC eingesetzt.



3\VAlidierung der verwendeten Verfahren 71

Zur Absicherung wurde eine eindimensionale Dunmdtbhromatographie durchge-
fuhrt. Dafir wurden methanolische Mdhrenextrakte Bealproben auf die dreifache
Konzentration aufkonzentriert und mit der HPLC nal&ionen (3 min) aufgetrennt. Zur
Dunnschichtchromatographie wurden mit Cellulosechietitete Glasplatten (Schlei-
cher & Schiull) verwendet. Jeweils 5 pl einer Prdtaion wurden auf die Platte auf-
getragen und mit einem Gemisch aus Butanol, Eigessl Wasser (4:1:2,2, v, V) ge-
trennt. Als Referenzen wurden zusétzlich jeweilsl 2.0sung der Standardsubstanzen
Chlorogensaure, Ferulasaure, p-Cumarsaure, p-Hydemzoesaure, Vanillinsaure,
Kaffeesdure und Syringasaure auf der selben Rlategsucht. Der Phenolnachweis er-
folgte unter einer UV-Lampe (350 nm):

» vor dem Bedampfen mit N4

* nach dem Bedampfen mit NH

* nach dem Bespriihen mit Benedicts Reagenz (Fluka),

* nach dem Bespriihen mit Naturstoffreagenz (Roth).
Durch die Einwirkungen der Spruhreagenzien kdnnarbreaktionen hervorgerufen
werden, die Ruckschlisse auf die molekulare Struétar phenolischen Bestandteile
ermoglichen und so zur Identifikation von Phenofgren beitragen konnen. Benedicts
Reagenz ist ein basischer Kupfercitratkomplex isssiger Losung. Das ElUkann nur
von Stoffen mit ortho-Dihydoxygruppen aus dem Gkinanplex verdrangt werden. Da-
durch werden stabilere Komplexe gebildet die niktldreszieren. Eine Verstarkung der
Fluoreszenz kann durch Substanzen mit isoliertedréiylen hervorgerufen werden.
Mit Naturstoffreagenz A kdénnen Flavonoide und Kaffé@urederivate sichtbar gemacht

werden, auRerdem verstarkt es ihre FluoreszeegNKL996).

3.4  Validierung der verwendeten Verfahren

Die Durchfihrung der Validierungsmal3hahmen diesbei erstreckt sich auf den ana-
lytischen Teil der Verfahren, wobei die Methodikder HPLC-Analytik als Trennme-

thoden, und die photometrischen Messungen der Sapene@meter einen Teil des je-
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weiligen Gesamtverfahrens darstellen. Diese sinthemmit einer Fragestellung ver-

bunden, nach denen sich der Umfang der Validieriahget.

3.4.1 Validierungsfragen

Die Validierungsfragen der vorliegenden Untersugamzielten auf folgende Punkte
ab:

1. Ist es moglich Unterschiede im Carotinoid- b&alyphenolspektrum definierter
Proben aus unterschiedlichen Anbausystemen zu telmitum diese dadurch zu
differenzieren? Dafir wurden methodisch der Caoatigehalt und der
Polyphenolgehalt auf der Basis von Einzelsubstanreitels HPLC-Analytik
untersucht. Daneben wurde der Gehalt der Gesartitt@ide photometrisch als
Summenparameter fur die Klasse der Carotinoidenbegt

2. Kbnnen messbare Unterschiede in diesen Probender im Kapitel 2 beschriebenen
Variabilitdt in der Ausprdgung mit einem bestimmt@nbausystem in Verbindung
gesetzt werden und kénnen die Proben dadurch kiasgiwerden?

Die Validierung gliedert sich also in zwei Teilsitte:

Zum einen wurden Validierungsmafinahmen zur Charsikieing jeder analytischen

Messmethode durchgefiihrt. Dabei ist der Umfangedi®talinahmen abhangig von der
Art der analytischen Fragestellung (Kap. 2.1). ler diorliegenden Arbeit wurde

deshalb, soweit es sich als sinnvoll erwies, anifjei Schritte verzichtet. So wurden die
linearen Bereiche nur so weit Uberprift, dass sith Messwerte innerhalb dieser
Bereiche befanden. Weiterhin wurde auf die Bestimgnuder Nachweisgrenzen

verzichtet. Diese sind nur dann erforderlich, wenrspeziellen Fallen Inhaltsstoffe

nicht nachgewiesen werden oder es sich um Grenmpgéh handelt. Bei der

Durchfiihrung der Validierung wurden jeweils fridoéreitete Extrakte verwendet.

Zum anderen sollte der Nachweis erbracht werdess das Gesamtverfahren ausrei-
chend differenziert. Die Validitat jeder Methodikgi#t sich nach Auswertung der
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Messergebnisse der zum Zeitpunkt der Messungerertedi Proben durch geeignete
statistische Verfahren. Die Validierungsfragen bben sich auf die mogliche Diffe-
renzierung und Klassifizierung der Probenmatricéhitdn, Weizen und Mais vor dem Hin-
tergrund unterschiedlicher Kulturverfahren.

3.4.2 Validierungsumfang der analytischen Messmethoden

Der Validierungsumfang der eingesetzten analytisddethoden enthielt die im Fol-
genden aufgefihrten Punkte.

Linearitat

Der Zusammenhang zwischen dem Messwert und derdftdraion wurde nach der
Durchfihrung samtlicher Prozessschritte an Stamludgen durchgefiihrt. Dabei
wurden Standardsubstanzen verwendet. Der lineasstddecich der Realproben wurde
anhand der Untersuchung von Proben unterschiedliibrezentrationsstufen ermittelt.
Die bei KrRomIDAS (1999) genannten Anforderungen an die Uberprufurfgdeei bis
zehn Konzentrationsniveaus, Konzentrationsniveausduidistanzen, ein konstantes
Volumen der gemessenen Proben und die gleiche ArnpahMesspunkten auf jedem
Konzentrationsniveau wurden als Richtlinie zur Aalime der Kalibriergeraden
verwendet.

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde die Litéaso Uberprift, dass der Gehalt

der Analyten in den Proben im Messbereich der fere®atenaufnahme lag.

Prazision

Fur die Durchfuhrung dieser Arbeit wurden die Gepélizision, die Messprazision, die
Methodenprazision und die Laborpréazision im Sinee (htermediate precision” mit
jeweils einer weiteren Prufperson bestimmt. Als Miafidie Prazision wurde der Varia-
tionskoeffizient (\k) aus den Daten einer Mehrfachbestimmung verwendet.

Ob die Prazision einer Methode fur die Fragestgllnach der Trennung von Proben

auf der Grundlage des Gehaltes einzelner Inhaltsstasreicht, ist neben der Prazision
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der Nachweismethode auch von den Unterschiederczensden zu unterscheidenden
Proben abhangig. Die Kriterien fur die akzeptid?tézision ergeben sich deshalb aus
den Unterschieden zwischen den untersuchten Prétigndie Proben wurde deshalb
der prozentuale Fehler untereinander errechnetadditieser Werte konnte vor dem
Hintergrund der jeweiligen Methodenprazision eimgnang im Sinne der Fragestellung
bewertet werden. Unterschiede, die in der Stretéodsir Methodenprazision liegen gel-

ten nicht als signifikant.

Richtigkeit

Da es sich bei den vorliegenden Untersuchungen assivhgen von Proben unbekann-
ter Zusammensetzung handelte, wurde die Wiedernfigshate durch Auf-
stockungsversuche mit Co-Chromatographien ermitiiter zuvor unter Standardbe-
dingungen gemessenen Probe mit bekanntem Analytgeinae eine definierte Menge
Standardsubstanz zugefligt und erneut vermessendekusifferenz der unbehandelten
und der aufgestockten Probe wurde die Wiederfindratg (WF) errechnet.

Spezifitat

Die Spezifitat wurde durch den Vergleich der UV-8pen in den Peakmaxima sowie
den Wendepunkten nach Form und Lage beschriebenUBerprifung der Spezifitat
wurden alle Bestimmungsmethoden mit Diodenarrayekiein durchgefihrt. Fur die
Messungen von Polyphenolen in Mohren am WZW im 2882 konnte die Diodenar-
ray-Detektion nur in Einzelfallen durchgefiihrt wend Bei Ubereinstimmung der
Spektren in den Peakmaxima sowie den Wendepunkigmn ser Form und der Lage, ist
die Spezifitat gegeben.

Robustheit

In der Durchfuihrung dieser Arbeit wurde die Untersung der Robustheit durch die
Anwendungen von Losungsmitteln anderer Chargennurangkeine Durchfiihrung der
Messung in einem anderen Temperaturbereich duréhgeDariber hinaus wurde der
Einfluss des Saulenmaterials durch den Einsatzhi@dener Saulen tUberprift.
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3.4.3 Validierung des Gesamtverfahrens - Differenzierungind Klassifizierung

Nach der Uberpriifung der analytischen Methodenilaef Eignung zur Messung der
untersuchten Analyten in den Probenmatrices, wdrdeMoglichkeit zur Differenzie-
rung und Klassifizierung auf der Grundlage der Meste Uberpriuift.

Die Messungen der codierten Proben und die statisi Auswertung der Daten erfolgte
innerhalb der Projekte ,Validierung ganzheitlichgferfahren® (Bundesprogramm
Okolandbau, Projekt 020E170) sowie ,Differenzierunyl Klassifizierung von Oko-
Produkten mittels validierter, analytischer und zueeitlicher Methoden*
(Bundesprogramm Okolandbau, Projekt 020E170/F).

Eine Identifizierung einzelner Inhaltstoffe in denterschiedlichen Proben erfolgte bis
zum Termin der Decodierung nicht. Zur Auswertungdeudeshalb der Quotient aus
der gemessenen Peakflache der Analyten und defflfeak der jeweiligen internen
Standards (PF(Analyt)/PF(IS)) herangezogen.

Die internen Standards wurden fir die jeweiligetetsuchten Analyten (Polyphenole
bzw. Carotinoide) aus Literatur bekannten Methodewahlt. Die gewdahlten Substan-
zen entsprechen in ihren chemischen Eigenschaéienedveils gemessenen Stoffklas-
sen und sind keine naturlichen Bestandteile deloétmmatrices. Unter der Annahme des
gleichen Extraktionsverhaltens der Analyten und phegeiligen internen Standards
konnten durch die Verwendung des Peakflachenquetiedie Messwerte um die Ex-
traktionsausbeute bereinigt werden. Mittels Koérdler UV-Spektren wurde bestéatigt,
dass die Standardsubstanzen unter den gewahlteilc4BBdingungen nicht mit den
Analyten der Proben koeluieren.

Als interner Standard fuir die Carotinoidanalytikrdei3-apo-8-Carotenal gewahlt. Die-
se Substanz ist als interner Standard fur die @aidanalytik in nicht chlorophyllhal-
tigen Probenmartices in der Literatur beschrieldésr{ ET AL., 1995; HENTSCHEL ET
AL.,2002;RODRIGUEZ-AMAYA ET AL . 2004).

Fur die Analytik der phenolischen Bestandteile idHven wurde die synthetische
Substanz 6-Methoxyflavon ausgewahlREDTTER ET AL, 1988).

Im Hinblick auf die Validierungsfragen erfolgte dstatistische Auswertung in zwei

Schritten. Zum einen wurde die Fahigkeit zur Difezierung von Proben durch die
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Messergebnisse geprift, zum anderen wurde die btiglit der Klassifizierung ver-
schiedener Proben anhand der Messergebnisse UbeAisiGrundlage der Auswer-
tung dienten die deskriptiven Kennzahlen Mittelw&tandardabweichung und Proben-
umfang.

Fur die Differenzierung der Moéhrenproben aus ddwela2002 und 2003 wurden die
Daten auf Homogenitat der Varianzen Uberpruft uodiest zulassig erfolgte eine
Auswertung mittels ANOVA. Bei Inhomogentitat der A&mzen erfolgte die
Auswertung mittels Tukey Kramer HSD. Die Gruppieguder codierten Proben wurde
mittels linearer Diskriminantenanalyse (LDA) durefighrt.

Fur die Differenzierung der Daten des Carotinoiddiegls in Weizen, des
Carotinoidgehaltes in  Mohren, des Carotinoidgebalten Mais sowie des
Polyphenolgehaltes in Moéhren (2004) wurden ANOVAdubhME/pairwise tests
berechnet. Tabellen der t- und der p-Werte findelm isn Anhang. Die Art und Qualitat
der Verteilung der Messwerte sowie die Lage desidMedin der gesamten Stichprobe
wurden als Boxplot dargestellt.

Die Klassifizierung der codierten Proben erfolgtér fdie Messergebnisse des
Polyphenolgehaltes in M6hren und des Carotinoidigehian Mais mittels LDA. Eine
prospektive Klassifizierung nach dem Anbausystemnk® aufgrund einer fehlenden
Datengrundlage aus eigenen bzw. aus Literaturwentecht erfolgen. Eine
datengestitzte Klassifizierung der Proben nach derpausystem mit dem CART
(Classification and Regression Tree) Verfahrenlgiéoerst nach der Decodierung.
Tree-Verfahren sind rekursiv partitionierende Vbrén, durch deren Anwendung
Beziehungen von einzelnen oder mehreren Einflugsgro(X-Variablen) auf eine
abhangige (Y-)Variable (response variable) dardgjesteerden. Die Ergebnisse der
Gruppierungen werden als Baum dargestellt. Grupperden dabei durch Blatter
symbolisiert und die Aste entsprechen den Trenrsofgiten. Die Giite des Baumes
(RSquare), die Anzahl der verarbeiten Félle (N) whel Gesamtzahl an ersetzten
fehlenden Werten innerhalb aller beteiligten Vdeal(Imputes) wird durch die Tabelle
der Split Statistik dargestellt. Die Anpassungsgige Baums ist umso hoher, je starker
sich RSquare dem Wert 1 ndhern@ ET AL., 2007).
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Die statistischen Auswertungen zur Differenzierumgl Klassifizierung wurden von
der Firma Statcon (Dipl. Volkswirt, B. Schafer, Wéhhausen) durchgefuhrt. Als Soft-

ware wurden die Pakete R Version 2.1 und JMP Ver8ib verwendet.

Optische Priifung auf Besatz, Befall
oder Verderb

v

Reinigung der Proben von Fremdkérpern
wie Steinen oder Spelzen

v

Mahlen und Homogenisieren der Proben

v

Extraktion unter Standardbedingungen

Bestimmung der Prézision mittels 6-
facher Probenwiederholung ohne
Standardaddition

v

Bestimmung der Vergleichbarkeit,
Bestimmung der
Variationskoeffizienten

//’-\-L

Uberpriifung der Richtigkeit
mittels 6-facher Proben-
wiederholung mit Standardaddition

v

Bestimmung der Wiederfindungs-
rate

T ——

Methodik

&

Vergleich mit Anforderungen an die

v

Ist die Methodik ausreichend prézise,
spezifisch, robust und richtig?

v

Konnten codierte Proben differenziert
und klassifiziert werden?

v

Dokumentation

Abbildung 3-1: FlieBschema einer Validierung amdpétl der untersuchten Weizenproben.



78 4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

In den vorliegenden Untersuchungen wurden die Weefazur Bestimmung sekundarer
Pflanzeninhaltsstoffe in Mohren, Weizen und Mats @esamtverfahren validiert. Als
Ergebnisse werden daher an dieser Stelle die Eiggghder Malinahmen zur Prifung
der analytischen Verfahren (Eigenanteil) sowieDRiierenzierung und die Klassifizie-
rung der Proben gemal3 den Validierungsfragen (fatc@) vorgestellt.

Fur keines der untersuchten Produkte stand fir HMessungen geeignetes
Standardmaterial mit definiertem Gehalt dieser &utzen zur Verfligung. Um eine
Aussage Uber die Parameter Linearitat einzelnaltsdtoffe, Spezifitdt und Richtigkeit
des HPLC-Verfahrens treffen zu kdnnen, wurden dieltsstoffe so weit wie mdglich
identifiziert. Eine Identifizierung beschrankte siauf solche Substanzen, die aus der
Literatur als Inhaltsstoffe der jeweiligen Produkteekannt und als reine
Standardsubstanzen erhdltlich sind. Der Umfang Wentifizierung ist in den
jeweiligen Kapiteln beschrieben.

Die Ergebnisse der Identifizierungen sind den Besbhngen der Validierungsschritte
vorangestellt. Nicht identifizierte Peaks werdenweiteren Verlauf als Peak + laufende
Nummer bezeichnet und unter diesen Bezeichnungebrgkerscheidungsparameter im

Sinne der Validierungsfragen einbezogen.

4.1  Messungen der Carotinoide in Weizen

In der vorliegenden Arbeit wurde der CarotinoiddelmWeizenproben einer Sorte aus
Anbau mit verschiedener N-Dingungsstufe aus dem IM@iksuch und der Carotinoid-
gehalt in Weizen-Erzeugerproben untersucht. Digsbdnh bestanden aus Betriebspaa-
ren aus konventionellem und 6kologischem Anbau,ev@itbeizen verschiedener Sorten

und unterschiedlicher geografischer Herkunft Verdarg fand.
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4.1.1 Identifizierung

Die HPLC-Untersuchungen ergaben ein dreigipfligaso@atogramm, in welchem der
Peak Nr. 3 dem internen Stand@radpo-8-Carotenal entspricht. Die Ergebnisse dieser

Messungen sind in der Abbildung 4-1 dargestellt.
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Abbildung 4-1: Identifizierung von Lutein in Weipeoben. Darstellung der Chromatogramme einer Lu-
teinstandardldsung (1) und einer Weizenprobe ausMessungen 2004 (Il), IS = Interner Standard. Ne-
benstehend die UV-Spektren der jeweiligen Peak4 hNnd 2.

Die Peaks Nr. 1 und 2 entsprechen hinsichtlichRigentionszeiten und den Absorpti-

onsmaxima in den UV-Spektren denen von Lutein-Stedglibstanz. Fur die Berech-
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nungen des Luteingehaltes wurden der Peak Nr. ldendPeak Nr. 2 deshalb zusam-
mengefasst und als Lutein berechnet. Die unvolistgnTrennung der beiden Peaks
konnte im Sinne eines Frontings erklart werdenspéateren Untersuchungen am glei-
chen Material mit veranderter Extraktion der Prolsggilte sich Lutein als einzelner
Peak dar (Weizen-Messungen 2005). Eine moglicherilneg in Luteinisomere er-
scheint aus diesem Grund unwahrscheinlich. In kedee untersuchten Weizenproben
konnten neben dem Lutein weitere Substanzen nacegenwerden. Hinweise auf die
Anwesenheit der Substanz@rCarotin undp-Cryptoxanthin ergeben sich aus diesen
Messungen nicht.

Neben der Identifizierung einzelner Carotinoidenté® diese Messungen auch noch zur
Bestimmung der Spezifitdt und der Richtigkeit de€3LB-Verfahrens. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen werden in den jeweiligen t€apvorgestellt.

4.1.2 Validierungsschritte der HPLC-Analytik von Carotino iden in Weizen

4.1.2.1 Linearitat

Linearitat des internen Standar@isapo-8-Carotenal

Tabelle 4-1: Linearitat des internen Standapdapo-8-Carotenal in 6 Konzentrationsstufen

Nr. Konzentration (ug/ml) | Peakflache (AU*min) S Vi

1 100 54802464 920631 1,68
2 80 43804225 656461 1,50
3 60 32644838 495204 1,52
4 40 21959592 358557 1,63
5 20 12053696 309615 2,57
6 0,62 365038 9924 2,72

Die Linearitat vonp-apo-8-Carotenal wurde mit einer Standardverdinsugige im

Konzentrationsbereich zwischen 0,62 pg/ml und 1@nlbestimmt. Die Standardsub-
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stanz hatte eine Reinheit von > 98 % (Fluka). Ré@rBestimmung wurde eine Verdin-
nungsreihe aus 6 Konzentrationsstufen in 6-facmebdéhwiederholung mit allen Pro-

zessschritten der Extraktion erstellt und mit deLB vermessen.
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Abbildung 4-2: Linearitat des internen Standafidapo-8-Carotenal. Abgebildet sind die Mittelwerer d
gemessenen Peakflache (AU*min) einer 6-fachen Preleelerholung und die Standardabweichungen.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation.
Geradengleichung: y =542545x + 421664
BestimmtheitsmaRR: = 0,999

Linearitdt von Lutein-Standardlésungen

Die Linearitat von Lutein wurde in einem Konzentasbereich von 3 ug/ml und 87,5
png/ml bestimmt. Die eingesetzten Standardldsungaerdem aus kristalliner Lutein-
Standardsubstanz mit einer Reinheit von > 98 %Hh(Rals Losung in einer Mischung
aus THF/MeOH (1:1y:v) in 6-facher Probenwiederholung mit allen Prozesstgen
der Extraktion angefertigt und unter den Standadioitgeingen vermessen. Aus den
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Messungen mittels HPLC-Analytik der beschriebenem@ardldsungen ergab sich ein
Chromatogramm in dem zwei Peaks mit den Retent&tesz von Rt.: 3,89 min und
Rt.: 4,44 min mit identischem UV-Spektrum reprodubar detektiert wurden. Fur die
Auswertung wurden die Messergebnisse beider Peltksra Die Konzentrationsinter-

valle der Kalibriergeraden sind in der folgendemhdlke dargestellt.

Tabelle 4-2: Linearitat von Lutein-Standardlésungewerschiedenen Konzentrationsstufen

Nr. Konzentration (ug/ml) Peakflache (AU*min) |s Vi
1 3 498515 5104,85 3,72
2 12,5 2200594 30436,80 2,46
3 25 4469946 28945,23| 2,23
4 37,5 6687160 45252,04, 2,19
5 50 9387637 54750,91| 2,13
6 62,5 11951167 218419,94 1,84
7 87,5 16087654 172333,75 1,59
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Abbildung 4-3: Linearitat von Lutein-Standardlésengin 7 verschiedenen Konzentrationen. Peak Nr. 1
(Rt = 3,89 min) und Peak Nr. 2 (Rt = 4,44 min) wemdir die Berechnung zusammengefasst.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation.
Geradengleichung: y = 187578 x - 123449
BestimmtheitsmaR: 2R 0,99
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Mit den Messungen kann die Linearitat der Substan@eden jeweiligen Messberei-
chen mit einem hohen Bestimmtheitsmald bestatigtieverAlle in den Probenmessun-
gen erhobenen Messwerte liegen im Bereich der rieme®atenaufnahme der HPLC-
Anlage. Die Messungen entsprechen den Anforderuagemehrere Konzentrationsni-

veaus in Aquidistanzen. Die Methode erweist sishiakar.

4.1.2.2 Prazision

Die Bestimmung der Prazision wurde unterteilt ia Bestimmung der Geréteprazision,
der Messprazision und der Methodenprézision. Wheitevurde die intermediate preci-
sion mit einer zweiten Prifperson bestimmt.

Fur die Ermittlung der Gerateprazision wurden Lammder Standardsubstanz Lutein
und B-apo-8-Carotenal erstellt und in 6-facher Messwiledleing mit der HPLC ver-
messen. Um mogliche Einflisse durch Faktoren awusPdebenmatrix zu ermitteln,
wurde die Messprazision mit Realproben ermittelese wurden in 6-facher Messwie-
derholung mit der HPLC unter Standardbedingungeearsacht.

Fur die Ermittlung der Methodenprazision wurden Miessergebnisse aller Probenwie-
derholungen ausgewertet. Berechnet wurden die &tdabweichung und der Varia-
tionskoeffizient. FUr die Bestimmung des Luteinsraan der Peak Nr. 1 und der Peak

Nr. 2 als Lutein zusammengefasst.

Tabelle 4-3: Prazision in Weizenproben

Gerateprazision Messprézision Methodenpréazision
Vk Vk Vk
Lutein 0,21 % 1,02 % 2,5%
B-apo-8-Carotenal | 0,34 % 1,36 % 2,18 %

Intermediate precision

Die Prufung der laborinternen Prazision wurde eXanmgch mit der Weizenprobe A

1018 (DOK-Weizenproben) durchgefuhrt. Dafir wuras Weizen von zwei Prifern
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unter den Standardbedingungen in jeweils 6-fach@ndhwiederholung aufbereitet und
extrahiert. Diese Extrakte wurden direkt im Ansaslan die Extraktion am selben Tag
am selben Gerat unter den gleichen BedingungedenitiPLC vermessen.

Als statistische GroRRen der Prazision wurden de@&irdabweichung (s) und der Vari-

ationskoeffizient (\¢) ermittelt.

Tabelle 4-4: Intermediate precision in Weizen

Peakflache (AU*min) | s Vi (%)
Lutein (Prufer 1) 1588415,67 48502,26 3,05
Lutein (Prifer 2) 1507909,17 47549,10 3,15
B-apo-8-Carotenal (Prufer 1) 1200627,33 25363,89 121
B-apo-8-Carotenal (Prifer 2) 1235278,67 35536,99 82,8

Die Bestimmungen der Geratepréazision und der Méagsgpon beziehen sich nur auf
den instrumentellen Messvorgang. Fur MessungerelsitiPLC-Analytik liegen die
Werte der akzeptierten Prazision in der Regel beitév des ¥ von < | % (KROMIDAS,
1999). In den vorliegenden Messungen konnten dée¥erderungen an die Geréate-
und die Messprazision in allen Messungen erfllidsa.

Als Voraussetzung fir die Ermittlung der Prazismurden alle Messungen der Prazisi-
on auf Normalverteilung mittels des Tests nach D&RoOMIDAS, 1999) Uberprift. Fur
die vorliegenden Untersuchungen konnte wahrendvi@ssungen zur Mess- und Gera-
teprazision die Normalverteilung bestatigt werden.

Die Richtwerte fir den Pharmabereich hinsichtliein Bethodenprazision von = 1-

10 % bei einem Analytgehalt < 1 % KKMIDAS, 1999) konnten in allen Messungen der
Methodenprazision erfullt werden. Die Luteingehaléz Proben liegen mit Werten von
2,80 ug/g und 3,69 ug/g in einem Bereich < 1 %. Aiéorderungen an die Prazision
konnen fir diese Substanzen somit erfullt werden.

Die Prazision nimmt beim Ubergang von der Gerate-Messprazision bis zur Metho-
denprazision ab, was durch den Vorgang der Extrakind mdgliche Einflisse durch
die Probenmatrix erklart werden kann. Die GrenZendie Methodenprézision kénnen
ebenfalls von den Messungen der intermediate poacengehalten werden, obwohl in
diesen Messungen mit einer weiteren Prifperson aisétzliche ,Fehlerquelle” vor-

handen ist. Die Methodenprazision kann vor demeéigrund der erwahnten Richtwer-
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te als gut bezeichnet werden. Das Zusammenfasseifadds Nr. 1 und des Peaks Nr. 2
als Lutein erscheint damit berechtigt. Die Prazisgi nach diesen Kriterien gegeben.
Die Gute der Methodenprazision fur die vorliegen&eagestellungen zur Differenzie-
rung und Klassifizierung von Weizen durch den Logehalt, ergibt sich jeweils vor
dem Hintergrund der Unterschiede der jeweiligernbBro Fir alle gemessenen Proben
wurden die Probenunterschiede berechnet und vorHtiatergrund der jeweiligen Me-

thodenprézision ausgewertet.

4.1.2.3 Wiederfindung

Durch die Ermittlung der Wiederfindungsrate wurde Richtigkeit der Methode Uber-
pruft. Dafiir wurden 6 bereits vermessene AnsatzéMgazenproben mit einer bekann-
ten Menge der Standardsubstanz Lutein versetzmihder HPLC gemessen. Aus der
Differenz der Analyten in den aufgestockten Probad den nicht aufgestockten Pro-

ben wurde die Wiederfindungsrate (WF) berechnet.

Tabelle 4-5: Wiederfindung von Lutein in aufgestenkNeizenproben

Lutein, Lutein, Lutein, WF (%)
zugesetzt (Lg) berechnet (ug) gemessen (UQg)

1 8,85 8,56 96,71

2 9,72 9,46 97,29

4 12,40 12,04 97,05
6 14,10 13,57 96,26
8 16,57 16,11 97,22
10 18,07 17,55 97,08

Die Bestimmung der Wiederfindung des internen Stesh&lwurde aus den Messwerten
zur Messprazision, zur Methodenprazision und zistiBemung der intermediate preci-
sion errechnet. Zur Bestimmung des wahren Werteslemunach jeweils 5 HPLC-

Laufen Lésungen des internen Standards, die daneeischen Konzentration der Pro-
ben entsprachen, unter den StandardbedingungedemiHPLC vermessen. Aus der

Differenz der Messergebnisse wurde die Wiederfigduate berechnet und in der fol-
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genden Tabelle (4-6) dargestellt. Als Berechnungsijage diente die gemessene
Peakflache.

Tabelle 4-6: Wiederfindungsrate v@rapo-8-Carotenal in Weizenproben

Wiederfindungsrate (%) des internen Standards lessMngen zur:

Messprazision Methodenprézision Intermediate precision

98,39 % - 99,81 % 96,48 % - 99,28 % 95,14 % - 1D%3

In allen Messungen zur Wiederfindung liegt der Gtetlar Standardsubstanzen in ei-
nem Bereich < 1 %. Fur Wirkstoffgehalte < 1 % liegke Richtwerte fir die akzeptier-

te Wiederfindung mit Messungen mittels HPLC-Andyith einem Bereich zwischen

95,0 % - 105,0 % (KoMIDAS, 1999). Die Ergebnisse der Messungen entspreatian d

nach den Anforderungen an die Wiederfindung. DiehRgkeit der Methode kann da-

mit bestatigt werden.

Wiederfindungsraten > 100 % koénnen durch chromagysch nicht getrennte Be-
standteile der Probenmatrix bedingt seir@kiDAs, 1999). Derartige GrofRenordnun-
gen kénnen auch in den vorliegenden Wiederholungsumgen beobachtet werden.
Einflisse der Weizenmatrix auf die Wiederfindung @Garotinoide in den Proben sind
daher nicht auszuschlie3en, beziehen sich jedoclaufueinzelne Proben. Ein Zusam-
menhang mit einzelnen Gesamtproben kann nicht lobtdtawerden. Die Eignung des
internen Standards fur die vorliegenden Messunsfeteimit gegeben.

4.1.2.4 Robustheit

Zur Uberprifung der Robustheit der Methode wurdeStbranfalligkeit gegeniiber dem
Methodenparameter der Saulentemperatur ermitteltiiier hinaus wurde der Einfluss

durch die Wahl der HPLC-S&aule mit einer weiterenl&aberpruft.
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Einfluss der Sdulentemperatur

Weizen aus dem DOK-Versuch der Anbauvariante ,obidiagung“ wurde nach den
Standardbedingungen aufbereitet und in 5-fachebdPnweiederholung mit der HPLC
vermessen. Alle Probenmessungen wurden jeweilgiber Saulentemperatur von 20
°C (Standardbedingungen) und zum Vergleich beiQ&urid 40 °C wiederholt. Die re-
sultierenden Chromatogramme sind in der Abbildwdg(dachste Seite) dargestellt.

Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt sich ¥erschiebung der Retentionszeiten,
die bei allen Proben gemessen werden konnte. Glgialp Iasst die Trennleistung des
Systems nach. Mit der Verschiebung der Peaks gedtzenehmende Uberlappung der
Peaks des Luteins einher. Gleichzeitig nimmt bleinaBubstanzen mit steigender Sau-
lentemperatur das Messsignal ab, wahrend sich tdied&rdabweichungen und die je-
weiligen Variationskoeffizienten erhoht. Von dieséerdnderungen sind die Peaks Nr.
1 und Nr. 2 (Lutein) starker betroffen als derineeStandar@-apo-8-Carotenal.
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Abbildung 4-4: Chromatogramme von Weizenproberemér Vydac 201TP Saule bei unterschiedlichen
Saulentemperaturen. | = HPLC-Lauf bei 20 °C, Il #HC-Lauf bei 25 °C, Il = HPLC-Lauf bei 40 °C.
Darstellung der Chromatogramme einer DOK-Weizenprder Variante ohne Dingung.
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Einfluss der HPLC-Saule

In der Durchfiilhrung wurden Weizenproben unter deandardbedingungen mit der
HPLC vermessen, wobei zur Trennung eine anderee#hters, Nova-Pak, C18, 3,9

x 150 mm) zum Einsatz kam.
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Abbildung 4-5: Chromatogramme von Weizenprobenumierschiedlichen Sé&ulen. | = S&ule: Vydac
201TP54, Il = Saule: Waters, Nova-Pak, C18, 3,%8 fhm.

Durch den Einsatz einer zweiten Saule kann dieaBfélligkeit des Messergebnisses

gegeniber diesem Faktor gezeigt werden. In dertewé&intersuchung verschiebt sich



90 4 Ergebnisse

die Retentionszeit der Analyten, dabei wird eirzelner Peak mit einer Retentionszeit
von 4,66 min detektiert. Eine Trennung von Lutend wlem internen Standard ist unter

den veranderten Bedingungen nicht mdglich.

4.1.3 Photometrische Bestimmung der Summe der Carotinoidan Weizen

Die Untersuchung des Gehaltes der Gelbpigmenteemn\ileizenproben erfolgte nach
einer ICC Methode (152) mit beiBNTSCHEL(2001) beschriebenen Modifikationen. Fir
die vorliegenden Messungen beschrankte sich dieiigider Methode auf eine Grund-

kalibrierung, welche die Punkte der Linearitat wed Prazision umfasst.

4.1.3.1 Prazision

Die Ermittlung der Préazision wurde in die Messueg Geratepréazision und der Metho-
denprazision unterteilt. Daflr wurde eine Kalibgerade mit Lutein-Standardlésungen
(Roth) in THF/MeOH (1:1y:v) im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 pg/ml uBd 1
ung/ml aufgenommen und ausgewertet.

Die Gerateprazision wurde durch die 6-fache Mesdevteolung der Standardlésungen
ermittelt.

Die Messpréazision wurde durch Messungen der Lus¢éamdardl6ésungen in den unter-
schiedlichen Konzentrationen als 6-fache Probersviealung ermittelt. Als Ausgangs-

l6sung diente eine Lutein-Standardiésung der Komagan 0,1 mg/ml.

Die Methodenprézision wurde aus allen Messungeacbeet. Die Methode zur pho-

tometrischen Bestimmung von Lutein erweist sickeimem Konzentrationsbereich zwi-

schen 1,5 pg/ml und 13 pg/ml als prazise.

Die Methodenprazision in diesem Bereich liegt hé226. Storende Einflisse aus der

Probenmatrix auf das Messergebnis scheinen soafit worzuliegen.
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Tabelle 4-7: Geréateprazision und Messprazision gleostometrischen Messungen des Gesamtcarotinoid-
gehaltes

Lutein Gerateprazision Messprézision

(ng/ml) MW S Vi MW S Vi

13 2,11 0,02 0,72 2,12 0,05 2,37

9 1,50 0,01 0,73 1,51 0,03 2,23

6,3 1,05 0,01 0,66 1,08 0,03 2,77

3 0,53 0,00 0,76 0,53 0,01 2,75

15 0,26 0,00 1,60 0,26 0,01 2,98

0,1 0,02 0,00 9,09 0,02 0,00 11,08

4.1.3.2 Linearitat

Die Uberprifung der Linearitat und die Bestatigutes Messbereiches fiir die Proben
erfolgten mittels einer Kalibriergeraden, die aef dasis der Messergebnisse fir die
Bestimmung der Messprazision errechnet wurde. Rianffizierung des Gesamtcaro-

tinoidgehaltes erfolgte mittels dieser Kalibrietgen als Lutein.
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Abbildung 4-6: Kalibriergerade fiir Lutein. Dargelitesind die Mittelwerte einer 6-fachen Probenwie-
derholung und die Standardabweichung mit Luteim@aadldsungen bei 447 nm.



92 4 Ergebnisse

Es ergibt sich eine lineare Regression mit einéehdorrelation.
Geradengleichung: y =0,1633x + 0,0254
Bestimmtheitsmaf: £-0,991

Fur die Referenzsubstanz der Messungen, das Luiestieht in einem Bereich zwi-
schen 0,1 pg/ml und 13 pg/ml ein linearer Zusamraeglzwischen der Konzentration
des Analyten und dem Messsignal. Dabei erweist dielMethode sich in einem Kon-
zentrationsbereich zwischen 1,5 pg/ml und 13 pgimpréazise. Damit ist der Arbeits-
bereich relativ klein, die Proben konnten in dencigefihrten Messungen durch Ver-

dinnung an den bendtigten Messbereich angepass¢nver

4.1.4 Carotinoide in Weizen — Ergebnisse

Nach der erfolgreichen Prufung der Methodiken zesbing von Carotinoiden in Wei-
zen sollte anschlieBend an die Quantifizierungidentifizierten Inhaltsstoffe die Eig-

nung der Methodik zur Differenzierung und Klassérzng von Weizenproben tber-
pruft werden.

Aus dem Probenmaterial ergeben sich Differenzierund Gruppierungsmaoglichkeiten
auf der Grundlage der unterschiedlichen Dingungdamdunterschiedlichen Anbausys-

temen.

4.1.4.1 Messungen des Carotinoidgehaltes in Weizen (2004)

Messungen mittels HPLC-Analytik

Fur die Berechnungen des Luteingehaltes wurdePdak Nr. 1 und der Peak Nr. 2 zu
einem Gesamtpeak zusammengefasst und als Lutesnhmest. Fur die Berechnung des

Luteingehaltes wurde die folgende Formel verwendet:
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pg Lutein/g = b*0,8
2

b = durch lineare Regression erhaltener Wert
0,8 = Volumen des Gesamtextraktes (ml)

2 = eingesetzte Probe (g)

Photometrische Messungen des Gesamtcarotinoid@shalt

Der Gehalt der Summe der Gelbpigmente wurde ausgleichen Material bestimmt,
aus welchem auch der Carotinoidgehalt mittels HBe€&timmt wurde. FUr die Berech-
nung des Gehaltes der Gelbpigmente als Lutein wdisléolgende Formel verwendet:

ug Lutein/ml= b*v
\%
b = durch lineare Regression erhaltener Wert in pug/ml

v = Volumen der Messldsung (ml)

V = eingesetztes Probenvolumen (ml)
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Die Ergebnisse der Einzelstoffmessungen mittels EiRhd die Ergebnisse der photo-

metrischen Messungen sind der Tabelle 4-8 dardjestel

Tabelle 4-8: Luteingehalt, Gesamtcarotinoidgehaltl Gehalt gelber Pigmente in Weizen

Lutein Lutein Nicht identifizierte
(ng/g TM), (ng/g TM), Gelbpigmente
Code | Probenvariante HPLC-Analytik | Photometrische| (ug Lutein/g)
Messung

A1l |‘Capo’, Oko 3,24 4,67 1,43
A2 ‘Capo’, Konventionell 3,31 4,57 1,26
B1 ‘Capo’, Konventionell 3,09 4,87 1,79
B2 ‘Capo’, Oko 3,17 4,46 1,28
Ccl1 ‘Capo’, Konventionell 3,12 4,86 1,74
C2 | ‘Capo’, Oko 3,33 4,42 1,09
D1 | ‘Bussard, Oko 3,47 4,47 0,99
D2 | ‘Bussard’, Konventionell| 3,23 4,06 0,83
E1 | ‘Asketis’, Oko 3,30 4,62 1,32
E2 ‘Asketis’, Konventionell | 3,25 4,09 0,84
F1 ‘Asketis’, Konventionell | 3,42 3,90 0,48
F2 | ‘Asketis’, Oko 3,49 5,05 1,56
A Ohne Dingung 3,67 6,28 2,61
B Mineralische Dingung 2,93 5,60 2,62
C Biologisch—dynamische

Dungung 3,17 5,53 2,36
D Organisch-biologische

Duingung 3,07 5,48 2,39
E Konventionelle Dingung 2,78 5,90 3,12

Durch den Vergleich der Messergebnisse des Lutkaltes mittels der HPLC-
Analytik und der Messungen des Gehaltes der Gailognge zeigt sich, dass zwischen
diesen Messwerten keine starke Korrelation besteld. Summe der Gelbpigmente
kann nur zum Teil durch die Substanz Lutein erkh#tden, wobei diese Beob-achtung
in allen untersuchten Weizenproben bestétigt wekdam.

Aus der Differenz beider Messergebnisse wurde deteiAder nicht identifizierten
Gelbpigmente ermittelt. Der Anteil des Lutein am dgelbpigmenten liegt in den Pro-
ben aus dem DOK-Versuch zwischen 47,48 % und 3B, 7/@er Korrelationskoeffizient
bei r = 0,600. In den Weizen-Erzeugerproben liegtAhteil des Lutein an der Fraktion
der Gelbpigmente zwischen 63,35 % und 87,69 %Kderelationskoeffizient betragt r
=-0,154.
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100%1 I
O Lutein M Nicht identifizierte Gelbpigment
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ohne Dlingung Mineralische  Biologisch- Organisch- Konventionelle
Diingung dynamische biologische Diungung
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Abbildung 4-7: Anteil des Luteins an der Frakticer gghotometrisch gemessenen Gelbpigmente in DOK-
Weizenproben.

OLutein M Nicht identifizierte Gelbpigment

80% -

60% 1 [

40% - [

20% 1 [

0% T T T T T T T T T T T
Al A2 B1 B2 Cl1 C2 D1 D2 E1 E2 F1 F2
Probenbezeichnung

Al ‘Capo’, Oko D1: ‘Bussard’, Oko

A2: ‘Capo’, Konventionell D 2: ‘Bussard’, Konveanell
B 1: ‘Capo’, Konventionell E 1: ‘Asketis’, Oko

B 2: ‘Capo’, Oko E 2: ‘Asketis’, Konventionell
Cc1: ‘Capo’, Konventionell F1: ‘Asketis’, Konveaanhell
c2: ‘Capo’, Oko F2: ‘Asketis’, Oko

Abbildung 4-8: Anteil des Luteins an der Fraktiogr gghotometrisch gemessenen Gelbpigmente in Wei-
zen-Erzeugerproben. Gleiche Buchstaben bezeichiedPrdben eines Betriebspaares.



96 4 Ergebnisse

Eine Identifizierung unbekannter gelber Pigmenteen Extrakten konnte im Rahmen
der vorliegenden Untersuchungen nicht vorgenommerdewn. Der Gehalt der Gelb-
pigmente wurde als Lutein berechnet und in diesemFhinsichtlich der Fragestellun-
gen zur Differenzierung und Klassifizierung untéisdlicher Proben eingesetzt.

4.1.4.2 Messungen des Carotinoidgehaltes in Weizen (2005)

Um die Ergebnisse der Messungen des Luteingehalteslen vorangegangenen Mes-
sungen zu Uberprufen, wurden die Messungen im2I206 an den gleichen Proben mit
einer veranderten Methode wiederholt. Mit der vdsgiten Art der Extraktion wurde
Lutein mit der HPLC als einzelner Peak erfasst.dté@rBerechnung des Luteingehaltes
in den DOK-Proben wurden jeweils die Messergebniese3-fachen Probenwiederho-
lung aller Feldwiederholungen einer Dingungsvaeani einer Gesamtprobe zusam-
mengefasst. Die Messwerte fur den Luteingehaltein BOK-Weizenproben liegen in
einem Bereich zwischen 3,52 pg/g TM und 4,34 ugiyy die Standardabweichung
liegt in einem Bereich zwischen 0,14 und 0,55. XkEriationskoeffizienten kénnen
Werte in einem Bereich zwischen 3,68 % und 12, 718%chnet werden.

Der Korrelationskoeffizient zwischen den MessunganJahr 2004 und im Jahr 2005

betragt r = 0,929, die Messungen zeigen somit gine Korrelation.
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Abbildung 4-9: Ergebnisse der Messungen mittels EHAnalytik des Luteingehaltes in DOK-Weizen mit
unterschiedlichen Extraktionsmethoden.

4.1.5 Differenzierung und Klassifizierung

Durch die Art der Proben ergeben sich Differenziggmadglichkeiten hinsichtlich der
Sorten und dem Anbau (konventionell vs. 6kologistdgch Prifung auf Homogenitét
der Varianzen wurde die Differenzierung der Probttels ANOVA und anschliel3en-
dem LME/pairwise Test vorgenommen. Tabellen derejegen t-Werte und p-Werte
finden sich im Anhang. Die Messungen beziehen Bahden DOK-Weizenproben auf
Feldwiederholungen, bei den Erzeugerproben wurépndsentative Proben aus dem
Erntegut gezogen und bestimmt. Daher beziehendsech und p-Werte direkt auf die

Unterscheidung der Anbausysteme.
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4.1.5.1 Differenzierung und Klassifizierung von Weizen mitunterschiedlicher N-
Dungung (DOK-Weizen)

Differenzierung auf der Grundlage des Luteingelsalte

FE{Analyt)PRS)

- -
|

1.5 —

Ungediingte Variante

Mineralisch gediingte Variante (NPK in Menge Mistdingung konventionell
Biologisch-dynamisch gedtingte Variante, 1,4 [XMNA.
Organisch-biologisch gediingte Variante mit @VE/ha.

Variante aus konventionell, integrierter Pragluk, Mistdiingung

moowx

Abbildung 4-10: Boxplot des Luteingehaltes (PF(AQ#PF(1S)) in DOK-Weizen Proben.

Die Differenzierung auf der Grundlage des Luteirajtds (PF(Analyt)/PF(IS)) erfolgte
getrennt nach allen 4 Feldwiederholungen. Es ergsioh folgende Unterschiede:

Feldwiederholung 1: Feldwiederholung 2:

B C D E B C D E
A *k%k hkk Kk*k *%% A *k%k hkk Hk*k *%%
B **k% *k% *kk B *kk *kk *kk
C *k% C - *kk
D *kk D *k%k

**=p < 0,001, * = p < 0,01, *= p < 0,05 %= < 0,001, * = p < 0,01, *=p < 0,05
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Feldwiederholung 3: Feldwiederholung 4:

B C D E B C D E
A *k% kkk Kk*k *%% A *k% hkk Hkk *%%
B *k%k *kk Fkk B *% *k%k fekk
C *k% C *k% *k%
D ** D *k%

*=p < 0,001, *=p<0,01,*=p<0,05 *=p < 0,001, *=p<0,01,*=p<0,05
Bis auf die Proben C (biologisch-dynamische Diungungl D (biologisch-organische
Dungung) in der Feldwiederholung 2 kénnen alle Brobignifikant differenziert wer-

den.

Klassifizierung auf der Grundlage des Luteingelslte

Nachdem die Differenzierung der Proben erfolgreicihgenommen werden konnte,
sollten die Weizenproben gemal der N-Dingung Klamsi werden. Eine Klassifizie-
rung mittels CART erbrachte in einem ersten SchrétTrennung der ungediingten Va-
riante in eine eigene Gruppe. Die mineralisch uiedadganisch gediingten Varianten
konnen in diesem ersten Schritt nicht getrennt emrdnd bilden eine gemeinsame
Gruppe. In zwei weiteren Trennungen kann die Mdfirdar Proben (> 95 %) der or-
ganisch gedingten Varianten in eine eigene Grupmeerdnet werden. Eine Klassifi-
zierung gemaf der unterschiedlichen Duingung istdeager Basis mit guter Qualitat
madglich (Abbildung 4-11).

R Square | N N-splits | Imputes

Included 0,964 607 3 836

excluded 0
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All Rows
Court 32 Logvorth
2325 49053768 21138158
Lewvel Prok
KOMNYEMTIOMELL - 0.4000
MULL 0.2000
QEkD 0.4000

unik hplc.carctin.. Peak.hr 1. Nr.2==1 36 uni k hplc caratin.. Pesk Mr.1 . Nr 2=1 363
3172 172
I —
Courit Le) Court G"2  Logiorth
458 a 1866 26593657 67152241
Lewvel Prob Level Prok
KONYVENTIONELL  0.0000 KOMVENTIONELL  0.4954
MULL 1.0000 MULL 0.0032
QEKO 0.0000 QEKO 0.4954

uni.k.hplc caratin.. Pesk Mr.1 . Nr 2==1035 unik hplc carotin.. Peak hr 1. Mr.2=1.051
137826 37826
| | I
Court G"2  LogWarth Court G2
920 144 62553 46624103 946 2088776
Lewel Prok Lewvel Prok
KONVENTIONELL  0.0085 HONVEMTIOMELL 09767
MULL 0.0065 MULL 0.0000
QEHD 08570 QEKD 00233
[ |
ik hple caratin. Pesk Mr A _Mr 2<1 243 uri k hplc caratin. Pesk Mr1__Wr 2==1 24
91551 391551
=]
Court G2 Court G2
8 BO9V3EZ3 912 72247006
Lewel Prok Level Frob
KONYVENTIONELL - 0.0000 KOMVENTIONELL  0.0066
MULL 0.7500 MULL 0.0000
QEKD 0.2500 QERKD 0.9934

Abbildung 4-11: Klassifizierung von DOK-Weizenpnobait CART (helle Balken = konventionell ge-
dingte Proben, graue Balken = ungedingte ProbenkiduBalken = 6kologisch gediingte Proben).

Differenzierung auf der Grundlage des Gesamtcaoitipehaltes

Auf der Basis des Gesamtcarotinoidgehaltes erghbtfelgendes Bild:
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Abbildung 4-12: Streudiagramm der Messwerte dedquhetrisch gemessenen Gesamtcarotinoidgehal-
tes in DOK-Weizen.

Die Auswertung erfolgte fir die Gesamtproben UbdcdXon/Kruskal-Wallis Test.
ANOVA Summe Gesamtcarotinoidgehaft:= 35,2532, Prob »* < 0.001

Tabelle 4-9: Differenzierung von DOK-Weizen Ubar Gehalt der Gesamtcarotinoide

Signifikanz Mittelwert
A (ohne Dingung) A 0,128
E (konventionelle Diingung) B 0,122
B (mineralische Dingung) C 0,117
C (biologisch-dynamische Diingung) C 0,116
D (organisch-biologische Diingung) C 0,114

Die Proben A (ohne Dingung) kénnen von allen amdBreben differenziert werden.
Die Proben E (mit konventioneller Diingung) kénnen @llen anderen Proben getrennt
werden.

Die Proben B (mineralische Diingung), C (biologisigimamische Dingung) und D (or-

ganisch-biologische Diingung) kénnen nicht von edearyetrennt werden.



102 4 Ergebnisse

Klassifizierung auf der Grundlage des Gesamtcamtigehaltes

Durch die Klassifizierung mit CART Verfahren konnaans der Gesamtheit der Proben
zwei Gruppen gebildet werden. Danach bilden digavden ohne Dingung (A) und die
Proben mit mineralischer Diingung eine Gruppe. terewveiteren Gruppe werden die
Proben B (mineralische Diingung), C (biologisch-agisghe Dingung) und D (orga-
nisch-biologische Diingung) in einer Gruppe zusangetasst. Diese Gruppe wird in
einer zweiten Trennung in zwei weitere Untergruppéerteilt, die Proben D (biolo-
gisch-organische Dungung) bilden eine Gruppe, dieite Untergruppe besteht aus den
Proben B (mineralische Dingung) und C (biologisghainische Dingung). Eine kor-

rekte Klassifizierung der Proben nach der Diingshdgamit nicht moglich.

4.1.5.2 Differenzierung und Klassifizierung von Weizen-Erzeigerproben

Differenzierung auf der Grundlage des Luteingelsalte

FR{Analyt)PFS)

1.30 —

e

125 —

Jog 0,7 e

115 —

110 —

- CTH
I

1.05 —

Probel
A1 A2 E1 B2 1 cz M Dz E1 EZ F1 Fz total

Al ‘Capo’, Oko D1: ‘Bussard’, Oko

A2: ‘Capo’, Konventionell D 2: ‘Bussard’, Konveanhell
B 1: ‘Capo’, Konventionell E 1: ‘Asketis’, Oko

B 2: ‘Capo’, Oko E 2: ‘Asketis’, Konventionell
C1l: ‘Capo’, Konventionell F1: ‘Asketis’, Konvaonhell
c2: ‘Capo’, Oko F2: ‘Asketis’, Oko

Abbildung 4-13: Boxplot des Luteingehaltes (PF(AH#PF(IS)) in Weizen-Erzeugerproben.
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Eine Differenzierung der Proben mit LME/pairwisesTauf der Basis des Luteingehal-

tes zeigt das folgende Ergebnis:

Tabelle 4-10: Differenzierung auf der Grundlage degeingehaltes (PF(Analyt)/PF (IS)) in Weizen-
Erzeugerproben

A2 [B1 [B2 |C1 |C2 |[Db1 [D2 |E1 |E* [F1L [FR2
Al |- - - - - - - - - - .
A2 R R R R *_ N N N N *k
B1 - - e T R
B2 _ * Tk - - _ ok *kk
Cc2 * *kk _ _ _ *k
D1
D2 _ _ *kk *kk
= - -
= P
F1 -

*kk— p < 0,001, *k — p < 0,01, * — p < 0,05

Innerhalb der Betriebspaare haben, bis auf diePFlkdie Proben aus Okologischem
Anbau gegenuber der Gegenprobe aus konventiondldmau den hoheren Luteinge-
halt. Eine durchgéangige, signifikante Trennung zWwén den Proben aus konventionel-
lem Anbau und aus 6kologischem Anbau innerhallBd#¢riebspaare kann jedoch nicht
erfolgen. Der prozentuale Unterschied zwischenalepelnen Proben bezogen auf den
Gehalt von Lutein liegt in einem Bereich zwische®10% und 6,48 %, die Methoden-
prazision betragt 2,5 %. Es ergeben sich folgergiefikante Unterschiede:

In den Betriebspaaren A und B der Sorte ‘Capo’ undien Betriebspaaren E und F der
Sorte ‘Asketis’ kbnnen die 6kologisch erzeugtenbieronicht von den konventionell
erzeugten Proben differenziert werden.

In den Betriebspaaren C und D der Sorten ‘Capo’.bBussard’ kénnen die 6kolo-
gisch erzeugten Proben von den konventionell eteeugroben unterschieden werden.
Eine durchgangige Trennung nach Sorten ist nictglictd
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Eine Differenzierung von Proben aus dem gleichembalisystem kann in einzelnen

Proben erfolgen.

Klassifizierung auf der Grundlage des Luteingelslte

All Rowes:
Count G2 LogWorth
420 582.24363 6.8670885
Level Frob
KOMYEMTIONELL - 0.5000
QEKD 0.5000
uni k hple carotin. Peak M1 My 2==114 uni k hplc caratin,. Peak M1 Mr 221145
596058 96058
Count "2 LogWorth Count G2
229 13087083 08300285 1a1 i}
Lewel Prak Lewel Prak
KONYENTIONELL  0.0530 MONVENTIONELL  1.0000
DOEKD 0970 DEHD 0.0000
uni k.hplc.carotin.. Peak hr.1 . hre2==1 19 uni k.hplc.caratin.. Peak MNr. L Ne2<1.199
918634 15694
Court G2 Logworth Court G2
205 54197658 04132389 24 33104209
Level Prok Level Prob
KOMWENTIOMELL 010293 HOMYEMTIONELL - 05417
QEKO oavar CQEKO 04533

unik hple carotin,. Peak Mr 1M 2=1 250 unik hplc caratin. Peak My 1 Ny 2==1 25

33563 033563
I —
Count G2 Count G2
190 12488776 15 10.005425
Level Prok Level Proh
KOMVENTIONELL 00053 KOMYEMTIONELL  0.3333
DERD 0.9947 DEKD 0.6667
R Square | N N-splits Imputes
Included 0,889 420 3 696
excluded 0

Abbildung 4-14: Klassifizierung von Weizen-Marktpea nach dem Anbau durch den Luteingehalt (helle
Balken = konventionell erzeugte Proben, dunkle &akk 6kologisch erzeugte Proben).

Eine Klassifizierung und Gruppenbildung nach deterschiedlichen Anbauvarianten
(6kologischer vs. konventioneller Anbau) wurde ndelm CART Verfahren durchge-
fuhrt, die Ergebnisse sind in der folgenden Abhilgly4-14) dargestellt. Die Gruppie-
rung erfolgt in 3 Splits, wobei bereits im ersterhft 90 % der Differenzierung richtig

klassifiziert werden. Zwei weitere Trennungsschritaben nur noch wenig Einfluss auf
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das Gesamtergebnis. Nach 3 Splits wird ein grofédrder Proben (92,92 %) gemal

dem Anbausystem richtig in Gruppen zusammengefasst.

Differenzierung auf der Grundlage des Gesamtcaoidigpehaltes

Eine Differenzierung der Proben auf der Basis desa@tcarotinoidgehaltes ergibt das
folgende Ergebnis**=p < 0,001, ** =p < 0,01, *=p < 0,05

Tabelle 4-11: Differenzierung auf der Grundlage @ssamtcarotinoidgehaltes (PF(Analyt)/PF(IS)) in
Weizen-Erzeugerproben

A2 [B1 [B2 [C1 [Cc2 [p1 [D2 [E1 |E* [F1L [F2
Al _ * * ** ** bex *x _ Hxk _ *4
A2 *k _ *kok _ _ *% L bekx i Kk
B1 Kkk _ *kk [k kK dxk *% *K _ _
B2 *kk _ _ * * ** _ kkk
C1 *kk *kk ** ek Fxk _ _
C2 _ * * *% _ Fkk
D1 * * *kok _ *kk
D2 *% _ _ *kok
E1l *kk _ *
E2 _ *kk
F1 -

Die Proben des Betriebspaares A (‘Capo’) und dabé&n des Betriebspaares F (‘Aske-
tis’) kdnnen nicht gemafl dem Anbau (6kologisch avemtionell) voneinander unter-
schieden werden. Alle weiteren Betriebspaare kogegrennt werden.

Eine Differenzierung von Proben aus jeweils einentb@&ussystem ist in einzelnen Pro-
ben mdglich.

Eine Differenzierung von Proben der gleichen Sistten einigen Fallen mdglich.

Klassifizierung auf der Grundlage des Gesamtcamtigehaltes

Die Klassifizierung und die Gruppenbildung wurdert dem CART-Verfahren durch-
gefluhrt, die Ergebnisse sind in der folgenden Ahing dargestellt.



106 4 Ergebnisse

Al Rows
Court "2 LogWorth
420 56224383 62231857
Lewvel Prob
HONYENTIONELL 05000
OEKO 05000
uni k gelbpig.. Messwert==0095 uni k gelbpig.. Messwert=0.095
| ——,
Court 32 LogWorth Court G2
230 13580203 1.786774 1890 o
Level Prak Level Prok
KONYEMTIOMELL 00870 KOMYEMTIOMELL  1.0000
OEKO. 09130 OEKO 0.0000
uni k gelbpig.. Messwert=0101 uni k gelbpin.. Messwert==0 101
=
Court "2 LogWorth Count G2
197 F 06163 04378534 33 45717406
Lewel Prah Level Praf
HOMYEMTIOMELL 001352 KOMVEMTIONELL  0.5152
QEKO 09543 DEKD 0.4345
uni k gelbpig.. Messwert=0 095 uni k gelbpin . Messwert==01095
Court G2 Court G2
182 o 15 1502073
Lewel Prab Level Prok
KONYEMTIONELL  0.0000 HOMWENTIOMELL  0.2000
QEKO 1.0000 QEKC 05000
R Square | N N-splits Imputes
Included 0,896 420 3 696
excluded 0

Abbildung 4-15: Klassifizierung von Weizen-Erzepgelben durch den Gesamtcarotinoidgehalt (helle
Balken = konventionelle Proben, dunkle Balken =l6gisch erzeugte Proben).

Die Klassifizierung verlauft in gleicher Weise wbereits fur die Klassifizierung durch
den Luteingehalt beschrieben. Nach 3 Splits wedierProben (90,73 %) - nach dem
Anbausystem - richtig gruppiert.

4.2  Messungen der Carotinoide in Mais

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde der @emoigehalt in getrocknetem und
gemahlenem Mais der Sorte ‘Magister aus dem DOKsWeh untersucht. Das Pro-

benmaterial bestand aus 5 Anbauvarianten mit jevagiterschiedlicher N-Dingung.
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4.2.1 Identifizierung der Carotinoide in Mais — Ergebniss

Es ergibt sich ein Chromatogramm mit 7 voneinamggrennten Peaks. Die Abbildung
4-16 zeigt das Chromatogramm einer Maisprobe (I ariante mit konventionell-

mineralischer Diingung). Die nummerierten Peaks &inn allen Proben nachgewie-
sen werden und sind nach dem Vergleich der Retest#eten (Rt.) und der UV-

Spektren identisch.
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Abbildung 4-16: Exemplarische Darstellung des Chatsgrammes einer Maisprobe (I 3, Messung bei
450 nm). Peak Nr. 1= nicht identifizierten Peak:{Rt661 min), Peak Nr.2 = nicht identifizierter Rea
(Rt: 12,252 min), Peak Nr. 3 = Interner Standard: (3,039 min), Peak Nr. 4 = Lutein (Rt: 16,468 jmin
Peak Nr. 5 = Zeaxanthin (Rt: 19,133 min), Peak &= nicht identifizierter Peak (Rt: 20,867 min),dke
Nr. 7 = nicht identifizierter Peak (Rt: 23,305 min)

Von den detektierten Peaks wurden mittels Retestieitenvergleich und durch den
Vergleich der UV-Spektren die Substanzgapo-8-Carotenal (Peak Nr. 3), Lutein
(Peak Nr. 4) und Zeaxanthin (Peak Nr. 5) idengfizi Der Peak Nr. 2 weist zwar das
gleiche UV-Spektrum auf wie eirfeCryptoxanthin-Standardlésung, weicht jedoch hin-
sichtlich der Retentionszeit um 2,3 min von diealr so das$-Cryptoxanthin nicht
identifiziert werden kann. Die Substafpzapo-8-Carotenal wurde allen Proben vor der

Extraktion als interner Standard zugegeben.
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4.2.2 Validierungsschritte der HPLC-Methode zur Bestimmung von Carotinoi-
den in Mais

4.2.2.1 Linearitat

Linearitdt vons-apo-8-Carotenal

Die Linearitat vonp-apo-8-Carotenal wurde mit einer Standardverdinsuaige (Ta-
belle 4-12) bestimmt. Der Standard hatte eine Rginlon > 98 % (Fluka). Als L6-
sungsmittel diente eine THF/MeOH Mischung (1vdy). Fir die Bestimmung wurde
eine Verdunnungsreihe in 6-facher Probenwiederlgparstellt. Die Probe wurde dabei
mit allen Schritten der Standardprozedur aufberéiten jeder Probe wurden 15 pl un-
tersucht.

Tabelle 4-12: Linearitat des internen Standafidapo-8-Carotenal in verschiedenen Konzentrationsstu
fen

Nr. Konzentration (ug/ml) Peakflache (AU*min) S Vi

1 0,5 223381,5 7156,24 3,20
2 10 5478468 105663,16 1,93
3 20 11010138 237076,91 2,15
4 30 16541808 410140,58 2,48
5 40 22073478 352570,12 1,60
6 50 27605148 552014,76 2,00
7 60 33136818 410237,03 1,24
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Abbildung 4-17: Linearitat vorf-apo-8-Carotenal Standardldsungen. Dargestellt sitiel Mittelwerte

einer 6-fachen Probenwiederholung und die erreahifeendlinie.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation.
y = 553167x — 53202

Geradengleichung:

BestimmtheitsmaR: = 0,999

Linearitéat von Lutein

Die Linearitat wurde in einem Konzentrationsberercm 0,1 pg/ml und 75 pg/ml be-

stimmt. Die Standardlésungen wurden aus kristallingein-Standardsubstanz (Roth, >
98 %) als Losung in THF/MeOH (1:¥;v) angefertigt. Jeweils 15 pl der Lésungen
wurden in 6-facher Probenwiederholung mit der HREe@nessen.

Tabelle 4-13: Linearitat von Lutein in verschiedenénzentrationen

Nr. Konzentration (ug/ml) | Peakflache (AU*min) Vi

1 0,1 186682 4668,94 2,50
2 15 3962059 91517,84 2,31
3 30 7762774 94259,12 1,21
4 45 11563489 390752,08| 3,38
5 60 15364204 305355,98| 1,99
6 75 19164919 429674,55| 2,24
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Abbildung 4-18: Linearitat von Lutein-Standardlogen. Dargestellt sind die Mittelwerte einer 6-faghe
Probenwiederholung und die errechnete Trendlinie.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation.

Geradengleichung: y =253381x + 161344
BestimmtheitsmaR:R? = 0,999

Linearitit von Zeaxanthin

Die Linearitdt von Zeaxanthin wurde in einem Kortzationsbereich von 1 pg/ml und
40 pg/ml bestimmt. Die eingesetzten Standardl6sunvgarden aus kristalliner Stan-
dardsubstanz (Roth) mit einer Reinheit von > 98 8d angefertigt. Die jeweiligen
Konzentrationsintervalle sind in der unten stehend@labelle dargestellt. Zur Bestim-
mung der Kalibriergeraden wurden die Standardlosarig 6-facher Probenwiederho-

lung angefertigt. Jeweils 15 pl der Losungen wuntérder HPLC gemessen.
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Tabelle 4-14: Linearitat von Zeaxanthin. Aufgefisirtd die jeweiligen Mittelwerte einer 6-fachen Pro
benwiederholung

Nr. Konzentration (ng/ml) | Peakflache (AU*min) S V¢

1 40 10869213 272899 2,51
2 32 7637826 136815 1,79
3 25 6503892 88979 1,37
4 16 4581436 128804 2,81
5 8 2123727 50291 2,37
6 3 845803 18160 2,15
7 0,75 211957 6258 2,95

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation:
Geradengleichung: y = 258746 + 70757
BestimmtheitsmaR:R? = 0,99
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Abbildung 4-19: Linearitdt von Zeaxanthin-Standésiing. Dargestellt sind die Mittelwerte einer 6-
fachen Probenwiederholung und die errechnete Tieisd|

Linearitdt von Realproben

Um sicherzustellen, dass auch die Messergebnisseiatd identifizierten Substanzen

im Bereich der linearen Datenaufnahme lagen, wuMaisproben nach den Standard-
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bedingungen aufbereitet und bis zur doppelten lsvzu einem Zehntel der Konzen-
tration der Arbeitslésungen aufkonzentriert bzwrdiint. Solche Verdinnungsreihen
wurden in dreifacher Probenwiederholung erstelll unter den Standardbedingungen
mit der HPLC gemessen.

Tabelle 4-15: Untersuchungen zur Linearitat dermiclentifizierten Peaks in Maisproben in verscleied
nen Konzentrationen

Substanz Retentionszeit | Geradengleichung BestimmtheitsmaR @R
(Mittelwert)
Peak Nr. 1 11,661 min y = 100,36x + 25,379 =P,918
Peak Nr. 2 12,252 min y = 86,393x + 37,982 ?=R,954
Peak Nr. 6 20,867 min y=77,11x + 14,083 20,973
Peak Nr. 7 23,305 min y = 88,923x - 13,942| *=P,958
8000
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PF /1000
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3000 | ///)?/////////x///
2000

0 — — e, — —
-1000 0,5 1 1,5 2 5
Konzentrationsstuf
¢ Peak Nr. 1 = Peak Nr. 2 interner Standard: Lutein
X Zeaxanthin ® Peak Nr. 6 + Peak Nr. 7

Abbildung 4-20: Linearitat von Mais Realproben. Qastellt sind die Mittelwerte einer 3-fachen Pro-
benwiederholung. Die Konzentrationsstufe 1 entsprier Konzentration einer nach der Standardproze-
dur erstellten Maisprobe.

Mit den Messungen zur Bestimmung der Linearitatnkbestatigt werden, dass fur alle
Peaks ein linearer Zusammenhang zwischen der Ktnatien des Analyten und der

Signalintensitat besteht. Die Kalibriergeraden Stamdardlésungen erfillen die Anfor-
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derungen an die Aquidistanz, das Bestimmtheitsneafimtaren Korrelationen liegt in
einem Bereich von R> 0,99. Fir die Substanz@rapo-8-Carotenal, Lutein und Zea-

xanthin kann die Linearitat damit bestatigt werden.

Der Uberprtfte Bereich der Linearitat dieser Sutxza ist wie folgt:
-apo-8-Carotenal:0,5 pg/ml - 60 pg/ml

Lutein: 0,1 pg/ml - 75 pg/mi

Zeaxanthin: 0,75 pg/ml - 40 pg/mi

Bei der Bestimmung der Linearitat der Gesamtproimeiss beachtet werden, dass in
diesen Proben im Vergleich zu den Messungen zuedritét von Standardlésungen
durch das Verdinnen bzw. Aufkonzentrieren der Rrabe weiterer Prozessschritt ein-
gefuhrt wurde. DarUber hinaus wurden diese Messungeler kompletten Probenma-
trix durchgeftihrt. Dadurch ist eine Abnahme derzRién der Messungen verstandlich,
die in der oben stehenden Tabelle aufgefihrtenefaironen fir die einzelnen Peaks

scheinen unter diesen Bedingungen akzeptabel.

4.2.2.2 Prazision

In der Durchfihrung der Messungen zur Findung dériBion fur diese Arbeit wurde
in die Gerateprazision, die Methodenprazision umdWiederholprazision unterschie-
den. Fiur die Ermittlung der Gerateprazision wurtlésungen der Standardsubstanzen
Lutein, Zeaxanthin unfi-apo-8-Carotenal in 6-facher Messwiederholung rertldPLC
vermessen. Um mogliche Einflisse durch FaktorendaudProbenmatrix zu ermitteln,
wurde die Messprazision mit Realproben ermittelese wurden in 6-facher Messwie-
derholung mit der HPLC unter Standardbedingungeéarancht. Fur die Ermittlung der
Methodenprazision wurden die Messergebnisse aft@ehwiederholungen ausgewer-
tet. Berechnet wurden die Standardabweichung un®aeationskoeffizient. Flr nicht

identifizierte Substanzen konnte die Geratepraazisioht bestimmt werden.
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Tabelle 4-16: Gerateprazision und MessprazisioMaisproben

Gerateprazision Messprazision Methodenprazision
Vk Vk Vk

Peak Nr. 1 - 0,32 3,09

Peak Nr. 2 - 0,43 4,07

B-apo-8-Carotenal 0,16 0,56 3,53

Lutein 0,17 0,39 4,46

Zeaxanthin 0,21 0,58 4,58

Peak Nr. 6 - 0,90 3,45

Peak Nr. 7 - 0,22 6,7

Die Konzentrationen der Substanzen Lutein und Zshka liegen in einem Bereich

zwischen 17,68 ug/g und 25,77 pg/g bzw. 12,14 ugty16,48 pg/g, also in einem Be-
reich deutlich kleiner als 1 %. Die formellen Arderungen an die Prazision konnten
fur diese Substanzen somit in allen Proben erfigitden. Die Identitat der Peaks Nr. 1,
Nr. 2, Nr. 6 und Nr. 7 konnte nicht aufgeklart wemd Ein Konzentrationsbereich dieser
Substanzen, und damit ein akzeptabler Fehlerber&minten daher nicht bestimmt
werden. Unter der Annahme, dass es sich bei diesaiks ebenfalls um Carotinoide
bzw. Carotinoidisomere handelt, liegt deren Konmidn deutlich unter der Konzent-
ration von Lutein und Zeaxanthin. In diesem Fattdréauch fur diese Peaks die Richt-
werte flr den Variationskoeffizienten von 10 % @Ged.

Fur alle Proben untereinander wurde der prozentuaterschied berechnet. Bei Unter-
schieden, die im Streubereich der Methodenpréazisgen, kann eine Differenzierung
dieser Proben nicht prazise durchgefuhrt werden.

Als Voraussetzung der Bestimmung der Prazision weurdie Daten aller Messreihen
mit dem Test nach David (p = 5 %,) auf Normalvéutey Gberpriuft. Alle Messwerte

fur die Findung der Gerate- und der Messprazismaspgechen den Anforderungen an
die Normalverteilung der Werte. In den MessungenBastimmung der Methodenpra-
zision kann eine Normalverteilung der Messwerte lleaks Nr. 1 der Probe H (unge-
dingte Variante) nicht gefunden werden. Eine Inhgend&at des Probenmaterials er-
scheint unwahrscheinlich, da eine Normalverteilfingalle anderen Inhaltsstoffe der
Probe, einschliellich des internen Standards, tigistéerden kann. Die Prazision die-

ser Messung ist daher kritisch zu betrachten.
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Die Prazision der Methode zeigt sich in den Punkten Gerate-, der Mess- und der

Methodenprazision - mit den erwahnten Einschran&arigei der Probe H- als prazise.

4.2.2.3 Wiederfindung

Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurden 6 isrgermessene Maisproben mit
bekanntem Gehalt der unterschiedlichen Inhaltsstofit einer bekannten Menge der
Standardsubstanzen Lutein und Zeaxanthin versatkimit der HPLC gemessen. Aus
der Differenz der Analyten in den aufgestocktenbround den nicht aufgestockten
Proben wurde die Wiederfindungsrate (WF) bereclifhabellen 4-17 und 4-18). Die
Zudosierexperimente wurden so durchgefuhrt, dassrdsare Messbereich fir die ein-

zelnen Proben nicht Gberschritten wurde.

Tabelle 4-17: Wiederfindungsrate von Lutein in @stgckten Proben

Lutein, zugesetzt (ug| Lutein, berechnet (ug Lutein, gefunden (ug] WF (%)
2 9,72 9,66 99,40
3 9,41 9,23 98,18
4 9,80 9,63 98,41
6 8,68 8,44 97,39
8 9,42 9,21 97,91
10 8,95 8,76 97,95
Tabelle 4-18: Wiederfindungsrate von Zeaxanthiaufgestockten Proben
Zeaxanthin, zugeset Zeaxanthin, berechn|Zeaxanthin, gefun WF (%)
(1) (H9) den (ug)

2 7,06 7,01 99,36
3 8,40 8,31 99,027
4 9,07 9,02 99,44
6 11,12 10,97 98,71
8 12,75 12,62 98,99
10 15,04 14,75 98,09

Wiederfindung des internen Standagdapo-8-Carotenal

Nach jeweils 4 untersuchten Maisproben wurde enobd’mit reiner Standardsubstanz

in der Konzentration des in den Proben enthaltStandards untersucht. Diese Stan-
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dardlésungen wurden mit allen ProzessschritterEdéaktion behandelt. Die Messer-
gebnisse dieser Losungen stellen die wahren Wartdié Konzentration des internen
Standards fur den jeweiligen Probensatz dar. Auddéerenz des wahren Wertes und

des gefundenen Wertes wurde die Wiederfindungbexechnet.

Tabelle 4-19: Wiederfindung des internen Standgrdpo-8-Carotenal in allen Maisproben

Probe | B-apo-8-Carotenal, wahrer W¢ p-apo-8-Carotenal, gefunden WF (%)
(ng/ml) Wert (ug/ml)

H 2,32 2,29 98,85

I 2,31 2,30 99,68

K 2,31 2,36 102,25

L 2,21 2,21 99,81

P 2,12 2,09 98,64

Mit der Wiederfindung des internen Standards ndleim &chritten der Probenextrakti-
on kann die Eignung des internen Standards fuudiersuchte Probenmatrix bewertet
werden. Die Wiederfindungsrate des internen Stalsdawurde fir alle Proben berech-

net.

Fur Analytgehalte < 1 % wird ein Bereich von 95 %05,0 % als akzeptierte Wieder-
findungsrate genannt. Die maximale Wiederfindurigsia den untersuchten Maispro-
ben fand sich in Mais mit biologisch-dynamischemBiing mit einem Wert von 102 %.
Wiederfindungsraten > 100 % konnen durch Einfliass der Probenmatrix bedingt
sein (KROMIDAS, 1999). Ob es sich bei der hohen Wiederfindungsnatker biologisch
— dynamisch gedingten Probe um ein Charakteristifi@ser Matrix oder einen Mess-
fehler handelt, konnte mit den vorliegenden Untelnsumgen nicht geklart werden.

Die Anforderungen an die Richtigkeit wurden voreallProben erfillt. Eine Eignung
des internen Standards fur die vorliegenden Untérsugen kann damit bestatigt wer-

den.
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4.2.2.4 Spezifitat

Die Spezifitdt eines HPLC-Verfahrens mit UV-Detektiwurde durch den Vergleich
der UV-Spektren von Standardsubstanzen mit AnadgkB einer Realprobe vorge-
nommen. In der praktischen Durchfiihrung wurden ddfé UV-Spektren der Stan-
dardsubstanzen Lutein und Zeaxanthin aus den Meesuzur Ermittlung der Linearitat
aufgezeichnet. Fur den Vergleich mit den Analytd3eaus den Realproben wurden
Standardlésungen gewabhlt, die eine dhnliche Konaeom aufwiesen. Die aufgenom-
menen UV-Spektren sind in den folgenden Abbildungergestellt.

250 300 350 400 450 250 300 350 400 450

Abbildung 4-21: UV-Spektren von Lutein im WellegEmbereich zwischen 210 und 480 nm . | = UV-
Spektrum einer Lutein-Standardlésung bei einer Riaszeit von 16,815 min, 2 = UV-Spektrum einer
Maisprobe (I 3) bei einer Retentionszeit von 16v48.
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250 300 330 do0 450 250 300 350 400 450

Abbildung 4-22: UV-Spektren von Zeaxanthin im Widllegenbereich zwischen 210 und 480 nm . | =
UV-Spektrum einer Zeaxanthin-Standardlésung beerelRetentionszeit von 19,654 min, 2 = UV-
Spektrum einer Maisprobe (I 3) bei einer Retentieits/on 19,133 min.

Die Spektren in den Peakmaxima sowie den Wendepnrdihd nach Form und Lage
der Maxima identisch. Somit sind gute Ubereinstimgan der UV-Spektren des Lu-
teinpeaks und des Zeaxanthinpeaks, und damit eiweis auf die Spezifitat des Ana-

lysenverfahrens gegeben.

4.2.2.5 Robustheit

Zur Uberpriifung der Robustheit der Methode wurdeStioranfalligkeit gegeniiber der
Wahl von Chemikalien mit anderen ChargennummernPzabenextraktion tberprift.
Darlber hinaus wurde der Einfluss durch die WalnlS&ulentemperatur wahrend der

Messungen uberpruft.
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Einfluss auf das Messergebnis durch die Probenktitna mit Chemikalien einer ande-

ren Chargennummer

Zur Uberprufung der Robustheit der Methode wurdeStiranfalligkeit gegeniiber den
Einflussen durch die Wahl von Chemikalien der dileit Spezifikation (p.a.) desselben
Herstellers (Merck) mit einer anderen ChargennumzoerProbenextraktion tberpruft.

Verandert wurden die verwendete Charge des Methambldes Tetrahydrofuran wah-
rend der Extraktion der Proben sowie die ChargeAtsgonitril als Bestandteile der

mobilen Phase wahrend der Messungen.

Eine Maisprobe der Anbauvariante | (konventionelh@nalische Dingung) wurde mit

diesen Chemikalien in 6-facher Probenwiederholutgphiert und mit der HPLC unter

Standardbedingungen vermessen. Die Trennung exfalgter Standardbedingungen.
Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigen sichekéinterschiede zwischen den
Messergebnissen zwischen den Extraktionen und Mgesumit 2 unterschiedlichen

Chargen von Chemikalien. Die HPLC-Methodik ist ies®tm Punkt robust gegentuber

Anderungen in der Standardprozedur.
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Abbildung 4-23: Einfluss der Verwendung von Chefighaanderer Chargen. Dargestellt sind die Mit-
telwerte der Peakflachen (AU*min) einer 6-facheoBanwiederholung und die Standardabweichungen.



120 4 Ergebnisse

Einfluss der Saulentemperatur auf das Messergebnis

Eine Maisprobe der Anbauvariante | (konventioneihenalische Dingung) wurde nach
den Standardbedingungen aufbereitet und bei eidleStemperatur von 20 °C (Stan-

dardbedingungen) und zum Vergleich bei 30 °C unf@CGl§emessen.
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Abbildung 4-24: Einfluss der Saulentemperatur aefm@sultierenden Chromatogramme gleicher Mais-
proben bei 20 °C (1), 30 °C (Il) und 45 °C (llI).
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Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt sich e2peoduzierbare Verschiebung der
Retentionszeiten sowie eine Verschlechterung denflleistung des Systems. Mit der
Verschiebung der Retentionszeiten der Peaks gabtzinehmende Uberlappung der
Peaks Nr. 1, Nr. 2 und des Peak NrB3&po-8-Carotenal) sowie der Peaks Nr. 4 (Lu-
tein), Nr. 5 (Zeaxanthin), Nr. 6 und Peak Nr. 7hein Bereits bei Temperaturen von 30
°C kann der Peak Nr. 2 nicht mehr vom internen &eshgetrennt werden. Bei Tempe-
raturen von 45 °C kommt es zusétzlich zu einer ldgerung mit dem Peak Nr. 4 des
Chromatogrammes. Eine Identifizierung und eine dnang der einzelnen Substanzen
kann in diesen Chromatogrammen nicht durchgeflbarten.

Wahrend der vergleichenden Messungen der Maisprehede die Temperatur der

Saule mit einem S&aulenofen auf 20 °C eingestellt.

4.2.3 HPLC-Analytik der Carotinoide in Mais - Ergebnisse

Nachdem die HPLC-Methodik zur Messung von Carotlaniin Mais erfolgreich hin-
sichtlich der Parameter Linearitat, Prazision, $pazund Robustheit Gberpriuft wurde,
sollte nach der Berechnung der identifizierten ltss¢éoffe die Eignung der Methodik
zur Differenzierung und Klassifizierung von MaissaAnbau mit unterschiedlicher
Dungung uberpruft werden. Aus dem Probenmatergalesn sich Differenzierung- und
Gruppierungsmoglichkeiten auf der Grundlage derenschiedlichen Dingung. Die
Proben wurden nach der beschriebenen Prozedurratiéteund in 6-facher Proben-
wiederholung gemessen. Die Substanzen Lutein uadat¢hin wurden mit Standard-
kalibriergeraden quantifiziert. Fur die Berechnuigs Luteingehaltes und des Zea-
xanthingehaltes in Maisproben wurde die folgendearieb verwendet:
ug Lutein/g = b*6

4

b = Durch lineare Regression erhaltener Wert
6 = Volumen des Gesamtextraktes in ml
4 = Extrahierte Probe (g)
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Tabelle 4-20: Luteingehalt und ZeaxanthingehaMiais

Lutein Zeaxanthin
Anbauvariante S pg/gTM |s pg/g TM
H (ohne Diingung) 0,85 19,21 0,78 13,92
| (Konventionell-mineralische Dingung) 0,58 21,38 | 410 | 14,53
K (Biologisch-dynamische Diingung, 1,4 DGVE/ha) 1,39|19,33 0,66 14,39
L (Organisch-biologische Diingung, 1,4 DGVE/ha 1,05/ 21,13 0,64 15,17
P (Konventionelle Dingung) 1,14 24,61 0,83 15,99

Mit den Messungen wurden die Xanthophylle Luteird ufeaxanthin als die Haupt-
komponenten aus der Klasse der Carotinoide in hMiaistifiziert. Bezogen auf die ge-
samte gemessene Peakflache betragt der Anteil wbeinLund Zeaxanthin zwischen
72,09 % und 74,92 %, entsprechend einem Gesamitm@ttevon 73,39 %. Der Korre-

lationskoeffizient zwischen dem Lutein- und dem x&dhingehalt betragt r = 0,93.

Die Verhaltnisse der nicht identifizierten Peakgimander sind in der Abbildung 4-25
dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwert der MgeiRe PF(Analyt)/PF(IS) sowie die
jeweilige Standardabweichung. Eine Identifizierurmpr das UV-Absorptionsverhalten
und die Retentionszeiten war aufgrund fehlender $péktren als Referenzen nicht
maoglich.
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L (org.): Organisch-biologisch gediingte Variantd, DGVE/ha.
P (konv.): Konventionell gedingte Variante.

Abbildung 4-25: Nicht identifizierte Peaks in Maisben.

4.2.4 Differenzierung und Klassifizierung von Maisproben

Da nicht alle mittels HPLC-Analytik gemessenen Itdstoffe identifiziert werden
konnten, wurde die weitere Auswertung auf der Glagel der Messgrol3e
PF(Analyt)/PF(IS) durchgefiihrt, um eine Vergleictidedt der Daten zu gewahrleisten.
Hinsichtlich der Validierungsfragen wurde eine Brnzierung durch LME/pairwise
test durchgefihrt. Tabellen der jeweiligen t-Wertel der p-Werte finden sich im An-
hang.

Die Klassifizierung der unterschiedlichen Anbauaaten wurde durch eine lineare
Diskriminantenanalyse (LDA) vorgenommen. Fir dieddader Messungen des Peak
Nr. 1 konnte eine Normalverteilung als Voraussetzder Prazision nicht bestatigt

werden. Auf die Vorstellung dieser Daten wurde daleezichtet.
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Lutein:

FF(Aralyt)PRs)

Variante ohne Dingung.

Konventionell-mineralische gediingte Variante.
Biologisch-dynamische gedingte Variante, 1,4 OXKMA.
Organisch-biologisch gediungte Variante, 1,4 D@¢E
Konventionell gediingte Variante.

orAS I

Abbildung 4-26: Boxplot des Luteingehaltes (PF(A#PF(interner Standard)) in Maisproben.

Eine Differenzierung der Proben mit LME/pairwissttauf der Basis des Luteingehal-
tes (PF(Analyt)/PF (IS) ergibt das folgende Ergebni

I K L P
H *%* - *%* *%*
I - - *%*
K * *k%k
L *%*

*kk— p< 0’001, **:p < 0’01' *:p < 0,05

Der Probenunterschied bezogen auf den Gehalt vegiriliegt in einem Bereich zwi-
schen 0,35 % und 16,64 %, die Methodenprazisioded,46 %.

Die Maisproben mit konventioneller N-Dingung (Phkén von allen weiteren Anbau-
varianten getrennt werden.

Die organisch-biologisch gedingte Variante (L) karam der ungedingten Variante

(H) und der biologisch-dynamischen Variante (K¥atiénziert werden.
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Die Maisproben aus Anbau mit mineralischer N-Dirggkénnen von den ungedingten

Proben unterschieden werden.

Zeaxanthin:
PR AnalyE)PRIS)
28 — i
26 — i
24 - _ — i
22 i : i -
—
20 — — - —— :
Probe _\ I I I I I
H | K. L P total
H: Variante ohne Dingung.
l: Konventionell-mineralische gediingte Variante.
K: Biologisch-dynamische gediingte Variante, 1,4 EHMA.
L: Organisch-biologisch gediingte Variante, 1,4 D@\
P: Konventionell gedingte Variante.

Abbildung 4-27: Boxplot der Messergebnisse des a@@hingehaltes (PF(Analyt)/PF(1S)) in Mais.

Eine Differenzierung der Proben mit LME/pairwissttauf der Basis des Zeaxanthin-
gehaltes (PF(Analyt)/PF(1S)) ergibt das folgendgebnis:

K

L

H

*k%k

*%*

*%

*%

K

*%

L

*kk— p< 0’001, **:p < 0’01' *:p < 0,05

Der prozentuale Unterschied zwischen den einzeRreben bezogen auf den Gehalt
von Zeaxanthin liegt in einem Bereich zwischen (%b&nd 12,82 %, die Methoden-

prézision betragt 4,58 %.



126

4 Ergebnisse

Die Mais

proben mit konventioneller N-Dingung (Phkén von allen weiteren Anbau-

varianten auf3er der organisch gedingten Varianersatnieden werden.

Die organisch-biologisch gediingte Variante (L) karam der ungedingten Variante

(H) und der biologisch-dynamischen Variante (K)ygent werden.

Peak Nr. 2:
FF(ralytPFS)
040 — T
0.35 — .
0.30 — - - i
0.25 — —— E’
/— == il T
Probe I I T I I I
H | K L F tatal
H: Variante ohne Dingung.
I: Konventionell-mineralische gediingte Variante.
K: Biologisch-dynamische gedingte Variante, 1,4 OXMA.
L: Organisch-biologisch gediuingte Variante, 1,4 D@¢E
P: Konventionell gediingte Variante.

Abbildung

4-28: Boxplot der Messergebnisse des $Bak2 (PF(Analyt)/PF(IS)) in Maisproben.

Eine Differenzierung der Proben durch den Peak2NiPF(Analyt)/PF(1S)) ergibt das

folgende Ergebnis:

I K L P
H - R *% *%
I - - ok
K * o
L =

*kk— p< 0’001, **:p < 0’01' *:p < 0,05

Der prozentuale Unterschied zwischen den einzeflteben bezogen auf den Peak Nr.

2 liegt in
4,07 %.

einem Bereich zwischen 0,76 % und 18/&6die Methodenprazision betragt
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Die organisch-biologisch gediingte Variante (L) karam der ungedingten Variante

(H) und der biologisch-dynamischen Variante (K¥eténziert werden.

Die Maisproben mit konventioneller N-Dingung (Pnkén von allen weiteren Anbau-

varianten unterschieden werden.

Peak Nr. 6:
FR(&ralyt)PFIS)
0.32 — T
030 — :
0.2 —
0.26 — 0 i
0.24 _ I
—
02z — :— | é Bl :—
oz " Probs | T | | | |
H | K L F total
H: Variante ohne Dingung.
I: Konventionell-mineralische gediingte Variante.
K: Biologisch-dynamische gedingte Variante, 1,4 OXMA.
L: Organisch-biologisch gediingte Variante, 1,4 D@\
P: Konventionell gediingte Variante.

Abbildung 4-29: Boxplot der Messergebnisse des £Bak6 (PF(Analyt)/PF(IS)) in Maisproben.

Eine Differenzierung der Proben durch den PeakoNPF(Analyt)/PF (IS)) ergibt das

folgende Ergebnis:

| K L P
H - - - o
| o N ox
K o o
L o

*kk— p < 0,001, **zp < 0,01, *=p < 0’05

Der prozentuale Unterschied zwischen den einzefteben bezogen auf den Peak Nr.

6 liegt in

einem Bereich zwischen 0,11 % und 13@6die Methodenprazision betragt
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3,45 %. Alle signifikanten Unterschiede kdnnen det entsprechenden Prazision ge-
messen werden.

Die Maisproben mit konventioneller N-Dingung (Phkén von allen weiteren Anbau-
varianten getrennt werden.

Die organisch-biologisch gedingte Variante (L) kaon der biologisch-dynamischen

Variante (K) differenziert werden.

Peak Nr. 7:
PR{analyt)PRIS)
0.zz — i i
020 — i
018 — i _i_
018 — ! T
014 — i i
Probe I I T I I I
H | K L F total
H: Variante ohne Dingung.
l: Konventionell-mineralische gediingte Variante.
K: Biologisch-dynamische gediingte Variante, 1,4 EHMA.
L: Organisch-biologisch gediingte Variante, 1,4 D@\
P: Konventionell gediingte Variante.

Abbildung 4-30: Boxplot der Messergebnisse des £Biak7 (PF(Analyt)/PF(IS) ) in Maisproben.

Eine Differenzierung der Proben durch den Peak7NiPF(Analyt)/PF(1S)) ergibt das

folgende Ergebnis:

I K L P

*%

*%

H

I

K *% *k*k
L

**=p < 0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05
Die Maisproben mit konventioneller N-Dingung (Phkén von allen weiteren Anbau-

varianten auf3er der ungediingten Variante (H) uctiezden werden.
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Die organisch-biologisch gediingte Variante (L) karam der ungedingten Variante

(H) und der biologisch-dynamischen Variante (K¥eténziert werden.

In der Ubersicht der Messergebnisse zeigen siclschen den einzelnen gemessen
Peaks rechnerische Zusammenhange. Der Korrelatieffslient (nach Pearson) zwi-
schen dem Lutein- und dem Zeaxanthingehalt bezagéalle Proben betragt r = 0,86.
Die rechnerischen Korrelationen zwischen allen eettén Peaks sind als Tabelle (4-
21) dargestellt. Ob zwischen den rechnerisch kerexidden Peaks auch ein kausaler

Zusammenhang besteht, konnte in diesen Untersuehumght geklart werden.

Tabelle 4-21: Korrelationen zwischen den einzelReaks bezogen auf den Mittelwert

Peak Nr. 2 | Zeaxanthin Lutein Peak Nr. 6 |Peak Nr. 7
Peak Nr. 1 0,99 -0,52 -0,34 0,056 -0,14
Peak Nr. 2 - -0,46 -0,29 0,09 -0,08
Zeaxanthin - - 0,93 0,63 0,86
Lutein - - - 0,89 0,93
Peak Nr. 6 - - - 0,85

Klassifizierung von Mais unterschiedlicher Anbausaaten

Die Klassifizierung der codierten Proben und einetddung in Gruppen erfolgten

durch LDA. Mittels des Peaks Nr. 2 sowie Lutein wehxanthin als Diskriminanten
kann eine Differenzierung und Einteilung in Grupmefolgen. Das Ergebnis der LDA
zeigt die Abbildung 4-31.

Die Proben H (ohne Diingung), K (biologisch-dynamé®ingung) und L (biologisch-

organische Dingung) bilden eine Gruppe und konmenden konventionell gediingten
Proben (P) und den konventionell mineralisch getémdProben (I) getrennt werden.
Die beiden konventionell erzeugten Varianten | (lentionell-mineralische Dingung)

und P (konventionelle Dingung) bilden keine gemaaims Gruppe und kdnnen vonein-
ander getrennt werden. Die mineralische N-Dunguwitist somit kein Merkmal zu

sein, anhand dessen eine Einteilung in Gruppetgeridkann.
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2 14 ' P (konv.)
0
19 | (min.)
-2
-3 T T T T T T T T T T
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Canonicall
Number Misclassified 3
Percent Misclassified 10
-2LogLikelihood 10.95

Abbildung 4-31: Lineare Diskriminanten Analyse (UD2ur Trennung von Maisproben anhand der
Messergebnisse der Substanzen Lutein und Zeaxauvie des Peaks Nr. 2.

Eine Klassifizierung der decodierten Proben mit@sRT-Verfahren ergibt eine Tren-
nung in zwei Schritten. In einem ersten Split aef @rundlage des nicht identifizierten
Peak Nr. 1 kbnnen ungedingte Proben und 6kologisnkdugte Proben nicht von ein-
ander getrennt werden. Konventionell gediingte Rrdbkleten mit einem Anteil der
Okologisch erzeugten Proben (5%) eine weitere dnippe. Ein zweiter Split auf der
Grundlage des nicht identifizierten Peak Nr. 6 iedireine Trennung der ungediingten
Proben von den 6kologisch erzeugten Proben. Insgesad ein Grol3teil der Proben
(95 %) richtig nach dem Anbausystem klassifiziert.

Im Vergleich mit der Auswertung mittels LDA werdéir diese Klassifizierung unter-
schiedliche Parameter benutzt. Die Hauptkomponehtgg@in und Zeaxanthin spielen
fur diese Art der Klassifizierung keine Rolle. Vibem Hintergrund der nicht gegebenen
Prazision fiur den Peak Nr. 1 muss diese Art des${fzierung jedoch kritisch betrach-

tet werden.
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4.3  Messungen der Carotinoide in M6hren

Der Carotinoidgehalt in M6hren wurde als Einzelstoélytik der Carotinoide mit Mes-
sungen mittels HPLC-Analytik und durch photometrsdvessungen der Carotinoide

als Summenparameter bestimmt.

4.3.1 Identifizierung

Die Identifizierung der Carotinoide in M6hren wurderch den Vergleich der Retenti-
onszeiten und der UV-Spektren von StandardlosungehMohrenproben vorgenom-
men. Untersucht wurden Carotinoide, die in derrhitgr als Inhaltsstoffe von Mohren
beschriebenen (2.3.1.5) und als Standardsubstambétilich sind. Die Ergebnisse die-
ser Messungen sind unter der Beschreibung der fRgndar Spezifitat (4.3.2.3) darge-
stellt.

Dartber hinaus wurden Co-Chromatographien mit Mdéx&akten und den genannten
Standardsubstanzen durchgefiihrt, die gleichzeitrgBestatigung der Richtigkeit der
Methode dienten.

Das Ergebnis der Messungen mittels HPLC-Analytigtélet in einem Chromatogramm
mit 4 voneinander getrennten Peaks. Diese Pealentne allen untersuchten Proben
auf. In keiner Probe konnten weitere Peaks det¢hktierden. Nach der beschriebenen
Art der Identifizierung handelt es sich dabei nohbr Wahrscheinlichkeit um die Sub-
stanzpeaks von Lutein;Carotin und3-Carotin sowie um den internen Standpsapo-
8-Carotenal. Ein struktureller Nachweis der Eineeliponenten konnte im Rahmen der

vorliegenden Messungen nicht erfolgen.
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Abbildung 4-32: Exemplarische Darstellung des Chatmgrammes einer Méhrenprobe der Sorte ‘Rode-
lika’ unter Standardbedingungen. Peak Nr. 1 = LatéRt: 4,073 min), Peak Nr. 2 gapo-8-Carotenal
(Rt: 5,526 min), Peak Nr. 3 &Carotin (Rt: 11,321 min), Peak Nr. 45=Carotin (Rt: 12,593 min).

4.3.2 Validierungschritte der HPLC-Methodik zur Messung von Carotinoiden
in M6hren

4.3.2.1 Linearitat

Linearitat des internen Standar@isapo-8-Carotenal

Die Linearitat des internen Standaftiapo-8-Carotenal wurde mit einer Standardver-
dinnungsreihe im Konzentrationsbereich zwische Qg'ml und 20 pg/ml bestimmit.
Der Standard hatte eine Reinheit von > 98 % (Rdthj.die Bestimmung wurde eine
Verdunnungsreihe in 6-facher Probenwiederholuntgirsvon jeder Probe wurden 15

pl mit der HPLC untersucht.
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Tabelle 4-22: Bestimmung der Linearitat des interS¢andardg-apo-8-Carotenal

Nr. | Konzentration (ug/ml) Peakflache (AU*min) S Vi
1 20 11887029 124987,51 1,05
2 16,5 9669941 38924,89 0,40
3 12,4 7328795 31269,78 0,43
4 8,25 4739994 27110,05 0,57
5 4,13 2409985 12734,54 0,53
6 0,62 363372 2379,68 0,65
14000000
12000000 -
10000000+
S
& 8000000
-
§ 6000000
o
4000000+
2000000+
0 ‘ ‘
0 5 10 15 20 25

Konzentration (ug/mi)

Abbildung 4-33: Linearitat mip-apo-8-Carotenal-Standardlésungen. Dargestellt sdid Mittelwerte

einer 6-fachen Probenwiederholung mit den jeweili§¢andardabweichungen und die errechnete Trend-
linie.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation.
Geradengleichung:  y =593369x — 55071
Bestimmtheitsmaf: =0,9998
Korrelationskoeffizient:r = > 0,999

Linearitédt von Lutein

Die Linearitat wurde in einem Konzentrationsbereicm 1 pg/ml und 100 pg/ml be-

stimmt. Die eingesetzten Standardldsungen wurders &uistalliner Lutein-
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Standardsubstanz mit einer Reinheit von > 98 %h(Ranigefertigt. Die Standardlésun-

gen wurden in 6-facher Probenwiederholung angeteutid jeweils 15 ul der Losungen
wurden mit der HPLC vermessen.

Tabelle 4-23: Bestimmung der Linearitat von Luteiuinterschiedlichen Konzentrationen

Nr. Konzentration (ng/ml) | Peakflache (AU*min) S V¢
1 1 64.129 2062,62 3,22
2 20 3.628.111 126439,64 3,48
3 40 7.379.671 201729,971 2,73
4 60 11.131.231 297878,38 2,68
5 80 14.882.791 218204,92 1,47
6 100 18.634.351 90420,97 0,49
20000000
18000000
16000000+
_ 14000000+
S 12000000
% 10000000
S 8000000
6000000+
4000000+
2000000
OA/ T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Konzentration (pg/m

Abbildung 4-34: Linearitat von Lutein-Standardlogen. Dargestellt sind die Mittelwerte einer 6-faghe

Probenwiederholung sowie die errechnete Trendlinie.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoherd{ation.
y = 187578x - 123449
R=0,998

Geradengleichung:
Bestimmtheitsmal3:

Korrelationskoeffizient:r = > 0,999
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Linearitéat vona-Carotin

Die Linearitat vona-Carotin wurde in einem Konzentrationsbereich vopgIml und
100 pg/ml bestimmt. Die eingesetzten StandardlGsunvgurden aus kristalliner Stan-
dardsubstanz (CaroteNature) mit einer Reinheit-v@&8 % angefertigt. Die jeweiligen
Konzentrationsintervalle sind als Tabelle dargéstéur Bestimmung der Kalibrierge-
raden (Abb. 4-35) wurden die Standardldsungen faxcBer Probenwiederholung ange-

fertigt und jeweils 15 ul der Lésungen mit der HPIW@ter Standardbedingungen
vermessen.

Tabelle 4-24: Bestimmung der Linearitat wpiCarotin in unterschiedlichen Konzentrationen

Nr. Konzentration (ug/ml) | Peakflache (AU*min) S V¢
1 1 277981 13910,27 5,00
2 40 7129821 274834,79 3,85
3 80 14050561 587972,58 4,18
4 120 20971301 488247,50 2,33
5 160 27642041 477013,17 1,73
6 200 34812781 245117,46 0,70
40000000
35000000 *

30000000 ////,
25000000 ~

/
20000000

15000000+
10000000+
5000000+
0 ‘ ‘ ‘

0 50 100 150 200 250

Konzentration (ug/ml)

Peakflachq

Abbildung 4-35: Linearitat vorm-Carotin Standardlosung. Dargestellt sind die Mitterte einer 6-
fachen Probenwiederholung mit Standardabweichungehdie errechnete Trendlinie.
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Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation:
Geradengleichung: y = 172852x + 166755
Bestimmtheitsmaf: £=0,99
Korrelationskoeffizient:r = > 0,999

Linearitat vons-Carotin

Die Linearitat wurde in einem Konzentrationsbereicm 1 pg/ml und 500 pg/ml be-
stimmt. Die eingesetzten Standardlésungen wurdes kustalliner B-Carotin-

Standardsubstanz (Roth) mit einer Reinheit von >9®&ngefertigt. Die jeweiligen
Konzentrationsintervalle sind als Tabelle dargéistBie Losungen wurden in 6-facher
Probenwiederholung angefertigt und jeweils 15 plldissungen mit der HPLC vermes-

sen.

Tabelle 4-25: Bestimmung der Linearitat y@iCarotin in unterschiedlichen Konzentrationen

Nr. Konzentration (ug/ml) Peakflache (AU*min) |s V¢

1 1 277642 10907,96 3,93
2 100 17501931 706159,78| 4,03
3 200 34793781 1173126,0f 3,37
4 300 52085631 1368445,4p 2,63
5 400 69377481 1760262,99 2,54
6 500 86669331 1324899,06 1,53

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation.
Geradengleichung: y = 173069x + 154887
Bestimmtheitsmaf: £-0,998

Korrelationskoeffizient:r = > 0,99
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Abbildung 4-36: Linearitat vorf-Carotin-Standardlésungen. Dargestellt sind die tMiverte einer 6-
fachen Probenwiederholung und die errechnete Tieisd|

Mit den Messungen zur Bestimmung der Linearitainkbaestatigt werden, dass fur alle
Peaks ein linearer Zusammenhang zwischen der Ktnatien des Analyten und der
Signalintensitat besteht. Die Kalibriergeraden lkefiidie Anforderungen an die Aqui-
distanz, die Korrelationskoeffizienten liegen imemn Bereich von r > 0,99. Fir die
Substanzeiff-apo-8-Carotenal, Luteim-Carotin undp-Carotin kann die Linearitat da-

mit bestatigt werden.

4.3.2.2 Prazision

In der Durchfiihrung der Messungen zur Findung déeiBion wurde in die Bestim-
mung der Gerateprazision, der Methodenprazision derdWiederholprazision unter-
schieden. Weiterhin wurde die laborinterne Prénim Sinne der intermediate precisi-
on mit einer zweiten Prifperson bestimmit.

Fur die Ermittlung der Gerate- und der Messpramiswnrden Losungen der Standard-
substanzen Lutein (20pug/mbsCarotin (40pg/ml)p-Carotin (150 pg/ml) un@-apo-8-
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Carotenal angesetzt und in 6-facher Messwiederigofih der HPLC vermessen. Um

maogliche Einflisse durch Faktoren aus der Probenwrai ermitteln, wurde die Mess-

prazision mit Realproben ermittelt. Diese wurdeg-facher Messwiederholung mit der
HPLC unter Standardbedingungen untersucht.

Die Methodenpréazision wurde mit allen Realprobanittelt. Diese wurden in 5-facher

Probenwiederholung mit der HPLC unter Standardlgraigen untersucht und fur die
jeweiligen Substanzpeaks ausgewertet.

Die Prufung der laborinternen Prazision wurde exXamgth mit Mohren der Sorte

‘Rodelika’ (N-) durchgefuhrt. Dafir wurden die M@&mproben von zwei Prifern unter
den Standardbedingungen in jeweils 6-facher Proleatesholung aufbereitet und ext-
rahiert. Diese Extrakte wurden direkt im Anschlaasdie Extraktion am selben Tag am
selben Geréat unter den gleichen Bedingungen miH&&IC vermessen.

Tabelle 4-26: Prazision in Méhrenproben

Gerateprazision| Messprazision| Methodenprazision | Intermediate precision
Vk Vk Vk Vk

Lutein 0,15 0,32 4,35 2,28

p-apo-8-

Carotenal |0,15 0,39 1,15 1,61

a-Carotin | 0,16 0,24 3,67 2,01

B-Carotin | 0,3 0,33 5,01 2,15

Eine Voraussetzung fur die Prazision einer analgga Messung ist das Vorliegen ei-
ner Normalverteilung der Daten. Fiir alle MessundenPrézision erfolgte eine Uber-
prufung der Daten auf Normalverteilung mittels dests nach David (p = 95 %). Wah-
rend der Messungen der Methodenprézision wurdéldienalverteilung fur jeden Ana-
lyten jedes einzelnen Probensatzes Uberprift. kirvdrliegenden Untersuchungen
konnte wahrend der Messungen zur Mess- und Geéllisfon die Normalverteilung
nach David bestatigt werden.

Die Bestimmungen der Geratepréazision und der Méagspon beziehen sich nur auf
den instrumentellen Messvorgang. In den vorliegendiessungen sind die Anforde-
rungen an die Gerate- und die MessprazisiaroiipAs, 1999) in allen Messungen er-
fallt.
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Die erreichbare Methodenprazision ist von der Kotragion des Analyten in der Ma-
trix abhangig. Die Richtwerte fur den Pharmaberdiegen fur Analytgehalte von 1-10
% bei einem ¥ von 5 % und fur Analytgehalte von < | % bei ein&x von 10 %
(KROMIDAS, 1999). Die Konzentrationen der Carotinoide lied@én Lutein, a-Carotin
undp-Carotin in einem Bereich zwischen 22,48 ug/g T80;53 ug/g TM, 242,60 ug/g
- 451,36 pg/g bzw. 563,59 pg/g TM - 1121,20 pg/g, Hido in einem Bereich kleiner
als 1 %. Die Anforderungen an die Prazision konffiterdiese Substanzen somit erfullt
werden. Erwartungsgemal nimmt die Prazision vorCagéteprazision uber die Mess-
prazision bis hin zur Methodenprazision ab. Die Zem fur die Methodenpréazision
kénnen ebenfalls von den Messungen der intermegiaeision eingehalten werden,
obwohl in diesen Messungen mit einer weiteren RN eine zusatzliche Fehler-
quelle vorhanden ist. Die Abnahme de¢ 8er intermediate precision im Vergleich zur
Methodenprazision ist vermutlich dadurch zu erkiamass fir die Ermittlung der in-
termediate precision lediglich eine Méhrenqualgémessen wurde. Fur die Methoden-
prazision dagegen wurden die Messungen aller M@nofen bericksichtigt. Dies
kann durch Einflisse der Probenmatrix bedingt sisPrazision der Erfassung des in-
ternen Standards ist nicht beeintrachtigt. Die Bréz ist nach diesen Kriterien gege-
ben.

Die Gute der Methodenprazision fur die vorliegen&eagestellungen zur Differenzie-
rung und Klassifizierung von Mohren durch einzelnbaltsstoffe ergab sich jeweils
vor dem Hintergrund der Unterschiede der jeweiliBeoben. Fir alle gemessen Proben
wurden die Unterschiede berechnet und vor dem Hjniad der jeweiligen Methoden-

prazision ausgewertet.

4.3.2.3 Spezifitat

Die Prufung der Spezifitat des HPLC-Verfahrens weuddirch den Vergleich der UV-

Spektren der Analyt-Peaks in einer Standardlésumbainer Realprobe vorgenommen.
Durch den Einsatz eines Dioden-Array-Detektors kenrdie UV-Spektren der Proben
in einem festgelegten Wellenlangenbereich aufgbreicwerden. Beim Vergleich der

UV-Spektren wurden die Absorptionsmaxima und digd_der Wendepunkte in Relati-
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on zur Retentionszeit im Chromatogramm beurteiltdér praktischen Durchfiihrung
wurden daftir die UV-Spektren der Standardsubstahaggin, a-Carotin und3-Carotin

aus den Versuchen zur Ermittlung der Linearitaseli€Substanzen extrahiert.
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Abbildung 4-37: UV-Spektren von Lutein im Wellegimbereich zwischen 210 und 480 nm. 1 = UV-
Spektrum einer Lutein-Standardlésung (Rt: 4,132) nfir= UV-Spektrum einer Mdhrenprobe der Sorte

‘Rodelika’ (Rt: 4,073 min).
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Abbildung 4-38: UV-Spektren venCarotin im Wellenlangenbereich zwischen 210 urd d@®. 1 = UV-
Spektrum einen-Carotin-Standardlésung (Rt: 11,523 min), 2 = UVeBpum einer M6hrenprobe der

Sorte ‘Rodelika’ (Rt: 11,321 min).
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Abbildung 4-39: UV-Spektren vgfiCarotin. Absorptionsmaxima in einem Wellenlangeeioh zwi-
schen 210 und 480 nm. 1 = UV-Spektrum ejfi€arotin-Standardlosung (Rt: 12,712 min), 2= UV-
Spektrum einer Mdhrenprobe der Sorte ‘Rodelika’ (Rt593 min).

Als Ergebnis der Vergleiche zeigt sich eine gutetgmstimmungen zwischen den UV-
Spektren von Standardlésungen und Spektren ausavpioben beziglich der Reten-
tionszeiten und den Absorptionsmaxima. Somit ist ldinweis auf die Spezifitdt des

Analysenverfahrens gegeben.

4.3.2.4 Richtigkeit

Fur die vorliegenden Untersuchungen stand keindaramaterial fir Mohren mit defi-

niertem Inhaltsstoffgehalt zur Verfigung. Um eings8age Uber die Richtigkeit treffen
zu konnen, wurde die Wiederfindung des internemditeds berechnet. In weiteren
Messungen wurde die Wiederfindung der einzelnemi@emide mit aufgestockten Pro-

ben untersucht.

Wiederfindung des internen Standards

Fur die Bestimmung der Richtigkeit wurde die Widnhelung des internen Standards
aus den Messwerten zur Messprazision, zur Wiedardmkion und zur Bestimmung

der intermediate precision errechnet. Zur Bestingndes wahren Wertes wurden nach
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jeweils 5 HPLC-Laufen Losungen des internen Staigjadie der rechnerischen Kon-
zentration der Proben entsprachen, unter den Stretdingungen mit der HPLC ver-
messen. Als Berechnungsgrundlage diente die geme$ssakflache. Fur den internen
Standard wurden folgende Wiederfindungsraten egthitt

Tabelle 4-27: Wiederfindung des internen Standarddéhrenproben

Wiederfindungsrate (%) des internen Standards lesisMngen zur:
Messprézision Methodenprazision Intermediate precision

99,42 % - 100,54 % 95,93 % - 103,62 % 95,01 % 4D%0

Wahrend aller Messungen wurden folgende Kenngréfiarttelt:

Mittelwert der Peakflache (AU*min): 2721365
S: 68455,73
V. 2,52

Die Prazision der Standardsubstanz Uber den gesavigeszeitraum ist somit als gut
zu beurteilen. Die Werte sind nach dem David-TE®QMIDAS, 1999) normalverteilt.
(P =0,1%, PG =4,549,¢ 1,99, g = 5,90,n = 100).

Wiederfindung der Carotinoide Lutei.Carotin unds-Carotin

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden 3 bere@ismessene Ansatze der Mohren-
proben mit einer bekannten Menge einer der Stasdasianzen Luteim,-Carotin oder
B-Carotin versetzt und mit der HPLC gemessen untysieat. Zu jeweils 0,5 ml einer
bekannten Probe wurden 0,5 ml der Standardlésunggegeben. Die Konzentrationen
der zugesetzten Lésungen sind in den folgendenl€ab@l-28 bis 4-30) dargestellt.
Aus der Differenz der Analyten in den aufgestockteaoben und den nicht aufgestock-

ten Proben wurden die Wiederfindungsraten (WF)dferet.

Tabelle 4-28: Richtigkeit der Messungen von Lutein

Lutein zugesetzt (ug/ml| Lutein berechnet (pg/ml)| Lutein gemessen (ug/ml) WF (%)
1 10,90 10,83 99,37
10 11,22 11,10 98,86
20 11,51 11,36 98,66
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Tabelle 4-29: Richtigkeit der Messungen we@arotin

a-Carotin zugeseti a-Carotin berechng a-Carotin gemessg WF (%)
(ng/ml) (Lg/ml) (Lg/ml)

20 86,78 86,09 99,21
40 106,78 105,16 98,49
50 116,93 114,66 98,07

Tabelle 4-30: Richtigkeit der Messungen ya@Garotin

B-Carotin zugesetz B-Carotin berechng B-Carotin gemessg WF (%)
(Lg/mi) (Lg/mi) (Lg/mi)

50 236,65 230,59 97,44
75 261,94 255,33 97,47
100 287,23 275,49 95,91

Die Wiederfindung in allen durchgefihrten Unterawuden liegt innerhalb des gefor-
derten Bereiches zwischen 95 % - 105 %. Die Metlpdeist sich als richtig.

4.3.2.5 Robustheit

Zur Uberpriifung der Robustheit der Methode wurdeStiranfalligkeit gegeniiber der
Wahl von Chemikalien einer anderen ChargennummepPrabenextraktion tberprift.
Darlber hinaus wurden Einflisse durch die Wahl®fulentemperatur und die Wahl

der Saule selbst Uberpriift.

Einfluss auf das Messergebnis durch die Probenktitna mit Chemikalien einer ande-

ren Chargennummer

Zur Uberprufung der Robustheit der Methode wurdeStiranfalligkeit gegentiber den
Einflussen durch die Wahl von Chemikalien der dileit Spezifikation (p.a.) desselben
Herstellers (Merck) mit einer anderen ChargennumzoerProbenextraktion tberpruft.

Verandert wurden die verwendete Charge des Methadbrend der Extraktion der
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Proben und als mobile Phase sowie die Charge deghydrofuran. Eine Méhrenprobe
der Sorte ‘Rothild’ wurde mit diesen ChemikalienSiiacher Probenwiederholung ext-
rahiert und mit der HPLC unter Standardbedingungemnmessen. Die Darstellung der
Messergebnisse erfolgt als Abbildung (Abb. 4-40).

Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigen sichekéinterschiede zwischen den
Messergebnissen zwischen den Extraktionen und Mgesumit 2 unterschiedlichen
Chargen von Chemikalien. Die HPLC-Methodik ist ilesem Punkt robust gegenuber
Anderungen in der Standardprozedur.

45000000
40000000
35000000
30000000
25000000
20000000
15000000
10000000+
5000000
0 — (-
Lutein 3-8-apo- a-Carotin B-Carotin

Carotenal

O Charge 1 Charge 2

Peakflache

Abbildung 4-40: Einfluss der Verwendung von Chefighaanderer Chargen. Dargestellt sind die Mit-
telwerte der Peakflache (AU*min) einer 5-fachen Bowiederholung und die Standardabweichungen.

Einfluss der Saulentemperatur

Mohren der Sorte ‘Rothild’ wurden nach den Standadihgungen aufbereitet und in 5-
facher Probenwiederholung mit der HPLC vermessdie. Rroben wurden jeweils bei

einer Saulentemperatur von 20 °C (Standardbedirepyngnd zum Vergleich bei 30 °C
und 40 °C wiederholt.
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Abbildung 4-41: Einfluss der Séulentemperatur aief @sultierenden Chromatogramme gleicher Méh-
renproben bei 20 °C (1), 30 °C (Il) und 40 °C (llI)
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Tabelle 4-31: Einfluss der Saulentemperatur aufMittelwerte (n=5) der Messergebnisse der Peakfla-

chen (AU*min) und der Retentionszeiten (Rt.) in Maproben

Saulentemperatur: 20 °C

Rt (min) Peakflache (AU*min) |s Vi
Lutein 4,06 1712702,80 88865,88 5,19
B-apo-8-Carotenal | 5,54 2687768,20 71308,91 2,65
a-Carotin 11,55 17570871,60 582332,93 |3,31
B-Carotin 12,94 37100864,81 2177502,80 | 5,87

Saulentemperatur: 30 °C

Rt (min) Peakflache (AU*min) |s Vi
Lutein 3,60 1767624,80 93259,29 5,28
B-apo-8-Carotenal| 4,79 2644847,40 79688,13 3,01
a-Carotin 10,09 16252028,80 860864,84 |5,30
B-Carotin 11,13 34941908,00 2252207,38 | 6,45

Saulentemperatur: 40 °C

Rt (min) Peakflache (AU*min) |s Vi
Lutein 3,00 1428678,60 105129,45 |7,36
B-apo-8-Carotenal | 3,42 2523738,80 118559,37 | 4,70
a-Carotin 7,52 13131843,40 1061968,36 | 8,09
B-Carotin 8,19 30694934,80 2661457,96 | 8,67

Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt sich ¥erschiebung der Retentionszeiten,
die bei allen Proben beobachtet werden kann, gleitig verringert sich die Trennleis-
tung des Systems. Mit der Verschiebung der Retesariten der Peaks geht eine zu-
nehmende Uberlappung der Substanzpeaksav@arotin undp-Carotin bzw. von Lu-
tein undp-apo-8-Carotenal einher. Bei allen Substanzen nimihsteigender Saulen-
temperatur das Messsignal ab, wahrend die Prazigionindert wird. Da eine Quanti-
fizierung der einzelnen Substanzen mit Kalibrieagien unter den jeweiligen Messbe-

dingungen nicht erfolgen konnte, diente als Beraolgsgrundlage die Peakflache.

Einfluss der HPLC-Saule

In der Durchfuhrung wurden Mohrenextrakte unter &andardbedingungen mit der

HPLC vermessen wobei zur Trennung zwei untersdicteell HPLC-Saulen (Vydac
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201TP54 und Waters, Nova-Pak, C18, 3,9 x 150 mm) Einsatz kamen. Die Mes-

sungen erfolgten als 5-fache Probenwiederholung.
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Abbildung 4-42: Einfluss der Saule auf das Chromgetmmm von Méhrenproben. Chromatogramme von
Moéhrenproben der Sorte ‘Rothild’ unter Standardipgnlingen mit unterschiedlichen Saulen (I = Vydac
201TP54, Il = Waters, Nova-Pak, C18, 3,9 x 150 mm).

Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt sich aemterschiedliche Trennleistung der
unterschiedlichen Saulen. Statt der vier Peaksdfér Substanzen Luteir3-apo-8-
Carotenalg-Carotin und3-Carotin werden mit der zweiten Saule fiinf Peaksldeert.

Diese Peaks entsprechen weder hinsichtlich demRetszeiten noch der gemessenen



148 4 Ergebnisse

Peakflachen den Peaks aus der Trennung mittel8ydkc Saule. Die Ergebnisse sind
in den folgenden Tabellen dargestellt, als Berengagrundlage diente die gemessene

Peakflache.

Tabelle 4-32: Einfluss der Saule auf das ErgebeisHPLC—Analytik von Carotinoiden in Méhren. Auf-
gefihrt sind die Messergebnisse einer Méhrenprash mrennung unter Standardbedingungen mit ei-
ner Vydac 201TP54 Saule.

Rt (min) Peakflache (AU*min) |s Vi
Lutein 4,07 2707768,2 50836,53 1,88
B-apo-8-Carptenal 5,53 1882592,2 72852,92 3,86
a-Carotin 11,29 25724323,6 1538371,78 5,98
B-Carotin 12,61 63732142 4233487,4Y 6,64

Tabelle 4-33: Einfluss der Séule auf das Ergebms lHPLC—Analytik von Carotinoiden

in Mohren.

Aufgefiihrt sind die Messergebnisse einer Mohrernpnodich Trennung unter Standardbedingungen mit

einer Waters, Nova-Pak, C18 Saule

Rt (min) Peakflache (AU*min) S Vi
Peak Nr.1 |3,65 255902,60 16655,80 6,51
Peak Nr.2 |4,58 1829264,60 121349,19 6,63
Peak Nr. 3 |6,20 437634,00 26105,88 5,97
Peak Nr.4 |9,17 2164549,60 260406,85 12,03
Peak Nr.5 |9,91 6332368,80 854086,34 13,48

Im Punkt der Robustheit wurden die Einflisse duliehSaulentemperatur und das Sau-
lenmaterial ermittelt. Durch das Arbeiten nach diebleibenden Bedingungen kénnen
diese Einflisse vermieden werden. Gegenuber einech¥¢l der Chargen der Chemi-

kalien zur Extraktion und als mobile Phase istMathode robust.

4.3.3 Photometrischen Bestimmung der Gesamtcarotinoide inMoéhren -

Grundkalibrierung

Das Prinzip der Messung der Gesamtcarotinoide Isiuhit an eine von WALBRAUCH
(1984) beschriebene Methode an. Aus der photoroktgemessenen Extinktion eines

Mohrenextraktes bei 452 nm wurden die Gesamtcarionalsp-Carotin berechnet.
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Fur diese Arbeit beschréankte sich die Prifung dethidde auf eine Grundkalibrierung,

welche die Punkte Linearitat und Prazision umfasste

4.3.3.1 Linearitat

Die Uberprufung der Linearitat und die Bestatiguieg Messbereiches fir die Proben
sowie die Quantifizierung erfolgten mittels einealikriergeraden. Daflr wurde eine
Kalibriergerade mif3-Carotin Standardldsungen (Roth) in Konzentratiomeuschen

0,35 pg/ml und 50 pg/ml in jeweils 6-facher Probmderholung aufgenommen und
ausgewertet. Die Messergebnisse dienten daneberdau®@estimmung der Geratepra-

zision. Die Berechnung des Gesamtcarotinoidgehatfetgte als pg-Carotin/g.

Signalintensita
JA
a1
o

0 10 20 30 40 50 60

Konzentration (ug/ml)

Abbildung 4-43: Kalibriergerade fif-Carotin-Standardldsungen bei einer Wellenlange 452 nm.

Es ergab sich eine lineare Regression mit eineemétorrelation.
Geradengleichung: y = 0,0506x + 0,0474
Bestimmtheitsmaf: £-0,998

Korrelationskoeffizient:r = 0,999
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Mit den Untersuchungen zur Linearitat kann bestatigrden, dass fir den gesamten
Uberpruften Messbereich zwischen 0,35 pg/ml undug§0nl pB-Carotin ein linearer
Zusammenhang zwischen der Konzentration des Amalyte der Messgrof3e besteht.
Fur die photometrischen Messungen des Carotinoaltg=hin den untersuchten Moh-
ren wurden die Extrakte im Verhéltnis 1:9 mit eifdischung aus MeOH/THF (1:1,

v:v) verdunnt, sodass alle Messungen im Bereich deaten Datenaufnahme lagen.

4.3.3.2 Prazision

Die Ermittlung der Préazision wurde in die Messueg Gerateprazision, der Messprazi-

sion und der Methodenprazision unterteilt.

Geréteprazision und Messprézision

Die Gerateprazision wurde durch die 6-fache Mes$evieolung vonB-Carotin Stan-
dardlésungen in einem Konzentrationsbereich zwisdh85 — 50 pg/ml ermittelt. Da-
bei wurden die Daten fir die Messungen zur Linaagtigrunde gelegt. Die Messprazi-
sion wurde durch Messungen von Realproben in 6efabtesswiederholung gemessen.
Die Mittelwerte, die Standardabweichungen und derejlige \k sind als Tabelle dar-
gestellt.

Tabelle 4-34: Gerateprazision und Messprazision plotometrischen Messungen des Gesamtcaroti-
noidgehaltes

B-Carotin | Gerateprazision Messprazision

(ng/ml) MW S Vi MW S Vi

50 2,62 0,004 0,16 2,62 0,004 0,16
38 1,96 0,004 0,20 1,90 0,006 0,30
25 1,29 0,003 0,26 1,31 0,006 0,44
12,5 0,72 0,002 0,29 0,71 0,006 0,85
0,35 0,06 0,001 1,87 0,06 0,002 2,63

Methodenprézision

Die aus allen Messungen ermittelte Methodenprazisairagt \¢ = 0,875 %.
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Die Methode zur photometrischen Bestimmung Ye@arotin erweist sich in einem
Konzentrationsbereich zwischen 12,5 pg/ml und S0nlgls prazise.

Fir die Referenzsubstanz der Messungenpdaarotin, besteht in einem Bereich zwi-
schen 0,35 pg/ml und 50 pg/ml ein linearer Zusanimaeg zwischen der Konzentrati-
on des Analyten und dem Messsignal. In Konzentnatio> 50 pg/ml waren die Mes-
sungen nicht mehr durchzufiihren, da ab dieser Kuretéon die Leistungsgrenze des
Photometers erreicht wird. Die Methode ist in einkonzentrationsbereich zwischen
12,5 pg/ml und 50 pg/ml prazise, die Proben konaigch Verdinnung an den bend-

tigten Messbereich angepasst werden.

4.3.4 Messungen der Carotinoide in M6hren — Ergebnisse

Nach der erfolgten Uberprifung der Methoden zur$vag von Carotinoiden in Moh-
ren sollten nun codierte M6hrenproben auf Unteestdnim Carotinoidgehalt untersucht
und einzelne Komponenten aus der Klasse der Cardéimjuantitativ erfasst werden.
Als darauf folgender Schritt wurde Uberprift, obhsder Gehalt der Carotinoide fur ei-
ne Klassifizierung und eine Einteilung in Gruppégnet.

Untersucht wurden Mohrenproben aus einem Anbaugkrgler Universitat Kassel
(UniK-Mohren) mit unterschiedlicher N-Dingung undoMen-Erzeugerproben. Die
Erzeugerproben bestanden aus Betriebspaaren mitellédus konventionellem und
biologischem Anbau. Daneben bestanden zwischerPdanen Unterschiede hinsicht-
lich der Sorten und der Standorte. Fir Mohren aousne Betriebspaares wurden nach
der Art der Zusammenstellung der Paare &hnliched8ttbedingungen angenommen.
Die Messungen wurden innerhalb des Projekts BOLEXR/F durchgefiihrt, eine De-
codierung der Proben erfolgte erst nach Vorlageedgebnisse.

Die HPLC-Untersuchungen ergeben ein viergipfligdgaothatogramm (vergl. Abbil-
dung 4-32), in welchem der Peak Nr. 2 dem Substakzples internen Standarfls
apo-8-Carotenal entspricht. Die Peaks Nr. 1, Nun8 Nr. 4 wurden als die Substanz-
peaks von Luteing-Carotin undp-Carotin identifiziert. Diese Stoffe kbnnen in alle

untersuchten Proben nachgewiesen werden.
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Anhand von Kalibriergeraden fir die Standardlésunder jeweiligen Substanzen wur-
de der Gehalt der Carotinoide in M6hren quantifiziBie durch die lineare Regression
erhaltenen Werte dienten zur Berechnung des Gehddtejeweiligen Analyten in den
Proben. Fiur die Quantifizierung wurde die folgefRdemel verwendet:

Hg/g = b*6
2,5
b= Durch lineare Regression erhaltener Wert iml§iir den jeweiligen Inhaltsstoff
6= Volumen des Gesamtextraktes (ml)
25= Extrahierte Probe (g)

Der mittels photometrischer Messungen gemessenan@earotinoidgehalt wurde mit
einer Kalibriergeraden fup-Carotin als pg3-Carotin/g quantifiziert. Fir die Berech-
nung der Carotinoide afsCarotin wurde die folgende Formel verwendet:

pgp-Carotin/ml = (b*6)*10
2
b= durch lineare Regression erhaltener Wert imlig/
6= Volumen des Gesamtextraktes (ml)
2= extrahierte Proben (ml)
10 = Anpassung an die Verdinnung der Proben fiMéigsungen

Auffallend in den Ergebnissen der photometrischeesdling des Gesamtcarotinoidge-
haltes ist die geringe Ubereinstimmung der Wertedan Werten fiir die Messungen
mittels HPLC-Analytik. Wahrend bei den UniK-Méhremwischen den photometrisch
ermittelten Werten und den Messungen mittels HPL@ptik ein Korrelationskoeffi-
zient von r = 0,84 berechnet werden kann, betragtkabrrelationskoeffizient bei den
Mohren-Erzeugerproben nur r = 0,44. In allen EreetRyoben mit Ausnahme den Pro-
be O 1 wurden mittels der photometrischen Messu@gaotinoidgehalte bestimmt, die

Uber den aus den HPLC-Daten berechneten Ergebrisgen.
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Tabelle 4-35: Carotinoidgehalte in Mohren. Aufgetisind die Mittelwerte einer 5-fachen Probenwie-
derholung

Code| Probenvariante Lutein a-Carotin B-Carotin | Gesamtcaro-

tinoide
no/g T™M pna/g TM Mg/gTM  |ug B-Carotin

/IgT™M

G 1 | ‘Rodelika’ (N-) 30,19 276,53 612,19 1050,24

G 2 | ‘Rodelika’ (N+) 32,87 267,31 592,60 1088,30

H1 | ‘Rothild’ (N-) 23,49 241,65 512,34 1020,47

H 2 | ‘Rothild’ (N+) 25,20 244 57 508,21 939,96

O 1 | ‘Narbonne’, 6ko 25,67 354,86 881,64 1413,91

O 2 | ‘Narbonne’, konventionell 27,62 254,08 561,18 | 1358,18

P 1 | ‘Nerac’, konventionell 28,80 274,45 651,89 4232

P2 | ‘Nerac’, 6ko 27,10 249,16 574,30 1362,09

Q1 | ‘Nerac’, konventionell 17,79 187,01 434,86 a2®

Q 2 | ‘Nerac’, 6ko 25,60 234,77 499,36 1405,26

R 1 | ‘Nerac’, 6ko 24,74 279,12 627,21 1366,84

R 2 | ‘Nerac’, konventionell 25,60 267,29 626,72 180

S 1 | ‘Narbonne’, konventionell 26,74 283,22 611,13 {1394,70

S 2 | ‘Narbonne’, 6ko 24,71 243,00 537,64 1271,38

In den UniK-Mo6hren liegt der berechnete Wert irealProben Uber dem photometrisch
gemessenen Wert. Der prozentuale Anteil des bee¢ehrCarotinoidgehaltes am ge-
messenen Gesamtcarotinoidgehalt in den Méhrendtetvédschen 63,32 % - 88,23 %.
Das Verhaltnis des berechneten und des gemessessam&arotinoidgehaltes ist in
der Abbildung 4-44 dargestellt.

Bei Carotinoid-L6ésungen, die verschiedene Caroi@an unbekannter Konzentration
enthalten, kann die photometrische Bestimmung maraggquater Absorptionskoeffi-
zienten grundsatzlich nicht genau erfolgen. Einet@metrische Bestimmung und Be-
rechnung unter Verwendung der Absorptionskoeffigen/onp-Carotin stellt nur eine
Schatzung der Gesamtkonzentration an Carotinoidesr €6sung dar. Der Messwert
ist dabei auch von der Zusammensetzung der Caidfiiaktion mit Substanzen unter-
schiedlicher UV-Maxima abhéngig. Unter diesem QGdsjgunkt wurden die Messer-
gebnisse hinsichtlich der Eignung zur Differenzrgguind Klassifizierung ausgewertet.
Das Auftreten weiterer gelber Substanzen - wie ¢dflaiden - in den Lésungen ist un-

wahrscheinlich, da solche Substanzen Licht eineliéMénge von 450 nm absorbieren
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missten. Darlber hinaus sind solche Substanzerdenidurchgefiihrten Extraktion

nicht zu erfassen.

0O Gesamtcarotinoide berechnet B Gesamtcarotinoide gemessen
1600,00
—~1400,00-
2
g 1200,00+
5 1000,00+
S 800,00-
& 600,00
S 400,00
200,00+
0,00 +
Ol 02 P1 P2 Q1 Q2 R1 R2 S1 S2 Gl G2 H1l H2
Probenbezeichnur
G1 = ‘Rodelika’ (N-) G2 = ‘Rodelika’ (N+) H1 = ‘Réild’ (N-)
H2 = ‘Rothild’ (N+) 01 = ‘Narbonne’, Oko 02 ='Narlome’, konventionell
P1 = ‘Nerac’, konventionell P2 = ‘Nerac’, Oko QINerac’, konventionell
Q2 = ‘Nerac’, Oko R1 = ‘Nerac’, Oko R2 = ‘Nerac’ohventionell

S1 = ‘Narbonne’, konventionell  S2 = ‘Narbonne’, Oko

Abbildung 4-44: Ergebnisse der photometrischen Megsles Gesamtcarotinoidgehaltes und der Summe
der Carotinoide aus den Messungen mittels HPLC-#ikaim Vergleich. Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte einer 5-fachen Probenwiederholung.

4.3.5 Differenzierung und Klassifizierung

Zur Differenzierung der Proben wurde mit den Megsbnissen fir die einzelnen In-
haltsstoffe eine Auswertung mittels ANOVA LME/pais# test durchgefiihrt. Tabellen
der t-Werte und der p-Werte finden sich im Anhang.

Zur Gruppenbildung und Klassifizierung der Probamde das CART-Verfahren einge-

setzt.
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Differenzierung von Méhren mit unterschiedlichemigiing (UniK-Méhren)

Lutein:

FE{Analyt)PRS)

. ]

083 — !

073 —

070 —

065 —  — —
060 — i e _i_
Frobe ' ' ' ' '
Gl GE H1 Hz total

G 1: ‘Rodelika’, ohne N-Diingung (N-)

G 2: ‘Rodelika’ plus Hornspane (N+)

H1: ‘Rothild’, ohne N-Diingung (N-)

H 2: ‘Rothild’, plus Hornspéne (N+)

Abbildung 4-45: Boxplot der Messergebnisse desihgéhaltes (PF(Analyt)/PF(1S)) in UniK-Méhren.

Eine Differenzierung der Proben durch den Luteiadfeteigt das folgende Ergebnis:

‘Rodelika’ (N+) | ‘Rothild’ (N-) ‘Rothild’ (N+)
‘Rodelika’ (N-) - *
‘Rodelika’ (N+) *x
‘Rothild’ (N-) -

Fokk— p < 0,001, **:p <0,01, *:p < 0,05

Eine Differenzierung der Dingungsvarianten in derteéh ‘Rodelika’ und ‘Rothild’ ist
nicht maoglich.

Eine Differenzierung nach der Sorte ist in alleald&én moglich.
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a-Carotin:
PE{Analyt)PRIS)
75 - i
o if.’ = _E_ L
65 — I:’ .
6.0 — - —
Frobe ' ' ' ' '
Gl GE H1 Hz total
G 1: ‘Rodelika’, ohne N-Diingung (N-)
G 2: ‘Rodelika’ plus Hornspane (N+)
H1: ‘Rothild’, ohne N-Diingung (N-)
H 2: ‘Rothild’, plus Hornspéne (N+)

Abbildung 4-46: Boxplot der Messergebnisse deSarotingehaltes (PF(Analyt)/PF(IS)) in UniK-
Mohren.

Eine Differenzierung der Proben durch dearotingehalt zeigt das folgende Ergeb-

nis:
‘Rodelika’ (N+) | ‘Rothild’ (N-) | ‘Rothild’ (N+)
‘Rodelika’ (N-) - *
‘Rodelika’ (N+) *x
‘Rothild’ (N-) -

***=p < 0,001, *=p < 0,01, *=p < 0,05

Eine Trennung der Diingungsvarianten in den SoReaeélika’ und ‘Rothild’ ist nicht
maglich.

Eine signifikante Trennung nach Sorten ist in akeaben mdglich.
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p-Carotin:
PF(aralyt)/PFIS)
17 — i
16 — i
— = - '
15 — \
14 —
— S
13 - i
12 o T | L
Probe | l l l l
Gl Ge H1 Hz total
G 1: ‘Rodelika’, ohne N-Diingung (N-)
G 2: ‘Rodelika’ plus Hornspane (N+)
H1: ‘Rothild’, ohne N-Diingung (N-)
H 2: ‘Rothild’, plus Hornspéne (N+)

Abbildung 4-47: Boxplot der Messergebnisse @eSarotingehaltes (PF(Analyt)/PF(I1S)) in UniK-
Mohren.

Eine Differenzierung der Proben durch @e€@arotingehalt zeigt das folgende Bild:

‘Rodelika’ (N+) ‘Rothild’ (N-) ‘Rothild’ (N+)
‘Rodelika’ (N-) - * *
‘Rodelika’ (N+) * *
‘Rothild’ (N-) -

Kkk— p < 0,001, **:p < 0,01, *:p < 0,05

Eine Trennung der Dingungsvarianten ist in beidamtes nicht moglich.

Eine signifikante Trennung nach Sorten ist in akegaben mdglich.
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Gesamtcarotinoidgehalt:

PF{analyt)PFIS)
180 —
= B
185 — i
1.80 —
O
1.70 —
185 i i
1.60 — i
T T T T
Gl Ge H1 total
G 1: ‘Rodelika’, ohne N-Diingung (N-)
G 2: ‘Rodelika’ plus Hornspane (N+)
H1: ‘Rothild’, ohne N-Diingung (N-)
H 2: ‘Rothild’, plus Hornspéne (N+)

Abbildung 4-48: Boxplot der Messergebnisse des @tsaotinoidgehaltes (PF(Analyt)/PF(IS)) in U-

niK-Méhren.

Eine Differenzierung der Proben durch den Gesawticaidgehalt ergibt das folgende

Ergebnis:

‘Rodelika’, (N+)

‘Rothild’ (N-)

‘Rothild’ (N+)

‘Rodelika’ (N-)

*%

*k%

‘Rodelika’ (N+)

*k%k

*k%

‘Rothild’ (N-)

*k*k

*kk— p < 0,001, **:p < 0,01, *:p < 0,05

Die Proben ‘Rodelika’ und ‘Rothild’ kdnnen nach Rjumgsvarianten signifikant von-

einander getrennt werden.

Die ungedingten Varianten jeder Sorte konnen wiiffgrenziert werden.

Die Varianten mit N-Diingung beider Sorten konndfedenziert werden.




4\3essungen der Carotinoide in Mdhren 159

Insgesamt kdnnen in den Mohren mit unterschiedtiéh®ungung signifikante Unter-
schiede ermittelt werden. Die Trennung durch dieo@aoide Lutein,a-Carotin unds-
Carotin verlauft gleichsinnig. Eine Trennung dumtiese Substanzen kann lediglich
nach den unterschiedlichen Sorten erfolgen.

Durch den Gehalt der Gesamtcarotinoide lassendsg&cRroben nach dem Anbausystem

trennen, eine Differenzierung nach Sorten ist nilththgéangig moglich.

Gruppierung von Mdhren mit unterschiedlicher DungybniK-Mdhren)

Durch die Gruppierung der decodierten Moéhrenprolein unterschiedlicher N-
Dungung mit dem CART-Verfahren, werden in einentegrsSplit zwei Untergruppen
gebildet. Die Unterscheidung richtet sich dabeihnder Sorte. Die Untergruppe der
Sorte ‘Rodelika’ wird nicht weiter getrennt, dieiden Anbauvarianten bilden eine ge-
meinsame Gruppe. In einem zweiten Split wird digddyruppe der Sorte ‘Rothild’
préazise nach der Anbauvariante in zwei weitere kgntgppen getrennt. Eine Trennung
nach dem Anbausystem kann somit zumindest fur 8orge erfolgreich durchgefiihrt
werden. Der Carotinoidgehalt scheint damit dennka&in ausreichendes Merkmal far
eine Klassifizierung entsprechend der N-Dungunge&in, zumal auch die Probenzahl
recht gering erscheint.

Eine ahnliche Gruppierung wird durch die Auswertules Gesamtcarotinoidgehaltes
ermittelt. Auch in diesem Fall kann die Gesamtlaeit Proben in einem ersten Split
nach Sorten in zwei Untergruppen unterteilt werdereiner weiteren Trennung der je-
weiligen Untergruppen werden die Anbauvarianten @mander getrennt. Auch anhand
dieses Parameters ist eine Klassifizierung in Geapmit Bezug auf die N-Dingung

nicht maoglich.
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Differenzierung von Méhren-Erzeugerproben

Lutein:
PR Analyt)PRIS)
08 — T E 0

0.7 — Q . E_'_

06 —

|_

HH
Ij

0.5 —

—
04 — H
0.3 — -
Probe I I I I I I I I I I
o og P1 P2 o Qe R1 Rz 51 52 total

O1 = ‘Narbonne’, 6ko Q1 =‘Nerac’, konventionell 1S ‘Narbonne’, konventionell
02 ='Narbonne’, konventionell Q2 = ‘Nerac’, 6ko S2Narbonne’, 6ko
P1 = ‘Nerac’, konventionell R1 = ‘Nerac’, 6ko
P2 = ‘Nerac’, 6ko R2 = ‘Nerac’, konventionell

Abbildung 4-49: Boxplot der Messergebnisse des ihgéhaltes (PF(Analyt)/PF(IS)) in Mohren-
Erzeugerproben.

Eine Differenzierung der Proben durch den Luteidfedrgibt das folgende Ergebnis:

02 |[P1 P2 Q1 |Q2 |R1 |R2 |S1 |S2
01/ - * _ Kokk _
02 - - T- * - - -

P 1 - *k%k *% *%* L Lz

P 2 *k%k - - - - -

Q 1 *%k% *k%k *xk Kk

Q2
R1 = |- |-

R 2 - -
S1 -
***=p < 0,001, *=p < 0,01, *=p < 0,05

Eine Trennung innerhalb der Betriebspaare nachAleibausystem ist fur die Proben Q
(‘Nerac’) und R (‘Nerac’) mdoglich, alle anderen Bebspaare kdnnen nicht nach den

Anbauvarianten getrennt werden.
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Eine Trennung der Sorten ‘Nerac’ (P, Q, R) und ieme’ (Q, S) kann in einzelnen
Proben erfolgen, eine durchgangige Trennung isttmaglich.
Eine Differenzierung innerhalb der Sorten kann inzelnen Proben erfolgen, eine

durchgéangige Trennung in allen Proben ist nichtlrabg

a-Carotin:
PE{Analyt)PRIS)
10 — H
—
9 = i
& |
. - 5 = H
= = —_
B — EI l
| = i
4 —
=
. =
Probe I I I I I I I I I I
o1 og F1 Pz o Qe R1 Re 51 5e total
O1 = ‘Narbonne’, 6ko Q1 =‘Nerac’, konventionell 1S ‘Narbonne’, konventionell
02 ='Narbonne’, konventionell Q2 = ‘Nerac’, 6ko S2Narbonne’, 6ko
P1 = ‘Nerac’, konventionell R1 = ‘Nerac’, 6ko
P2 = ‘Nerac’, 6ko R2 = ‘Nerac’, konventionell

Abbildung 4-50: Boxplot der Messergebnisse dd3arotingehaltes (PF(Analyt)/PF(1S)) in Mohren-
Erzeugerproben.

Eine Differenzierung der Proben durch de@arotingehalt zeigt das folgende Bild:
02 |P1 (P2 |[Q1 |Q2 |R1 |R2|S1 |S2

O 1 *k% *k% kkk *pk

O 2 - - *k%k *% - - - -

P 1 *k% *k%

*H*x *%4 *% *k% *k%k

P2 Kkk _ *% _ _ _

Q 1 _ *kk _ *kk [* %k

Q2 k%% | _ *rk |
. ; N *kk
R2 —
= X%k
***=pn < 0,001, *=p < 0,01, *=p < 0,05
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Die Betriebspaare O und S kénnen voneinander getveerden.

Eine Trennung der Sorten ‘Nerac’ (P, Q, R)und ‘Namte’ (O, S) kann in einzelnen
Proben erfolgen, eine durchgangige Trennung isttmdglich.

Eine Differenzierung innerhalb der Sorten kann inzelnen Proben erfolgen, eine

durchgéangige Trennung in allen Proben ist nichtlrabg

B-Carotingehalt:

FF(Analyt)PF(IS)
25 — T
J
20— T
= = i
i E| (- = H
5 @ 1 - —
< E _ I
= i
10 -
Probel I I I I I I I I I I
o og P1 P2 o Qe R1 Rz 51 52 total
O1 = ‘Narbonne’, 6ko Q1 =‘Nerac’, konventionell 1S ‘Narbonne’, konventionell
02 ='Narbonne’, konventionell Q2 = ‘Nerac’, 6ko S2Narbonne’, 6ko
P1 = ‘Nerac’, konventionell R1 = ‘Nerac’, 6ko
P2 = ‘Nerac’, 6ko R2 = ‘Nerac’, konventionell

Abbildung 4-51: Boxplot dgsCarotingehaltes (PF(Analyt)/PF(1S)) in M6hren-Euggerproben.

Eine Differenzierung der Proben durch @e@arotingehalt zeigt das folgende Bild:

02 (P1 (P2 |Q1 |[Q2 |[R1 |[R2|S1 |S2
O 1| *** *kk ekk Kk *Hx *x4 *% *kk Fkk
02 *kk _ *kk ek x _ _ i 4
P1 * *kk *kk L L L bekx
P2 *k * - - - -
Q 1 *k *kk _ *kk Frx
Q2 *kk _ *kk _
R1 - - *kk
R2 - -
S1 *

*hk— p< 0’001, **:p < 0’01' *:p < 0,05
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Die Proben der Betriebspaare O, P, Q, S kdnneme@uEbene des Anbausystems un-
terschieden werden.

Eine Trennung der Sorten ‘Nerac’ (P, Q, R) und deme’ (O, S) kann in einzelnen

Proben erfolgen, eine durchgangige Trennung isttmoglich.

Eine Differenzierung innerhalb der Sorten kann inzelnen Proben erfolgen, eine

durchgéangige Trennung in allen Proben ist nichtlrabg

Insgesamt kdnnen anhand des Gehaltes der Caraimodken Mohren signifikante Un-
terschiede ermittelt werden, die Unterscheidungteicsich sowohl nach der Sorte als
auch nach dem Anbausystem. Im Gegensatz zu deneM@hit unterschiedlicher Din-

gung zeigen die einzelnen Substanzen ein untedidiies Trennverhalten.

Gesamtcarotinoidgehalt:

Eine Differenzierung der Proben durch den Gesamiicaidgehalt zeigt das folgende

Ergebnis:
O02|/P1 |[P2 |Q1 |Q2 |[R1 |[R2 |S1 |S2

0O1] - *kk *% BT i ** *ik _ *kk

02 - - - - - - - -

P 1 *kk - *kk kkk *k*k *%x%k -

P2 *kk _ _ _ _ *kk

Q 1 *kk *k%k tkkx Kkk -

Q2 - *k B *hk

R 1 _ _ KKk

R 2 - *k*

S 1 *k*%

***=p < 0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05

O1 = ‘Narbonne’, 6ko Q1 = ‘Nerac’, konventionell 1S ‘Narbonne’, konventionell
02 ='Narbonne’, konventionell Q2 = ‘Nerac’, 6ko S2Narbonne’, 6ko
P1 = ‘Nerac’, konventionell R1 = ‘Nerac’, 6ko
P2 = ‘Nerac’, 6ko R2 = ‘Nerac’, konventionell

Eine Trennung innerhalb der Betriebspaare nach Alelbausystem ist in den Betriebs-

paaren O (‘Narbonne’) und R (‘Nerac’) nicht moglich
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Die Betriebspaare P (‘Nerac’), S (‘Narbonne’) und'erac’) kobnnen voneinander ge-
trennt werden.

Eine Trennung der Sorten ‘Nerac’ (P, Q, R) und deme’ (O, S) kann in einzelnen
Proben erfolgen, eine durchgangige Trennung isttmdglich.

Eine Differenzierung innerhalb der Sorten kann inzelnen Proben erfolgen, eine

durchgéangige Trennung in allen Proben ist nichtlrabg

Klassifizierung von Méhren-Erzeugerproben

Die Klassifizierung der decodierten Proben wurdeeuder Fragestellung nach der Un-
terscheidung von konventionell und 0Okologisch egtem Probenvarianten mittels
CART-Verfahren durchgefuhrt.

Die Unterteilung fuhrt in einem ersten Split zueaxinichtigen Abtrennung der Mehrheit
der konventionell erzeugten Proben in eine eigenteigruppe. Der Trennungsschritt
wird auf der Basis deB-Carotingehaltes vollzogen. Die zweite Gruppe kanawei
weiteren Splits auf der Grundlage des Lutein- ued «dCarotingehaltes in eine rein
Okologische und drei gemischte Gruppen untertegitden. Insgesamt kann eine Grol3-
teil der Proben (95,5 %) korrekt klassifiziert weind Ein ahnliches Bild wird mit der

Auswertung auf der Basis des Gesamtcarotinoidgehaltreicht.
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All Rows
Court G2 LogWiorth
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Abbildung 4-52: Klassifizierung aller Méhren-Erzegroben auf der Grundlage des Gehaltes einzelner
Carotinoide. Bildung von Gruppen mit CART. (hel@k&n = konventionelle Proben, dunkle Balken =
Okologische Proben).

Eine Klassifizierung auf der Probenebene ergilawei Splits die Bildung von vier Un-
tergruppen, wobei sich die Zugehdrigkeit zu denejégen Gruppen weder nach den
Sorten noch nach den Anbauvarianten richtet. Denfiuingen erfolgen im Gegensatz
zur Klassifizierung nach Anbausystemen im erstehrifcauf der Grundlage des
Carotingehaltes und erst im zweiten Schritt auf @eundlage de$-Carotingehaltes.
Eine Klassifizierung ist auf dieser Grundlage nietiglich.

Eine Auswertung auf der Probenebene mittels desr@earotinoidgehaltes ergibt ein
ahnliches Bild, die Bildung von Untergruppen erfalgmabhéngig von den unterschied-
lichen Sorten oder Anbauvarianten.
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4.4  Messungen der phenolischen Bestandteile in M6hren

Fur die vorliegende Arbeit wurde der Polyphenoldielan Mohren in den Jahren 2002,
2003 und 2004 gemessen und die Eignung dieses Etranilr die Differenzierung
und Klassifizierung der Proben tberpriift. Die Meggn des Polyphenolgehaltes wur-
den im Jahr 2002 am Wissenschaftszentrum WeihdrestefyVZW) und in den Jahren
2003 und 2004 an der Universitat Kassel/Witzenhaasechgefihrt. Alle Proben wur-
den in 5-facher Probenwiederholung aufbereitet gaochessen. Bei den untersuchten
Mohrenproben handelt es sich um Mohren aus untediathen Anbauversuchen
(UniK-Mohren, FiBL-M6hren) und um Mdhren-Erzeugespen.

Die Ergebnisse der Messungen unterscheiden sialeim Messreihen eines Jahres hin-
sichtlich der detektierten Peaks. Die Nummerierander Peaks beziehen sich mit
Ausnahme der identifizierten Peaks auf die Retestieiten. Fur die Messungen 2002
und 2003 wurde die Nummerierung einer Auswahl veakB, die gemal den Retenti-
onszeiten in allen Proben auftraten, bereits imcAlbssbericht des Projektes BOL
020E170 (KaHL ET AL., 2003) niedergelegt und daher beibehalten. Fir diesMngen

in den Jahren 2004 wurde durch das Auftreten waitenbekannter Peaks eine veran-
derte Nummerierung notwendig. Fur die Darstellumglieser Arbeit wurden die ge-
messenen Peaks der jeweiligen Jahre mit einem Hidedas Jahr der Messung verse-
hen (2002, 2003= a, 2004 = b).

4.4.1 Identifizierung der phenolischen Bestandteile in M@ren

Die Identifizierung einzelner Komponenten wurde vegildl der Messungen in den Jah-
ren 2003 und 2004 durchgeflihrt. Die praktische Biittrung der Identifizierung wur-
de wie im Abschnitt 3.3.3.3 beschrieben vorgenommen

Durch den Vergleich der Retentionszeiten und der3péktren mit Standardlésungen
wurde der Peak 4a (Rt.: 35,49 min) als p-Hydroxgloesaure identifiziert. Die Peaks

Nr. 5a und Nr. 6a entsprechen nach dem UV-Spektrach der Retentionszeit einer
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Chlorogensaure-Standardlosung. Diese Peaks wendleweiteren Verlauf als Chloro-

gensaure zusammengefasst.
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Abbildung 4-53: Chromatogramm einer MohrenprobeB{EMdhren) der Sorte ‘Samson’ der Messun-
gen 2003 (IS = Interner Standard). Peak Nr 4a = ypdrbxybenzoesdure, Peak Nr. 5a & Nr. 6a =
Chlorogenséaure.

Das Ergebnis der Messungen des Polyphenolgehaltesthanolischen Méhrenextrak-
ten im Jahr 2004 ergibt fir die M6hren-Erzeugerprobind UniK-Mo6hren ein unter-
schiedliches Bild hinsichtlich der qualitativen ugqdantitativen Zusammensetzung. Die
Nummerierung der Peaks in den Chromatogrammen dia¢-Mohren (2004) und der

Erzeugerproben wurde zugunsten der Vergleichbagkadinder angepasst.



168 4 Ergebnisse

1 1S
0,080

0,070

0,060
] 6b
0,050]

0,040

. § 13b
0,020 4b 7b 10b
0,010 e %

0,000

T B e L B ey B ey ey Bty By e e B B B
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00 180,00 200,00 220,00 240,00
Minutes

I 1tb IS
0,080
0,070
0,060

] 6b
0,050

AU

0,040

T e B L B et Sy B B By B B ey B R R A
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00 180,00 200,00 220,00 240,00
Minutes

Abbildung 4-54: Darstellung der Chromatogramme maatflischer Méhrenextrakte aus dem Jahr 2004
(I = UniK-M6hren, Il = Marktproben). Die Nummerieng der Peaks erfolgt fur alle Proben gleicherma-
Ren. Die Peaks Nr. 7b (Rt.: 60,54 min) und 13b: 1,42 min) waren nur in den UniK-Mdhren, die

Peaks Nr. 2b (Rt.: 8,58 min) und Nr. 8b (Rt.: 85i0#) nur in den Méhren-Marktproben darstellbar.

Peak Nr. 4b = p-Hydroxybenzoeséaure (Rt.: 35,403nieak Nr.5b + 6b = Chlorogenséure (Rt.: 44,53
min, 45,26 min), Peak Nr. 9b (Rt.: 142,24 min) shtiidentifiziertes Chlorogensaurederivat.
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Innerhalb der Méhren-Erzeugerproben und der Unikah@d konnten jeweils die glei-
chen Peaks detektiert werden. Unterschiede erggbbnedoch zwischen diesen ver-
schiedenen Versuchen. So konnten die Peaks NR{7b60,54 min) und Nr. 13b (Rt.:
201,42 min) nur in den UniK-Mohren, die Peaks Nr.(Rt.: 8,58 min) und Nr. 8b (Rt.:
85,05 min) dagegen nur in den Marktproben nachgemieverden. Eine Identifizierung
dieser Substanzen konnte aufgrund fehlender Refstamdards nicht erfolgen. Die
Identifizierung der Peaks Nr. 4b, Nr. 5b und Nrv@lrde durch den Vergleich der UV-
Spektren und den Retentionszeitenvergleich zwisaean Peaks der Realproben und
den jeweiligen Standardlésungen vorgenommen undDinitnschichtchromatographie
bestétigt. Danach kann der Peak Nr. 4b als p-Hydremzoeséaure identifiziert werden.
Der Peak Nr. 5b und der Peak Nr. 6b entsprecheb\Wspektrum den Absorptions-
maxima einer methanolischen Chlorogenséaure-Staldsarty. Zur Berechnung wurden
daher beide Peaks als Chlorogensaure zusammertg€&€assben konnte in allen Pro-
ben ein nicht weiter identifiziertes Chlorogensé@earé/at (Peak Nr. 9b, Rt.: 142,93
min) gemessen werden. Mittels Kalibriergeraden wudér Gehalt der identifizierten
Inhaltsstoffe berechnet.

Die Hauptkomponenten aus der Klasse der Polyphesiradein allen untersuchten Méh-
renproben die phenolischen Sauren Chlorogensauare-ttydroxybenzoesaure.

Die Vergleiche der Retentionszeiten sowie der \@cl der UV-Spektren dienten
daneben noch zur Uberpriifung der Spezifitat der GHRlethode, die Ergebnisse der
Standardaddition dienten weiterhin noch zur Begtidt der Richtigkeit. Die Durchfiuh-
rung und die Ergebnisse dieser Versuche werdepnredtsprechenden Kapiteln darge-

stellt.
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4.4.2 Validierungsschritte der HPLC-Methodik fur die Messungen der phenoli-
schen Bestandteile in MAhren

4.4.2.1 Linearitat

Die Linearitdt wurde fur die als Inhaltsstoffe dertersuchten Mohren identifizierten
Substanzen Hydroxybenzoesaure und Chlorogensaar8tamdardldsungen tberpruft.
Darlber hinaus wurde die Linearitat des internem@irds 6-Methoxyflavon mit Stan-
dardlésungen Uberpruft. Fur die nicht identifizeertPeaks beschréankte sich die Unter-

suchung der Linearitat auf die Untersuchung dea@#srobe.

Linearitdt von 6-Methoxyflavon

Die Linearitdt von 6-Methoxyflavon wurde mit ein&tandardverdiinnungsreihe im
Konzentrationsbereich zwischen 0,0125 mg/ml und m@ml bestimmt. Der 6-

Methoxyflavon-Standard hatte eine Reinheit von ¥®gExtra-Synthése, Aldrich).

Fur die Bestimmung wurde eine Verdunnungsreihe &k®nzentrationsstufen in 6-
facher Probenwiederholung erstellt. Von jeder Probeden 15 pl mit der HPLC unter-
sucht.

Die jeweiligen Konzentrationsintervalle sind in dexbelle 4-36 dargestellt.

Tabelle 4-36: Linearitat des internen Standards éthdxyflavon, dargestellt sind die Mittelwerte eine
6-fachen Probenwiederholung

Nr. Konzentration (mg/ml) | Peakflache (AU*min) S Vi

1 0,0125 140,42 2,13 1,51
2 0,05 575,46 10,31 1,79
3 0,2 2188,85 50,79 2,32
4 0,4 4026,27 51,42 1,28
5 0,6 6065,95 68,60 1,13
6 0,8 8036,54 91,60 1,14
7 1 10278,44 193,97 | 1,89
8 1,2 12459,70 238,51 1,91
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Abbildung 4-55: Linearitat von 6-Methoxyflavon-Sfardiésung. Dargestellt sind die Mittelwerte einer
6-fachen Probenwiederholung mit den Standardabweighn und die errechnete Trendlinie.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoheré{ation.
Geradengleichung: y = 10248x + 11,175
Bestimmtheitsmaf: = 0,99

Linearitdt von p-Hydroxybenzoeséure

Die Linearitdt wurde in einem Konzentrationsberewgm 1,57 pg/ml und 300 pg/ml
bestimmt. Die eingesetzten Standardiésungen wuaderkristalliner Standardsubstanz
mit einer Reinheit von > 98 % (Aldrich) angefertightd in 6-facher Probenwiederho-

lung vermessen.

Tabelle 4-37:Linearitat von p-Hydroxybenzoesaurgenschiedenen Konzentrationen

Nr. |Hydroxybenzoesaure (ug/ml) |Peakflache S VK
(AU*min/1000)

1 1,57 42,50 0,64 1,50
2 12,5 216,67 8,63 3,99
3 50 842,90 14,24 1,69
4 100 1671,77 41,93 2,51
5 150 2514,30 31,00 1,23
6 200 3252,88 36,65 1,13
7 250 4124,00 60,33 1,46
8 300 4948,80 48,50 0,98
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Abbildung 4-56: Linearitat von p-Hydroxybenzoesa8tandardlosungen in verschiedenen Konzentrati-
onen. Abgebildet sind die Mittelwerte einer 6-fatReobenwiederholung und die errechnete Trendlinie.

Es ergibt sich eine lineare Regression mit hoherd{ation.

Geradengleichung: y = 16,496x
BestimmtheitsmaR: &= 0,998

Linearitdt von Chlorogensaure

Die Linearitdt von Chlorogenséure wurde in einermxamtrationsbereich zwischen
0,05 mg/ml und 1,6 mg/ml bestimmt. Die eingesetZ¢mndardldsungen wurden aus
kristalliner Standardsubstanz (Merck) mit einerrfReit von > 98% angesetzt. Die je-
weiligen Konzentrationsintervalle und die entspeuten Messergebnisse sind in der
folgenden Tabelle aufgefuhrt. Zur Bestimmung delibfeergeraden wurden die Stan-
dardlésungen in 5-facher Probenwiederholung anggtfemd jeweils 15 pl der Losun-

gen mit der HPLC unter Standardbedingungen vermesse
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Tabelle 4-38: Linearitat von Chlorogenséaure in usthiedlichen Konzentrationen

Nr. Chlorogensaure (mg/ml) | Peakflache (AU*min) S Vi
1 0,05 1007005 13615,20 1,35
2 0,1 1996686 39405,70 1,97
3 0,15 2924688 39857,88 1,36
4 0,2 3874186 86264,96 2,23
5 0,4 7751253 137316,07 1,77
6 0,8 15470053 354978,33 2,29
7 1,2 23188853 1235955,60, 5,33
8 1,6 30907653 966171,16 3,13
35000,00
30000,00 2
8
a 25000,00+
% 20000,00+
£ 15000,00
©
S 10000,00-
5000,00
0,00 x x x
0 0,5 1 15 2

Konzentration (mg/m

Abbildung 4-57: Linearitéat von Chlorogenséure-Stardldsungen in unterschiedlichen Konzentrationen.
Dargestellt sind die Mittelwerte einer 5-fachen BPemwiederholung und die errechnete Trendlinie.

Es ergab sich eine lineare Regression mit hoherekaion.
Geradengleichung: y = 19297x + 32,487
BestimmtheitsmaR: &= 0,998
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Linearitat von M6hrenproben

Fir die Bestimmung der Linearitat der Gesamtprobede/ in 2 Messreihen jeweils eine
Mohrenprobe in mehreren Stufen bis zum 10-fachem lzm einem Zehntel der Kon-
zentration der Arbeitslosungen aufkonzentriert bzerdiinnt und in 5-facher Proben-
wiederholung gemessen.

Das Bestimmtheitsmal? der einzelnen Peaks ist imdeelle 4-39 dargestellt. Die ge-

messenen Werte liegen im linearen Bereich der Rafeahme.

Tabelle 4-39: Linearitéat einzelner Peaks einer Meiprobe (methanolische Extraktion) in verschiedenen
Verdunnungsstufen

Peak Nr. BestimmtheitsmalR R | Peak Nr. BestimmtheitsmaR (R
la 0,99 6a 0,97

2a 0,93 7a 0,94

3a 0,97 8a 0,99

4a 0,92 9a 0,95

5a 0,91

Mit den Messungen zur Bestimmung der Linearitatrkerbestatigt werden, dass fur al-
le Peaks ein linearer Zusammenhang zwischen dezdfdration des Analyten und der
Signalintensitat besteht. Das Bestimmtheitsmalllidearen Korrelationen liegt in ei-
nem Bereich von R> 0,99. Firr die Substanzen p-Hydroxybenzoesaunsra@yensau-

re und 6-Methoxyflavon kann die Linearitat damistagigt werden.

Der Uberprtfte Bereich der Linearitat dieser Sutxza ist wie folgt:
p-Hydroxybenzoeséaure: 1,57 pg/ml- 300 pg/mi
Chlorogensaure: 0,05 mg/ml - 1,6 mg/mi
6-Methoxyflavon: 0,0125 mg/ml - 1,2 mg/ml

Durch das Verdunnen bzw. Aufkonzentrieren der Riche Bestimmung der Linearitat
der Gesamtproben wurde ein weiterer Prozessseimgefuhrt. Darlber hinaus wurden
diese Messungen in der kompletten Probenmatrixndféihrt, wodurch eine Abnahme
der Prazision der Messungen zu erklaren ist. Dnateslten Korrelationen fur die ein-
zelnen Peaks scheinen unter diesen Bedingungeptaket
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4.4.2.2 Prazision

Die Messungen zur Findung der Prazision wurdenerBaéstimmung der Messprazisi-
on und der Methodenprazision unterteilt.

Fur die Ermittlung der Messpréazision wurden Redlproin 5-facher Messwiederho-
lung mit der HPLC unter Standardbedingungen untértsu

Die Methodenprazision wurde mit allen Realprobefeineils 5-facher Probenwieder-
holung ermittelt. Die Prifung der laborinternenZ’in (intermediate precision) wur-
de mit Mohren der Sorte ‘Rodelika’ wahrend der Meggen in den Jahren 2003 und
2004 durchgefuhrt. Daflir wurden die Méhrenproben gwei Prufern unter Standard-
bedingungen in jeweils 6-facher Probenwiederholoniigallen Prozessschritten aufbe-
reitet und mit der HPLC gemessen.

4.4.2.1 Prazision in Moéhrenproben

Tabelle 4-40: Prazision in Méhrenextrakten (200202)

Messprazision | Methodenpréazision |Intermediate precision

(Vi) (Vi) (Vi)
Peak Nr. 1a 0,31 6,05 6,23
Peak Nr. 2a 0,29 6,04 4,23
Peak Nr. 3a 0,43 3,30 5,09
Peak Nr. 4a 0,48 4,83 4,89
Peak Nr. 5a 0,34 3,09 4,06
Peak Nr. 6a 0,39 2,18 3,12
Peak Nr. 7a 0,46 5,79 8,89
Peak Nr. 8a 0,50 10,09 11,23
6-Methoxyflavon 0,39 6,04 7,51

Fur Messungen mittels HPLC-Analytik liegen die Vetier akzeptierten Messprazision
in der Regel bei Werten dex Von < | % (KRoMmIDAS, 1999). In den vorliegenden Mes-
sungen konnen diese Anforderungen an die Messméazis allen Messungen erfullt

werden.
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Die Richtwerte der Methodenpréazision fir den Phdmeneich liegen fur Analytgehalte
von 1-10 % bei einem yvon 5 % und fir Analytgehalte von < | % bei eingm von
10 % (KROMIDAS, 1999).

Tabelle 4-41: Prazision in methanolischen Mohrersdten (2004)

Messprazision Methodenprazisior Intermediate  precision

(Vi) (V) (V)
Peak Nr. 1b 0,67 8,58 7,55
Peak Nr. 2b 0,88 9,85 6,52
Peak Nr. 3b 0,54 10,07 5,49
p-Hydroxybenzoesaure 0,53 9,13 5,36
Chlorogensaure 0,77 6,97 8,95
Peak Nr. 7b 0,56 7,09 -
Peak Nr. 8b 0,70 9,60 6,95
Chlorogensaurederivat 0,41 9,01 5,47
Peak Nr. 10b 0,75 7,51 -
Peak Nr. 11b 0,40 5,01 6,30
6-Methoxyflavon 0,67 2,97 1,71
Peak Nr. 13b 0,88 3,26 7,55

Wie in den Tabellen der Prazisionen (4-40 und 4dtkpestellt, werden die genannten
Richtwerte in den methanolischen Extrakten derel@B03 und 2004 fur alle Analyten
erreicht. Die Abnahme desc\er intermediate precision im Vergleich zur Metaod
préazision ist vermutlich dadurch zu erklaren, diigsdie Ermittlung der intermediate
precision lediglich eine Mo6hrenqualitéat gemessendeu Fiur die Methodenpréazision
dagegen wurden die Messungen aller Mohrenprobeiickschtigt. Die Prazision ist

nach diesen Kriterien gegeben.

4.4.2.3 Spezifitat

Die Spezifitdt eines HPLC-Verfahrens mit UV-Detektiwurde durch den Vergleich
der UV-Spektren des Analyt Peaks in einer Standawilg und Realproben vorge-
nommen. Durch den Einsatz eines Dioden-Array-Detskkonnte die Absorption der
Proben in einem festgelegten Wellenlangenbereidheaaichnet werden. Beim Ver-
gleich der UV-Spektren wurden die Absorptionsmaximd die Lage der Wendepunk-

te in Relation zur Retentionszeit im Chromatograrbeaurteilt. In der praktischen
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Durchfiihrung wurden dafir die UV-Spektren der Staddubstanzen Hydroxybenzoe-
saure und Chlorogensaure aus den Versuchen zuttlangider Linearitat dieser Sub-
stanzen extrahiert. FUr den Vergleich mit den AnBlgaks aus den Realproben wurden
Standardlosungen gewahlt, die der Konzentration Riealproben entsprachen. Die
Spektren in den Peakmaxima sowie den Wendepunktenbgziglich der Form und
den Retentionszeiten identisch. Damit ist ein Higveaif die Spezifitat des Verfahrens

gegeben.

4.4.2.4 Wiederfindung

Um eine Aussage Uber die Richtigkeit treffen zurigim wurde die Wiederfindung der
Inhaltsstoffe bestimmt. Da fir die vorliegenden éiatichungen kein Standardmaterial
mit definiertem Inhaltsstoffgehalt zur Verfigungrst, wurde die Wiederfindung des
internen Standards berechnet. Daflir wurden die Wi$s des internen Standards aus
den Messungen zur Bestimmung der MessprazisiondendMethodenpréazision ver-
wendet. Fur die Bestimmung des ,wahren* Wertesdén internen Standard wurde
nach jeweils 5 gemessenen Méhrenproben eine reéamel&dprobe gemessen. Aus der
Differenz der gefunden Werte und des wahren Wesmeasle die Wiederfindungsrate
(WF) berechnet.

Tabelle 4-42: Wiederfindungsrate des internen Stadhelin Méhrenproben

Wiederfindungsrate (%) des internen Standards

Messprazision Methodenprézision Intermediate precision

99,18% 98,51 % 97,98 %

Die Messungen des internen Standards in allen agstgen Untersuchungen ergeben
folgende Werte:

Gemessene Peakflache (AU*min): 2722035,63

Standardabweichung: 76716,65
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Bei angenommener t-Verteilung liegt der Vertrauensich mit 95 % Wabhrscheinlich-
keit zwischen 97,79 % - 100,12 %. Die Eignung deernen Standards fur die vorlie-
genden Untersuchungen kann damit bestatigt werden.

In weiteren Messungen wurde der Einfluss der Protagrnx auf die Wiederfindung der

Analyten mit Standardsubstanzen untersucht. Dafirden 3 bereits vermessene An-
satze der Mohrenproben mit einer definierten Meegeer der Standardsubstanzen
Hydroxybenzoeséure bzw. Chlorogensaure versetztmihdler HPLC gemessen und
ausgewertet. Die Messergebnisse sind als Tabelid,(4-44) dargestellt.

Tabelle 4-43: Wiederfindung von p-Hydroxybenzoes&tandardldsungen in aufgestockten Moéhren-
proben

Hydroxybenzoesaure,| Hydroxybenzoesaure, | Hydroxybenzoesaure, |WF (%)
zugesetzt (LQ) berechnet (ug/ml) gemessen (png/ml)

30 198,75 196,48 98,85
50 210,16 206,92 98,46
70 218,26 211,71 97,00

Tabelle 4-44:; Wiederfindung von Chlorogenséaure-8sadidsungen in aufgestockten Méhrenproben

Chlorogensaure, Chlorogenséaure, Chlorogensaure, WF (%)
zugesetzt (LQ) berechnet (ug/ml) gemessen (pug/ml)

50 1357,091 1331,63 98,12
100 1366,284 1339,96 98,07
150 1667,484 1627,21 97,58

Die akzeptierte Wiederfindungsrate hangt vom Gethedt Analyten ab. Fir Analytge-
halte < 1 % wird ein Bereich von 95 % - 105,0 %, \Nirkstoffgehalte zwischen 1 % -
10% mit 97,0 % -103 % angegeberr(uiDAS, 1999).

Fur die vorliegenden Untersuchungen liegen die 8V&nt die Wiederfindung der Stoffe
Chlorogensaure und Hydroxybenzoesaure vor dem idimted der jeweiligen Metho-
denprazision mit Variationskoeffizienten von 6,83uitd 9,13 % im akzeptablen Be-

reich. Die Anforderungen an die Richtigkeit werdem allen Proben erfullt.
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4.4.2.5 Stabilitdt der Losungen

Zur Uberprufung der Stabilitat der eingesetztenung®n wurde einer der untersuchten
Mohrenextrakte in einem Abstand von einem Tag,reéWiieche und vier Wochen zum
Zeitpunkt der Extraktion untersucht. In der Zwistheit wurden die Extrakte gekihlt
bei —18 °C aufbewahrt. Jede Probe wurde in 5-fadfiederholung gemessen.

In allen untersuchten Extrakten kann tGber den &emr von 4 Wochen eine Abnahme
der gemessenen Signalintensitat fur die jeweiliBeaks beobachtet werden. Fur die
Vergleichsmessungen wurden daher alle Extraktehfrisergestellt und direkt im An-

schluss vermessen.

4.4.2.6 Beurteilung von Einflussfaktoren auf das Messergetis

Einfluss der verwendeten Chemikalien auf das Mgsbsis

Zur Uberprifung der Storanfalligkeit der Methoderdaider Einfluss durch Chemika-

lien der gleichen Spezifikation (p.a.) desselbemstédlers (Merck) mit einer anderen

Chargennummer zur Probenextraktion Uberprift. \g&nwurde die verwendete

Charge des Methanols wahrend der Extraktion delodPraind als mobile Phase sowie
die Charge der Ameisenséure als Bestandteil deflemoBhase.

Eine MoAhrenprobe der Sorte ‘Rodelika’ wurde mitsgie Chemikalien in 5-facher Pro-

benwiederholung extrahiert und mit der HPLC untem8ardbedingungen vermessen.
Die Darstellung der Messergebnisse erfolgt in debilung 4-58. Als Berechnungs-

grundlage diente der Peakflachenquotient PF(AN&IF)S).
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Abbildung 4-58: Messung einer Méhrenprobe (2004MmaAufbereitung und Messung mit Chemikalien
verschiedener Chargennummern. Darstellung der Mittete der Messungen (PF(Analyt)/PF(IS)) mit
den jeweiligen Standardabweichungen.

Die mittleren Peakflachen des internen Standardsesen Messungen betragen:
Peakflache (AU*min)

Chargel 2707768,2

Charge2 2700374,8

Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigen sichekéinterschiede zwischen den
Messergebnissen aus den Extraktionen und Messumigenunterschiedlichen Chargen
von Chemikalien. Die HPLC Methodik ist in diesemnRurobust gegeniiber Anderun-

gen in der Standardprozedur.
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4.4.3 HPLC-Analytik der phenolischen Bestandteile in M6hien — Ergebnisse

Nachdem die HPLC-Methodik zur Bestimmung phenoksdBestandteile in der Pro-
benmatrix Mohren erfolgreich hinsichtlich der eiman Verfahrensschritte Gberpruft
wurde, sollte nach der Quantifizierung der ident#iten Inhaltsstoffe die Eignung der
Methodik zur Differenzierung und Klassifizierungrnvdiohrenproben tberprift wer-
den.

Mittels der fur die Standardsubstanzen Chlorogersénd p-Hydroxybenzoesaure auf-
genommenen Kalibriergeraden wurde der Gehalt diSséstanzen in den einzelnen
Proben quantifiziert. Fur die Quantifizierung wuntie folgende Formel verwendet:

Ha/g = b*3

g woT
1

5

Durch lineare Regression erhaltener Wert iml§iir den jeweiligen Inhaltsstoff
Volumen des Gesamtextraktes (ml)

Extrahierte Probe (g)

Tabelle 4-45; Gehalt phenolischer Substanzen inrgidh

Code |Probe Chlorogensaure p-Hydroxybenzoesaure
(ho/g TM) (ho/g TM)
G1 ‘Rodelika’ N- 851,04 118,56
G2 ‘Rodelika’ N+ 871,73 76,55
H1 ‘Rothild’ N - 1167,45 186,23
H?2 ‘Rothild’ N+ 1323,32 162,96
O1 ‘Narbonne’, Oko 925,77 61,11
02 ‘Narbonne’, konventionell 1845,29 149,22
P1 ‘Nerac’, konventionell 526,80 199,55
P2 ‘Nerac’, Oko 695,91 184,24
Q1 ‘Nerac’, konventionell 839,75 382,97
Q2 ‘Nerac’, Oko 809,40 367,65
R1 ‘Nerac’, Oko 829,67 40,78
R2 ‘Nerac’, konventionell 722,68 178,94
S1 ‘Narbonne’, konventionell 901,77 135,55
S2 ‘Narbonne’, Oko 930,89 149,24

Der mittlere p-Hydroxybenzoesauregehalt und Chlensguregehalt schwanken in ei-
nem Bereich zwischen 40,78 -199,55 ug/g TM bzw.,&26 1845,29 ug/g TM, wobei
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eine Abhangigkeit vom Anbausystem oder der N-Diggaus diesen Werten nicht er-

sichtlich ist.

Differenzierung und Klassifizierung

Entsprechend der Herkunft des Probenmaterials ergsich Unterscheidungs- und
Klassifizierungsmoéglichkeiten nach:

Unterschiedlicher N-Versorgung (UniK-Mdhren 200802)

Unterschiedlichen Sorten (UniK-Mdhren 2004, FiBL4Mén 2002, 2003, M6h-

ren-Erzeugerproben 2004)

Unterschiedlichem Anbausystem und Standort (Molereugerproben 2004)
Bei den UniK-Mdhrenproben und den FiBL-M6hren wurdris den Feldwiederholun-
gen hergestellte reprasentative Bulk-Proben gemeskher bezieht sich die statisti-
sche Aussage hierbei auf die Probenunterschiede.

4.4.3.1 Polyphenole in Mohren unterschiedlicher Sorten (BL-Mdhren)

Messungen 2002

Die Messungen mit der HPLC ergaben jeweils ein @atogramm in dem 9 Peaks re-
produzierbar dargestellt werden konnten. Diese $kaknten, gemessen an den Reten-

tionszeiten, in allen Proben der untersuchten Mddargestellt werden.

Tabelle 4-46: Retentionszeiten detektierter PeaksSBL-Mdhren 2002

Rt. Rt. (min)
(min)
Peak Nr. 1a 3,15 Peak Nr. 6a 44,89
Peak Nr. 2a 8,49 Peak Nr. 7a 142,89
Peak Nr. 3a 12,89 Peak Nr. 8a 179,56
Peak Nr. 4a 34,99 | Peak Nr. 9a (6-Methoxyflavon|) 91,89
Peak Nr. 5a 44 56
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Abbildung 4-59: Messergebnisse (PF(Analyt)/PF(18p)n Mohren unterschiedlicher Sorten (FiBL-
Méhren 2002).

Differenzierung

Eine Differenzierung der verschiedenen Mohren auf@rundlage einzelner Peaks er-
folgte nach Prifung auf Homogenitat der Varianzed anschlieBender ANOVA. Bei

Inhomogenitat der Varianzen erfolgte eine Auswegtmittels Tukey-Kramer HSD.

Die Unterscheidungen sind in den folgenden Tabellergestellt, positive Werte be-

zeichnen signifikante Unterschiede zwischen det@&ro

Peak Nr. la:
Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Nipomo’ (F1)
‘Nipomo’ (F,) 0.21226
‘Samson’ (OP) 0.29185 -0.06753
q* Alpha

2.66776 0.05
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2.66776

0.05

Peak Nr.3a:
Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Nipomo’ (F1)
‘Nipomo’ (F1) 0.00776
‘Samson’ (OP) 0.03708 0.02599
q* Alpha
2.66776 0.05

Peak Nr. 4a:
Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Nipomo’ (Fy)
‘Nipomo’ (F,) 0.02056
‘Samson’ (OP) 0.04078 0.00701
q* Alpha
2.66776 0.05

Peak Nr. 5a:
Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Nipomo’ (F1)
‘Nipomo’ (F1) 0.02185
‘Samson’ (OP) 0.02504 -0.00345
q* Alpha
2.66776 0.05

Peak Nr. 7a:
Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Nipomo’ (Fy)
‘Nipomo’ (F1) 0.00129
‘Samson’ (OP) 0.00179 -0.00050
q* Alpha
2.66776 0.05

Peak Nr. 8a:

Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Nipomo’ (F1)
‘Nipomo’ (F,) 0.00032
‘Samson’ (OP) 0.00262 0.00128
q* Alpha
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Anhand der Peaks Nr. 3a und 4a kdnnen alle Probeeivander getrennt werden.

Mit den Peaks Nr. 5a und Nr. 7a kénnen die Hybrigsdoléro’ und die samenfeste
Sorte ‘Samson’ getrennt werden.

Mit den Peaks Nr. 5a und Nr. 7a kdnnen die Hybrigso'Boléro’ und ‘Nipomo’ von-
einander getrennt werden.

Zur Gruppierung dieser Mohrenproben wurde eineali@eDiskriminantenanalyse an-
gewendet. Dabei wurden alle detektierten Peaksifiar mogliche Gruppenbildung aus-
gewertet. Mit der LDA konnen alle Proben den Soeatsprechend in einzelne Grup-
pen eingeteilt werden. Eine Gruppenbildung nachkgoridsorten und den samenfes-
ten Sorten zeigt sich durch diese Ergebnisse nidatDiskriminanten dienen der Peak
Nr. 3a, Peak Nr. 4a, Peak Nr. 5a, Peak Nr. 6a, Reaka und Peak Nr. 8a. Das Ergeb-
nis ist in der folgenden Abbildung (4-60) dargdstel

45

Nipomo Gruppe

= Bolero
* Nipomo
x Samson
40.

Ca
non
ical

2 35-

Samson

X

30. g
Bok@ro

25.
T T T T T T T T T 1
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Canonicall

Abbildung 4-60: LDA mit M6hren unterschiedlichertga (FiBL-M6hren, 2002). Messung in jeweils 5-
facher Probenwiederholung (Anzahl der falsch kl@gsiten Proben = 0, % der falsch klassifizierten
Proben = 0, -2log Wahrscheinlichkeit = 0).
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Messungen 2003

Die Messungen mit der HPLC ergaben jeweils ein @atogramm in dem 9 Peaks re-

produzierbar dargestellt werden konnten. Diese $#&aknten in allen Proben der un-

tersuchten Mohren dargestellt werden.

Tabelle 4-47: Retentionszeiten (Rt.) detektiereahd in FiBL-Mdhren (2003)

Rt. Rt.
(min) (min)
Peak Nr. la 3,12| Peak Nr. 6a (Chlorogensaure) 645
Peak Nr. 2a 8,56| Peak Nr.7a 142
Peak Nr. 3a 13,4% Peak Nr. 8a 180
Peak Nr. 4a (p-Hydroxybenzoesure 35/40 Peakaf6Methoxyflavon ) 192,56
Peak Nr. 5a (Chlorogensaure) 44,63
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Abbildung 4-61: Messergebnisse (PF(Analyt)/PF(18pn Mohren unterschiedlicher Sorten (FiBL-

Moéhren 2003).
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Fur die Differenzierung der Proben auf der Grunelamzelner Peaks erfolgte eine Pri-
fung auf Homogenitat der Varianzen und anschlieBe®dNOVA. Bei Inhomogenitat
der Varianzen erfolgte eine Auswertung mittels TyuKeamer HSD.

Die Unterscheidungen sind im Folgenden dargestmijtive Werte bezeichnen signi-

fikante Unterschiede zwischen den Proben.

2.86102

0.05

Peak Nr. la:

Abs(Dif)-LSD ‘Samson’ (OP) ‘Nipomo’ (F1) ‘Tiptop’ (OP)
‘Nipomo’ (F1) 26.476

‘Tiptop’ (OP) 36.330 4.290

‘Boléro’ (Fy) 46.318 14.278 4.424

q* Alpha

2.86102 0.05
Peak Nr. 2a:

Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Tiptop’ (OP) ‘Samson’ (OP)
‘Tiptop’ (OP) 6.0165

‘Samson’ (OP) 7.6739 -4.2368

‘Nipomo’ (F,) 8.3193 -3.5914 -5.2488

q* Alpha

2.86102 0.05
Peak Nr. 3a

Abs(Dif)-LSD ‘Samson’ (OP) ‘Tiptop’(OP) ‘Boléro’ (Fy)
‘Tiptop’ (OP) 14.594

‘Boléro’ (Fy) 35.770 17.168

‘Nipomo’ (F1) 47.430 28.827 7.651

q* Alpha

2.86102 0.05
Peak Nr. 4a (p-Hydroxybenzoesaure):

Abs(Dif)-LSD ‘Samson’ (OP) ‘Tiptop’ (OP) ‘Boléro’ (Fy)
‘Tiptop’ (OP) 94.17

‘Boléro’ (Fy) 189.17 84.19

‘Nipomo’ (F1) 261.54 156.56 61.57

q* Alpha
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Peak Nr. 5a (Chlorogensaure):

Anhand der vorliegenden Messergebnisse kdnnenfikgmie Sortenunterschiede zwi-
schen den untersuchten Mohrensorten ermittelt wendé allen Peaks kénnen jeweils
einzelne Sorten differenziert werden, wobei auabbBn der Hybridsorten und der sa-
menfesten Sorten voneinander getrennt werden koiiiiea Gruppierung der Sorten in

samenfeste und Hybridsorten ist anhand der Ergebigier Einzelstoffmessungen nicht

maglich.

Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Samson’ (OP) ‘Tiptop’ (OP)
‘Samson’ (OP) 87.85

‘Tiptop’ (OP) 123.63 11.08

‘Nipomo’ (F) 133.60 21.06 -14.72

q* Alpha

2.86102 0.05
Peak Nr. 6a (Chlorogensaure):

Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Tiptop’ (OP) ‘Samson’ (k)
‘Tiptop’ (OP) 273.22

‘Samson’ (OP) 288.82 -61.20

‘Nipomo’ (F) 583.30 233.29 217.69

q* Alpha

2.86102 0.05
Peak Nr. 7a:

Abs(Dif)-LSD ‘Boléro’ (Fy) ‘Tiptop’ (OP) ‘Samson’ (OP)
‘Tiptop’ (OP) 10.231

‘Samson’ (OP) 11.664 -2.969

‘Nipomo’ (F) 35.333 20.700 19.267

q* Alpha

2,86102 0,05
Peak Nr. 8a:

Abs(Dif)-LSD ‘Samson’ (OP) | ‘Boléro’ (F) ‘Tiptop’ (OP)
‘Boléro’ (Fy) 2.591

‘Tiptop’ (OP) 15.578 5.904

‘Nipomo’ (F;) 22.351 12.677 -0.309

q* Alpha

2.86102 0.05
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Eine weiter gehende statistische Analyse mittel\ldann die Mohrenproben in drei
unterschiedliche Gruppen unterteilen. Als Diskrianiten dienten dabei die Peaks Nr.
la, Nr. 4a, Nr. 5a, Nr. 7a und Nr. 8a. Die Untéurteg richtet sich dabei nach der Sorte.
Alle Proben werden korrekt nach den jeweiligen &oih Gruppen unterteilt.

35
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no 20— f
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Abbildung 4-62: LDA mit M6hren unterschiedlichertga (FiBL-M6hren, 2003). Messung in jeweils 5-
facher Probenwiederholung (Anzahl der falsch kl@ggsiten Proben = 0, % der falsch klassifizierten
Proben = 0, -2log Wahrscheinlichkeit = 0).

Im Vergleich beider Jahre kann eine Gruppenbildoagch Sorten mittels LDA mit den
folgenden Peaks erreicht werden:

Tabelle 4-48: Diskriminanten zur Gruppierung migt&éDA in den Jahren 2003 und 2003

Messung im Jahr 2002: Messung im Jahr 2003:

Diskriminanten Rt. (min) Diskriminanten Rt. (min)
Peak Nr.3a 12,89 Peak Nr. 1a 3,12
Peak Nr. 4a 34,99 Peak Nr. 4a (p-Hydroxybenzoeyaure35,40
Peak Nr. 5a 44,56 Peak Nr. 5a (Chlorogenséure) 5344,
Peak Nr. 6a 44,89 Peak Nr. 7a 142,24
Peak Nr. 7a 142,89 Peak Nr. 8a 180,56
Peak Nr. 8a 179,56
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4.4.3.2 Ergebnisse der Messungen von Méhren mit unterschiéicher N-Dingung
(UniK-Mo6hren)

Messungen 2003:

Die Messungen mit der HPLC ergaben jeweils ein @atogramm in dem 9 Peaks re-
produzierbar dargestellt werden konnten.

Tabelle 4-49: Retentionszeiten (Rt.) detektiergeak in UniK-Mdhren (2003)

Rt. Rt.
(min) (min)
Peak Nr. la 3,15| Peak Nr. 6a (Chlorogenséure) 545,4
Peak Nr. 2a 8,49| Peak Nr. 7a 14201
Peak Nr. 3a 13,23 Peak Nr. 8a 180{35
Peak Nr. 4a (p-Hydroxybenzoesaure 35/49 Peaka\{c-WMethoxyflavon ) 192,44
Peak Nr. 5a (Chlorogenséaure) 44,89
70
ON- BN +
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L ==
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>
g
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a 20
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Q0 +—C—=m ‘ [ - - ‘ - .
Peak Nr. Peak Nr. Peak Nr. Peak Nr. Peak Nr. Peak Nr. Peak Nr. Peak Nr.
la 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a

Abbildung 4-63: Messergebnisse (PF(Analyt)/PF(IB)Mohren der Sorte ‘Rodelika’ mit unterschiedli-
cher N-Dingung (N- = 0 kg N, N+ = 150 kg Hornmehl).
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Die Daten wurden auf Normalverteilung und Homog#niter Varianzen gepruft, so-
weit zulassig erfolgte die Auswertung mittels ANOVBei Inhomogenitat der Varian-
zen erfolgte eine Auswertung nach Wilcoxon/Krusikédilis Tests (Rank Sums), 1-way
Test ChiSquare Approximation.

Anhand der folgenden Peaks kénnen die Mohrenprabénunterschiedlicher N-

Dungung differenziert werden.

Tabelle 4-50: Differenzierung von UniK-Mohren (2003

Peak Nr. 2a F =60,835 Prob > F < 0,001
Peak Nr. 3a F=142,1309 Prob > F < 0,0001
Peak Nr. 4a F=47921 Prob > F < 0,0001
Peak Nr. 5a F =43,4249 Prob > F 0,0002
Peak Nr. 6a F=177,000 Prob > F 0,001
Peak Nr. 7a F = 689,92 Prob > F < 0,001
Peak Nr. 8a F =1941,028 Prob > F < 0,0001

Messungen Méhren 2004

Die Messungen mit der HPLC ergaben jeweils ein @latogramm, in dem 11 Peaks
reproduzierbar dargestellt werden konnten. Diesk$&onnten, gemessen an den Re-
tentionszeiten, in allen Proben der untersuchtehrigfd®dargestellt werden.

Tabelle 4-51: Retentionszeiten (Rt.) detektiereahd in UniK-Mdhren (2004)

Rt. (min) Rt. (min)
Peak Nr. 1b 3,12 Peak Nr. 9b 142,24
Peak Nr. 3b 13,45 Peak Nr. 10b 171,23
Peak Nr. 4b p-Hydroxybenzoesaure 35,40 Peak Nr. 11b 180,00
Peak Nr. 5b Chlorogensaure 44,53 Interner Standard | 192,56
Peak Nr. 6b Chlorogensaure 45,26 Peak Nr. 13b 201,4
Peak Nr. 7b 60,54
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Abbildung 4-64: Messergebnisse (PF(Analyt)/PF(F8))Mbhren der Sorte ‘Rodelika’ und ‘Rothild’ mit
unterschiedlicher N-Diingung (N- = 0 kg N, N+ = 1k Hornmehl).

Differenzierung

Eine Differenzierung der Proben auf der Basis dezé&lpeaks erfolgte mittels ANOVA

und LME/pairwise Test. Fur alle Peaks wurden digbBnunterschiede in % errechnet.

Es ergeben sich folgende Unterscheidungen:

Peak Nr. 4b (p-Hydroxybenzoeséaure):

Peak Nr. 5b (Chlorogensaure):

‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’ ‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’
(N+) (N-) (N+) (N+) (N-) (N+)
‘Rodelika’ | *** e * ‘Rodelika’ | - bl ek
(N-) (N-)
‘Rodelika’ el il ‘Rodelika’ o bl
(N+) (N+)
‘Rothild’ * ‘Rothild’ *%
(N-) (N-)

*kk— p < 0’001, **:p < 0’01' *:p < 0,05

*kk— p < 0’001, **:p < 0’01' *:p < 0,05
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Peak Nr. 6b (Chlorogenséaure): Peak Nr. 7b:
‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’ ‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’
(N+) (N-) (N+) (N+) (N-) (N+)
‘Rodelika’ | - Fkk rkk ‘Rodelika’ | ** * -
(N) (N)
‘Rodelika’ bl il ‘Rodelika’ * i
(N+) (N+)
‘Rothild’ - ‘Rothild’ *k
(N) (N)
***=p<0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05 ***=p< 0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05
Peak Nr. 9b: Peak Nr. 10b:
‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’ ‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’
(N+) (N-) (N+) (N+) (N-) (N+)
‘Rodelika’| - bl il ‘Rodelika’ | ** xk e
(N) (N)
‘Rodelika’ Fkk rkk ‘Rodelika’ - fale
(N+) (N+)
‘Rothild’ b ‘Rothild’ bl
(N) (N)
**=p< 0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05 ***=p< 0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05
Peak Nr. 11b: Peak Nr. 13b:
‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’ ‘Rodelika’ | ‘Rothild’ | ‘Rothild’
(N+) (N-) (N+) (N+) (N-) (N+)
‘Rodelika’ | - el - ‘Rodelika’ | *** ok *
(N) (N)
‘Rodelika’ bl - ‘Rodelika’ el il
(N+) (N+)
‘Rothild’ Fkok ‘Rothild’ *
(N-) (N-)

***= p< 0,001, **=p< 0,01, *=p < 0,05

***=p< 0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05

Eine signifikante Unterscheidung beider Mohrensomach dem Anbausystem kann
durch die Peaks Nr. 7b und Nr. 10b erreicht werd@me Differenzierung jeweils einer
Sorte nach dem Anbausystem erfolgt mittels der #&ak1b, Nr. 11b und Nr. 13b. Ei-
ne Trennung der untersuchten Proben nach Sortenduch die Peaks Nr. 1b, Nr. 5b
+ 6b (Chlorogensaure) und durch den Peak Nr. $obtrwerden.
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Gruppierung von Mdhren mit unterschiedlicher DingybniK-Mdhren)

Die Differenzierung und die Klassifizierung der gaten Proben wurden mittels LDA
vorgenommen. Durch die Auswertung des Peaks N{p4dydroxybenzoesaure), des
Peaks Nr. 8b, des Peaks Nr. 10b und des Peaks3hikdihnen alle Proben statistisch
signifikant voneinander getrennt werden. Dabeilgrgich erst durch die Cannonical 2
Funktion eine Trennung gemal den Dingungsstufea.iMéder Darstellung dargestellt,
erscheinen die Unterschiede zwischen den SortdRegrdls Unterschiede aus den un-
terschiedlichen Dingungsstufen. Nach der Lage dexhddie LDA gebildeten Gruppen

konnen keine Charakteristika fur die verschiedddéngungsstufen abgeleitet werden.
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Abbildung 4-65: LDA mit UniK-Méhren. Untersucht wen Moéhren zweier Sorten aus zwei unterschied-
lichen Dingungsstufen (N - = ohne Stickstoffdiingig = + 150 kg N/ha) in jeweils 5-facher Pro-
benwiederholung (Anzahl der falsch klassifiziefeaben = 0, % der falsch klassifizierten Proben =0
2log Wahrscheinlichkeit =0,853).

Durch die Gruppierung der Mohren mit unterschiddiicN-Dingung mit decodierten
Proben mittels CART-Verfahren, werden in eineneafrstrennungsschritt durch den
Peak Nr. 11 zwei Untergruppen gebildet. Dabei Inildee Proben ‘Rodelika’ (N+) und
‘Rothild’ (N-) sowie ‘Rodelika’ (N-) und ‘Rothild(N+) zusammen jeweils eine Unter-

gruppe. Damit entsprechen die ungediingte Variagitear Sorte der gedlngten Varian-
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te der jeweils anderen Sorte und umgekehrt. Inreuegteren Unterteilung werden die-
se Gruppen nach den Sorten in jeweils eigene Unigpgn eingeteilt. Eine Gruppen-

bildung ist damit weder gemal den Sorten noch ddradvarianten moglich.

4.4.3.3Differenzierung von Mohren-Erzeugerproben

Die Messungen mit der HPLC ergaben jeweils ein @latogramm in dem 10 Peaks
reproduzierbar dargestellt werden konnten. Diesk$&onnten, gemessen an den Re-
tentionszeiten, in allen Proben der untersuchtehrigtd dargestellt werden.

PF(Analyt)/ PF(IS)

N

Peak Peak Peak Peak Peak Peak Peak Peak Peak
Nr.1b Nr.2b Nr.3b Nr.4b Nr.5b Nr.6b Nr.8b Nr.9b Nr.11b

Probe

B R10OR28S1ES2EB01E002BP1EBP2EQ1 III]IQZ‘

Abbildung 4-66: Messergebnisse (PF(Analyt)/PF () Mdhren-Erzeugerproben.
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Tabelle 4-52: Retentionszeiten (Rt.) detektiereald in Méhren-Erzeugerproben (2004)

Rt. (min) Rt. (min)
Peak Nr. 1b 3,12 Chlorogensaure 45,31
Peak Nr. 2b 8,61 Peak Nr. 8b 85,13
Peak Nr. 3b 13,31 Peak Nr. 9b 142,31
p-Hydroxybenzoesaure 35,38 Peak Nr. 11b 180,22
Chlorogensaure 44,67 Interner Standard 192,69

Eine Differenzierung der Proben auf der Basis deeetnen Peaks erfolgte mittels
ANOVA und LME/pairwise Test. Tabellen der t- undr geWerte finden sich im An-
hang. Fur alle Peaks wurden die Probenunterschme#e berechnet. Unterschiede, die
in der Streubreite der Methodenprazision liegemegehicht als signifikant. Es ergaben
sich folgende Unterscheidunget®= p< 0,001, **=p< 0,01, *=p < 0,05

Peak Nr. 1b:

02 P1 P2 Q Q2 Rl |R2 |S1 |s2
OI - * % L L x L L »
02 - - - - * - - -
P 1 *%k*%k k% Kk Kkk *%k%k *% *% *%k%
P 2 *%k*%k %%k *k*%k *% *% *%k%
Q 1 _ *kk  [kkk
Q 2 *%k% k% Kk
R | *%k% X %%k
R 2 * *%
S1 -

Die Probenpaare P (‘Nerac’) und R (‘Nerac’) zeig@nifikante Unterschiede zwischen
den verschiedenen Anbausystemen, die Probenpa@kafonne’), Q (‘Nerac’) und S
(‘Narbonne’) kbnnen nicht nach dem Anbausystemegetr werden.

Die Proben der Sorte ‘Narbonne’ (O, S) kbnnen midmteinander getrennt werden. Die
Proben der Sorte ‘Nerac’ kdnnen in einzelnen Proloeinander getrennt werden.
Varianten aus okologischem Anbau kénnen in einzelPeben voneinander getrennt
werden. Varianten aus konventionellem Anbau konnesinzelnen Proben voneinan-

der getrennt werden.
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Peak Nr. 2b:
02 P1 P2 QI Q2 R1 |R2 [S1 |[S2
OI - * Lz ** Ak *¥ - *X **
O 2 - * * *% o * *
p 1 _ *% *% L bk | _
P2 ** *kk kkx _ _
Q 1 _ *kk kKK | *
Q 2 **k% kkk * X
RI *kk L _
R 2 *%k% *%%
S1 -

Die Probenpaare O (‘Narbonne’), P (‘Nerac’), Q (fblenne’) und S (‘Narbonne’) kon-
nen nicht nach den unterschiedlichen Anbausystamtrschieden werden.

Die Proben R der Sorte ‘Nerac’ kbnnen differenaneztden.

Einzelne Proben kdnnen innerhalb der Sorten getrearden.

Einzelne Proben der gleichen Variante konnen vamelar getrennt werden.

Peak Nr. 3b:
02 P1 P2 QI Q2 |R1 |R2 |S1 |S2

Ol [** kkx Kk *rk kK - *kK kK *%
02 * 3 hkk Kk *% *K - -
P1 - *kk  [kkk kkk kxk -
P2 *kk  [kkk Ak _ Kk -
Q 1 *kk  kkk kkk kKA kK
Q 2 K% Kxk Ak *
RI *kk ek *%
R2 *xk |
S1 -

Die Probenpaare O (‘Narbonne’), Q (‘Nerac’) und ‘Refac’) kénnen innerhalb der
Betriebspaare differenziert werden.

Eine Trennung von Proben aus gleichem Anbau isineelnen Proben mdglich.



198 4 Ergebnisse

Eine Trennung von Proben beider Sorten ist innbrdal Sorten in einzelnen Proben

madglich.

Peak Nr. 4b (p-Hydroxybenzoeséaure):

02 |P1 P2 QI Q2 |R1 |R2 ([S1 |S2
O I *k%k *kk *k* *kpk *%K - *k% *k*k *k%
O 2 *k%k k2.2 *fk kK * kA ** - -
P 1 - *k%k kkk Hxk * *%k *
P2 *k%k kkk Hxk - *¥ *
Q 1 - *k% kkx Kk *N*
Q 2 *k%k kkx Kk *N*
R | *k% ek k Hx*x
R 2 ** *
S1 -

Die Proben der Sorte ‘Narbonne’ (O) und die PratenSorte ‘Nerac’ (R) kbnnen nach
dem Anbausystem getrennt werden.

Eine Trennung von Proben aus gleichem Anbau isinrelnen Proben mdglich.

Eine Trennung von Proben beider Sorten ist innbrdak Sorten in einzelnen Proben

maglich.

Peak Nr. 5b (Chlorogenséaure):

02 P1 P2 o [@2 Rt [R2 [s1 [s2
O I *k%k *k* *kk *ktk **A *%* *%* - *%*
O 2 *k% ¥kk *kk *kpk **A *k% *k%k *k*k
Pl *k*k Ikkk Hkik - *¥ * *kpk
P2 *kk kK ] i ] *kk
Q 1 - *k%k ek k *pkk *K*
Q 2 *k% ek k *pkk *K*
R | - - *k%k
R 2 - *k*k
s1 -

Die Betriebspaare O (‘Narbonne’) und P (‘Nerac’hkén voneinander getrennt wer-

den.
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Eine Trennung von Proben aus gleichem Anbau isinrelnen Proben mdglich.
Eine Trennung von Proben beider Sorten ist innbrdal Sorten in einzelnen Proben

maglich.

Peak Nr. 6b (Chlorogenséaure):

02 |P1 Pz O Q2 |R1 |R2 [S1 |Ssz
Ol [** *kk kK *kk kK - ok - -
02 *kk kK *kk kK *kk kK kK *%
P1 ok *% * kk *% ok * -
Pz kkk EXEd _ - - _
01 - kkk EEEd x % *%
Q2 kkk EXEd x % *%
RI * - -
R2 - -
Si -

Die Betriebspaare O (‘Narbonne’), P (‘Nerac’) und‘Rerac’) kdnnen voneinander ge-
trennt werden.
Eine Trennung von Proben aus gleichem Anbau isineelnen Proben mdglich.

Eine Trennung von Proben beider Sorten ist innbrdal Sorten in einzelnen Proben

maglich.
Peak Nr. 8b:
02 P1 P2 QI Q2 |R1 |R2 |S1 |s2

O| *% L ek ** _ Kk * KK _ _
02 *kk L bekk Kk *kk Kk _ .
P1 *kk kkk _ *kk *fk _ _
P2 *%k*%k %% *k*%k *k * -
Ql * *%k% kkk - X
Q2 *%* *k%
Rl *%k*% tk kx
R2 *% *%
S1 -

Die Betriebspaare O (‘Narbonne’), P (‘Nerac’), Q\¢rac’) und R (‘Nerac’) kénnen

gemal den unterschiedlichen Anbausystemen diffengnzerden.
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Eine Trennung von Proben aus gleichem Anbau isineelnen Proben mdaglich.

Eine Trennung von Proben beider Sorten ist innbrdak Sorten in einzelnen Proben

maglich.
Peak Nr. 9b:
02 |P1 P2 QI Q2 |R1 |R2 |S1 |S2

O| _ *kk *kk _ Kk *ktk *kH _ *kk
02 *%k*% **k% - *%kk *ktk **%K - *k%k
Pl - *%% % kk * Ax - -
P2 *%% k%% * | _ -
Q 1 *% kk% k) - *%x%
Q2 *%k% kkk *k *%
RI * - -
R2 - *%
S1 -

Die Betriebspaare R (‘Nerac’) und Q (‘Nerac’) konniea ihren Anbauvarianten diffe-
renziert werden.

Eine Trennung von Proben aus gleichem Anbau isinrelnen Proben mdglich.

Eine Trennung von Proben beider Sorten ist innbrdal Sorten in einzelnen Proben

maoglich.

Peak Nr. 11b:

Die Betriebspaare O (‘Narbonne’), P (‘Nerac’) und (Qerac’) kdénnen in ihren
Anbauvarianten differenziert werden.
Bis auf die Varianten des Betriebspaares R (‘Nérk&hnen alle weiteren Proben der

Sorte ‘Nerac’ nicht voneinander getrennt werden.



4Messungen der phenolischen Bestandteile in M6hren 201

02 P1 P2 oI Q2 [R1 [R2 [s1 [s2
O I *%k% *k*k *k* *kpk - *% *%k% *% -
O 2 - *k% ek Hkxk *X% *%% *%k% *
P 1 *%% kkk Hkhk *%x%k *%¥k *%kk| *
P2 *kk *kk *kk *¥k *kf -
Q 1 *k*k kkk Kkk *xk *%
Q 2 *% *k% kk a
RI - - -
R2 - -
s1 -

Insgesamt zeigt sich ein vielfaltiges Bild in Bezaigf die Trennung von Moéhren aus
unterschiedlichem Anbau. Eine Differenzierung detri@bspaare nach ihren Anbauva-
rianten ist in einzelnen Fallen mdglich, wobei jeBeak eine eigene Charakteristik der
Trennung zeigt. Auffallend ist die unterschiedlicheennung durch die Peaks Nr. 5b
und Nr. 6b, die beide durch den Vergleich der U\él8pen und der Retentionszeiten
als Chlorogensaure identifiziert wurden.

Eine Trennung von Proben der gleichen Sorten ish& moglich wie die Trennung

von Proben des gleichen Anbausystems. Hinweiselarbkteristische Merkmale nach

dem Anbausystem ergeben sich auf der GrundlagelagzStoffe nicht.
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Gruppierung und Klassifizierung von Mdhren-Erzeumgeben

Die Gruppierung der _codiertdfroben wurde mittels einer LDA vorgenommen.

15
R 2, Nerac,
konventionell
104
P 1, Nerac,
oko
5
#.P 2, Nerac,
S 1, Narbo : konventionell
Cxi Eo:\;f:r?ﬁrsﬁe!i konventionéll + )
o 1 ) S 2, Narbonne, ko~ O 1, Narbonne,
( 2 + . + 7N Bko
::g Q 2, Nerac, K -+
. . . P
5 oko R 1, Nerac.
Oko
-104
0 2, Narbonne,
ET- konventionell’
15 “
-20 T T T T T T : 1 I
-50 -40 -30 -20 -10 0
Canonical1

Abbildung 4-67: LDA mit Mdhren-Erzeugerproben. Bliskriminanten dienten p-Hydroxybenzoesaure
und Chlorogensaure sowie die Peaks Nr. 8, 9 undUrttersucht wurden Betriebspaare von Mdhren
zweier Sorten aus jeweils konventionellem und @ksdbem Anbau in jeweils 5-facher Probenwiederho-
lung (Anzahl der falsch klassifizierten Proben =94 der falsch klassifizierten Proben = 2, -2log Wah
scheinlichkeit = 6,118).

Durch die Auswertung der Peaks fir p-Hydroxybendoes und Chlorogensaure sowie
der Peaks Nr. 8b, 9b und 11b kénnen die Probenrupgen unterteilt werden. Dem-
nach bilden die M6éhren P1 (‘Nerac’, 6kologischebaun), P2 (‘Nerac’, konventioneller
Anbau), S1 (‘Narbonne’, konventioneller Anbau) ug& (‘Narbonne’, dkologischer
Anbau) eine Gruppe. Innerhalb dieser Proben koérdienrMohren aus 6kologischem
und konventionellem Anbau nicht weiter voneinandetrennt werden. Die Betriebs-

paare der Proben Q, O und R werden differenziene &eitere Gruppe wird durch die
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Proben R1 (‘Nerac’, konventioneller Anbau) und @Qdefac’, konventioneller Anbau)
gebildet. Die Proben O2 (‘Narbonne’, konventionekabau), R2 (‘Nerac’, 6kologi-
scher Anbau), Q1 (‘Nerac’, konventioneller AnbanpuQ?2 (‘Nerac’, 6kologischer An-
bau) kdnnen statistisch signifikant von allen aeddProben getrennt werden.

Nach dem Ergebnis dieser Auswertung haben Staa#ttoten und/oder Sorteneinflis-
se neben den Einflussen durch das Anbausystemiatheuttinflisse auf den Gehalt
phenolischer Substanzen.

Durch die Auswertung aller Peaks der decodieNEihrenproben wurde im nachsten

Schritt eine Klassifizierung gemafl des Anbaussystengenommen.

R-square N N-splits Imputes
Included: | 0.991 607 3 836
Excluded: 0
All Roves
[ 1
Cournt M2 Loghorth
G607 541.47903 32600259
Level Prok
KOMYENMTIOMELL 04992
QEKD 0.5008
unik hplc.poly.. Peak Mr.11==0 3363024 uni k.hplc poly.. Peak Mr.11=0.33630245
g
| ———— Court a2
Count G2 Loorth 288 1}
318 12099755 78630343 Level Prok
Level Prak KONYEMTIOMNELL - 1.0000
KONVENTIONELL  0.0470 QEKC 0.0000
CEKD 0.9:530
uni k. hplc poly.. Peak Mr.11=1 14553945 unik hplc paoly.. Pesk Mr.11==1.1455394
g
Court e C mm
300 o Court "2 Loghorth
Level Prok 19 19556582 23676169
KONVENTIONELL  0.0000 Level Prok
QOEKD 1.0000 HOMYEMTIOMELL 0.7595
OEKD 0.2105

unik hplc poly.. Peak Mr.1==1.2644375 uni k. hplc poly .. Peak Mr.1 =1 2644375
Court G2 Court G2
=3 TEIET 13 a
Lewel Prak Lewvel Prob
KOMYENTIOMELL  0.3333 KOMNYEMTIOMNELL  1.0000
QEKD 06667 QEKC 0.0000

Abbildung 4-68: Klassifizierung von Méhren-Erzeygeben nach dem Anbausystem (helle Kasten =
konventionell erzeugte Proben; dunkle Kasten = dfisich erzeugte Proben).
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In einem ersten Schritt werden aus der GesamteeiPdbben zwei Untergruppen ge-
bildet und der groRere Teil der Proben (97,3 %d)tigcklassifiziert. Die weitere Tren-

nung in zwei Stufen auf der Basis des Peak Nr.urkbdes Peak Nr. 1b hat nur noch
wenig Auswirkungen. Eine Klassifizierung nach ustéiedlicher Dingung ist auf die-
ser Basis moglich, nach drei Trennungsschritterdere®7,5 % der Proben richtig klas-

sifiziert.
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5 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Methodéndie Messung sekundarer Pflan-
zeninhaltsstoffe in M6hren- und Weizenproben aus@eten Langzeitversuchen und
an Erzeugerproben ausgesuchter okologisch und ktowell arbeitender Anbaube-
triebe weiter zu entwickeln und zu validieren. Alstersuchungsparameter dienten die
Stoffklassen der Polyphenole und der Carotinoide.\[alidierungsfragen zielten dabei
auf folgende Punkte ab:

» Ist es moglich Unterschiede im Carotinoid- bzw.yBbenolspektrum definierter
Proben aus unterschiedlichen Anbausystemen zuteimitind kénnen die Pro-
ben dadurch differenziert werden?

» Konnen messbare Unterschiede in diesen Probendeotkeschriebenen Varia-
bilitdt in der Ausprdgung mit einem bestimmten Ambgstem in Verbindung
gesetzt und die Proben dadurch klassifiziert we?den

Dafur wurden methodisch mit Messungen mittels HRAr@&lytik der Carotinoidgehalt
und der Polyphenolgehalt auf der Basis von Einbsigsinzen gemessen. Daneben wur-
de der Gehalt der Gesamtcarotinoide photometricB@mmenparameter fur die Klas-
se der Carotinoide bestimmt. Im Unterschied zudyiglen Studien wurden die Mes-
sungen der vorliegenden Arbeit an codierten Prahenverschiedenen, gut dokumen-
tierten Anbauversuchen und an codierten Erzeugeepraus unterschiedlichem Anbau
durchgeflhrt.

Die Validierung bezieht sich dabei auf das gesavt@dahren der analytischen Mes-
sungen und der statistischen Auswertung. DurchMigssungen der Carotinoide in
Mohren, Weizen und Mais in nur einem Jahr und daypghenole in verschiedenen
Probensatzen uber 3 Jahre kdnnen die Untersuchyadenh nur als ein Schritt in

Richtung der Validierungsfragen verstanden werden.
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51 Kritik der Methode

Die Uberpriifung der Validierungsparameter fiir dialgtischen Methoden erfiillt die
Anspriche an eine-house-Validierungm eigenen Labor. Um weiter gehenden An-
spruchen nach der ISO 17025 zu genugen, sollt¥aetierungsumfang um den Punkt
der Vergleichsprazision mit einem anderen Laborisdiw den Punkt der Richtigkeit
um Ringversuche erweitert werden.

Sowohl Carotinoide als auch einige Polyphenole Snfistanzen, die gegeniber ver-
schiedenen Einflussfaktoren wie Licht, Sauerstaifl Warmeeinwirkung empfindlich
sind. Durch Lagerung und Behandlung der jeweiligeaben durch Gefriertrocknung
konnen deshalb Verluste im Analytgehalt auftref@ie. entsprechenden Proben wurden
deshalb bei -18 C° in luftdichten, lichtundurchlgses Gefalien gelagert. Da alle Proben
identischen Bedingungen ausgesetzt waren, sollt@ é&ginen ergebnisrelevanten Ver-
anderungen gekommen sein, zumal gerade mit dere@efcknung empfindliche In-
haltsstoffe besser erhalten werden als mit andérecknungsmethoden ABARAS ET
AL.,2005).

5.2 Carotinoide in Weizen

In den vorliegenden Untersuchungen wurden Gesafatuen zur Bestimmung des Ca-
rotinoidgehaltes in Weizen mit Messungen mitteld BFAnalytik als Einzelstoffanaly-
tik und photometrisch als Summenparameter validiert

Die fur die Messungen des Carotinoidgehaltes egtgtsn Verfahren erweisen sich im
naturlichen Konzentrationsbereich als linear, dpseh, prazise und richtig. Die Ursa-
chen der unvollstdndigen Trennung des Peaks Nmdldas Peaks Nr. 2, die im Verlauf
der Auswertung als Lutein zusammengefasst wurdead, \&rmutlich im Sinne eines
.Frontings” oder mit Einflussen der Probenmatrix enklaren. Die Methodenprazision
lag mit einem ¥ von 2,5 % in einem akzeptablen Bereich. In einenghkeichenden
Messung des Luteingehaltes an gleichem Materialemir im Extraktionsschritt ver-

anderten Methodik konnte Lutein als einzelner Rasigestellt werden, die Messwerte
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liegen im Mittel 5 % Uber den Messwerten der vogebenden Messung. Die chroma-
tographischen Bedingungen miussten daher in weltergken Untersuchungen in dieser
Hinsicht optimiert werden. Der interne Standg@po-8-Carotenal konnte in allen
durchgefuhrten Messungen in einem akzeptablen Ralwrezler gefunden wurden. Die
Eignung als interner Standard ist deshalb gegeben.

Im Punkt der Robustheit wurden die Einflisse duliehSaulentemperatur und das Sau-
lenmaterial ermittelt. Durch das Arbeiten nach 8tadbedingungen kénnen diese Ein-
flisse vermieden werden. Gegenuber einem Wechsélltirgen der Chemikalien zur
Extraktion und als mobile Phase zeigt sich die Méérobust.

In Bezug auf das Verfahren zur photometrischeniBesting der Gesamtcarotinoide
konnte eine Grundkalibrierung der Parameter Pi@zignd Linearitat des Verfahren er-
folgreich durchgefihrt werden. Fur die Referenztanmsder Messungen, dgsCarotin,
besteht in einem Bereich zwischen 0,1 pg/ml un@gd/nl ein linearer Zusammenhang
zwischen der Konzentration des Analyten und demsiligaal. Mit der Abnahme dér
Carotin-Konzentration in den Standardlésungen k&ine Abnahme der Messpréazision
beobachtet werden. Fir die vorliegenden Fragesggiu zur Differenzierung von Moh-
renproben ist die Methodenprazision ausreichendli&iErmittlung von Unterschieden
zwischen den Proben.

In der Anwendung der HPLC-Methodik wurde als eiezigestandteil aus der Klasse
der Carotinoide das Xanthophyll Lutein identifizieMit Konzentrationen in den Pro-
ben zwischen 2,78 pg/g und 3,67 pg/g liegen diet&\ien Bereich bekannter Litera-
turwerte, die von verschiedenen Autoren zwischén-14,5 pg/g angegeben werden
(HEINONEN ET AL., 1989; HENTSCHEL 2002; KONOPKA ET AL, 2003). Weitere Caroti-
noide, wieB-Carotin und Zeaxanthin, die in der bekannten hit@r (HEINONEN ET AL,
1989; HENTSCHEL AT AL., 2002; KONOPKA ET AL., 2003; PANFILI ET AL., 2004) als In-
haltsstoffe von Weizen beschrieben werden, konmterden vorliegenden HPLC-
Untersuchungen nicht gefunden werden. Dem gegersidleen Messergebnisse, die im
selben Projekt (Differenzierung und Klassifizierumgn Oko-Produkten mittels vali-
dierter, analytischer und ganzheitlicher MethodB®L, Projekt 020E170/F, KdL ET
AL.,2007) im Labor der BFE (Karlsruhe) durchgefiihrt edam. Im gleichen Probenma-

terial wird fir den Luteingehalt an dieser Stella Konzentrationsbereich zwischen
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0,252 ug/g und 0,841 ug/g angegeben. Zusatzliath dver Anwesenheit von Zeaxanthin
beschrieben, die mit den eigenen Messergebnissdn bestatigt werden kann. Eine
Korrelation zwischen den eigenen Werten des Lugtiafies und denen der zweiten
Methode kann weder fiir die DOK-Weizenproben nochdié Weizen-Erzeugerproben
ermittelt werden. Unterschiede dieser Grol3enordr(dsig)— 10-fach) im Luteingehalt
kénnen vermutlich nicht auf Inhomogenitaten desbBnonaterials zurtickgefuhrt wer-
den. Eine Uberlagerung und gegenseitige Verstarknelrerer Peaks in den eigenen
Untersuchungen kann durch die Auswertung der U\kBee in einem Wellenlangen-
bereich zwischen 210 und 470 nm Uber die gesamigd_aines HPLC-Laufes ausge-
schlossen werden. Mdglicherweise kann eine ErkGmmrder Probenaufbereitung bzw.
dem Extraktionsmittel und der Extraktausbeute zthen sein. Dafir spricht auch der
Vergleich mit dem photometrisch gemessenen Cairidgebalt. In den eigenen Unter-
suchungen wurden die Weizenextrakte flr die photosoben Messungen entspre-
chend den Extrakten fir die Messungen mittels HRIn@lytik — ohne Zusatz des in-
ternen Standards — angefertigt. Auch in diesen Megmn ergeben sich Messwerte in
einem Bereich zwischen 5,119 pg/g und 6,528 pgfie Korrelation mit den an der
BFE - in einem Konzentrationsbereich zwischen Qu84g 1,01 pg/g - gemessenen
Werten ist jedoch auch hier nicht zu auszumachari. weelche Faktoren der unter-
schiedliche Lutein- und Gesamtcarotinoidgehalten derschiedenen Laboren zurtck-
zufihren ist, kann in den vorliegenden Untersuckangicht aufgeklart werden. Eine
Uberprifung der in dieser Arbeit verwendeten Metkend hinsichtlich der Validitat der
Carotinoidbestimmung und des ,wahren* Wertes miissRingversuchen in mehreren
Laboren an homogenem Probenmaterial Uberprift werde

Eine von $HUPHAN (1974) beschriebene negative Korrelation des @uidgehaltes
mit der N-Versorgung bestéatigt sich in Messunges ldeGehaltes der gleichen Proben
innerhalb des Projektes ,Differenzierung und Klagsirung von Oko-Produkten mit-
tels validierter, analytischer und ganzheitlicheetvbden* BOL, Projekt 020E170/F
(KAHL ET AL., 2007). Der Luteingehalt zeigt signifikant negatierrelationen mit dem
N-Gehalt und dem Gehalt proteinogenen Stickstoffs.

Nach den Ergebnissen der photometrischen MessutggrGesamtcarotinoidgehaltes

in den vorliegenden Untersuchungen, kann die Anmlesié weiterer gelber Pigmente
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angenommen werden. Der Anteil des mittels HPLC-gilalgemessenen Luteins am
Gesamtcarotinoidgehalt betragt lediglich 47,48 87,69 %, wobei starke Schwankun-
gen zwischen den einzelnen Proben auszumachenEsmebnisse in der gleichen Gro-
Renordnung wurden VOnENTSCHEL ET AL (2002) fur Hartweizen beschrieben. Das
Auftreten von gelben Pigmenten aus der Klasse @etoRoide erscheint durch die Art
der Extraktion und die Lichtabsorption bei 447 nnwahrscheinlich. Die Messergeb-
nisse der HPLC-Analytik des Luteingehaltes und glestometrisch gemessen Gesamt-
carotinoidgehaltes zeigen mit einem Korrelation$lkzenten von r = 0,600 in Weizen
DOK-Proben und r = -0,154 in Weizen-Erzeugerprdkeine Ubereinstimmung.

Vor dem Hintergrund der Differenzierung und der s€lifizierung der Proben gemaf
der unterschiedlichen N-Dungung und der untersdioleeh Anbauverfahren ergibt sich
ein unterschiedliches Bild. Die Proben des DOK-Uehs kdnnen auf der Grundlage
des mittels HPLC-Analytik gemessenen Luteingehat®sohl richtig differenziert als
auch klassifiziert werden. Eine richtige Differegrzing und Klassifizierung gemaf der
Dungung im gleichen Probenmaterial kann mittelstpmetrischer Messungen des Ge-
samtcarotinoidgehaltes dagegen nicht erreicht werdear kbnnen die Proben der un-
gedlingten Variante von allen anderen Proben umied®n werden, eine Unterschei-
dung der gedingten Varianten in mineralisch bz\ganisch gediingte Proben kann je-
doch nicht vorgenommen werden.

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich beim Ubergang aeizén-Erzeugerproben mit Be-
triebspaaren unterschiedlicher Sorten von unteegitichen Standorten aus jeweils 6ko-
logischem und konventionellem Anbau. Anhand dereththiede im Luteingehalt und
im Gehalt der Gesamtcarotinoide konnen die Proleereshzelnen Paare nicht in allen
Betriebspaaren durchgangig unterschieden werderchDdie Anwendung geeigneter
statistischer Auswertungsverfahren zur Klassifingy werden die Proben (> 90 %)
richtig nach dem Anbausystem gruppiert. Beide Meé#moerbringen trotz der geringen
rechnerischen Korrelation der Messergebnisse dielg¢ Trennleistung.

In Bezug auf das vorliegende Probenmaterial isiBéhode teilweise geeignet. In wei-
teren Untersuchungen musste Uberpriuft werden,atbdie Trennleistung des Verfah-

rens durch die Kombination unterschiedlicher Mesmp@tern steigern liel3e. In diesem
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Zusammenhang kdme auch eine veranderte Art dealEixtn der Carotinoide, wie sie

fur die Messungen im Jahr 2005 durchgefiihrt wurd8etracht.

5.3 Carotinoide in Mais

Mit den Messungen wurden Carotinoide in Maisprobeit unterschiedlicher N-
Versorgung aus dem DOK-Versuch gemessen. Fiur dagendete HPLC-Verfahren
zur Untersuchung der quantitativ wichtigsten Indgthiffe in Mais zeigen sich die Mes-
sungen im natirlichen Konzentrationsbereich dentiizierten Inhaltsstoffe als linear,
spezifisch, prazise und richtig. Im Punkt der Robes wurden die Einflusse durch die
Saulentemperatur und das Saulenmaterial ermifieltch das Arbeiten nach gleich
bleibenden Bedingungen kdnnen diese Einflisse ugeyawerden. Gegenuber einem
Wechsel der Chargen der Chemikalien zur Extraktiot als mobile Phase ist die Me-
thode robust.

In der Anwendung der HPLC-Methodik wurden die Xamthylle Lutein und Zea-
xanthin als die Hauptkomponenten aus der Klass€dsstinoide in Mais identifiziert.
Daneben wurden in den Proben noch weitere, niehttifizierte Substanzen gefunden.
Bezogen auf die gesamte gemessene Peakflachetloragnteil von Lutein und Zea-
xanthin zwischen 72,09 % und 74,92 %, entsprecl@ndm Gesamtmittelwert von
73,39 %. Diese Ergebnisse stimmen mit friiheren rdathungen von MROS ET AL
(2002) und RODRIGUEZZAMAYA ET AL. (2004) Uberein, in denen ebenfalls Lutein und
Zeaxanthin den Hauptanteil der Carotinoide ausnracbaneben werden an dieser
Stelle noch die Substanz@rCryptoxanthin ung-Carotin beschrieben, die in den vor-
liegenden Untersuchungen nicht identifiziert wertennten. An dieser Stelle muss je-
doch beachtet werden, dass eine sichere Identiizgevon Carotinoiden nur Uber den
strukturellen Nachweis — beispielsweise mittels BRMS Kopplung - gefuhrt werden
kann. Hinsichtlich der Konzentrationen liegen Laotanit Werten zwischen 19,21 ug/g
und 24,46 pg/g, und Zeaxanthin mit Werten zwisch®92 pg/g und 15,99 pg/g im
oberen Bereich der beschriebenen Literaturwertdewauf die starke Sortenabhangig-

keit im Gehalt der Xanthophylle schon im Kapite3.2.7 hingewiesen wurde. Zwischen
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den unterschiedlichen Anbauvarianten zeigen sicteinvorliegenden Arbeit signifi-
kante Unterschiede im Gehalt einzelner Inhaltsstdfi den Messergebnissen flr den
Lutein- und Zeaxanthingehalt kann zwischen denraokeedlichen Gesamtproben hohe
Ubereinstimmung ermittelt werden. Demnach haberPdibden aus Anbau mit konven-
tioneller Diingung den jeweils hochsten Gehalt,Riigben aus ungedingtem Anbauver-
fahren den jeweils niedrigsten Gehalt. Die untaestiithe Dingung wirkt sich jedoch
nicht auf alle Inhaltsstoffe in gleicher Weise airs.den Proben mit konventioneller
Dungung (P) kdnnen zwar die héchsten Anteile dek$&lr. 2 gemessen werden, die
Proben aus Anbau mit konventionell-mineralischen@ing weisen dagegen den ge-
ringsten Gehalt auf.

Im Hinblick auf die Gesamtfrage der Trennung votetsthiedlich gedlingten Varian-
ten bei Mais anhand des vorliegenden Probenmatemal in ihren Verfahrensschritten
konnte die Methode erfolgreich validiert werden,bebdie Frage der Probennahme
(Bulkproben- vs. Feldwiederholungen) bei weitergeten Untersuchungen unbedingt
beachtet werden muss.

Mit der Methode wurde Mais mit unterschiedlicherngiing aus dem DOK-Versuch
vom FiBL (MADER ET AL., 2002) an codiert untersuchten Maisproben rictiifgren-
ziert und gruppiert. In Bezug auf die Validierurmgsfen der vorliegenden Arbeiten er-
scheint die Methode deshalb geeignet.

Ob sich die Ergebnisse in weiteren Jahren bestatagsen, musste in weiteren Unter-
suchungen geklart werden, da es sich bei den @ardén um eine Klasse von Verbin-
dungen handelt, deren Abhangigkeit von exogenenoFak (Klima, Sonneneinstrah-
lung) bekannt ist (MRCADANTE, 1991; KIMURA ET AL., 2003; RODRIGUEZAMAYA ,
2004).In weiteren Versuchen sollte ebenfalls geklart wardob eine Differenzierung
und Klassifizierung tber mehrere Jahre hinweg mait gleichen Inhaltsstoffen realisiert
werden kann. In den vorliegenden Untersuchungemtkorine Differenzierung und
Klassifizierung mit den quantitativ bedeutendstahaltsstoffen in Mais, dem Lutein
und dem Zeaxanthin durchgefiihrt werden. Ob die$sstdnzen in Mais in charakteris-
tischer Weise mit bestimmten AnbaumalRnahmen kertedind, kann aus der derzeiti-
gen Literatur nicht beantwortet werden. Diese Fidgnte nur auf der Grundlage Uber

mehrere Jahre durchgefuhrter Versuche beantworegtiem. Gleiches gilt fir den
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Ubergang auf verschiedene Sorten, gegebenenfalls\an verschiedenen Standorten.
Veranderungen, die durch Sorte und Standort aaftrehiissten erhoben und systemati-
siert werden.

Neben den beiden genannten Hauptkomponenten LuteirZeaxanthin enthalten alle
untersuchten Proben noch zusétzliche Inhaltsstdfe,mit den fir die vorliegenden
Untersuchungen zur Verfigung stehenden Mitteln tnidantifiziert werden konnten.
Aufgrund des Extraktionsverhaltens und der UV-Spgkikann jedoch vermutet wer-
den, dass es sich bei diesen Substanzen ebenfalSauotinoide bzw. Carotinoidiso-
mere handelt. In Hinblick auf eine mogliche Andeyuter Diskriminanten zur Klassifi-
zierung uUber mehrere Jahre ware eine vollstandigatifizierung aller Substanzen
winschenswert. Durch die Kombination der Messpatamerscheint die Weiterent-
wicklung fur die Probenmatrix Mais auch im Hinbliekif unterschiedliche Standorte

und die Fragestellung verschiedener Anbausystengdicho

54 Carotinoide in M6hren

In den vorliegenden Untersuchungen wurden MethaderMessung frei vorliegender
Carotinoide in gefriergetrockneten Mohren mit Mexgen mittels HPLC-Analytik und
als photometrische Messungen angewendet. Beideddethkonnten erfolgreich hin-
sichtlich der Methodenparameter Linearitat, Spg#ifiPrazision und Robustheit Uber-
pruft werden. Die Methodenprazision beider Method¢musreichend, um Unterschie-
de im Carotinoidgehalt verschiedener Proben mitetsprechenden Prazision erfassen
zu kénnen.

Durch die Messungen mit der HPLC-Methode konnten glialitativ und quantitativ
bedeutendsten Inhaltsstoffe aus der Klasse derti@aicte in Méhren nachgewiesen
werden. Fir alle mittels HPLC-Analytik detektiert8ubstanzen konnen durch den Ver-
gleich der UV-Spektren in Verbindung mit den Reitamézeiten starke Hinweise auf
deren Identitat als Luteing-Carotin undp-Carotin gewonnen werden. Uber Kalib-
riergeraden mit Standardlésungen wurde der Gebaédlrjdieser Substanzen in den Pro-

ben quantifiziert.
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Der Gehalt der einzelnen Komponenten in den vaehelgn Untersuchungen variiert
mit Werten zwischen 17,79 und 32,87 ug/g TM furdiont zwischen 187,01und 354,86
pHag/g TM fura-Carotin und zwischen 434,86 und 881,64 pg/g TMpH@arotin in ei-
nem weiten Bereich. Lutein-Carotin undp-Carotin werden auch von verschiedenen
Autoren (RITZ ET AL., 1977;BAJAJ ET AL., 1980;EVERS, 1989;HEINONEN ET AL, 1989,
1990;MULLER, 1997)als die Hauptbestandteile aus der Klasse der @ardé in Moh-
ren genannt. Ein Vergleich der fur die vorliegeAdbeit gemessenen Werte mit Litera-
turwerten fallt vor dem Hintergrund der grof3en hiiitdt des Carotinoidgehaltes je-
doch schwer.

Im selben Projekt der vorliegenden MessungemH(KeT AL., 2007) wurde der Caroti-
noidgehalt in Mohren gleicher Herkunft im Labor &#E (Karlsruhe) gemessen. Auch
in diesen Messungen werden die Substanzen Luie@grotin undp-Carotin als Be-
standteile der Klasse der Carotinoide in den untérten Proben bestimmt. Der Gehalt
der einzelnen Substanzen liegt mit Werten zwis@ieaA3 pug/g TM und 42,47 ug/g T™M
far Lutein, zwischen 268,87 pg/g TM und 526,96 L§k und zwischen 651,76 ug/g
TM und 1024,92 ug/g TM in einem den eigenen Weertsprechenden Bereich. Eine
starke Korrelation zwischen den Messergebnisserbeigien Methoden ist jedoch so-
wohl in M6éhren-Erzeugerproben als auch fir die UMEhren fir keine der gemesse-
nen Substanzen zu ermitteln. Ursachen hierfur kdnneder Probenaufbereitung, der
Messung oder im Probenmaterial selber liegen. Adsaldolite des Sekundarstoffwech-
sels in Pflanzen sind die Carotinoide durch eindn&®endogener und exogener Fakto-
ren variierbar. So werden VOreONEN ET AL (1989) Sortenunterschiede in der Caro-
tinoidzusammensetzung von Mohren festgestellt. Scimmerhalb derselben Sorten
kann der Carotinoidgehalt durch das ZusammenspieFdktoren Temperatur, Nieder-
schlag, Pflanzenabstand und Vegetationszeit vani€®HUPHAN, 1976). Dazu kommt
der Einfluss durch die untersuchte Probe selbsi3&und dicke Mohrenwurzeln ent-
halten derselben Quelle zufolge m@hCarotin als kleine und dinne Wurzekur den
Carotinoidgehalt in Mohren kann deshalb angenomweden, dass Schwankungen der
einzelnen Mohremintereinander, sowie in der einzelnen Moéhre inrsciéedlichen Pflan-
zenteilen vorliegen. Daher muss fur die Messungenredglichst homogene Mischprobe

erzeugt werden, urBchwankungen in verschiedenen Prifverfahren vonwasdtenden



214 5.4 Carotinoide in Mohren

Gehalten in den Proben differenziererkéonen. Werden Messungen an verschiedenen
einzelnen Priflingen (z. B. verschiedenen Einzeter)hoder verschiedenen Pflanzentei-
len (z.B. oberer Teil oder unterer Teil) vorgenompik@nnersich mdgliche Inhomogeni-
taten des Analytgehaltes mit den zu ermittelndersdMertschwankungen Uberlagern
und deren exakte Bestimmung dadurch verhindern.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kénkegebnisse von Studien, in denen
teilweise ein erhohter Carotinoidgehalt in 6kolabiserzeugten Mohren gegentber
konventionell erzeugten Mohren ausgewiesen wirC(ERC ET AL, 1991; MERCA-
DANTE ET AL., 1991) nicht wiederholt werden. Signifikant hoherar@inoidgehalte in
Okologisch erzeugten Mohren gegeniber konventiareugten kdnnen nur in einzel-
nen Proben ermittelt werden. Auch ein Zusammenimamglem N-Gehalt der Méhren
kann nicht festgestellt werden. Der innerhalb désseProjektes gemessene N-Gehalt
zeigt keine starken Zusammenhange mit dem Cardtyebalt (KAHL ET AL., 2007).

Der mittels photometrischer Messungen ermitteltsa@ecarotinoidgehalt liegt in den
vorliegenden Untersuchungen in einem Bereich zweisc®39,96 ug-Carotin/g TM
und 1413,18 p@-Carotin/g TM. Der prozentuale Anteil des bereckneCarotinoidge-
haltes am gemessenen Gesamtcarotinoidgehalt ifMdémnen betragt damit zwischen
63,32 % - 88,23 %. Die photometrische Bestimmund Berechnung unter Verwen-
dung der Absorptionskoeffizienten v@rCarotin in unbekannten Proben ist auch von
der Zusammensetzung der Carotinoidfraktion mit &&rzen unterschiedlicher UV-
Maxima abhangig. Diese Messwerte stellen damitame Schatzung der Gesamtkon-
zentration an Carotinoiden einer Lésung unbekanfiseammensetzung dar. An dieser
Stelle sollte daher den mittels HPLC-Analytik geser®en Werten der Vorzug gegeben
werden.

Fur die Differenzierung und Klassifizierung wurdait den UniK-Mohren und den Er-
zeugerproben zwei unterschiedliche Probenenserabtessucht. Da es sich bei den bei
den UniK-Méhren um Mohren zweier Sorten in jeweigei Dingungsvarianten vom
gleichen Standort handelt, konnen weitere Einfltisgn auf den Carotinoidgehalt, wie
beispielsweise klimatische Bedingungen oder Hedhizwendungen, weitgehend aus-
geschlossen werden. Differenzierungsmaoglichkeitgelien sich somit hinsichtlich der

Sorten und der Dungungsvarianten. In diesen Mokéemen in allen Proben verschie-
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dene Sorten signifikant differenziert werden, eDifferenzierung zwischen den An-
bauvarianten kann dagegen nicht erreicht werdele @hrotinoide zeigen dabei ein
gleichartiges Trennungsverhalten. Durch den GedHeait Gesamtcarotinoide kbnnen
Dungungsvarianten signifikant getrennt werden, €linennung zwischen den unter-
schiedlichen Sorten ist nur in den ungedingtenaviden maoglich.

Fur die Klassifizierung der verschiedenen decodierProben wurde das CART-
Verfahren erfolgreich angewendet. Eine Trennung Hesben in unterschiedliche
Gruppen erfolgt auf der Basis der Messwerte flelmutDer Sorteneinfluss hat an die-
ser Stelle den gréReren Einfluss auf die Klassifimig. Eine Trennung der Dingungs-
varianten kann erst in einem zweiten Schritt edolgDas Verfahren ist in diesen Pro-
ben nur teilweise fir die Differenzierung und Kifiggerung geeignet. Dabei muss in

weiteren Untersuchungen ebenfalls die Frage ddsedPiahme entsprechend bericksich

tigt werden, um eindeutige Beziehungen zwischenalipbozess und Auspragung bei
den Carotinoiden herstellen zu kdnnen

Beim Ubergang auf die Erzeugerproben ergeben sichinneinzelnen Proben signifi-
kante Unterschiede. Bei diesen Proben handeltcesusn MOohren weiterer Sorten von
verschiedenen Standorten. Unterschiede zwischerMdgmen durch unterschiedliche
Standortfaktoren oder Einflisse aus der landwigfbtibhen Praxis kénnen deshalb
nicht ausgeschlossen werden. Als Differenzierungspater kommen damit neben dem
Anbau und den Sorten noch Standortfaktoren in Frage

Mit allen Carotinoiden koénnen in den Proben einzelfProben nach den
Dungungsvarianten oder nach Sorten differenziemdere Eine Differenzierung von
Proben aus dem gleichen Anbausystem und von Prgleecher Sorten ist ebenso
maoglich. Im Gegensatz zu den Messungen in UniK-Mibhrzeigt sich das
Trennungsverhalten auf der Basis jeder Einzelsnbstanterschiedlich. Durch den
Gesamtcarotinoidgehalt, der keinen rechnerischesaimenhang mit den HPLC-
Daten hat, kdnnen ebenso einige Proben auf des BasiSortenzugehdrigkeit oder des
unterschiedlichen Anbausystems differenziert wer@@ne konsistente Differenzierung
aller Proben ist auch auf dieser Grundlage nichglici®. Durch die Verwendung des
CART-Verfahrens konnen die decodierten Proben auf @rundlage der einzelnen
Carotinoide richtig gemal dem Anbausystem klassitizverden (97 %). Im Gegensatz

zu den UniK-Mo6hren wird die Klassifizierung nichtifader Grundlage des Luteins,
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Klassifizierung nicht auf der Grundlage des Luteissndern mit3-Carotin erreicht.
Erst in einem zweiten Trennungsschritt, der im V&olp zum ersten Split wenige An-
derungen ergibt, vollzieht sich die Trennung auf@gaundlage von Lutein. Eine Klassi-
fizierung nach Proben richtet sich weder nach deme8 oder dem Anbausystem. Eine
Klassifizierung durch die Gesamtcarotinoide ergibtz des nicht gegebenen rechneri-
schen Zusammenhangs beider Messparameter daseghiidh

Im Hinblick auf die Validierungsfragen konnten fiie Erzeugerproben beide Verfah-

ren erfolgreich validiert werden.

5.5 Polyphenole in MGhren

Fur die Bestimmung der phenolischen Inhaltsstaffébhrenproben wurden bekannte
Methoden (REUTTER 1988) (weiter)entwickelt und angewandt. Zur Validigg des
HPLC-Verfahrens wurden nicht nur die Methodenpatamkeinearitat, Spezifitat, Pra-
zision und Robustheit, sondern auch wichtige Es#tné3en auf die Messungen be-
stimmt. Mit dem verwendeten Verfahren konnen intiriethen Konzentrationsbereich
wichtiger phenolischer Sauren prazise Messungeohdefihrt werden. Alle Messun-
gen liegen im linearen Bereich der DatenaufnahnseMiessgerates. Die Methodik er-
weist sich als spezifisch und richtig. Im Punkt &abustheit zeigt sich die Methode
gegenuber einem Wechsel der Chargen der ChemikalieExtraktion und als mobile
Phase unempfindlich.

Bei der Anwendung der Methoden an codierten Momargn konnen einzelne pheno-
lische Sauren und deren Derivate nachgewiesen uinHilie von Standardsubstanzen
Uber den Retentionszeitenvergleich und den Vefgleier UV-Spektren identifiziert
werden. Die Hauptkomponenten aus der Klasse dempRehole in diesen Messungen
sind Chlorogensaure und p-Hydroxybenzoeséaure. [ankénn ein Chlorogensaurede-
rivat mittels Dunnschichtchromatographie identdiziwerden. Wahrend Chlorogensau-
re und p-Hydroxybenzoesaure in allen untersuchtebhdn der Messungen aus den Jah-
ren 2003 und 2004 nachzuweisen sind, kdnnen Chéogigirederivate nur in einzelnen

Proben nachgewiesen werden. Neben den identiBneBubstanzen kdénnen in den
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Messungen der verschiedenen Jahre noch eine Reibterav nicht identifizierter Sub-
stanzen detektiert werden, die nicht in allen Pnofleich zu erfassen waren. Ob diese
Beobachtungen als sortenspezifische Charakteriztikeewerten sind oder von anderen
Faktoren wie Standort, Reifezustand oder dem Anfsaeism abhangen, konnte mit den
vorliegenden Messungen nicht geklart werden.

Chlorogensaure und p-Hydroxybenzoeséaure sind aukitdgeatur als Bestandteile von
Mohren bekannt (ALCOTT ET AL., 1999;ALASALVAR ET AL ., 2001). In den vorliegenden
Untersuchungen zeigt sich, dass der Gehalt diagest&zen jedoch in weiten Grenzen
variieren kann und die Bewertung dieser Werte vn dHintergrund von Literaturwer-
ten schwer fallt. Dies umso mehr, als es sich baiphenolischen Sauren um ubiquitar
vorkommende, nicht fur Mohren charakteristische sfartiven handelt. Die Konzentra-
tionen in den untersuchten Proben liegen fur détygroxybenzoesauregehalt in einem
Bereich zwischen 40,78 pg/g TM und 199,55 pg/g TiMd tiir den Chlorogenséaurege-
halt zwischen 526,80 ug/g TM und 1845,29 ug/g TMbei eine Abhangigkeit vom
Anbausystem oder der N-DUngung aus den erhobenetefVieicht abgeleitet werden
kann. Die Ergebnisse friherer Literaturstellendé@men ein bis zu 50 % hoherer Gehalt
an bioaktiven sekundaren Pflanzenstoffen in dksldygierzeugtem Obst und Gemuse
gegenuber konventionellen Produkten erwartet WBRIANDT ET AL., 2001;REN ET AL.,
2001) koénnen nicht bestatigt werden. In Mohren Slerte ‘Rodelika’ (UniK-Mdhren)
konnen bezuglich der Chlorogenséaure keine sigmfisa Unterschiede zwischen unge-
dingten und mit 150 kg/ha Hornmehl gedingten Anbhaamten nachgewiesen wer-
den. In der zweiten untersuchten Sorte (‘Rothilapt der Chlorogenséauregehalt der
ungedingten Mohrenproben signifikant unter demgaelingten Gegenprobe. Fir den
p-Hydroxybenzoeséuregehalt kbnnen in diesen Prsimgmfikante Unterschiede zwi-
schen allen Proben ermittelt werden. Der Gehaltwgedingten Varianten liegt in
beiden Sorten tUber dem der gediingten. In den Md&dwsnunterschiedlichem Anbau
(Erzeugerproben) kénnen hinsichtlich der Inhalfést@€hlorogensaure und Hydroxy-
benzoesaure nur in einigen Betriebspaaren signtikbnterschiede gemessen werden.
Der Gehalt der Chlorogensaure liegt in diesen Ralleter dem der konventionell er-
zeugten Gegenproben, der p-Hydroxybenzoesauregebigit keine Abhéangigkeiten

vom Anbausystem.
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Fur die Differenzierung und Klassifizierung standent den FiBL-Mohren, den
UniK-Mohren und den Mohren-Erzeugerproben drei tatt@edliche Probenensembles
zur Verfugung. Entsprechend der Herkunft des Prolagerials ergeben sich Unter-
scheidungs- und Klassifizierungsmaoglichkeiten naaterschiedlicher N-Versorgung,
unterschiedlichem Anbausystem und unterschiedli®anen. In allen Proben kénnen
statistisch signifikante Unterschiede auf der Bagis Einzelkomponenten ermittelt
werden, wobei die Trennleistung von den jeweilig@mponenten abhangt.

In einer Versuchsreine mit Méhren verschiedenertédoFiBL-Mohren 2002 und
2003) kénnen anhand einzelner Peaks signifikantierschiede zwischen den Proben
festgestellt werden. Eine Auswertung mittels LDAbieiden Jahren ergibt eine Grup-
pierung der Méhren auf der Sortenebene. Eine dérafige Differenzierung samenfes-
ter Sorten und Hybridsorten kdnnen die verwendbtessparameter dagegen nicht leis-
ten.

In M6hren aus Anbau mit unterschiedlicher N-DingybigiK-Mohren) kénnen an-
hand einzelner Peaks signifikante Unterschiedgdsstllt werden. Signifikante Unter-
schiede zwischen den Dingungsvarianten konntedi€i€hlorogenséure nur in einem
Jahr (2003) ermittelt werden. Auf der Grundlage gdddydroxybenzoesauregehaltes
kénnen die Dungungsvarianten in beiden Jahrenfiéignt differenziert werden. Nach
der Erweiterung des Versuches um eine Sorte wemdeand einzelner Peaks sowohl
Sorten als auch Dungungsvarianten signifikant cbfieiert.

Eine Gruppierung der Proben ergibt sich weder nd&h Dingungsvarianten, noch
nach den Sorten. Eine Klassifizierung der Probechnder N-Dlingung ist auf der
Grundlage der Messparameter nicht zu erzielen.

In Mohren-Erzeugerproben kdnnen hinsichtlich deamdiiativ bedeutendsten Inhalts-
stoffe in einigen Probenpaaren signifikant differient werden, eine durchgangige Dif-

ferenzierung fur alle Sorten und fiir alle Betriedese ist auf der Basis keiner der Ein
zelsubstanzen zu erzielen. Erst eine AuswertuntgeisiCART-Verfahren nach der De-
codierung klassifiziert die Proben auf der Basis @hécht identifizierten) Peaks Nr. 11b
korrekt (97 %) hinsichtlich des Anbausystems. Hime den gleichen Messwerten vor
der Decodierung berechnete LDA ergibt eine Gruppigrauf der Ebene der Gesamt-

proben. Neben dem Einfluss durch das Anbausystémirgcan dieser Stelle demnach
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auch der Standort eine Rolle zu spielen. Das Vesfalist damit zur Differenzierung
und Klassifizierung zumindest teilweise geeignet.

In der zusammenfassenden Betrachtung der Ergehiiigsedie Jahre kann eine unter-
schiedliche Zusammensetzung der Moéhren festgestelitlen. In den Méhrenproben
aus den Messungen der Jahre 2003 und 2004 koneepheinolischen Sauren p-
Hydroxybenzoesaure und Chlorogensaure als Hauptimoemien ausgemacht werden.
Neben diesen identifizierten Komponenten wird dRaghe weiterer Substanzen mit der
HPLC als Peaks detektiert. Als grofdtes ProblemPadyphenolanalytik stellte sich da-
bei das Fehlen geeigneter Referenzstandards fldeliifizierung heraus. Die Zugeho-
rigkeit dieser Substanzen zur Klasse der Polypleekanhn lediglich aus der Art der Ex-
traktion und der Darstellung unter den gegebenehHBedingungen angenommen
werden. Eine winschenswerte Erweiterung des Vesfghbestiinde in der vollstandi-
gen ldentifizierung der detektierten Komponenten.

Wahrend Chlorogensaure und Hydroxybenzoesaurelem &roben in wechselnden
Konzentrationen darzustellen sind, variiert dascfid)Auftreten der nicht identifizier-
ten Inhaltsstoffe starker und ist somit vermutinéther an die unmittelbaren Umweltbe-
dingungen einer Pflanze gekoppelt. Darliber hinaduewu Uberprifen, ob das Auftre-
ten eines bestimmten Polyphenolmusters das Ergelimes bestimmten Wachstums-

phase und somit eine zeitabhéangige Grole ist.

5.6 Fazit

Die Qualitat 6kologisch erzeugter Lebensmittekisie Grol3e, die Uber den Prozess der
Erzeugung, nicht aber am Produkt selbst bestimmd. vim verschiedenen Studien wird
festgestellt, dass fir einen bedeutenden Teil dierfé¢ 6kologischer Produkte die er-
wartete hohere erndhrungsphysiologische QualiténeiGrund zum Kauf dieser Pro-
dukte darstellt (Kap. 2.2.2). Dabei zielen die Etwagen nicht alleine auf die geringere
Belastung mit unerwinschten Stoffen, sondern auéteiaen héheren Gehalt gesund-
heitsfordernder Inhaltsstoffe ab. Solche Wert gdearinhaltsstoffe in pflanzlichen Le-

bensmitteln sind die sekundaren Pflanzeninhaltiestaifgrund ihrer potentiell gesund-
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heitsfordernden Eigenschaften AL ET AL., 1999). In mehreren Studien wird ein Zu-
sammenhang zwischen einer hohen Zufuhr sekundéieerzBnstoffe wie Carotinoiden
und Polyphenolen mit einem signifikant verringert&isiko an Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und Krebs zu erkranken beschrieb&r1blc ET AL 1994;1995,1997:
HEINONEN ET AL., 1996;KLIPSTEIN-GROBUSCH ET AL, 2000;KNEKT ET AL., 2002).

Nach verschiedenen AutorenRB\DT ET AL., 2001;REN ET AL., 2001) sollen sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe in Okologisch erzeugten Pkoelu in signifikant hoherem Um-
fang vorkommen als in konventionell erzeugten Pkbelu Solche Erwartungen werden
mit einer geringeren Stickstoffdiingung/-verflgb#rkgiinstigerer Ausreifung und Kkur-
zerer Reifedauer unter den Bedingungen des OkoHaarsdbegriindet GUSCHER ET
AL.,2003).

In der Zusammenschau der eigenen Messungen koolare €rgebnisse weder flr die
Carotinoide noch fir die phenolischen Bestandicilesistent in allen Proben bestétigt
werden. Am Beispiel des Luteins wird deutlich, dagse Bestimmung einzelner In-
haltsstoffe eng mit dem jeweiligen Produkt verbundas. Lutein kann sowohl in M6h-
ren als auch in Weizen und Mais als Inhaltsstoéhidiziert und quantifiziert werden.
Der Zusammenhang des Luteingehaltes mit der N-Dimggt dabei in allen Produkten
ein jeweils anderer. In Weizen DOK-Proben haberediiggte und organisch gediingte
Varianten einen signifikant hoheren Luteingehadt mlineralisch gedingte Varianten.
Eine Korrelation mit dem im selben Projekt gemessdd-Gehalt zeigt eine stark nega-
tive Korrelation (KAHL ET AL., 2007). Dieser Zusammenhang lasst sich in umgekehrte
Form auch in den Maisproben aus dem gleichen Ardraueh finden. Mineralisch ge-
dingte Anbauvarianten haben einen signifikant réihdruteingehalt als ungedtingte
oder organisch gedungte Anbauvarianten. Ein kaugaleammenhang kdnnte in der
Zugehdrigkeit von Mais zu den C4-Pflanzen zu suden. Eine grundséatzlich andere
Reaktion der Carotinoidsynthese von C4-PflanzerNaDitingung ist aus der bekannten
Literatur nicht eindeutig abzuleiten. In M6éhren daeum konnen bei Einsatz von N-
Dungung keine konsistenten Unterschiede in dendprdbstgestellt werden. Auf der
Grundlage des Luteins kann in UniK-Mo6hren kein giganter Unterschied zwischen
ungedingten und mit organischem N-Dinger gedingtdrauvarianten nachgewiesen

werden. Ein gleichsinniger Einfluss der N-Dungung anterschiedliche Produkte kann
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somit nicht bestatigt werden. In Mohren-Erzeugeboprokonnen Betriebspaare aus 6ko-
logischem und konventionellem Anbau auf der Basis duteingehaltes nur in einzel-
nen Fallen differenziert werden. In diesen Probestdnden neben den Unterschieden
in der N-Versorgung jedoch noch weitere Untersahieishsichtlich der Sorten und der
Standorte. Bei den Polyphenolen, die in Mdhren cleesiener Probenensembles tber
mehre Jahre untersucht wurden, zeigen sich dahibaus Unterschiede in der stoffli-
chen Zusammensetzung und den Parametern fur dehlefende Differenzierung.
Aufgrund dieser Beobachtungen und aus Auswertumgigtels LDA kann angenom-
men werden, dass neben dem Sorteneinfluss und ddhass der N-Dingung weitere
Faktoren fur den Polyphenolgehalt und das Polyplnaunster verantwortlich sind.

Mit den verwendeten Methoden wurden Carotinoide Botyphenole aus der Klasse
der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe in codiertetnéh gemessen. Die Proben kdnnen
statistisch signifikant auf der Basis von Einzellpmmenten unterschieden werden, wo-
bei die Trennleistung von den jeweiligen Komponerabhangt. Im direkten Paarver-
gleich kann beurteilt werden, ob sich diese Prabgnifikant differenzieren lassen und
welche Probe den hoheren Gehalt eines jeweiligbaltisstoffes besitzt. Eine weiter
gehende Aussage, ob es sich um eine 6kologisch kamerentionell erzeugte Probe
handelte, kann alleine aufgrund dieser Unterscimgiduwor der Decodierung jedoch
nicht getroffen werden.

Insgesamt wird deutlich, dass die Differenzierumgl lassifizierung von Produkten
aus unterschiedlichem Anbau auf der Basis von sEken Pflanzeninhaltsstoffen viel
versprechend ist. Durch die vielfaltigen Einflusstaen ist die Untersuchung weiterer
definierter Proben unter Einbeziehung weiterer IEgsgro3en notwendig. Die Klassifi-
zierung durch ein rein datengestiutztes Modell gtéohufgrund der fehlenden Datenba-
sis fur eine prospektive Klassifizierung erst naein Decodierung der Proben. Ob sich
die vorliegenden Ergebnisse in weiteren Folgejaliederholen lassen, misste in wei-
terflhrenden Untersuchungen Uber mehrere Jahréfyemrden. Alleine aus den Beo-
bachtungen zum Lutein- und zum Polyphenolgehatthetist es nicht moglich, ein all-
gemeingultiges, prospektives Klassifizierungsmodell finden. Vielmehr miussten in
weiteren Messungen kausale Schlisse zum produlitsartenspezifischen Verhalten

in Bezug auf Standortfaktoren in langfristigen Meggen weiterer Probensatze syste-
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matisiert werden. Bei der Faktorenprifung im Fetdueh sollten dabei durchgangig
Feldwiederholungen gemessen und bei Erzeugerprabem die Probenahme validiert
werden. In diesem Zusammenhang sollte gepruft wevdglchen Einfluss die unter-
schiedlichen Richtlinien im Okolandbau (z. B. EWwBAnbauverbande) auf die Pro-
duktqualitat haben und ob die beschriebenen Methadeh fur eine Qualitatsbeurtei-
lung im Sinne der Optimierung der Produktqualitdalhéangig von der Anbauweise
eingesetzt werden konnen.

Vor dem Hintergrund der beschriebenen untersclueeli Messergebnisse der Caroti-
noidbestimmungen in Mdhren und Weizen in unterstifuleen Laboren ist eine weitere
Uberprifung der Methoden erforderlich. In der Diiitinung solcher Versuche miss-
ten homogene Proben als Ringversuch in untersativeti Laboren gemessen und aus-

gewertet werden.

Eine Erweiterung der Methode bestiinde in der Eufagsler gebundenen Bestandteile
der einzelnen Klassen. Vorversuche dieser Arbeitdigé Extraktion gebundener Po-
lyphenole durch die Extraktion mittels saurer Hygse ergaben jedoch keine verwert-
baren Ergebnisse. Die Analyten erweisen sich gdggmnier sauren Hydrolyse als nicht
stabil. Eine Extraktion mittels alkalischer Hydredy wéare an dieser Stelle denkbar.
Weiterhin boéte sich eine Erweiterung des rein dgatiien Nachweises einzelner In-
haltsstoffe um deren funktionelle Eigenschafterie dem antioxidativen Potential - an.
Nicht zuletzt wegen dieser Eigenschaften werdeyghanolen und Carotinoiden posi-
tive Auswirkungen auf die menschliche Gesundhetthgasagt. Eine Erweiterung um
solche Parameter konnte die ernahrungsphysiolagiRetevanz entsprechender Unter-
suchungen steigern und ware auch vor dem Hintedgsorgenannter Health-claims fur

Lebensmittel bedeutsam.
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6 Zusammenfassung

In den vorliegenden Untersuchungen wurden der Gebal Carotinoiden in Weizen,
Mais und M6hren sowie der Polyphenolgehalt in Mahneit analytischen Methoden
zum Nachweis dieser Substanzen gemessen. Die Messioilgte fir die Carotinoide
in M6hren und Weizen auf der Grundlage der Einzetanzen mit Messungen mittels
HPLC-Analytik und als photometrische MessungenSalmmmenparameter. Der Gehalt
der Carotinoide in Mais und der Gehalt der pheobbks Bestandteile in M6hren wurde
mit Messungen mittels HPLC-Analytik gemessen. Dietivdden wurden aus literatur-
bekannten Verfahren abgeleitet und an die Anfomggn der untersuchten Probenmat-
rices angepasst und validiert.

Dem Verfahren lag die Frage zugrunde, ob es mogichulturpflanzen aus verschie-
denen Anbausystemen auf der Basis des Gehaltasnbdst sekundarer Pflanzenin-
haltsstoffe zu differenzieren und aufgrund von Wstkieden im Gehalt der sekundéren
Pflanzeninhaltsstoffe zu klassifizieren. Die Gesaarfahren wurden dabei geman der
ISO 17025 validiert.

Fur die Messungen standen Proben aus definiertagziegversuchen und Erzeuger-
proben ausgesuchter 6kologisch bzw. konventiombligender Anbaubetriebe aus den
Projekten ,Validierung ganzheitlicher Verfahren“2@E170) sowie ,Differenzierung
und Klassifizierung von Oko-Produkten mittels vaditer, analytischer und ganzheitli-
cher Methoden* (Bundesprogramm Okolandbau, Pr@j2RE170/F) zur Verfiigung.

Als Grundlage fir eine valide Methodeneinschatzwngden die Messungen an codier-
ten Proben vorgenommen. Eine Decodierung der Pretielgte erst nach der Vorlage
der Messergebnisse in den genannten Projekten.

Die Messung und Auswertung des Carotinoidgehatté¥eizen, Mais und Moéhren vor
dem Hintergrund der Differenzierung und Klassifimieg erfolgte in Proben eines Ern-
tejahres. Die Messung des Gehaltes phenolischest&wuen in Mohren erfolgte in ver-

schiedenen Probenensembles von M6hren aus 3 Hnraeja
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Die verwendeten HPLC-Verfahren konnten in Bezug @e analytischen Teil der
Messungen in den einzelnen Verfahrensschrittenadritég, Spezifitdt, Prazision und
Robustheit erfolgreich Uberpruft werden. Dartberabs wurden wichtige Einflussgro-
Ren auf die Messungen bestimmt. Fur die Verfahugrphotometrischen Bestimmung
der Gesamtcarotinoide konnte eine GrundkalibrierdegParameter Prazision und Li-
nearitat des Verfahrens erfolgreich durchgefuhrides.

Wahrend der Anwendung der HPLC-Methoden an codiePmben konnten in allen
untersuchten Probenmatrices quantitativ bedeuténiddaltsstoffe nachgewiesen und
identifiziert werden. Eine vollstéandige Identifinimg aller dargestellten Peaks konnte
in den Untersuchungen der Polyphenole in Méhren derdCarotinoide in Mais nicht
erfolgen.

Im Hinblick auf die Frage nach der Differenzierumgd Klassifizierung ergab sich in
den verschiedenen Proben ein unterschiedliches 8ddohl durch den Carotinoid- als
auch den Polyphenolgehalt konnten einzelne Protaistssch signifikant differenziert
werden. Die Trennleistung hing dabei sowohl von gemeiligen Komponenten als
auch von der untersuchten Probenmatrix ab. Einhdyiregig héherer Gehalt sekundarer
Pflanzeninhaltsstoffe in Proben aus 6kologischerhainkonnte nicht bestétigt werden.
Fur die Klassifizierung der Proben verschiedenébaivarianten und konnten multiva-
riate statistische Methoden, wie lineare Diskrimite@analyse (LDA) und Classificati-
on and Regression Tree (CART), erfolgreich angewaratden. Eine Klassifizierung
mit unterschiedlichen statistischen Verfahren etie dabei unterschiedliche Ergeb-
nisse.

In der Klassifizierung der decodierten Proben rstteDA wirkten sich die Faktoren
Sorte und Standort starker auf das Klassifizierarggbnis aus als der Faktor Anbau-
system.

Eine datengestitzte Klassifizierung der decodieReoben nach dem Anbausystem
wurde mit dem CART-Verfahren durchgefuhrt. Auf @arsis der Messwerte fur die Po-
lyphenole in Moéhren wurden 97 % der Proben ricklagsifiziert. Durch die Messwerte
der photometrischen Messungen des Carotinoidgehaftd durch die Messwerte der
HPLC-Analytik des Luteingehaltes in Weizen konnex dréf3ere Teil der Proben (90

%) korrekt klassifiziert werden. Auf der Basis desrotinoidgehaltes in Mais wurde der
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Grol3teil der Proben (95 %) korrekt nach dem Anbstesy klassifiziert. Auf der Basis
des mittels HPLC-Analytik gemessenen Carotinoidieean Méhren konnten die Pro-
ben 97 % korrekt klassifiziert werden (97 %).

Insgesamt erscheint der Grundgedanke der Klasswiizg durch den Gehalt sekundéarer
Pflanzeninhaltsstoffe viel versprechend. Durch \dedfaltigen EinflussgréRen auf den
Sekundarstoffwechsel von Pflanzen muissten Verdndery die durch Sorte und

Standort auftreten, tber mehrere Jahre erhobesystematisiert werden.
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7 Summary

In this study the contents of carotenoids in wheatn and carrots as well as the con-
tents of phenolic compounds in carrots was measwiéd analytical methods. The
measurement of carotenoids in carrots and whe#tebasis of the single constituents
was carried out by using HPLC analysis and as atspgEhotometric measurement as
sum parameter. Analysis of carotenoid contentsorm @nd of phenolic compounds in
carrots was carried out by means of HPLC-measuremelLC methods were devel-
oped and validated to detect the single constituértie applied methods were derived
from previously published methods and adapted ¢éoréguirements of the examined
matrices.

The procedure was based on the question, whetlsepdassible to differentiate samples
from various cultivation systems on the basis eftbntents of certain secondary plant
compounds and to classify the samples on the bésigferences in the contents of the
secondary plant compounds. The whole procedurbeofrtethods was validated in ac-
cordance with the 1ISO 17025.

Wheat, corn and carrot samples for the study wera €ontrolled field trials and from
the market (farms). The samples were available filoenprojects "Validierung ganz-
heitlicher Verfahren" as well as "Differenzierungidu Klassifizierung von Oko-
Produkten mittels validierter, analytischer unddseitlicher Methoden".

As a basis for a valid method assessment the megsuas taken at coded samples. A
decoding of the samples was carried out only dlffterpresentation of the measurement
results in the mentioned projects.

The measurement and evaluation of the carotenaitents in wheat, corn and carrots
was carried out in samples of one harvest year.nidasuring of the contents of pheno-
lic constituents in carrots was carried out inaléint sample sets of carrots from 3 har-
vest years.

For validation of the HPLC-methods not only the Inoget parameters linearity, selectiv-

ity and repeatability were successfully examinetidiso the important factors of influ-
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ence were investigated. For the procedure of tleetsgphotometric measurements of
carotenoids in wheat and carrots a basic calibratibthe parameters precision and
linearity could be carried out successfully.

When the HPLC-methods were applied on coded sansplesral quantitatively impor-
tant constituents could be detected and identiffedomplete identification of all de-
tected peaks could not be carried out in the exatmins of phenolic compounds in car-
rots and the carotenoids in corn.

The samples could be differentiated as statissicadificant, both by the contents of ca-
rotenoids and of phenolic compounds. The diffeedian ability was dependant on the
compound class as well as the single compound.

A generally higher content of secondary plant conmals in organically grown samples
could not be confirmed.

For classification of different cultivation variadeveral multivariate statistical meth-
ods(e.g. discriminant analysis, classification andresgion tree) were successfully ap-
plied. A classification with different statisticalethods produced different results.

In the classification of the coded samples by medndA the factors variety and loca-
tion had an effect stronger than the factor cultbrasystem on the classification result.
A data based classification of the decoded samplescordance with the cultivation
system was carried out with the CART method. 97%efsamples were classified cor-
rectly on the basis of phenolic compounds in carrdVith the spectrophotometric
analysis of the carotenoid content and the residiltee HPLC-measurement of luteine
in wheat 90% of the samples could be classifiedectlly. 95% of the samples could
correctly be classified in accordance with theigatton system on the basis of the ca-
rotenoid contents in corn. In carrots 97% of thegias could be classified correctly on
the basis of the carotenoids measured by mean®bCHnalysis.

Altogether, the basic idea of differentiation ataksification of samples by the contents
of secondary plant compounds seems promising.dnflas on the secondary metabo-
lism of plants which appear by various differentks variety and location should be
explored and systematized over several years.
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