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1. Einleitung und Zielsetzung
1.1. Einleitung

Die Ergebnisse verschiedener epidemiologischer Studien legen die Schlussfolgerung nahe,
dass hoher Obst- und Gemuseverzehr die Inzidenz von Herz- und Kreislauferkrankungen
beim Menschen deutlich reduzieren kénnen (RENAUD und DE LORGERIL 1992, HERTOG
et al. 1993). Fur diese Effekte werden zum Teil antioxidativ wirksame Phytochemikalien
verantwortlich gemacht. Als wirksame Substanzen wurden neben der L-Ascorbinsdure und
den Carotinoiden auch die phenolischen Inhaltsstoffe (im weiteren Polyphenole genannt) von
Obst und Gemuse identifiziert (KUHNAU 1976). Schon in den dreiBiger Jahren postulierten
SZENT-GYORGY und Mitarbeiter, dass Polyphenole vitaminahnliche Eigenschaften
aufweisen kénnen und pragten den Begriff Vitamin P (BENTHSATH et al. 1936, RUSZNYAK
und SZENT-GYORGY 1936, BENTHSATH et al. 1937). Aber erst heute, Uber sechzig Jahre
spater, wird die wichtige Rolle der Polyphenole in der Ernahrung des Menschen flr dessen
Gesundheit genauer untersucht. Die Polyphenole sollen dem Entstehen verschiedener
Erkrankungen des Menschen, wie Herz- und Kreislauferkrankungen und bestimmten
Krebsarten, prophylaktisch entgegenwirken (COOK und SAMMAN 1996, RICE-EVANS und
PACKER 1998, BOHM et al. 1998). Als Antioxidantien und Radikalfanger kénnen sie
wichtige Biomolekule im Organismus vor der Schadigung durch freie Radikale schitzen und
vor sog. ,oxidativen Stress® (SIES 1985, 1991) schitzen. Die antioxidativen
Schutzmechanismen des menschlichen Koérper lassen sich in enzymatische und nicht
enzymatische Systeme unterteilen. Polyphenole sind vermutlich neben anderen antioxidativ
wirksamen Substanzen, wie die Vitamine A, C und E, Glutathion, Harns&ure, ein Bestandteil
dieser Schutzsysteme. Die Arterioskleroseverhitung wird beispielsweise hauptsachlich mit
der Protektion humaner LDL vor Lipidperoxidation erklart (RANKIN et al. 1988, JIALAL und
GRUNDY 1992, DEIGNER und WOLF 1994). Die genannten gesundheitlich positiven
Wirkungen der Polyphenole wurden fast ausschlieBlich bei Untersuchungen in vitro
festgestellt oder sind Hypothesen auf der Basis epidemiologischer Daten, konnten aber
bisher kaum in vivo am Menschen nachgewiesen werden. Es existieren daher keine
Empfehlungen flr die tagliche Aufnahme von Polyphenolen, wie es sie beispielsweise fir
Vitamine oder andere Lebensmittelinhaltstoffe gibt. Das weitgehende Fehlen von Daten zur
Bioverfugbarkeit von Polyphenolen nach ihrer Aufnahme und ihrer genauen Wirkung bzw.
ihrer Metaboliten im menschlichen Organismus lassen eine solche Empfehlung nicht zu.
Ebenfalls ist nicht bekannt, ob eine sehr hohe Aufnahme von Polyphenolen eventuell
negative oder gar schadliche Wirkungen haben kann.

Polyphenole sind in Pflanzen weit verbreitet. Bisher sind mehr als 4000 verschiedene
Substanzen bekannt (MACHEIX et al. 1990). lhnen werden alle Verbindungen zugeordnet,
die sich in ihrer chemischen Struktur auf das Phenol zurtickfihren lassen. Die phenolischen
Verbindungen zahlen zu den sekundaren Pflanzenstoffen, da sie nicht im Priméarstoffwechsel
der Pflanze gebildet und verbraucht werden. Bei vielen Obst- und Gemdisearten tragen sie
zu Farbe und Geschmack bei (MACHEIX et al. 1990). Die Gehalte an Polyphenolen in Obst
und Gemise sind sehr unterschiedlich (HARBORNE 1988), wobei neben der Obst- oder
Gemuseart die Sorte und die physiologische Reife ebenfalls eine wichtige Rolle spielen
(MACHEIX et al. 1990, BURDA et al. 1990, HERRMANN 1992).

Erste grundlegende Untersuchungen (ber phenolische Substanzen in Frichten gehen auf
KELHOFER 1908 und FISCHER 1919 zurlck. In der alteren Literatur werden sie haufig
unter den Sammelbegriffen ,Tannine“ oder ,Gerbstoffe” zusammengefasst, was auf die
Fahigkeit zurlckgeht, mit EiweiB unlésliche Komplexe zu bilden. Die qualitative und
quantitative Untersuchung der Polyphenole ist aufgrund ihrer hohen Reaktivitat und groBen
strukturellen Vielfalt schwierig. Lange Zeit standen keine geeigneten Analysenmethoden zur
Bestimmung und Trennung der Polyphenole zur Verfigung. Altere halbquantitative
Aussagen Uber die Gehalte an Polyphenolen, basierend auf Kkolorimetrischen
Bestimmungen, besitzen aufgrund ihrer groBen Reaktionsvielfalt als Summenparameter nur
eine beschrankte Aussagekraft (SPANOS und WROLSTAD 1990a, HERRMANN 1993,
RITTER 1994). Durch die geréatetechnischen Fortschritte der letzten beiden Jahrzehnte, wie
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der Verbesserung der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC), empfindlicheren
UV-Vis-Detektoren oder dem Einsatz von Dioden-Array-Detektoren (DAD), wurde es
maoglich, die Strukturen und Gehalte einzelner Polyphenole in Frichten, Fruchtsaften und
-weinen genauer zu untersuchen (LEA 1979, OLESZEK et al. 1988, SPANOS et al. 1990,
SPANOS und WROLSTAD 1990a+b, EDER et al. 1990; RITTER 1994).

Zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitdt als MessgroBe fir den Gehalt an
gesundheitlich relevanten Substanzen existieren diverse Methoden, die verschiedene
chemische Reaktionen zur Grundlage haben (MARCO 1968, WHITEHEAD et al. 1992,
FRANKEL et al. 1993, CAO et al. 1993, GHISELLI et al. 1994, FOGLIANO et al. 1999,
MASUDA et al. 1999, NATELLA et al. 1999). Zudem gibt es bei den einzelnen Methoden
zusatzlich Variationen im Messprinzip, was beispielsweise den gemessenen Parameter, die
Konzentrationsverhalinisse der Reaktionspartner, die Verwendung einer Kalibriersubstanz
usw. betrifft (SOLEAS et al. 1997). Dies fiihrt haufig zu unterschiedlichen Werten der
antioxidativen Kapazitat fir eine Probe.

Im Hinblick auf die Zufuhr antioxidativ wirksamer Inhaltsstoffe in der menschlichen
Erndhrung kommen neben Obst und Gemdise selbst primar deren Séafte in Frage. In
Fruchtsaften sind die antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe, Polyphenole und L-Ascorbinsaure,
der Rohware bei schonender Verarbeitung enthalten (KORTH 1994) und kdnnen
moglicherweise besser resorbiert werden als aus pflanzlichem Gewebe, wie es fur
L-Ascorbinsaure bereits nachgewiesen wurde (DIETZ und BITSCH 1995). Sie stellen daher
eine interessante Quelle fir Polyphenole in der menschlichen Erndhrung dar, zumal der Pro-
Kopf-Verbrauch an Fruchtsaft und Nektar in Deutschland mit 40,8 L fur 1998 weltweit der
Hochste ist (Quelle: VdF). Die antioxidative Kapazitat von Fruchtsaften kann recht hoch sein
und ist primar von der Frucht abhangig (WHITEHEAD et al. 1995, MILLER und RICE-
EVANS 1997, RECHNER et al. 1997, HENN und STEHLE 1998).

Fir eine hohe Zufuhr von antioxidativ wirksamen Stoffen in Form von Fruchtsaft sollte
demnach der Gehalt an Polyphenolen im Fruchtsaft méglichst hoch sein. Ein hoher Gehalt
an Polyphenolen im Fruchtsaft ist aus qualitativen und sensorischen Gesichtspunkten
allerdings problematisch. Hohe Mengen an Polyphenolen sind hdufig die Ursache von
Nachtribungen bei klaren Fruchtsaften (HEATHERBELL 1984, LEA 1984), sind an deren
Braunung beteiligt (NICOLAS 1994) und kdnnen bei hohen Gehalten einen adstringierenden
und bitteren Geschmack verursachen (LEA und ARNOLD 1978). Aus Sicht der Saftqualitat
und —stabilitat ist es daher sinnvoll, hohe Polyphenolgehalte in Fruchtsaften zu vermeiden
und Polyphenole partiell aus dem Saft zu entfernen. Die Reduktion der Polyphenole im Saft
zum Erreichen einer hohen Saftqualitat und —stabilitat stellt den genauen Gegensatz zu dem
aus der gesundheitlichen Bedeutung der Polyphenole folgenden Ziel dar, namlich des
Erreichens eines mdoglichst hohen Polyphenolgehaltes in einem Fruchtsaft,. Beide
Betrachtungsweisen der Polyphenole mussten fir die Herstellung von Fruchtsaft
angemessen berucksichtigt werden.

Bisher war es Ziel der Fruchtsaftforschung, neue Verfahren zu entwickeln (MAIER 1994,
RITTER 1994) oder bereits bekannte Verfahren zu optimieren (HEATHERBELL 1984,
DIETRICH und SCHAFER 1991), die den Gehalt an Polyphenolen in Fruchtsaften effektiv
reduzieren, um dadurch die Saftqualitdt und -—stabilitit zu steigern. Eine vollstandige
Entfernung der Polyphenole ist allerdings nicht erwlinscht, da sie entscheidend zur
sensorischen Qualitat eines Fruchtsaftes beitragen (LEA 1992, BINNIG 1992). Besonders
bei der Herstellung von klaren Séaften und Getranken, bei denen es oft wahrend der
Lagerung zu unerwlnschten, durch Polyphenole verursachten Nachtribungen und —
braunungen kommen kann, sind MaBnahmen zur Stabilisierung, d.h. Reduzierung von
Polyphenolen, unvermeidbar. Eine befriedigende Stabilitat von klaren Saften und Getréanken
kann mit den klassischen Schénungsmitteln (Gelatine, Gelatine/Kieselsol, Bentonit) oder
dem Entfernen des Trubes durch eine alleinige Ultrafiltration oft nicht erreicht werden
(NAGEL und SCHOBINGER 1985). Zu den neueren Entwicklungen zur Reduzierung des
Polyphenolgehaltes in Fruchtsaften gehdren Adsorbentien wie PVPP
(Polyvinylpolypyrrolidon) (VOGT 1987, FUSSNEGGER 1993) und spezielle Adsorberharze
(COUTURE und ROUSEFF 1992, LAFLAMME und WEINAND 1993) und die gezielte
Oxidation der Polyphenole mittels einer mikrobiell gewonnenen Laccase und anschlieBender
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Ultrafiltration (CANTARELLI et al. 1989, DIETRICH et al. 1990). Die genannten Verfahren
sind bisher rechtlich nicht zugelassen, aber ihre Zulassung wird diskutiert.

Uber die Veranderungen der antioxidativen Kapazitdt von Fruchtsaften im Verlauf ihres
Herstellungsprozesses und der Lagerung ist im Gegensatz zu den Veranderungen der
Polyphenole (SPANOS und WROLSTAD 1990 a+b, SPANOS et al. 1990, SCHOLS et al.
1991, ROMMEL et al. 1992, SKREDE et al. 1992, BOYLES und WROLSTAD 1993,
CEMEROGLU et al. 1994, EDER 1996a+c, IVERSEN 1999) kaum etwas bekannt. Es zeigt
sich dabei eine starke Abhangigkeit der Gehalte und Zusammensetzung der Polyphenole im
Fruchtsaft vom Herstellungsprozess. Die Lagerung fuhrt immer zu einer Abnahme der
monomeren Polyphenole im Fruchtsaft, die sehr stark von den Lagerbedingungen, vor allem
der Temperatur, abhangt. Weitere den Polyphenolgehalt eines Fruchtsaftes beeinflussende
Faktoren wurden ebenso untersucht. Dazu z&hlen Sortenunterschiede einer Frucht
(HERRMANN 1973, PEREZ-ILZARBE et al. 1991, SPANOS und WROLSTAD 1990a+b,
SPANOS et al. 1990, BAKKER et al. 1994, DIETRICH et al. 1994, RITTER 1994, RITTER et
al. 1996, PICINELLI et al. 1997) und die Reifung der Frucht (BURDA et al. 1990, LISTER et
al. 1994, MAYR et al. 1996). Die umfassendsten Untersuchungen liegen Gber Apfelsaft vor,
der mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von 11,7 L 1998 der am h&ufigsten in Deutschland
getrunkene Fruchtsaft ist (Quelle: VdF). Apfelsaft hat allerdings einen vergleichsweise
geringen Polyphenolgehalt, so dass er auch eine geringe antioxidative Kapazitat aufweist
(MILLER und RICE-EVANS 1997, RECHNER et al. 1997, HENN und STEHLE 1998),
wohingegen Safte aus Beerenfriichten mit einem hohen Polyphenolgehalt, wie schwarze
Johannisbeeren, Holunderbeeren, Brombeeren, Erdbeeren (HERRMANN 1992, EDER
1996b, HAKKINEN et al. 1997), als Quelle fiir antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe interessant
sind (RECHNER et al. 1997, HEINONEN et al. 1998b).

Eine umfassende Betrachtung von Verarbeitungstechnik, Lagerung, Sorte und Reifezustand
als Einflussfaktoren auf die antioxidative Kapazitét eines Fruchtsaftes wurde bisher noch
nicht vorgenommen. Im Hinblick auf die Erkenntnisse Uber die antioxidative und
gesundheitlich positive Wirkung der Polyphenole sollte bei der Beurteilung dieser
Einflussfaktoren nicht mehr nur eine hohe Saftqualitéat und —stabilitat, sondern viel mehr auch
ein hoher Gehalt an antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen im Vordergrund stehen. Es geht
also nicht mehr nur um eine Reduzierung der Polyphenole im Fruchtsaft, sondern um eine
Optimierung ihres Gehaltes, so dass beide Ziele verwirklicht werden.

Ein Fruchtsaft mit einem hohen Polyphenolgehalt ist eine gute Quelle fiir antioxidativ
wirksame Stoffe in der menschlichen Erndhrung und kann daher wegen des hohen Gehaltes
an bioaktiven Substanzen als ein ,gesundes” Produkt gelten.
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1.2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch Stufenkontrollen bei der Herstellung von
Fruchtsaften zu klaren, welchen Einfluss klassische und moderne Verfahrenstechnologien
auf die antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe von Apfel- und Beerenséften haben. Neben der
Verfahrenstechnik der Fruchtsaftherstellung werden der Einfluss der Sorte, des
Reifezustandes und der Lagerung auf die antioxidative Kapazitat im Fruchtsaft untersucht.
Die wichtigsten antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe in Apfel- und Beerensaften sind die
Polyphenole und bei einigen Beerenséften die L-Ascorbinsdure, vor allem beim schwarzen
Johannisbeersaft. Die beiden hauptsachlich untersuchten Fruchtsafte Apfel- und schwarzer
Johannisbeersaft werden exemplarisch ausgewahlt, da sie sich deutlich im Spektrum und
Gehalt der Polyphenole sowie im L-Ascorbinsduregehalt und im Herstellungsprozess
unterscheiden. Weiterhin werden Stufenkontrollen bei der Herstellung von Holunder-,
Brombeer-, Stachelbeer- und Sauerkirschsaft sowie bei der Herstellung von Fruchtweinen
vorgenommen und die Veranderung von antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen bei der
Reifung von Erdbeeren untersucht.

Um das Produktziel einer hohen antioxidativen Kapazitat bei hoher Produktqualitdt und
-stabilitdt in den Séaften zu erreichen, wird die Verfahrenstechnik zur Herstellung von
Fruchtsaften auf die Beeinflussung des Polyphenolgehaltes in den Séften untersucht. Die
Beurteilung der Prozessstufen bei der Herstellung von Fruchtsaften und der
BehandlungsmaBnahmen zur Stabilisierung und Qualitatsverbesserung der Fruchtsafte wird
aus einem neuen Sichtwinkel erfolgen. Dabei wird nicht mehr wie bisher Ublich die
Reduzierung der Polyphenole als Qualitatsverbesserung angesehen, sondern ein unter
Berlcksichtigung von Saftqualitdt und -stabilitdit mdglichst hoher Polyphenolgehalt, ein
"optimierter" Polyphenolgehalt, angestrebt. Ein geringer Polyphenolgehalt oder eine zu
starke Reduzierung des Polyphenolgehaltes durch verfahrenstechnische MaBnahmen wird
daher als negativ betrachtet. Die in der Theorie proklamierte hohe Zufuhr von Polyphenolen
durch die Erndhrung wird fir Fruchtsafte durch die Optimierung von Polyphenolgehalt und
Qualitat auf die Praxis der Fruchtsaftherstellung Ubertragen. Basierend auf den Ergebnissen
werden Empfehlungen fir die Herstellung von Apfel- und Beerensaften mit hoher
antioxidativer Kapazitat ausgesprochen, um unter dem gesundheitlichen Aspekt verbesserte
Fruchtsafte und neuartige Getrdnke mit einer hohen antioxidativen Kapazitat entwickeln zu
kénnen. Solche Fruchtséafte mit hoher antioxidativer Kapazitat werden im Rahmen eines AlF-
Projektes, in dem diese Arbeit eingebunden ist, als Grundlage fir Studien Uber die
Bioverfugbarkeit und Wirkung von Polyphenolen im Menschen verwendet, um damit den
Weg der Polyphenole von der Frucht Uber den Fruchtsaft bis in den Menschen zu verfolgen
und die gesundheitliche Relevanz von Fruchtsaft zu beweisen.

Zur detaillierten analytischen Beurteilung der Polyphenole bei den Stufenkontrollen wird
aufgrund des Fehlens geeigneter und befriedigender Methoden eine neue HPLC-Methode
zur gleichzeitigen und empfindlichen Analyse von farblosen Polyphenolen und farbigen
Anthocyanen entwickelt.

Zur Quantifizierung einiger Hauptpolyphenole in Apfel- und schwarzen Johannisbeersaft, die
kommerziell nicht erhéltlich sind, werden préparative Verfahren zu deren Gewinnung als
Reinsubstanz aus Apfeln und schwarzen Johannisbeeren entwickelt. Die isolierten
Standardsubstanzen werden ebenfalls fir Bioverfligbarkeitsstudien verwendet.

Zur schnellen Beurteilung der Veranderung der antioxidativen Kapazitdt bei der
Stufenkontrollen im Verlauf der Herstellung von Fruchtsaften wird eine einfache und schnelle
Bestimmungsmethode fiir diesen Parameter basierend auf der bereits von MILLER et al.
1993 publizierten Methode fir die Anforderungen des Projektes modifiziert.
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2. Grundlagen
2.1. Polyphenole
2.1.1. Allgemeine Klassifizierung der Polyphenole

Phenolische Verbindungen sind im Pflanzenreich weit verbreitete Inhaltsstoffe. Ihnen werden
alle Verbindungen zugeordnet, die sich in ihrer chemischen Struktur auf das Phenol
zurtckfuhren lassen. Die phenolischen Verbindungen zahlen zu den sekundaren
Pflanzenstoffen, da sie nicht im Primarstoffwechsel der Pflanze gebildet und verbraucht
werden. lhre genauen Funktionen in der Pflanze sind noch Gegenstand der Forschung,
wobei Schutz gegen Pilz- und Bakterieninfektionen, Regelung des pflanzlichen
Hormonhaushaltes und die Verwendung als Signalsubstanz bewiesen sind (MATERN und
GRIMMIG 1993, RHODES 1998). In vielen Obstarten tragen sie zu Geschmack und
Aussehen bei und pragen daher auch wesentlich den Charakter von Fruchtsaften und
-weinen. Sie bestimmen maBgeblich deren Farbe, Geschmack und Stabilitdt und damit auch
letztendlich ihre Qualitat. Heute werden fir die phenolischen Verbindungen der Pflanzen in
Wissenschaftskreisen die verwandten Bezeichnungen ,Pflanzenphenole®, ,Polyphenole®
oder kurz ,Phenole“ verwendet.

Die wichtigsten Polyphenole in Friichten kann man in drei Gruppen einteilen:

¢ Phenolcarbonsauren und ihre Derivate (,,Nichtflavonoide®)
¢ Flavonoide
¢ Niedermolekulare Phenole

Auf die niedermolekularen, meist fliichtigen Phenole, die zum Teil wichtige Aromastoffe sind,
wird in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen.

Die Polyphenole lassen sich anhand ihres molekularen Aufbaus einteilen.
Hydroxybenzoesaure-Verbindungen haben einen C1—Ce-Grundkorper, die
Hydroxyzimtsaure-Verbindungen einen C3;—Cg-Grundkérper und die Flavonoide einen Cg—Cs—
Ce-Grundkérper. Daher lassen sich die Phenolcarbonsauren weiter in die Hydroxyzimtsaure-
und Hydroxybenzoesaure-Verbindungen unterteilen.

In Abbildung 1 sind die Strukturen der wichtigsten Hydroxyzimtsaure-Verbindungen in
Frichten dargestellt. Als Hydroxyzimtsdure-Verbindungen kommen hauptséchlich die
p-Coumarsaure, die Kaffeesaure und Ferulasdure vor, die in Pflanzen (blicherweise in
gebundener Form vorliegen. Bei der Biosynthese wird die Carboxylgruppe der
Hydroxyzimtsauren mit Alkoholen, Kohlenhydraten, Hydroxycarbonsauren und anderen
Phenolen verestert oder mit Aminen zu Amiden umgesetzt. Die freien Sauren entstehen erst
wahrend der Verarbeitung der Frucht durch enzymatische oder nicht enzymatische
Hydrolyse der Esterbindung. Die Chlorogensaure, ein Ester aus Kaffeesaure und
L-Chinasaure, und ihre beiden Stellungsisomere, die Neochlorogensdure und die
Kryptochlorogenséaure, sind die am weitesten verbreiteten Hydroxyzimtsdure-Verbindungen
in Frachten. Im Apfelsaft beispielsweise stellt die Chlorogensaure das wichtigste monomere
Polyphenol dar. Zudem kommen Ester der Hydroxyzimtsduren mit Apfelsdure (Birnen),
Weinsaure (Trauben), Shikimisdure (Palmen) und Zuckersauren (Citrusfriichte) vor. Seltener
sind Glykoside der Hydroxyzimtsduren, bei denen eine glykosidische Bindung zwischen
einem Zucker, meist D-Glucose, und einer der phenolischen Hydroxylgruppen vorliegt
(SCHUSTER und HERRMANN 1985).
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H
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3-p-Coumaroyl-L-(-)-chinaséure (R = H)
3-p-Caffeoyl-L-(-)-chinasaure (R = OH)
"Neochlorogenséaure”

3-Feruloyl-L-(-)-chinas&ure (R = OCH3g)

Abbildung 1: Struktur der wichtigsten Hydroxyzimtsauren und —derivate in Friichten

Hydroxybenzoesaure-Verbindungen kommen in Frichten im Gegensatz zu den
Hydroxyzimtsaure-Verbindungen, wenn Uberhaupt, nur in geringen Konzentrationen vor
(meist < 1 mg/kg), z. B in Beerenfriichten, und liegen meist als freie Sauren vor. Die
Ellagsdure, das Dilacton der Hexahydroxydiphensdure, das sich im Prinzip aus zwei
Molekilen Gallussédure zusammensetzt, hat in einigen Beerenfriichten, vor allem der Familie
der Rosaceae, einen groBen Anteil am Polyphenolgehalt (HAKKINEN et al. 1997). In
Abbildung 2 sind die Strukturen der wichtigsten Hydroxybenzoesaure-Verbindungen in
Frichten dargestellt.
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Protocatechuséure (R{ = OH ; Ro = H)
Vanillinsdure (R1 = OCH3 ; Ro = H)
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Ellagsaure

Abbildung 2: Die Strukturen der wichtigsten Hydroxybenzoesaure-Verbindungen in
Frichten

Die Flavonoide haben die groBte Bedeutung unter den Polyphenolen in Pflanzen. Sie leiten
sich strukturell vom Flavan (2-Phenyl-benzo-dihydropyran) ab. Bisher wurden Gber 4000
Verbindungen von Flavonoiden aus Pflanzen isoliert und identifiziert. Aufgrund
unterschiedlicher Grundstrukturen ist es sinnvoll und notwendig, eine weitere Unterteilung
dieser Gruppe vorzunehmen. Die wichtigsten Untergruppen und ihre Vertreter in Friichten
sind (HERRMANN 1992, BELITZ und GROSCH 1992):

Anthocyanidine

Pelargonidin, Delphinidin, Cyanidin, P&onidin, Petunidin, Malvidin
Flavone

Apigenin, Luteolin, Chrysoeriol, Tricin

Flavonole

Kaempferol, Quercetin, Myricetin, Isorhamnetin

Flavanone

Naringin, Hesperitin

Dihydrochalkone

Phloretin

Flavan-3-ole (Catechine)

(+)-Catechin, (-)-Epicatechin, (+)-Gallocatechin, (-)-Epigallocatechin, (-)-Epigallocatechin-3-
O-gallat

Proanthocyanidine

Procyanidine (B; — B,)

In Abbildung 3 und 4 sind die Strukturen der wichtigsten Flavonoide in Friichten dargestellt.
Auf die Gruppe der Flavone und Flavanone soll hier nicht ndher eingegangen werden, da
sie in Kern-, Beeren- und Steinobst nicht vorkommen (HERRMANN 1992).

Die Anthocyanidine kommen in Pflanzen nur glykosidisch an verschiedenen Zuckern
gebunden vor. Die Glykoside der Anthocyanidine, die Anthocyane, liegen bei pH-Werten < 4
teilweise und bei einem pH-Wert < 1 vollstdndig als Benzopyrylium- oder Flavyliumkationen
vor, die eine rote, blaue oder violette Farbe aufweisen. Sie kommen in vielen heimischen
Obstarten, speziell in einigen Beerenfriichten und auch Stdfriichten, teils in betrachtlichen
Mengen vor und sind fur die Farbe dieser Fruchte verantwortlich. Die haufigsten Zuckerreste,
bevorzugt am C3-Atom Uber eine Sauerstofforiicke gebunden, sind die Glucose, die
Galaktose, die Rhamnose und die Arabinose, wobei Di- und Trisaccharide, die aus
Kombinationen dieser vier Zucker bestehen, ebenfalls oft gefunden werden. In Abhangigkeit
vom pH-Wert treten bei den Anthocyanen starke Farbveranderungen auf. Das
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Flavyliumkation ist nur bei sehr niedrigen pH-Werten stabil. Mit steigendem pH-Wert geht es
zunehmend durch Anlagerung eines Hydroxid-Anions an das C2-Atom (siehe Abbildung 3) in
die farblose Carbinolbase Uber. Bei den physiologischen pH-Werten der Friichte besteht ein
Gleichgewicht der Anthocyane zwischen farbigem Flavyliumkation und farbloser
Carbinolbase. Je tiefer der pH-Wert ist, um so mehr liegt das Gleichgewicht auf Seite des
Flavyliumkations. Bei héheren pH-Werten > 6 kommt es zur Bildung der chinoiden Form
bzw. ionischen Anhydrobase durch Abspaltung von Wasser wieder zu einer Farbvertiefung.
Bei pH-Werten > 7 kann die ionische Anhydrobase durch Ringéffnung in das gelbe Chalkon
Ubergehen (MAZZA und MINIATI 1993).

Flavan-Grundkdorper

idi R R
Anthocyanidine 1 Flavone und 1

OH Flavonole
+
HO @) @ HO
A R
O :
Z OH

OH

Pelargonidin (R1 = H ; Ro = H) X = H: Flavon X = OH: Flavonol
Cyanidin (R{ =OH ; Ro = H)
Delphinidin (R1 = OH ; R2 = OH)
Paonidin (R4 = OCH3 ; Ro2 = H)
Petunidin (R1 = OCH3 ; R2 = OH)
Malvidin (R1 = OCH3 ; R2 = OCH3)

Flavone:

Apigenin (R1 =H ; Ro =H)
Luteolin (R{ = OH ; Ro = H)
Chrysoeriol (R1 = OCH3 ; R2 = H)
Tricin (R{ = OCH3 ; R2 = OCH3)

Flavonole:
_ Kaempferol (R4 = H ; Ro = H)
Dihydrochalkone Quercetin (R{ = OH ; Ra = H)

Myricetin (R{ = OH ; R2 = OH)

HO OR OH
@ @ Isorhamnetin (R1 = OCH3 ; Ro = H)
|

Flavanon R
o4 O avanone ]

Phloretin (R = H) HO
Phloridzin (R = B-D-Glucopyranosid) R2

Phloretin-2"-xyloglucosid
(R = B-D-Glucopyranosyl-B-D-Xylopyranosid)

OH O
Naringenin (R1 =OH ; Ro = H)
Hesperetin (R1 = OCH3 ; Ro2 = OH)

Abbildung 3: Teil 1: Strukturen der wichtigsten Flavonoide in Friichten
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Flavonole kommen in vielen heimischen Obstarten meist als Glykoside vor. Wie bei den
Anthocyanen ist das C3-Atom der bevorzugte Bindungsort fiir die Sauerstoffbriicke. Die
haufigsten Zuckerreste sind die Glucose und die Galaktose sowie das Disaccharid Rutinose
(Rhamnosyl-(1-6)-glucosid), wahrend Rhamnose, Arabinose, Xylose und die Zuckersaure
Glucuronsaure weniger haufiger sind. Die Bildung der hellgelben Flavonolglykoside ist von
der Lichtzufuhr abh&ngig (HERRMANN 1976), so dass es nicht erstaunt, dass diese
Substanzgruppe hauptsachlich in der Schale von Friichten vorgefunden wird. Das wichtigste
Aglykon der Flavonole in Frichten ist das Quercetin.

Seltener in Frichten zu finden sind die schwach gelben Dihydrochalkone. Eine Ausnahme
ist der Apfel, fir den die Phloretinglykoside Phloridzin (Phloretin-2°-B-glucosid) und Phloretin-
2’-xyloglucosid charakteristisch sind und zum Nachweis von Apfelprodukten verwendet
werden (WALD und GALENSA 1989). Die Flavan-3-ole kommen in allen heimischen
Frichten vor. Das Diastereomerenpaar (+)-Catechin (2R, 3S) und (-)-Epicatechin (2R, 3R)
sind die wichtigsten monomeren Flavan-3-ole, wahrend (+)-Gallocatechin, (-)-
Epigallocatechin und deren O-3-Gallate weniger haufig sind (chemische Strukturen in
Abbildung 4).

Die Proanthocyanidine sind Dimere, Oligomere und Polymere der Flavan-3-ole, die durch
enzymatische oder chemische Kondensation der Flavan-3-ol-Grundeinheiten entstehen. Die
chemischen Strukturen sind in Abbildung 4 dargestellt. Als ,kondensierte Gerbstoffe” tragen
sie zum adstringierenden Geschmack von Friichten bei. Bei geringem Polymerisationsgrad
sind sie farblos und haben einen bitteren Geschmack, erst bei héherem Polymerisationsgrad
entsteht eine gelbliche bis braune Farbe und der adstringierende Geschmack tritt auf (LEA
und ARNOLD 1978). Reine Catechin-/Epicatechin-Kondensate werden als Procyanidine
bezeichnet und sind die verbreitetste Gruppe der Proanthocyanidine, aber auch
Prodelphinidine (Gallocatechin-/Epigallocatechin-Kondensate) kommen vor. Bis zu einem
Molekulargewicht von etwa 7000 Dalton, entsprechend ca. 20 Flavan-3-ol-Einheiten, sind die
Proanthocyanidine im wassrigen Medium Iéslich. Pflanzengewebe enthalten auch unlésliche,
héher polymere Formen, die vielfach sogar den (berwiegenden Teil der pflanzlichen
Proanthocyanidine darstellen und kovalent an die Polysaccharidmatrix der Zelle gebunden
sein kdnnen. Die Proanthocyanidinmoleklle sind meist Uber eine 4-B-8- oder 4-B-6-
Interflavanverknipfung gekoppelt. Obwohl das 4-verknipfte Proanthocyanidinmolekdl drei
chirale Zentren im heterocyclischen Ring besitzt, ist die Position 2 ausschlieBlich R-
konfiguriert und die Position 4 scheint immer trans-standig zur Hydroxylgruppe am C3-Atom
zu sein (HEMINGWAY 1989). Die beiden Verknipfungsmdglichkeiten der Proanthocyanidine
sind in Abbildung 4 dargestelll. Der Name Proanthocyanidine, friher auch
Leucoanthocyanidine, besagt, dass es sich um farblose Vorstufen der Anthocyanidine
handelt, da aus den Proanthocyanidinen beim Erhitzen in saurer Lésung unter Spaltung der
Interflavan-Verknipfung und Freisetzung der Flavaneinheiten als Carbokation und dessen
anschlieBende Oxidation durch Luftsauerstoff farbige Anthocyanidine entstehen. Als
Leucoanthocyanidine werden heute die biosynthetischen Vorstufen der Anthocyane, die
Flavan-3,4-diole, bezeichnet (LEA 1979).
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Flavan-3-ole
OH OH
OH OH
HO 0]
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(+)-Catechin (R=H ;R{ =H) (-)-Epicatechin (R=H; Ry = H)
(+)-Gallocatechin (R = OH ; R{ = H) (-)-Epigallocatechin (R = OH ; R1 = H)
(+)-Gallocatechin-3-O-gallat (R = OH ; R{ = Gallat)  (-)-Epigallocatechin-3-O-gallat (R = OH ; R1 = Gallat)

Proanthocyanidine

4-B-8-Interflavan-Verknlpfung 4-B3-6-Interflavan-Verknlpfung

Procyanidine (R = H)
Prodelphinidine (R = OH)

* chirales Zentrum

Abbildung 4: Teil 2: Strukturen der wichtigsten Flavonoide in Friichten

2.1.2. Biosynthese der Polyphenole

Alle Precursoren der Biosynthese der Polyphenole entstammen dem Kohlenhydrat-
Stoffwechsel. Die Biosynthese der aromatischen Verbindungen in der Pflanze setzt sich aus
drei aufeinanderfolgenden Segmenten zusammen: Das Shikimisdure-Segment, das die
Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan produziert, das Phenylpropanoid-
Segment, das die Hydroxyzimtsdurederivate produziert, die Precursoren fir die Flavonoide
und die Strukturkomponente Lignin, sowie das Flavonoid-Segment, das diverse Flavonoide
produziert.

Die Biosynthese der Polyphenole ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt. Die
Shikimisdure entsteht durch enzymatische Synthese aus den vom Kohlenhydrat-
Stoffwechsel stammenden Vorstufen Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-Phosphat Gber
die Zwischenstufen 3-Desoxyarabinoheptulosonat-Phosphat, Dehydrochinasdure und
Dehydroshikimisaure. Im Shikimisaure-Segment fluhrt der Syntheseweg Uber Shikimisdure-
Phosphat, Enolpyrovylshikimat-Phosphat zu Chorismat, aus dem auch die Aminoséaure
Tryptophan gebildet wird, weiter Uber Prephenat zu Arogenat, aus dem die beiden
Aminosauren Tyrosin und Phenylalanin entstehen. Durch Katalyse der Phenylalanin-Amino-
Lyase entsteht aus dem Phenylalanin die Zimtsdure, aus der nach enzymatischer
Hydroxylierung die p-Coumarsdure gebildet wird. Die p-Coumarsdure kann durch
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fortschreitende Hydroxylierung und Methylierung in Kaffeesaure, aus der weiter Lignin, ein
wichtiger Bestandteil von Holz, synthetisiert werden kann, und Ferulasdure umgewandelt

werden.
Phosphoenolpyruvat + Erythrose-Phosphat

OH

HOOCGOH Shikimisure
H
OH e ol
HOOC@OH Phenylalanin
Ferulasaure OH
Gallussaure Zimtsaure

: o C
p-Coumarsaure

Kaffeesaure

p-Coumaroyl-CoA

OH
HO OH ©
© |
|
OH O

Naringeninchalcon

| o
HO o ©/
ISOFLAVONE =~ <—— \@g .
|

OH O
Naringenin Apigenin
FLAVANONE FLAVONE

N
L

3 Malonyl-CoA

R
OH

|

OH O
Dihydrokaempferol Kaempferol

DIHYDROFLAVONOLE FLAVONOLE

oo O

/ OH \

OH OH OH OH
+ Leukopelargonidin
) LEUKOANTHOCYANIDINE

OH
Pelargonidin +)-Catechin
ANTHOCYANIDINE PROANTHOCYANIDINE FLAVAN 3-OLE

Abbildung 5: Biosynthesewege der Polyphenole in Pflanzen
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Die an Coenzym A gebundene p-Coumarséaure (p-Coumarsaure-CoA) kann durch eine von
der Chalcon-Synthase katalysierten Reaktion mit Malonyl-CoA zum Naringeninchalcon, dem
4,2°,4°,6"-Tetrahydroxychalcon, weiterreagieren. Dies stellt nun das C¢—C3;—Ce-Grundgerust
dar, von dem sich alle Flavanoide ableiten. Nach Ringschluss durch die Chalcon-lsomerase
entsteht das Naringenin, von dem sich die Flavone, Isoflavone und das Dihydrokaempferol
ableiten. Das Dihydrokaempferol kann durch Katalyse der Flavonol-Synthase, die eine
Doppelbindung zwischen C2-Atom und C3-Atom ausbildet, in ein Flavonol, in diesem Fall
das Kaempferol, umgewandelt werden oder durch Kkatalytische Reduktion der
Dihydroflavonol-Reduktase zu einem Flavan-3,4-diol (Leucoanthocyanidin) umgewandelt
werden. Die Flavan-3,4-diole werden als kurzlebige Vorstufen der Anthocyane und Flavan-3-
ole sowie deren Kondensationsprodukten, den Proanthocyanidinen, angesehen. Die
Synthese der Anthocyane, der Flavan-3-ole und der Proanthocyanidine ist bisher im Detail
noch nicht geklart. Ein Zusammenspiel verschiedener Enzyme ist wahrscheinlich
(FORKMANN 1993). Bei den Flavan-3-olen wird die Bildung eines Carbokations durch
Entfernung der Hydroxylgruppe am C4-Atom als Hydroxid-Anion angenommen, das dann
zum Flavan-3-ol reduziert wird. Wenn das Reduktans, z.B. NADPH, limitiert ist, kann das
Kation mit Flavan-3-olen zu Dimeren und hoheren Oligo- und Polymeren, den
Proanthocyanidinen, reagieren (BELITZ und GROSCH 1992). Die Einfiihrung der
Hydroxylgruppen am B-Ring der Flavonoide wird von Hydroxylasen katalysiert, wobei der
Zeitpunkt noch nicht genau geklart ist. Die Bildung von Glykosiden erfolgt in der Pflanze
meist erst sekundar (HARBORNE 1988). Die Hydroxybenzoes&uren werden in Pflanzen aus
den entsprechenden Hydroxyzimtsiuren gebildet, in dem ein Acetatrest nach Oxidation der
Seitenkette der Hydroxyzimtsauren entfernt wird. Uber den genauen Mechanismus wird noch
diskutiert (GROSS 1992).

2.1.3. Reaktionen der Polyphenole

Die Polyphenole und vor allem ihre Oxidationsprodukte, die Chinone, gehdren zu den
reaktivsten Inhaltsstoffen in Frichten und deren Produkten. Sie vermdgen mit anderen
Stoffgruppen, wie Proteinen und Kohlenhydraten, und innerhalb der eigenen Stoffgruppe
mannigfaltige = Reaktionen einzugehen. Wahrend der gesamten Dauer der
Getrankeherstellung, wie auch spater wahrend der Lagerung, unterliegen die Polyphenole
durch enzymatische und nicht enzymatische Reaktionen standigen Verénderungen
(MACHEIX et al. 1990, SPANOS und WROLSTAD 1990a, SPANOS et al. 1990). Von der
Zerstorung der Zellen durch Mahlen und Entsaften an und der damit verbundenen
Freisetzung der Polyphenole stellen sie potentielle Reaktionspartner flir andere
Saftinhaltsstoffe dar, was die Qualitat des Produktes beeinflussen kann. Daher unterscheidet
sich die Zusammensetzung der Polyphenole von Fruchtsaften immer von der
Zusammensetzung in den Frichten, aus denen sie hergestellt wurden. Diese
Veranderungen der Polyphenole in Fruchtsaften beeinflussen nicht nur die Qualitédt des
Produktes, sondern sicherlich auch ihre biologischen Eigenschaften, wie die Bioverfugbarkeit
und die antioxidative Kapazitdt. Die ortho-Chinone sind die wichtigsten
Reaktionszwischenstufen der Polyphenole und vermégen sowohl mit Polyphenolen als auch
mit anderen organischen Saftinhaltsstoffen zu reagieren, wie in den Abbildungen 6 und 7
dargestellt.
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Abbildung 6: Reaktionen von o-Chinonen mit Polyphenolen

Die enzymatische oder nicht enzymatische Bildung des o0-Chinons st der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt aller nachfolgenden Reaktionen. Enzyme, die
Polyphenole zu oxidieren vermdgen, werden als Polyphenoloxidasen (PPO) bezeichnet.

Die Reaktionen der dargestellten primaren Reaktionsprodukte sind aufgrund der Vielfalt sehr
komplex, fihren aber haufig zu héheren Polymeren mit brauner Farbe.

Die wichtigsten Reaktionen der Polyphenole kénnen daher wie folgt eingeteilt werden.

Enzymatische Oxidation (Mostoxidation)

Nichtenzymatische Reaktionen ( Kondensation, Polymerisation)
Polyphenol-Protein Bindung

Polyphenol-Polysaccharid Bindung
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Abbildung 7: Reaktionen von o-Chinonen mit verschiedenen Substanzen (L-Asc. = L-
Ascorbinsaure, Dehydroasc. = Dehydroascorbinsdure, AS-NH, = Aminosaure, Pr-NH, und
Pr-SH = Protein, Pro-NH = Prolin, R”-SH = z.B. Cystein, Glutathion, Ox. = weitere Oxidation)
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Enzymatische Oxidation

Die Mostoxidation umfasst sowohl enzymatische (katalysiert durch PPO’s wie Laccase oder
Tyrosinase) als auch nicht enzymatische Redoxreaktionen (Abbildung 6). Die Startreaktion
ist immer die durch Enzyme katalysierte Oxidation zum o-Chinon, wéhrend die Reaktionen,
die schlieBlich zur Bildung von braunen Pigmenten flhren, hauptsachlich nichtenzymatischer
Natur sind. Die Mostoxidation ist die Hauptursache der Abnahme des Gehaltes an
Polyphenolen wahrend der Herstellung eines Fruchtsaftes. Die tatigen Enzyme weisen dabei
eine besonders hohe Affinitdt zu Hydroxyzimtsaureverbindungen, vor allem Kaffeesaure-
Verbindungen, auf, wahrend die Flavonoide weniger schneller umgesetzt werden
(CHEYNIER et al. 1988, 1991). Procyanidine sind schlechte Substrate fir
Polyphenoloxidasen. Neben der Oxidation von o-Diphenolen zu o-Chinonen kénnen
Polyphenoloxidasen auch die Hydroxylierung eines Monophenols, wie Coumarsaurederivate,
Phloretinderivate, Pelargonidinderivate usw., zu einem o-Diphenol katalysieren. Durch diese
Reaktionen entsteht beispielsweise im Apfelsaft 3-Hydroxyphloridzin, das in der Apfelfrucht
nicht vorkommt und durch die Hydroxylierung von Phloridzin im Saft gebildet wird, wie in
Abbildung 8 gezeigt (GOODENOUGH et al. 1983).

o -
OH OH O

HO
HO
OH
PPO /0,
Gu—=0 O Gu—0 O
Phloridzin 3-Hydroxyphloridzin

Abbildung 8: Entstehung von 3-Hydroxyphloridzin in Apfelsaft durch Katalyse einer
Tyrosinase

Polyphenoloxidasen aus verschiedenen Frichten weisen meist auch verschieden
ausgepragte Aktivitaten (Oxidation, Hydroxylierung) und Substratspezifititen auf. Zudem
unterscheiden sich verschiedene Frlichte, wie auch verschiedene Sorten einer Frucht, in
ihrer relativen Polyphenoloxidase-Aktivitat, was sich beim Fruchtsaftherstellungsprozess in
der Geschwindigkeit der Braunung des Saftes und des Abbaus von Polyphenolen im Saft
widerspiegelt.

Der limitierende Faktor einer enzymatischen Oxidation unter praktischen Bedingungen ist bei
ausreichender Enzymaktivitdt und Polyphenolgehalt die Sauerstoffkonzentration und die
Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs in der Lésung.

Gekoppelte Oxidation

Das Chinon ist ein starkes Oxidans und kann durch in Saften vorkommende
Reduktionsmittel, wie L-Ascorbinsdure oder andere Reduktone, wieder reduziert werden.
Sind diese allerdings verbraucht oder nur in geringer Konzentration vorhanden, besteht die
Méglichkeit, mit einem anderen o- oder p-Diphenol (,Gekoppelte Oxidation®) zu reagieren
(Abbildung 6). Durch diese Reaktion kdnnen auch Polyphenole, die keine oder schlechte
Substrate fir Polyphenoloxidasen sind, wie beispielsweise Procyanidine, oxidiert werden.
Die gekoppelte Oxidation zwischen Chinonen und Phenolen lauft ohne die Katalyse von
Enzymen und ohne Sauerstoff ab. Daher unterliegen beim Herstellungsprozess von
Fruchtsaft alle Polyphenole enzymatischen und nicht enzymatischen Oxidationsprozessen,
die ihren Gehalt im Saft entsprechend der Auspragung der Oxidationsprozesse,
insbesondere der enzymatischen Oxidation, verandern.
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Kondensationsreaktionen

Des weiteren kann ein Chinon mit anderen Polyphenolen, mit Proteinen, einzelnen
Aminosauren, mit  Glutathion oder mit  Polysacchariden reagieren  und
Kondensationsprodukte bilden (Abbildung 7). Dabei kommt es zur Ausbildung einer
irreversiblen, kovalenten Bindung, so dass ein neues Molekiul entsteht. Durch die
Fortsetzung von Oxidation und Kondensation kénnen so gréBere Molekile entstehen, deren
Léslichkeit mit héherem Kondensationsgrad sinkt und die eine braune Farbe aufweisen. Bei
hinreichend groBen Kondensationsprodukten fuhrt dies im Fruchtsaft zur Ausscheidung als
Pigmente (MOUTOUNET et al. 1990).

Copigmentierung von Anthocyanen

Intermolekulare Copigmentierung von Anthocyanen mit anderen Polyphenolen verursacht
einen Anstieg der Farbintensitdt (hyperchromer Effekt) und eine Verschiebung des
Absorptionsmaximum zu héheren Wellenlangen (bathochromer Effekt), was zu violetter bis
blauer Farbe fihrt. Viele Molekile, wie Polyphenole, Alkaloide, Aminosauren, organische
Séuren etc. und die Anthocyane selbst, besitzen die Fé&higkeit, als Copigment mit
Anthocyanen zu interagieren, wobei bisher nur wenige Substanzen detaillierter untersucht
wurden (MAZZA und BROUILLARD 1990). Das Copigment verschiebt durch die
intermolekulare Interaktion mit der farbigen Form des Anthocyans, dem Flavyliumkation, das
Gleichgewicht zwischen diesem und der durch Wassereinlagerung entstehenden farblosen
Carbinolbase mehr auf die Seite des Flavyliumkations. Die Starke des
Copigmentierungseffektes hangt von der Art und Konzentration des Anthocyans, Art und
Konzentration des Copigments sowie dem pH-Wert und der Temperatur des Lésungsmittels
ab. So fuhrt beispielsweise eine Erhéhung der Konzentration des Copigments in einem roten
Fruchtsaft zu einer Farbintensivierung (WILSKA-JESZKA und KORZUCHOWSKA 1996). Der
Copigmentierungseffekt findet nicht nur in den Pflanzenzellen selbst statt, sondern auch in
Produkten wie Sé&ften und Weinen, wo sie zur Stabilisierung der Anthocyane beitragen
(MAZZA und BROUILLARD 1987).

Alterung von Polyphenolen bei der Lagerung von Fruchtsaft

Die Veranderungen der Polyphenole wéahrend der Lagerung von Fruchtsaft sind von
Interesse, da die empfohlene Mindesthaltbarkeit bei Fruchtsaften Ublicherweise 12 — 24
Monate von der Abflillung an betragt. Bei der Lagerung von Fruchtsaften kommt es zu einem
Abbau der monomeren Polyphenole durch Oxidations-, Polymerisations- und
Kondensationsreaktionen, die stark von der Lagertemperatur abhangig sind

Reaktionskinetik von Anthocyanabbau und nichtenzymatischer Braunung
Fir den Anthocyanabbau in rotfarbigen Sé&ften oder den Brdunungsanstieg in nicht
rotfarbigen Saften ergibt sich eine Reaktionskinetik erste Ordnung der Formel:

C/Co = e'kt,

wobei C die Anthocyankonzentration zur Zeit t, C, die Anthocyankonzentration zu Beginn, t =
Zeit in h und k = K, T (K, = Frequenzfaktor in h*', E, = Aktivierungsenergie in Jmol", R =
Gaskonstante ~ 8,31441 JK'mol™, T =  Temperatur in K) die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante ist (CEMEROGLU et al. 1994, EDER 1996a+c, IBARZ
et al. 1992). Zur Berechnung der wichtigen kinetische GroBe Aktivierungsenergie (J/mol), die
die Menge an Energie in J beschreibt, die zur Aktivierung einer bestimmten Reaktion eines
Moles eines bestimmten Stoffes bendtigt wird, bildet man den Logarhythmus von k. Man
erhélt so die Gleichung Ink = InK,-E./RT. k selbst lasst sich aus der oben beschriebenen
Gleichung berechnen. Ermittelt man k bei verschiedenen Temperaturen und tragt Ink gegen
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1/T auf, ergibt sich eine Gerade, deren Steigung E./R ist, woraus die Aktivierungsenergie
berechnet werden kann. Der Schnittpunkt der Geraden mit der Y-Achse bei 1/T = 0 ergibt
InK,. Diese Darstellung wird als Arrhenius-Diagramm bezeichnet und dient vor allem bei
Lagerungsstudien der Beurteilung des Einflusses der Temperatur. Die Ermittlung der
Konstanten im Arrhenius-Diagramm erfolgt durch Lagerung von Séaften oder Konzentraten
bei definierten Temperaturen Uber langere Zeitrdume und regelmaBiger Bestimmung der
Konzentrationsveranderung der Substanz oder des Parameters, deren Abbaukinetik
bestimmt werden soll, in mdglichst kurzen Zeitrdumen, um durch viele Messpunkte die
Genauigkeit zu erhéhen. Es zeigte sich bei Lagerungsstudien, dass die Lagertemperatur den
gréBten Einfluss auf die Veranderungen wéahrend der Lagerung hat. Beim Anthocyanabbau
spielt auch die Ausgangskonzentration der Anthocyane und anderer Saftinhaltsstoffe eine
Rolle, da sich die Aktivierungsenergie des Farbabbaus mit dem Extrakigehalt bei
Sauerkirschsaft (15, 45, 71°Brix) verandert (CEMEROGLU et al. 1994). Mit Erhéhung des
Extraktgehaltes steigt auch die Aktivierungsenergie. Da die Aktivierungsenergie die Steigung
der Geraden darstellt (siehe Abbildung 9 Seite 24), bedeutet dies fiir die Reaktion, dass eine
Erhdhung um eine bestimmte Temperatur (z.B. 10 K) bei hohen Aktivierungsenergien eine
starkere Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit verursacht als bei niedrigeren
Aktivisierungsenergien (EDER 1996a).

Auf die bisher bekannten Veranderungen in den Gehalten an Polyphenolen in Fruchtsaften
und genaue kinetische Daten wird nachfolgend bei den einzelnen Obstarten n&her
eingegangen.

2.1.4 Polyphenole im Apfel und im Apfelsaft
Apfel

Die phenolischen Inhaltsstoffe des Apfels (Malus Domestica L.) und seiner Produkte sind in
der Vergangenheit oft untersucht worden. In der frischen Frucht machen die phenolischen
Inhaltsstoffe etwa 0,01 — 1% des Frischgewichtes aus, wobei Mostépfel einen bis zu
zehnmal héherer Gesamtphenolgehalt aufweisen als Tafeldpfel (HERRMANN 1973, LEA
1984). Von den verschiedenen Klassen an pflanzlichen Polyphenolen finden sich im Apfel
sechs: Hydroxyzimtsdurederivate, Flavonole, Dihydrochalkone, monomere Flavan-3-ole,
Procyanidine und Anthocyane. In Tabelle 1 sind die bisher fir die Apfelfrucht beschriebenen
Polyphenole und ihre bisher beschriebenen Gehalte in der frischen reifen Frucht aufgefihrt.
Die wichtigsten Hydroxyzimtsdurederivate im Apfel sind die Chinasdureester der Kaffeesaure
und der p-Coumarsaure, wobei die Chlorogenséure (5-Caffeoylchinasaure) und die 4-p-
Coumaroylchinasdure klar dominieren (WHITING und COGGINS 1975, RISCH UND
HERRMANN 1988, PEREZ-ILZARBE et al. 1991, AMIOT et al. 1992). Die anderen
beschriebenen Hydroxyzimtsdurederivate gehéren im Polyphenolmuster des Apfels zu den
Minorkomponenten. Ein Chinasdureester der Ferulasdure konnte bisher im Apfel nicht
nachgewiesen werden, wurde aber bei Biosynthesestudien in Zellsuspensionenkultur aus
Apfelfriichten nachgewiesen (KOUMBA-KOUMBA und MACHEIX 1982). Ebenso finden sich
keine glykosidisch gebundenen Glucoside der Hydroxyzimtsduren, daflr aber Ester mit
Glucose, im Apfel.

Die wichtigsten Flavonole im Apfel sind die Glykoside des Quercetins (OLESZEK et al.
1988). Die Gehalte der einzelnen Glykoside und ihr Verhélinis zueinander schwanken stark
in Abhangigkeit der Sorte (WALD und GALENSA 1989, BURDA et al. 1990, PEREZ-
ILZARBE et al. 1991).

Ahnliches gilt auch fur die Gehalte und die Verhéltnisse der Anthocyane im Apfel, die z. B.
bei Sorten mit griiner Schale véllig fehlen und bei rotschaligen Sorten oder seltenen Sorten
mit rotem Fruchtfleisch in durchaus gréBeren Mengen enthalten sein kénnen. Als wichtigstes
Anthocyan in der Schale wird das Cyanidin-3-galaktosid genannt, gefolgt von erheblich
geringeren Mengen Cyanidin-3-arabinosid und Cyanidin-3-glucosid (MAZZA und MINIATI
1993). Sorten mit rotem Fruchtfleisch haben einen Anthocyangehalt von 95 — 100 mg/kg,
wobei ein Anthocyanmuster von Cyanidin-3-galaktosid (39,1%), Cyanidin-3-glucosid
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(27,0%), Cyanidin-3-arabinosid
(MAZZA und VEGLIOGLU 1992).
Die wichtigsten monomeren Flavan-3-ole sind das (-)-Epicatechin und das (+)-Catechin,
wobei die Gehalte an (-)-Epicatechin deutlich héher sind (RISCH und HERRMANN 1988).
Die Polymere der Catechine, die Procyanidine, sind im Apfel in betrachtlichen Mengen
enthalten. Sie machen nach neueren Erkenntnissen 40 — 60% des Gesamtphenolgehaltes
des Apfels aus (MAYR et al. 1996, GUYOT et al. 1998). Als wichtigstes Procyanidin wird das
dimere Procyanidin B2, das aus zwei 4 — 8 verknipften (-)-Epicatechineinheiten besteht,
genannt.

(28,3%), Cyanidin-3-xylosid (10,5%) bestimmt wurde

Tabelle 1: Bisher identifizierte Polyphenole in der frischen Apfelfrucht sowie die Gehalte als
Durchschnitt und Schwankungsbreite (RISCH und HERRMANN 1988 (n = 16), WALD und
GALENSA 1989° (n = 16), °LEA und TIMBERLAKE 1974, “MAYR et al. 1996, >LAZARUS et
al. 1999, ®WILSKA-JESZKA und PODSEDEK 1996 (n = 8), ‘GUYOT et al. 1998 (n = 1),

8LANCASTER 1992, °LISTER et al. 1993 (n = 1), °"MAYR und TREUTTER 1996 (n = 9))

Nachgewiesene Polyphenole

Gehalte in mg/kg Frischgewicht

Hydroxyzimtsaurederivate

Chlorogensaure (5-Caffeoyl-L-(-)-chinasaure)
Kryptochlorogensaure (4-Caffeoyl-L-(-)-chinasaure)
4-Coumaroyl-L-(-)-chinasaure)
5-Coumaroyl-L-(-)-chinasaure

Caffeoylglucose

Coumaroylglucose

Feruloylglucose

62 — 385 (Mittelwert 139)’

0 — 12 (Mittelwert 2)"
Spuren — 32 (Mittelwert 14)’
Spuren — 9 (Mittelwert 2)'

0 — 6 (Mittelwert 1)’

1 — 19 (Mittelwert 4)’

0 — 9 (Mittelwert 3)’

Flavonole

Quercetin-3-galaktosid (Hyperosid) 5 —39°
Quercetin-3-glucosid (Isoquercitrin) 3162
Quercetin-3-rutinosid (Rutin) 1-10?
Quercetin-3-arabinosid (Avicularin) 8 — 25°
Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin) 3-19?
Quercetin-3-xylosid 4-10°
Dihydrochalkone

Phloridzin (Phloretin-2’-glucosid) 10 — 158°
Phloretin-2’-xylosylglucosid 11 — 2307

Flavan-3-ole
(+)-Catechine
(-)-Epicatechin

Spuren — 27 (Mittelwert 9)’
2 — 129 (Mittelwert 46)’

Procyanidine

B1

B2

B5

C1

diverse Polymere
¥ Procyanidine®’

3,4,5

0,07 — 0,42 mg/Apfel™
0,67 — 2,50 mg/Apfel'®
0,06 — 0,22 mg/Apfel™
0,33 — 1,29 mg/Apfel'®
n.b.

1420 - 3240

Anthocyane®
Cyanidin-3-galaktosid
Cyanidin-3-xylosid
Cyanidin-3-arabinosid
Cyanidin-3-glucosid

Acylierte Cyanidin-3-glykoside
£ Cyanidin-3-glykoside®

0,1 — 8 mg/g Apfelschale
n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

1 mg/g Apfelschale

n.b. = nicht bestimmt

Uber die Gehalte einzelner Substanzen ist aufgrund der schwierigen Analytik dieser Gruppe
der Polyphenole wenig bekannt. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die oben
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genannten und quantifizierten Procyanidine B1, B2, B3, B5, C1 langst nicht alle im Apfel
vorkommenden Procyanidine sind (LEA 1984, PEREZ-ILZARBE et al. 1992, GUYOT et al.
1998, LAZARUS et al. 1999). Die wichtigsten Dihydrochalkone, die fir den Genus Malus
charakteristisch sind, stellen das Phloridzin (Phloretin-2°-glucosid) und das Phloretin-2’-
xyloglucosid dar (OLESZEK et al. 1998). Die Verteilung der einzelnen Klassen an
Polyphenolen in der Frucht ist sehr inhomogen und verandert sich wahrend der Reifung
(RISCH UND HERRMANN 1988, BURDA et al. 1990, PEREZ-ILZARBE et al. 1991, MAYR
et al. 1996, GUYOT et al. 1998). So finden sich die Hydroxyzimtsdurederivate hauptsachlich
im Fruchtfleisch, die Flavonole und Anthocyane in der Schale, die Dihydrochalkone in den
Kernen und die monomeren Flavan-3-ole und die Procyanidine in Fruchtfleisch und Schale.
Dabei sind die Konzentrationen an Polyphenolen in Schale und Kernen erheblich héher als
im Fruchtfleisch. ) i

Eine Kaltlagerung der Apfel Uber 6 Monate verandert den Polyphenolgehalt der Apfel nicht
(BURDA et al. 1990).

Apfelsaft

Das Polyphenolmuster und die Polyphenolgehalte von Apfelsaft unterscheiden sich von
denen des Apfels. Schlecht wasserlosliche Polyphenole, wie Quercetin-3-glykoside,
Phloridzin und hdher polymere Procyanidine gehen unvollstédndig in den Saft Uber und
verbleiben im Trester, was Muster und Gehalt der Polyphenole im Saft gegenliber der Frucht
verandert. In Tabelle 2 sind die Schwankungsbreiten der Gehalte der wichtigsten
Polyphenole mittels HPLC im Apfelsaft aus einigen Veréffentlichungen der letzten Jahre
aufgefihrt.

Durch eine Extraktion mit warmem Wasser kann der Gehalt dieser schlecht wasserldslichen
Polyphenole erhéht werden (SPANOS et al. 1990). Zudem entstehen durch enzymatische
Aktivitaten im Saft die unveresterten Hydroxyzimtsauren Kaffeesaure,
p-Coumarsaure und Ferulasdure (Esterase-Aktivitat fruchteigener oder zugesetzter Enzyme)
und das 3-Hydroxyphloridzin (Polyphenoloxidase-Aktivitat fruchteigener Enzyme) und lassen
sich im Saft nachweisen (SPANOS et al. 1990, BURDA et al. 1990, RITTER 1994). In
Abhéangigkeit von Rohware und Herstellungsverfahren kann Apfelsaft verschieden groBe
Mengen an Polyphenolen enthalten (LEA und TIMBERLAKE 1978, LEE und WROLSTAD
1988, SPANOS et al. 1990, SCHOLS et al. 1991, RITTER 1994, PICINELLI et al. 1997). Die
starke Abhéngigkeit der Gehalte der einzelnen Polyphenole von Rohware und
Herstellungsprozess zeigt sich deutlich anhand der in Tabelle 2 aufgefihrten groBen
Schwankungsbreiten. Der Vergleich der Schwankungsbreiten fir die Gehalte einzelner
Polyphenole der verschiedenen Autoren miteinander zeigt teilweise erhebliche Unterschiede.
Vermutlich  spielen  Unterschiede in den verwendeten HPLC-Methoden  zur
Polyphenolanalytik neben Rohware und Herstellungsprozess eine nicht unbedeutende Rolle
bei diesen Differenzen. Dazu muss angemerkt werden, dass 8 der in Tabelle 2 aufgeflihrten
20 Polyphenole kommerziell als Standardsubstanzen nicht erhéltlich sind. Die Unterschiede
in Polyphenolmuster und —gehalten von Apfelsaften haben ihre Ursache auch in der
inhomogenen Verteilung der einzelnen Polyphenole im Apfel. Die Art des Mahlens und das
Entsaftungsverfahren begtinstigen den Eintrag der einzelnen Polyphenole in den Presssaft
auf verschiedene Weise. SCHOLS et al. 1991 fanden bei der Entsaftung von unbehandelter
Maische, kalt enzymierter Maische (20°C, 1 Stunde) und warm enzymierter, verflissigter
Maische (45°C, 4 Stunden) erhebliche Unterschiede in der Ausbeute an Polyphenolen im
Saft. Die hdchste Ausbeute wies der Saft der warm enzymierten Maische auf, die geringste
Ausbeute der kalt enzymierte Saft, wahrend der Saft der unbehandelten Maische etwa in der
Mitte lag. Im Polyphenolmuster zeigten sich Unterschiede beim Saft aus warm enzymierter
Maische, wobei insbesondere die Gehalte an Phloridzin, Epicatechin und Catechin, das in
den beiden anderen Saften nicht nachweisbar war, stark erhéht waren. Ahnliche Ergebnisse
fanden mit alteren Analysentechniken LEA und TIMBERLAKE 1978 fur den Gehalt und das
Muster der Polyphenole von Saft aus kalt und warm enzymierter Maische. Allerdings stellten
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die Autoren auch einen Anstieg der Bitterkeit und Adstringenz in der Sensorik des Saftes aus
der warm enzymierten Maische fest.

Tabelle 2: Schwankungsbreite der Gehalte der wichtigsten Polyphenole mittels HPLC in
Apfelsaft verschiedener Sorten und Herstellungsverfahren

Substanz SPANOS et al.| SUAREZ-VALLES |RITTER et al.| PICINELLI
1990 et al. 1994 1996 et al. 1997
(n = 30) (n = 3) (n = 38) (n = 9)
Chorogenséaure 2,3—-113,7 n.b. 11,2-177,6 [10,8 —557,4
Neochlorogenséure n.b. n.b. Spuren—1,3 |n.b.
Kryptochlorogensaure n.n.—14,5 n.b. 2,3-129 n.b.
4-Coumaroylchinasdure n.n —34,0 n.b. 3,3 -49,1 1,1-76,1
Kaffeesaure 0,7-9,6 n.b. Spuren —13,9 |n.b.
p-Coumarsaure 0,3-6,2 n.b. Spuren—2,1 |n.b.
Ferulasaure n.b. n.b. Spuren—1,6 |n.b.
Y Hydroxyzimtsaureder. 6,9 —-191,8 n.b. 26,9-224,1 |n.b.
(+)-Catechin n.n.— 16,9 36,0 — 69,5 1,1—-11 n.n.—17,0
(-)-Epicatechin n.n. — 34,0 159,7 — 225,6 2,9-30,3 n.n.—171,5
Procyanidin B2 n.n.— 3,1 90,0 - 138,7 3,4 —-58,5 n.n.—147,5
Procyanidin B1 nn-127 10,8 - 27,5 n.b. n.n. — 39,6
Procyanidin B5 n.b. n.b. n.b. n.n.— 27,8
Procyanidin C1 n.b. 66,5—-119,8 n.b. n.n.—124,9
Y Flavan-3-ole n.n.—114,6 n.b. n.b. n.n. — 556,5
Phloridzin 1,3-56,0 82,8 — 196,1 2,0-451 3,4—-31,7
Phloretin-2”-xyloglucosid n.n.— 18,6 14,2 —38,0 0,3-—-8,6 n.n.— 95,3
Y Dihydrochalkone 1,3-74,6 n.b. n.b. n.b.
Quercetin-3-galaktosid 1,0—-144 n.b. n.b. n.b.
Quercetin-3-rutinosid n.b. 7,0,-125 n.b. n.b.
Quercetin-3-glucosid n.n. - 9,1 0,3—8,6 n.b.
Quercetin-3-arabinosid n.n.— 16,0 Spuren n.b. n.b.
Quercetin-3-rhamnosid n.n.—13,8 5,8 — 33,6 n.b. n.n.—1,8
Y. Flavonole 3,6--51,8 n.b. n.b. n.b.
Y Polyphenole HPLC 12,5-332,8 n.b. 48,4 -318,0 |n.b.

n: Probenzahl, n.b.: nicht bestimmt, n.n.: nicht nachweisbar

Eine Diffusionsextraktion von Apfelsaft unter Zusatz von warmem Wasser erh6ht ebenfalls
deutlich den Polyphenolgehalt und verandert das Polyphenolmuster, wobei insbesonders die
Gehalte der in kaltem Wasser schlecht 16slichen Quercetin-3-glykoside und des Phloridzins
ansteigen (SPANOS et al. 1990). Eine Enzymierung der Maische fihrt allerdings auch zu
einer deutlichen Erhéhung der Saftausbeute (LEA und TIMBERLAKE 1978, SCHOLS et al.
1991). Eine direkte Pasteurisation des frischen Presssaftes unterbindet eine weitere
enzymatische Oxidation der Polyphenole im Saft durch Inaktivierung fruchteigener Enzyme,
da diese Oxidation bei langen Zeitrdumen zwischen Entsaftung und Pasteurisation des
Saftes im Verlauf des Herstellungsprozesses zu deutlichen Verlusten an Polyphenolen
fihren kann (SPANOS et al. 1990). Diese Behandlung flhrte auch zu einer deutlichen
Zunahme des Gesamtphenolgehaltes und des Gehaltes an monomeren Polyphenolen
gegenlber dem frischen Presssaft, was die Autoren allerdings hauptsachlich auf die
fortschreitende Oxidation des Presssaftes nach der Probennahme zurlckfihren.

Zur Klarung von tribem Apfelsaft und Herstellung eines stabilen klaren Apfelsaftes existieren
klassische und neue Verfahren. Die Saftenzymierung mit pektolytischen Enzymen gefolgt
von einer Filtration zur Klarung des Saftes, d.h. Entfernung des Trubes aus dem Saft, fuhrt
zu einer Abnahme von Gesamtphenolgehalt und den Gehalten an monomeren Polyphenolen
im Apfelsaft (SPANOS et al. 1990). Einige dieser Verfahren entfernen relativ selektiv
bestimmte Polyphenole oder eine bestimmte Klasse an Polyphenolen aus dem Saft. Die
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Schénung mit Gelatine/Kieselsol entfernt beispielsweise hauptsachlich die polymeren
Polyphenole, wie die Procyanidine (LEA und TIMBERLAKE 1978, HEATHERBELL 1984),
wahrend die Gehalte an monomeren Polyphenolen kaum verandert werden, was erst bei der
zusatzlichen Verwendung von Bentonit (Gelatine/Kieselsol/Bentonit-Schénung) in geringem
MaB der Fall ist (SPANOS et al. 1990, RITTER 1994). RITTER 1994 beziffert die Reduktion
des Gesamtphenolgehaltes von Apfelsaft durch eine Gelatine/Kieselsol/Bentonit-Schénung
mit 17%, wobei die Gehalte der Hauptpolyphenole des Apfelsaftes auBer Procyanidin B2
ahnlich stark bzw. geringer abnehmen. Andere BehandlungsmaBnahmen von Apfelsaft
fihren sowohl im Gesamtphenolgehalt wie auch im Gehalt an monomeren Polyphenolen zu
deutlich héheren Verlusten. Die Behandlung mit PVPP reduziert den Gesamtphenolgehalt
von Apfelsaft um 50% und die Gehalte an monomeren Polyphenolen mit 15 — 57%
unterschiedlich stark (RITTER 1994). Die Behandlung von triilbem Apfelsaft mit Laccase/O,
und folgender Ultrafiltration entfernt einen groBen Teil der Polyphenole mit o- und p-
Diphenolstruktur, was zu einer Reduktion des Gesamtphenolgehaltes von 80% flhrt
(RITTER 1994). Einen ahnlich hohen Verlust an Polyphenolen verursacht die Behandlung
von klarem Apfelsaft mit Adsorberharz (RITTER 1994).

Die Lagerung des Saftes hat ebenso einen Einfluss auf Polyphenolmuster und —gehalte.
Eine neunmonatige Lagerung von Apfelsaftkonzentrat bei 25°C vermindert die
Hydroxyzimtsaurederivate um ca. 36%, die Flavonole und Dihydrochalkone um ca. 60% und
fihrte bei den Procyanidinen zu einem vollstidndigen Verlust (SPANOS et al. 1990). Im
Hinblick auf das Ubliche Mindesthaltbarkeitsdatum (MHD) von Fruchtsaft von 12 — 24
Monaten kann geschlossen werden, dass der Saft von der Herstellung bis zum Ende des
MHD deutlichen Veranderungen im Bereich der Polyphenole unterliegt.

Bei der Untersuchung der Braunung von Apfelsaftkonzentrat wahrend der Lagerung ergab
sich bei Konzentraten aus drei verschiedenen Apfelsorten eine Kinetik 1. Ordnung mit
Aktivierungsenergien zwischen 100,3 und 105,0 kdmol™ fiir die Entstehung von HMF als
Indikatorsubstanz fiir die nichtenzymatische Braunung. K, lag zwischen 2,81x10'® und
2,95 10" Tage™. Die Braunung selbst, bestimmt durch die Extinktion bei 440 nm, passt eher
zu einer Kinetik 0. Ordnung der Formel C = kt, was bedeutet, dass der Anstieg der Braunung
mit der Zeit linear verlauft. Die Kinetik-Konstante k in Tage™ stieg fiir die Konzentrate aus
den drei Sorten mit steigender Temperatur von 1,66x10* 1,90x10* und 3,94x10* bei 4°C
Uber 18,41x10%, 26,87x10* und 31,97x10* bei 20°C und 55,46x10%, 92,95x10* und
135,42x10* bei 37°C. Praktisch bedeutet dies, dass im Falle der ersten aufgefiihrten
Konstante bei einer Lagertemperatur von 4°C an einem Tage die Extinktion bei 440nm um
1,66x10™ Extinktionseinheiten zunimmt.

2.1.5. Polyphenole in schwarzen Johannisbeeren und im schwarzen
Johannisbeersaft

Schwarze Johannisbeeren

Uber die phenolischen Inhaltsstoffe der schwarzen Johannisbeere (Ribes nigrum L.) und
deren Gehalte in der frischen Frucht ist im Vergleich zum Apfel relativ wenig bekannt. Sie
wird vor allem wegen ihres hohen Gehaltes an L-Ascorbinsaure geschatzt und zeichnet sich
durch vergleichsweise hohe Gehalte an Polyphenolen und Anthocyanen aus. Genaue
Angaben zum Gesamtphenolgehalt von frischen schwarzen Johannisbeeren wurden nicht
gefunden. Sechs Klassen an pflanzlichen Phenolen wurden bisher in schwarzen
Johannisbeeren identifiziert (HERRMANN 1997a): Anthocyane, Hydroxyzimtsaurederivate,
Hydroxybenzoesdurederivate, monomere Flavan-3-ole, Procyanidine, Flavonolderivate. Die
meisten Daten sind Uber die Anthocyane der schwarzen Johannisbeere verflugbar. Reife
Beeren enthalten etwa 2500 mg/kg Anthocyane und die Beerenhaut besteht zu mind. 2,5%
des Frischgewichtes aus diesen Farbstoffen (KOEPPEN und HERRMANN 1977). IVERSEN
1999 gibt fir schwarze Johannisbeeren der Sorte ,Ben Lomond“ einen durchschnittlichen
Gesamtanthocyangehalt von 4100 mg/kg an, EDER 1996b nennt Gehalte zwischen 1,5 — 3,9
g/kg Frischgewicht und CLIFFORD 2000 gibt eine Spannweite von 1300 — 4000 mg/kg an. In



Grundlagen 22

Tabelle 3 sind die bisher identifizierten Anthocyane und ihre prozentualen Anteile am
Gesamtanthocyangehalt der frischen schwarzen Johannisbeere aufgefiihrt. Die in geringeren
Mengen vorkommenden Anthocyane Pelargonidin-3-rutinosid, Cyanidin-3-sophorosid und
Delphinidin-3-sophorosid wurden bisher nur von LE LOUS et al. 1975 beschrieben.

Tabelle 3: Anthocyane der schwarzen Johannisbeere und ihr prozentualer Anteil am
Gesamtanthocyangehalt (LE LOUS et al. 1975)

Anthocyan Prozentualer Anteil am Gesamtanthocyangehalt

Delphinidin-3-glucosid 13

Delphinidin-3-rutinosid 30

Cyanidin-3-glucosid 17

Cyanidin-3-rutinosid 35

Pelargonidin-3-rutinosid 3

Delphinidin-3-sophorosid | 1

Cyanidin-3-sophorosid 1

Die bisher identifizierten farblosen Polyphenole und ihre Gehalte in der frischen Frucht sind
in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Farblose Polyphenole und ihre Gehalte in frischen schwarzen Johannisbeeren
fiinf verschiedener Sorten ('SCHUSTER und HERRMANN 1985, 2STOHR und HERRMANN
1975a (n = 5), *KOEPPEN und HERRMANN 1977)

Nachgewiesene Polyphenole mg/kg Frischgewicht
Hydroxyzimtsaurederivate'

Neochlorogensaure 38-48
Kryptochlorogensaure 3-5
Chlorogensaure 1-2
3-p-Coumaroylchinasaure 13 - 21
4-Feruloylchinasaure 2-3
5-Feruloylchinasaure 1-2
Caffeoylglucose 19 -30
p-Coumaroylglucose 10— 14
Feruloylglucose 11 -15
Kaffeeséure-4-glucosid 2
p-Coumarsaureglucosid 4-10
Ferulasaureglucosid 2-4
Hydroxybenzoesaurederivate’
4-Hydroxybenzoesaureglucosid 4-13
Galloylglucose 4-7
Flavan-3-ole®

(+)-Catechin ~5
(-)-Epicatechin ~5
(+)-Gallocatechin ~5
(-)-Epigallocatechin ~5
Flavonole®

Myrecetin-3-glucosid n.b.
Myrecetin-3-rutinosid n.b.
Quercetin-3-glucosid n.b.
Quercetin-3-rutinosid n.b.
Kaempferol-3-glucosid n.b.
Kaempferol-3-rutinosid n.b.

n.b. = nicht bestimmt
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Bei den farblosen Polyphenolen weisen die Hydroxyzimtsaurederivate, Ester mit Chinaséure
und Glucose sowie Glucoside, die hochsten Gehalte auf. Die Gehalte an
Hydroxybenzoesdurederivaten und Flavan-3-olen sind vergleichsweise gering. Uber die
Gehalte an Flavonolderivaten, Glykoside des Myricetins, Quercetins und Kaempferols,
werden keine detaillierten Angaben gemacht, allerdings ein Gesamtflavonolgehalt von 9
mg/kg angegeben (WILDANGER und HERRMANN 1973). Uber die Gehalte an
Procyanidinen ist bisher kaum etwas bekannt. WILSKA-JESZKA und PODSEDEK 1996
geben fir flnf untersuchte Sorten Gesamtgehalte an Procyanidinen von 372 — 619 mg/kg
Frischgewicht an.

Schwarzer Johannisbeersaft

Uber die Gehalte der aufgefiihrten Polyphenole im schwarzen Johannisbeersaft gibt es
ebenfalls wenig Informationen. Eine é&ltere Arbeit von MORTON 1968 nennt einen
Gesamtanthocyangehalt von 1450 mg/L Saft. DIETRICH et al. 1994 untersuchten in einem
seit 1990 laufenden Sortenscreening die Eignung von mehr als 25 schwarze
Johannisbeersorten zur Saft- bzw. Nektarherstellung. Hierbei wurden signifikante
Unterschiede u. a. in der Sensorik, der Farbintensitat, in den Gehalten an Saure,
L-Ascorbinsdure und Polyphenolen festgestellt. Der mittels HPLC ermittelte Anthocyangehalt
der Séfte (ohne Nachextraktion) lag im Bereich von 333 — 1952 mg/L (Mittel 842 mg/L) und
schwankte somit um mehr als den Faktor 5. In Ubereinstimmung mit der Literatur wurden in
allen Sorten im wesentlichen nur 4 Anthocyane gefunden: Delphinidin-3-rutinosid (43 - 53%),
Cyanidin-3-rutinosid (30 - 40%), Delphinidin-3-glucosid (10 - 15%) und Cyanidin-3-glucosid
(3 - 6%). Die Enzymierung von schwarzer Johannisbeermaische mit pektolytischen Enzymen
fihrt neben der Erhéhung der Saftausbeute auch zu einer Erhéhung der Farbe im Saft
(DONGOWSKI und BOCK 1987), woraus eine hdhere Ausbeute an Anthocyanen und
anderen Polyphenolen geschlossen werden kann. IVERSEN 1999 untersuchte die
Verdnderung des Anthocyangehaltes bei der Herstellung eines schwarzen
Johannisbeernektars von den Beeren Uber Maische und Rohsaft zum Nektar. Eine
Maischestandzeit von 2 Stunden bei 50°C mit pektolytischen Enzymen flhrte zu einem
Verlust an Anthocyanen von 3%. Nach dem Entsaftungsvorgang verblieben 21% der
Anthocyane im Trester. Eine Standzeit des Presssaftes von einer Stunde bei ca. 35°C
verursachte erheblich hdhere Verluste an Anthocyanen als die Maischestandzeit. Nach
Nektarausmischung und Pasteurisation betrug der Verlust gegeniber dem frischen Rohsaft
9%.

Die Stabilitdt der Anthocyane im schwarzen Johannisbeersaft, —nektar, -konzentrat oder —
sirup, besonders in Wechselwirkung mit der L-Ascorbinsaure, wurde mehrfach untersucht
(MORTON 1968, SKREDE et al. 1992, EDER 1996a, IVERSEN 1999). Danach stabilisieren
die Anthocyane der schwarzen Johannisbeere die L-Ascorbinsdure im Produkt, was aber
andererseits zu einem starkeren Verlust des Gehaltes an monomeren Anthocyanen flhrt.
Nach einer Lagerzeit eines schwarzen Johannisbeernektars von 6 Monaten bei 20°C im
Dunkeln betrug der Verlust an monomeren Anthocyanen mehr als 50%, wobei in der
Abnahme der einzelnen Anthocyane keine signifikanten Unterschiede auftraten (IVERSEN
1999). Bei einem Ublichen Mindesthaltbarkeitsdatum (MHD) fiir Fruchtséfte und —nektare von
12 — 24 Monaten bedeutet dies eine erhebliche Abnahme an monomeren Anthocyanen im
Zeitraum von Herstellung lber die Standzeiten vor und nach dem Verkauf bis zum Konsum
bzw. Ablauf des MHD. Die Reaktionskinetik der Abnahme der Anthocyane wurde annahernd
mit einer Reaktion 1. Ordnung beschrieben (EDER 1996a). Das Arrhenius-Diagramm des
Abbaus der einzelnen Anthocyane ist in Abbildung 9 dargestellt.

Die Aktivierungsenergien betragen fiir Delphinidin-3-rutinosid 53,97 kJmol™, fiir Delphinidin-
3-glucosid 52,54 kJmol™, fiir Cyanidin-3-rutinosid 55,40 kJmol”, fiir Cyanidin-3-glucosid
53,58 kJmol" und fiir Pelargonidin-3-rutinosid von 91,07 kJmol™. Aufgrund der hohen
Aktivierungsenergie ist das Pelargonidin-3-rutinosid bei niedrigen Temperaturen deutlich
stabiler als die anderen Anthocyane des schwarzen Johannisbeersaftes, was sich allerdings
mit steigender Temperatur zunehmend andert, so dass die Stabilitdt der Anthocyane bei
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30°C etwa gleich ist. Nach EDER 1996a bestehen demnach kaum Unterschiede in der
Stabilitat der vier Hauptanthocyane des schwarzen Johannisbeersaftes.
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Abbildung 9: Arrhenius-Diagramm der Anthocyane in schwarzem Johannisbeersaft (EDER
1996a)

TAYLOR 1989 hingegen fand bei der Lagerung vakuumverpackter, pasteurisierter Safte bei
20°C Unterschiede in der Stabilitdt der einzelnen Anthocyane. Delphinidin-3-rutinosid und
Cyanidin-3-rutinosid waren danach erheblich stabiler als die entsprechenden Glucoside,
wobei Delphinidin-3-rutinosid das stabilste Anthocyan darstellte. IVERSEN 1999 konnte
zudem zeigen, dass Licht ebenfalls einen Einfluss auf die Kinetik-Konstante beim Abbau der
Anthocyane in schwarzem Johannisbeernektar hat. Fir eine Lagertemperatur von 20°C
ergab sich bei Lagerung im Dunkeln eine Kinetik-Konstante von k = 3,2x10° Tage™ und bei
Lagerung im Licht von k = 4,2x10° Tage', was bedeutet, dass Licht den Abbau der
Anthocyane beschleunigt. Die Kinetik-Konstanten des L-Ascorbinsdureabbaus unter den
selben Lagerungsbedingungen betrugen 1,0x10° (Licht) bzw. 1,1x10° (Dunkel), also nur etwa
ein Viertel der Werte fUr die Anthocyane, und zeigten keine signifikante Veranderung durch
den Lichteinfluss.

2.1.6. Polyphenole in Brombeeren, Holunderbeeren, Erdbeeren, Stachelbeeren,
Moosbeeren und Sauerkirschen

Brombeere

Frucht

Uber die phenolischen Inhaltsstoffe der Brombeere (Rubus spp.) und deren Gehalte in der
frischen Frucht gibt es wenig Informationen. Es gibt weltweit viele verschiedene
Brombeersorten, die sich in ihren Gehalten an phenolischen Inhaltsstoffen teilweise
erheblich unterscheiden kénnen. Sechs Klassen an pflanzlichen Polyphenolen wurden bisher
in Brombeeren identifiziert (HERRMANN 1996a): Anthocyane, Hydroxyzimtsdurederivate,
Hydroxybenzoesaurederivate, monomere Flavan-3-ole, Procyanidine, Flavonolderivate. In
Tabelle 5 sind die bisher identifizierten Polyphenole und die Schwankungsbreiten ihrer
Gehalte in frischen Brombeeren aufgefihrt. Uber das Vorkommen und die Identitat der
Anthocyane herrscht keine voéllige Klarheit. Sicher identifiziert sind bisher Cyanidin-3-
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glucosid als Hauptanthocyan sowie Cyanidin-3-rutinosid in kleineren Mengen. Es wurden
zwar in verschiedenen Sorten noch andere Anthocyane nachgewiesen, konnten aber nicht
eindeutig charakterisiert werden (TORRE und BARRIT 1977, SAPERS et al. 1986). Sicher
ist bisher nur, dass es sich um Cyanidinderivate handelt. Es werden auch acylierte
Cyanidinglykoside vermutet (SAPERS et al. 1986).

Tabelle 5: Bisher identifizierte Polyphenole und die Schwankungsbreiten ihrer Gehalte in
frischen Brombeeren ('SCHUSTER und HERRMANN 1985 (n = 3), MOSEL und
HERRMANN 1974 (n = 6), THOMPSON et al. 1972, *‘HENNING 1981 (n = 5), "TORRE und
BARRIT 1977 (n = 19), °SAPERS et al. 1986, 'WILSKA-JESZKA und PODSEDEK 1996 (n =

1))

Nachgewiesene Polyphenole

mg/kg Frischgewicht

Hydroxyzimtsaurederivate’
Neochlorogensaure
Chlorogensaure
3-p-Coumaroylchinasaure
3-Feruloylchinasaure
Caffeoylglucose
p-Coumaroylglucose
Feruloylglucose
p-Coumarsaureglucosid

41 - 52
Spuren — 3
2-5

DN WN
|
o -0 s

Hydroxybenzoesaurederivate’
p-Hydroxybenzoesaureglucosid
Protocatechusaureglucosid
Gallussaureglucosid
Galloylglucose

NDON S~
I
W oON

Flavan-3-ole®
(+)-Catechin 65 — 150 (Mittelwert 111)
(-)-Epicatechin 8 — 38 (Mittelwert 19)

Procyanidine®
B4, B5, B8 n.b.
X Procyanidine’ 527

Flavonole®
Quercetin-3-glucuronid
Quercetin-3-glucosid
Quercetin-3-galaktosid
Quercetin-3-xyloglucuronid
Quercetin-3-rutinosid
Kaempferol-3-glucuronid
Kaempferol-3-galaktosid
Kaempferol-3-xyloglucuronid

22 — 96 (Mittelwert 62)
36 — 55 (Mittelwert 47)
22 — 80(Mittelwert 42)
18 — 30 (Mittelwert 23)
12 — 25 (Mittelwert 21)
6 — 19 (Mittelwert 12)

12 — 40 (Mittelwert 22)
14 — 90 (Mittelwert 41)

Anthocyane™®

Cyanidin-3-glucosid®® 756 — 2216 (Hauptsachlich 1300 — 1700)°
Cyanidin-3-rutinosid>® n.b.

acylierte Cyanidin-3-glykoside® n.b.

n.b. = nicht bestimmt

Saft

Uber die Gehalte an phenolischen Inhaltsstoffen in Brombeersaft existieren nur wenige
Informationen. ROMMEL et al. 1992 nennt flr einen Saft aus der Sorte ,Evergreen” eine
prozentuale Verteilung der Anthocyane von 67% Cyanidin-3-glucosid, 7,7% Cyanidin-3-
rutinosid, 7,9% Cyanidinderivat, 7,8% eines acylierten Cyanidinderivates, 6,7% eines
weiteren acylierten Cyanidinderivates, 1% eines polymeren Anthocyans, 1% Cyanidin. Zu
farblosen Polyphenolen werden keine Angaben gemacht. Untersuchungen zur Stabilitat und
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Veranderungen der Anthocyane in Saft und Wein wahrend der Herstellung und Lagerung
zeigten, dass vor allem das Cyanidin-3-glucosid sehr instabil ist (ROMMEL et al. 1992). Die
Presssafte nach einer Maischeenzymierung mit pektolytischen Enzymen bei ca. 50°C
einerseits und nach einer KZE der Maische mit anschlieBender Maischeenzymierung mit
pektolytischen Enzymen bei ca. 50°C andererseits wurden auf inren Gesamtanthocyangehalt
mittels HPLC untersucht. Es zeigte sich, dass der Presssaft aus der zuvor pasteurisierten
Maische einen deutlich h6heren Gesamtanthocyangehalt aufwies (638 mg/L gegenliber 396
mg/L). Die Ursache dafirr liegt einerseits an der Enzyminaktivierung beispielsweise der
Polyphenol-Oxidasen in der Maische und andererseits an der Thermoplasmolyse der Zellen
(Aufplatzen) und der durch diesen Zellaufschluss verbesserten Extraktion der Polyphenole
aus der Maische. Eine Schénung mit Gelatine / Bentonit verringerte den
Gesamtanthocyangehalt der beiden Varianten um 14 bzw. 18%. Die anschlieBende Garung
reduzierte den Anthocyangehalt um Uber 80% und eine weitere Lagerung bei 20°C flhrte
schlieBlich zu einem vélligen Verlust an monomeren Anthocyanen. Der Wein der
Prozesslinie Maische-KZE, Maischeenzymierung, Vergarung des ungeschénten Saftes
besaB nach der Abflllung den héchsten Gesamtanthocyangehalt. Der Wein aus der
Prozesslinie Maischeenzymierung, Vergarung des geschdnten Saftes hatte den niedrigsten
Gesamtanthocyangehalt, wahrend der Gesamtanthocyangehalt des Weines aus einer
Maischegarung mit oder ohne Schénung etwas héher war. Der Anteil von Polymeren an der
Farbe nimmt wahrend der Vergarung mit 38 — 48% deutlich zu und steigt im Verlauf der
Lagerung weiter an. Eine héhere Lagertemperatur (20°C gegentiber 2°C) flhrt zu starkeren
Verlusten an Anthocyanen und einem hoheren Anteil von Polymeren an der Farbe der
Weine.

Holunderbeere

Frucht

Uber die phenolischen Inhaltsstoffe der schwarzen Holunderbeere (Sambucus nigra L.) und
deren Gehalte in der frischen Frucht gibt es wie bei den meisten Beerenfriichten wenig
Informationen. Bisher wurden vier Klassen an Polyphenolen beschrieben (HERRMANN
1996b, WILSKA-JESZKA und PODSEDEK 1996): Hydroxyzimtsaurederivate,
Flavonolderivate, Anthocyane und Procyanidine. Zu Flavan-3-olen oder anderen
Polyphenolen in Holunderbeeren wurden keine Informationen gefunden. Die Anthocyane der
schwarzen Holunderbeere sind am besten untersucht. EDER 1996¢ nennt fur sieben
Holunderbeerensorten bei zehn Proben Anthocyangehalte von 5707 — 10046 mg/kg
Frischgewicht und CLIFFORD 2000 gibt eine Spannweite von 2000 — 10000 mg/kg an.
Aufgrund dieser hohen Anthocyangehalte werden schwarze Holunderbeeren als Quelle fir
Farbstoffkonzentrate in der Lebensmittelindustrie verwendet (DRDAK und DAUCIK 1990,
PHILIPP et al. 1996). Tabelle 6 zeigt die bisher identifizierten Anthocyane und ihre
prozentuale Verteilung.

Tabelle 6: Anthocyanmuster von frischen Holunderbeeren und einem Farbstoffkonzentrat.

Anthocyan Frische Beeren |Frische Beeren Farbstoffkonzentrat
nach BRONNUM- | nach DRDAK und nach DRDAK und
HANSEN und DAUCIK 1990 DAUCIK 1990
HANSEN 1983

Cyanidin-3-glucosid 65,7% 32,6% 19,1%

Cyanidin-3-sambubiosid | 32,4% 55,2% 68,8%

Cyanidin-3-sambubiosyl- | 1,1% 10,2% 10,8%

5-glucosid

Cyanidin-3,5-diglucosid | 0,8% 2,0% 1,3%
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Als farblose Polyphenole werden von HERRMANN 1996b Chlorogensaure und andere nicht
genau beschriebene Hydroxyzimtsdurederivate sowie Quercetin-3-rutinosid und Quercetin-3-
glucosid aufgeflhrt. Gehalte oder genauere Angaben wurden nicht gefunden. Der Gehalt an
Procyanidinen wird von WILSKA-JESZKA und PODSEDEK 1996 fiir eine untersuchte Sorte
mit 1350 mg/kg Frischgewicht angegeben, kann aber wegen der geringen Probenzahl nur
als Richtwert angesehen werden.

Saft

Uber die Gehalte an phenolischen Inhaltsstoffen im Saft sind nur Daten zu den Anthocyanen
vorhanden (EDER 1996¢c). Die Gesamtanthocyangehalte von zehn Séften betrugen
zwischen 1941 und 6576 mg/L. Es zeigten sich auch groBe Unterschiede in den sieben
untersuchten Sorten. In Tabelle 7 sind die Schwankungsbreiten der prozentualen Anteile am
Gesamtanthocyangehalt dargestellt.

Tabelle 7: Prozentuale Anteile der einzelnen Anthocyane in zehn Holundersaften (EDER
1996¢)

Anthocyane Anteil am Gesamtanthocyangehalt (n = 10)
Cyanidin-3-glucosid 26,1 —54,2%

Cyanidin-3-sambubiosid 40,7 — 66,7%
Cyanidin-3-sambubiosyl-5-glucosid | 3,2 - 7,7%

Cyanidin-3,5-diglucosid 0,5-1,3%

Bei Produktions- und Lagerungsstudien konnte gezeigt werden, dass die
Cyanidinsambubioside stabiler sind als die Cyanidinglucoside (DRDAK und DAUCIK 1990,
EDER 1996¢c). Zudem kommt es zu erheblichen Verlusten an Anthocyanen bei der
Produktion und Lagerung eines Holundernektars (EDER 1996c¢). Der Anthocyanabbau
wahrend der Lagerung folgte, wie beim schwarzen Johannisbeersaft, einer Kinetik 1.
Ordnung (EDER 1996c). Die Aktivierungsenergien der einzelnen Anthocyane lagen
zwischen 50,84 kJmol" und 55,14 kJmol'. Bezogen auf 100% Anthocyangehalt in den
frischen Beeren ergaben sich bei den einzelnen Verarbeitungsschritten folgende Verluste:

Abbeeren —4,7%
Maischeerhitzung 1-8,9%
Entsaftung (Hydropresse) :-43,9%
Schénung und Filtration (Gelatine / Kieselsol / Bentonit) : - 3,4%
Konzentrierung (3 Varianten) 1-4,0%
Lagerung der Halbkonzentrate (90 Tage bei 4°C) :-10,8%
Rlckverdinnung und Pasteurisation - 3,6%
Lagerung des Nektars (55 Tage bei 4°C) - 16,6%

Besonders hohe Verluste werden bei der Entsaftung verzeichnet, wobei fast die Halfte der
Anthocyane im Trester verbleiben. Mahlen, Maischeerhitzung und —enzymierung
verursachen ebenfalls mit insgesamt ca. 14% erhebliche Verluste. Der Einfluss der
Schénung ist mit einem Verlust von 3,4% gering. Die Lagerung hat den gréBten Einfluss auf
die Anthocyane im Halbkonzentrat beziehungsweise im Nektar. Eine Lagerung bei 30°C
hatte einen vélligen Verlust der monomeren Anthocyane zur Folge. Zudem zeigte sich, dass
es im Verlauf des Herstellungsprozesses zu Veranderung des Anthocyanmusters kommt.
Die Anteile von Cyanidin-3-sambubiosid und den beiden Cyanidin-3,5-diglykoside nehmen
zu und der Anteil an Cyanidin-3-glucosid dementsprechend ab.

Der Holundernektar wies am Ende der Prozesslinie (Lagerung des Nektars) nur noch 4,0%
des in den frischen Beeren vorhandenen Gesamtanthocyangehaltes auf.
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Erdbeeren

Frucht

Uber die phenolischen Inhaltsstoffe der Erdbeere (Fragaria x ananassa Duch.) und ihre
Gehalte in den frischen Beeren gibt es einige Informationen. Bisher wurden sechs Klassen
an Polyphenolen nachgewiesen (HERRMANN 1996c): Hydroxyzimtsdurederivate,
Hydroxybenzoesaurederivate,  monomere  Flavan-3-ole,  Procyanidine,  Flavonole,
Anthocyane. In Tabelle 8 sind die bisher identifizierten Polyphenole und die
Schwankungsbreiten ihrer Gehalte in frischen Erdbeeren aufgefiihrt. Die Identitat einiger
nachgewiesener Anthocyane ist noch nicht eindeutig geklart (MAZZA und MINIATI 1993).

Tabelle 8: Bisher identifizierte Polyphenole und die Schwankungsbreiten ihrer Gehalte in
frischen Erdbeeren ('SCHUSTER und HERRMANN 1985 (n = 5), °STOHR und HERRMANN
1975b (n = 16), *THOMPSON et al. 1972, “HENNING 1981 (n = 20), *FULEKI 1969,
®BAKKER et al. 1994 (nachgewiesen im Saft), "MAAS et al. 1991 (n = 50), *WILSKA-
JESZKA und PODSEDEK 1996 (n = 1), "WROLSTAD et al. 1990 (n = 1))

Nachgewiesene Polyphenole mg/kg Frischgewicht
Hydroxyzimtsaurederivate'

p-Coumaroylglucose 14 — 27
Caffeoylglucose Spuren — 2
Feruloylglucose Spuren — 2
p-Coumarsaureglucosid Spuren
Hydroxybenzoeséaurederivate’

p-Hydroxybenzoesaureglucosid 6

Galloylchinasaure 1

Ellagséure’ 43 — 464
Flavan-3-ole®

(+)-Catechin 30 —40 (in 16 von 16 untersuchten Sorten)
(-)-Epicatechin Spuren — 12 (in 9 von 16 untersuchten Sorten)
(+)- Gallocatechin Spuren — 8 (in 4 von 16 untersuchten Sorten)
Proanthocyanidine®

B3 n.b.

¥ Procyanidine® 304

Flavonole®

Quercetin-3-galaktosid n.n.—15
Quercetin-3-glucosid 2-15
Quercetin-3-glucuronid -
Quercetin-3-xyloglucuronid 1-16
Kaempferol-3-galaktosid Spuren — 16
Kaempferol-3-glucosid -
Kaempferol-3-glucuronid 8-42
Kaempferol-3-xyloglucosid n.n.—5
Kaempferol-3-xyloglucuronid 2-10

Anthocyane®®

Pelargonidin-3-glucosid®® n.b.
Pelargonidin-3-rutinosid® n.b.
Pelargonidin-3-glucosid-succinat® n.b.
Cyanidin-3-glucosid™® n.b.
Cyanidin-3-glucosid-succinat® n.b.

diverse Pelargonidinglykoside®’ n.b.

T Anthocyane’ 300

n.b. = nicht bestimmt, n.n. = nicht nachweisbar
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Die Gehalte an Anthocyanen in den frischen Friichten werden von CLIFFORD 2000 mit einer
Spannweite von 150 — 350 mg/kg Frischgewischt angegeben, wahrend HERRMANN 1996¢
mit einen Wert von um die 300 mg/kg Frischgewicht fir eine Sorte nennt.

Saft
In Erdbeerséften aus 39 verschiedenen Sorten finden BAKKER et al. 1994 mittels einfacher
photometrischer Bestimmung Gesamtphenolgehalte von 28,8 — 728 mg/L und

Gesamtanthocyangehalte von 20,7 — 333,0 mg/L, wobei das Anthocyanmuster der
untersuchten Erdbeersafte im Bereich der Anthocyane mit geringeren Gehalten stark
variierte. Der Anteil des Pelargonidin-3-glucosids am Gesamtanthocyangehalt schwankte
zwischen 82,0 und 100%. Es wurden dreizehn verschiedene Anthocyane nachgewiesen, von
denen allerdings nur funf eindeutig identifiziert werden konnten (siehe auch Tabelle 8).

Stachelbeeren

Frucht

Uber die phenolischen Inhaltsstoffe der Stachelbeere (Ribes uva-crispa L.) und ihrer Gehalte
in den frischen Beeren gibt es sehr wenig Informationen. Die Stachelbeere wird nach ihrem
Aussehen in griine, gelbe und rote Sorten eingeteilt. Aufgrund ihrer nahen Verwandtschaft
zu den Johannisbeeren ahneln die phenolischen Inhaltsstoffe denen der Johannisbeeren.
Bisher wurden finf Klassen an Polyphenolen in Stachelbeeren beschrieben (HERRMANN
1997b): Hydroxyzimtsdurederivate, Hydroxybenzoesaurederivate, monomere Flavan-3-ole,
Flavonole und Anthocyane (nur in roten Sorten). In Tabelle 9 sind die bisher identifizierten
Polyphenole und die Schwankungsbreiten ihrer Gehalte aufgefihrt.

Tabelle 9: Bisher identifizierte Polyphenole und die Schwankungsbreiten ihrer Gehalte in
Stachelbeeren ('SCHUSTER und HERRMANN 1985 (n = 2), 2STOHR und HERRMANN
1975a (n = 6), *"WILDANGER und HERRMANN 1973, “MAZZA und MINIATI 1993)

Nachgewiesene Polyphenole mg/kg Frischgewicht
Hydroxyzimtsaurederivate'

Neochlorogensaure 3-4
3-p-Coumaroylchinaséure Spuren — 1
3-Feruloylchinasaure 1
Caffeoylglucose 5-13
p-Coumaroylglucose 7
Feruloylglucose Spuren — 6
Kaffeesaure-4-glucosid 2
p-Coumarsaureglucosid 4-6
Ferulasaureglucosid 2-4
Hydroxybenzoesaurederivate’
4-Hydroxybenzoesaureglucosid 9-14
Protocatechusaure-4-glucosid 2-7
Gallussaure-4-glucosid 2
Flavan-3-ole®

(+)-Catechin 150 — 280
(-)-Epicatechin 30 -80
Flavonole®

Quercetin- und Kaempferolderivate n.b.
Anthocyane*

Cyanidin-3-glucosid n.b.
Cyanidin-3-rutinosid n.b.
Delphinidin-3-glucosid n.b.

n.b. = nicht bestimmt
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Die Gegenwart von Procyanidinen wird angenommen, ist allerdings nicht bewiesen.
Daten Uber die Polyphenole und deren Gehalte in Stachelbeersaft oder —nektar konnten
nicht gefunden werden.

Sauerkirschen

Frucht

Uber die phenolischen Inhaltsstoffe der Sauerkirsche (Prunus cerasus L.), einer Steinfrucht,
und ihrer Gehalte in den frischen Kirschen gibt es ebenfalls wenig und teils verwirrende
Informationen. Bisher wurden finf Klassen an Polyphenolen nachgewiesen (HERRMANN
1996e): Hydroxyzimtsaurederivate, monomere Flavan-3-ole, Procyanidine, Flavonole,
Anthocyane. In Tabelle 10 sind die bisher identifizierten Polyphenole und die
Schwankungsbreiten ihrer Gehalte in frischen Sauerkirschen aufgefihrt.

Tabelle 10: Bisher identifizierte Polyphenole und die Schwankungsbreiten ihrer Gehalte in
Sauerkirschen ('RISCH UND HERRMANN 1988 (n = 6), “THOMPSON et al. 1972, *HENNIG
1980 (n = 3), *HONG und WROLSTAD 1990 (n = 3))

Nachgewiesene Polyphenole mg/kg Frischgewicht
Hydroxyzimtsaurederivate'

Chlorogensaure 5,0-14,0
Neochlorogenséure 8,6 —53,6
3-p-Coumaroylchinasdure 4,0-22,6
Flavan-3-ole’

(+)-Catechin 0,8-1,5
(-)-Epicatechin 0,4—-15,2
Proanthocyanidine®

B1 n.b.

B2 n.b.

B5 n.b.

C1 n.b.

E n.b.
Flavonole®

Quercetin-3-rutinosid 09-1,8
Quercetin-3-glucosid 0,2-0,3
Quercetin-3-rutinosyl-4"-diglucosid n.n.—-0,5
Kaempferol-3-rutinosid 1,2-1,9
Kaempferol-3-glucosid 0,1
Kaempferol-3- rutinosyl-4"-diglucosid 0,1-0,3
Anthocyane*

Cyanidin-3-glucosid n.b. (3 —15%)
Cyanidin-3-glucosylrutinosid n.b. (69 — 77%)
Cyanidin-3-sophorosid n.b. (1 —3%)
Cyanidin-3-rutinosid n.b. (11 — 16%)

n.b. = nicht bestimmt
n.n. = nicht nachweisbar

Der Gesamtanthocyangehalt von StB- und Sauerkirschen wird von CLIFFORD 2000
miteiner Spannweite von 50 — 4500 mg/kg Frischgewicht angegeben.
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Saft

CEMEROGLU et al. 1994 untersuchten die Abnahme der Anthocyane in Sauerkirschsaft und
—konzentrat wahrend der Lagerung bei verschiedenen Temperaturen und verschieden
langen Lagerzeiten. Die Abnahme der Anthocyane zeigte sich als eine Reaktion anndhernd
1. Ordnung, wie es auch flir die Anthocyane in schwarzem Johannisbeerkonzentrat
nachgewiesen wurde (siehe 2.1.5.). Unterschiede zwischen dem Saft (15°Brix) und den
Konzentraten (45 und 71°Brix) bei gleichen Lagerbedingungen wurden festgestellt. Den
gréBten Einfluss hatte allerdings die Temperatur. Die kinetischen Daten sind in Tabelle 11
aufgefihrt.

Tabelle 11: Kinetische Daten des Anthocyanabbaus bei der Lagerung von Sauerkirschsaft, -
halbkonzentrat und -konzentrat

Extrakt | Temperatur |k E. Ko
in °Brix |in °C (Kinetik-Konstante) (Aktivierungsenergie) | (Frequenzfaktor)

50 3,99x10° h™ 68,49 kJmol™ 3,37x10"? h
15 60 5,25x10% h™

70 12,29x10% h’!

80 33,97x10% h’

5 1,0x10°d™ 65,17 kJmol™ 3,31x10™ d"
45 20 5,29x10° d

37 18,44x10°% d"

50 5,15x10° h™ 75,86 kJmol™ 2,88x10"* h

60 10,99x10° h™*

70 24,31x10° h™

80 57,19x10° h™

5 0,82x10°d 75,40 kJmol™ 1,94x10™ d
71 20 6,55x10° d!

37 23,89x10° d

50 7,50x10° h™ 80,08 kJmol™ 8,29x10" h

60 18,75x10% h’

70 40,47x10° h"

80 97,14x10° h™

Bei einer Temperatur von 80°C waren nach 8,1 Stunden die Halfte der Anthocyane im
Sauerkirschsaft, bestimmt mit einer photometrischen pH-shift-Methode, verschwunden,
wahrend dies bei einer Temperatur 50°C erst nach 70,54 Stunden der Fall war. Fir die
beiden Konzentrate war diese Halbwertszeit der Anthocyane mit steigendem Brixgrad bei
den Temperaturen 80 und 50°C noch geringer (45°Brix: 4,4 bzw. 52,0 Stunden und 71 °Brix:
2,8 bzw. 35,4 Stunden). Bei einer Lagerung des 71°Brix-Konzentrates bei 5°C war die
Halbwertszeit der Anthocyane fast ein Jahr, was den starken Temperatureinfluss auf die
Stabilitat der Anthocyanen widerspiegelt.

Moosbeeren

Frucht

Die Moosbeere ist eine in ndrdlichen Breiten wildwachsende Beere, die zur botanischen
Gattung Vaccinium (V. oxycoccus L.) gehoért, zu der auch die Cranberry (V. macrocarpon
Ait.), Hochbusch-Kulturheidelbeere (V. corymbosum L.), Waldheidelbeere (V. myrtillus L.),
Preiselbeere (V. vitis idaea L.) und Moorbeere (V. uliginosum L.) gehéren. Sie wird von
manchen Autoren auch als wilde Cranberry angesehen (HAKKINEN et al. 1999). Uber die
phenolischen Inhaltsstoffe der Moosbeere ist kaum etwas bekannt. Da sich die
Polyphenolmuster der oben genannten anderen Vaccinium-Arten stark unterscheiden
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(HERRMANN 1996d), besonders bei den Anthocyanen, kdnnen wenig Rickschlisse auf die
phenolischen Inhaltsstoffe gezogen werden.

HAKKINEN et al. 1999 geben flir V. oxycoccus L. (dort als Cranberry bezeichnet) einen
Gehalt an Quercetin von 83 — 121 mg/kg und Myricetin von 74 — 142 mg/kg Beeren nach
Hydrolyse (n = 2) an. Im Gegensatz zur Cranberry wurden zur Moosbeere ansonsten keine
verldsslichen Angaben in der Literatur gefunden.

2.1.7. Polyphenole und Gesundheit
Aufnahme der Polyphenole mit der Nahrung

Einer Reihe von Polyphenolen werden physiologische und pharmakologische Auswirkungen
auf den menschlichen und tierischen Organismus zugeschrieben. Bisher sind lber 4000
Polyphenole bekannt. Die durchschnittliche tagliche Aufnahme an Flavonoiden,
hauptséchlich durch Obst- und Gemuseprodukte sowie Tee, wird in einer &lteren Arbeit mit
insgesamt 1 g/Tag als Glykoside bzw. 650 mg/Tag als Aglykone angegeben (KUHNAU
1976). Neuere Studien hingegen beziffern die tagliche Aufnahme von Flavonoiden fir die
Niederlande mit durchschnittlich 23 mg/Tag Flavonole und Flavone als Aglykone (HERTOG
et al. 1993) und fir Danemark mit 75 — 150 mg/Tag Flavonoide als Glykoside (DRAGSTED
et al. 1996) an. Relativ wenig ist Uber die Veranderungen der Polyphenole im menschlichen
Kérper nach der oralen Aufnahme bekannt. Oral aufgenommene Polyphenole unterliegen
katabolischen Veranderungen, die in den unteren Regionen des gastro-intestinal Traktes
stattfinden.

Epidemiologische Studien

In diversen epidemiologischen Studien wurden negative Korrelationen zwischen dem
Polyphenolkonsum und verschiedenen chronischen Krankheiten, wie Herz- und
Kreislauferkrankungen und Krebs, festgestellt (NEGRI et al. 1991, BLOCK et al. 1992,
HERTOG et al. 1993, GOLDBERG et al. 1995). Diese Studien waren der Ausléser fir die
anhaltende Diskussion Uber die gesundheitlichen Wirkungen von Polyphenolen.

Bisherige epidemiologische Studien konnten keinen sicheren Nachweis fir die positiven
Effekte der Polyphenole auf die menschliche Gesundheit liefern. Sie sind sehr
wahrscheinlich, werden aber auch kontrovers diskutiert (MULDOON und KRITCHEVSKI
1996).

Gesundheitliche Wirkung der Polyphenole

In der wissenschaftlichen Literatur finden sich sehr widerspriichliche Aussagen zur
gesundheitlichen Wirkung von Polyphenolen. Quercetin beispielsweise wird einerseits als
Anticancerogen und Antioxidans in Saften und Weinen beschrieben (HERTOG 1998) und
andererseits wird auf seine mutagenen (BJEDANES und CHANG 1977, MAC GREGOR
1984) und cancerogenen Eigenschaften (DUNNICK und HAILEY 1992) hingewiesen. Diese
unterschiedlichen Bewertungen lassen sich auf die verschiedenen Testsysteme
zurdckfihren, mit denen die Wirkungen der Polyphenole untersucht werden.

Viele der Effekte, die den Polyphenolen nachgesagt werden, sind als spekulativ anzusehen,
da sie von in vitro Tests oder Modellversuchen hergeleitet werden. Fir viele der
beschriebenen Wirkungen fehlen Nachweise fur die Wirkung in vivo.
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Negative Effekte der Polyphenole

Aus einer Vielzahl von Untersuchungen lassen sich diverse Wirkungen von Polyphenolen
ableiten, die in negative und positive Effekte eingeteilt werden kénnen. In Tabelle 12 sind die
negativen Effekte von Polyphenolen aufgezahit.

Der Einfluss von Polyphenolen auf die Absorption anderer Nahrungsmittelinhaltsstoffe kann
je nach Sichtweise positiv oder negativ angesehen werden. Beispielsweise reagieren die
Polyphenole mit Proteinen, so dass diese nicht umgesetzt und resorbiert werden kénnen
oder, im Fall von Enzymen, ihre Funktion nicht mehr austiben kénnen und so die Verdauung
anderer Nahrungsmittelinhaltsstoffe, wie Polysaccharide, verringern (BUTLER und ROGLER
1992). So fluhrt die Fltterung von griinen und schwarzen Teeblattern Uber einen Zeitraum
von 75 Tagen bei Ratten zu einer Abnahme des Glucose- und Triglyceridgehaltes im Blut
und zu einer Verringerung des Gewichtes im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (ZEYUAN et
al. 1998).

Tabelle 12: Negative Wirkungen von Polyphenolen

Verringerung der Eisenverfiigbarkeit |in Korrelation zum Polyphenolgehalt (DISLER et
al. 1975, HALLBERG und ROSSANDER 1982,
HURRELL 1990, HURRELL et al. 1997)

Mutagenitat von Flavonolen: Quercetin ist mutagen (BJELDANES und CHANG
Quercetin 1977, MACGREGOR 1984), Quercetinglykoside
sind nicht mutagen (GASPAR et al. 1993)

Hemmung von Verdauungsenzymen | (BUTLER und ROGLER 1992)

Deutliches Allergiepotential Haptenwirkung (BENEZRA 1990)
Kontaktdermatitis

Positive Effekte der Polyphenole

Die positiven Effekte einzelner Polyphenole auf die menschliche Gesundheit griinden sich
zum GroBteil auf die Wirkung der Polyphenole als Antioxidantien. Es existieren zahlreiche
Veréffentlichungen und Monographien (HO et al. 1992, KUMPULAINEN und SALONEN
1995, RICE-EVANS und PACKER 1998) zu den positiven Wirkungen von Polyphenolen.
Einige der teils angenommenen und teils bewiesenen positiven Wirkungen von Polyphenolen
sind nachfolgend aufgefihrt.

e Antioxidative Wirkung

¢ Fanger von freien Radikalen und aggressiven Sauerstoffformen

e Schutz der Blutgefasse

e Hemmung der LDL-Oxidation

e Anticancerogene und antimutagene Wirkung

¢ Anti-entziindliche Eigenschaften

e Schutz vor UV- und ionisierender Strahlung

¢ Anti-bakterielle Eigenschaften

e Anti-virale Eigenschaften

e Anti-cariogene Eigenschaften

e Anti-Histamin-Wirkung

e antiallergene Wirkung
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e Unterstitzung der Vitamin C Wirkung

Einige der aufgefihrten Wirkungen sollen kurz nadher beschrieben werden.

Antioxidative Wirkungen

Schutz vor oxidativem Stress

Bei sehr vielen biochemischen Prozessen in der Zelle und damit auch im menschlichen
Organismus entstehen aus dem lebensnotwendigen Sauerstoff aggressive Formen,
Radikale, die den Organismus schadigen kénnen und daher rasch beseitigt werden missen.
Die Zelle hat effiziente Mechanismen zur Zerstérung und Beseitigung der aggressiven
Sauerstoffspezies entwickelt. Diese antioxidativen Schutzmechanismen zur Beseitigung der
schadlichen Sauerstoffspezies lassen sich in enzymatische und nicht enzymatische
Entgiftungssysteme einteilen (Tabelle 13).

Tabelle 13: Antioxidative  Schutzmechanismen zur  Beseitigung  aggressiver
Sauerstoffspezies

Antioxidativ wirksame Enzyme Antioxidativ wirksame Substanzen
Superoxiddismutase B-Carotin (Provitamin A), Carotinoide
Katalase Vitamin C (L-Ascorbinséaure)
Peroxidasen Vitamin E (Tocopherole)
Glutathionperoxidase Glutathion
Enzymatische Reparaturmechanismen Harnséaure

Flavonoide

Phenolcarbonsauren

andere Phenole

Chlorophyllderivate

Die zur Eliminierung der aggressiven Sauerstoffspezies eingesetzten Enzyme kooperieren
miteinander und werden von antioxidativ wirksamen Substanzen unterstitzt.

Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen der Bildung von aggressiven
Sauerstoffspezies und den koérpereigenen  Abwehrmechanismen wahrend der
Stoffwechselvorgédnge im Kérper, kann sogenannter ,oxidativer Stress® entstehen (SIES
1986, 1991). Dieser kann vor allem bei einem Mangel an antioxidativen Substanzen, wie in
Tabelle 13 aufgezahlt, entstehen. Die aggressiven Sauerstoffspezies, hauptsachlich
verschiedene Sauerstoffradikale, sind durch die Oxidation und Schéadigung von
Lipoproteinen (Transportform von Lipiden im Blutkreislauf), Deoxyribonukleinsauren (Trager
der Erbinformation), Proteine (Enzyme, Strukturprotein), Kohlenhydrate (Zucker) und Lipiden
(Fette) die Ursache fir viele Krankheiten. Beispielsweise gilt die Oxidation von Low-Density
Lipoprotein (LDL) durch aggressive Sauerstoffspezies als erste Stufe zur Entstehung der
Arteriosklerose (STEINBERG et al. 1989). Andere Erkrankungen wie unterschiedliche
entzindliche Prozesse, Gelenkserkrankungen wie Arthritis und Arthrosen, die
Hyperlipoproteindmie bei chronischen Nierenerkrankungen, chronisches Leberversagen im
Kindesalter, Pankreatitis und Morbus Krohn, Lungenerkrankungen und Krebserkrankungen
etc. werden ebenfalls auf solche Schadigungen zuriickgefuhrt (BOHLES 1991).
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Rolle und Wirkung der Polyphenole

Die positiven Effekte der Polyphenole auf die menschliche Gesundheit werden hauptséchlich
auf ihre antioxidativen Eigenschaften zuriickfihrt. Durch diese vermdgen sie, auf zellularer
Ebene im menschlichen Kérper schadliche Radikale abzufangen und so Radikal-Ketten-
Reaktionen zu unterbrechen.

Damit schitzen sie vermutlich Lipoproteine (RANKIN et al. 1988, LEAKE 1998), Lipide
(HUANG und FRANKEL 1997, TERAO und PISKULA 1998), die DNA (ARIMOTO-
KOBAYASHI et al. 1999, SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al. 1999), Proteine, wie das
Strukturprotein Kollagen (KATO et al. 1997) und Kohlenhydrate vor Oxidation und
Schadigung. Einige synergistische Effekte der Polyphenole mit den antioxidativen Vitaminen
C (L-Ascorbinsaure) und E (o-Tocopherol) sowie Provitamin A (B-Carotin) werden ebenfalls
angenommen (MUKAI et al. 1996, TERAO et al. 1994, UNTEN et al. 1997)

Die Polyphenole unterstitzen also vermutlich aktiv (z.B. als Radikalfanger) und als
Reaktionspartner (z.B. als Redukton) auf Vvielféltige Art die antioxidativen
Schutzmechanismen des menschlichen Organismus und kénnen so dem Auftreten von
oxidativem Stress und seinen vielfaltigen Folgen entgegenwirken.

In Futterungsversuchen von Ratten mit Blattern des griinen Tee konnte diese unterstutzende
Wirkung bereits fir einige Enzymsysteme (Superoxiddismutase, Katalase) nachgewiesen
werden (LIN et al. 1998, ZEYUAN et al. 1998).

Antibakterielle und antivirale Wirkung

Die antibakterielle und antivirale Wirkung der Polyphenole hangt mit einer ihrer
Hauptaufgaben in der Physiologie der Pflanzen, dem Schutz vor Infektionen durch Bakterien,
Pilze und Viren (RHODES 1998), zusammen. Diese Wirkung beruht auf der Anderung der
Permeabilitat der Zellmembran und auf der Bindung und Denaturierung von lebenswichtigen
Enzymen in den Bakterien, Pilzen oder Viren (SCALBERT 1991).

Die antimikrobielle Wirkung der Polyphenole ist vermutlich auch der Grund fir die Wirkung
gegen Zahnkaries (HATTORI et al. 1990).

Antiallergene und anti-Histamin Wirkung

Polyphenolen wird zwar einerseits ein allergenes Potential zugeschrieben (BENEZRA 1990)
anderseits werden aber auch antiallergene Wirkungen beschrieben (WAGNER 1989,
OHMORI et al. 1995). Beispielsweise hemmen Polyphenole das Entstehen von Histamin,
das eine wichtige Rolle beim Auftreten von Allergien besitzt (MATSUO et al. 1997).

Anticancerogene und antimutagene Wirkung

Umstrittener ist die Wirkung der Polyphenole als Anticancerogene und Antimutagene. Bisher
ist die chemopraventive Wirkung verschiedener Polyphenole nachgewiesen, die sich auf der
Hemmung der Aktivierung von pracancerogenen Vorstufen zu aktiven Cancerogenen durch
Radikale zurtckfihren lassen. Die meisten anticancerogenen und -—mutagenen
Eigenschaften wurden flir einzelne Polyphenole, Safte oder Extrakte in verschiedenen in
vitro Tests fur bestimmte Krebsarten oder Krebsausléser (Carcinogene) nachgewiesen
(PERCHELLET et al. 1992, KANSANEN et al. 1995, SO et al. 1996, SIESS et al. 1997,
SUSCHETET et al. 1998, CAROLL et al. 1998, SAMEJIMA et al. 1998, MIYAZAWA et al.
1999, IKKEN et al. 1999, ARIMOTO-KOBAYASHI et al. 1999)

Aufgrund der komplexen Vorgange bei der Entstehung von Krebs und dem Krebsgeschehen,
die bis heute nicht vollstandig bekannt sind, sind die beschriebenen Effekte der Polyphenole
schwer zu beurteilen. Daher werden ihre anticancerogenen und antimutagenen
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Eigenschaften, die in einzelnen Bereichen der Cancerogenese festgestellt wurden,
kontrovers diskutiert.

Absorption, Metabolismus und Bioverfligbarkeit von Polyphenolen

Uber die Absorption, den Metabolismus und die Bioverfligbarkeit von Polyphenolen im
Menschen weil3 man trotz zahlreicher Verdffentlichungen noch relativ wenig, obwohl diese
Parameter entscheidend fur die Entfaltung einer Wirkung von Polyphenolen im menschlichen
Kérper sind. Jede beschriebene Wirkung von bestimmten Polyphenolen bei in vitro Tests ist
hinféllig, wenn diese Polyphenole vom menschlichen Organismus nicht oder nur in geringer
Menge resorbiert werden oder nach oder wahrend ihrer Aufnahme im Organismus
metabolisch verandert werden. Sie wirden dann nicht, in zu geringerer Konzentration oder in
veranderter Form an ihren theoretischen Wirkungsort gelangen kénnen. Die hohe Reaktivitat
der Polyphenole macht es zudem schwierig, die Ubertragung von Erkenntnissen in vitro auf
die Wirkung in vivo zu beurteilen, da die wichtigen Parameter Absorptionsrate,
Bioverflgbarkeit, Eliminierungsgeschwindigkeit, Konjugatbildung etc. bericksichtigt und
beurteilt werden missen. Die Ergebnisse von in vivo Studien zur antioxidativen Kapazitat
des Serums und der Verringerung der LDL-Oxidation von Menschen nach der Gabe von Tee
oder Rotwein sind widerspriichlich. SERAFINI et al. 1996 fanden nach einer Aufnahme von
300 mL schwarzem oder grinem Tee eine Zunahme der antioxidativen Kapazitat des
Serums, wahrend MAXWELL und THORPE 1996 keine Erhdhung der antioxidativen
Kapazitat des Serums nachweisen konnten. Die Aufnahme von Rotwein konnte ebenfalls die
antioxidative Kapazitat des Serums erhéhen (MAXWELL et al. 1994, WHITEHEAD et al.
1995) und die Anfalligkeit des LDL fir Oxidation verringern (FUHRMAN et al. 1995), was
allerdings wiederum von DE RIJKE et al. 1996 in einer &hnlichen Studie nicht bestétigt
werden konnte.

Im Rahmen des der Arbeit zu Grunde liegenden AIF-Projektes konnte ein Anstieg der
antioxidativen Kapazitdt im Serum von Menschen nach der Applikation von 200 mL
polyphenolreichem schwarzem Johannisbeersaft und 700 mL polyphenolreichem
naturtribem Apfelsaft nachgewiesen werden (NETZEL et al. 1999b). Dieses Ergebnis
widerspricht allerdings den Ergebnissen von YOUNG et al. 1999, die in einer gréBeren
Studie nach Gabe eines 1:1 Gemisches von Apfel- und schwarzem Johannisbeersaft keinen
Anstieg der antioxidativen Kapazitét im Serum fanden.

Dass auch oligo- und polymere Polyphenole wahrscheinlich flir den Organismus verwertbar
sind und zur Erhdéhung der antioxidativen Kapazitdt des Serums beitragen, konnte im
Tierversuch an Ratten nach Gabe eines proanthocyanidinreichen Traubenkernextraktes
bereits nachgewiesen werden (KOGA et al. 1999). Untersuchungen mit menschlichen
Zelllinien von Darmwandzellen (CaCo-2) zur Bioverfligbarkeit von Procyanidinen zeigten
eine Absorption von dimeren und trimeren Procyanidinen, was allerdings in in vivo
Untersuchungen noch bestatigt werden muss (SANTOS-BUELGA und SCALBERT 2000).

In Studien, in denen hohe Dosen eines Flavonoids als Aglykon (Quercetin, Epicatechin,
Catechin) oral verabreicht und anschlieBend die mit dem Urin ausgeschiedene Menge
bestimmt wurden, ergaben sich je nach Flavonoid Absorptionsraten zwischen 4 und 58%.
Nach der oralen Gabe von Kaffeesdure konnten im Urin Kaffeesaure, Ferulasaure,
Isoferulasaure, p-Coumarsaure und Vanillinsdure nachgewiesen werden (JACOBSON et al.
1983). Die unphysiologisch hohen Dosen und die Verabreichung von Quercetin, das in der
Nahrung nicht als Aglykon vorkommt, wie auch der Kaffeesaure lassen allerdings Zweifel an
der Relevanz der Daten aufkommen. Uber die Absorption von Polyphenolen aus der
normalen Ernahrung gibt es nahezu keine Informationen. In der Nahrung liegen bis auf die
Flavan-3-ole alle Flavonoide glykosidisch gebunden vor. Lange Zeit wurde angenommen,
dass nur Aglykone aufgenommen werden kénnen und Flavonoidglykoside erst durch die
intestinale Darmflora mikrobiell in Aglykon und Glykosid gespalten werden mussten, um fir
den Organismus verfligbar zu sein. Neuere Studien scheinen aber zu belegen, dass
beispielsweise Quercetinglykoside ebenso und sogar besser als das entsprechenden
Aglykon Quercetin aufgenommen werden (HOLLMAN et al. 1995). Dies wurde am Beispiel
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von Zwiebeln nachgewiesen. Die unveranderte Aufnahme von Anthocyanglykosiden aus
polyphenolreichem schwarzen Johannisbeersaft und Holunderbeersaft, die im Rahmen des
AlIF-Projektes flr diese Studien hergestellt wurden (siehe 1.2.), konnte erstmals
nachgewiesen werden (NETZEL et al. 1999, 1999a). Fir die Anthocyanglykoside aus
Rotwein (LAPIDOT et al. 1998) sowie Cyanidinglykoside (MIYAZAWA et al. 1999a) wurde
dies kurzlich ebenfalls nachgewiesen. Ebenfalls im Rahmen des AlF-Projektes wurde die
Aufnahme von Kaffeesaure, dem Spaltprodukt der Chlorogensaure, aus polyphenolreichen
Apfelsaften nachgewiesen. Diese Ergebnisse belegen, dass Polyphenole mit der Nahrung
und speziell aus Fruchtsaft vom Menschen aufgenommen werden, was die
Grundvoraussetzung fir die Entfaltung einer Wirkung im Organismus ist. Des weiteren
konnte die Bioverflgbarkeit von Gallussdure (BITSCH et al. 1997), den Flavan-3-olen,
Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin, Epigallocatechin-3-O-gallat Epicatechin-3-O-gallat
(LEE et al. 1995, UNNO et al. 1996) und Phloridzin (PAGANGA und RICE-EVANS 1997)
nachgewiesen werden.

Eine Beeinflussung der Flavonoidabsorption durch Bindung an Proteine in der Nahrung wird
angenommen (HASLAM 1989) und konnte firr Flavan-3-ole aus Tee, der mit und ohne Milch
getrunken wurde, nachgewiesen werden (SERAFINI et al. 1996).

Der Metabolismus der Polyphenole findet hauptsachlich im Dickdarm durch Bakterien und
nach der Absorption in der Leber statt (HOLLMAN und KATAN 1998). Dabei werden die
Polyphenole von der Dickdarmmikroflora in einfachere Substanzen umgewandelt, wie etwa
Benzoesaure, Hydroxybenzoesaure und Hydroxyphenylessigsauren, die dann absorbiert,
metabolisiert und ausgeschieden werden (BOOTH et al. 1957, SCHELINE 1991, GRAEFE
und VEIT 1999, CLIFFORD 2000a). Ob und welche Rolle andere Organe, wie Niere oder
Darmwand, eine Rolle spielen, wurde bisher nicht untersucht. In der Leber werden
aufgenommene Polyphenole oder ihre Metabolite aus der Dickdarmflora glucuronisiert und
sulfatiert. Auch eine Methoxylierung von phenolischen Hydroxylgruppen wurde
nachgewiesen. Nur geringe Mengen werden unverdndert mit dem Urin ausgeschieden, was
sich bei den oben erwéhnten Studien im Rahmen des AlF-Projektes ebenfalls zeigte, da nur
maximal 0,06% der Anthocyanglykoside aus schwarzem Johannisbeersaft unverandert
ausgeschieden wurden. Nicht aufgenommene Polyphenole werden im Dickdarm von
Bakterien abgebaut und die Abbauprodukte ausgeschieden. Die wichtigsten Reaktionen der
Bakterien sind die Hydrolyse von Konjugaten und Glykosiden sowie die Ringspaltung der
Aglykone bei Flavonoiden. Zum Teil werden im Dickdarm entstandene Metabolite der
Polyphenole absorbiert und ausgeschieden. Auch werden bisher die Aspekte der Stabilitat
und chemischen Veranderungen der Polyphenole bei physiologischen pH-Werten ( > 7) im
Intestinaltrakt und Serum des Menschen (ZHU et al. 1997) kaum betrachtet. So andert sich
beispielsweise bei Catechinen aus Tee (NANJO et al. 1996) und Anthocyanen aus Rotwein
(LAPIDOT et al. 1999) die antioxidative Kapazitat mit steigenden pH-Wert signifikant.

Um den Einfluss der Polyphenole auf die menschliche Gesundheit besser und genauer
beurteilen zu kénnen, werden mehr Informationen Uber die Absorption, die Bioverflgbarkeit,
den Metabolismus einzelner Polyphenole sowie die Einflisse der Matrix in der Nahrung auf
einzelne Polyphenole bendtigt. Dies ist aufgrund des Fehlens genligend genauer und
selektiver analytischer Methoden zum Nachweis von Polyphenolen und ihren Metaboliten in
Blutplasma, Gewebe und Urin schwierig und eine Aufgabe flr die Zukunft.

2.2. Bestimmung der antioxidative Kapazitat

Die antioxidative Wirkung der Polyphenole nimmt eine zentrale Stellung in deren
gesundheitlich positiven Wirkungen auf den Menschen ein. Zur Bewertung der antioxidativen
Wirkung von Polyphenolen oder anderen Antioxidantien existieren in der Praxis diverse
Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat einer Probe, als ein MaB fiir den
Gehalt an antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen. Zur Beurteilung einer Veranderung des
Gehaltes an antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen bei den Stufenkontrollen wéhrend der
Herstellung von Fruchtsaftproben wird eine schnelle Bestimmungsmethode fur die
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antioxidative Kapazitat der Proben vor Ort benétigt, um die Veranderungen in den Proben
durch langere Lagerung zu vermeiden.

Es existieren allerdings diverse Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat, die
sich in Messprinzip, der chemischen Zusammensetzung und Funktionsweise des
Testsystems und dem Reaktionsmechanismus, der zur Erfassung der antioxidativen
Kapazitat benutzt wird, unterscheiden. Die Methoden dienen im Prinzip der Beschreibung
des Einflusses der Probe auf den ,Redoxstatus® eines Systems. Nachfolgend sind die
wichtigsten Methoden und die Literatur zu den wichtigsten Varianten der Tests aufgefthrt.

LDL-Oxidations-Test (FRANKEL et al. 1993, KANNER et al. 1994, LARANJINHA et

al. 1995, NATELLA et al. 1999)

e Liposom-Oxidations-Test (HUANG et al. 1997, MIYAKE et al. 1997)

e ABTS"-Radikalfanger-Test (Trolox-Equivalent-Antioxidative-Capacity TEAC-
Methode) (MILLER et al. 1993, MILLER et al. 1996, MILLER und RICE-EVANS
1997a)

e DMPD-Test (N,N-Dimethyl-p-phenlyendiamin dihydrochlorid) (FOGLIANO et al.
1999)

e DPPH-Test (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) (BLOIS 1958, MASUDA et al. 1999)

e Chemilumineszenz-Test (WHITEHEAD et al. 1992, KONDO et al. 1999)

¢ Hypoxanthin/Xanthinoxidase Test (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al. 1999)

e ORACRoo-Test (Oxygen-Radical-Absorbance-Capacity) (CAO et al. 1993) bzw.
TRAP-Test (Total-Radical-Trapping-Antioxidant-Parameter) (GHISELLI et al. 1994)

¢ Kinetischer Crocin-Bleichungs-Test (TUBARO et al. 1996, NATELLA et al. 1999)

e Tests zur Hemmung der Linolsdureoxidation auch B-Carotin-Bleichungs-Test
(MARCO 1968, MIYAKE et al. 1997, HEINONEN et al. 1998a, KUO et al. 1999,
LAPIDOT et al. 1999)

e Eisen reduzierender/antioxidativ Test (Ferric Reducing/Antioxidant Power FRAP-

Test) (BENZIE und STRAIN 1996)

Bei den meisten Tests wird eine Bezugssubstanz fir die antioxidative Kapazitat verwendet,
wobei das wasserlésliche Tocopherol Trolox, ein Vitamin E-Analogon, am weitesten
verbreitet ist. Eine andere Mdglichkeit zur Beschreibung der antioxidativen Kapazitat ist die
Bestimmung des ICsp-Wertes, d.h. die Konzentration Antioxidans oder Probe, bei der die
Hemmung der Oxidation 50% betragt. Je kleiner der ICs, in einem gegebenen Testsystem
ist, desto besser ist die antioxidative Wirkung der Probe. Der LDL-Oxidations-Test, der
wegen seiner Nahe zum Geschehen bei der Entstehung der Arteriosklerose im
menschlichen Organismus auch als ein ex vivo Test bezeichnet wird, und der ABTS"-
Radikalfanger-Test sind, in ihren verschiedenen Varianten, die in der Literatur am haufigsten
verwendeten Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat. Allerdings ist der LDL-
Oxidations-Test erheblich material- und zeitaufwendiger als der ABTS™-Radikalfanger-Test,
der sich deswegen besser fur die in der Arbeit vorliegende Problemstellung der
Verarbeitungsstudien eignet. Fir schwarzen Johannisbeersaft wurde im Rahmen des AlF-
Projektes zudem eine gute Korrelation zwischen LDL-Oxidations-Test und ABTS™-
Radikalfanger-Test gefunden.
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Aufgrund der Unterschiede zwischen den verschiedenen Methoden kénnen die Ergebnisse
der Methoden fUr dieselbe Probe h&ufig sehr unterschiedlich sein. So ergab ein Vergleich
der antioxidativen Kapazitdt von sieben Substanzen, die bestimmte Gruppen von
Antioxidantien reprasentieren sollen (L-Ascorbinséure (Vitamin C), a-Tocopherol (Vitamin E),
Trolox, Kaftarsaure, Catechin, Quercetin, Rutin), bestimmt mit vier verschiedenen in vitro
Methoden, deutliche Unterschiede von Methode zu Methode (BADERSCHNEIDER et al.
1999). Die Grinde fir diese Unterschiede liegen einerseits in der Art der zur Bestimmung
der antioxidativen Kapazitdt verwendeten Reaktion, die meist nur eine bestimmte
antioxidative Eigenschaft erfasst, und andererseits im Medium (wéssrig oder organisch), in
dem die Methode durchgefihrt wird. Dabei spielen lipo- bzw. hydrophile Eigenschaften der
untersuchten Antioxidantien eine wichtige Rolle. Wenn eine andere Methode andere
antioxidative Eigenschaften erfasst, sind die Ergebnisse daher meist unterschiedlich und
nicht miteinander vergleichbar. Selbst bei einer Methode kann sich die antioxidative
Kapazitat eines Polyphenols durch Variation einiger Parameter im Testsystem stark
veréndern und zwar sogar so stark, dass eine Probe plétzlich prooxidative Eigenschaften
aufweist (SATUE-GRACIA et al. 1997). Deshalb sollte die Aussagekraft der verschiedenen
Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat nicht Gberbewertet werden, zumal
grundlegende Informationen Uber Bioverflgbarkeit, Metabolismus und Wirkung im
Organismus der Polyphenole kaum vorhanden sind (siehe 2.1.7.).

2.2.1. Die antioxidative Kapazitat von Polyphenolen, Fruchtsaften, -extrakten
und —wein

Einzelne Polyphenole

Die antioxidative Kapazitat einzelner Polyphenole ist stark vom verwendeten Testsystem und
vor allem von der molekularen Struktur abhangig. In Tabelle 14 sind die antioxidativen
Kapazitaten einiger Polyphenole und antioxidativer Vitamine mit zwei verschiedenen
Testsystemen aufgefiihrt. Die Unterschiede der antioxidativen Kapazitat eines Polyphenols
in den drei Testsystemen zeigt deutlich die Schwierigkeit und Problematik bei der
Beurteilung der antioxidativen Kapazitat. Zudem lasst die Betrachtung von Einzelsubstanzen
Wechselwirkungen und Synergismen der Polyphenole untereinander oder mit anderen
Inhaltsstoffen eines Lebensmittels auBer acht.

Einige Untersuchungen versuchen Beziehungen zwischen der Struktur und der
antioxidativen Kapazitdt von Polyphenolen in einem Test herzuleiten. So konnten
beispielsweise fir den ABTS™-Test klare Beziehungen zwischen bestimmten
Strukturelementen von Flavonoiden und Phenolcarbonsduren, wie Hydroxylgruppen,
Methoxygruppen an den aromatischen Ringen, Ketogruppen, Hydroxylgruppen,
Doppelbindungen am Pyranring, und der antioxidativen Kapazitat der einzelnen Polyphenole
gefunden werden (RICE-EVANS et al. 1996, RICE-EVANS und MILLER 1998a).

Uber die antioxidative Kapazitdt von polymeren Polyphenolen, Tanninen und
Proanthocyanidinen, die analytisch schwer zu erfassen sind, aber in vielen Friichten
vermutlich in gréBeren Mengen enthalten sind (siehe 2.1.4. — 2.1.6.), ist bisher wenig
bekannt. Neuere Untersuchungen Uber die antioxidative Kapazitat einiger dimerer
Procyanidine zeigen, dass ihre antioxidative Kapazitat im Hypoxanthin/Xanthinoxidase-Test
teilweise niedriger und teilweise héher als die ihrer monomeren Bausteine Catechin und
Epicatechin ist (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al. 1999). Die teils recht groBen
Unterschiede werden von den Autoren auf die verschiedenen Interflavanverknipfungen (4--
8- oder 4-3-6-) und die stereochemischen Unterschiede zurtickgefiihrt.
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Tabelle 14: Antioxidative Kapazitat einiger Polyphenole mit zwei verschiedenen

Testsystemen
Nachgewiesene TEAC in mmol/L Trolox (RICE- |ORACRgoo in mmol/L Trolox
Polyphenole EVANS et al. 1996, RICE-EVANS | (GUO et al. 1997)
und MILLER 1998a, MILLER und
RICE-EVANS 1997)
Flavanol
Catechin 2,40+ 0,05 2,49+ 0,07
Epicatechin 2,50+ 0,02 2,36 £ 0,13
Epigallocatechin 3,80 £ 0,06 n.b.
Epicatechingallat 4,90 + 0,02 n.b.
Epigallocatechingallat | 4,80 + 0,06 n.b.
Flavonol
Quercetin 4,70+ 0,1 3,29+0,12
Quercetin-3-rutinosid 2,40+ 0,06 0,56 + 0,07
Myricetin 3,10+£0,3 n.b.
Kaempferol 1,34 £ 0,08 2,67+0,13
Anthocyanidine
Delphinidin 4,44 + 0,11 n.b.
Cyanidin 4,40+ 0,12 n.b.
Cyanidin-3-rutinosid 3,25+ 0,1 n.b.
Cyanidin-3-galaktosid  |2,90 + 0,03 n.b.
P&onidin 2,22+0,2 n.b.
Malvidin 2,06 + 0,1 n.b.
Pelargonidin 1,30+ 0,1 0,96 + 0,02
Hydroxyzimtsauren
Kaffeesaure 1,26 + 0,01 2,23+ 0,25
Chlorogensaure 1,24+ 0,02 n.b.
p-Coumarsaure 2,22+ 0,06 1,09+ 0,06
Ferulaséaure 1,90 £ 0,02 1,33+ 0,06
Hydroxybenzoeséauren
Gallusséaure 3,01 £0,05 1,74 £ 0,08
Protocatechuséaure 1,19+ 0,04 2,06 £ 0,21
p-Hydroxybenzoesaure |0,08 + 0,01 0,17 + 0,01
Vitamine
L-Ascorbinsaure (Vit. C) | 1,00 + 0,04 n.b.
o-Tocopherol (Vit. E) n.b. n.b.
B-Carotin (Provitamin A) | n.b. n.b.

n.b. = nicht bestimmt

Fruchtextrakte und Einfluss des Polyphenolmusters

Die antioxidative Kapazitat der Extrakte diverser Frichte, Gemise und Pflanzen wurde mit
verschiedenen Methoden untersucht (GUO et al. 1997, MEYER et al. 1997, HEINONEN et
al. 1998b, BENZIE und SZETO 1999, MASUDA et al. 1999), um die Einflisse des
Polyphenolmusters, also eventuelle synergistische und antagonistische Effekte, auf die
antioxidative Kapazitat zu klaren. Ein Teil der Ergebnisse ist in Tabelle 15 dargestellt.

Die Extrakte der Beerenfriichte wurden mit Aceton/Wasser (70/30 v/v) und die Extrakte der
Traubensorten mit Methanol/Wasser (60/40 v/v) hergestellt.
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Tabelle 15: Inhibition der LDL-Oxidation durch Extrakte von verschiedenen Beerenfriichten
und verschiedenen Traubensorten

Beerenfrichte Inhibition der LDL-Oxidation | Gesamtphenolgehalt der
(HEINONEN et al. 1998b) in % bei 10 uM GAE Extrakte in mg/L GAE
Brombeere 83,9+0,2 4350

Heidelbeere 64,8+ 1,0 3480

Himbeere 78,8+ 0,2 3030

Erdbeere 53,9+ 4,1 2940

SiBkirsche 72,7+28 839

Rebsorte (MEYER et al. 1997)

Petit Sirah 39,0+25 963

Cabernet Sauvignon 443+ 3,4 575

Cabernet Franc 47,2+6,3 529

Merlot 47,0+1,2 497

Sauvignon Blanc 44,2+ 3,2 272

Chardonnay 46,0+ 0,9 218

Thompson seedless 30,2+2,6 242

GAE = Gallussaure-Equivalente

Nach Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu wurden die Extrakte fr
die Untersuchungen der Inhibition der LDL-Oxidation so verdinnt, dass im Testsystem eine
einheitliche Konzentration 10 pM GAE vorhanden war. Weder HEINONEN et al. 1998b noch
MEYER et al. 1997 konnten eine ausreichende Korrelation zwischen den mittels HPLC
ermittelten Anteilen der einzelnen Polyphenolgruppen, Anthocyanen,
Hydroxyzimtsaurederivaten, Flavan-3-olen, Flavonolen, und der relativen antioxidativen
Kapazitat feststellen. Bei den Traubensorten zeigte sich nur, das Tafeltraubensorten (z.B.
Thompson seedless) im Vergleich eine geringere antioxidative Kapazitat aufwiesen als die
klassischen Traubensorten zur Weinbereitung (z.B. Chardonnay) und dass die Anthocyane,
die nur bei den roten Traubensorten vorhanden sind, keinen signifikanten Einfluss zu haben
scheinen. Bei den Beerenfriichten waren die Unterschiede in der relativen antioxidativen
Kapazitat gréBer, da auch die Unterschiede in den Polyphenolmustern gréBer sind.

Fruchtsafte

Um die antioxidativen Kapazitaten der Getranke miteinander vergleichen zu kénnen, muss
zur Angabe ihrer antioxidativen Kapazitat eine Bezugssubstanz verwendet werden. Das
wasserldsliche Tocopherol und Vitamin E-Analogon Trolox hat sich als Bezugssubstanz in
den meisten Testsystemen durchgesetzt, so dass die Angabe der antioxidativen Kapazitat
unabhangig vom verwendeten Testsystem als TEAC-Wert erfolgt. In Tabelle 16 sind die
antioxidativen Kapazitaten einiger Weine, Fruchtsafte und —nektare, mit verschiedenen
Testsystemen ermittelt, aufgefuhrt.

In zwei der Untersuchungen wurde eine deutliche Korrelation der antioxidativen Kapazitat mit
dem Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu nachgewiesen (RECHNER et al. 1997,
HENN und STEHLE 1998).

MILLER und RICE-EVANS 1997 versuchten die Anteile der einzelnen Polyphenole sowie der
L-Ascorbinsdure an der antioxidativen Kapazitat eines Orangensaftes, eines Apfelsaftes und
eines schwarzen Johannisbeer-Getrankes (Ribena) zu bestimmen. Die Bestimmung der
antioxidativen Kapazitdt erfolgte mit dem ABTS"-Radikalfanger-Test. Der Anteil der
L-Ascorbinsaure betrug beim Apfelsaft 6%, beim Orangensaft 87% und beim schwarze
Johannisbeer-Getrédnk 74%. Beim Apfelsaft hatte die Chlorogensaure mit 41% den grdBten
Anteil an der antioxidativen Kapazitat, gefolgt von p-Coumaroylchinasaure (20%), Phloretin-
2’-xyloglucosid (10%), Phloridzin (7%) und Epicatechin (4%). Die uUbrigen 13% der
antioxidativen Kapazitat konnten keiner Substanz zugeordnet werden. Beim Orangensaft
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stellten die Hauptpolyphenole Hesperidin 6% und Narirutin 2% der antioxidativen Kapazitat,
wahrend 5% nicht zugeordnet werden konnten. Beim schwarzen Johannisbeer-Getrank
stellten die vier Hauptanthocyane zusammen genommen 5,1% der antioxidativen Kapazitat,
wahrend 21% nicht zugeordnet werden konnten.

Tabelle 16: Antioxidative Kapazitat von Weinen, einigen Fruchtséaften und -nektaren

Getrank TEAC in mmol/L| TEAC in mmol/L | Chemoluminiszenz-Test in
Trolox (RECHNER | Trolox (HENN | mmol/L Trolox
et al. 1997) und STEHLE | (WHITEHEAD et al. 1995)
1998)
Apfelsaft 1,4-2,1 1,3-2,0 7,89
(n=2) (n=4) (n=1)
Orangensaft 3,0 2,1-4,0 2,00
(n =1) (n=4) (n=1)
WeiBer 0,2-0,6 n.b. 0,68
Traubensaft (n=2) (n=1)
Roter Traubensaft |2,2 — 14,1 3,5-59 n.b.
(n = 6) (n=4)
WeiBwein n.b. 04-24 0,87 —-1,28
(n=9) (n=4)
Rotwein 11,1 -14,7 6,8—21,4 10,00 — 20,73
(n=4) (n=41) (n=9)
Schwarzer 6,8—12,0 6,2—-11,2 n.b.
Johannisbeernektar | (n = 7) (n=3)
Schwarzer 24,6 — 39,1 n.b. n.b.
Johannisbeersaft | (n=10)
Grapefruitsaft 2,2 3,0-3,7 n.b.
(n=1) (n=2)
Sauerkirschnektar 4,1 —12,7 n.b. n.b.
(n=9)
Brombeernektar 5,8 n.b. n.b.
(n=1)
Heidelbeernektar 11,9 n.b. n.b.
(n=1)
Speierlingsaft 146,0 (n = 1) n.b. n.b.

n = Probenzahl, n.b. = nicht bestimmt

Neben der Betrachtung der antioxidativen Kapazitat eines Getrankes als absoluten Wert,
bezogen auf eine Bezugssubstanz (quantitativ), ist eine Beurteilung des Einflusses der
Polyphenolzusammensetzung des Saftes (qualitativ) ebenfalls interessant. VINSON et al.
1999 untersuchten diesen Einfluss bei einigen Getranken mittels der Hemmung der LDL-
Oxidation (Tabelle 17).

Daraus ergibt sich fiir die ,antioxidative Qualitat” der Getranke: Schwarzer Tee > Kaffee >
Pflaumensaft = Bier > GrlUner Tee > Orangensaft > Rotwein > Mandarinensaft > Roter
Traubensaft > WeiBer Traubensaft > Grapefruitsaft. Die L-Ascorbinsdure hat in diesem
Testsystem einen wesentlich geringeren Einfluss als beim ABTS™-Test (siehe Tabelle 14).
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Tabelle 17: Hemmkonstante 1Cs, der LDL-Oxidation der Polyphenole einiger Getranke

(VINSON et al. 1999)

Getrank Hemmkonstante IC5, der LDL-Oxidation in pM
Orangensaft 0,42
Mandarinensaft 0,50
Grapefruitsaft 0,95
Pflaumensaft 0,30
Kaffee 0,26
Schwarzer Tee 0,23
Grliner Tee 0,38
WeiBer Traubensaft 0,70
Roter Traubensaft 0,65
Rotwein 0,45
Lagerbier 0,30

Fruchtweine

Die antioxidative Kapazitdt von einigen Fruchtweinen aus verschiedenen Beerenfriichten
wurden von HEINONEN et al. 1998a untersucht. Als Testsystem wurde die Hemmung der
Oxidation von Methyllinolat in der Warme (40°C im Dunkeln) verwendet, die durch Messung
der Extinktion bei 234 nm (Hydroperoxide) bestimmt wurde. Die Hemmung durch 50 bzw.
200 pL aufgearbeiteten Fruchtwein wurde in Prozent bezogen auf die Kontrolle nach
Erreichen eines Hydroperoxidgehalt von 400 bzw. 800 mmol/kg angegeben (Tabelle 18).

Tabelle 18: Hemmung der

Peroxidbildung von Methyllinolat durch aufgearbeitete

Fruchtweine bei zwei verschiedenen Probenmengen sowie Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu der Fruchtweine und der Polyphenolgehalt in 50 uL Probe berechnet als
Gallussaure-Equivalente (GAE)

Fruchtwein Gesamtphenol- |uM GAE |Hemmung in % |Hemmung in %
gehalt der|(in50 yL |von 50 pL (800 |von 200 pL (800
Weine in mg/L mmol/kg) mmol/kg)
GAE

Schw. Johannisbeer-| 1060 275 91 97

Heidelbeerwein (2/1)

Schw. Johannisbeerwein | 520 — 1820 120 -880 |5-65 13-98

(n=5)

Schw. Johannisbeer- | 950 225 8 97

Erdbeerwein (4/1)

Roter Johannisbeerwein | 440 — 470 100 —-110 |39 — 41 44 — 96

(h=2)

Roter u. schw. | 515 205 48 85

Johannisbeerwein (3/4)

Cranberrywein 680 160 92 52

Apfelwein (n = 4) 240 — 470 38—110 [22-—-84 42 — 90

GAE = Gallussaure-Equivalente

Zur Untersuchung war eine Festphasenextraktion der Polyphenole aus den Fruchtweinen
nétig, um die den Test stérenden Zucker zu entfernen. Es konnte von den Autoren keine
Korrelation mit dem Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und der Hemmung der
Oxidation des Methyllinolat festgestellt werden.
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3. Methoden

Eine detaillierte Betrachtung und Bewertung der Einflisse der Verarbeitungstechnik auf
antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe bei der Fruchtsaftherstellung erfordert gut reproduzierbare
und leistungsfédhige Analysenmethoden zur Untersuchung der Proben. Fir die
Stufenkontrollen sind eine schnelle und einfache Aufarbeitung und Messung der Proben
notwendig, um Verdnderungen der Proben durch Lagerung und lange Wartezeiten zu
vermeiden.

3.1. Polyphenolanalytik
3.1.1. Polyphenolmuster und -gehalte mittels HPLC

Die qualitative und quantitative Bestimmung der in Proben enthaltenen Polyphenole kann
wichtige Ergebnisse Uber Sortenunterschiede und die Art und Weise der Einflussnahme der
angewendeten Verarbeitungstechnik liefern.

Far die Polyphenolanalytik in den anfallenden Proben lag keine Methode vor, die diese
Bedingungen ausreichend erfillt, so dass eine neue Methode fir die notwendige Analyse der
einzelnen Polyphenole in Sé&ften entwickelt wurde. Ziel sollte eine einfache
Probenvorbereitung, eine gute Trennung der Substanzen, eine gleichzeitige Bestimmung
von farblosen Polyphenolen und Anthocyanen, eine kurze Analysendauer sowie eine hohe
Empfindlichkeit sein. Viele in der Literatur beschriebenen Methoden erfillen diese
Zielsetzung nicht ausreichend. Daher wurde bei der Entwicklung zur Verbesserung der
Polyphenolanalytik mittels HPLC eine neue fluorierte RP-Phase und zuséatzlich zur Ublichen
UV/Vis-Detektion eine elektrochemische Detektion verwendet.

Gerate:
HPLC-System : Hewlett Packard HP 1090 Series Il HPLC System
Detektor 1 : DAD Hewlett Packard HP 1090 Series Il HPLC System
Wellenlangen : Kanéle frei wahlbar von 190-600 nm
Polyphenole allgemein 280 nm
Hydroxyzimtsaurederivate 320 nm
Flavonole 360 nm
Anthocyane 525 nm
Detektor 2 : Trace TED 4020
Elektrode : silanisierte Platinelektrode
DC-Amperometrie : 500 mV, Messbereich: 200 nA, Offset: 20 nA
PAD : 0.00 - 0.39 min 500 mV (Delay-Phase)
0.40 - 0.70 min 500 mV (Integrationsphase)
0.71 - 0.79 min 900 mV (Oxidation)
0.80 - 0.85 min -100 mV (Reduktion)
Messbereich: 2000 nC, Offset: 0,
Saule : Fluofix 120 E; 250 - 4,6; 5 um, NEOS Company Ltd., Kobe,
Japan
Chemikalien:

Acetonitril gradient grade; o-Phosphorsaure 85%; doppelt entmineral. Wasser
Polyphenol Standards von Roth ; Extrasynthese, Genay, Frankreich; Aldrich; Fluka; Sigma
Chemicals Co., Steinheim
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Fliessmittel:

A. Doppelt entmineral. Wasser / 85%ige o-Phosphorsaure (99,5/ 0,5 v/v)
B. Acetonitril / doppelt entmineral. Wasser / 85%ige o-Phosphorsaure (50 / 49,5/ 0,5 v/v/v)
C. Acetonitril / doppelt entmineral. Wasser (50 / 50 v/v)

Die Fliessmittel missen vor ihrer Verwendung membranfiltriert (0,45 pum) und entgast
werden. Fliessmittel C dient zum Spllen der Saule.

Die Mischungsverhéltnisse sind additiv, d. h. 1 Liter Fliessmittel A setzt sich aus 995 mL
doppelt entmineral. Wasser und 5 mL 85%iger o-Phosphorsaure zusammen. Die Fliessmittel
sollten nicht I&nger als 5 Tage aufbewahrt werden. Wird das Geréat Ianger nicht benutzt, sind
die Fliessmittelbehalter sowie der Abfallbehalter zu entfernen und die Ansaugfritten zu
reinigen.

Der Fliessmittel-Abfall wird in einer Plastikwanne als Schutzunterlage zur Entsorgung mit
NaOH-Platzchen auf ca. pH>9 gebracht und mit ca. 25ml Perhydrol (Wasserstoffperoxid
30%iQ) versetzt. Dabei den Deckel der Flasche nicht zuschrauben. Am néchsten Tag kann
der Abfall bei flieBendem Wasser in den Abguss entsorgt werden.

Chromatographie-Bedingungen:
Saulentemperatur :25°C

Fluss s 1mL/min

Gradientenprogramm:

Zeit [min] A B

0.0 100% 0%
5.0 100% 0%
45.0 75% 25%
65.0 0% 100%
70.0 0% 100%
70.1 100% 0%
89.9 100% 0%

Standardabweichung und Nachweisgrenzen:

Die Bestimmung der Standardabweichung erfolgte durch finfmaliges Injizieren von 10 pL
einer Standardlésung einzelner Polyphenole. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
wurden durch eine Verdinnungsreihe der Standardlésungen bei einem Injektionsvolumen
von 10 pL bestimmt. Als Nachweisgrenze wurde ein Signal-Rausch-Verhaltnis von ca. 2:1
angenommen, als Bestimmungsgrenze ein Signal-Rausch-Verhéaltnis von ca. 5:1.

Standardabweichung der Bestimmung (n = 5): £ 2%

Tabelle 19: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen einiger Polyphenole bei einem
Injektionsvolumen von 10 pL

Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Flavan-3-ole (280 nm) 1 mg/L 2 mg/L
Chlorogensaure (320 nm) 0,5 mg/L 1 mg/L
Phloridzin (280 nm) 0,2 mg/L 0,5 mg/L
Cyanidin-3-rutinosid (525 nm) 1 mg/L 2 mg/L
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Identifizierung und Quantifizierung:

Zur ldentifizierung von Chromatogrammpeaks wurden Standardsubstanzen verwendet.
Durch Vergleich der Retentionszeit, Addieren von Standardsubstanz zur Probe und dem
Vergleich der UV/Vis-Spektren mittels Dioden-Array-Detektion (DAD) bzw. der Reaktion bei
der elektrochemischen Detektion wurde die Identifikation eines Chromatogrammpeaks
verifiziert. Waren keine Standardsubstanzen erhéltlich, wurde eine tendenzielle Identifikation
anhand von Retentionszeit, UV/Vis-Spektrum sowie Verhalten bei der elektrochemischen
Detektion basierend auf Angaben in der Literatur vorgenommen.

Die Quantifizierung erfolgt ebenfalls Uber Standardsubstanzen. Bei tendenziell identifizierten
Chromatogrammpeaks wurde die Quantifizierung relativ zu einer chemisch und strukturell
maoglichst nahe verwandten Standardsubstanzen durchgefihrt.

Probenvorbereitung:

Allgemein:
Flussige Proben (trib und klar) werden membranfiltriert (0,45 um) und anschlieBend direkt
injiziert. Das Injektionsvolumen betrégt je nach Polyphenolgehalt 5-25 pL.

Erdbeeren:

Die kleingeschnittenen Erdbeeren werden nach Zugabe von Fructozym BE (Erbsloh,
Geisenheim, Germany) mit einem Stabmixer homogenisiert, 1 Stunde stehen gelassen und
anschlieBend bei 4500 U/min zentrifugiert. Der membranfiltrierte Uberstand wird zur HPLC-
Analyse verwendet.

Maische siehe 3.1.4.

3.1.2. Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu

Chemikalien

¢ Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz (Merck, Darmstadt)

e Natriumcarbonatlésung, gesattigt bei Raumtemperatur
e (+)-Catechin

Probenvorbereitung

Proben mit einem hohen Gesamtphenolgehalt (> 1g/L) werden verdinnt. Stérende
L-Ascorbinsaure, natirlich oder zugesetzt, wird vor der Bestimmung enzymatisch durch
Eintauchen von L-Ascorbat Oxidase-Spateln in 1 mL Probe oder durch Zugabe von
Wasserstoffperoxid (10 uL auf 5 mL Probe) beseitigt.

Messung
(modifizierte Vorschrift nach RITTER 1994 basierend auf SINGLETON und ROSSI 1965)
8,4 mL entmineralisiertes Wasser
(bei Reagenzienblindwert 8,5 mL entmineral. Wasser)
+ 0,1 mL Probe
+ 0,5 mL Folin-Ciocalteu-Reagenz
mischen und 3 — 6 Minuten stehen lassen
+ 1,0 mL gesattigte Natriumcarbonatlésung
nach 60 Minuten die Extinktion bei 720 nm in 1 cm Einmalkivetten gegen den
Reagenzienblindwert messen
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Berechnung

Die Berechnung erfolgte anhand einer Eichgerade der Bezugssubstanz (+)-Catechin, die
zwischen 40 und 1000 mg Catechin/L linear ist (> > 0,998). Die Ergebnisse werden in mg
Catechin/L angegeben.

Reproduzierbarkeit
Nach RITTER 1994 betragt die Standardabweichung des Mittelwertes der Bestimmung
+ 2,2%. Sie wurde durch zehnmalige Bestimmung eines Apfelsaftes ermittelt.

3.1.3. Farbmessungen

Chemikalien
0,1 n HCI

Messungen

Klarer Apfelsaft:
Zur Bestimmung der Braunung wird die Extinktion bei 420 nm der Proben in 1 cm
Glasklvetten gegen entmineral. Wasser gemessen.

Schwarzer Johannisbeersaft und andere stark geféarbten Safte:

Zur Bestimmung der Farbintensitdt werden die Proben mit 0,1 n HCI 1:100 verdinnt
(pH < 1) und die Extinktion bei 520 nm in 1 cm Glaskivetten gegen entmineral. Wasser
gemessen. Die Messung erfolgte in dieser Variante wegen der einfacher Handhabung der 1
cm Kuivetten gegenuber den Ublichen 1 mm Kivetten. Die aufgrund der Farbintensitat der
Proben nétige Verdiinnung wurde mit 0,1 n HCI vorgenommen, um einen Fehler durch einen
verdinnungsbedingten pH-Wert-Anstieg zu vermeiden. Die pH-Wert-Erh6hung wurde das
Gleichgewicht der Anthocyane (siehe 2.1.1.) verschieben, was die Farbintensitdt um mehr
als den Verdinnungsfaktor reduzieren wirde, wahrend bei einem pH-Wert < 1 die
Anthocyane in der Lésung vollstandig als Flavyliumkationen vorliegen.

Die Resultate werden als E 420 nm/cm bzw. E 520/cm oder E 520/mm (pH < 1) angegeben.

3.1.4. Extraktionsmethode flir Maischeproben

Screening-Variante :

Zweck der Screening-Variante war eine schnelle Extraktion und vor allem eine sofortige
Unterbindung jeglicher Enzymtatigkeit in der Maische. Ziel dieser Extraktionsmethode war
es, grobe Veranderungen in der Maische selbst durch Prozesse, z.B. Oxidation der
Polyphenole und damit verbundene Verluste an Polyphenolen, schnell feststellen und
analysieren zu kénnen. Diese Variante stellt keine vollstdndige Extraktion der Polyphenole
aus der Maische dar, so dass die Analysendaten der erhaltenen Extrakte nur aufgrund der
gleichen Vorgehensweise miteinander vergleichbar sind.

Die Maische wird mittels eines Stabmixers homogenisiert. Von der homogenisierten Maische
werden etwa 100g in einem 400 mL Becherglas abgewogen und das selbe Gewicht wie die
Maischeeinwaage an 0,1 n HCI in Ethanol hinzugefigt (Gewichtsverhaltnis
Maische:Extraktionsmittel = 1:1). Das salzsaure Ethanol dient zur Extraktion der Polyphenole
und zur Inhibierung der Enzymaktivitdt in der Maische. Das Maische-Extraktionsmittel-
Gemisch wird 45 min auf dem Magnetrihrer gertihrt und anschlieBend durch ein normalen
Laborpapierfilter (185 mm Durchmesser) filtriert. Die Maische wird am Ende der Filtration
manuell noch mal im Filtertrichter ausgedrickt. Das Filtrat wird fir die Bestimmungen
verwendet.
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Komplett-Extraktions-Variante:

Mit der Komplettextraktion sollen die gesamten Polyphenole aus der Maische extrahiert
werden. Ziel ist der Vergleich der Polyphenolgehalte und Gehalte an antioxidativ wirksamen
Substanzen eines aus der Maische im technischen MaBstab hergestellten frischen
Presssaftes mit den maximal méglichen Gehalten, die im Extrakt enthalten sind. Daraus
kann eine Bilanz Uber die Verteilung der urspriinglich in der Maische enthaltenen
Polyphenole oder Antioxidantien, die durch die Extraktionsprozedur vollstédndig extrahiert
werden sollen, in Saft und Trester nach dem Entsaftungsvorgang erstellt werden. Dazu wird
der absolute Gehalt an Polyphenolen mittels Folin-Ciocalteu und antioxidativer Kapazitat von
Extrakt und Presssaft aus 100 g Maische bestimmt. Die Saftausbeute und das Volumen an
Extrakt werden zur Berechnung verwendet.

Der Vergleich der absoluten Gehalte von Presssaft und Extrakt ergibt die prozentuale Bilanz
des Ubertrags an Polyphenolen und antioxidativer Kapazitdt in den Presssaft beim
angewendeten Entsaftungssystem.

Apfel

Frisch gemahlene Apfelmaische (Ratzmuihle) wird nach Konservierung und Oxidationsschutz
mit SO, mit einem Stabmixer homogenisiert und sieben mal mit salzsaurem Ethanol zum
Erreichen einer vollstandigen Extraktion (farblose Maische) extrahiert. Das Extraktionsmittel
wird durch Zentrifugation bei 4500 U/Min von den festen Bestandteilen der Maische
abgetrennt, dekantiert und anschlieBend der Vorgang wiederholt. Die extrahierte
Maischeprobe wird nach der letzten Extraktion durch ein normalen Laborpapierfilter (185 mm
Durchmesser) filtriert und am Ende nochmals manuell ausgepresst. Die vereinigten Extrakte
werden gewogen (Extraktionsausbeute) und nach Bestimmung der Dichte d20/20 zur
Analyse verwendet.

Der Rest der Maische wurde mit einem Dekanter (Flottweg Dekanter, Vilsbiburg; Drehzahl:
5300 U/Min, Differenzdrehzahl: 3 U/Min) entsaftet.

Schwarze Johannisbeeren

Frisch gequetschte schwarze Johannisbeermaische (Walzenmihle) wird wie oben
beschrieben ohne die Zugabe von SO, extrahiert.

Der Rest der erwdrmten Maische wurde nach einstiindiger Enzymierung mit Fructozym MB
(Erbsléh Geisenheim, Geisenheim) in einer Horizontalpresse (Bucher HPL 200) entsaftet.

Von den Extrakten und dem frischen Presssaften wurden der TEAC-Wert, der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und die Gehalte einzelner Polyphenole mittels
HPLC bestimmt.

3.2. Praparative Isolierung einzelner Polyphenole aus Fruchtsaften

Fir eine reproduzierbare Polyphenolanalytik der anfallenden Proben mittels HPLC erwies
sich das Fehlen von Standardsubstanzen zur Quantifizierung und Identifizierung der
enthaltenen Polyphenole als Problem fir die genaue Beurteilung der Verédnderungen der
Polyphenole bei den vorgenommenen Stufenkontrollen. So sind beispielsweise die
Hauptphenole des schwarzen Johannisbeersaftes, die Anthocyane Delphinidin-3-glucosid,
Delphinidin-3-rutinosid und Cyanidin-3-rutinosid, sowie zwei der Hauptphenole des
Apfelsaftes, 4-p-Coumaroylchinasdure und Phloretin-2’-xyloglucosid, kommerziell nicht
erhaltlich. Zur Beurteilung der schwarze Johannisbeersaftproben war das Vorhandensein
von Standardsubstanzen der Anthocyane essentiell, da diese den quantitativen Hauptteil der
analysierbaren Polyphenole in den Proben darstellten. Daher wurde ein Lésungsweg zur
Isolierung der Substanzen im praparativen MaBstab erarbeitet.

Die isolierten Reinsubstanzen wurden auch als Standards bei Bioverflgbarkeitsstudien der
Fruchtsafte verwendet. Die beiden Apfelpolyphenole konnten bedauerlicherweise erst so
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spat isoliert werden, dass sie in der Polyphenolanalytik mittels HPLC keine Verwendung
mehr fanden.

3.2.1. Anthocyane aus schwarzem Johannisbeersaft

Aufarbeitung fiur die praparative HPLC

Die Aufarbeitung des schwarzen Johannisbeersaftes soll der Isolierung und Konzentrierung
der Polyphenole aus dem Saft dienen, um fir die nachfolgende praparative HPLC die
Polyphenole des schwarzen Johannisbeersaftes mdglichst frei von anderen stérenden
Saftinhaltsstoffen und in einer hohen Konzentration vorliegen zu haben.

Probenvorbereitung

Schwarzer Johannisbeersaft wird mit Fructozym P (Erbsléh, Geisenheim) depektinisiert und
anschlieBend 10 Min bei 4000 U/Min zentrifugiert.

Probenmenge:

1L Kklarer, depektinisierter, schwarzer Johannisbeersaft

Saule:

Eine Chromatographiesédule mit einem Durchmesser von 2 cm und einer Léange von ca. 80
cm wird mit etwa 8 g Adsorberharz XAD 16 HP (Rohm and Haas S.A., Chauny, France)
befullt, was einem Bettvolumen von etwa 80 mL entspricht.

Konditionierung:

3 Bettvolumen Ethanol,10 Bettvolumen entmineral. Wasser bei voll ge6ffnetem Hahn
Probenaufgabe: 1L Probe wird bei einer Tropfgeschwindigkeit von ca. 3 Tropfen pro
Sekunde Uber die Saule gegeben

Spiilen:

10 Bettvolumen entmineral. Wasser bei voll gedffnetem Hahn zur Entfernung von Zuckern,
Mineralstoffen, Proteinen etc.

Elution:

3 Bettvolumen salzsaures Ethanol bei einer Tropfgeschwindigkeit von ca. 3 Tropfen pro
Sekunde

Reinigung:

3 Bettvolumen entmineral. Wasser, 4 Bettvolumen 2 %ige NaOH-Ldsung, 10 Bettvolumen
entmineral. Wasser bei voll ge6ffnetem Hahn

Nach der Reinigung kann die S&ule wieder fir eine Probenaufarbeitung, beginnend mit der
Probenaufgabe, verwendet werden.

Extrakt:

Das gewonnene ethanolische Eluat wird im Rotationsverdampfer auf ein Volumen von 10 —
20 mL eingeengt, bei 4°C gelagert und nach Membranfiltration fir die préparative HPLC
verwendet.

Isolierung der einzelnen Polyphenole mittels praparativer HPLC:

Nach manueller Injektion des Extraktes auf die HPLC-S&ule werden die entsprechenden
Substanzpeaks per Hand in Rundkolben gesammelt. Die tber 15 Chromatographielaufe
gesammelten Fraktionen werden bei 40°C und 30 mbar am Rotationsverdampfer eingeengt
und anschlieBend gefriergetrocknet.

HPLC-Bedingungen:

Pumpe : Merck-Hitachi L-6200 mit praparativem Pumpenkopf
Detektor : Philips Pye Unicam PU 4020 UV detector

Schreiber : Philips PM 8251 single-pen recorder

Saule : Merck Prepbar 250 x 25, LiChrospher RP 18, 12 um
Injektion : Rheodyne 7125

Injektionsvolumen : 1 mL (Loop)
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Wellenlange : 280 nm
Fliessmittel : Doppelt entmineral. Wasser / Essigsaure (82,5/ 17,5 v/v)
Elution : isokratisch

Uberpriifung der Reinheit mittels analytischer HPLC

Die Uberpriifung der Reinheit der isolierten Substanz erfolgt durch Aufldsen der gewonnenen
gefriergetrockneten Substanz in doppelt entmineral. Wasser und anschlieBender Analyse
mittels HPLC (siehe 3.1.1.).

3.2.2. Coumaroylchinaséaure und Phloretin-2°-xyloglucosid aus Apfelsaft
Aufarbeitung fir die praparative HPLC

Probenvorbereitung i

Ein komplexes Polyphenolmuster ist aufgrund mdglicher Koelutionen und Uberlappungen
der Zielsubstanzen mit unerwlnschten Substanzen fir eine saubere Isolierung der
Zielsubstanz ungunstig. Eine einfaches Polyphenolmuster mit wenigen, in groBem Abstand
zueinander eluierende Substanzpeaks ist ideal. Um dies flar die Isolierung der
Coumaroylchinasaure und des Phloretin-2”-xyloglucosids zu erreichen, wird der Apfelsaft vor
der Aufarbeitung einer Laccase/O,-Behandlung unterzogen. In anderen Untersuchungen
wurde festgestellt, dass durch die Laccase Coumarsaure- und Phloretinderivate kaum
oxidiert werden, wahrend Polyphenole, die eine o-Dihydroxyphenol-Struktur besitzen, wie
Kaffeesaurederivate (Chlorogensaure), Quercetinderivate, Flavan-3-ole und Procyanidine,
oxidiert werden. Die bei vorangegangenen Versuchen stérende Chlorogensdure und andere
stérende Substanzen kénnen so aus dem Saft entfernt werden.

Probenmenge:

1,5L klarer, depektinisierter, Laccase/O,-behandelter Apfelsaft einer polyphenolreichen Sorte
Saule:

Eine Chromatographiesdule mit einem Durchmesser von 2 cm und einer Lange von ca. 80
cm wird mit etwa 10 g Adsorberharz Purolite MN 200 beflllt, was einem Bettvolumen von
etwa 100 mL entspricht.

Konditionierung:

3 Bettvolumen Ethanol,10 Bettvolumen entmineral. Wasser bei voll ge6ffnetem Hahn
Probenaufgabe: 1,5L Probe wird bei einer Tropfgeschwindigkeit von ca. 3 Tropfen pro
Sekunde Uber die Saule gegeben

Spiilen:

10 Bettvolumen entmineral. Wasser bei voll geéffnetem Hahn

Elution:

3 Bettvolumen Ethanol bei einer Tropfgeschwindigkeit von ca. 3 Tropfen pro Sekunde
Reinigung:

3 Bettvolumen entmineral. Wasser, 4 Bettvolumen 2 %ige NaOH-Ldsung, 10 Bettvolumen
entmineral. Wasser bei voll ge6ffnetem Hahn

Nach der Reinigung kann die Saule wieder fiir eine Probenaufarbeitung, beginnend mit der
Probenaufgabe, verwendet werden.

Extrakt:

Das gewonnene ethanolische Eluat wird im Rotationsverdampfer auf ein Volumen von 10 —
20 mL eingeengt, bei 4°C gelagert und nach Membranfiltration flr die praparative HPLC
verwendet.

Isolierung der einzelnen Polyphenole mittels praparativer HPLC:

Nach manueller Injektion des Extraktes auf die HPLC-Saule werden die entsprechenden
Substanzpeaks per Hand im Rundkolben gesammelt. Die Uber 15 Chromatographielaufe
gesammelten Fraktionen werden bei 45°C und 30 mbar am Rotationsverdampfer eingeengt
und anschlieBend gefriergetrocknet.
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HPLC-Bedingungen:

Pumpe : Merck-Hitachi L-6200 mit prédparativem Pumpenkopf

Detektor : Merck-Hitachi L 4250 UV-Vis Detector

Schreiber : Kipp & Zonen Bd 40

Saule : ReproSil Pur C18-Aqg, 10 um. 250 x 40 (Dr. A. Maisch, Ammerbuch)

Injektion : Rheodyne 7125

Injektionsvolumen : 2 mL (Loop)

Fluss : 6 mL/min

Wellenlange 1280 nm

Fliessmittel : A. Methanol / doppelt entmineral. Wasser / Essigsaure (50 /49 /1 v/v/v)
B. Methanol

Gradientenprogramm:

Time [min] A B Flow [ml/min]
0.0 100% 0% 6.0
10.0 100% 0% 6.0
50.0 50% 50% 6.0
65.0 0% 100% 7.5
80.0 0% 100% 9.0
80.1 100% 0% 6.0

Uberpriifung der Identitit sowie der Reinheit mittels analytischer HPLC

Die Uberpriifung der Reinheit der isolierten Substanz erfolgte durch Aufldsen der
gewonnenen gefriergetrockneten Substanz in  doppelt entmineral. Wasser und
anschlieBender Analyse mittels HPLC (siehe 3.1.1.). Weiterhin erfolgte eine ldentifizierung
der beiden isolierten Substanzen mittels LC/MS und beim Phloretin-2"-xyloglucosid durch
Hydrolyse und anschlieBender Bestimmung der freigesetzten Zucker und des Phloretins.

Identifizierung der isolierten Substanzen durch Bestimmung der Zuckerbausteine
mittels HPAEC

Zur Bestimmung der monomeren Zuckerbausteine der isolierten Substanz, die hypothetisch
als Phloretin-2"-xyloglucosid bezeichnet wurde, missen diese vom gebundenen Polyphenol
und voneinander getrennt werden. Dazu wird die in entmineral. Wasser geléste Substanz
nach Zugabe von Salzsaure bei 70°C sauer hydrolysiert. Im Hydrolysat befinden sich dann
die monomeren Zuckerbausteine. Fir Phloretin-2°-xyloglucosid sollten Xylose und Glucose
im Mengenverhaltnis 1:1 nachweisbar sein.

Hydrolyse:

1 mL einer wassrigen Losung der isolierten Substanz (verbliebene Reste im Rundkolben
nach der Gefriertrocknung) wurde mit 1 mL 4 N HCI versetzt und 1 Stunde bei 70°C
hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde nach Verdiinnung zur Analyse verwendet.

Prinzip der Zuckeranalytik:

Die ldentifizierung und Quantifizierung monomere Zucker erfolgt in wassriger, alkalischer
Lésung im Hochdruckbereich an einer Trennsaule, die einen schwachen Anionentauscher
darstellt. Durch die stark alkalischen Eluenten gehen die Monomere in ihre anionische Form
dber, die mit dem Material der Trennsaule in Wechselwirkung tritt. Die Elution erfolgt mittels
geeigneter Gradienten verschiedener lonenstarke, die Detektion auf elektrochemischem
Wege. Die mitgeschickten Referenzsubstanzen ermdglichen Uber das Auswerteprogramm
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sowohl die ldentifikation bzgl. Retentionszeiten, als auch eine Quantifizierung durch Ein-
bzw. Mehrpunktkalibrierung.

HPAEC-Bedingungen:

Gerat : DIONEX BIO-LC
Saule :4 x 250 mm ( CARBO PAC PA-100)
Vorsaule :4 x50 mm ( CARBO PAC PA-100)
Pumpe : Gradientenpumpe LCM-2 und Gradientenmixer GM-2
Detektor : PED mit Gold-Arbeitselektrode, Gegenelektrode Stahl,
Kombination pH-Ag/AgCl- Referenzelekirode
Injektor : Autosampler Spectra Physics AS 3500
Injektionsvolumen : 20 pl Gber Probenschleife
Saulentemperatur :15°C
Eluenten 1. Doppelt entmineral. Wasser
2.0,5M NaOH
3. Doppelt entmineral. Wasser
4.0,1 M NaOH

Standardsubstanzen : Fucose, Rhamnose, Arabinose, Galaktose, Glucose, Xylose

Gradientenprogramm:

Time [min] Flow [ml/min] Eluent

0 - 3 1,0 16 mmol NaOH

3,1 - 22,5 1,0 Doppelt entmineral. Wasser
22,6 - 28,0 1,0 20 mmol NaOH

28,1 - 40,0 1,0 500 mmol NaOH

40,1 - 45,0 1,0 Doppelt entmineral. Wasser
451 - 75,0 1,0 16 mmol NaOH

75,0 - = 0,1 16 mmol NaOH

3.3.3. Isolierung von Polyphenolen aus Apfelsaft mittels Gelchromatographie
an einer Saule mit Sephadex LH 20

Die Gelchromatographie wurde als alternatives Verfahren zur Isolierung der einzelnen
Polyphenole aus Apfelsaft untersucht. Der Vorteil der Gelchromatographie gegentber der
praparativen HPLC ist die erheblich gréBere Probenaufgabemenge.

Chromatographie-Bedingungen:
Probe : Ethanolischer Polyphenolextrakt von einem zuvor mit Laccase

enzymierten Apfelsaft, gewonnen an einer Adsorberharzsaule
mit dem Adsorberharz XAD 16 HP (siehe 3.2.2.)

Injektionsvolumen  :10 mL

Fliessmittel : Isopropanol

Fluss : 0,8 mL/min

Sé&ulenmaterial : Sephadex LH 20

Saule :100cm x 2,2 cm i.D.
Bettvolumen :65cm x 2,2 cmi.D., etwa 125 ml
Fraktionsgrésse :10 mL

Dauer : ca. 13 Stunden
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Von den gesammelten Fraktionen wurde die Extinktion bei 280 nm photometrisch bestimmt.
AnschlieBend wurde von ausgewahlten Fraktionen ein Polyphenolmuster mittels HPLC
ermittelt.

3.4. Bestimmung der antioxidativen Kapazitat mit der TEAC-Methode

Mit der TEAC-Methode (Trolox-Equivalent-Antioxidative-Capacity) lasst sich die antioxidative
Kapazitat von wassrigen Lésungen bestimmen. Die von MILLER et al. 1993 beschriebene
Methode wurde zur Vereinfachung und besseren Handhabung modifiziert.

Chemikalien

ABTS (2,2-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)), Trolox® (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carbonsaure) (Aldrich), di-Kaliumhydrogenphosphat, Kaliumdihydro-
genphosphat, Kaliumhexacyanoferrat-(lll), Natriumchlorid, Wasserstoffperoxid 30%ig (Merck,
Darmstadt), Myoglobin (Sigma), Sephadex G-15

Gerite
Chromatographie-Séaule 100 cm x 2,2 cm i.D. (Pharmacia) Spektralphotometer, Stoppuhr,
1.5 mL Halbmikro —Klvetten (Schichtdicke 1 cm)

Lésungen

PBS-Puffer

0,714 g di-Kaliumhydrogenphosphat + 0,123 g Kaliumdihydrogenphosphat + 8,766 g NaCl
mit doppelt entmineral. Wasser auf 1 L auffullen, pH-Wert kontrollieren (pH=7,2-7,4)
PBS-Probenpuffer

7,14 g di-Kaliumhydrogenphosphat + 1,23 g Kaliumdihydrogenphosphat + 8,766 g NaCl mit
doppelt entmineral. Wasser auf 1 L auffillen. pH-Wert kontrollieren (pH=7,2-7,4)
ABTS-Stammiésung (5000 pmol/L)

55 mg ABTS mit PBS-Puffer im Messkolben auf 20 mL aufflllen

ABTS-Arbeitslésung (500 pmol/L)

von der ABTS-Stammldsung die benétigte Menge in einer 1:10-Verdinnung (500 pM/L)
herstellen

Trolox-Stammlésung (2,5 mmol/L)

64 mg Trolox in 100 mL-Messkolben mit PBS-Puffer auffillen, am besten zum Anlésen in
wenigen Tropfen Ethanol aufnehmen

Wasserstoffperoxid-Lésung (450 pmol/L)

10uL Wasserstoffperoxid (30%ig) auf 200ml doppelt entmineral. Wasser geben; im
Kihlschrank max. 2 Tage haltbar, am besten taglich frisch ansetzen

Herstellung der Metmyglobinlésung

Das in PBS-Puffer geléste Myoglobin (142 mg/20 mL) wird durch eine K-Hexacyanoferrat-
(11)-Lésung (5 mg/20 mL) zu Metmyoglobin oxidiert. Diese Mischung wird anschlieBend auf
eine vorbereitete Chromatographieséule (Fullmaterial: Sephadex G-15, 70 cm x 2 cm, mind.
60 cm Trennlénge, vorher mit 2fachem Saulenvolumen PBS-Puffer bei 2 mL/min gespult) mit
einem Fluss von 2 mL/min gegeben, um das Metmyoglobin vom K-Hexacyanoferrat
abzutrennen. Es wird dann die braune Fraktion aufgesammelt. Dabei ist darauf zu achten,
dass das danach eluierende KHCF(lII) (gelb) nicht mit aufgesammelt wird!

Die aufgesammelte Metmyoglobinlésung wird nun auf ihren Gehalt an Metmyoglobin
dberprift: Hierzu wird in einer 1 cm-Kunststoffklvette die Absorption bei 490, 560 und
580nm gegen PBS-Puffer gemessen. Die Konzentration errechnet sich nach:
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c[uM/L] = 146"E490 — 108"E560 + 2,1*E580

Die Lésung sollte Konzentrationen um 140 uM/L besitzen. Zum Schutz vor Licht mit Alufolie
umwickeln und im Kihlschrank aufbewahren.

TEAC-Testlésung:

300 pL ABTS-Arbeitslésung
50 pL Metmyoglobin-Lésung
400 uL PBS-Puffer

Die Testlosung kann in gréBeren Mengen angesetzt werden und ist ca. 1 Woche im
Kihlschrank haltbar.

Messprinzip:

Die Messung beruht auf der Hemmung der Bildung des Radikalkations ABTS™ Uber die
Reduktion des Ferrylmyoglobinradikals, das in wassriger Lésung durch die Oxidation von
Metmyoglobin durch Wasserstoffperoxid gebildet wird. Die Hemmung erfolgt durch in der
Messlésung enthaltene Radikalfanger (z. B. Polyphenole) aus der zugegebenen Probe. Das
entstandene Farbstoffradikal wird bei 734 nm photometrisch bestimmt. Die
Bildungsgeschwindigkeit des Radikalkations ABTS"™ durch die Reduktion des
Ferrylmyoglobinradikals ist konstant und ergibt daher einen nahezu linearen Anstieg der
Extinktion in der Testlésung. Je langer nun die durch eine antioxidative Probe bewirkte ,lag“-
Phase ist, desto geringer ist die Extinktion zu einem festgelegten Messzeitpunkt, da die
Bildung des Radikalkations ABTS™ verzégert nach dem Verbrauch der antioxidativ
wirksamen Substanzen einsetzt. Da diese Verzégerung der Farbreaktion proportional zur
Konzentration der antioxidativen Substanz ist, entspricht die Extinktion zum Messzeitpunkt
bei gleicher Steigung bzw. Kurvenverlauf der Farbreaktion dem Gehalt an antioxidativ
wirksamen Substanzen in der Messlésung. Zur Kalibrierung der Methode wird das
wasserlésliche Tocopherol und Vitamin E-Analogon Trolox verwendet. Bei steigenden
Troloxkonzentrationen resultiert durch die Verlangerung der lag-Phase eine Kurvenschar,
deren Extinktionsabstande zum Messzeitpunkt der Konzentration entsprechen, was
bedeutet, dass eine Erhéhung der Troloxkonzentration um 0,5 mmol/L zu einer Verringerung
der Extinktion zum Messzeitpunkt um 0,08 - 0,1 Extinktionseinheiten fihrt (Abbildung 10).

0,50
Zeitpunkt der Messung

L~
0,4 1

/
0,3 7
027 /

2,5 mmol/L
/

0,1 7 1 mmol/ls

2 mmol/

0,00, T T T T T 1
0,0 1 2 3 min 4 5 6 7,0

Abbildung 10: Verlauf der Farbreaktion im TEAC-Test bei verschiedenen Trolox-
Konzentrationen
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Die Bestimmung der Lange der Lagphase stellt als Variation des Testes ebenfalls eine
Méglichkeit zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat einer Probe dar.

Bei der Kalibrierung ergibt sich eine Gerade mit negativer Steigung, da die Extinktion um so
niedriger ist, je héher die Troloxkonzentration ist (Abbildung 11). Die MessgrdBe ist mmol/L
Trolox.

0,7
0.6

g 05 <'\

& 0.4 \

< 0’2 \\

i y = -0,2065x + 0,5766
0,1 R2'=0,9991 ~S

0 T T T T T

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
mmol/L Trolox

Abbildung 11: Eichgerade des TEAC-Testes, Messzeitpunkt 6 min

Um den TEAC-Wert von Proben aus deren Extinktion am Messzeitpunkt mittels der erstellten
Eichgerade zu berechnen, wird die Geradengleichung nach x (Konzentration in mmol/L
Trolox®) aufgeldst (z. B. y = -0,2065x + 0,5766 wird zu x = -4,8426y + 2,7923) und die
Extinktion der untersuchten Probe (y-Wert) in die umgestellte Gleichung eingesetzt.

Testdurchfiihrung:
Wellenlange: 734nm

Zur einfacheren Handhabung wurde das Probenvolumen im Test von urspringlich 10 uL
unverdinnte Probe durch eine Verdinnung der Probe um den Faktor 10 auf 100 uL erhéht.
Dabei ist zu beachten, das die 1:10 verdinnte Probe bei 100 puL Volumen das urspringliche
Probenvolumen von 10 pL enthélt, also die Probe zwar 1:10 verdinnt wurde, aber das
Probenvolumen im Test auch um den Faktor 10 erhéht wurde, was sich gegenseitig aufhebt.
Dies muss bei der Berechnung beachtet werden. Auch die Trolox-Standardlésung muss
deshalb zur Bestimmung einer Eichgerade 1:10 verdinnt werden. Erst bei Verdinnungen
gréBer 1:10 muss diese in der spateren Berechnung verwendet werden (1:50 Verdinnung
der Probe bedeutet einen Verdinnungsfaktor in der Berechnung von 5! nicht von 50). Die
Proben werden entsprechend der folgenden Aufzdhlung mit entmineral. Wasser bzw. PBS-
Probenpuffer verdiinnt (richtet sich nach dem Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu):

Gesamtphenolgehalt bis 750 mg/L
Gesamtphenolgehalt bis 1500 mg/L
Gesamtphenolgehalt bis 5000 mg/L
Gesamtphenolgehalt bis 10000 mg/L

1:10 (PBS-Probenpuffer)
: 1:25 (PBS-Probenpuffer)
:1:100
1:200
Vor einer Testserie bzw. mehreren Testserien an einem Tag sollte eine Eichgerade mit

sechs Messpunkten der Trolox-Standardlésungen mit Konzentrationen von 0 — 2,5 mmol/L
(0,5 mmol/L Schritte) aufgenommen werden. Die Eichgerade dient dann zur Berechnung des
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TEAC-Wertes. In einer Testserie kdbnnen 11 Proben (Doppelbestimmung) sowie ein Leerwert
gemessen werden, insgesamt 24 Einzelproben. Sind die Extinktionen der Leerwerte in
Testserie und Eichgerade unterschiedlich (max. 0,05 Extinktionseinheiten), werden die
gemessenen Extinktionen im Test um die Differenz der beiden Leerwerte korrigiert.

Die Lésungen missen auf 20°C temperiert werden. Zum Test werden die Halbmikro-
Kivetten wie folgt befallt:

TEAC-Testloésung: 750 uL

+

Leerwert: 100 uL PBS-Puffer

oder

Probe (mind. 1:10 verdinnt) 100 pL (entspricht 10 pL Probe)
oder

Standardlésung (1:10 verdiinnt): 100 pL (entspricht 10 uL Standardlésung)

Die Extinktion des Leerwertes vor dem Reaktionsstart wird als Abgleich verwendet. Zum
Starten der Reaktion werden nun im 15 Sekunden-Abstand 200 L
Wasserstoffperoxidldsung der Reihe nach in die Klvetten gegeben. Nach genau 6 min
werden die Kivetten wieder im 15 Sekunden-Abstand der Reihe nach im Photometer
gemessen, so dass jede Probe nach genau 6 min Reaktionszeit bestimmt wird. Bei zu hohen
(Extinktionsdifferenz von Blindwert und Probe kleiner 0,020) oder zu niedrigen Extinktionen
(< 0,020) der untersuchten Proben muss anders verdiinnt werden.

Man berechnet den TEAC-Wert in der Einheit mmol/L Trolox durch Einsetzen der Extinktion
im Test (eventuell korrigiert) in eine umgestellte Eichgerade.

Standardabweichung

Die Standardabweichung des Mittelwertes innerhalb einer Testserie wurde fiir eine Trolox®-
Standardlésung, einen Apfelsaft und einen schwarzen Johannisbeernektar bestimmt

(Tabelle 20).

Tabelle 20: Standardabweichung des Mittelwertes im TEAC-Test bei jeweils 16
Wiederholungen

Probe Standardabweichung des Mittelwertes
Trolox®-Standardldsung (n = 16) 2,2%
Schwarzer Johannisbeernektar (n = 16) |3,5%
Naturtriber Apfelsaft (n = 16) 3,3%

Der Standardabweichung des Mittelwertes der Methode lag bei allen Bestimmungen unter
* 3,5%. Die Messgenauigkeit kann daher als befriedigend bezeichnet werden.

3.4. Allgemeine Analysen

Die folgenden Analysenparameter wurden nach RENTSCHLER und TANNER 1976
bestimmt.
e pH-Wert
titrierbare Gesamtsaure
Dichte d 20/20 bzw. “Oechsle (d 20/20 — 1)
Extraktgehalt in °Brix
L-Ascorbinsduregehalt (jodometrisch)
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4. Verarbeitungsstudien

Die Stufenkontrollen bei der Herstellung von Fruchtsaften wurden im halbtechnischen
MaBstab im Fruchtsaftbetrieb des Fachgebiets flir Weinanalytik und Getrankeforschung der
Forschungsanstalt Geisenheim vorgenommen. Dieser MaBstab wurde gewahlt, da sich die
Ergebnisse von technischem MaBstab und LabormafBstab aufgrund unterschiedlicher
Verhaltnisse zwischen Volumen und Oberflache stark unterscheiden kénnen und daher nicht
Ubertragbar sind. Die hauptsachlich verwendeten Geréate sind nachfolgend aufgeflhrt.

Geréte:

Mabhlen:

e Ratzmuahle, Amos

e Walzenmuhle, Amos

e Schleuderfrase, Kleemann KM 201/F
Entsaftung:

e Horizontalpresse, Bucher HPL 200

e Packpresse Wahler HPP 400

e Flottweg Dekanter
Separator:

e Tellerseparator Westfalia SA R 3036
Kurzzeiterhitzung (KZE):

e Schmidt Sigmatherm

Wourden andere Gerate verwendet, werden Typ und Bezeichnung in der entsprechenden
Versuchsbeschreibung angegeben. Dasselbe gilt fir die verwendeten Enzyme, Hilfsstoffe
und Behandlungsmittel.

Probennahme
Fruchtsaftbetrieb des Fachgebiets fir Weinanalytik und Getrankeforschung der
Forschungsanstalt Geisenheim

Rohware
Fachgebiet fir Obstbau der Forschungsanstalt Geisenheim

Wurde Rohware einer anderen Herkunft verwendet, wird diese genannt.
Siéfte

Aus der reguldren Produktion des Fruchtsaftbetriebs des Fachgebiets fir Weinanalytik und
Getrankeforschung der Forschungsanstalt Geisenheim
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4.1. Apfel
4.1.1. Herstellung von naturtriibem Apfelsaft

In Diagramm 1 ist die Verarbeitung von naturtribem Apfelsaft und die Probennahme
schematisch als Fliessdiagramm dargestellt. Bei der Herstellung wurde zum Schutz vor
Oxidation und zur Stabilisierung des Trubes 200 mg/L L-Ascorbinsdure zugesetzt, die
ebenfalls eine antioxidative Kapazitdt besitzt. Der instabile sogenannte "Grobtrub" wird
mittels Separation entfernt.

Apfel
300kg

Kleemann Schleuderfrase

Pressen mit
Horizontalpresse

v

Presssaft
Ausbeute: 80%

Bucher HPL 200

Zugabe von 200 mg/L
L-Ascorbinsaure

Westfalia Separator Separation
SA1-02-175 P
IREERPRREES
Schmidt Sigmatherm | | KZE Gber Wéarmetauscher
Kurzzeiterhitzungsanlage 86°C 30-40 s

Diagramm 1: Herstellung von naturtribem Apfelsaft

Von den Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, der
L-Ascorbinsauregehalt (jodometrisch) und die Polyphenole mittels HPLC bestimmt.
Um den Einfluss der L-Ascorbinsdure als Zusatzstoff auf die antioxidative Kapazitat von
Apfelsaft zu klaren, wurden einem pasteurisierten, triben Apfelsaft zusatzlich steigende
Mengen an L-Ascorbinsdure zugesetzt und anschlieBend der TEAC-Wert bestimmt.

4.1.2. Einfluss der Apfelsorte und des Polyphenolgehaltes auf die antioxidative
Kapazitat naturtriiber Apfelsafte

Die Differenzen in der antioxidativen Kapazitat zwischen polyphenolreichen Mostapfelsorten
und polyphenolarmen Tafelapfelsorten wurden untersucht. Fir die Untersuchungen standen
Apfel der Sorten Bohnapfel, Brettacher, Kaiser Wilhelm, Boskoop, Topas und Jonagold zur
Verfligung. Die ChargengrdBe betrug 200 kg. Die Apfel wurden gewaschen, verlesen, mit
einer Schleuderfrase gemahlen und mit einer Horizontalpresse gepresst. Nach Zugabe von
200 mg/L Ascorbinsdure wurde der Saft mit einem Tellerseparator zentrifugiert und bei 85°C
in der Flasche pasteurisiert (siehe auch 4.1.2. Diagramm 1). Die Bohnapfel wurden von P.
Possmann zur Verfligung gestellt.
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Von den Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, die
Gesamtsaure (pH 7,0), der L-Ascorbinsduregehalt (jodometrisch), die relative Dichte 20/20
und die Gehalte einzelner Polyphenole mittels HPLC bestimmt.

4.1.3. Einfluss der Maischestandzeit

Um die Veranderung der antioxidativen Kapazitat von Apfelmaische wéahrend der Standzeit
zu untersuchen, wurde frisch gemahlene Apfelmaische (Ratzmuhle) direkt (t = 0 min) einmal
mit ethanolischer 0,1 n HCI extrahiert (3.1.4. Screening-Variante). Ein anderer Teil der
Maische wurde mit Fructozym P versetzt. Nach der gleichen Extraktionsmethode wurde nach
30 min und 60 min ein Extrakt von der enzymierten und von der nicht enzymierten Maische
hergestellt.

Von den insgesamt flinf Proben wurden der TEAC-Wert und der Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu bestimmt.

4.1.4. Einfluss von Entsaftungssystemen und Maischestandzeit auf Apfelsaft

Zur Entsaftung von Maische existieren verschiedene Médglichkeiten. In  der
Fruchtsaftindustrie ist das weitverbreitetste Entsaftungssystem die Horizontalpresse. Als ein
alternatives Entsaftungssystem findet der Dekanter Anwendung, bei dem die Maische durch
Zentrifugalkrafte entsaftet wird. Die Vorteile des Dekanters sind eine schnelle Entsaftung der
Maische und die Mdéglichkeit des kontinuierlichen Betriebs (HAMATSCHEK und NAGEL
1993). Die Extraktion von Polyphenolen aus der Maische durch die beiden verschiedenen
Entsaftungssysteme und damit auch der Einfluss auf die antioxidative Kapazitdt des
Presssaftes sowie Unterschiede durch eine einstindige Maischestandzeit wurden
untersucht. In einem gréBeren Fruchtsaftbetrieb wurde dazu im technischen MaBstab frisch
gemahlene Apfelmaische (Hammermiihle) einmal ohne Standzeit und einmal nach einer
Standzeit von 1 Stunde parallel in einer Bucherpresse (HP 10000) und in einem Dekanter
(Westfalia CA 505) entsaftet.

Von den vier Varianten wurden Proben gezogen und der TEAC-Wert, der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und die Gehalte einzelner Polyphenole mittels
HPLC bestimmt.

4.1.5. Einfluss der Saftstandzeit auf Apfelsaft

Die fruchteigenen Polyphenoloxidasen des Apfels gehen zum Teil in den Presssaft Uber, wo
sie ihre Wirkung weiter entfalten. Da es bei der Herstellung von Apfelsaft haufig zu langeren
Standzeiten zwischen den einzelnen Prozessstufen des Saftes kommt, wurde der Einfluss
dieser Standzeiten auf die antioxidative Kapazitat des Saftes untersucht. Dazu wurde zur
groben Beurteilung des Effektes ein frisch gepresster Apfelsaft in einem Becherglas offen
stehen gelassen. Nach einer Standzeit von 0, 1, 2 und 6 Stunden wurden Proben genommen
und sofort der TEAC-Wert und der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu bestimmt.

4.1.6. Versuche zur Inaktivierung der fruchteigenen Polyphenoloxidasen

Fruchteigene Polyphenoloxidasen verursachen sowohl in der Maische als auch im Saft einen
Verlust an Polyphenolen und antioxidativer Kapazitat (siehe 4.1.4. und 4.1.5.). Die Enzyme
kénnen durch Hitzeeinwirkung inaktiviert werden (WALKER 1964). Daher wurde
Apfelmaische zur Vermeidung dieser Verluste auf zwei verschiedene Arten erhitzt und
anschlieBend die Stabilitat der antioxidativen Kapazitat des Presssaftes untersucht.
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Weiterhin wurde nach dem Ublichen Entsaftungsvorgang (Diagramm 1) eine Erhitzung des
Presssaftes auf 55°C vorgenommen und dessen Stabilitat ebenfalls untersucht.

1. Ansatz:
Frisch gemahlene Maische wurde Uber einen Réhrenerhitzer auf 60°C erhitzt und nach einer
Standzeit von 30 min wieder heruntergekuhlt.

2. Ansatz:
Frisch gemahlene Maische wurde Uber einen R&hrenerhitzer auf 90°C erhitzt und
anschlieBend sofort wieder heruntergekhlt.

3. Ansatz
Frischer Presssaft von nicht erhitzter Maische wurde Uber einen Rdhrenerhitzer auf 55°C
erhitzt.

Nach der sofort erfolgenden Entsaftung mittels Horizontalpresse wurden von den Proben des
frischen Presssaftes direkt und nach einer Standzeit von 4 Stunden bei Raumtemperatur im
verschlossenen Erlenmeyerkolben der TEAC-Wert sowie der Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu bestimmt.

4.1.7. Einfluss der Schonung mit Gelatine auf Apfelsaft

Ein klassisches Verfahren zur Entfernung des Trubes und der Vermeidung von
Nachtribungen ist die Schdénung des depektinisierten triben Saftes mit Gelatine und dem
Hilfsstoff Kieselsol (HEATHERBELL 1984). Wé&hrend der Herstellung von diversen klaren
Apfelsaften im technischen MaBstab (Mostobst sowie Tafelobst) wurden Proben vor und
nach der Gelatine/Kieselsol-Schénung genommen. Fir die Filtration im technischen MaBstab
wurde ein Schichtenfilter (Seitz Typ 40/14) und Beco BM 40x40 Filterschichten verwendet.
Die optimale Menge der Schénungsmittel wurde in Vorversuchen ermittelt und lag zwischen
8 und 14 g/hL. AuBerdem wurden Schénungen im LabormaBstab vorgenommen. Der triibe
Apfelsaft wurde vor der Zugabe der Schénungsmittel mit einem Pektinase-Praparat
(Fructozym P, Erbsléh, Geisenheim) bis zum negativen Alkoholtest enzymiert. Exemplarisch
wird die Veranderungen von antioxidativer Kapazitdt und Gesamtphenolgehalt in einer
Verarbeitungslinie zur Herstellung von klarem Apfelsaft betrachtet.

Aus den erhaltenen Werten fir TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
der technischen Varianten wurde ein prozentualer Mittelwert gebildet.

Die Veranderung der monomeren Polyphenole wurde mittels HPLC untersucht.

4.1.8. Einfluss der Zugabemenge von Gelatine sowie des Zeitpunktes der
Zugabe von Kieselsol bei der Gelatine/Kieselsol-Schénung

Triber enzymierter Apfelsaft wurde mit verschiedenen Mengen Gelatine und Kieselsol
geschont, wobei die Zudosierung des Kieselsols vor oder nach der Gelatinezugabe erfolgte.
Von den Proben wurde der TEAC-Wert und der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
bestimmt.

4.1.9. Einfluss der Ultrafiltration auf Apfelsaft

Die Ultrafiltration stellt eine rein physikalische Abtrennung des Trubes aus dem Apfelsaft dar.
Daher kann mit diesem Filtrationsverfahren der Anteil des Trubes an der antioxidativen
Kapazitat von naturtribem Apfelsaft beurteilt werden.

Dazu wurde enzymierter und nicht enzymierter naturtriber Apfelsaft mit drei verschiedenen
Filtrationsmodulen an einer Ultrafiltrationsanlage bei Temperaturen zwischen 12 und 18°C
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ultrafiltriert. Die Module Romicon PM 100 (Trenngrenze 100000 Dalton), PM 50
(Trenngrenze 50000 Dalton) und PM 10 (Trenngrenze 10000 Dalton) wurden fir den
enzymierten Saft und nochmals Romicon PM 50 (Trenngrenze 50000 Dalton) fir den nicht
enzymierten Saft (rein physikalisch Trubentfernung) verwendet. Die Probennahme erfolgte
vor und nach der Ultrafiltration.

Anlage: Romicon/Koch UF-Filtrationsanlage

1. Modul: Romicon PM 100, Serien-Nr. 4PC 1189 1
Fluxrate, Anfang: 143 L/m*h bei 13°C

2. Modul: Romicon PM 50, Serien-Nr. 4PL 1419 1
Fluxrate, Anfang: 48 L/m®*h bei 18°C

3. Modul: Romicon PM 10, Serien-Nr. 4PX 1212
Fluxrate, Anfang: 30 L/m**h bei 12°C

Von den Proben wurde der TEAC-Wert und der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
bestimmt.

4.1.10. Stabilisierung von mikrofiltriertem Apfelsaft mit PVPP oder
Adsorberharz

Ultrafiltrierte Apfelsafte sind meistens nicht stabil und bilden Nachtribungen, die im
wesentlichen aus phenolischen Substanzen (NAGEL und SCHOBINER 1985) bestehen.
Daher werden die Safte mit Adsorbentien behandelt, um jene phenolischen Substanzen zu
entfernen.

Der Einfluss des PVPP wurde durch Einrlhren des vorgequollenen Materials und einer
Filtration durch ein normales Laborpapierfilter (185 mm Durchmesser) nach einer
Einwirkdauer von mind. 15 min untersucht. 3

Bei der Adsorberharz-Behandlung wird der Saft Uber eine Saule geleitet. Uber Flussrate und
das Volumen des behandelten Saftes kann der Grad der Entfernung phenolischer
Substanzen gesteuert werden (LAFLAMME und WEINAND 1993).

Keines der beiden Behandlungsmittel ist jedoch bisher in Deutschland zugelassen.

Es wurde ein Saft aus der Sorte Bohnapfel verwendet, die von P. Possmann zur Verfligung
gestellt wurde.

Vorbereitung:

Enzymierung des triben, frischen Presssaftes mit Fructozym P (Erbsléh, Geisenheim) bis
zum negativen Alkoholtest, Mikrofiltration mit Memcor 0,2 um Porenweite, Ausbeute bei der
Cross Flow Filtration: 95% vol.

a. PVPP

Der klare Saft wurde mit 20, 40 und 60 g/hL in Wasser vorgequollenem PVPP versetzt und
15 min gerthrt. AnschlieBend wurde der Saft durch ein Faltenfilter filtriert und eine Probe
entnommen.

b. Adsorberharz

65 L klarer Saft (entspricht 65 Bettvolumen) wurde durch eine zuvor mit Adsorberharz
gepackte Saule mit einem Bettvolumen von 1 L bei einer Geschwindigkeit von 25
Bettvolumen/Stunde gepumpt. Die Durchschnittsprobe wurde aus den vereinigten
Bettvolumen 2 - 65 L genommen.
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Von den Proben wurden der TEAC-Wert, der Farbwert E 420 nm und der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu bestimmt. Der Gehalt einzelner Polyphenole
wurde mittels HPLC ermittelt.

Material

a. PVPP
Material : Divergan F (BASF Ludwigshafen) als 10%ige Suspension in entmineral.
Wasser

b. Adsorberharz
Material : XAD 16 HP, Laboratoires Chauny, Rohm and Haas S.A., Chauny
Bettvolumen :1L

4.1.11. Herstellung eines klaren Apfelsaftes mittels Laccase-Behandlung und
Ultrafiltration

Die Kombination von Laccase-Behandlung und anschlieBender Ultrafiltration ist eine weitere
Ma&glichkeit zur Herstellung eines stabilen klaren Apfelsaftes (MAIER 1994, RITTER 1994).
Dabei werden die tribungsverursachenden Polyphenole durch enzymatische Oxidation nach
Bellftung des Saftes mit Sauerstoff und anschlieBender Ultrafiltration entfernt. Die Laccase
oxidiert o- und p-Diphenolgruppen zu den analogen Chinonen, die zu hochpolymeren
Verbindungen weiter reagieren und sich an die Trubpartikel des Saftes binden, so dass sie
mit einer Ultrafiltration entfernt werden kénnen (siehe auch 2.1.3.). Der so behandelte Saft ist
klar, hell und nachtriibungsstabil.

Die tribe, pasteurisierte Probe wurde in einem RUhrtank mit 100 Laccase Units/L
(empfohlene Dosage der Fa. Novo Nordisk) versetzt und mit reinem Sauerstoff etwa 15
Minuten beluftet und gerthrt. Nach Beendigung des Rihrens (ca. 3 Stunden) erfolgte eine
Ultrafiltration des so behandelten Saftes. Leider war der groBtechnische Versuch teils von
geratetechnischen Problemen begleitet.

Wahrend der Behandlung wurden Proben genommen und der TEAC-Wert, der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und die Gehalte einzelner Polyphenole mittels
HPLC bestimmt.

Laccase: Enzympraparat von Novo Nordisk Ferment Ltd., Neumatt, Schweiz
a. Prozess

Probe:
Rumaénisches Apfelsaftkonzentrat (trib) ca. 70 °Brix rickverdinnt auf 22 “Brix

b. Einfluss der Enzymkonzentration

Proben:
Laccasebehandelter und ultrafiltrierter Apfelsaft von Novo Nordisk Ferment Ltd., Neumatt,
Schweiz

Ein triber Apfelsaft wurde mit verschiedenen Enzymkonzentrationen behandelt (25, 35 und
50 LacU/L) und anschlieBend ultrafiltriert.

Von den klaren, ultrafiltrierten Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu und die Gehalte einzelner Polyphenole mittels HPLC bestimmit.
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4.1.12. Einfluss der Erhitzungsdauer: Kurzzeiterhitzung (KZE) und Flaschen-
pasteurisation

Die Pasteurisation ist ein zentraler Schritt bei der Herstellung eines haltbaren Fruchtsaftes.
Der Einfluss einer KZE und einer langeren Erhitzungsdauer auf die antioxidative Kapazitat
eines triben Apfelsaftes wurde untersucht.

Dazu wurde ein Teil eines frisch gepressten, triben Apfelsaftes nach der Separation in 0,7 L
VdF-Flaschen gefillt. Wahrend der Flaschenpasteurisation bei 85°C in einem Wasserbad
wurde jeweils nach 10, 20, 45, 60, 75 und 90 min eine Flasche herausgenommen und auf
4°C abgeklhlt. Der Rest des Saftes wurde mittels einer Kurzzeiterhitzungsanlage (Schmidt
Sigmatherm) mit 40 Sekunden HeiBhaltezeit bei 85°C in einen Edelstahltank eingelagert. Die
Probennahme erfolgte nach der KZE.

Von den Proben wurde der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
der L-Ascorbinsduregehalt (jodometrisch) bestimmt.

4.1.13. Einfluss der Lagerung

Bei einer langeren Lagerung von klarem wie auch tribem Apfelsaft finden starke chemische
und sensorische Veranderungen statt, die sich u. a. in groBeren Verlusten an Polyphenolen
im Saft auBern (SPANOS et al. 1990).

Ein klarer und ein triber Apfelsaft aus der Sorte Boskoop wurde 1 Jahr bei 37°C gelagert,
was sehr extremen Lagerungsbedingungen entspricht. Dies flhrte zu entsprechend starken
Veranderungen in dem jeweiligen Produkt. Unter diesen Extrembedingungen sollte geklart
werden, ob sich die Polyphenole und die antioxidative Kapazitét bei der Lagerung ahnlich
oder unterschiedlich verandern.

Von den Proben wurden vor und nach der Lagerzeit der TEAC-Wert, der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und die Gehalte der einzelnen Polyphenole mittels
HPLC bestimmt.
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4.2 Beeren
4.2.1. Herstellung von schwarzem Johannisbeersaft

Die Herstellung von schwarzem  Johannisbeersaft  bendtigt eine  andere
Verfahrenstechnologie als die Herstellung von Apfelsaft. Die Beeren werden schonend
gemahlen, um den Eintrag von Bitterstoffen aus den Kernen zu vermeiden. Zudem enthalten
schwarze Johannisbeeren wie die meisten Beeren verhdltnismaBig groBe Mengen Pektin,
was eine effektive Entsaftung der Maische stért. Um das Pektin zu entfernen, wird die
Maische auf 50°C erwarmt und mit Enzympraparaten versetzt, die pektinabbauende
Pektinasen enthalten. Die Erwarmung ist notwendig, da Pektinasen bei dieser Temperatur
die hdchste Aktivitat besitzen. Ein speziell bei schwarzen Johannisbeeren angewandter
Produktionsschritt ist die Nachextraktion des Tresters mit heiBem Wasser, um die
Farbausbeute zu verbessern.

Die Herstellung eines schwarzen Johannisbeersaftes ist in Diagramm 2 schematisch
dargestellt.

Der Einfluss der verschiedenen Verarbeitungsstufen auf die antioxidative Kapazitat des
schwarzen Johannisbeersaftes wurde untersucht. Dazu wurden wahrend der Herstellung
eines schwarzen Johannisbeersaftes nach jedem Verarbeitungsschritt Proben genommen.
Der Nachextrakt wurde getrennt ausgebaut und untersucht.

Von den Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, der
L-Ascorbinsauregehalt (jodometrisch) und die Polyphenole mittels HPLC bestimmt.

Schwarze Johannisbeeren
300 kg

Amos Wa}lzenmﬂhle 4@
Spaltbreite: 3 mm

Maischeerhitzung auf 55°C und
Enzymierung mit Fructozym MB (300 mL/t)
Dauer: 70 min

v

Pressen mit Horizontalpresse
Bucher HPL 200 Dauer: 80 min
Ausbeute: 75% bzw. 213 L

i

Probe

Westfalia Separator s t
SA1-02-175 eparator
Schmidt Sigmatherm Wéﬁitggiher Nachextraktion: 78,4 kg
Kurzzeiterhitzungsanlage
9 g 86°C 30-40 s Trester + 80 kg Wasser

v

Pressen mit
Packpresse
Ausbeute: 100 L

KZE (ber
Warmetauscher
86°C 30-40 s

Diagramm 2: Herstellung von schwarzem Johannisbeersaft
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4.2.2. Einfluss der Sorte auf die antioxidative Kapazitdit von schwarzem
Johannisbeersaft

Die Unterschiede der Gehalte an verschiedenen Inhaltsstoffen in Séaften aus
unterschiedlichen schwarze Johannisbeersorten wurden bereits von DIETRICH et al. 1994
untersucht. Die wichtigsten antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe sind die Polyphenole und die
L-Ascorbinsaure.

Zehn Sorten schwarze Johannisbeeren wurden innerhalb einer Woche geerntet und
verarbeitet. Die Beeren wurden gemahlen (Walzenmihle), 90 min mit Fructozym MB
enzymiert, auf der Packpresse entsaftet und anschlieBend in der Flasche 30 min bei 85°C
pasteurisiert.

Von den pasteurisierten Saften wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu, der L-Ascorbinsduregehalt (jodometrisch), der Gesamtsauregehalt pH 8,1
(berechnet als Citronensaure) und der Extrakt in “Oechsle bestimmt.

4.2.3. Herstellung eines schwarzen Johannisbeerkonzentrates

Im groBtechnischen MaBstab wurde ein schwarzer Johannisbeer-Muttersaft direkt nach der
Herstellung von 9,62°Brix auf 74 °Brix konzentriert. Dazu wurden die Beeren gemahlen, im
Réhrenwarmetauscher auf ca. 45°C erwarmt, 2 Stunden enzymiert, in einer Bucher
Horizontalpresse (HP 5000) gepresst und zweimal mit warmem Wasser nachextrahiert. Das
Aroma des gewonnenen Muttersaftes wurde abgedampft und aufgefangen, der
entaromatisierte Muttersaft depektinisiert, mit Gelatine/Kieselsol geschént und filtriert,
anschlieBend im vierstufigen Fallstromverdampfer (Unipektin) konzentriert, auf 10°C
heruntergekihlt und nach Zugabe des Aromas auf 74 °Brix eingestellt. Konzentratherstellung
und Probennahme erfolgte in einem groBen Fruchtsaftbetrieb.

Das Konzentrat wurde zur vergleichenden Analyse anschlieBend wieder auf 9,62°Brix
rickverdiinnt.

Von beiden Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu,
der L-Ascorbinsauregehalt (jodometrisch), die Extinktion bei 520 nm/cm (pH < 1) und der
Gehalt einzelner Polyphenole mittels HPLC bestimmt.

4.2.4. Einfluss der Gelatine-Schénung auf schwarzen Johannisbeer- und
Brombeersaft

Zur Herstellung eines klaren schwarzen Johannisbeersaftes ist die Schdénung mit Gelatine
wie auch beim Apfelsaft das klassische Verfahren. Der Einfluss der Gelatine-Schénung auf
die antioxidative Kapazitdt von schwarzem Johannisbeer- und Brombeersaft wurde
untersucht.

Dazu wurden separierter schwarzer Johannisbeer- und Brombeersaft bis zum negativen
Alkoholtest mit Fructozym P (200mL/t) enzymiert. AnschlieBend wurden beide Safte mit 15
g/hL Gelatine im LabormaBstab geschént.

Von den Proben wurde der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
der Farbwert E 520/cm (pH = 1) bestimmt.

4.2.5. Einfluss der Behandlungsmittel PVPP und Bentonit auf schwarzen
Johannisbeersaft

PVPP und Bentonit, das h&ufig in Kombination mit Gelatine und Kieselsol verwendet wird,
sind in der Fruchtsaftherstellung verwendete Behandlungsmittel, wobei PVPP allerdings
rechtlich noch nicht zugelassen ist. In der Praxis der Fruchtsaftherstellung werden diese
Behandlungsmittel allerdings kaum verwendet. |hr Einfluss auf die antioxidative Kapazitat
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von schwarzem Johannisbeersaft wurde untersucht. Dazu wurden den depektinisierten
Proben die verschiedenen Behandlungsmittel in verschiedenen Konzentrationen zugegeben.
Nach 15 min Ruhren wurden die Proben bei 4000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
untersucht.

Von den Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
der Farbwert E 520/cm bestimmt.

4.2.6. Herstellung von Brombeersaft, Holundersaft und Sauerkirschsaft

Die Einflisse der Herstellung anderer polyphenolreicher, farbiger Safte auf deren
antioxidative Kapazitdt wurde untersucht, um unter anderem die Einflussnahme der
unterschiedlichen Polyphenolmuster und Gehalte an Inhaltsstoffen, z.B. L-Ascorbinsaure,
abzuschétzen.

Dazu wurde wahrend der Herstellung der Safte nach jedem Verarbeitungsschritt eine Probe
genommen. Die Herstellung von Brombeer- und Holundersaft ist vergleichbar mit der
Herstellung von schwarzem Johannisbeersaft allerdings ohne Nachextraktion (siehe 4.2.1.
Diagramm 2). Bei der Herstellung von Sauerkirschsaft entfallt die Maischeerhitzung und
-enzymierung. Die Holunderbeeren wurden vom Haus Rabenhorst O. Lauffs GmbH & Co.
KG, Unkel zur Verfigung gestellt. Die Probenahme bei der Herstellung von Sauerkirschsaft
wurde beim Haus Rabenhorst O. Lauffs GmbH & Co. KG, Unkel vorgenommen.

Von dem steril eingelagerten Holundersaft wurden nach 6 Monaten Lagerung im 500 L
Stahltank bei 10 — 15°C eine Probe genommen und erneut untersucht.

Von den Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, der
Farbwert E 520/cm (pH = 1) und die Polyphenole mittels HPLC bestimmt.

4.2.7. Herstellung eines Stachelbeernektars

Die Verluste an antioxidativer Kapazitdt und Polyphenolen wéhrend der Herstellung eines
Stachelbeernektars wurden untersucht. Die Verarbeitung und Probennahme erfolgte geman
Diagramm 3.

Von den Proben wurden der TEAC-Wert und der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
bestimmt.
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Frische Stachelbeeren

Korundscheibenmihle
Fryma Economica

Wabhler Packpresse HPP 1. frischer PreBsaft

400 Pressen| - - ™ 5 pregsaft nach 1h Standzeit
Westfalia Separator S t
SA1-02-175 eparator
fffffffffffffffff
Saftenzymierung mit | /3 Proben im Abstand
Fructozym P, 5 ml/hL von 30 min
Schénung:
Gelatine/Kieselsol 14 g/hL / 70 mL/hL
\Stehenlassen Uber Nacht unter CO2 \
~~~~~~~~~~~~~~~~~

Seitz Schichtenfilter 20x20
cm: —@ation

10 Beco UK +1BecoKDS |  — [ _ . __________.

Nektarmischung:
38 L Saft+47 L Wasser+ 10,4 kg
Saccharose (60°Oe, 9 g/L Saure)

fffffffffffffffff
Seitz Schichtenfilter 4@@
20x20 cm:11 Beco KDS litration
fffffffffffffffff
Flaschenpasteurisation,
30 min 85°C

Diagramm 3: Herstellung eines Stachelbeernektars

4.2.8. Einfluss der Reifung auf die antioxidative Kapazitat am Beispiel der
Reifung verschiedener Erdbeersorten

Wahrend der Reifung einer Frucht unterliegen die Gehalte der Fruchtinhaltsstoffe einem
starken Wandel (BELITZ und GROSCH 1992). Die Veranderungen der antioxidativen
Kapazitdt sowie der antioxidativ wirksamen Substanzen der Séafte wurde in zehn
verschiedene Erdbeersorten untersucht. Dazu wurden die Erdbeeren nach Sorten getrennt,
zu vier verschiedenen Terminen innerhalb von 15 Tagen geerntet und verarbeitet.

Die klein geschnittenen Erdbeeren wurden nach Zugabe von Fructozym BE (Erbsl6h,
Geisenheim) mit einem Stabmixer homogenisiert, 1 Stunde stehen gelassen und
anschlieBend bei 4500 U/min zentrifugiert.

Von dem Uberstand wurde der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu,
der L-Ascorbinsduregehalt (jodometrisch) und nach Membranfiltration das Polyphenolmuster
mittels HPLC bestimmt.
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4.2.9. Entwicklung eines Antioxidansgetrankes auf der Basis verschiedener
Beerensifte

Als Konsequenz der Untersuchungen des Forschungsprojektes wurde auf Basis der
ermittelten Ergebnisse ein bekdmmliches Antioxidansgetrank entwickelt. Ziel war das
Erreichen einer antioxidativen Kapazitat, die deutlich héher ist als die mittlere antioxidative
Kapazitat von Rotwein (8 — 12 mmol/L Trolox), der durch Bekannt werden des ,French
Paradoxon® die Diskussion Uber die Rolle der Polyphenole und ihrer antioxidativen Wirkung
in Gang gebracht hat. Neben der antioxidativen Kapazitat waren bei der Entwicklung eine
gute Bekdmmlichkeit, ein interessanter Geschmack und ein hoher Gehalt an natlrlichem
Vitamin C weitere Kriterien. Das Produkt sollte ein funktionelles Lebensmittel ohne
Zusatzstoffe darstellen. Zum Erreichen des Produkiziels wurden verschiedene zur Verfligung
stehende Fruchtsafte aus schwarzen Johannisbeeren, Holunderbeeren, Sauerkirschen,
Brombeeren, Aronia, weiBBen Trauben, Apfeln und Vogelbeeren in diversen Verhéltnissen
und Anteilen vermischt und sensorisch beurteilt. Als Basis flr die Entwicklung des Getrankes
waren die Beerenséfte vorgesehen. Von den sensorisch am positivsten beurteilten Proben
wurde der TEAC-Wert bestimmt.

Von dem entwickelten Getrank wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu, der Gesamtsauregehalt (pH 8,1), der Extrakt in “Oechsle und das
Polyphenolmuster sowie die Gehalte einzelner Polyphenole mittels HPLC bestimmt.

4.2.10. Herstellung von Fruchtweinen aus verschiedenen Kern-, Beeren- und
Steinfriichten

Aus 7 verschiedenen Kern-, Beeren- und Steinfrichten wurden nach Ublichem
Verarbeitungsschema (siehe 4.1.1. und 4.2.1.) Séafte hergestellt. Nach Bestimmung von
Gesamtsauregehalt (pH 8,1) und Extrakt in “Oechsle wurden die Safte mit entmineral.
Wasser und Zucker so verdiinnt, dass sie 7,5 g/L Gesamtsaure und 65°0Oechsle aufwiesen.
Die eingestellten Proben wurden nach Zugabe von Reinzuchthefe vergoren.

Zudem wurden aus Konzentraten von 8 verschiedenen Kern-, Beeren- und Steinséften mit
der gleichen Einstellung (7,5 g/L Gesamtsaure und 65°Oechsle) Fruchtwein hergestellt.

Von den Proben wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
die Gehalte einzelner Polyphenole mittels HPLC bestimmt.

4.2.11. Herstellung eines Fruchtweinessigs aus Moosbeeren

Ein Moosbeerensaft wurde nach der Herstellung mit Zucker (40 g/L) und Reinzuchthefe
versetzt und vergoren. Der fertig vergorene Wein wurde nach Zugabe einer
Essigbakterienkultur weiter vergoren.

Von Saft, Wein und Essig wurden der TEAC-Wert, der Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu und das Polyphenolmuster sowie die Gehalte einzelner Polyphenole mittels HPLC
bestimmt.
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5. Ergebnisse

5.1. Methoden

5.1.1. Polyphenolanalytik mittels HPLC

Bei der hier vorgestellten Methode wird als stationare Phase ein neuartiges Reversed Phase

Material verwendet, bei dem an einem hochreinen Silicagel ein verzweigter
Fluorkohlenwasserstoff gebunden ist (Abbildung 12).

|
o)

s T
—O—5i-O—Si~CH,CH,CH,-G—CF2CFCFs
CHs CF3

O
|
Abbildung 12: Struktur des Fluorkohlenwasserstoffes der Fluofix-Phase

Diese neue stationdre Phase besitzt gegeniber Ublichen RP-18-Phasen bessere
Trenneigenschaften, gute Saurestabilitat und ein glnstigeres Druckverhalten. Der Vergleich
der Trennung eines Polyphenolstandardgemisches mit der neuen Methode und einer
publizierten Methode an einer RP-18-Phase (RITTER et al. 1994) zeigt die verbesserte
Trennung deutlich (Abb. 13 und 14). Vor allem im Bereich der apolareren Polyphenole
(Flavonole, Dihydrochalkone usw.), zu denen beispielsweise die im Apfel in gréBeren
Mengen enthaltenen Quercetin- und Phloretinderivate gehéren, konnte eine hdhere
Auflésung erreicht werden.

mAU
225 19
200%
175% 9
] 1
150
: 18
125 15 17
] 1213 | 16
100
] 14
75 1 Lﬂ
505 B
0 10 20 30 4 50 60 70 min

Abbildung 13: Chromatogramm der Trennung eines Polyphenolstandardgemisches auf der
Fluofix-Saule mit amperometrischer Detektion bei 500 mV

Gallussaure (1), Protocatechuséure (2), Tyrosol (3), (+)-Catechin (4), Procyanidin B2 (5), Kaffeesaure
(6), Chlorogensaure (7), (-)-Epicatechin (8), p-Coumarsaure (9), Ferulasdure (10), Quercetin-3-
galactosid(11), Quercetin-3-rutinosid (12), Quercetin-3-glucosid (13), Quercetin-3-arabinosid (14),
Quercetin-3-rhamnosid (15), Phloridzin (16), Quercetin (17), tr-Resveratrol (18), Phloretin (19)
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Abbildung 14: Chromatogramm der Trennung eines Polyphenolstandardgemisches mit UV-
Detektion bei 280 nm nach der Methode nach RITTER et al. 1994

Gallussaure (1), Protocatechusaure (2), Tyrosol (3), (+)-Catechin (4), Procyanidin B2 (5), Kaffeesaure
(6), Chlorogensaure (7), (-)-Epicatechin (8), p-Coumarsaure (9), Ferulasdure (10), Quercetin-3-
galactosid +Quercetin-3-rutinosid + Quercetin-3-glucosid (11), , Phloridzin + Quercetin-3-arabinosid
(12), Quercetin + Quercetin-3-rhamnosid (13), tr-Resveratrol + Phloretin (14)

Mit dem verwendeten Phosphorsaure/Acetonitril-Gradient konnte wahrend 75 Minuten eine
gute Trennung der wichtigsten Polyphenole (19 bzw. 21 Standardsubstanzen) und
Anthocyane (Abb. 15) erreicht werden. Um die Anthocyane gleichzeitig mit den
Polyphenolen analysieren zu kénnen, musste der Eluent auf einen pH-Wert von 1,8
eingestellt werden. Bei hdheren pH-Werten ergeben die Anthocyane bedingt durch ihre
chemische Struktur (siehe 2.1.1.) in der Chromatographie mittels HPLC sehr breite, nicht
auswertbare Peaks. Zur Probenvorbereitung war eine Membranfiltration ausreichend.

Ein weiteres Ziel der Methodenentwicklung war die Erhéhung der Empfindlichkeit und der
Selektivitat. Dies konnte durch die Verwendung eines elektrochemischen Detektors erreicht
werden. Dazu wurde im Eluenten Acetonitril als organische Komponente verwendet, da es
wie die Phosphorsdure bei dem gewahlten Potential keine Reaktion an der Elektrode zeigte.
Die Detektion erfolgt bei einem Potential von 500 mV an einer Platinelektrode. Neben der
Empfindlichkeitserhéhung zeigten sich bei dem gewahlten Potential recht unterschiedliche,
jedoch charakteristische Empfindlichkeiten flr die einzelnen Stoffgruppen unter den
Polyphenolen, z. B. Flavonoide, Phenolcarbonsduren und Anthocyane. Besonders die
Stoffgruppe der Flavan-3-ole und deren Oligo- und Polymere den Procyanidinen lassen sich
aufgrund ihres dominanten Potentials, das im Bereich des verwendeten Detektionspotentials
liegt (GUO 1997), sehr empfindlich detektieren. Ein Vergleich der Chromatogramme einer
Probe mit Ublicher UV-Detektion und nachfolgender elektrochemischer Detektion (Abbildung
15) zeigt diese Empfindlichkeitserhéhung und die Unterschiede in der Signalintensitét
einzelner Polyphenole.
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Abbildung 15: Vergleich der Chromatogramme der Trennung eines Polyphenolstandard-
gemisches. UV-Detektion bei 280 nm und amperometrischer Detektion bei 500 mV
Gallussaure (1), Neochlorogensaure (2), (+)-Catechin (3), Procyanidin B2 (4), Kaffeesaure (5),
Chlorogensaure (6), (-)-Epicatechin (7), Delphinidin-3-glucosid (8), Delphinidin-3-rutinosid (9), p-
Coumarsaure (10), Cyanidin-3-rutinosid (11), Ferulasaure (12), Quercetin-3-galactosid (1
Quercetin-3-glucosid (14), Quercetin-3-arabinosid (15), Quercetin-3-rhamnosid (16), Phloridzin (1
tr-Resveratrol (18), Quercetin (19), Kaempferol (20), Phloretin (21)
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Es wurden noch andere HPLC-Methoden zur Polyphenolanalytik veréffentlicht, die ebenfalls
eine elektrochemische Detektion verwenden (BERNWIESER et al. 1994, GUO et al. 1997).
Allerdings handelt es sich dabei um eine coulometrische Elektroden-Array-Detektion, bei der
in Mehrkanaltechnik (max. 12) bei verschiedenen Potentialen gemessen wird, wodurch eine
Potentialkurve der detektierten Substanz erhalten wird, die zur Identifizierung der Substanz
verwendet werden kann. Da bei diesen Methoden der apparative Aufwand sowie die Kosten
fir eine Standardmethode sehr hoch sind, wurde eine Alternative gesucht und in dem
benutzten elektrochemischen Detektorsystem gefunden, das durch Verwendung von
Elektroden in ,Chipbauweise” in der Anwendung sehr Kkostengiinstig und
bedienungsfreundlich ist.

Durch Kombination mit einer UV/Vis-Detektion mittels DAD konnten so in einem
Analysenlauf bei héherer Empfindlichkeit mehr Aussagen Uber die einzelnen Polyphenole
der analysierten Probe getroffen werden. Allerdings sind die Daten aus dem UV-Vis-
Spektrum mittels DAD und der elekirochemischen Detektion haufig nicht genligend
aussagekraftig. Beispielsweise kann die Gruppe der Procyanidine, Oligo- und Polymere der
Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin, mit diesen zur Verfigung stehenden Mitteln nicht
unterschieden werden. Ein Problem der Polyphenolanalytik ist auch das Fehlen von
Standardsubstanzen, die als Referenz dienen kdnnten.

Die Methode eignet sich zur Analyse von triben und klaren Fruchtsaften (Kern- und
Beerenobst, Traubenmost, Zitrusfriichte) sowie von WeiB- und Rotwein und anderen
Getranken.

Die Detektion mittels gepulster Amperometrie (PAD) wurde ebenfalls untersucht. Diese ist
aufgrund des Verlustes an Empfindlichkeit als weniger geeignet beurteilt worden.
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5.1.1.1. Anthocyan- und Gesamtphenolgehalte verschiedener rotfarbiger
Fruchtsifte

Der Gesamtphenolgehalt wie auch der Gehalt an monomeren Anthocyanen mittels HPLC ist
bei Frichten sehr verschieden. Zur Analyse wurden frische Pressséfte verwendet. Der Saft
der Holunderbeere hat sowohl den héchsten Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu als
auch den héchsten Anthocyangehalt mittels HPLC. Auch der Anteil der Anthocyane am
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu ist bei den Frichten sehr verschieden (Abbildung
16). Bei Holundersaft sind es etwa 60%, bei schwarzem Johannisbeersaft ca. 56%, bei
Brombeersaft ca. 40%, bei Sauerkirschsaft ca. 21%, bei rotem Johannisbeersaft nur ca. 15%
und bei Erdbeersaft gar nur 6%.
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Abbildung 16: Gesamtanthocyangehalt mittels HPLC und Gesamtphenolgehalt
verschiedener Buntsafte

Allgemein haben die Buntsafte vergleichsweise hohe Gesamtphenol- und Anthocyangehalte,
was sich auch in ihrer hohen antioxidativen Kapazitat widerspiegelt (siehe 5.1.5.1.).

Auf das Polyphenolmuster und die Gehalte an monomeren Polyphenolen der Buntsafte wird
bei schwarzem Johannisbeersaft, Holundersaft, Brombeersaft und Sauerkirschsaft
nachfolgend detaillierter eingegangen.

5.1.2. Isolierung von Anthocyane aus schwarzem Johannisbeersaft

Es konnte eine Methode zur Isolierung der Anthocyane aus schwarzem Johannisbeersaft
erarbeitet werden. Durch Herstellung eines Adsorberharzextraktes und anschlieBender
Isolierung mittels praparativer HPLC und Gefriertrocknung der gesammelten Fraktionen
konnten die drei Anthocyane Delphinidin-3-glucosid, Delphinidin-3-rutinosid und Cyanidin-3-
rutinosid aus schwarzen Johannisbeeren gewonnen werden. Dazu konnte eine ausreichende
Trennung der Anthocyane mittels praparativer HPLC erreicht werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Chromatogramm der praparativen Trennung des ethanolischen Extraktes
von schwarzem Johannisbeersaft bei 280 nm

Die Uberpriifung der Reinheit mittels HPLC ergab eine Reinheit > 90% fiir alle drei isolierten
Substanzen. Die isolierten Anthocyane wurden zur Identifizierung und Quantifizierung in der
Polyphenolanalytik mittels HPLC verwendet.

5.1.3. Coumaroylchinasaure und Phloretin-2 -xyloglucosid aus Apfelsaft

Nach Behandlung des Apfelsaftes mit Laccase/O, und Herstellung eines
Adsorberharzextraktes konnten nach anschlieBender Isolierung mittels praparativer HPLC
und Gefriertrocknung der gesammelten Fraktionen die Polyphenole Coumaroylchinasaure
und Phloretin-2"-xyloglucosid aus Apfelsaft gewonnen werden. Durch die Vorbehandlung des
Apfelsaftes mit Laccase konnten die Isolierung stérende Polyphenole aus dem
Polyphenolmuster entfernt werden. Abbildung 18 zeigt das Polyphenolmuster des Extraktes.
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Abbildung 18: Chromatogramm des ethanolischen Extraktes (Verdinnung 1:10) aus
laccasebehandeltem Apfelsaft bei 280 nm

4-p-Coumaroylchinasaure (1), 5-p-Coumaroylchinasaure (2), Phloretin-2"-xyloglucosid (3),
Phloretin-2"-xylogalaktosid (4), Phloridzin (5)
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Mit der praparativen HPLC konnte eine ausreichende Trennung der einzelnen Polyphenole
erreicht werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Chromatogramm der praparativen Trennung bei 280 nm

Aufgrund des spéaten Zeitpunktes der Isolierung der Substanzen und den Uberpriifungen der
Identitdt konnten diese nicht mehr fir die Polyphenolanalytik mittels HPLC verwendet
werden.

Uberpriifung der Reinheit mittels der analytischen HPLC

Die Uberpriifung ergab fiir das Phloretin-2"-xyloglucosid (Abbildung 20) eine befriedigende
Reinheit, wahrend die Coumaroylchinasdure im Laufe der Isolierung zu den drei Isomeren 3-
4- und 5-p-Coumaroylchinasdure isomerisierte, eine Reaktion wie sie in der Literatur flr
Hydroxyzimtsaure-Chinasaureester beschrieben ist (CLIFFORD et al. 1989) (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Chromatogramm des praparativ isolierten Phloretin-2"-xyloglucosid-Peaks
bei 280 nm

Prozentuale Peakflachenverhéaltnisse:
Phloretin-2"-xyloglucosid (1): 91%
Phloretin-2°-xylogalaktosid (2): 9%
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Abbildung 21: Chromatogramm des praparativ isolierten Coumaroylchinasdure-Peaks bei
320 nm

Prozentuale Peakflachenverhéltnisse:

3-p-Coumaroylchinaséure (1): 17%
4-p-Coumaroylchinaséaure (2): 74%
5-p-Coumaroylchinaséaure (3): 8%

Identifizierung des Phloretin-2°-xyloglucosids durch saure Hydrolyse und Bestimmung
der Zucker mittels HPAEC

Nach der Hydrolyse der Probe konnten mittels HPAEC die Zucker Glucose und Xylose
nachgewiesen werden. Die Annahme, dass es sich bei den Zuckerresten der isolierten
Substanz um die Zucker Xylose und Glucose handelt, bestatigt sich damit (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Zucker des Phloretin-2"-xylosylglucosid-Peaks nach saurer Hydrolyse
Rhamnose (1), Galaktose (2), Glucose (3), Xylose (4)
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Die Spuren von Rhamnose und Galaktose werden auf geringe Verunreinigungen nicht
phenolischer Substanzen zurtickgefuhrt.
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Identifizierung mittels LC-MS

Eine weitere Bestéatigung fir die Annahme, dass es sich bei den isolierten Substanzen um
Phloretin-2"-xyloglucosid und Coumaroylchinasdure handelt, wurde durch eine LC-MS-
Analyse der beiden Substanzen durch Frau Dr. Eberhardt, Institut fir
Lebensmittelwissenschaft und Lebensmittelchemie, Rheinische Friedrich-Wilhelms-
Universitat Bonn gegeben.

Die Molmassenpeaks: Coumaroylchinasaure (m/z 337 [M-H]) und Phloretin-2"-xyloglucosid
(m/z 567 [M-H).

Fragmentierungsmuster: Coumaroylchinasdure in p-Coumarsaure (m/z 163 [M-H]) und
Chinasaure (m/z 191[M-H] bzw. m/z 173 [M-H-H,O]) sowie das Phloretin-2"-xyloglucosid in
Phloretin (m/z 273 [M-H]) der beiden isolierten Substanzen bestétigen die vermutete
|dentitéat.

5.1.4. Versuch der Isolierung von Polyphenolen aus Apfelsaft mittels
Gelchromatographie an einer Saule mit Sephadex LH 20

Es wurden insgesamt 95 Fraktionen gesammelt und von ihnen photometrisch die Extinktion
bei 280 nm bestimmt. Das daraus ermittelte Gelchromatogramm wies drei Peaks und eine
Schulter auf, die mittels analytischer HPLC weiter untersucht wurden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Extinktion bei 280 nm der gesammelten Fraktionen der Trennung eines
Apfelsaftextraktes an einer Saule mit Sephadex LH 20 (Gelchromatogramm)

Von den Fraktionen 12, 24, 42 und 54, die jeweiligen Maxima der drei Peaks und der
Schulter im Gelchromatogramm, wurden eine 1:10 Verdlnnung mit entmineral. Wasser
hergestellt und ein Polyphenolmuster mittels HPLC bestimmt.

Die HPLC Analyse zeigte, dass sich Peak 2 (Fraktion 22 — 27) der Gelchromatographie zur
praparativen Isolierung der Coumaroylchinasdure zu eigenen scheint, wahrend sich Peak 3
(Fraktionen 36 — 50) zur praparativen Isolierung des Phloretin-2°-xyloglucosides geeignet
scheint. Die Trennung war allerdings nicht vollstandig, was auf das nicht ausreichende
Bettvolumen der verwendeten Saule zuriickgefihrt wird.

Die Analyse von Fraktion 54 (fast ausschlieBlich Phloretin-2"-xyloglucosid) zeigt, dass eine
Verlangerung des Gelbettes eventuell zu einer vollkommenen Auftrennung der vier im
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Extrakt enthaltenen Polyphenole in der Elutionsreihenfolge Coumaroylchinasaure,
Chlorogenséaure, Phloridzin und Phloretin-2°-xyloglucosid fihren kénnte (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Chromatogramm von Fraktion 54 bei 280 nm

Daher kdnnte die Methode wegen der erheblich héheren Aufgabenmenge des zu trennenden
Extraktes eine interessante Alternative zur praparativen HPLC darstellen.

5.1.5. Bestimmung der antioxidativen Kapazitat mit der TEAC-Methode
Vergleich verschiedener Messprinzipien

Neben dem in Abschnitt 3.3. beschriebenen Messprinzip gibt es eine weitere Mdglichkeit den
TEAC-Wert nach dieser Methode zu bestimmen. Dies ist die Messung der Lagphase und die
Berechnung des TEAC-Wertes aus der ermittelten Zeit der Lagphase. Ein Problem bei der
Bestimmung der Lagphase ist die exakte Bestimmung des Beginns der Farbreaktion, da der
Beginn der Reaktion zdgerlich ist (vergl. Abbildung 10 S. 55). Es ergeben sich
unterschiedliche Zeiten fur die Lagphase, wenn der Zeitpunkt der ersten Veranderung der
Extinktion zur Berechnung verwendet wird oder die entstehende Gerade des
Extinktionsanstiegs extrapoliert wird, um den Schnittpunkt mit der Zeitachse als Beginn der
Reaktion fur die Berechnung zu ermitteln. Ein Vergleich der beiden Messprinzipien zur
Bestimmung des TEAC-Wertes ergab eine Korrelation der Werte von R® = 0,9936 (n = 14),
aber einen ca. 20% hdheren TEAC-Wert der vorgestellten Methode gegentiber der Methode,
die sich auf die Bestimmung der Lagphase stitzt (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Vergleich der  Messprinzipien Lagphase-Bestimmung und
Extinktionsbestimmung nach 6 Minuten zur Ermittlung des TEAC-Wertes (n = 14)
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Daraus wird geschlossen, dass beide Messprinzipien zu vergleichbaren Ergebnissen fuhren.
Ein Nachteil der Lagphase-Methode ist der erheblich héhere Zeitaufwand, da immer nur eine
Probe gemessen werden kann, wahrend bei dem in der vorgestellten Methode verwendeten
Messprinzip innerhalb von 12 Minuten 11 Proben in Doppelbestimmung gemessen werden
kénnen.

Untersuchung verschiedener Einflussfaktoren

Als wichtige Einflussfaktoren und Fehlerquellen stellten sich die Temperatur sowie der pH-
Wert der Testlésung heraus.

Je hoéher die Temperatur ist, desto hoéher ist die Bildungsgeschwindigkeit des
Ferrylmyoglobinradikals und damit auch des ABTS™-Radikalkations, so dass sich die
Lagphase und der Kurvenverlauf veréandern (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Vergleich der Farbreaktion einer Apfelsaftprobe im TEAC-Test bei 20°C und
bei 37°C

Ein Messfehler durch diesen Einflussfaktor lasst sich bei der Ausfihrung des Tests durch
eine Temperierung der Testldsung sowie der Probenlésungen auf 20°C minimieren.

Eine Verringerung des pH-Wertes der Testlésung durch saurereiche Proben fihrt zu einer
Erhdhung der Geschwindigkeit der Farbreaktion und einer Verkiirzung der Lagphase. Das
bedeutet, dass die Steigung der Farbreaktion erhéht wird und die Grundvoraussetzung des
Messprinzips, gleiche Steigung bzw. Geschwindigkeit der Farbreaktion, nicht mehr
gewabhrleistet ist (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Vergleich der Farbreaktion einer Apfelsaftprobe im TEAC-Test bei
Verdlnnung der Probe mit entmineral. Wasser (pH 6,3) und PBS-Probenpuffer (pH 7,3)
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Zur Lésung dieses Problems wird ein gegenlber dem normalen PBS-Puffer zehnfach
konzentrierter PBS-Puffer (pH 7,2-7,4) bei der Verdiinnung von saurereichen Proben wie
beispielsweise Beerenobstsafte oder Safte aus saurereichen Apfelsorten verwendet, so dass
der pH-Wert der Testlésung stabil bleibt.

5.1.5.1. Antioxidative Kapazitat (TEAC-Wert) von Fruchtsaften, alkoholischen
und nicht alkoholischen Getranken

Die TEAC-Werte verschiedener Frucht- und Gemiisesafte sowie anderer wassriger Proben
wurden im Verlauf der Arbeit bestimmt. Einige Daten sind in Tabelle 21 aufgeflhrt.

Tabelle 21: TEAC-Werte einiger Frucht- und GemUseséfte sowie alkoholischer Getranke

Probe Probenanzahl | TEAC-Wert [mmol/L Trolox]
Mittelwert (Schwankungsbreite)

Apfelsaft 71 2,9 (0,5-7,0)
Schwarzer Johannisbeersaft 29 32,4 (25 —40)
Schwarzer Johannisbeernektar 9 9,3 (7 —14)
Roter Johannisbeersaft 3 8,7 (7-10)
Brombeersaft 3 12,2 (10— 15)
Holundersaft 2 55 (50 — 60)
Holundersaft* 2 30 (29 — 31)
Erdbeersaft 10 14,2 (10 — 20)
Stachelbeersaft 2 2,5(2-3)
Moosbeerensaft 3 11,2 (10-12)
Cranberrysaft 7 11,6 (9 —14)
Vogelbeerensaft 4 8,5 (6 —10)
Sauerkirschsaft 3 23,2 (20 — 25)
Sauerkirschnektar 7 7,5(4-12,5)
Roter Traubensaft* 15 3,9(2-6)
WeiBer Traubensaft* 4 0,5(0,2-1)
Orangensaft* 20 2,4 (2-3)
Multivitaminsaft* 10 3,4 (2—-4,5)
A-C-E Multivitaminsaft* 1 4,5
Tee-Erfrischungsgetranke* 4 41 (2,5-5,0)
Karottensaft* 3 1,2(1-1,5)
Tomatensaft* 3 1

Rote Beetesaft* 2 7,8 (7,6 -7,9)
Rotwein* 49 11,1 (7 -18)
WeiBwein* 20 0,6 (0—1,5)
Bier* 6 1,3(1-2,5)
Apfelwein* 16 42(2-7,9)
Apfelessig* 5 1,8 (0,7 —3,5)
Traubenweinessig 7 1,7 (0,7 — 3,6)

* nur Handelsproben

Die Untersuchung der antioxidativen Kapazitat von Fruchtsaften, Weinen und Getranken mit
der TEAC-Methode zeigt groBe Unterschiede in den ermittelten Werten.

Die in Deutschland am h&ufigsten getrunkenen Safte Apfelsaft und Orangensaft siedeln sich
im unteren Bereich der ermittelten antioxidativen Kapazitaten an. Ahnlich verhalt es sich mit
ihren Nachfolgern im jahrlichen Pro-Kopf-Verbrauch dem Multivitaminsaft (3 L in 1998) und
dem Traubensaft (1,3 L in 1998). Beerensafte hingegen weisen alle bis auf Stachelbeere und
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rote Johannisbeere Werte um und tber 10 mmol/L Trolox auf und liegen damit deutlich
héher, wobei schwarzer Johannisbeersaft, Sauerkirschsaft und Holundersaft mit besonders
hohen Werten hervorgehoben werden sollen.

Die Werte fur roten Traubensaft sind gerade im Vergleich zu den Werten fir Rotwein
enttduschend niedrig (2 — 6 mmol/L Trolox gegeniber 7 — 18 mmol/L Trolox). Grinde
kdénnten der Verschnitt mit weiBem Traubensaft und kurze Maischestandzeiten sein.
Gemuseséfte haben ebenfalls sehr niedrige antioxidative Kapazitaten, was allerdings
héchstwahrscheinlich an der Testmethode liegt, da in ihr die antioxidative Wirkung von
lipophilen Carotinoiden kaum erfasst wird.

Bei den alkoholischen Getranken hat der Rotwein den mit Abstand héchsten Wert. WeiBwein
und Bier haben nur relativ niedrige Werte. Der Apfelwein liegt etwas héher auch im Vergleich
zum Apfelsaft, was vermutlich an der Verwendung von mehr polyphenolreichen
Mostapfelsorten bei der Herstellung liegt.

Anteil der L-Ascorbinsaure am TEAC-Wert von Orangen-, Apfel- und schwarzem
Johannisbeersaft

Ein interessanter Aspekt ist der Anteil der L-Ascorbinsgure an der antioxidativen Kapazitat
einiger Safte. Dieser Anteil kann zum Teil erheblich sein. Fir schwarzen Johannisbeersaft
(n = 10) und Orangensaft (n =14), die von Natur aus L-Ascorbinsdure enthalten, und fir
naturtriben Apfelsaft (n = 10), dem die L-Ascorbinsdure als Antioxidationsmittel zugesetzt
wird, wurde der Anteil der L-Ascorbinsaure (1 mmol/L L-Ascorbinsaure = 0,86 mmol/L Trolox
=> 1 mg/L L-Ascorbinsdure entspricht 0,0049 mmol/L Trolox) am TEAC-Wert der Séfte
berechnet (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Mittlerer Anteil der L-Ascorbinsdure am TEAC-Wert von schwarzem
Johannisbeersaft (n = 10), Orangensaft (n = 14) und naturtribem Apfelsaft (n = 10)

Das Ergebnis zeigt, dass der Anteil der L-Ascorbinsdure am TEAC-Wert gerade beim
naturtriiben Apfelsaft zur genaueren Beurteilung der antioxidativen Kapazitdt der Safte
beachtet werden muss. Beim naturtriiben Apfelsaft ist der Anteil mit 15 — 55% teilweise recht
erheblich. Beim Orangensaft ist die antioxidative Kapazitat im Prinzip ausschlieBlich auf den
Gehalt an L-Ascorbinsdure zurtckzufuhren, was mit den Ergebnissen von MILLER und
RICE-EVANS 1997 Ubereinstimmt. Beim schwarzen Johannisbeersaft ist erstaunlich, dass
trotz seines hohen Gehaltes an L-Ascorbinsaure ihr Anteil an der antioxidativen Kapazitat mit
12 — 24% relativ gering ist. Der Hauptteil der antioxidativen Kapazitdt von schwarzem
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Johannisbeersaft wird von den Polyphenolen gestellt. Dieses Ergebnis weicht deutlich von
den Ergebnissen von MILLER und RICE-EVANS 1997, die einen Anteil der L-Ascorbinsdure
an der antioxidativen Kapazitat eines schwarzen Johannisbeer-Getrankes (Ribena) von 74%
angeben. Grund ist vermutlich der erhebliche Unterschied zwischen diesem Getrank und den
hier untersuchten frischen Presssaften in Inhaltsstoffkonzentrationen und Herstellung. Das
schwarze Johannisbeer-Getrank wurde aus einem nicht naher spezifizierten Konzentrat
hergestellt und wies einen TEAC-Wert von 5,1 mmol/L auf, wohingegen die untersuchten
schwarzen Johannisbeersafte TEAC-Werte von 25 — 40 mmol/L Trolox hatten.

5.2. Verarbeitungsversuche
5.2.1. Apfel

5.2.1.1. Polyphenolanalytik von Apfelsaft mittels HPLC

Im Rahmen der Arbeit wurden mit der entwickelten HPLC-Methode zur Polyphenolanalytik
diverse Apfelsafte untersucht und ausgewertet. Bei den Proben handelte es sich um
Handelsproben, Proben aus den Verarbeitungsstudien und Proben reinsortig ausgebauter
Apfel aus Tafelobst- und Mostobstsorten.

In den frischen Pressséaften konnten die vier Polyphenole Chlorogenséure,
4-p-Coumaroylchinasaure, Phloretin-2°-xyloglucosid und Phloridzin immer nachgewiesen
werden. Phloretin-2°-xyloglucosid wurde dabei als Phloridzin und 4-p-Coumaroylchinasdure
als Chlorogensaure berechnet, da diese Hauptkomponenten kommerziell nicht erhaltlich
waren. Bei geringerer Oxidation der Safte konnten Procyanidin B, und Epicatechin teils in
gréBeren Mengen nachgewiesen werden. Die Mittelwerte der Gehalte der wichtigsten
Polyphenole in Apfelsaft aus 49 analysierten Proben aus den Verarbeitungsstudien sind in
Tabelle 22 aufgefuhrt.

Tabelle 22: Mittelwerte und Schwankungsbreiten der Gehalte der wichtigsten Polyphenole
mittels HPLC in den untersuchten Apfelsaften (n = 49)

Polyphenol Nachweisbar in n Proben | Gehalte in mg/L

von 49 Proben (Schwankungsbreiten)
Procyanidin B, 24 24,9 (n.n. — 68)
Chlorogensaure 49 112,6 (18 — 311)
Epicatechin 27 33,3 (n.n. — 84)
4-p-Coumaroylchinasaure* 49 29,3 (7 — 54)
Phloretin-2"-xyloglucosid* 49 24,0 (1 —86)
Phloridzin 49 13,2 (1 —30)
Y Polyphenole HPLC 223,7 (43 — 675)

n.n. = nicht nachweisbar
*Coumaroyl-chinasdure berechnet als Chlorogensaure
Phloretin-2’-xylosylglucosid berechnet als Phloridzin

Verschiedene Quercetin-3-glykoside, 3-Hydroxyphloridzin (vermutet) und Cyanidin-3-
galaktosid (vermutet) (< 5 mg/L) konnten in einigen Proben in geringen Mengen
nachgewiesen und quantifiziert werden. Die meisten kleineren Substanzpeaks oder
Minorkomponenten konnten mit den zur Verfigung stehenden Mitteln, d.h. Vergleiche mit
Standardsubstanzen, Retentionszeiten und UV-Spektren, nicht eindeutig identifiziert werden.
Far die groBe Gruppe der Procyanidine existieren keine kommerziell erhaltlichen
Standardsubstanzen. Die UV-Spektren gleichen denen ihrer Untereinheiten Catechin und
Epicatechin und mit den zur Verfigung stehenden Mitteln waren Information betreffend
Struktur und Molmasse nicht erhaltlich. Substanzpeaks mit einem solchen UV-Spektrum, die
in einigen Saften durchaus in gréBer Anzahl gefunden wurden, konnten nur als ,Procyanidin®
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beschriecben  werden.  Einige  Substanzpeaks konnten den  Gruppen  der
Hydroxyzimtsaurederivate und Phloretinderivate zugeordnet werden und wurden nach
Literaturangaben hypothetisch zugeordnet (Abbildung 29 und 30).
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Abbildung 29: HPLC-Chromatogramm eines Apfelsaftes (Adsorberharz-Extraktes) an einer
Fluofix-Saule bei 280 nm

Procyanidin (1), Procyanidin (2), Procyanidin B, (3), Coumaroylglucose (4),
Kryptochlorogensadure (5), Chlorogensdure (6), 4-Coumaroylchinasaure (7), 5-
Coumaroylchinaséaure (8), 3-Hydroxyphloridzin (9), Quercetin-3-galaktosid (10), Quercetin-3-
glykosid (11), Phloretin-2"-xyloglucosid (12), Quercetin-3-rhamnosid (13), Phloridzin (14)
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Abbildung 30: Ausschnitt 46 — 56 min des obigen Chromatogramms eines Apfelsaftes
(Adsorberharz-Extraktes) bei 280 nm

Quercetin-3-galaktosid (10), Quercetin-3-glykosid (11), Phloretin-2"-xyloglucosid (12),
Quercetin-3-rhamnosid  (13), Phloridzin (14),Quercetin-3-glykosid (15), Phloretin-2’-
xylogalaktosid (16)
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Insgesamt konnten auf diese Weise in dem Extrakt eines Apfelsaftes 16 Polyphenole
zugeordnet werden. Die VergrdBerung in Abbildung 30 zeigt Minorkomponente im Bereich
der Quercetin- und Phloretinderivate. Alle unbezeichneten Peaks im Chromatogramm sind
nicht zuzuordnen. Dies verdeutlicht das Problem der Polyphenolanalytik, nadmlich das
weitgehende Fehlen von Standardsubstanzen, die eine Identifizierung und Quantifizierung
erlauben wirden. Eine Kopplung der HPLC Analytik mit Analysentechniken zur
Strukturaufklarung, wie Massenspektrometrie und NMR, kénnte hier vieles zur Klarung der
Identitat jener unbekannten Peaks beitragen.

Die Gruppen der Flavan-3-ole und Procyanidine sowie der Flavonole ist haufig in Saften, die
einer starken Oxidation durch lange Maische- und/oder Saftstandzeiten ausgesetzt sind,
nicht mehr nachweisbar. Am wenigsten anfallig fur enzymatische und nicht enzymatische
Oxidation erwiesen sich die Coumarsaurederivate und die Dihydrochalkone.
Erhitzungsprozesse mit langer Hitzeeinwirkung auf den Saft wie Flaschenpasteurisation und
Konzentratherstellung reduzieren die Gehalte aller monomeren Polyphenole, wobei sich die
oben genannten Gruppen wieder am anfélligsten zeigen. Daher konnten in Ubereinstimmung
mit anderen Autoren (PICINELLI et al. 1997) in den meisten Apfelsaften aus dem Handel nur
noch die vier Hauptkomponenten nachgewiesen werden. Die Ubliche Herstellungspraxis in
der Fruchtsaftindustrie scheint die Polyphenole der Gruppen der Flavanole und Procyanidine
sowie der Flavonole nicht im Saft erhalten zu kénnen.

5.2.1.2. Antioxidative Kapazitat von Apfelsaft

Die antioxidative Kapazitat von Apfelsaft ist im Vergleich zu anderen Séfte relativ niedrig
(siehe 5.1.5.1.). In Abbildung 31 sind der Mittelwert sowie die Spannweite der antioxidativen
Kapazitat von klarem Apfelsaft (n = 12) und naturtribem Apfelsaft (n = 28) aus dem Handel
aufgefuhrt.
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Abbildung 31: Die antioxidative Kapazitat von klarem und naturtribem Apfelsaft aus dem
Handel

Die antioxidative Kapazitat von tribem Apfelsaft ist im Mittel etwas héher als die des klaren
Apfelsaftes. Die Spannweiten erklaren sich durch unterschiedliche Rohware und
unterschiedliche Gehalte an zugesetzter L-Ascorbinsdure.

Bei einem frischen mit SO, konservierten Presssaft aus der polyphenolreichen Sorte
Bohnapfel wurde der Anteil der identifizier- und quantifizierbaren Polyphenole mittels HPLC
an dessen TEAC-Wert berechnet (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Anteil einzelner Polyphenole am TEAC-Wert eines frischen Apfelpresssaftes

Die Berechnung erfolgte aus Molmasse, molarem TEAC-Wert (siehe 2.2.1. Tabelle 14) und
dem Gehalt der Polyphenole im frischen Presssaft. Der Anteil der Coumaroylchinasauren
wurde mit dem molaren TEAC-Wert der p-Coumarséure berechnet, der des Phloretin-2'-
xyloglucosid aus dem des Phloridzins, die der Procyanidine aus dem des Epicatechins.
Naturliche L-Ascorbinsaure konnte in dem Presssaft nicht nachgewiesen werden.

5.2.1.3. Herstellung von naturtribem Apfelsaft

Die Zugabe von steigenden Mengen L-Ascorbinsdure zu einem pasteurisierten naturtriiben
Apfelsaft zeigt eine lineare (Regressionsgerade) Zunahme der antioxidativen Kapazitat des
Saftes, die der antioxidativen Kapazitat der zugegebenen Menge L-Ascorbinsaure entspricht
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: Veranderung des TEAC-Wertes von Apfelsaft bei der Zugabe von
L-Ascorbinsdure

Beim Herstellungsprozess erhdht die Zugabe der L-Ascorbinsdure als Antioxidationsmittel
erwartungsgeman die antioxidative Kapazitat des Presssaftes, allerdings mit 0,07 mmol/L
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Trolox bei weitem nicht so stark wie es bei der zugegebenen Menge, 200 mg/L
L-Ascorbinsdure entsprechen namlich 0,87 mmol/L Trolox, zu erwarten ware (siehe
Abbildung 33). Von den 200 mg/L zugegebener L-Ascorbinsaure waren im Saft nur noch 33
mg/L nachweisbar (Abbildung 34). Zudem zeigt sich nach Zugabe von L-Ascorbinsaure eine
Aufhellung des Saftes.
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Abbildung 34: Veranderung von Gesamtphenolgehalt, TEAC-Wert und L-Ascorbinsaure-
gehalt bei einer L-Ascorbinsdurezugabe von 200 mg/L bei der Herstellung von naturtribem
Apfelsaft

Nach der Zugabe des Antioxidationsmittels L-Ascorbinsdure nimmt wahrend den nachsten
Herstellungsschritten die antioxidative Kapazitat des Saftes weiter ab (Abbildung 34). Dies
lasst sich einerseits auf die Entfernung des Grobtrubes durch die Separation und
andererseits auf fortlaufende  Oxidationsprozesse durch im Saft enthaltene
Polyphenoloxidasen zurlckfihren, was bei der Analyse der wichtigsten monomeren
Polyphenole mittels HPLC bestétigt wurde. Die starke Oxidation des Saftes zeigt sich optisch
auch anhand der zunehmenden Braunung. Ausgehend vom frischen Presssaft vor der
L-Ascorbinsdurezugabe (0,6 mmol/L Trolox) betrédgt die Abnahme der antioxidativen
Kapazitat, nach L-Ascorbinsdurezugabe, Separation und KZE des Saftes (0,45 mmol/L
Trolox) immerhin 25%, obwohl mit der L-Ascorbinsaure ein Antioxidationsmittel zugegeben
wurde. Bei einer vergleichbaren Verarbeitungslinie, bei der auf die Zugabe von
L-Ascorbinsdure verzichtet wurde, betrug die Abnahme von Presssaft zu pasteurisiertem
naturtribem Saft sogar 40%. Die Entfernung des Grubtrubes durch die Separation ist dabei
der entscheidende Schritt. Hierbei vermischen sich die Oxidationsprozesse im frischen
Presssaft bis zum Zeitpunkt der Separation, die je nach Lange dieser Zeitspanne erheblich
sein kénnen, und der Effekt des Entfernens des Grobtrubes selbst, der ebenfalls eine nicht
zu unterschatzende antioxidative Kapazitat, ca. 15 — 20% des frischen Presssaftes, aufweist
(andere Verarbeitungslinie: Separatorzulauf und —ablauf eines Saftes mit zuvor inaktivierten
Polyphenoloxidasen). Die Abnahme des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu war
bei beiden Versuchen erheblich geringer als die der antioxidativen Kapazitat (20%
gegeniber 40% bzw. 7,5% gegenlber 25%). Dies wird zum einen auf die Unterschiede der
beiden Analysenparameter und zum anderen auf die starke oxidationsbedingte Entfernung
antioxidativ potenter polymerer Polyphenole zurtlickgefiihrt. Die hohe antioxidative Kapazitat
jener polymeren Polyphenole bedeutet namlich auch, dass sie leicht oxidierbar sind.
AuBerdem werden vermutlich bei der Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-
Ciocalteu Substanzen miterfasst, die keine antioxidative Kapazitdt mehr besitzen, wie
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beispielsweise  bestimmte  Oxidationsprodukte  der  Polyphenole oder anderer
Saftinhaltsstoffe.

Bei den vier Hauptpolyphenolen des Saftes, Chlorogensdure, 4-p-Coumaroylchinasdure,
Phloretin-2"-xyloglucosid und Phloridzin, ergaben sich bei der Analyse mittels HPLC
bezogen auf den frischen Presssaft (100%) wahrend des Herstellungsprozesses folgende
Veranderungen (Abbildung 35). Flavan-3-ole und Quercetinglykoside waren in keiner der
Proben nachweisbar.
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Abbildung 35: Verdnderung der wichtigsten einzelnen Polyphenole wahrend der Herstellung
von naturtribem Apfelsaft, bezogen auf den frischen Presssaft (100%)

Sowohl die Zugabe der reduzierenden L-Ascorbinsdure wie auch die KZE fiihren zu einer
deutlichen Zunahme der Gehalte der wichtigsten Polyphenole, wéhrend in der Zwischenzeit
die Gehalte der wichtigsten Polyphenole stark abnehmen. Die Rickbildung der Polyphenole
nach Zugabe von L-Ascorbinsdure beruht auf der Reduktion im Saft vorhandener Chinone
der entsprechenden Polyphenole. Ein ahnlicher Vorgang liegt vermutlich dem Anstieg nach
der KZE zu Grunde, wobei diesmal in der Warme im Saft entstehende reduktiv wirksame
Substanzen fir den Anstieg sowohl der einzelnen Polyphenole wie auch des
reduktometrischen L-Ascorbinsauregehaltes verantwortlich sein dirften. Eine weitere
Méglichkeit ist die Spaltung von chemischen Bindungen durch die Warmeeinwirkung,
wodurch eventuell gebundene Polyphenole oder reduktiv wirksame Substanzen freigesetzt
werden. Eine weitere Effekt der Warmeeinwirkung kénnte das Aufspaltung farbiger wéhrend
des Herstellungsprozesses entstandener héherpolymerer Pigmenten sein, aus denen dann
wieder kleinere farblose Substanzen entstehen (Aufhellung).

5.2.1.4. Antioxidative Wirkung von naturtriben Apfelsaften: Einfluss der
Apfelsorte und des Polyphenolgehaltes

Die antioxidative Kapazitdt der sortenreinen naturtriben Apfelsafte aus Mostapfel- und
Tafelapfelsorten sowie der durchschnittiche TEAC-Wert einiger Handelsproben ist in
Abbildung 36 gezeigt. Der Anteil der zugesetzten L-Ascorbinsdure an der gesamten
antioxidativen Aktivitdt wurde hierbei rechnerisch bertcksichtigt (siehe auch S. 80). Es zeigt
sich, dass sich die einzelnen Apfelsorten signifikant unterscheiden und die Mostapfelsorten
Bohnapfel, Brettacher und Kaiser Wilhelm erheblich héhere TEAC-Werte liefern als die
Tafelapfelsorten oder die Handelsapfelsafte (bis zu Faktor 5 héher!).
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Abbildung 36: Antioxidative Kapazitat naturtriber Apfelsafte aus verschiedenen Apfelsorten

In Tabelle 23 sind weitere Analysenparameter der Safte dargestellt.

Tabelle 23: Analysendaten der naturtriben sortenreinen Apfelséfte

Parameter Bohnapfel |Brettacher |Kaiser Boskoop Topas Jonagold
(n=2) Wilhelm

Erntezeitpunkt | Ende Anfang Anfang Anfang Anfang Ende
Oktober Oktober Oktober | September | September | September

Relative

Dichte 20/20 1,0472 1,0476 1,0548 1,0569 1,0539 1,0513

Gesamtsdure

pH 7,0, als WS|7,3 6,25 9,69 10,5 10,6 4,9

g/L

L-Ascorbinsaure

mg/L 255 57 9,0 n. n. 218 42

Gesamtphenole

Folin, als (+)-|1623 1243 1018 953 901 312

Catechin, mg/L

Antioxidative

Kapazitat

Mit L-Asc. 5,95 4,3 3,0 2,4 3,5 1,4

ohne L-Asc., 4,85 3,81 2,91 2,4 1,6 0,99

(mmol/L Trolox)

Auffallig ist vor allem die groBe Bandbreite in den Gehalten an Polyphenolen. Der naturtribe
Apfelsaft aus Jonagold enthalt 312 mg/L Gesamtphenole, wahrend der Saft aus dem
Tafelapfel Topas 901 mg/L Polyphenole enthalt. Den Spitzenreiter bildet die Mostapfelsorte
Bohnapfel mit 1623 mg/L Polyphenolen. Diese deutliche Unterschiede machen sich in der
antioxidativen Aktivitat bemerkbar.
In den Abbildungen 37 und 38 sind die HPLC-Chromatogramme der naturtriiben Apfelsafte
aus Bohnapfel und Jonagold nach Direktinjektion des gleichen Volumens dargestellt. Bei
gleichem MaBstab sind die Unterschiede in der Intensitat der Peaks deutlich zu erkennen,
was auch flr die groBere Komplexitat des Polyphenolmusters des Saftes aus Bohnapfel gilt.




Ergebnisse 88

mAU

200 1

10

150

100

12

50{ 5

—,———
0 10 20 30 40 50 60 70 min

Abbildung 37: Chromatogramm der Polyphenole eines naturtriiben Apfelsaftes der Sorte
,Bohnapfel” bei 280 nm

Procyanidin (1), Catechin (2), Procyanidin B2 (3), Chlorogensaure (4), Epicatechin (5),
Procyanidin (6), 4-p-Coumaroylchinaséaure (7), 5-p-Coumaroylchinasaure (8), Quercetin-3-
galaktosid (9), Phloretin-2”-xyloglucosid (10), Quercetin-3-glykosid (11), Phloridzin (12)
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Abbildung 38: Chromatogramm der Polyphenole eines naturtriiben Apfelsaftes der Sorte
~Jonagold® bei 280 nm (gleicher MaBstab wie Abb. 37)

Chlorogensaure (4), Epicatechin (5), 4-p-Coumaroylchinasaure (7), Quercetin-3-galaktosid
(9), Phloretin-2"-xyloglucosid (10)

Das Polyphenolmuster von Frichten ist genetisch kontrolliert. Bei allen untersuchten
Apfelsaften ist das typische Muster der Hydroxyzimtsguren und Flavonoide erkennbar,
wenngleich bei Tafeldpfeln die Gehalte einzelner Polyphenole an oder unter der
Nachweisgrenze liegen. Bei Bohnapfel féllt vor allem der hohe Gehalt an Chlorogensaure,
der wichtigsten Hydroxyzimtsdure des Apfels, und an Dihydrochalconen auf. Weiterhin
erkennt man Procyanidin B, sowie zwei weitere Procyanidine (eventl. B; und C4). Héhere
Procyanidine (Gerbstoffe) lassen sich mit der eingesetzten HPLC-Methode nicht erfassen.
Die Gehalte der quantifizierbaren Polyphenole sind in Tabelle 24 aufgefiihrt.
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Tabelle 24: Konzentration der Polyphenole in den naturtriben Apfelsaften.
Angaben in mg/L

Polyphenol Bohnapfel | Kaiser |Brettacher |Boskoop |Topas |Jonagold
in mg/L Wilhelm

Procyanidin B2 41,2 11,6 8,6 n.n. 32,2 n.n.
Chlorogensaure 349,2 221,7 178,2 125,4 48,8 (34,2
Epicatechin 68,2 22,3 7,5 37,8 36,3 [3,2
Coumaroylchinasaure* |62,9 47,6 94,6 27,2 0 8,2
Phloretin-2°- 86,8 28,2 30,5 10,7 2,5 1,4
xylosylglucosid*

Phloridzin 30,1 13,3 13,6 12,5 3,4 1,4

n.n. = nicht nachweisbar
*Coumaroyl-chinaséure berechnet als Chlorogensaure
Phloretin-2’-xylosylglucosid berechnet als Phloridzin

Die Gehalte der einzelnen Polyphenole sind demnach sortenabh&ngig und variieren z.T. um
GréBenordnungen. Mostsorten enthalten im Vergleich zu Tafelapfeln sowohl mehr
Phenolcarbonséuren als auch Flavonoide. Das wichtigste saure Polyphenol in allen Sorten
ist die Chlorogensaure, gefolgt von der 4-p-Coumaroylchinasaure. Bei den apfeltypischen
Dihydrochalconen liegt das Phloretin-2'-xyloglucosid bei den drei Mostsorten Bohnéapfel,
Kaiser Wilhelm und Brettacher deutlich Gber der Konzentration von Phloridzin.

Die Untersuchungen zeigen, dass das antioxidative Potential von naturtribem Apfelsaft
signifikant von der Sorte (d.h. dem Polyphenolgehalt des Apfels) abhangig ist und durch die
Auswahl der Rohware entscheidend beeinflusst werden kann. Um die antioxidative Kapazitat
von Apfelsaft zu steigern, missen flir seine Herstellung polyphenolreiche Mostapfelsorten
verwendet werden.

5.2.1.5. Polyphenolbilanz beim Entsaften einer Apfelmaische

Der Ubergang von antioxidativ wirksamen Polyphenolen aus der Apfelmaische in den Saft
bei einem Ublichen Entsaftungsprozess (Flottweg Dekanter) wahrend der laufenden
Produktion des Fruchtsaftbetriebes des Fachgebietes far Weinanalytik und
Getrankeforschung der Forschungsanstalt Geisenheim ist in Abbildung 39 aufgefihrt (siehe
3.1.4. Komplett-Extraktions-Variante). Die Bilanz des Ubergangs von Polyphenolen und
antioxidativ wirksamen Substanzen aus der Maische in den Saft wurde durch den Vergleich
der absoluten Gehalte an antioxidativer Kapazitdt und des Gesamtphenolen nach Folin-
Ciocalteu im Saft und im Extrakt ermittelt, die jeweils aus der gleichen Menge einer
Apfelmaische hergestellt wurden. Aber es zeigen sich nicht nur quantitative Unterschiede
zwischen den Polyphenolen in Presssaft und Extrakt, sondern auch qualitative (Abbildung
40).
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Abbildung 39: Absolute TEAC-Werte und Gesamtphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu von
Presssaft und Maischeextrakt aus der gleichen Maischemenge sowie die Ausbeuten in
Prozent fir den Presssaft

Die Ergebnisse zeigen, dass 43% der mdglichen Polyphenolausbeute und 32% der
moglichen Ausbeute an antioxidativ wirksamen Substanzen bei einem (blichen
Entsaftungsprozess in den Presssaft Ubergehen. Zudem zeigt sich eine deutliche
Veranderung des Polyphenolmusters im Maischeextrakt gegentiber dem Saft. Zum einen
treten erheblich mehr Substanzpeaks im Chromatogramm auf, die haufig fir Procyanidine
charakteristische UV-Spekiren aufweisen, und zum anderen verschieben sich die
Verhéltnisse der wichtigsten Polyphenole zueinander, vor allem zu Gunsten von Phloridzin,
Procyanidin B, und Catechin (Abbildung 40). Diese genannten Polyphenole sind relativ
schlecht wasserléslich, weshalb sie bei der Entsaftung im Vergleich zu den anderen
Hauptpolyphenolen nur sehr unvollstandig in den Saft Gbergehen.
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Abbildung 40: Prozentuale Anteile der wichtigsten Polyphenole am Fingerprintmuster von
Presssaft und Extrakt

Die Summe der mittels HPLC erfassbaren Polyphenole im Vergleich zum
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu (100%) betragt beim Saft 38% und beim Extrakt
40%.
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5.2.1.6. Maischestandzeit

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass wahrend einer einstiindigen Standzeit von
Apfelmaische erhebliche Verluste an antioxidativer Kapazitat und Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu auftreten (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Abnahme des TEAC-Wertes und des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-
Ciocalteu wahrend der Standzeit (60 min) von Apfelmaische mit und ohne Pectinasezugabe,
bezogen auf die frische Maische (100%)

Ursache flr die Verluste sind die durch die Zellzerstérung beim Mahlen freiwerdenden
fruchteigenen Polyphenoloxidasen, die mit dem eingetragenen Sauerstoff die Polyphenole
oxidieren (siehe 2.1.3.). Das Ergebnis dieser einfachen Maischeextraktion zeigt, dass
lAngere Standzeiten der Maische zu signifikanten Verlusten an antioxidativ wirksamen
Substanzen fihren. Es muss dabei beachtet werden, dass es sich hierbei um eine Extraktion
nicht wie nachfolgend um eine Entsaftung handelt.

5.2.1.7. Entsaftungssysteme und Maischestandzeit

Ein Vergleich der Werte der Séafte von Bucher Horizontalpresse und Dekanter mit derselben
Maische im industriellen MaBstab (t = 0 min bzw. t = 60 min) ergibt nur geringe Unterschiede
in den beiden Entsaftungsverfahren, aber groBe Unterschiede bei den Werten fur die
Maischestandzeit (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Einfluss der Maischestandzeit auf den Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu und den TEAC-Wert in Apfelsaft bei zwei verschiedenen Entsaftungssystemen
(Bucher HP 10000 und Westfalia Dekanter CA 505)
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Diese nahezu identischen Ergebnisse der beiden Entsaftungssysteme im Hinblick auf die
antioxidative Kapazitat bei beiden Maischestandzeiten erstaunen, da durch die schnellere
Entsaftung im Dekanter die Oxidation in Maische und Saft geringer und damit der
Polyphenolgehalt wie auch die antioxidative Kapazitéat héher sein sollten. Das Ergebnis lasst
vermuten, dass der Lufteintrag und die Oxidation beim Mahlen, dem Transport der Maische
und der Entsaftungsvorgang im Versuch fir den Dekanter und die Horizontal Bucherpresse
trotz der erheblich schnelleren Entsaftung durch den Dekanter vergleichbar zu sein
scheinen.

Nach den Ergebnissen sind die beiden Entsaftungssysteme unter den untersuchten
Aspekten, TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, als gleichwertig zu
beurteilen.

Die Analyse der einzelnen Hauptpolyphenole zeigt hingegen deutliche Unterschiede sowohl
im Bezug auf die Entsaftungssysteme als auch auf die Maischestandzeit (Tabelle 25).

Tabelle 25: Gehalte der Hauptpolyphenole sowie ihre Summe mittels HPLC von Apfelséaften
hergestellt mit Dekanter und Horizontalpresse mit und ohne Maischestandzeit

Chlorogen- |4-p-Coumaroyl- |Phloretin-2°- |Phloridzin [Summe
séure chinaséure xyloglucosid
Dekanter frische Maische | 45,7 mg/L 23,7 mg/L 10,6 mg/L 6,6 mg/L | 86,6 mg/L
Dekanter 1 Std 51,8 mg/L 34,5 mg/L 142 mg/L | 14,7 mg/L | 115,1 mg/L
Maischestandzeit
Bucherpresse frische 34,7 mg/L 16,0 mg/L 6,7 mg/L 9,1 mg/L | 66,6 mg/L
Maische
Bucherpresse 1Std 97,6 mg/L 41,0 mg/L 21,0 mg/L | 24,3 mg/L | 183,9 mg/L
Maischestandzeit

Bei der Entsaftung von frischer Maische werden mit dem Dekanter hdhere Ausbeuten an den
einzelnen Hauptpolyphenolen erreicht, wahrend nach einer Standzeit der Maische zwar die
Ausbeute bei beiden Entsaftungssystemen ansteigt, allerdings bei der Horizontalpresse
erheblich starker. Die langere mechanische Belastung der Maische bei der Entsaftung
mittels Horizontalpresse scheint die Extraktion der monomeren Polyphenole nach einer
Standzeit der Maische stark zu verbessern, wahrend dies beim Dekanter durch die schnelle
Entsaftung nicht geschieht. Es erstaunt allerdings, dass sich die doch erheblichen
Unterschiede in den Gehalten an monomeren Polyphenolen weder in der antioxidativen
Kapazitat noch im Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu widerspiegeln.

Auf die gegensétzlichen Ergebnisse bezlglich des Einflusses der Maischestandzeit, in
5.2.1.6. eine Abnahme von antioxidativer Kapazitdt und Gesamtphenolgehalt hier eine
Zunahme nach einer Standzeit der Maische, wird in der Diskussion n&her eingegangen.

5.2.1.8. Einfluss der Saftstandzeit

Die Aktivitdt der im Saft enthaltenen Polyphenoloxidasen fihrt unter Laborbedingungen
wahrend eines Zeitraumes von 6 Stunden neben der Brdunungszunahme zu einer Abnahme
der antioxidativen Kapazitdt um 20% und einer Abnahme des Gesamtphenolgehaltes nach
Folin-Ciocalteu um 5% (Abbildung 43).

Die geringere Abnahme des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu wird darauf
zurlckgefihrt, dass bei der Bestimmung eventuell auch Oxidations- und
Kondensationsprodukte der Polyphenole miterfasst werden. Die Analyse der einzelnen
Hauptpolyphenole mittels HPLC ergab namlich eine Abnahme der Summe ihrer Gehalte von
fast 50% nach 6 Stunden. Besonders stark nahmen dabei die Flavan-3-ole (Procyanidin B2
85%, Epicatechin 52%) und die Chlorogensaure (50%) ab.
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Abbildung 43: Abnahme des TEAC-Wertes und des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-
Ciocalteu von Apfelsaft wahrend einer Standzeit von 6 Stunden

Trotz der Unterschiede zwischen LabormaBstab und technischem MaBstab bezilglich des
Verhéltnisses von Volumen zu Oberflaiche kann angenommen werden, dass bei der
Apfelsaftherstellung ahnlich groBe Verluste an antioxidativer Kapazitdt und Polyphenolen
durch langere Saftstandzeit auftreten, da Enzymkonzentration und der Sauerstoffgehalt im
Saft vergleichbar sein dlrften. Die starke Abnahme der antioxidativen Kapazitat durch die
fruchteigenen Polyphenoloxidasen gab Anlass zu Versuchen, ihre Aktivitdt durch Maische-
oder Safterhitzung zu unterbinden.

5.2.1.9. Versuche zur Inaktivierung der fruchteigenen Polyphenoloxidasen

Die Erhitzung der Maische fir kurze Zeit auf 90°C und fir 30 Minuten auf 60°C sowie eine
Erwadrmung des frischen Presssaftes auf 55°C sollten die Aktivitdt der fruchteigenen
Polyphenoloxidasen unterbinden, so dass die antioxidative Kapazitdt und der Gehalt an
Polyphenolen des Presssaftes nach einer Standzeit von 4 Stunden sich nicht verandert
haben sollten.

Nach einer Standzeit von 4 Stunden des Presssaftes aus den beiden erhitzten Maischen trat
keine Veranderung der untersuchten Parameter gegenlber dem frischen Presssaft auf
(Abbildung 44).

Daraus lasst sich schlieBen, dass bei beiden Varianten der Maischeerhitzung die
fruchteigenen Polyphenoloxidasen inaktiviert werden konnten und somit weitere Verluste
durch Oxidation wahrend der Verarbeitung vermieden werden kénnen.

Die Analyse der Hauptpolyphenole mittels HPLC bestatigt dieses Ergebnis. Es zeigt sich
kein Verlust der Hauptpolyphenole nach der Standzeit.

Die Erhitzung eines Presssaftes direkt nach der Presse auf 55°C, hergestellt aus nicht
erhitzter Maische, bringt ein Ubereinstimmendes Ergebnis, also keine Veranderung der
antioxidativen Kapazitat wahrend einer Saftstandzeit.
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Abbildung 44: Verdnderung von TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt von Apfelpresssaft
bei zwei Varianten der Maischeerhitzung nach einer Standzeit von 4 Stunden

Weiterhin zeigt sich, dass die Variante mit der Temperatur von 60°C eine héhere Ausbeute
an Polyphenolen und antioxidativer Kapazitat bringt. Dies ist darauf zurickzufiihren, dass bei
60°C wahrend 30 min zwar die fruchteigenen Polyphenoloxidasen inaktiviert werden
(WALKER 1964), aber die Zellen in der Apfelmaische durch die thermische Behandlung
auch einer Thermoplasmolyse unterzogen werden. D.h. die Zellen platzen durch die
Warmeeinwirkung auf, so dass der gesamte Zellinhalt inklusive der Polyphenole freigesetzt
wird und extrahiert werden kann. Bei einer Temperatur von 90°C hingegen werden zwar alle
im Apfel vorkommenden Enzyme inaktiviert (SPANOS et al. 1990) und es kommt ebenfalls
zu einer Thermoplasmolyse der Zellen, aber auch zu einem verstérkten Abbau der
Polyphenole. Grund fir diesen Abbau sind thermisch induzierte Spaltungs-, Kondensations-
und Oxidationsreaktionen der Polyphenole untereinander oder mit anderen
Saftinhaltsstoffen, z.B. denaturierten Proteinen, Polysacchariden etc. Der Vergleich der
Gehalte an einzelnen Polyphenolen mittels HPLC zwischen den Presssaften der beiden
Erhitzungsversionen zeigt dies noch deutlicher (Tabelle 26).

Tabelle 26: Gehalte einzelner Polyphenole und deren Summe von den Pressséaften der
beiden Maischeerhitzungsvarianten

60°C Maischeerhitzung 90°C Maischeerhitzung

Procyanidin B2 76,9 mg/L 26,6 mg/L
Chlorogensaure 72,9 mg/L 41,0 mg/L

Epicatechin 39,9 mg/L 20,9 mg/L
4-p-Coumaroylchinasdure |10,7 mg/L 8,5 mg/L
Cyanidin-3-galaktosid 18,1 mg/L 13,5 mg/L
Phloretin-2’-xyloglucosid 9,3 mg/L 8,4 mg/L
Quercetin-3-glykosid 21,9 mg/L 19,2 mg/L

Phloridzin 24,3 mg/L 22,6 mg/L

Summe 274,0 mg/L 160,8 mg/L

Die Maischeerhitzung auf 60°C scheint ein geeigneter Weg zur mdglichst effektiven
Extraktion der Polyphenole wahrend der Entsaftung zu sein. Die Oxidation der Polyphenole
in der Maische wird gehemmt, wahrend die Erhitzung einen Zellaufschluss durch
Thermoplasmolyse verursacht. Es bleibt allerdings zu bedenken, dass aus erhitzter Maische
hergestellte Apfelséfte sensorisch stark abweichend sind. Sowohl in Geruch und Geschmack
werden solche Apfelsafte als untypisch beurteilt (ZIMMER 1996). Daher ist die einzige
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praktikable Moglichkeit zur Inaktivierung der fruchteigenen Polyphenoloxidasen die Erhitzung
des frischen Saftes direkt nach der Entsaftung.

5.2.1.10. Einfluss der Schénung mit Gelatine

Eine Schénung mit Gelatine/Kieselsol verringert die antioxidative Kapazitdt und den
Gesamtphenolgehalt von separiertem Apfelsaft um 10 - 20%. Die Mittelwerte des Verlustes
aus zehn verschiedenen Verarbeitungsstudien mit unterschiedlicher Rohware, in denen der
Apfelsaft zum Teil oder ganz mit Gelatine/Kieselsol geschént wurde, liegen fir die
antioxidative Kapazitat bei 14% und fur den Gesamtphenolgehalt bei 19%. Die Dosagen an
Gelatine und Kieselsol lagen dabei zwischen 8 g/hL und 14 g/hL (Gelatine) bzw. 80 g/hL und
140 g/hL (Kieselsol 15%ig). Die Verluste durch die Schichtenfiltration zur Entfernung des
Schdnungstrubes sind darin enthalten.

Zu diesem Verlust kommen im Herstellungsprozess die Verluste an antioxidativer Kapazitat
durch die Separation (siehe 5.2.1.3.) und die Oxidation wahrend der Saftstandzeit, die
sortenbedingt etwas variieren kénnen. Bezogen auf den frischen Presssaft wird daher ein
Gesamtverlust an antioxidativer Kapazitdt von 25 — 40% bei der Herstellung von klarem
Apfelsaft mittels einer Gelatine/Kieselsol-Schénung beobachtet Die zuséatzliche Zugabe von
50 g/hL Bentonit vor der Zugabe von Gelatine/Kieselsol ergibt eine weitere Abnahme der
antioxidativen Kapazitat um maximal 4%.

Die Analyse mittels HPLC ergibt keine Veranderung in den Gehalten der monomeren
Polyphenole durch die Schénung (Abbildung 45). Daraus lasst sich schlieBen, dass bei der
Schénung mit Gelatine nur polymere Substanzen, wie héhermolekulare Polyphenole und
deren Oxidationsprodukte, gefallt und aus dem Saft entfernt werden.
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Abbildung 45: Verdnderung der Gehalte einzelner Polyphenole und des
Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu bei der Herstellung eines klaren Apfelsaftes
mittels einer Schénung mit 14 g/hL Gelatine + 140 mL/hL Kieselsol (15%)

Die Erhaltung der monomeren Polyphenole des Apfelsaftes bei einer Gelatine/Kieselsol-
Schdnung bei einer gleichzeitigen deutlichen Abnahme des Gesamtphenolgehaltes nach
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Folin-Ciocalteu zeigt, dass die Gelatine nur mit héhermolekularen Polyphenolen reagiert und
sie schlieBlich entfernt. Dieser Gruppe der Polyphenole wird ein groBer Beteiligung am
Auftreten von Nachtribungen zugesprochen (WUCHERPFENNIG et al. 1985).

Betrachtet man eine komplette Prozesslinie fir die Herstellung eines klaren Apfelsaftes
mittels Gelatine/Kieselsol-Schénung mit Pressen, L-Ascorbinsdurezugabe, Separation,
Enzymierung mit einem Pectinasepraparat, einer Gelatine/Kieselsol-Schénung Uber Nacht,
eine erneute Separation gefolgt von einer Schichtenfiltration (6 Schichten Beco BM, 40x40)
und der Pasteurisation mittels KZE, nehmen sowohl die antioxidative Kapazitat wie auch der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu ab (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Verédnderung von TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
wahrend der Herstellung eines klaren Apfelsaftes mittels Gelatine/Kieselsol-Schénung

Die prozentuale Abnahme {ber den gesamten Prozess betragt 27% von Presssaft ohne
L-Ascorbinsdure zu pasteurisiertem klarem Saft. Wichtige Faktoren fir die Hdhe der
Abnahme sind neben den eingesetzten Behandlungsmittel und Verarbeitungsschritten die
zugegebene  Menge  L-Ascorbinsdure und die  Aktivitat der  fruchteigenen
Polyphenoloxidasen, die von Apfelsorte zu Apfelsorte stark schwanken kann.

5.2.1.11. Einfluss der Zugabemenge von Gelatine sowie des Zeitpunktes der
Zugabe von Kieselsol bei der Gelatine/Kieselsol-Schénung

Die Zugabe des Kieselsols fihrt zu einem besseren Schénungsergebnisse (besserer
Klargrad), verursacht aber eine starkere Abnahme der antioxidativen Kapazitat (Abbildung
47).

Der Zeitpunkt der Kieselsolzugabe spielte ebenfalls eine Rolle. Die Abnahme der
antioxidativen Kapazitat wie auch des Gesamtphenolgehaltes war bei einer Zugabe des
Kieselsols nach der Gelatinezugabe hdher (Abbildung 48).

Dies ist zu erwarten, da die Gelatine bei Anwesenheit von Kieselsol nicht nur mit
Polyphenolen reagiert, sondern auch teilweise mit dem Kieselsol. Ebenfalls zu erwarten ist,
dass mit Erhéhung der Menge der zugegebenen Gelatine die Abnahme von antioxidativer
Kapazitdt und Gesamtphenolgehalt ansteigt. Die Vervierfachung der Gelatinemenge
verursacht allerdings nur eine Verdopplung des Verlustes an antioxidativer Kapazitat.
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Hohere Gelatinedosagen verursachen keine weiteren Verluste, da vermutlich im Saft keine
Reaktionspartner fir die Gelatine mehr vorhanden sind.
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Abbildung 47: Einfluss der Kieselsolzugabe bei der Gelatineschénung auf den TEAC-Wert
von Apfelsaft, bezogen auf den ungeschénten Saft (100%)
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Abbildung 48: Einfluss des Zeitpunktes der Kieselsolzugabe bei der Gelatineschénung auf
den TEAC-Wert und den Gesamtphenolgehalt von Apfelsaft, bezogen auf den ungeschénten
Saft (100%)

5.2.1.12. Einfluss der Ultrafiltration

Die Ultrafiltration eines triben enzymierten Apfelsaftes flihrt zu einer deutlichen Abnahme
der antioxidativen Kapazitdt sowie des Gesamtphenolgehaltes im klaren Saft, wobei der
Gesamtphenolgehalt nur um 10%, die antioxidative Kapazitat allerdings um 30% abnimmt.
(Abbildung 49).
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Abbildung 49: Abnahme von TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
nach einer Ultrafiltration von naturtribem enzymiertem Apfelsaft mit verschiedenen
TrenngréBen, bezogen auf den unfiltrierten Saft (100%)

Die verschiedenen Trenngrenzen der Module im Bereich von 100.000 — 10.000 Dalton
haben nur einen geringen Einfluss auf die Abnahme der antioxidativen Kapazitat, wahrend
sich die Abnahme des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu von 100.000 Dalton zu
10.000 Dalton verdoppelt. Fir das Modul PM 50 (Trenngrenze 50.000 Dalton) ergibt die
Ultrafiltration des nicht enzymierten Teils des Saftes dasselbe Ergebnis wie die Ultrafiltration
des enzymierten Teils des Saftes. Die Filtrationsleistung war allerdings beim nicht
enzymierten Saft erwartungsgeman wesentlich schlechter (ALVAREZ et al. 1998).

Aus den Untersuchungsergebnissen lasst sich schlieBen, dass im Apfelsafttrub, der nur
einen Gewichtsanteil am triiben Saft von etwa 3 - 5% hat (Gewicht des Schleudertrubs), ca.
30% der antioxidativen Kapazitdt des triben Saftes lokalisiert ist. Dies kénnte auch der
Grund fir die Diskrepanz zwischen der H6he der Abnahme der antioxidativen Kapazitat und
der Hohe der Abnahme des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu sein. Die Folin-
Ciocalteu-Methode erfasst die im Trub lokalisierten antioxidativ wirksamen Substanzen,
vermutlich hochmolekulare Antioxidantien, gar nicht oder kaum, so dass ihr Verlust durch die
Entfernung des Trubes weniger ins Gewicht fallt als bei der Bestimmung der antioxidativen
Kapazitat. Eine Messung des antioxidativen Potentials des verbliebenen Retentates der
Ultrafiltration bestéarkt mit einer Verdreifachung des TEAC-Wertes gegenlber dem
unfiltrierten Saft diese Schlussfolgerung (unfiltrierter Saft 2,4 mmol/L Trolox, Retentat 7,4
mmol/L Trolox).

5.2.1.13. Stabilisierung von mikrofiltriertem Apfelsaft mit PVPP oder
Adsorberharz

a. Adsorberharz XAD 16 HP

Die Stabilisierung mittels einer Adsorberharzsaule fihrt zu einer hohen Abnahme des
Gesamtphenolgehaltes, des TEAC-Wertes und des Farbwertes E 420 nm. TEAC-Wert und
Farbwert E 420 nm/cm nehmen mit 48% bzw. 45% gegenlber dem klaren unbehandelten
Saft am starksten ab, wahrend der Gesamtphenolgehalt um 29% weniger deutlich sinkt
(Abbildung 50).

b. PVPP Divergan F

Generell zeigt sich, dass die Abnahme der Untersuchungsparameter gegenliber dem
unbehandelten Saft zur eingesetzten Menge PVPP proportional ist. Bei der maximal
eingesetzten Menge von 60 g/hL PVPP nimmt der TEAC-Wert mit 18% am starksten ab,
wahrend der Gesamtphenolgehalt und der Farbwert E 420 nm mit 9% bzw. 11% eine
geringere Abnahme aufweisen (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Abnahme des TEAC-Wertes, des Gesamtphenolgehaltes und des
Farbwertes E 420 nm von mikrofiltriertem Apfelsaft bei der Behandlung mit PVPP Divergan F
und Adsorberharz XAD 16 HP (65 BV bei 25 BV/h), bezogen auf den mikrofiltrierten Apfelsaft
(100%)

Die Stabilisierung des mikrofiltrierten Apfelsaftes mittels einer Adsorberharzsdule XAD 16 HP
fihrt zu einer deutlichen Abnahme der Untersuchungsparameter. Die Abnahme der
antioxidativen Kapazitat mit fast 50% ist im Vergleich zur Stabilisierung mit PVPP mit 18%
Verlust bei 60 g/hL sehr hoch. In der Gesamtheit bedeutet dies fiir einen separierten,
ultrafiltrierten und mit PVPP stabilisierten klaren Apfelsaft eine Abnahme der antioxidativen
Kapazitat gegeniiber dem frischen Presssaft um 45 — 55%. Wurde zur Stabilisierung eine
Adsorberharzsaule verwendet, betragt die Abnahme gegentiber dem frischen Presssaft 65%.
Damit sind die Verluste an antioxidativer Kapazitat deutlich héher als bei der klassischen
Gelatine/Kieselsol-Schénung.

Die Ergebnisse der Untersuchung der einzelnen Polyphenole mittels HPLC zeigen auch in
diesem Bereich starke Veranderungen (Abbildung 51).

W 60 g/hL PVPP Divergan F

B XAD 16 HP FluB: 25 BV/h
Gesamtvolumen: 65 BV

Abbildung 51: Abnahme einzelner Polyphenole nach der Stabilisierung von mikrofiltriertem
Apfelsaft mittels PVPP und Adsorberharzséule, bezogen auf den mikrofiltrierten Saft (100%)
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Im Gegensatz zur Gelatine/Kieselsol-Schénung kommt es zu einer Abnahme der
monomeren Polyphenole im Saft. Die Abnahme der einzelnen Polyphenole ist bei der PVPP-
Behandlung weniger stark als bei der Adsorberharz-Behandlung. Es lasst sich bei beiden
Behandlungsarten die Tendenz erkennen, dass die Abnahme des Polyphenols um so gréBer
ist, je lipophiler bzw. apolarer die Substanz ist.

5.2.1.14. Herstellung eines klaren Apfelsaftes mittels Laccase-Behandlung und
Ultrafiltration

Eine Laccase-Behandlung von tribem Apfelsaft (riickverdiinntes tribes Konzentrat, 22 °Brix)
im technischen MaBstab flhrt erwartungsgemaB zu einer starken Verminderung der
antioxidativen Kapazitdt und des Polyphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu sowie mittels
HPLC des ultrafiltrierten Saftes (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Verédnderung von TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
sowie mittels HPLC wahrend des Laccase-Versuchs

Durch Probleme wéahrend des Versuchs war die Dauer der Beliftung mit Sauerstoff erheblich
etwas langer als die empfohlenen 15 min (RITTER 1994). Der Wert nach 15 min mit 35%
Verlust an antioxidativer Kapazitdt kann daher bei korrekter Prozessfuhrung als reell
angenommen werden. Auch die verspatete Ultrafiltration und die dadurch entstandene lange
Standzeit des Saftes verursacht weitere starke Verlusten, die am Ende 90% betragen. Unter
Bertcksichtigung der angeschlossenen Ultrafiltration wird der Gesamtverlust auf etwa 55 —
65% kalkuliert. Proben ultrafiltrierter, mit verschiedenen Konzentration an Laccase
behandelter Apfelsafte (Novo Nordisk) bestatigen diese Kalkulation (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Abnahme von TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
eines mit verschiedenen Laccasekonzentrationen behandelten, ultrafiltrierten Apfelsaftes,
bezogen auf den ultrafiltrierten, unbehandelten Saft (100%)

Eine hdhere Konzentration an Laccase zur Behandlung fihrt auch zu einer hdheren
Abnahme der antioxidativen Kapazitat. Der in Abbildung 52 dargestellte Prozessverlauf zeigt,
wie wichtig eine korrekte Handhabung der Laccase/O,-Behandlung ist. Bei zu langer Wirkzeit
und langer Sauerstoffzugabe wurde die antioxidative Kapazitdt des Saftes nahezu
vollstandig vernichtet.

Aufgrund ihrer Struktur (o-Diphenolgruppen) werden die meisten im Saft enthaltenen
Polyphenole, die Haupttrager der antioxidativen Kapazitat von Apfelsaft sind, oxidiert und
durch die Ultrafiltration schlieBlich entfernt. Die Verédnderungen in den Gehalten einzelner
Polyphenole wahrend der Behandlung zeigt dies deutlich (Tabelle 27).

Tabelle 27: Gehalte einzelner Polyphenole mittels HPLC wahrend des Laccase-Versuchs

Verarbeitungsschritt | Chlorogenséaure | 4-p-Coumaroyichina- | Phloretin-2°- | Phloridzin
saure xyloglucosid

vor Laccasezugabe |134,7 mg/L 54,3 mg/L 22,3 mg/L 20,5 mg/L

(t=0min)

mit Laccase 31,9 mg/L 52,2 mg/L 19,1 mg/L 18,8 mg/L

(t=15min)

Ende Sauerstoff- | 12,5 mg/L 52,3 mg/L 18,3 mg/L 17,5 mg/L

zufuhr (t = 165 min)

vor Ultrafiltration 9,9 mg/L 52,3 mg/L 17,9 mg/L 16,9 mg/L

(t =300 min)

ultrafiltrierter Saft 10,3 mg/L 56,2 mg/L 18,9 mg/L 18,6 mg/L

(t=510 min)

Die einzigen nach der Behandlung im Saft verbleibenden Polyphenole sind Phloretin- und
Coumarsaurederivate. Am Beispiel der Chlorogensaure zeigt sich die starke Verminderung
von Polyphenolen, die o-Diphenolstrukturen besitzen. Dazu zahlen auch die analytisch
schwer fassbaren Procyanidine, die fur einen Teil der antioxidativen Kapazitat von Apfelsaft
verantwortlich sein dirften (siehe 5.2.1.2. Abbildung 32).

Eine Laccase-Behandlung mit anschlieBender Ultrafiltration zur Herstellung eines klaren
Apfelsaftes ist unter Berucksichtigung der Erhaltung der antioxidativen Kapazitat des Saftes
nur bedingt zu empfehlen. Zur Herstellung eines stabilen, klaren Apfelsaftes ist das
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Verfahren der klassischen Gelatine/Kieselsol-Schénung klar unterlegen, was den Verlust an
antioxidativer Kapazitat betrifft.

5.2.1.15. Einfluss der Erhitzungsdauer: Kurzzeiterhitzung (KZE) und Flaschen-
pasteurisation

Die KZE verursacht in den untersuchten Parametern bis auf ein Ansteigen der Gehalte
einzelner Polyphenole, dem leichten Ansteigen des reduktometrisch bestimmten
L-Ascorbinsduregehaltes und eine Aufhellung des Saftes keine Veranderung der
antioxidativen Kapazitat und des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu. Ansétze fiir
eine Erklarung werden bereits in Abschnitt 5.2.1.3. gegeben. Eine langere Erwarmung von
Apfelsaft, wie bei der Flaschenpasteurisation, fihrt zu einer Abnahme des
Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu und zu einem leichten Anstieg der
antioxidativen Kapazitdt wie auch der Summe der einzelnen Polyphenole mittels HPLC.
(Abbildung 54). Es werden exemplarisch die Ergebnisse fir 30 min HeiBhaltezeit, die
empfohlene Dauer fir eine Flaschenpasteurisation, und fir 90 min HeiBhaltezeit als ein
Beispiel fur eine sehr lange Hitzeeinwirkung aufgefuhrt.

15

12,6
11,2

10 9,2

4,7

ETEAC-Wert
B Gesamtphenole (Folin)
B Summe Polyphenole HPLC

Verénderung in Prozent
o

-4,4

10 -8,6
Flaschenpasteurisation Flaschenpasteurisation
30 min 90 min

Abbildung 54: Veranderung von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
Summe der einzelnen Polyphenole mittels HPLC wéahrend der Flaschenpasteurisation,
bezogen auf den Saft vor der Pasteurisation (100%)

Im Saft vor der Pasteurisation war reduktometrisch keine L-Ascorbinsdure mehr
nachweisbar, wahrend nach der KZE (42 mg/L) und nach der Flaschenpasteurisation (23 —
28 mg/L) ein Gehalt festgestellt werden konnte. Ob es sich dabei um die L-Ascorbinsdure
selbst handelt oder andere in der Bestimmung reduzierend wirkende Substanzen, konnte
nicht festgestellt werden. Wahrscheinlich ist, dass durch die langere Warmeeinwirkung
reduzierende Substanzen aus Saftinhaltsstoffen entstehen oder freigesetzt werden. Diese
Substanzen kénnten im Saft vorhandene Chinone der Polyphenole reduzieren, was den
Anstieg der monomeren Polyphenole mittels HPLC erklaren wirde. Zudem scheinen sie
selbst antioxidativ wirksam zu sein oder bereits oxidierte antioxidativ wirksame Substanzen
wieder rlckzubilden, was den Anstieg der antioxidativen Kapazitat erklaren wirde.

Die Verringerung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu kénnte ihre Ursache in
der thermisch bedingten Kondensation und Polymerisation von Polyphenolen und anderen
Saftinhaltsstoffen haben. Diese sind zwar antioxidativ wirksam, werden aber von der
Methode nicht erfasst, so dass sich auch der Anstieg der monomeren Polyphenole nicht in
der Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu niederschlagt.
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Die kurze und schonende KZE ist aufgrund der Ergebnisse klar der Flaschenpasteurisation
vorzuziehen, da die bei langerer Hitzeeinwirkung beobachteten Effekte Ausdruck starker
chemischer Veranderungen im Saft sind, was im Hinblick auf die zukiinftige sensorische
Qualitat und Trubstabilitat des Saftes als negativ beurteilt werden muss.

5.2.1.16 Einfluss der Lagerung

Wahrend der Lagerungszeit unter Extrembedingungen, die zeigen sollte, ob die antioxidative
Kapazitat von Apfelsaft bei einer Lagerung erhalten bleibt oder verandert wird, zeigen sich
erwartungsgeman optisch extreme Verdnderungen des klaren und des triben Apfelsaftes.
Beide sind stark gebraunt, der klare Saft weist eine deutliche Nachtribung auf, wahrend der
Trub des naturtriiben Saftes komplett ausgefallen war. Die ausgefallene Tribung des triiben
Apfelsaftes féllt auch nach kraftigem Aufschitteln sofort wieder aus. Die Proben wurden
direkt nach dem Aufschitteln genommen und gemessen. Der TEAC-Wert des klaren Saftes
verandert sich durch die Lagerung kaum, wahrend der TEAC-Wert des triben Saftes
erheblich (-20%) absinkt (Abbildung 55).

3,0
0 40 Truber Saft Klarer Saft
2,5 - ’
B TEAC-Wert
B Gesamt-
phenole

B Summe HPLC

nach nach Lagerung nach nach Lagerung
Pasteurisation 1 Jahrbei37°C Pasteurisation 1 Jahrbei37°C

Abbildung 55: TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu von klarem und
tribem Apfelsaft der Sorte Boskoop vor und nach einer einjéhrigen Lagerung bei 37°C

Beim Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu zeigen beide Séfte Verluste, der triibe Saft
allerdings wiederum deutlich stéarkere (-47%), als der klare Saft (-20%). Die Abnahme der
einzelnen Polyphenole (Summe HPLC) war bei beiden Sé&ften mit ca. 30% etwa
vergleichbar, wobei die Abnahme der Chlorogensaure mit ca. 20% geringer war als bei den
drei anderen Hauptpolyphenolen, 4-p-Coumaroylchinasédure, Phloretin-2'xyloglucosid und
Phloridzin mit 40 — 50%.

Die starke Abnahme des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu wie auch die
Abnahme der antioxidativen Kapazitat beim triben Apfelsaft ist vermutlich auf das Ausfallen
des Trubes zuruckzufiihren. Es zeigt sich zudem, dass die antioxidative Kapazitat zwar
haufig mit dem Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und dem Polyphenolgehalt
korreliert, aber nicht deckungsgleich ist.
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5.2.2. Beeren

5.2.2.1. Polyphenole im schwarzen Johannisbeersaft

Die mittels HPLC bestimmten Gesamtpolyphenolgehalte betragen zwischen 1805 und 4126
mg/L, wobei der Anteil der Anthocyane allein bei Uber 90% liegt. Mittelwerte und
Schwankungsbreiten der Gehalte der wichtigsten Polyphenole in 9 schwarzen
Johannisbeerséften, frische Presssafte aus verschiedenen Verarbeitungsstudien im Verlauf
der Arbeit, sind in Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: Mittelwerte und Schwankungsbreiten der Gehalte der wichtigsten Polyphenole in
schwarzem Johannisbeersaft (n = 9)

Polyphenol Mittelwert des Gehaltes in mg/L
(Schwankungsbreite)
Neochlorogensaure 42,5 (26 — 62)
Caffeoylglucose” 45,6 (25 -73)
3-p-Coumaroylchinasaure* 44,3 (34 — 54)
Coumaroylglucose* 46,3 (33 — 60)
Delphinidin-3-glucosid** 402,8 (268 — 619)
Delphinidin-3-rutinosid 1146,1 (759 — 1693)
Cyanidin-3-glucosid*** 163,7 (103 —250)
Cyanidin-3-rutinosid 887,0 (558 — 1284)
Y Anthocyane HPLC 2599,6 (1688 — 3846)
Y Polyphenole HPLC 2791,0 (1805 — 4126)

*berechnet als Chlorogenséaure
**pberechnet als Delphinidin-3-rutinosid
***perechnet als Cyanidin-3-rutinosid

Die Gehalte der vier Hauptanthocyane zusammengenommen, sind mit 1688 — 3846 mg/L
sehr hoch. Es wurden insgesamt sieben Anthocyanpeaks im Chromatogramm festgestellt.
Neben den bekannten vier Hauptanthocyanen, Delphinidin-3-glucosid (15%), Delphinidin-3-
rutinosid (43%), Cyanidin-3-glucosid (5%) und Cyanidin-3-rutinosid (32%), sind noch drei in
wesentlich geringerer Konzentration vorliegende Anthocyane (ca. 3 — 4% der
Gesamtanthocyane) nachweisbar, deren Identitdt allerdings mit den zur Verfligung
stehenden Mitteln nicht eindeutig geklart werden konnte. Das Polyphenolmuster eines
schwarzen Johannisbeersaftes (frischer Presssaft) ist in Abbildung 56 gezeigt.

Die mit einem Stern gekennzeichneten Substanzen sind hypothetische Zuordnungen anhand
von UV-Spektren und Literaturvergleichen. AuBer der Neochlorogensaure stand keines der
in  schwarzen  Johannisbeeren beschriebenen Hydroxyzimtsaurederivate  als
Standardsubstanz zur Verfligung.

Das HPLC-Chromatogramm wird zwar von den Peaks der Anthocyane dominiert (Uber 80%
der integrierten Peakflache), aber es zeigen sich auch viele kleinere Peaks von
Minorkomponenten, deren Identitdt mit den zur Verfligung stehenden Mitteln nicht geklart
werden konnte.
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Abbildung 56: HPLC-Chromatogramm eines schwarzen Johannisbeersaftes (frischer
Presssaft) an einer Fluofix-Saule bei 280 nm

Caffeoylglucose  (1)*,  Neochlorogensaure (2), Coumaroylglucose  (3)*, 3-p-
Coumaroylchinasaure (4)*, Delphinidin-3-glucosid (5), Delphinidin-3-rutinosid (6), Cyanidin-3-
glucosid (7), Cyanidin-3-rutinosid (8), Myricetin-3-rutinosid (9)*, Anthocyan (10)*, Quercetin-
3-rutinosid (11), Quercetin-3-glucosid (12), Kaempferol-3-rutinosid (13)*, Anthocyan (14)*

5.2.2.2. Antioxidative Kapazitat von Beerensaften

Die antioxidativen Kapazitaten von Beerensaften sind bereits in Abschnitt 5.1.5.1. Tabelle 21
aufgefihrt. Der Anteil der einzelnen Polyphenole und der L-Ascorbinsdure am TEAC-Wert
eines schwarzem Johannisbeersaftes (Abbildung 57) und eines Holundersaftes (Abbildung
58) sind mit den zur Verfigung stehenden Daten berechnet worden (siehe 2.2.1. Tabelle 14).

Hydroxyzimtsaurederivate 4%
| § Delphinidin-3-glucosid 8%

nicht kalkulierbar 23%
Delphinidin-3-rutinosid 21%

L-Ascorbinsaure 22% / Cyanidin-3-glucosid 4%

Cyanidin-3-rutinosid 18%

Abbildung 57: Anteil einzelner Polyphenole und der L-Ascorbinsdure am TEAC-Wert eines
frischen schwarzen Johannisbeerpresssaftes
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Cyanidin-3,5-diglykoside 3%

Chlorogensaure 1% _
wanidin-&sambubiosid 18%

nicht kalkulierbar 41% L-Ascorbinsaure 0,5%

Cyanidin-3-glucosid 35%
Quercetin-3-glucosid 0,3% / yanidin-3-glucosi

Quercetin-3-rutinosid 1,7%

Abbildung 58: Anteil einzelner Polyphenole und der L-Ascorbinsdure am TEAC-Wert eines
frischen Holunderpresssaftes

Die dargestellten Ergebnisse sind als Naherung anzusehen, da fir die meisten der
Hauptpolyphenole der Beerenséfte keine molaren TEAC-Werte vorliegen. Bei den Cyanidin-
und Delphinidinglykosiden wurde zur Berechnung der molare TEAC-Wert von Cyanidin-3-
rutinosid verwendet, bei den Kaffeesaureester derjenige der Chlorogenséure, bei
Coumarsaureester derjenige der p-Coumarsaure.

Bei beiden Séften bleibt ein groBerer Anteil des TEAC-Wertes nicht kalkulierbar. Wie beim
Apfelsaft kénnte es sich dabei um Procyanidine handeln, die mit der verwendeten HPLC-
Analytik der Polyphenole nicht erfasst werden.

5.2.2.3. Herstellung von schwarzem Johannisbeersaft

Die Veranderungen von antioxidativer Kapazitat, von Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu, von Gesamtphenolgehalt und -anthocyangehalt mittels HPLC, des L-
Ascorbinsauregehalt, des Farbwertes E 520 nm (pH < 1) und des Extraktgehaltes in
°Oechsle wahrend der Herstellung eines schwarzen Johannisbeersaftes (siehe Abschnitt
4.2.1. Diagramm 2) ist in Abbildung 59 dargestellt. Wird die unvermeidliche Verdinnung
wahrend des Herstellungsprozesses (Abnahme des Extrakigehaltes) herausgerechnet,
nehmen nach Separation und KZE die antioxidative Kapazitat, der Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu und der L-Ascorbinsauregehalt des frischen Johannisbeerpresssaftes (100%)
insgesamt um etwa 10% ab, wahrend der Farbwert bei 520 nm/cm (pH < 1) insgesamt um
25% abnimmt. Die starkste Abnahme der untersuchten Parameter wird durch die Separation
verursacht. Die KZE hingegen hat kaum einen Effekt auf die untersuchten Parameter.

Bei der Analyse der einzelnen Polyphenole wurde ein Ansteigen der Gehalte nach dem
Separator festgestellt, was hypothetisch darauf zurlickgefiihrt wird, dass die im Saft weiterhin
tatigen Pektinasen im Verlauf des Prozesses Polyphenole aus kleinen Zellfragmenten
freisetzen, so dass diese sich im Saft I6sen kénnen. Die im Vergleich zu den anderen
Parametern starkere Abnahme nach der KZE, die sich fast ausschlieBlich auf die
Anthocyane beschrankte, wird auf deren Hitzeempfindlichkeit zurlickgefiihrt (siehe auch
2.1.5)).

Die Abnahmen der verschiedenen Parameter ist im Vergleich zu Apfelsaft (siehe 5.2.1.3.)
gering, was als eine gréBere Stabilitdt des schwarzen Johannisbeersaftes gegentber den
Einflissen der Verarbeitungstechnik interpretiert werden kann.
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Abbildung 59: Veranderung von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu,
Gesamtphenolgehalt und —anthocyangehalt mittels HPLC, E 520/mm (pH < 1), L-
Ascorbinsauregehalt und Extraktgehalt wahrend der Herstellung von schwarzem
Johannisbeersaft. Prozentuale Verdnderung bezogen auf den vorangegangen
Verarbeitungsschritt.

Der getrennt ausgebaute Nachextrakt hat geringere Gehalte an den untersuchten
Inhaltsstoffen, einen wesentlich geringeren Farbwert und eine geringer antioxidative
Kapazitat (Abbildung 60).
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Abbildung 60: TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu,
L-Ascorbinsduregehalte, Farbwert E 520/cm (pH < 1) sowie die Summen der Gehalte an
Anthocyanen, farblosen Polyphenole und aller Polyphenole mittels HPLC von Nachextrakt
und umgerechneten Nachextrakt einmal entsafteter schwarzen Johannisbeeren, bezogen
auf den frischen Presssaft (100%)



Ergebnisse 108

Die Werte fur den Nachextrakt wurden auch auf die Dichte des Presssaftes umgerechnet,
um beide miteinander vergleichen zu kénnen. Danach sind der TEAC-Wert, der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und der L-Ascorbinsauregehalt anndhernd so
hoch wie beim Presssaft, wahrend die Farbausbeute deutlich niedriger ist. Der Vergleich der
Gehalte an einzelnen Polyphenolen mittels HPLC ergibt beim umgerechneten Nachextrakt
etwas hohere Gehalte an farblosen Polyphenolen, aber geringere Gehalte bei den
Anthocyanen (Abbildung 60).

Die Summe der Polyphenole mittels HPLC nimmt ebenfalls ab, da die Anthocyane etwa 90%
der analysierbaren Polyphenole mittels HPLC stellen (siehe 5.2.2.1.). Aus den Daten der
Anthocyangehalt in Nachextrakt und Presssaft lasst sich schlieBen, dass die Anthocyane
beim Entsaftungsvorgang stérker in den Saft (ibergehen als die anderen Polyphenole.

Die umgerechneten Werte zeigen, dass sich die praxisubliche Nachextraktion des Tresters
lohnt.

5.2.2.4. Einfluss der Sorte auf die antioxidative Kapazitdt von schwarzem
Johannisbeersaft

Es zeigen sich groBe Unterschiede in den Gehalten einzelner Saftinhaltsstoffen und
—parameter bei Saften aus verschiedenen schwarze Johannisbeersorten (Tabelle 29).

Die groBen Differenzen in den untersuchten Parametern zeigen, wie wichtig die Wahl der
richtigen Rohware flr die Saftproduktion ist. Das Ziel einer hohen antioxidativen Kapazitét in
einem trinkbaren schwarzen Johannisbeernektar kann durch einen méglichst hohen
Fruchtgehalt und einen hohen Gehalt an antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen erreicht
werden. Diese Kriterien erfillen beispielsweise die Sorten Ben Lomond und Tsema erheblich
besser als die Sorte Titania, die zur Zeit in Deutschland haufigsten angebaute Sorte.

Tabelle 29: Extraktgehalt (°Oechsle), Gesamtsauregehalt (pH 8,1), L-Ascorbinsduregehalt,
Gesamtphenolgehalt nach  Folin-Ciocalteu und  TEAC-Wert von  schwarzen
Johannisbeerséften verschiedener Sorten

Sorte Grad Gesamtséaure L-Ascorbinsaure | Gesamtphenole | TEAC
Oechsle |[g/L [mg/L] [mg/L Catechin] | [mmol/L
[°Oe] Citronenséure] Trolox]
Ometa 68,5 33,6 660 5713 27,9
Rosenthals 63,2 36,5 1020 5627 27,2
Ben 64,5 34,7 1180 5940 33,2
Lomond
Titania 65,6 37,7 830 3950 24,6
Ben Nevis 61,5 39,6 1305 5939 26,8
Blackdown 65,2 37,7 1043 5968 37,7
Tsema 58,4 36,8 1267 7758 33,3
Ben Tirran 70,7 411 1345 8719 39,0
Ben More 73,5 38,2 961 7417 35,6

5.2.2.5. Polyphenolbilanz beim Entsaften von schwarzer Johannisbeermaische

Der Ubergang von antioxidativ  wirksamen  Polyphenolen aus  schwarzer
Johannisbeermaische in den Saft bei einem Ublichen Entsaftungsprozess (Bucher
Horizontalpresse) wahrend der laufenden Produktion des Fruchtsaftbetriebes des
Fachgebietes fir Weinanalytik und Getrankeforschung der Forschungsanstalt Geisenheim ist
in Abbildung 61 aufgeflhrt (siehe 3.1.4. Komplett-Extraktions-Variante). Die Bilanz des
Ubergangs von Polyphenolen und antioxidativ wirksamen Substanzen aus der Maische in
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den Saft wird durch den Vergleich von absoluter antioxidativer Kapazitat und absolutem
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu von Saft und Extrakt aus 100 g Maische ermittelt.
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Abbildung 61: Absoluter TEAC-Werte und absoluter Gesamtphenolgehalte nach Folin-
Ciocalteu von Presssaft und Maischeextrakt aus 100 g schwarzer Johannisbeermaische
sowie die Ausbeuten in Prozent fir den Presssaft

Die Ergebnisse zeigen, dass 64% der mdglichen Polyphenolausbeute und 59% der
moglichen Ausbeute an antioxidativ wirksamen Substanzen bei einem (blichen
Entsaftungsprozess fur schwarze Johannisbeeren in den Presssaft Gbergehen.

Diese Werte liegen deutlich tGber denen beim Apfelsaft, was daran liegen kann, dass bei den
Polyphenolen des Apfels vermutlich ein héherer Anteil an héher polymeren Polyphenolen
(z.B.: Procyanidine) vorliegt (siehe 2.1.4. und 2.1.5.). Diese héher polymeren Polyphenolen
sind schlecht oder gar nicht wasserléslich und gehen daher bei einem Entsaftungsvorgang
nicht in den Saft tber.

5.2.2.6. Herstellung eines schwarzen Johannisbeerkonzentrates

Die Abnahme der Parameter TEAC-Wert, Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu,
Extinktion bei 520 nm/cm (pH < 1) und L-Ascorbinsauregehaltes sowie einzelner
Polyphenole und Anthocyane mittels HPLC von schwarzem Johannisbeersaft nach dem
Konzentratherstellungsprozess (Schema siehe 4.3.2.) sind in Abbildung 62 dargestellt.

Es werden der Muttersaft vor der Konzentrierung (100%) und das auf den gleichen
Extraktgehalt riickverdliinnte Konzentrat miteinander verglichen.

Antioxidative Kapazitdt und Gesamtphenolgehalt verdndern sich wahrend des
Konzentratherstellungsprozesses kaum, wahrend der L-Ascorbinsduregehalt leicht und die
Farbe um fast 30% abnehmen. Der Farbverlust zeigt sich in der Abnahme der einzelnen
Anthocyane, die erheblich grdBer ist als die der farblosen Hydroxyzimtsaurederivate. Diese
starken Verluste an Anthocyanen zeigen die hohe Warmeempfindlichkeit der Anthocyane
und decken sich mit kinetischen Daten zum Abbau von Anthocyanen (CEMEROGLU et al.
1994, EDER 19963a).

Im Hinblick auf die Bioverfligbarkeit ist der hohe Verlust an monomere Anthocyanen von ca.
50% durch den Konzentrierungsprozess im Vergleich zum direkt hergestellten Saft als
negativ zu beurteilen.
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Abbildung 62: Abnahme einzelner Polyphenole und Anthocyane sowie des TEAC-Wertes,
des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu, der Extinktion bei 520 nm (pH < 1) und des
L-Ascorbinsduregehaltes von schwarzem Johannisbeersaft nach dem
Konzentratherstellungsprozess, bezogen auf den Muttersaft vor dem
Konzentrierungsprozess (100%)

5.2.2.7. Einfluss der Gelatineschénung auf Brombeer- und schwarzen
Johannisbeersaft

Die Abnahme der antioxidativen Kapazitat und der anderen beiden Parameter durch die
Gelatine-Schénung betrug bei schwarzem Johannisbeersaft und Brombeersaft nur etwa 5%
(Abbildung 63).

5

B TEAC-Wert
B Gesamtphenole
BE 520 nm (pH< 1)

Abnahme in Prozent

Schwarzer Brombeersaft
Johannisbeersaft

Abbildung 63: Abnahme von TEAC-Wert, Farbwert E 520 nm und Gesamtphenolgehalt
nach einer Schénung von schwarzem Johannisbeersaft und Brombeersaft mit 15 g/hL
Gelatine, bezogen auf den ungeschénten Saft (100%)
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Die Analyse der monomeren Polyphenole ergab bei beiden Séften keinerlei signifikante
Verédnderungen in den Gehalten durch die Gelatine-Schénung. Als Vorteil einer
Gelatineschénung zeigt sich auch, dass der Farbwert der Buntsafte kaum vermindert wird.
Sie ist, wie schon beim Apfelsaft, das glnstigste Verfahren zur Herstellung von klaren
Beerensaften.

5.2.2.8. Einfluss der Behandlungsmittel PVPP und Bentonit auf schwarzen
Johannisbeersaft

Andere Stoffe zur Stabilisierung und Behandlung, wie PVPP und Bentonit, zeigen einen
gréBeren Effekt auf die untersuchten Parameter als die Gelatine (Abbildung 64). Vor allem
der Farbverlust ist erheblich héher.

25

21
19

HETEAC-Wert
B Gesamtphenolgehalt
WE 520 (pH<1)

Abnahme in Prozent

50 g/hL 100 g/hL 200 g/hL 50 g/hL 100 g/hL 200 g/hL
Bentonit Bentonit Bentonit PVPP PVPP PVPP

Abbildung 64: Abnahme von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
der Extinktion bei 520 nm/cm (pH < 1) nach der Behandlung von schwarzem
Johannisbeersaft mit verschiedenen Mengen an PVPP und Bentonit.

Der hohe Farbverlust durch eine Behandlung mit PVPP bzw. Bentonit erklart sich durch die
chemische Struktur der beiden Behandlungsmittel. PVPP adsorbiert die Anthocyane,
wahrend Bentonit mit negativ geladenen Gruppen (Si-O) die als Flavyliumkationen
vorliegenden Anthocyane bindet. Die Behandlung von schwarzem Johannisbeersaft mit
PVPP bzw. Bentonit ist daher nicht zu empfehlen und auch nicht praxistblich.

5.2.2.9. Herstellung und Lagerung von Holundersaft
Polyphenole im Holundersaft

Der frische Holunderpresssaft (Verarbeitung analog Diagramm 2 Seite 64, allerdings ohne
die Nachextraktion) weist mit fast 10 g/L die héchsten Gesamtphenolgehalte nach Folin-
Ciocalteu aller untersuchten Safte auf. Die Hauptpolyphenole mittels HPLC sind die vier
Anthocyane mit folgender Anthocyanverteilung:

Cyanidin-3-sambubiosid (37%), Cyanidin-3-glucosid (57%), Cyanidin-3,5-diglucosid und
Cyanidin-3-sambubiosyl-5-glucosid (zusammen 6%).

Das Cyanidin-3-sambubiosid und das Cyanidin-3-sambubiosyl-5-glucosid wurden dabei
hypothetisch nach Literaturangaben (siehe 2.1.6.), UV/Vis-Spekiren und Retentionszeiten
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zugeordnet.  Die  Polyphenole,  Quercetin-3-rutinosid, = Quercetin-3-glucosid  und

Chlorogensaure konnten ebenfalls identifiziert werden (Abbildung 65).

Norm.
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Abbildung 65: HPLC-Chromatogramm eines frischen Holunderpresssaftes an einer Fluofix-
Saule bei 280 nm

Chlorogensaure (1), Cyanidin-3,5-diglucosid + Cyanidin-3-sambubiosyl-5-glucosid (2),
Cyanidin-3-sambubiosid (3), Cyanidin-3-glucosid (4), Quercetin-3-rutinosid (5), Quercetin-3-
glucosid (6)

Die Gehalte der einzelnen Polyphenole sind in Tabelle 30 aufgefihrt.

Tabelle 30: Gehalte einzelner Polyphenole und Summe der Polyphenole und Anthocyane
von Holundersaft (frischer Presssaft) mittels HPLC

Gehalt in mg/L
Chlorogensaure 151
Cyanidin-3,5-diglucosid + 300
Cyanidin-3-sambubiosyl-5-
glucosid*
Cyanidin-3-sambubiosid* 1914
Cyanidin-3-glucosid* 2899
Quercetin-3-rutinosid 268
Quercetin-3-glucosid 27
Summe der Anthocyane 5113
Summe Polyphenole 5532

*berechnet als Cyanidin-3-rutinosid

Der Anteil der Anthocyane am Gesamtpolyphenolgehalt mittels HPLC betragt ca. 90%.

Herstellung

Der TEAC-Wert der frischen Holunderpresssafte (n = 2) lag zwischen 60,4 und 60,6 mmol/L
Trolox und der Farbwert E 520 nm/cm (pH < 1) zwischen 276 und 277. Beim
Herstellungsprozess (analog Diagramm 2 S. 64, allerdings ohne Nachextraktion)
Holundersaft ergaben sich insgesamt &hnliche Verluste an antioxidativer Kapazitat und
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu wie bei der Herstellung von schwarzem
Johannisbeersaft. Es gab aber Unterschiede bei den Verlusten an Farbe und monomeren
Polyphenolen, vor allem durch die Separation (Abbildung 66).
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Abbildung 66: Veranderung von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
Gesamtphenol- und Gesamtanthocyangehalt mittels HPLC wahrend der Herstellung von
Holundersaft. = Prozentuale  Verdnderung bezogen auf den  vorangegangen
Verarbeitungsschritt.

Hier sind die Abnahmen, verursacht durch Separator und KZE, im Gegensatz zum
schwarzen Johannisbeersaft etwa gleich groB, aber nach der KZE in der Summe mit denen
beim schwarzen Johannisbeersaft vergleichbar. Es ist aber zu vermuten, dass die ermittelten
Verluste nach der KZE auf die langere Standzeit des Saftes zwischen Separation und KZE
(2 — 3 Stunden) wéhrend des Prozesses zurlickzuflhren ist.

Auffallig ist hier die starke Abnahme der monomeren Anthocyane im Verlauf der Herstellung,
was sich aber im Farbwert kaum niederschlagt, der im Herstellungsprozess nur um ca. 8%
bezogen auf den Presssaft abnimmt. Dieses Ergebnis zeigt genau die entgegen gesetzte
Tendenz wie bei der Herstellung von schwarzem Johannisbeersaft, wo der Farbwert stark
absinkt, aber der Gehalt an monomeren Anthocyanen kaum.

Insgesamt ist die Erhaltung der antioxidativen Kapazitat und die Stabilitdt wahrend des
Herstellungsprozesses als gut zu bezeichnen.

Lagerung

Der Holundersaft wies nach der sechsmonatigen Tanklagerung (bei ca. 10 — 15°C) in allen
Parametern verschieden hohe Abnahmen auf (Abbildung 67). Die Veranderung der
einzelnen Polyphenole des Saftes mittels HPLC vor und nach der Lagerung sind in Tabelle
31 dargestellt.

Besonders stark ist die Abnahme der Chlorogensaure mit fast 50% wahrend der Lagerung.
Bei den beiden Cyanidin-3-glykosiden ist die Abnahme des Cyanidin-3-glucosids erheblich
héher als die des Cyanidin-3-sambubiosids, so dass sich das Anthocyan- und damit auch
das Polyphenolmuster des gelagerten Holundersaftes signifikant von dem des frisch
eingelagerten Saftes unterscheidet. Der TEAC-Wert und der Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu nehmen bei der Lagerung starker ab als im Verlauf des
Herstellungsprozesses.
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Abbildung 67: Veranderung von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
sowie Gesamtphenol- und Gesamtanthocyangehalt mittels HPLC von steril eingelagertem
Holundersaft nach 6 Monaten Tanklagerung

Tabelle 31: Veranderung einzelne Polyphenole mittels HPLC von steril eingelagertem
Holundersaft nach 6 Monaten Tanklagerung

Vor der Nach der Lagerung Abnahme in Prozent
Lagerung
Chlorogensaure 146 mg/L 74 mg/L 49%
Cyanidin-3,5-diglucosid + | 257 mg/L 191 mg/L 26%
Cyanidin-3-sambubiosyl-
5-glucosid*
Cyanidin-3-sambubiosid* | 1388 mg/L 1233 mg/L 11%
Cyanidin-3-glucosid* 2087 mg/L 1672 mg/L 20%
Quercetin-3-rutinosid 233 mg/L 234 mg/L 0%
Quercetin-3-glucosid 24 mg/L 23 mg/L 3%

*berechnet als Cyanidin-3-rutinosid

Werden die prozentualen Abnahmen auf den frischen Presssaft, also auf den gesamten
Herstellungs- und Lagerungsprozess bezogen, betragen die Verluste (Abbildung 68).

Bei den einzelnen Polyphenolen ist die Chlorogensdure am wenigsten stabil, gefolgt vom
Cyanidin-3-glucosid, wahrend die beiden Cyanidin-3,5-diglykosiden und das Cyanidin-3-
sambubiosid etwas stabiler sind und die Quercetinglykoside im Herstellungs- und
Lagerungsprozess am stabilsten sind. Aufgrund dieser unterschiedlich starken
Veranderungen kommt es zu einer Veranderung im Polyphenolmuster des Holundersaftes
wahrend der Herstellung und vor allem wahrend der Lagerung.
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Summe der Anthocyane HPLC
Summe der Polyphenole HPLC
Quercetin-3-glucosid
Quercetin-3-rutinosid
Cyanidin-3-glucosid
Cyanidin-3-sambubiosid

Cyanidin-3,5-diglykoside

Chlorogenséaure 51%
Gesamtphenolgehalt | 1 26%
TEAC-Wert — 20%
0‘;/0 16% 26% 36% 46% 56% 60%

Abnahme in Prozent

Abbildung 68: Prozentuale Abnahme von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu, Gesamtphenol- und Gesamtanthocyangehalt mittels HPLC sowie der einzelnen
Polyphenole mittels HPLC Uber den gesamten Herstellungs- und Lagerungsprozess von
Holundersaft, bezogen auf den frischen Presssaft (100%)

5.2.2.10. Herstellung von Brombeersaft

Polyphenole im Brombeersaft

Die Brombeerséfte (n = 3) hatten als frischer Pressséfte einen Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu von 3640 — 4090 mg/L. Die Hauptpolyphenole mittels HPLC waren

ausschlieBlich Anthocyane, wahrend farblose Polyphenole nur in geringen Mengen
nachweisbar waren und nicht identifiziert werden konnten (Abbildung 69).
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Abbildung 69: HPLC-Chromatogramm eines Brombeerpresssaftes an einer Fluofix-S&ule
bei 280 nm
Cyanidin-3-glucosid (1), Cyanidinderivat 1 (2), Cyanidinderivat 2 (3), Cyanidinderivat 3 (4)

In Tabelle 32 sind die Gehalte der einzelnen Anthocyanen und die Summe der Polyphenole
mittels HPLC, die mit der Summe der Anthocyane identisch ist, in einem frischen
Brombeerpresssaft angegeben. Bei den Anthocyanen handelt es sich um Cyanidinderivate
(UV/Vis-Spektrum), wobei nur das Cyanidin-3-glucosid zweifelsfrei zugeordnet werden
konnte.
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Tabelle 32: Gehalte einzelner Polyphenole und Summe der bestimmten Polyphenole mittels
HPLC sowie das Anthocyanmuster von frischem Brombeerpresssaft

Gehalt in mg/L Anthocyanmuster
(berechnet als Cyanidin-3-rutinosid)
Cyanidin-3-glucosid*® 1207,3 81,7%
Cyanidinderivat 1* 75,0 5,1%
Cyanidinderivat 2* 43,5 2,9%
Cyanidinderivat 3* 151,6 10,3%
Summe Polyphenole HPLC* 1477,4

*berechnet als Cyanidin-3-rutinosid

In einem der untersuchten Brombeerpresssafte wurde noch ein weiteres in geringer Menge
vorliegendes Cyanidinderivat nachgewiesen, das allerdings nicht identifiziert werden konnte.

Herstellung

Der TEAC-Wert der frischen Brombeerpresssafte (n = 3) lag zwischen 12,9 und 19,9 mmol/L
Trolox und der Farbwert E 520 nm/cm (pH < 1) zwischen 63 und 91. Die Veranderungen in
den untersuchten Parameter, TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, E 520
nm/mm (pH < 1) sowie der Summe der Polyphenole mittels HPLC, die mit der Summe der
Anthocyane mittels HPLC identisch ist (siehe oben), wahrend der Herstellung von
Brombeersaft sind in Abbildung 70 aufgefihrt.

Die Verluste in den untersuchten Parametern bei der Herstellung liegen um die 20%, also
etwas héher als bei den beiden anderen untersuchten rotfarbigen Beerensaften. Wie bei der
Herstellung des schwarzen Johannisbeersaftes verursacht auch hier die Separation héhere
Verluste an antioxidativer Kapazitat, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und Farbwert
E 520 nm/cm (pH < 1) als die KZE. Fir die Veranderungen nach der KZE gilt dieselbe
Vermutung wie bei der Herstellung von Holundersaft (Seite 113), ndmlich die Saftstandzeit
zwischen Separation und KZE.

Auf den Einfluss einer Schénung mit Gelatine auf Brombeersaft ist in 5.2.2.7. eingegangen
worden.
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Abbildung 70: Veranderung von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu,
Gesamtanthocyangehalt mittels HPLC und Farbwert E 520 nm/cm (pH < 1) wahrend der
Herstellung von Brombeersaft. Prozentuale Veranderung bezogen auf den vorangegangen
Verarbeitungsschritt.
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5.2.2.11. Herstellung von Sauerkirschsaft
Polyphenole im Sauerkirschsaft

Der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu von frischem Sauerkirschpresssaft (n = 2)
betrug 3885 — 4821 mg/L. Das Polyphenolmuster des Sauerkirschsaftes, der zwar kein
Beerensaft ist, aber ebenfalls einen stark gefarbten Saft darstellt, hat zehn Hauptpolyphenole
(Abbildung 71).
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Abbildung 71: HPLC-Chromatogramm eines Sauerkirschpresssaftes an einer Fluofix-Saule
bei 280nm

Neochlorogensaure (1), 3-p-Coumaroylchinasaure (2), (+)-Catechin (3), Chlorogenséaure (4),
(-)-Epicatechin (5), 5-p-Coumaroylchinasdure (6), Cyanidinglykosid (7), Cyanidin-3-(2G-
glucosylrutinosid) (8), Anthocyan (9), Cyanidin-3-rutinosid (10)

Die farblosen Polyphenole, Neochlorogensaure, Chlorogensaure, 3-p-Coumaroylchinasaure,
5-p-Coumaroylchinasaure, (+)-Catechin und (-)-Epicatechin konnten zugeordnet werden,
wobei die beiden Coumaroylchinasauren hypothetisch Gber Retentionszeit und UV-Spektrum
identifiziert wurden. Die Anthocyane, Cyanidin-3-rutinosid (9%), Cyanidin-3-(2G-
glucosylrutinosid) (80%), ein weiteres Cyanidinglykosid (6%) und ein nicht identifizierbares
Anthocyan konnten zugeordnet werden, wobei die Zuordnung von Cyanidin-3-(2G-
glucosylrutinosid) und des Cyanidinglykosids hypothetisch nach Literaturangaben (siehe
2.1.6.), UV/Vis-Spektren und Retentionszeiten erfolgte. Die Gehalte der einzelnen
Polyphenole sowie der Summe der Anthocyane und die Summe der Polyphenole sind in
Tabelle 33 angegeben.

Tabelle 33: Gehalte an einzelnen Polyphenolen sowie die Summe der Anthocyane und die
Summe der Polyphenole mittels HPLC von frischem Sauerkirschpresssaft

Gehalt in mg/L
Neochlorogenséure 69
Chlorogensaure 42
3-p-Coumaroylchinasaure* 246
5-p-Coumaroylchinasédure* 20
(+)-Catechin 151
(-)-Epicatechin 140
Cyanidin-3-(2G-glucosylrutinosid)** 818
Cyanidin-3-rutinosid** 88
Cyanidinglykosid™* 64
Anthocyan™* 49
Summe Anthocyane HPLC 1019
Summe Polyphenole HPLC 1687

*berechnet als Chlorogensaure
**pberechnet als Cyanidin-3-rutinosid
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Der Anteil der Anthocyane am Gesamtpolyphenolgehalt mittels HPLC betragt 60%.

Herstellung

Der TEAC-Wert des frischen Presssaftes betrug 22,1 mmol/L Trolox und der Farbwert
E 520 nm/cm (pH < 1) 13,4. Die Verluste in den untersuchten Parameter, TEAC-Wert,
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und E 520 nm/cm (pH < 1), wahrend der
Herstellung von Sauerkirschsaft (von Presssaft (100%) Uber Separator bis zur KZE) sind in
Abbildung 72 aufgefihrt.

Die Verluste der untersuchten Parameter liegen um die 15%.
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Abbildung 72: Veranderung von TEAC-Wert, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und
Farbwert E 520 nm/cm (pH < 1) wahrend der Herstellung von Sauerkirschsaft. Prozentuale
Veranderung bezogen auf den vorangegangen Verarbeitungsschritt.

Hier sind die Abnahmen, verursacht durch Separator und KZE, &hnlich wie bei der
Herstellung von Holundersaft etwa gleich groB. Es ist auch hier zu vermuten, dass die
ermittelten Verluste nach der KZE auf die langere Standzeit des Saftes zwischen Separation
und KZE (2 — 3 Stunden) wahrend des Prozesses zuriickzufiihren sind.

5.2.2.12. Herstellung eines Stachelbeernektars

Der frische Presssaft wies einen TEAC-Wert von 2,79 mmol/L Trolox und einen
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu von 770 mg/L auf, was im Vergleich zu den
rotfarbigen Beerenséaften niedrig ist und im Bereich von Apfelsaft liegt. Wahrend des
Herstellungsprozesses (Diagramm 3 Seite 66) zum Stachelbeernektar nahmen die
untersuchten Parameter TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu deutlich
ab (Abbildung 73).

Die Verdinnung bei der Herstellung des Nektars wurde herausgerechnet. Die Verluste an
antioxidativer Kapazitat waren mit gesamt fast 73% erheblich hdher, als die Abnahme des
Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu mit 40%. Grund hierfir kénnte sein, dass bei
der Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu Substanzen mit erfasst
werden, die keine antioxidative Wirkung haben. Bei der Herstellung des Stachelbeernektars
ging somit der Grossteil der antioxidativen Kapazitat verloren.
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AuBerdem ging die leicht rosa Farbe des frischen Presssaftes im Herstellungsprozess
ganzlich verloren. Der fertige Stachelbeernektar hat eine schwach gelbe Farbe.
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Abbildung 73: Verédnderung von TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu
wahrend der Herstellung von Stachelbeernektar, bezogen auf den frischen Presssaft (100%)

5.2.2.13. Einfluss der Reifung auf die antioxidative Kapazitat am Beispiel von
Erdbeersorten

Einige Analysenergebnisse der in Deutschland meist angebauten Erdbeersorte ,Elsanta” zu
drei Ernteterminen ist in Tabelle 34 aufgeflhrt.

Tabelle 34: Extrakt, Gesamtsauregehalt (pH 8,1), L-Ascorbinsduregehalt, TEAC-Wert,
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und Gesamtanthocyangehalt mittels HPLC
berechnet als Pelargonidin von Erdbeeren der Sorte ,Elsanta“ an drei Ernteterminen

Datum |Extrakt [Saure |Ascorbinsaure [ TEAC-Wert Gesamtphenol |Gesamtantho
[g/L] [g/L] |gehalt [mg/L] |[mmol/L Trolox] |gehalt [mg/L] |cyane [mg/L]
31.05.99 95,9 7,0 735 12,6 2075 65
07.06.99 87,6 7,7 681 14,3 2203 78
10.06.99 82,6 9,6 516 12,8 2503 100

Wéhrend der Reifung nehmen der Extrakt (!) und der L-Ascorbinsauregehalt ab, wahrend die
Gesamtsdure, der Gesamtphenolgehalt und der Gesamtanthocyangehalt zunehmen. Der
TEAC-Wert zeigt keine eindeutige Tendenz, da sich abnehmender L-Ascorbinsauregehalt
und zunehmender Gesamtphenolgehalt gegenseitig aufzuheben scheinen. Daher ist die
antioxidative Kapazitat zum mittleren Erntetermin am héchsten, wahrend der letzte und der
erste Erntetermin nahezu den gleichen Wert haben. Fir die Abnahme des Extraktes kdnnte
eine vermehrte Einlagerung von Wasser wahrend der Reifung und dem damit verbundenen
Wachstum der Frucht verantwortlich sein.

Bei  der Polyphenolanalytik  zeigten  sich neben unterschiedlich hohen
Gesamtanthocyangehalten (60 — 190 mg/L berechnet als Pelargonidin) der einzelnen Sorten
auch klare Unterschiede im Anthocyanmuster der Sorten (Abbildung 74).
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Abbildung 74: Anthocyanfingerprints verschiedener Erdbeersorten

Die Zuordnung der Anthocyane erfolgte durch Vergleich der UV-Spektren mit Standards und
nach Literaturangaben (siehe 2.2.6.). Das Anthocyanmuster kann daher zur Identifizierung
von Erdbeersorten herangezogen werden. Das Anthocyanmuster der Sorten veranderte sich
wahrend der Reifung nicht.

Der Einfluss der Reifung auf die antioxidative Kapazitdt von Séften aus verschiedenen
Erdbeersorten zeigt keine klare Tendenz. Die Bestandteile der antioxidativen Kapazitat von
Erdbeersaft, Polyphenole und L-Ascorbinsaure, verhielten sich gegenlaufig, die Polyphenole
nahmen zu, die L-Ascorbinsdure ab. Beide Effekte hoben sich im Bezug auf die antioxidative
Kapazitat auf, so dass diese nahezu konstant blieb.

5.2.2.14. Entwicklung eines Antioxidansgetriankes auf der Basis verschiedener
Beerensifte

Das Ziel der Entwicklung eines Antioxidansgetrénkes, das eine héher antioxidative Kapazitat
aufweist als Rotwein (11,1 mmol/L Trolox), konnte mit folgender Fruchtsaftmischung
befriedigend verwirklicht werden:

15% Holundersaft

25% Schwarzer Johannisbeersaft aus Konzentrat
10% Sauerkirschsaft aus Konzentrat

10% Brombeersaft

30% WeiBer Traubensaft

10% Aroniasaft aus Konzentrat

Bei dem entwickelten Antioxidansgetrank handelt es sich um einen Mischfruchtsaft mit einem
Fruchtgehalt von 100%. Durch Austausch des weiBen Traubensaftes durch roten
Traubensaft ware eine noch héher antioxidative Kapazitat méglich.
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Tabelle 35: Analysendaten des Antioxidansgetrénkes

Parameter Wert

Extrakt 45,6°Oechsle

Gesamtsaure (als Citronensaure) |11 g/L

Gesamtphenolgehalt (als Catechin) | 2573 mg/L

TEAC-Wert 18,2 mmol/L Trolox

Die HPLC-Analyse ergab ein komplexes Polyphenolmuster. Einzelne Polyphenole und
Anthocyane konnten zugeordnet (Abbildungen 75 und 76) und quantifiziert werden
(Tabelle 36). Die Anthocyanpeaks, die im Bereich zwischen 30 und 50 min liegen, sind in
Abbildung 75 wegen ihrer groBen Zahl nicht bezeichnet, und werden im verkleinerten
Abschnitt in Abbildung 76 zugeordnet.

Tabelle 36: Gehalte der Hauptpolyphenole mittels HPLC des Antioxidansgetrankes

Polyphenol Gehalt in mg/L
Neochlorogenséure 24,3
Chlorogensaure 24,6
Quercetin-3-rutinosid 39,9
Gesamtanthocyane (als Cya-3-rut) 482,4

An farblosen  Polyphenolen enthdlt das Getrank deutliche Mengen an
Hydroxyzims&urederivaten, Flavonolglykosiden und Procyanidinen. Viele Peaks konnten
nicht eindeutig zugeordnet werden.
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Abbildung 75: HPLC-Chromatogramm des Antioxidansgetrénkes an einer Fluofix-Saule bei
280 nm

Procyanidin (1), Neochlorogensaure (2), 3-p-Coumaroylchinasaure (3), Chlorogensaure (4),
Quercetin-3-rutinosid (5)
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Abbildung 76: HPLC-Chromatogramm des Antioxidansgetréankes an einer Fluofix-Saule bei
525 nm, Ausschnitt 30 — 60 min

Cyanidin-3,5-diglucosid + Cyanidin-3-sambubiosyl-5-glucosid (6), Delphinidin-3-glucosid (7),
Delphinidin-3-rutinosid (8), Cyanidin-3-glucosylrutinosid (9), Cyanidin-3-galaktosid (10),
Cyanidin-3-sambubiosid (11), Cyanidin-3-glucosid + Cyanidin-3-rutinosid (12), Cyanidin-3-
arabinosid (13)

Das Anthocyanmuster ist aufgrund der verschiedenen verwendeten Buntsafte
erwartungsgemaB sehr komplex. Die Zuordnungen der Peaks erfolgten durch
Spektrenvergleich und nach Literaturangaben.

Die relativ geringen Gehalte der einzelnen quantifizierbaren Polyphenole weisen im Hinblick
auf die anderen Analysendaten auf einen hohen Anteil an polymerisierten Polyphenolen im
Getrank hin.

5.2.2.15. Herstellung von Fruchtweinen aus verschiedenen Beerenfriichten

Der Einfluss der alkoholischen Garung auf die antioxidative Kapazitat und die Polyphenole
von Beerensaften bei der Herstellung von Fruchtweinen wurde untersucht. Die
Veranderungen der antioxidativen Kapazitat und des Gesamtphenolgehaltes bei der
Vergarung von Fruchtsaften zu Fruchtweinen sind gering und ohne eine einheitliche
Tendenz (Tabelle 37). Bei den Proben, die vor der Vergarung verdinnt wurden, ist die
Verdinnung fir die Werte des Weines herausgerechnet worden. Aus den Ergebnissen kann
geschlossen werden, dass eine Vergarung zur Herstellung eines Fruchtweines die
antioxidative Kapazitat des Ausgangsmaterials nicht entscheidend verandert. Fruchtwein der
Frichte Sauerkirsche, schwarze Johannisbeere, rote Johannisbeere, Brombeere, die aus
demselben Ausgangsobst mittels einer dreitdgigen Maischegarung hergestellt wurden,
unterscheiden sich von den saftvergorenen Varianten, aber ohne einheitliche Tendenz.
Maischevergorene Brombeer- und Sauerkirschweine hatten eine etwas héhere antioxidative
Kapazitat und einen etwas héheren Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, wobei die
Unterschiede bei der Brombeere am gréBten waren. Die maischevergorenen schwarzen und
roten Johannisbeerweine hingegen besaBen eine geringere antioxidative Kapazitat und
einen geringeren Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu, wobei die Unterschiede beim
roten Johannisbeerwein gering und beim schwarzen Johannisbeerwein deutlich waren.
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Tabelle 37: TEAC-Wert und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu verschiedene
Fruchtsafte bzw. —weine vor und nach der Vergarung

Frucht Verarbeitungsschritt TEAC-Wert Gesamtphenole
[mmol/L Trolox] [[mg/L]

Sauerkirsche Presssaft vor der Vergarung 23,2 4821
Sauerkirsche Wein nach 1. Abstich 22,9 3555
Brombeere Presssaft vor der Vergarung 13,2 2532
Brombeere Wein nach 1. Abstich 12,3 2451
Rote Johannisbeeren Presssaft vor der Vergérung 7.4 1815
Rote Johannisbeeren Wein nach 1. Abstich 4,0 1192
Schwarze Presssaft vor der Vergarung 32,8 5619
Johannisbeeren

Schwarze Wein nach 1. Abstich 30,6 4424
Johannisbeeren

Apfel Presssaft vor der Vergarung 4,8 1535
Apfel Wein nach 1. Abstich 5,4 1219
Heidelbeere Konzentratsaft vor der Vergarung 25,7 4012
Heidelbeere Wein nach 1. Abstich 25,4 4023
Holunder Konzentratsaft vor der Vergarung 41,9 8134
Holunder Wein nach 1. Abstich 42 1 8145

Allerdings haben die meisten Beerenfruchtweine aufgrund der nétigen Verdinnung und
Anreicherung im Vergleich zu Rotwein (11,1 mmol/L Trolox siehe 5.1.5.1. Tabelle 21) eine
niedrigere antioxidative Kapazitat. Ausnahmen sind Holunder- und Heidelbeerwein, deren
antioxidative Kapazitat deutlich Gber der von Rotwein liegt.

Die HPLC-Analytik der Polyphenole zeigte, dass die Gehalte der einzelnen monomeren
Polyphenole wahrend der Garung stark abnehmen. Abbildung 77 zeigt die Abnahme der
Hauptphenole der Sauerkirsche durch Vergleich von Saft und Wein (Verdinnung
herausgerechnet).
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Abbildung 77: Abnahme einzelner Polyphenole sowie der Summe der Anthocyane und der
Summe der Polyphenole mittels HPLC von Sauerkirschsaft wahrend der Vergéarung zu Wein
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Den hochsten Verlust an monomeren Anthocyanen durch die Garung zeigt der
Brombeerwein mit 80%. Die Abnahme beruht vermutlich auf Kondensations- und
Polymerisationsreaktionen der monomeren Polyphenole im Verlauf der Garung. Aufféllig ist
die besonders starke Abnahme der Anthocyane. Da die antioxidative Kapazitat trotz der
erheblichen Verluste an monomeren Polyphenolen konstant bleibt, kann daraus geschlossen
werden, dass die aus den Monomeren entstehenden Polymere und Kondensationsprodukt
ebenfalls antioxidativ wirksam sein missen.

5.2.2.16. Herstellung eines Fruchtweinessig aus Moosbeeren

Der TEAC-Wert und der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu von Saft, Wein und Essig
sind in Tabelle 38 aufgefihrt. Die Verdinnung durch die Zuckerzugabe wurde
herausgerechnet.

Tabelle 38: TEAC-Werte und Gesamtphenolgehalte von Moosbeerensaft, -wein und —essig
im Verlauf einer Fruchtweinessigherstellung

Verarbeitungsschritt TEAC-Wert in mmol/L|Gesamtphenole in mg/L
Saft nach Separator t = 0 Tage 9,42 2266
nach Vergarung t = 65 Tage 7,99 2163
nach Essiggdrung t = 223 Tage 8,29 1760

Wahrend der alkoholischen G&rung nimmt die antioxidative Kapazitat um ca. 15% und der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu um nur ca. 5% ab. Durch die Essiggéarung
verandert sich die antioxidative Kapazitéat nicht signifikant, wahrend der Gesamtphenolgehalt
nach Folin-Ciocalteu weiter abnimmt. Bei den einzelnen Polyphenolen kommt es wahrend
des Herstellungsprozesses zu einer starken Verminderung der monomeren Anthocyane. Im
Moosbeerenessig sind schlieBlich nach einem Zeitraum von 7 Monaten sowie einer
alkoholischen Garung und einer Essiggarung keine monomeren Anthocyane mehr
nachweisbar.

Die Gehalte der farblosen Polyphenole (exemplarisch  Chlorogensaure und
Protocatechusaure) andern sich wahrend der Essiggarung kaum. Allerdings kommt es zu
einer Isomerisierung der Chlorogensaure (5-Caffeoylchinasdure) zu Kryptochlorogensaure
(4-Caffeoylchinasdure). Dieses Phanomen lasst sich gut am Polyphenolmuster eines
Apfelessig aufzeigen (Abbildung 78).

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (MD\ESSIG008.D)
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Abbildung 78: HPLC-Chromatogramm eines Apfelessig an einer Fluofix-Saule bei 280 nm
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6. Diskussion

6.1. Antioxidative Kapazitat

Die ABTS"-Methode (TEAC-Methode)

Der ABTS"-Radikalfanger-Test in der hier verwendeten Variante stellt ein geeignetes Mittel
zur Erfassung der antioxidativen Kapazitdt von Getrdnken dar. Das angewendete
Messprinzip besitzt im Vergleich zu anderen Methoden (z.B. MARCO 1968, WHITEHEAD et
al. 1992, FRANKEL 1993, CAO et al. 1993, GHISELLI et al. 1994, FOGLIANO et al. 1999,
MASUDA et al. 1999, NATELLA et al. 1999) zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat
einen geringeren Zeit- und Materialaufwand und erlaubt daher einen hdéheren
Probendurchsatz. Diese Vorteile kommen bei Stufenkontrollen wé&hrend der
Fruchtsaftherstellung zum Tragen, so dass sich die Methode zur Kontrolle des neuen
Qualitatsfaktors antioxidative Kapazitat in der Routine der Fruchtsaftherstellung gut eignen
kdénnte. Die antioxidative Kapazitat nach der angewendeten Methode korreliert mit dem
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu der Proben (r* = 0,936). Diese gute Korrelation
sollte aber nicht darlber hinwegtéduschen, dass die beiden Methoden oft unterschiedliche
Ergebnisse liefern. Zum einen sind nicht alle mit der Folin-Ciocalteu-Methode erfassten
Substanzen antioxidativ wirksam, und zum anderen werden nicht alle antioxidativ wirksamen
Substanzen von der Folin-Ciocalteu-Methode erfasst.

Bei vergleichenden Untersuchungen im Rahmen des AIF-Projektes wurden fur Apfel- und
schwarzen Johannisbeersaft ebenfalls gute Korrelationen zum LDL-Oxidationstest (siehe
2.1.8.), des einzigen sogenannten ex vivo Testes, gefunden. Probleme macht die
Bestimmung von Proben mit einem héheren Anteil an organischen Lésungsmitteln, da diese
das Metmyoglobin denaturieren und dadurch die Bildung des Ferrylmyoglobinradikals durch
Wasserstoffperoxid verhindern. Eine Modifikation des Tests durch Verwendung eines
anderen Oxidationsmittels zur direkten Bildung des ABTS™-Radikalkations kdnnte diese
Einschrankung beheben. Mdgliche Oxidationsmittel wéaren Kaliumpersulfat oder
Mangandioxid (MILLER et al. 1996). Kaliumpersulfat wird in einer neuen Version des Testes
als Oxidationsmittel zur Darstellung einer stabilen ABTS™-Radikalkation-Lésung verwendet,
deren durch Antioxidatien verursachte Farbabnahme dann bestimmt wird (RE et al. 1999).
Allerdings bleibt zu beachten, dass mit dem Test nur eine bestimmte Facette der
antioxidativen Kapazitat (Radikalfangereigenschaften) erfasst wird (siehe 2.1.8.) und dass
nur hydrophile Antioxidantien im Test eine Aktivitat zeigen.

Apfelsaft

Apfelsaft gilt als vergleichsweise schlechte Quelle fir antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe
(MILLER und RICE-EVANS 1997, RECHNER et al. 1997, HENN und STEHLE 1998). Die
ermittelten Werte fur Apfelsaft mit 2,9 mmol/L Trolox fir naturtribe Handelsproben, 2,1
mmol/L Trolox fir klare Handelsproben und 2,9 (0,5 — 7) mmol/L flr aus verschiedenen
Sorten hergestellte Apfelsafte bestatigen diese Wertung. Berlcksichtigt man den Anteil der
zugesetzten L-Ascorbinsaure, sind die Werte sogar noch niedriger. Allerdings konnten durch
Auswahl polyphenolreicher Mostapfel und schonende Verarbeitung Apfelsafte mit bisher nie
erreichten antioxidativen Kapazitaten hergestellt werden (7,0 mmol/L Trolox gegenlber dem
Durchschnittswert von naturtribem Apfelsaft von 2,9 mmol/L Trolox). Dies wird als eine
deutliche Qualitatsverbesserung angesehen, da zudem aus solchen Apfelséaften erstmals die
Bioverflgbarkeit von Polyphenolen aus Apfelsaft und eine Erhdéhung der antioxidativen
Kapazitat des Serums beim Menschen durch den Konsum von Apfelsaft festgestellt werden
konnte (NETZEL et al. 1999b). Die Herkunft von Uber der Halfte der antioxidativen Kapazitat
in einem frischen Apfelpresssaft kann nicht geklart werden. In anderen Untersuchungen zu
antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen von Apfelsaft konnten sogar nur 20% der antioxidativen
Kapazitdt auf analytisch erfassbare Komponenten des Saftes zurlickgefihrt werden
(DEKKER et al. 1999). Vermutlich kommen die Trubpartikel und in ihnen enthaltenen oder an
ihnen anhaftende antioxidativ wirksame Substanzen sowie héher polymere Polyphenole und
andere antioxidativ wirksame Substanzen in der wassrigen Phase des Saftes dafir in Frage,
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da der nicht erklarbare Anteil im Saft nach Separation und Schénung mit Gelatine/Kieselsol,
also BehandlungsmaBnahmen, die genau diese beiden mutmaBlichen Quellen reduzieren,
auf 32% absinkt. Dies zeigt zudem, dass die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat mit
der TEAC-Methode auch Verénderungen in diesen Bereichen zu erfassen vermag, wahrend
die Polyphenolanalytik mittels HPLC dies nicht kann. Als wichtigstes Polyphenol fir die
antioxidative Kapazitat im Saft erweist sich die Chlorogensaure mit einem Anteil von 15%.
Diese Ergebnisse widersprechen allerdings den Ergebnissen von MILLER und RICE-EVANS
1997, die nur 13% der antioxidativen Kapazitat, die mit dem gleichen Testsystem bestimmt
wurde, nicht zuordnen konnten. Auch die Anteile der einzelnen Polyphenole sind
unterschiedlich. Der Grund daflr ist vermutlich die unterschiedliche Zusammensetzung der
untersuchten Apfelséfte bedingt durch Einflisse des Herstellungsprozesses. MILLER und
RICE-EVANS 1997 untersuchten einen klaren ,long life apple juice®, der diverse nicht néher
spezifizierte Verarbeitungsschritte hinter sich hatte, wahrend in der vorliegenden Arbeit der
frische Presssaft einer polyphenolreichen Apfelsorte untersucht wurde.

In einem anderen Test zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat besitzt Apfelsaft eine
deutliche héhere antioxidative Kapazitat von 7,89 mmol/L Trolox (WHITEHEAD et al. 1995),
wobei allerdings nur eine Probe untersucht wurde. Grund hierflr sind die unterschiedlichen
Messprinzipien der beiden Tests.

Schwarzer Johannisbeersaft

Schwarzer Johannisbeersaft besitzt mit 32,4 (25 — 40) mmol/L Trolox einen deutlich héheren
Gehalt an antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen als Apfelsaft. Der aus ihm hergestellte
Nektar besitzt mit durchschnittlich 9,3 mmol/L fir Handelsproben immer noch einen
vergleichsweise hohen Gehalt an antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen, was sich mit den
Angaben anderer Autoren deckt (MILLER und RICE-EVANS 1997, HENN und STEHLE
1998). Der schwarze Johannisbeernektar liegt damit im Bereich von Rotwein (11,1 mmol/L
Trolox im Durchschnitt). Werden Séfte aus Sorten mit einem hohen Gehalt an antioxidativ
wirksamen Inhaltsstoffen und einem moderaten Gesamtsauregehalt zur Nektarherstellung
verwendet, sind schwarze Johannisbeernektare mit antioxidativen Kapazitdten bis zu 15
mmol/L mdéglich. Hierbei stellt besonders der Gesamtséduregehalt ein Problem dar, da hohen
Gesamtsauregehalten zahnschadigende Eigenschaften durch Angriff des Zahnschmelzes
zugesprochen werden (HUGHES et al. 1998) und daher schwarze Johannisbeergetranke mit
sehr niedrigem, ,zahnschonenden“ Gesamtsauregehalt angestrebt werden (WEST et al.
1999). Ein Verfahren zur schonenden Entsduerung des schwarzen Johannisbeersaftes
kdénnte hier beide Aspekte miteinander in Einklang bringen. Die Herkunft von ca. 23% der
antioxidativen Kapazitat in einem frischen schwarzen Johannisbeerpresssaft konnte nicht
geklart werden. Ahnlich wie beim Apfelsaft diirften hdher polymere Polyphenole und andere
antioxidativ wirksame Substanzen fur diesen nicht zuzuordnenden Anteil in Frage kommen.
Die monomeren Anthocyane des schwarzen Johannisbeersaftes stellen etwa die Halfte der
antioxidativen Kapazitat. Der Anteil der L-Ascorbinsdure betrug im untersuchten Saft ca.
22% und lag im Mittel bei ca. 16% (n = 10). Im Vergleich zu Orangensaft, der einen
vergleichbaren L-Ascorbinsauregehalt mit dem Endprodukt schwarzer Johannisbeernektar
hat, aber nur relativ geringe Gehalte an Polyphenolen aufweist, liefert ein schwarzer
Johannisbeernektar zusétzlich zur L-Ascorbinsdure noch eine betrachtliche Menge an
antioxidativ wirksamen Polyphenolen.

Auch diese Ergebnisse liegen im Widerspruch zu MILLER und RICE-EVANS 1997, die zwar
einem schwarzen Johannisbeertrunk (RIBENA, ™ Smith Kline Beecham) einen &ahnlich
groBen Anteil der antioxidativen Kapazitat nicht zuordnen konnten, aber den monomeren
Anthocyanen nur einen Anteil von rund 5% und der L-Ascorbinsdure einen Anteil von 74%
zusprachen. Grund hierflir ist ebenfalls die unterschiedliche Zusammensetzung der
untersuchten Proben bedingt durch Einflisse des Herstellungsprozesses. Die von MILLER
und RICE-EVANS 1997 untersuchte Probe war ein auf einen Fruchtgehalt von 16,7%
rickverdinntes Konzentrat, hinter dem diverse nicht spezifizierte Verarbeitungsschritte
lagen, wahrend in der vorliegenden Arbeit ein frischer Presssaft untersucht wurde.
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Andere Beeren- und Steinobstsafte

Die meisten Beerenséafte bzw. -nektare wie auch Steinobstsafte und —nektare weisen eine
hohe antioxidative Kapazitdt (TEAC-Wert > 5) auf. Eine Ausnahme bilden Beeren- und
Steinobstséafte, die nur wenig oder gar nicht rot geférbt sind, wie beispielsweise
Stachelbeersaft oder roter Johannisbeersaft. Eine kraftige rote Farbe und damit ein hoher
Gehalt an Anthocyanen bedingt eine hohe antioxidative Kapazitat, was sich am Spitzenreiter
der untersuchten Beerenséfte, dem Holundersaft, und dem schon besprochenen schwarzen
Johannisbeersaft deutlich zeigt. Beim Holundersaft liegt der Anteil der monomeren
Anthocyane an der antioxidativen Kapazitat, wie beim schwarzen Johannisbeersaft, bei etwa
50%, wobei der Anteil des nicht zuzuordnenden Anteils mit ca. 41% etwas hoéher ist. Mit
diesen Werten fir die antioxidative Kapazitat liegen die stark rot gefarbten Beeren- und
Steinobstséfte im allgemeinen deutlich héher als die in Deutschland 1998 meist
konsumierten Safte Apfelsaft und Orangensaft (Quelle: VdF).

Die hohe antioxidative Kapazitat von stark rot geférbten Beerenfriichten wurde auch mit
einem anderen Testsystem (LDL-Oxidation) bestéatigt (HEINONEN et al. 1998b).

Diese Beeren- und Steinobstsafte stellen daher eine exzellente Quelle fir antioxidativ
wirksame Fruchtinhaltsstoffe in der téglichen Erndhrung des Menschen dar und sind die
Alternative zum viel diskutierten Rotwein. AuBerdem enthalten sie einerseits im Vergleich
zum Rotwein keinen Alkohol und sind deshalb fiir Bevdlkerungsgruppen, die keinen Alkohol
zu sich nehmen wollen, dirfen oder kdnnen, konsumierbar, und enthalten anderseits
zusétzlich noch teilweise betrachtliche Mengen an anderen ernahrungsphysiologisch
wichtigen Inhaltsstoffen wie Vitamine, Mineralstoffe, Spurenelemente. Sie stellen die ideale
Basis zur Herstellung von Getrédnken dar, die als ,funktionelle® Lebensmittel bezeichnet
werden kénnen, ohne Zusatzstoffen zugeben zu missen.

6.2. Polyphenole in Apfel- und Beerensaften

Die entwickelte Methode zur Analytik der Polyphenole an einer fluorierten RP-Phase und
einer Detektion mittels DAD und ECD ist fir die Analytik wassriger Proben gut geeignet. Die
Methode weist eine gute Reproduzierbarkeit und eine gute Trennung der Polyphenole auf,
ermdglicht die gleichzeitige Analyse von Anthocyanen und anderen Polyphenolen und ist
durch die Verwendung der beiden Detektionssysteme empfindlich und aussagekraftig.

Die Polyphenolanalytik mittels HPLC der Apfelsafte ergab vergleichbare Gehalte und
Verhéltnisse flur die wichtigsten Polyphenole gegenilber bisherigen Verdéffentlichungen
(RITTER et al. 1996, PICINELLI et al. 1997). Safte aus Mostapfelsorten wiesen hohe
Gehalte an monomeren Polyphenolen auf und unterschieden sich von Séaften aus
Tafelapfeln auBerdem noch in den Verhéltnissen einzelner Polyphenole. Safte aus
Mostépfeln enthielten mehr Phloretin-2°-xyloglucosid als Phloridzin, wahrend Safte aus
Tafelapfel weniger oder etwa gleich viel Phloretin-2 -xyloglucosid als Phloridzin enthielten.
Allerdings konnten viele der auftretenden kleineren Peaks in den Chromatogrammen der
Apfelsafte nicht identifiziert werden. Ebenso bleibt der Gehalte an Procyanidinen in den Séfte
unklar, da diese Oligo- und Polymere der Flavan-3-ole mit der benutzten Methode und
anderen Methoden zur Polyphenolanalytik mittels HPLC an einer RP-Phase nicht erfasst
werden kénnen. Ihre Analytik ist aufgrund ihrer Struktur und MolekulgréBe schwierig, was
sich auch in aktuelleren Veréffentlich zu diesem Thema zeigt (GUYOT et al. 1998,
HAMMERSTONE et al. 1999, ADAMSON et al. 1999, SANTOS-BUELGA und SCALBERT
2000).

Der Vergleich der festgestellten Gesamtgehalte an monomeren Anthocyanen mit den
Angaben in der Literatur ergibt bei schwarzem Johannisbeersaft einen mehr als doppelt so
hohen Wert von 3058 mg/L gegeniiber 1450 mg/L (MORTON 1968), wobei der festgestellte
Anthocyangehalt der Safte etwa in dem Bereich liegt, der fir den Gesamtanthocyangehalt
der Beeren (1300 — 4000 mg/kg) angegeben wird (EDER 1996b, IVERSEN 1999,
CLIFFORD 2000). Beim Holundersaft wird eine Ubereinstimmung mit den Angaben von
EDER 1996¢ und beim Erdbeersaft eine Ubereinstimmung mit den Angaben von BAKKER et
al. 1994 gefunden.
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Die monomeren Hauptpolyphenole von schwarzem Johannisbeer-, Holunder-, Sauerkirsch-
und Brombeersaft konnten teilweise durch Literaturvergleich identifiziert oder hypothetisch
zugeordnet werden.

Bei Erdbeeren bestatigte sich die Mdglichkeit der Sortendifferenzierung mittels des
Anthocyanmusters (BAKKER et al. 1994). Zudem konnte gezeigt werden, dass das
Anthocyanmuster wahrend der Reifung stabil ist. Das Ansteigen des Anthocyangehalt mit
zunehmender Reife deckt sich mit den Angaben zum zeitlichen Verlauf der Biosynthese der
Anthocyane (CHENG und BREEN 1991).

Als groBte Schwierigkeit bei der Analytik der Polyphenole mittels HPLC zeigte sich das
Fehlen von Reinsubstanzstandards vieler Polyphenole, was teilweise eine detailliertere
Betrachtung der Verdnderung einzelner Polyphenole wé&hrend Prozessstudien
beeintrachtigte. Viele in Frichten beschriebene Polyphenole (siehe 2.1.4. — 2.1.6.) sind
kommerziell nicht erhaltlich, so dass die Identifizierung und vor allem die exakte
Quantifizierung vieler Polyphenole bzw. Peaks in den Chromatogrammen von untersuchten
Proben nicht mdéglich war. So stehen bis auf wenige Ausnahmen die beschriebenen
Polyphenole in schwarzer Johannisbeere, Holunder, Brombeere, Sauerkirsche, Stachelbeere
nicht zur Verflgung.

Mit den entwickelten Methoden zur Isolierung einiger Hauptpolyphenole aus Apfelsaft (4-p-
Coumaroylchinasaure, Phloretin-2’-xyloglucosid) und aus schwarzem Johannisbeersaft
(Delphinidin-3-glucosid, Delphinidin-3-rutinosid, Cyanidin-3-rutinosid) konnten einige dieser
Substanzen gewonnen werden. Die Abtrennung der Polyphenole durch Adsorption an
Adsorberharzen und anschlieBender Elution mit Ethanol ist zudem ein interessantes
Verfahren zur Herstellung konzentrierter Polyphenolextrakte aus Fruchtséaften (z.B. minderer
Qualitat). Die Vorbehandlung des Apfelsaftes mit Laccase/O, erwies sich fir die Isolation der
Zielsubstanzen als &uBerst gunstig. Zur Isolierung der einzelnen Polyphenole aus den
gewonnenen Extrakten eignete sich die praparative HPLC gut, wobei allerdings die geringere
Probenaufgabemenge ein Manko darstellte. Die Gelchromatographie, die wesentlich héhere
Probenaufgabemenge erlaubt und fruher schon zur préparativen Isolierung von
Polyphenolen verwendet wurde (LEA und TIMBERLAKE 1974), kdnnte eine interessante
Alternative zur Isolierung der einzelnen Polyphenole sein.

6.3. Einfluss der Verarbeitungstechnik auf die antioxidative Kapazitat und den
Polyphenolgehalt

Die Polyphenole werden als Saftinhaltsstoff neu beurteilt. Sie werden nicht mehr als
stérender, zu entfernender Inhaltsstoff, sondern als wertgebender, zu erhaltender Inhaltsstoff
betrachtet. Der Widerspruch zwischen der klassischen Lehrbuchmeinung, die die
Saftstabilitdt und die Verminderung der Polyphenole als eine Qualitatsverbesserung in den
Vordergrund gestellt hat und den neuesten Erkenntnissen zur gesundheitlichen Bewertung
der Polyphenole, macht es notwendig, die Polyphenole in Getrdnken neu zu bewerten. Eine
Folge dieser neuen Bewertung ist, den Erhalt der Polyphenole in den Getrédnken zu
propagieren (DIETRICH 1995). Noch in der jingeren Vergangenheit war man bei der
Fruchtsaftherstellung durch Entwicklung neuer Technologien bemiht, den Gehalt an
Polyphenolen wegen ihrer fir die Saftqualitat negativen Eigenschaften moglichst gering zu
halten (LEA 1992, BINNIG 1992, MAIER 1994, RITTER 1994). Die Ergebnisse der Arbeit
bieten Auswege aus diesem Dilemma. Sie liefern neue Erkenntnisse, die zur Optimierung
des Polyphenolgehalt in Fruchtsaften bei der Fruchtsaftherstellung verwendet werden
kénnen. Basierend auf den Ergebnissen aus den Stufenkontrollen wahrend der
Fruchtsaftherstellung werden Empfehlungen fur die Herstellung eines hochwertigen
Fruchtsaftes mit guter Saftqualitdt und -stabilitit und hoher antioxidativer Kapazitat
ausgesprochen.

Aus den Ergebnissen lasst sich klar schlieBen, dass jede MaBnahme wahrend der
Verarbeitung einer Frucht zu Fruchtsaft die antioxidative Kapazitat absenkt.

Allerdings ist das AusmaB der Absenkung durch die unterschiedlichen
VerarbeitungsmaBnahmen bei der Herstellung eines Fruchtsaftes sehr verschieden.
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6.3.1. Apfel

Apfelsorten

Die Untersuchungen von Apfelsaften aus verschiedenen Apfelsorten zeigen deutlich, dass
die Wahl der richtigen Sorte bei dem Vorhaben ein Saft herzustellen, der einen hohen Gehalt
an antioxidativ wirksamen Fruchtinhaltsstoffen besitzt, die wichtigste Rolle spielt. Bei Saften
aus verschiedenen Apfelsorten wurden Differenzen von bis zu 500% flr die antioxidative
Kapazitat und den Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu (1,0 mmol/L Trolox und 5,0
mmol/L Trolox bzw. 312 mg/L Catechin und 1623 mg/L Catechin) gefunden. Wie stark der
Polyphenolgehalt von Apfelsaften von der Sorte abhangig sein kann, zeigen auch die
Ergebnisse von PICINELLI et al 1997, die den Polyphenolgehalt von kommerziellen Saften
und im LabormaBstab aus spanischen Mostapfelsorten hergestellten Saften untersuchten. In
den Untersuchungen von SPANOS et al. 1990 zeigten sich bei gleicher Herstellung ebenfalls
deutlich Unterschiede in den Polyphenolgehalten mittels HPLC sowie nach Folin-Ciocalteu
von Apfelséften (frischer Presssaft) aus den Sorten Red Delicious, Granny Smith, Mcintosh
and Spartan. Die groBen Unterschiede in den Polyphenolgehalten von verschiedenen Sorten
eines Obstes, die sich in den Ergebnissen widerspiegeln, zeigte HERRMANN 1992 fir
Beeren-, Kern- und Steinobst. Um das Ziel eines hohen Gehaltes an antioxidativ wirksamen
Fruchtinhaltsstoffen im Saft zu erreichen, der deutlich Gber den Durchschnittswerten fir
triben (2,9 mmol/L Trolox) und klaren Apfelsaft (2,1 mmol/L Trolox) aus dem Handel liegt,
mussen bei der Wahl der Apfelsorte mdglichst hohe Gehalte an Polyphenolen angestrebt
werden. So konnte beispielsweise aus der polyphenolreichen Mostapfelsorte ,Bohnapfel” ein
naturtriber Apfelsaft hergestellt werden, der eine antioxidative Kapazitat inklusive der
zugesetzten L-Ascorbinsdure von 7 mmol/L Trolox aufwies. Fir den Einkauf zur
Apfelsaftherstellung und in Konsequenz fir den Anbau von Apfelsorten bedeutet dies, eine
Bevorzugung der polyphenolreichen Mostapfelsorten gegentiber den in Mode gekommenen
Tafelapfelsorten, wie in einigen Publikationen unter anderen Gesichtspunkten bereits
gefordert (KOLB 1989, Anonymus 1997). Trotz der deutlich héheren antioxidativen Kapazitat
von tribem Apfelsaft gegeniiber dem klaren Saft aus dem selben Obst (Trubentfernung),
kann durch die Verwendung polyphenolreicher Mostapfelsorten bei der Herstellung von
klarem Apfelsaft eine hdhere antioxidative Kapazitdt erreicht werden, als bei triben
Apfelsaften aus Tafelapfelsorten. Zwar sind auch bei Verwendung von polyphenolreichen
Mostapfelsorten die antioxidativen Kapazitaten von Beerensaften und —nektaren fir Apfelsaft
nicht erreichbar, aber der Saft wird durch die héheren Gehalte an antioxidativ wirksamen
Inhaltsstoffen wirtschaftlich aufgewertet und das Produktimage wird verbessert.

Entsaftung und Maischebehandlung

Die grdBten Verluste an antioxidativer Kapazitat und Polyphenolen, die potentiell in der
Apfelfrucht enthalten sind, treten bei der Entsaftung der Apfelmaische auf. Ein frischer
Presssaft, mit einem Dekanter entsaftet, weist nur 43% der moglichen Polyphenolausbeute
und 32% der mdglichen Ausbeute an antioxidativ wirksamen Substanzen auf. Zum einen
verbleibt ein Teil der Polyphenole in der wassrigen Phase des Tresters und ist adsorbtiv an
die Feststoffteilchen des Tresters gebunden, und zum anderen sind einige Polyphenole (z.B.
Phloridzin, Quercetinderivate) und héher polymere Polyphenole, vor allem die Procyanidine,
schlecht wasserldslich und gehen nicht in den Saft Uber. Die Apfelfrucht weist sehr hohe
Gehalte an oligo- und polymeren Procyanidinen auf (LEA 1979, MAYR et al. 1996, WILSKA-
JESZKA und PODSEDEK 1996, GUYOT et al. 1998, LAZARUS et al. 1999). Der Einfluss
der Wasserl6slichkeit der Polyphenole auf den Ubergang in den Saft zeigt sich auch beim
Vergleich des Polyphenolmusters, wobei die beiden Phloretin-2°-glykoside, Phloridzin
(Phloretin-2°-glucosid) und Phloretin-2"-xyloglucosid, exemplarisch betrachtet werden sollen.
Der Anteil des Phloridzins, das mit einem Monosaccharid glykosidisch verbunden ist, am
Polyphenolmuster ist im ethanolischen Maischeextrakt doppelt so hoch wie im Saft, wahrend
der Anteil des besser wasserldslichen Phloretin-2°-xyloglucosids, das mit ein Disaccharid
glykosidisch verbunden ist, etwa gleich bleibt. Wird die Maische erwarmt, erhéht sich die
Léslichkeit der schlecht wasserléslichen Polyphenole und fihrt damit zu einem Anstieg des
Gehaltes an Polyphenolen, wie von LEA und TIMBERLAKE 1978, SPANOS et al. 1990 und
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SCHOLS et al. 1991 beschrieben. Mit dem Polyphenolgehalt steigt dann ebenfalls die
antioxidativen Kapazitat des Saftes. Allerdings nimmt auch die Bitterkeit und Adstringenz des
Saftes zu (LEA und TIMBERLAKE 1978). Generell wird Apfelsaft, der aus einer erwarmten
Maische hergestellt wurde, sensorisch als fehlerhaft und untypisch beschrieben (ZIMMER
1996).

Ein weiterer Einflussfaktor fiir den Ubergang der Polyphenole aus der Apfelfrucht in den Saft
ist die Maischevorbehandlung und das verwendete Entsaftungssystem. Bei einer Standzeit
wie auch einer Maischeerwdrmung ist Apfelmaische Vvielfaltigen enzymatischen
Umsetzungen und physikalischen Verédnderungen ausgesetzt (NAGEL 1992, ZIMMER
1996). Daher ist man bei der Fruchtsaftherstellung bestrebt, eine mdglichst kurze Standzeit
der Maische zu erreichen (BINNIG 1992, NAGEL 1992). Es zeigt sich jedoch, dass die
positiven Effekte der Zellauflésung durch den Abbau fruchteigener Pektinasen wéhrend einer
Maischestandzeit und die dadurch bedingte bessere Extrahierbarkeit der Polyphenole aus
der Maische, die negativen Effekte der enzymatischen und nicht-enzymatischen Oxidation
wahrend der Standzeit und die dadurch bedingten Verluste an Polpyhenolen, mehr als
aufwiegen. Trotz des Verlustes an antioxidativer Kapazitat durch die Oxidation von etwa 30%
(siehe 5.2.1.6.) ist die Steigerung der Extraktion der Polyphenole (Gesamtphenolgehalt) bei
einer Maischestandzeit von etwa 100% so groB, dass insgesamt eine Erhéhung der
antioxidativen Kapazitat des Presssaftes um etwa 50% herauskommt. Hier zeigt sich auch
der methodische Unterschied zwischen einer Extraktion der Maische mit Ethanol, die in ihrer
Effektivitdt durch die enzymatischen Veranderungen in der Maische nicht beeinflusst wird,
und einem Entsaftungsvorgang, der durchaus von den Prozessen in der Maische beeinflusst
wird. Eine Maischestandzeit von max. 1 Stunde bei der Apfelsaftherstellung aus frischen
Apfeln erbringt eine hdhere antioxidative Kapazitdt des Presssaftes und beeinflusst die
Saftqualitat nicht negativ, da sich die mit Maischestandzeit hergestellten Safte trubstabil und
sensorisch fehlerlos zeigten. Eine Erhitzung der Apfelmaische auf 60°C fur dreiBig Minuten
verhindert die enzymatische Oxidation, da bei dieser Temperatur die fruchteigenen
Polyphenoloxidasen inaktiviert werden (WALKER 1964). AuBerdem kommt es in der
Maische zu einer Thermoplasmolyse, zu einem thermisch bedingten Aufplatzen der Zellen,
wodurch die Polyphenole freigesetzt und bei der Entsaftung besser extrahiert werden.
Dadurch und durch die erhéhte Loslichkeit schlecht wasserléslicher Polyphenole bei héheren
Temperaturen wird ein hdherer Polyphenolgehalt im Saft erreicht, was sich mit den
Untersuchungen von SPANOS et al. 1990 deckt. Zudem besitzt der Saft bei einer
Maischeerhitzung ein komplexeres Polyphenolmuster. Héhere Temperaturen bedingen eine
Inaktivierung aller in der Maische enthaltenen Enzyme (SPANOS et al. 1990) und fiihren
ebenfalls zu dem Effekt der Zellauflésung durch Thermoplasmolyse, verursachen aber einen
starken thermisch induzierten Abbau von Polyphenolen. Die Erhitzung der Maische auf 60°C
fir 30 min scheint aufgrund der erhéhten Polyphenolausbeute und der Inaktivierung der
Polyphenoloxidasen glnstig zu sein, fihrt aber zu sensorisch inakzeptablen Séaften
(ZIMMER 1996). Durch eine Erhitzung des frischen Presssaftes auf 55°C konnte ebenfalls
eine Inaktivierung der Polyphenoloxidasen erreicht und der Abbau von Polyphenolen im
Verlauf des weiteren Herstellungsprozesses bis zur KZE verhindert werden.

Bei der Herstellung eines triiben Apfelsaftes sollte der Presssaft aber auf 80 - 90°C erhitzt
werden, um alle fruchteigenen Enzyme (inkl. Pektinasen) zu inaktivieren, und anschlie3end
sofort wieder stark heruntergekihlt werden (KZE des Presssaftes), um weitere thermische
Schéadigungen des Saftes zu unterbinden. Bei der Herstellung von klarem Apfelsaft kann die
Temperatur des Presssaftes (50 - 60°C durch die Inaktivierung) fir die nétige Enzymierung
des Saftes zum Pektinabbau genutzt werden, der bei den zu erwartenden Temperaturen von
ca. 40 - 50°C erheblich schneller stattfindet als bei einem nicht erhitzten Saft (10 — 20°C).
Die Maische- oder Presssafterhitzung ist eine alte Technik zur Verhinderung der Oxidation
von Apfelsaft und wurde schon unter verschiedenen Zielsetzungen, z.B. Trubstabilisierung,
Braunungsvermeidung, Verhindern von Nachtriibbungen, empfohlen (WUCHERPFENNIG et
al. 1990, NAGEL 1992, BINNIG 1992, GENOVESE et al. 1997).

Die industriellen Entsaftungssysteme, Horizontal Bucherpresse und Dekanter, ergeben bei
Verwendung der gleichen, nicht enzymierten Maische, trotz der wesentlich schnelleren
Entsaftung durch den Dekanter, &hnliche Ergebnisse bezlglich antioxidativer Kapazitat und
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Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu. HAMATSCHEK und NAGEL 1993 finden
bezliglich des Gesamtphenolgehaltes vergleichbare Ergebnisse. Bei dem Versuch wurde der
Dekanter nicht mit Schutzgas belegt oder ummantelt, wie dies zur Vermeidung von Oxidation
vorgeschlagen wird (NAGEL 1992), und die Maische wurde nur einmal entsaftet (einstufiges
Verfahren). Der Lufteintrag beim Mahlen, dem Transport der Maische und der Entsaftung
selbst scheinen im Versuch fir den Dekanter und die Horizontal Bucherpresse trotz der
erheblich schneller Entsaftung durch den Dekanter vergleichbar zu sein. Die unterschiedlich
hohen Gehalte an monomeren Polyphenolen bei den beiden Entsaftungssystemen sprechen
bei keiner oder einer kurzen Standzeit der Maische fir den Dekanter und bei einer langeren
Standzeit fir die Horizontalpresse. Warum sich die unterschiedlich hohen Gehalte an
monomeren Polyphenolen in den Séften der beiden Entsaftungssysteme im
Gesamtphenolgehalt und der antioxidativen Kapazitdt nicht widerspiegeln, kann nur
spekuliert werden, héngt aber vermutlich mit den verschiedenen Entsaftungsprinzipien
zusammen.

Standzeiten des Saftes wahrend der Herstellung

Apfelsaft verliert bei Standzeiten im Herstellungsprozess durch die Aktivitat der
fruchteigenen Polyphenoloxidasen deutlich an antioxidativer Kapazitat. Diese Abnahme zeigt
sich vor allem bei den monomeren Polyphenolen, da beispielsweise die Chlorogensaure
durch im Saft vorhandene Polyphenoloxidasen oxidiert wird, und das entstandene
Chlorogensaurechinon durch die nicht enzymatische, gekoppelte Oxidation andere
Polyphenole zu oxidieren vermag (siehe auch 2.1.3.). Alle Versuche, diese Aktivitat durch
Erhitzung der Maische oder des Saftes zu unterbinden, waren erfolgreich. Als glnstigstes
Verfahren stellte sich die oben beschriebene Maischeerhitzung auf ca. 60°C fur etwa 30 min
und die Erhitzung des frischen Presssaftes auf ca. 55°C dar. Wegen der zu erwartenden
sensorischen Mangel des Saftes bei der Maischeerhitzung kommt allerdings nur die
Erhitzung des frischen Presssaftes in Frage. Durch die Behandlungen wurden die
Polyphenoloxidasen inaktiviert und die antioxidative Kapazitdt wie auch der Gehalt an
Polyphenolen blieben nach einer l&ngeren Standzeit konstant. Aufgrund der hohen Aktivitat
von Polyphenoloxidasen in den meisten Apfelsorten (NICOLAS et al. 1994, WILSKA-
JESZKA und PODSEDEK 1996) ist eine Inaktivierung durch Erwdrmung des frischen
Presssaftes wahrend der Herstellung von Apfelsaft zum Erhalt der antioxidativen Kapazitat
notwendig.

Zugabe von L-Ascorbinséaure als Antioxidationsmittel

Die Zugabe von L-Ascorbinsdure zum frischen Presssaft erhdht die antioxidative Kapazitat,
allerdings nicht in dem MaBe, wie es die zugegebene Menge erwarten lasst. Ein groBer Teil
der L-Ascorbinsaure wird verbraucht, was bedeutet, dass sie im Saft vorliegende, eventuell
bei der Herstellung entstandene Substanzen reduziert und dabei selbst oxidiert wird. Dies
zeigt sich optisch in der deutlichen Aufhellung des Saftes nach der Zugabe der
L-Ascorbinsaure. So steigen die Gehalte an monomeren Polyphenolen nach der Zugabe an.
Das Phanomen der Rickbildung von einzelnen Polyphenolen beruht auf der Reduktion von
im Saft vorliegenden Chinonen der Polyphenole durch die L-Ascorbinsdure, die dadurch
verbraucht wird.

Der Anteil der L-Ascorbinsdure an der antioxidativen Kapazitat von Apfelsaft kann je nach
Zugabemenge betrachtlich sein. Bei Handelsproben lag dieser Anteil bei triben Apfelsaften
zwischen 17 und 55 % mit ein Mittel von immerhin 42%. Aus naturtriiben Apfelsaften mit
einem L-Ascorbinsauregehalt von 14 bzw. 38 mg/L, die im Rahmen des AIF-Projektes
hergestellt wurden, konnte die Aufnahme von Uber 90% der gegebenen Dosis
L-Ascorbinsdure beim Menschen nachgewiesen werden.

Die Zugabe der L-Ascorbinsaure kann nicht nur unter dem Aspekt der Produktqualitat und —
stabilitdt, sondern auch zum Erreichen einer hdheren antioxidativen Kapazitat beflrwortet
werden, zumal eine hohe Aufnahme von L-Ascorbinsaure positive Effekte auf die
menschliche Gesundheit und im speziellen auf Risikofaktoren fir Herz- und
Kreislauferkrankungen hat (HEMILA 1992, RATH 1992).
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Apfelsafttrub

Uber die Zusammensetzung von Apfelsafttrub sind in den letzten Jahren neue Erkenntnisse
gewonnen worden (ZIMMER 1996). Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass
der Apfelsafttrub eine verhaltnismassig hohe antioxidative Kapazitat besitzt. Bei einem
Gewichtsanteil von 3 — 5%Gew (Schleudertrub) hat er einen Anteil von 30% an der
antioxidativen Kapazitat des triben Saftes. Die antioxidative Wirksamkeit des Trubes beruht
vermutlich zum groBen Teil auf in Wasser schlecht I6sliche, héher molekulare Polyphenole
mit hoher antioxidativer Kapazitat, z.B. oligomere oder polymere Procyanidine, die an die
Trubteilchen adsorptiv oder chemisch gebunden sind. Schon die bei der Apfelsaftherstellung
notwendige Entfernung des Grobtrubes durch den Separator fihrt mit etwa 15 — 20% zu
einer deutlichen Abnahme der antioxidativen Kapazitat, verringert aber auch deutlich die
Geschwindigkeit der Braunung des Saftes, die als ein Indikator fir oxidative Prozesse im
Saft angesehen werden kann. Diese Abnahme entspricht etwa 50 — 70% der oben
beschriecbenen Abnahme bei Entfernung des gesamten Trubes. Der mittlere
Polyphenolgehalt von Apfelsafttrub wurde mit 18,5% bestimmt, wobei der Anteil héher
molekularer Procyanidine etwa 20 — 60% betrug (ZIMMER 1996). Auch andere in den
Trubteilchen enthaltenen Stoffe, wie Peptide, Fette, Fettbegleitstoffe, Carotinoide,
Polysaccharide etc. (ZIMMER 1996), kénnten eine antioxidative Kapazitat besitzen. Seine
Entfernung bedingt daher eine deutliche Abnahme der antioxidativen Kapazitat des Saftes.
Unter dem Gesichtspunkt einer méglichst hohen antioxidativen Kapazitat ist dies ein klares
Argument fUr den triben Apfelsaft.

Das bestétigt der Produktvergleich klarer Apfelsaft gegen triben Apfelsaft, bei dem der tribe
Saft klar im Vorteil ist, da er nicht nur wegen des Trubanteils, sondern auch wegen dem
héheren Polyphenolgehalt, der schnelleren und schonenderen Herstellung und dem
zuldssigen und notwendigen Zusatz von L-Ascorbinsaure als Antioxidationsmittel, eine
deutlich héhere antioxidative Kapazitat besitzt.

Saftklarung

Zur Herstellung von klarem Apfelsaft, der immer noch den Hauptteil des in Deutschland
konsumierten Apfelsaftes stellt, missen neben dem Trub auch noch geléste héher polymere
Polyphenole entfernt werden, die zu Nachtribungen fiihren kénnen (NAGEL 1985, SIEBERT
1999). Das beste Verfahren zur schonenden Klarung eines Fruchtsaftes ist die klassische
Schénung mit Gelatine. Alle anderen Verfahren, wie Ultrafiltration mit anschliessender
Stabilisierung mit PVPP (45 — 55%) oder Adsorberharz (55 — 65%) und die Behandlung des
trliben Saftes mit Laccase/O, mit anschliessender Ultrafiltration (60 — 70%), verringern die
antioxidative Kapazitat und den Polyphenolgehalt erheblich starker als die Gelatineschénung
(25 — 35%). RITTER 1996 findet ahnliche Ergebnisse fir die Abnahme an Polyphenolen
durch die vier Behandlungsmittel zur Herstellung von klarem Apfelsaft. Vor allem die
Ultrafiltration an verschiedenen Membranmaterialen mit oder ohne Verbindung von
BehandlungsmaBnahmen des filtrierten Saftes wird als ein alternatives Verfahren zur
Herstellung angesehen (CONSTENLA und LOZANO 1995, MANGAS et al. 1997, GOKMEN
et al. 1998, ALVAREZ et al. 1998, GIRARD und FUKUMOTO 1999, ZARATE-RODRIGUEZ
et al. 2000). Die moglichst effiziente Entfernung der Polyphenole wird dabei als positiv
angesehen (MANGAS et al. 1997, GOKMEN et al. 1998, GIRARD und FUKUMOTO 1999).
Ein weiterer Vorteil der Gelatine-Schénung ist die gezielte Entfernung der héher polymeren
Polyphenole, wahrend die monomeren Polyphenole, die keine Tribungen verursachen (LEA
und TIMBERLAKE 1978, HEATHERBELL 1984, SIEBERT 1999), mit der Gelatine nicht
reagieren und im Saft verbleiben. Zudem besitzt ein mit Gelatine geschdnter Apfelsaft eine
ausreichende Nachtribungsstabilitdt auch im Vergleich mit ultrafiltriertem Saften
(CONSTENLA und LOZANO 1995, RITTER 1996). Wenn also ein klarer Apfelsaft hergestellt
werden soll, ist unter dem Aspekt des bestmbglichen Erhaltes der antioxidativen Kapazitat
des Presssaftes die klassische Schénung mit Gelatine die Methode der Wahl.

Pasteurisation und Warmeeinwirkung
Die notwendige Pasteurisation des Saftes mittels KZE zeigte keinen messbaren Effekt in den
Parametern antioxidative Kapazitdt und Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu. Die
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beiden festgestellten Phanomene der deutlichen Erhéhung der einzelnen Polyphenole, wie
auch der Erhéhung des reduktometrischen L-Ascorbinsauregehaltes und die damit
verbundene Aufhellung des Saftes nach der Pasteurisation mittels KZE, wurde auch von
SPANOS et al. 1990 bei frischem Presssaft festgestellt. Die Ergebnisse widersprechen
allerdings den von HERNANDEZ et al. 1997 beschriebenen Abnahmen der Gehalte
einzelner Polyphenole nach Warmebehandlung (120°C, 20 min und 105°C, 45s). Die
Autoren finden eine deutliche Reduktion nach beiden Behandlungen, wobei speziell die
Flavan-3-ole nach einer Warmebehandlung nicht mehr nachweisbar sind. Erstaunlicherweise
ist die Reduktion nach der kurzen Warmebehandlung bei 105°C wesentlich geringer als bei
der langeren Behandlung von 20 min bei der héheren Temperatur von 120°C. Die
Autoren fUhren dies auf eine ,Aktivierung“ von Enzymen durch die kurze Warmebehandlung
zurick. Grund fur diese erheblichen Unterschiede in den Ergebnissen kdnnten in der
Herstellung des untersuchten Saftes liegen. Die Autoren benutzten einen Haushaltsentsafter,
keine Separation und keine L-Ascorbinsaure als Antioxidationsmittel. Daher kénnte der
beschriebene Effekt durch die Reaktion der monomeren Polyphenole mit den Trubpartikeln
(Oxidation durch Enzyme, Adsorption etc.) gefolgt von einem Ausfallen der in der Warme
prazipitierenden Partikel liegen, zudem der Saft in einem nicht geschlossenen System (keine
Limitierung des Sauerstoffs) erhitzt wurde. Dies ist aber bei der KZE sowie der
Flaschenpasteurisation weitgehend der Fall. Aufgrund der Herstellungsweise des Saftes, die
auBerst praxisfern ist, werden die Ergebnisse als unrealistisch angesehen.

Der in der vorliegenden Arbeit gefundene Effekt beruht vermutlich auf in der Warme
entstehende Reduktone, die sowohl die im Saft vorhandene L-Dehydroascorbinsdure als
auch, ahnlich wie die L-Ascorbinsdure selbst, die durch oxidative Prozesse entstandenen
Chinone der Polyphenole wieder zu reduzieren vermégen. Weiterhin werden wahrscheinlich
durch die Warmeeinwirkung zuvor gebundene Polyphenole oder reduktiv wirksame
Substanzen freigesetzt. Eine langere Warmeeinwirkung auf Apfelsaft stitzt die Annahme
Uber die Rolle von durch Warmeeinwirkung entstehenden Produkten, da hier die
antioxidative Kapazitdt des Saftes ansteigt, aber der Gesamtphenolgehalt sinkt. Die
Verringerung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu kdnnte ihre Ursache in der
thermisch bedingten Kondensation und Polymerisation von Polyphenolen und anderen
Saftinhaltsstoffen haben. Diese sind zwar antioxidativ wirksam, werden aber von der
Methode nicht erfasst, so dass sich auch der Anstieg der monomeren Polyphenole nicht in
der Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu niederschlagt. Allerdings
ist bei langerer Warmeeinwirkung in einem offenen System, wie etwa bei einem
Konzentrierungsprozess, eine Umkehrung des Effekies zu erwarten. Diese Vermutung
bestétigt sich bei der Untersuchung von aus Konzentrat hergestellten Saften, in denen keine
Flavan-3-ole mehr nachweisbar waren, wie von HERNANDEZ et al. 1997 in ihren
Experimenten beschrieben. Die bei langerer Warmeeinwirkung im Saft entstehenden
Produkte aus Zuckern, EiweiBen und eventuell auch Polyphenolen, wie Maillard-Produkte
oder Reduktone, scheinen antioxidativ wirksam zu sein (ANESE et al. 1996,
PISCHETSRIEDER et al. 1998, MONTI et al. 1999), und zwar in starkerem MaBe als die
monomeren Polyphenole allein, was das leichte Ansteigen der antioxidativen Kapazitat
erklaren konnte. Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat eines im Handel erhaltlichen
Zuckerkuldrs, dessen tiefschwarze Farbe auf Maillard-Produkte von Zucker zuriickzufiihren
ist, war ein weiterer Beleg fir diese Vermutung. Im Gegensatz zu einer Zuckerlésung, die
keine antioxidative Kapazitat besitzt, hatte der Zuckerkul6r eine antioxidative Kapazitat von
extrem hohen 273 mmol/L Trolox. Ahnliche Mechanismen kénnten fir die scheinbare
Erhéhung des L-Ascorbinsauregehaltes bei einer reduktometrischen Bestimmung (Erfassung
entstandener Reduktone) nach einer Pasteurisation verantwortlich sein. Ob diese bei
Warmeeinwirkung entstehenden und im verwendeten Testsystem antioxidativ wirksamen
Substanzen auch eine antioxidative Wirkung im biologischen System besitzen, ist bisher
nicht geklart.

Langere Hitzeeinwirkung flhrte zwar zu einer leichten Erhéhung der antioxidativen
Kapazitat, verschlechterte aber die Produktqualitdt durch Braunung (LOZANO und IBARZ
1997) und Trubdestabilisierung erheblich. Die KZE ist die schonendste und geeignetste
Methode.
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Lagerung

Wahrend der Lagerung kommt es zu weitreichenden Veranderungen im Saft, was sich an
einer zunehmenden Braunung und bei tribem Apfelsaft zusatzlich in einer steigenden
Instabilitdt des Trubes zeigt. Die meisten Untersuchungen zur Lagerung von Apfelsaft
fokussieren auf den Anstieg der Braunung und die Stabilitdt des Trubes bzw. das Auftreten
von Tribungen nach einer bestimmten Behandlung des Saftes (CONSTENLA und LOZANO
1995, ALVAREZ et al. 1996, GAO et al. 1997, BEVERIDGE 1997, GOKMEN et al. 1998).
Diese Braunung wéahrend der Lagerung folgt nach IBARZ et al. 1992, bestimmt durch die
Messung der Extinktion bei 440 nm, einer Kinetik 0. Ordnung (linearer Anstieg der Braunung
mit der Zeit), wahrend die Bildung des Braunungsindikator HMF (5-Hydroxymethylfurfural)
einer Kinetik 1. Ordnung (exponentieller Anstieg mit der Zeit) folgt. Bei klarem Apfelsaft
verandert sich die antioxidative Kapazitdt auch bei einer Lagerung unter extremen
Bedingungen nicht signifikant, obwohl der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu wie
auch die Gehalte der monomeren Polyphenole deutlich abnehmen. Beim triben Saft ist zwar
eine deutliche Abnahme festzustellen, die aber vermutlich nur auf das Ausfallen des
ebenfalls antioxidativ wirksamen Trubes zurtickzufihren ist. Die Ergebnisse in Bezug auf die
antioxidative Kapazitat entsprechen den Lagerungsversuchen von MILLER et al. 1995, die
bei der Lagerung von Apfelsaft ohne L-Ascorbinsdure ebenfalls einen konstanten Wert far
die antioxidative Kapazitdt fanden und bei Apfelsaft mit L-Ascorbinsdurezusatz eine
Abnahme der antioxidativen Kapazitat, die mit der Abnahme der L-Ascorbinsdure im Saft
korrelierte. Die deutliche Reduktion der Polyphenole im Verlauf der Lagerung bestétigt die
Ergebnisse von SPANOS et al. 1990, die nach einer neunmonatigen Lagerung von Apfelsaft
bei 25°C eine Abnahme der Hydroxyzimtsauren um 36%, der Phloretinderivate um 60% und
einen vollig Verlust der Procyanidine feststellten. Um so mehr erstaunt trotz der extremen
Lagerbedingungen und die darausfolgende deutliche Abnahme der Polyphenole im Saft die
Konstanz der antioxidativen Kapazitat beim klaren Apfelsaft. Dies ist vermutlich auf &hnliche
Phanomene zurickzufihren, wie die Erhéhung der antioxidativen Kapazitat beim langeren
Erhitzen des Apfelsaftes (Kondensation und Polymerisation der Polyphenole etc.). Die
wahrend der Lagerung unter anderem entstehenden Maillard- und Braunungsprodukte
weisen wahrscheinlich eine antioxidative Kapazitat auf (ANESE et al. 1996), die die Verluste
an einzelnen Polyphenolen und deren antioxidativer Kapazitat zu kompensieren vermdégen.
Des weiteren kommt es wahrend der Lagerung durch eine langsame Oxidation zu
Kondensations- und Polymerisationsreaktionen der Polyphenole untereinander. Diese
Polymere besitzen eventuell eine hdhere antioxidative Kapazitat als die Summe ihrer
einzelnen Bausteine, was ebenfalls ein Grund fir die Konstanz der antioxidativen Kapazitat
sein kénnte.

Ob derartige durch Erhitzung oder langere Lagerung im Apfelsaft entstehenden antioxidativ
wirksamen Substanzen, z. B. Maillardprodukte, hdher polymere oder kondensierte
Polyphenole, auch im biologischen System antioxidativ wirksam sind, ob sie Uberhaupt
bioverfigbar und wenn ja, auch im Organismus eine antioxidative Wirkung entfalten, bleibt
noch zu klaren.

SchluBfolgerungen

Zur Herstellung eines Apfelsaftes mit einer mdglichst hohen antioxidativen Kapazitat bei
guter Saftqualitdt und —stabilitdt kommt als Endprodukt nur triber Apfelsaft in Frage.
Basierend auf den Untersuchungsergebnissen wird folgendes Herstellungsschema fir triiben
und klaren Apfelsaft vorgeschlagen (Diagramm 4):

Der naturtriber Apfelsaft ist zudem in Hinblick auf Geschmack (BINNIG 1992, NAGEL 1992)
und Vertraglichkeit (HOEKSTRA et al. 1995) dem klaren Apfelsaft vorzuziehen.
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Polyphenolreiche
Mostépfel

Mahlen
(z.B. mit einer Ratzmiihle)
v
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v

Entsaften mit einer Horizontalpresse

v

Erwarmung des frischen Pressaftes
im Réhrenwarmetauscher auf ca. 60°C

v
Herunterkiihlen des Presssaftes im Entfernung des
Rohrenwirmetauscher auf 10-20°C Grubtrubes
+ mittels Separator
v
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mittels Separator mit Pektinase
¢ Schonung mit Gelatine /
Pasteurisation des Kieselsol
triiben Saftes mittels KZE v
Filtration
v

Pasteurisation des
klaren Saftes mittels KZE

Diagramm 4: Herstellungsschema fir triben und klaren Apfelsaft unter dem Aspekt der
Erhaltung einer moglichst hohen antioxidativen Kapazitat

6.3.2. Schwarze Johannisbeere

Generell ist anzumerken, dass sich der schwarze Johannisbeersaft wahrend der Herstellung
als stabiler und weniger anfallig fir Veranderungen erweist als Apfelsaft. Grund hierfr
kdnnte einerseits die Schutzfunktion der L-Ascorbinsaure sein, und anderseits die
Inaktivierung fruchteigener Polyphenoloxidasen durch die Maischeerhitzung im Zuge der
Maischeenzymierung. Zudem ist der Saft wegen seines hohen Polyphenol- und
L-Ascorbinsduregehaltes, auch nach der nétigen Verdinnung zum Nektar, eine deutlich
bessere Quelle flr antioxidativ wirksame Substanzen als der Apfelsaft. Bei den
Bioverflgbarkeitsstudien im Rahmen des AlF-Projektes konnte sowohl der Aufnahme der
Anthocyanglykoside wie auch der L-Ascorbinsdure aus einem schwarzem Johannisbeersaft,
der hohe Gehalten an diesen antioxidativ wirksamen Substanzen besaB, in den
menschlichen Organismus nachgewiesen werden.

Schwarze Johannisbeersorten

Die Safte aus verschiedenen Johannisbeersorten unterscheiden sich bei gleicher Herstellung
teilweise recht deutlich. Die antioxidative Kapazitat variiert zwischen 25 und 40 mmol/L
(Mittelwert 32,4 mmol/L Trolox). Der zweite wichtige Faktor zur Nektarherstellung der
Gesamtsauregehalt schwankt zwischen 34 g/L und 41 g/L berechnet als Citronensaure. Zur
Herstellung eines genieBbaren Nektars mit einer mdglichst hohen antioxidativen Kapazitat
sind ein mdglichst hoher Fruchtgehalt und ein méglichst hoher Gehalt an antioxidativ
wirksamen Inhaltsstoffen, Polyphenole und L-Ascorbinsdure, notwendig. Flr den
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Johannisbeermuttersaft bedeutet dies, einen niedrigen Gesamtsauregehalt und hohe
Gehalte an Polyphenolen und L-Ascorbinsdure. FUr zwei Nektare, die auf einen
Gesamtsauregehalt von 10 g/L eingestellt werden, hat derjenige Nektar aus einer Sorte die
diese Vorgaben gut erflllt, wie etwa Ben Lomond, eine 50% hdher antioxidative Kapazitat als
derjenige Nektar aus einer Sorte, etwa Titania, die diese Vorgaben weniger gut erflllt. Ein zu
hoher Gesamtsauregehalt muss dabei allerdings unter zahnmedizinischen Gesichtspunkten
als kritisch angesehen werden (HUGHES et al. 1998, WEST et al. 1999). Die Wahl der
richtigen Sorte ist auch beim schwarzen Johannisbeersaft bzw. dem genieBbaren Produkt
schwarzer Johannisbeernektar am wichtigsten fir das Ziel einer mdglichst hohen
antioxidativen Kapazitat.

Herstellungsprozess

In einem Herstellungsprozess von Entsaftung (Horizontalpresse) der enzymierten Maische
Uber Separation zur Pasteurisation mittels KZE betragen die Verluste von antioxidativer
Kapazitdat, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und L-Ascorbinsauregehalt nur
zwischen 2 und 10%, wahrend der Farbwert bei 520 nm/cm um 24% erheblich starker
abnimmt. Die Verluste werden hauptséchlich durch die Separation des Saftes verursacht.
Der Farbverlust spiegelt sich allerdings nicht in den Gehalten der monomeren Anthocyane
wider, die wiederum bei der KZE eine erheblich starkere Abnahme zeigen als die anderen
Parameter, was auf deren starke Warmeempfindlichkeit zurtickgefiihrt wird (EDER 1996a,
CLIFFORD 2000). Wie beim Apfelsaft wird die antioxidative Kapazitdt durch eine
Pasteurisation mittels KZE nicht signifikant veréndert.

Dass der Gehalt der monomeren Anthocyane bis zur KZE relativ konstant ist und sogar
ansteigt, kann einerseits auf den Oxidationsschutz durch die L-Ascorbinsdure und andere
Polyphenole und anderseits auf die kontinuierliche Freisetzung von monomeren
Anthocyanen aus Zellfragmenten durch im Saft weiterhin tatige Pektinasen zuriickgefiihrt
werden. Der Grund flr den Farbverlust kann daher nicht bei den monomeren Anthocyanen
liegen, sondern bei polymerisierten und kondensierten  Anthocyanen und
Anthocyanderivaten. Uber die Wechselwirkungen von Anthocyanen und L-Ascorbinsaure in
schwarzen Johannisbeerprodukten, die bei diesem Phanomen sicherlich eine Rolle spielen,
ist bereits mehrfach berichtet worden (MORTON 1968, SKREDE et al. 1992, EDER 1996a,
IVERSEN 1999).

Bei der Bewertung der prozentual geringeren Verluste an antioxidativer Kapazitat und
Polyphenolen beim schwarzen Johannisbeersaft und auch den nachfolgenden stark
rotgefarbten Fruchtsaften im Vergleich zum Apfelsaft ist zu beachten, dass diese Safte
erheblich héhere Gehalte an antioxidativ wirksamen Substanzen haben, so dass gleiche
oder héhere Verluste als absoluter Wert (z.B. —1 mmol/L Trolox) einen wesentlich geringeren
prozentual Verlust ergeben als beim Apfelsaft.

Entsaftung und Nachextraktion

Die Ausbeute an antioxidativer Kapazitdt und Polyphenolen ist bei der Entsaftung von
Johannisbeermaische deutlich héher als beim Apfelsaft. Bei der antioxidativen Kapazitat ist
die Ausbeute fast doppelt so hoch. Dies liegt zum einen an der Erwdrmung der Maische und
der Zugabe von pektinabbauenden Enzymen, was zu einer verbesserten Extraktion der
Polyphenole durch die enzymbedingte Zellauflésung (DONGOWSKI und BOCK 1987) fiihrt.
Zum anderen sind die antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe der schwarzen Johannisbeere, die
Polyphenole, speziell die Anthocyane, und die L-Ascorbinsaure, besser wasserldslich als die
antioxidativ wirksamen Substanzen des Apfels, was auBerdem durch die Entsaftung bei
héherer Temperatur noch beginstigt wird. Beispielsweise liegen Anthocyane bei dem im Saft
herrschenden pH-Wert (pH ~3) zum Teil kationisch (Flavyliumkation siehe 2.1.1.) vor und
sind daher sehr gut wasserléslich. Die Maischeerwarmung und —enzymierung ist daher auch
unter dem Aspekt der Saftausbeute und der Extraktion antioxidativ wirksamer Polyphenole
empfehlenswert. Zudem werden wahrscheinlich durch die Temperatur von 55°C Uber 60 min
auch fruchteigene Polyphenoloxidasen inaktiviert.
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Bei der Herstellung von schwarzem Johannisbeersaft ist die Extraktion des Tresters Ublich.
Es konnte gezeigt werden, dass betrachtliche Menge Polyphenole im Nachextrakt enthalten
sind, allerdings in einer anderen Zusammensetzung als im Presssaft.

Durch die Zuflhrung der relativ gesehen héheren Menge farbloser Polyphenole zu einem
schwarzen Johannisbeersaft bei der Vereinigung mit dem Nachextrakt zu schwarzem
Johannisbeer-Muttersaft nimmt der Anteil der farblosen Polyphenole gegeniber den
Anthocyanen zu. Aufgrund der Stabilisierung der Anthocyane und Erhdhung der
Farbintensitat durch die farblosen Polyphenole mittels Copigmentierung (MAZZA und
BROUILLARD 1987, MACCARONE und PASSERINI 1990, LIAO et al. 1992, WILSKA-
JESZKA und KROZUCHOWSKA 1996a, CLIFFORD 2000) wird die Praxis der
Nachextraktion im Hinblick auf die Produktqualitat beflrwortet, obwohl die antioxidative
Kapazitat des Muttersaftes (Presssaft + Nachextrakt) gegeniiber dem Presssaft abfallt.

Trubentfernung (Separation und Schénung)

Die Separation verursacht beim schwarzen Johannisbeersaft eine geringere Abnahme der
antioxidativen Kapazitat als beim Apfelsaft. Dies beruht auf der im Verhaltnis zum Trub
héheren Konzentration der in der wéassrigen Phase gelésten antioxidativ wirksamen
Inhaltsstoffe im schwarzen Johannisbeersaft. Der Anteil des Trubes an der antioxidativen
Kapazitat von Beerenséaften ist geringer als beim Apfelsaft. Unterschiede in der
Zusammensetzung des Trubes kénnten ebenfalls eine Rolle spielen.

Auch die Schénung mit Gelatine zeigt einen geringeren Effekt (-5%) als beim Apfelsaft, was
auf dieselben Grinde zurlckzufihren ist. Ein weiterer Vorteil der Gelatine-Schénung ist die
Erhaltung der Farbe der Beerenséfte, was sich unter anderem daran zeigt, dass die Gehalte
an monomeren Anthocyanen durch die Gelatine nicht verandert werden, was sich mit
anderen  Untersuchungen  deckt (HEATHERBELL 1984). Andere  mdgliche
Behandlungsmittel, wie PVPP und Bentonit, haben diesen Vorteil nicht und fihren zudem zu
einer starken Abnahme der antioxidativen Kapazitat. Sie finden allerdings auch in der Praxis
der schwarzen Johannisbeersaftherstellung keine Verwendung. Bei anderen in der Literatur
vorgenommenen Schénungen von farbigen Beerensédften mit Gelatine (ROMMEL et al.
1992, EDER 1996c¢) wurde zusatzlich noch Bentonit eingesetzt, was die dort beschriebene
Abnahme von Farbe und Anthocyangehalt verursacht.

Die Gelatine-Schénung ist zur Herstellung eines klaren schwarzen Johannisbeersaftes eine
geeignete und schonende Methode.

Konzentratherstellung

Die Herstellung von Konzentrat verursacht, wenn der Ausgangssaft und der aus dem
Konzentrat hergestellte Saft bei gleiche Dichte verglichen werden, keine Veranderung der
antioxidative Kapazitat. Allerdings hat der Saft aus Konzentrat eine deutlich geringere
Farbintensitdt und weist eine erhebliche Abnahme in den Gehalten an monomeren
Polyphenolen, insbesondere Anthocyanen, auf. Die Anthocyane gehen besonders stark
warmeinduzierte Polymerisations- und Kondensationsreaktion ein, was zu dem Farbverlust
im Saft aus Konzentrat fuhrt. Der gebundene Zucker scheint eine wichtige Rolle fir die
Stabilitdt des Anthocyanglykosids zu spielen. Die Anthocyanrutinoside sind stabiler als die
Anthocyanglucoside. Als Vergleichsdaten zur Stabilitdt der Anthocyane im schwarzen
Johannisbeersaft soll die Abnahme der einzelnen Anthocyane bei Lagerungsversuchen
dienen. Bei Lagerversuchen von schwarzen Johannisbeersaften fand TAYLOR 1989
ahnliche Ergebnisse, wahrend in neueren Untersuchungen zur Stabilitdt von Anthocyanen
bei der Lagerung nur geringfligige (EDER 1996a) oder gar keine (IVERSEN 1999)
Unterschiede in der Stabilitdt der einzelnen Anthocyane des schwarzen Johannisbeersaftes
gefunden wurden, wobei EDER 1996a eine unterschiedlich starke Abhangigkeit der Stabilitat
der einzelnen Anthocyane von der Temperatur fand. Die Abnahme der Anthocyane folgte
dabei einer Kinetik 1. Ordnung.

Die Abnahme durch den Konzentrierungsprozess ist &hnlich hoch wie bei einer
sechsmonatigen Lagerung von schwarzem Johannisbeernektar bei 20°C (IVERSEN 1999).
Die Konstanz der antioxidativen Kapazitat zeigt allerdings, dass bei den durch Hitze- und
Sauerstoffeinwirkung bedingten Reaktionen der Anthocyane mit anderen Substanzen zwar
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die Farbe verloren geht, aber ihre antioxidative Kapazitdt nicht. Allerdings bleibt zu
bedenken, dass Uber die Bioverfugbarkeit wie auch die antioxidative Wirkung im
biologischen System héher polymerer Polyphenole nichts bekannt ist. Daher wird die starke
Reduktion der monomeren Anthocyane durch den Konzentrierungsprozess als negativ
angesehen und nicht fir die Produktion von schwarzem Johannisbeernektar empfohlen.
Hierflr ist der Direktsaft die deutlich bessere Basis. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
héhermolekulare Polyphenole schlechter bioverfigbar sind als niedermolekulare
Polyphenole. Allerdings ist tber die Rolle des gastro-intestinal Traktes, in dem eine Spaltung
der héherpolymeren Polyphenole mdglich ware, kaum etwas bekannt. Der saure Magensaft
kénnte ein moglicher Ort fir eine Spaltung solcher polymerer Substanzen sein, wie es fir
Procyanidine bereits nachgewiesen wurde (SPENCER et al. 2000).

6.3.3. Holunder

Holundersaft ist eine ausgezeichnete Quelle fir antioxidativ wirksame Substanzen. Sein
Vorteil im Vergleich zu allen anderen stark rot gefarbten Fruchtsaften liegt zudem in seinem
geringen Gesamtsauregehalt, der es erlaubt, den Saft unverdiinnt zu sich zu nehmen, wobei
das eigenwillige Aroma des Holunders Geschmackssache ist. So werden mit einem Glas
frisch hergestelltem Holundersaft (0,2 L) etwa 1,5 g Polyphenole aufgenommen. Das die
Anthocyane des Holundersaftes bioverfligbar sind, ist bereits berichtet worden (MIYAZAWA
et al. 1999a, NETZEL 1999a). In einigen neueren Untersuchungen Uber die Bioaktivitat und
den Metabolismus von Anthocyanen wurden Extrakte des Holunders wegen des hohen
Gehaltes an Anthocyanen verwendet (MIYAZAWA et al. 1999a, YOUDIM et al. 2000)

Herstellungsprozess

Holundersaft zeigt sich wahrend des Herstellungsprozesses ahnlich stabil wie schwarzer
Johannisbeersaft. Von Entsaftung (Horizontalpresse) Uber Separation bis zur Pasteurisation
mittels KZE liegen die Verluste an antioxidativer Kapazitat, Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu und Farbwert E 520 nm/cm zwischen 8 und 12%. Die Gehalte der monomeren
Anthocyane nehmen wahrend des Herstellungsprozesses stark ab (-28%), was sich aber
nicht in &hnlichem MaB im Farbwert E 520 nm/cm (-8%) widerspiegelt. Grund hierfir kdnnte
die im Vergleich zum schwarzen Johannisbeersaft fehlende Wechselwirkung mit der
L-Ascorbinsaure sein. Die monomeren Anthocyane reagieren im Holundersaft zu hdéher
molekularen Derivaten, die scheinbar eine starkere Farbintensitat als die Monomere
besitzen.

Ein Vergleich der Ergebnisse mit den Ergebnissen der Untersuchung Uber die
Anthocyanverluste bei Herstellung von Holundernektar EDER 1996c¢c ist wegen des
unterschiedlichen Prozessschema, der anderen BezugsgréBe (die frischen Holunderbeeren)
und der ausschlieBlichen Betrachtung der Anthocyane schwierig, stimmen aber in der
Tendenz etwa Uberein, wenn der hohe Anteil der Anthocyane am Gesamtphenolgehalt und
der antioxidativen Kapazitat (ca. 50%) berlcksichtigt wird.

Der auBerordentlich hohe Polyphenol- und Anthocyangehalt des Holundersaftes macht ihn
zu einer ausgezeichneten Quelle ebendieser Substanzen in der menschlichen Erndhrung.

Lagerung

Nach einer langeren Lagerung im Stahltank nehmen die antioxidative Kapazitat, der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu wie auch die Gehalt der einzelnen Polyphenole
ab. Die Abnahme von antioxidativer Kapazitdt wie auch Gesamtphenolgehalt nach Folin-
Ciocalteu beruht zum Teil, &hnlich wie beim triben Apfelsaft, auf einem Ausfallen von Trub
aus dem Saft, der nur separiert und nicht geschént war.

Besonders stark bei den monomeren Polyphenolen ist die Abnahme der Chlorogenséaure,
wahrend sich die Gehalte der Quercetin-3-glykoside kaum verandern. Diese starke Abnahme
der Chlorogensaure kénnte durch eine Reaktion mit den Anthocyanen bedingt sein, was
aber nur eine vage Hypothese ist. Es ist bekannt, dass die Chlorogensaure mit Anthocyanen
Copigmentierungsreaktionen eingeht (WILSKA-JESZKA und KROZUCHOWSKA 1996), also
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den im Holundersaft in groBer Menge vorhandenen Anthocyanen durch die molekulare Nahe
durchaus auch fir andere Reaktionen zur Verfigung stehen kénnte. Die Gehalte der beiden
monomeren Hauptanthocyane nehmen unterschiedlich stark ab, wobei der Verlust des
Cyanidin-3-glucosid im Verhaltnis deutlich hdher ist als der Verlust an Cyanidin-3-
sambubiosid. Diese Unterschiede in der Stabilitat der beiden Anthocyane decken sich mit
Untersuchungsergebnissen anderer Autoren (EDER 1996c¢, YOAV et al. 1996). Auch der
bestimmte Verlust der Summe aller monomeren Anthocyane (-17%) stimmen ungeféhr mit
den Daten von EDER 1996¢ Uberein, wobei dort die prozentuale Abnahme nicht auf den
Gehalt an monomeren Anthocyanen im eingelagert Saft, sondern auf den Gehalt an
monomeren Anthocyanen in den Beeren berechnet wurde.

5.3.4. Brombeere

Die antioxidative Kapazitat und der Polyphenolgehalt von Brombeersaft sind erheblich
niedriger als die der bereits diskutierten Beerenséfte, aber immer noch deutlich héher, auch
als Endprodukt Brombeernektar, als die entsprechenden Werte von Apfelsaft.

Herstellungsprozess

Brombeersaft ist wahrend des Herstellungsprozesses von Entsaftung (Horizontalpresse)
Uber Separation zur Pasteurisation mittels KZE weniger stabiler als die beiden zuvor
diskutierten Beerenséfte. Die Verluste an antioxidativer Kapazitat, Gesamtphenolgehalt nach
Folin-Ciocalteu, Farbwert E 520 nm/cm und der Gehalt an monomeren Polyphenolen, der im
Falle des Brombeersaftes mit dem Gehalt an monomeren Anthocyanen identisch ist, liegen
um die 20%. Die Abnahme der Anthocyane, die auch die Hauptursache flr die Abnahme der
anderen Parameter zu sein scheint, begrindet sich wie beim Holundersaft eventuell auf das
weitgehende Fehlen des Oxidationsschutzes durch L-Ascorbinsdure und das Fehlen von
anderen monomeren farblosen Polyphenolen, die die Anthocyane im Brombeersaft durch
Copigmentierung zu stabilisieren vermégen. Auf die geringe Stabilitdt der Anthocyane im
Brombeersaft weisen auch die Ergebnisse bei der Herstellung und Lagerung von
Brombeersaft und —wein von ROMMEL et al. 1992 hin.

Schénung

Die Schénung mit Gelatine beeinflusst die antioxidative Kapazitat und den Polyphenolgehalt
nur geringflgig (-5%). Vor allem der Farbwert E 520 nm/cm und die Gehalte an monomeren
Polyphenolen (Anthocyanen) werden durch die Schénung nur sehr geringfligig bzw. gar nicht
verandert. Wie beim schwarzen Johannisbeersaft ist die Gelatine-Schénung zur Herstellung
eines klaren Brombeersaftes eine geeignete und schonende Methode.

6.3.5. Sauerkirsche

Die antioxidative Kapazitat und der Polyphenolgehalt von Sauerkirschsaft liegen etwa im
Bereich des Brombeersaftes. Wie die Untersuchung von Sauerkirschnektaren aus dem
Handel zeigt, ist die antioxidative Kapazitat im Endprodukt Sauerkirschnektar durch den im
Durchschnitt  héheren Fruchtgehalt (bis 60%) etwa mit der von schwarzem
Johannisbeernektar vergleichbar.

Herstellungsprozess

Wahrend eines Herstellungsprozesses von Entsaften der gequetschten Kirschen
(Horizontalpresse) Uber Separation und Pasteurisation mittels KZE betragen die Verluste von
antioxidativer Kapazitat, Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und dem Farbwert
E 520 nm/cm um die 15%. Damit ist der Sauerkirschsaft wahrend des Herstellungsprozesses
etwas stabiler als Brombeersaft, aber weniger stabil als schwarzer Johannisbeersaft und
Holundersaft. Eine Pasteurisation des frischen Presssaftes ware eventuell zur Reduktion der
Verluste wahrend der Herstellung zu empfehlen, da bei der Herstellung des
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Sauerkirschsaftes keine Erwarmung der Maische und damit teilweise Inaktivierung
fruchteigener Polyphenoloxidasen vorgenommen wird. Der Sauerkirschsaft oder -nektar stellt
wie die meisten stark farbigen Safte eine gute Quelle flir Polyphenole in der menschlichen
Ernahrung dar.

6.3.6. Stachelbeere

Die antioxidative Kapazitat und der Polyphenolgehalt von Stachelbeersaft, ein nicht stark
rotgefarbter Beerensaft, sind deutlich niedriger als bei den untersuchten stark rotgefarbten
Beerensaften Holunder, schwarze Johannisbeere und Brombeere. Die Werte liegen etwa im
Bereich von Apfelsaft.

Herstellungsprozess

Uber den gesamten Herstellungsprozess zum pasteurisierten Stachelbeernektar in der
Flasche betrégt der Verlust an antioxidativer Kapazitét Uber 70%. Der Gesamtphenolgehalt
nach Folin-Ciocalteu nimmt weniger stark um etwa 40% ab. Grund hierfir kdnnte die bereits
beschriebene Diskrepanz zwischen der Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach Folin-
Ciocalteu und der Bestimmung der antioxidativen Kapazitdt sein. Die gr6Bten Verluste
verursachen die Schénung mit Gelatine inklusive der Standzeit Gber Nacht und die beiden
Filtrationen. Die Verluste bei der Schénung werden nur zum Teil auf die Gelatine selbst
jedoch hauptsachlich auf die Oxidation im Verlauf der Standzeit tber Nacht zurilickgeflhrt.
Die hohen Verluste wahrend der Prozessfihrung zeigen wie wichtig eine ziigige Herstellung
und die Beachtung bzw. Verhinderung von Oxidationsvorgadngen zur Produktion eines unter
den hier angewendeten Gesichtspunkten qualitativ hochwertigen Getrénkes ist.

6.3.7. Fruchtweine

Nimmt man die antioxidative Kapazitdt der verbrauchsfertigen Fruchtweine, ergibt sich
folgende Reihenfolge mit absteigender antioxidativer Kapazitdt: Holunderwein aus
Konzentrat (40,1 mmol/L Trolox) > Heidelbeerwein aus Konzentrat (23,4 mmol/L Trolox) >
Brombeerwein aus Konzentrat (12,1 mmol/L) > schwarzer Johannisbeerwein aus Konzentrat
(9,7 mmol/L Trolox) > Sauerkirschwein (9,2 mmol/L Trolox) > schwarzer Johannisbeerwein
(7,0 mmol/L Trolox) > Brombeerwein (6,1 mmol/L Trolox) > Apfelwein aus Mostobst (5,4
mmol/L Trolox) > roter Johannisbeerwein aus Konzentrat (3,9 mmol/L Trolox) > Apfelwein
aus Konzentrat (1,4 mmol/L Trolox) > roter Johannisbeerwein (1,2 mmol/L Trolox).

Die Ergebnisse stimmen teilweise und in der Tendenz mit den Ergebnissen von HEINONEN
et al. 1998a Uberein, wobei die Autoren ein anderes Testsystem zur Bestimmung der
antioxidativen Kapazitat verwendeten.

Bis auf den Holunder- und den Heidelbeerwein liegt die antioxidative Kapazitat aller
Fruchtweine unter der von Rotwein, aber tber der von WeiBwein, wobei der Holunderwein
eine mehr als doppelt so hohe antioxidative Kapazitat als die Spitzenreiter unter den
Rotweinen (18 mmol/L Trolox) besitzt.

Die Unterschiede zwischen Fruchtweinen aus Konzentrat und aus frischem Presssaft bei der
gleichen Frucht liegen an den geringeren Gesamtsduregehalte der rlckverdinnten
Konzentratsafte bzw. Weine bei vergleichbarem Gesamtphenolgehalt, so dass die
verbrauchsfertigen Fruchtweine einen héheren Fruchtgehalt aufwiesen und damit eine
héhere antioxidative Kapazitat.

Unter dem Aspekt der antioxidativen Kapazitat stellen nur der Holunder- und der
Heidelbeerwein eine Alternative zum Rotwein dar.

Vergarung

Wahrend der alkoholischen Géarung verandert sich die antioxidative Kapazitdt und der
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu kaum. Im Polyphenolmuster zeigen sich allerdings
deutlich Veranderungen. Die Gehalte aller monomeren Polyphenole nehmen stark (30 —
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50%) ab, wobei die Abnahme der Anthocyane besonders stark ist (> 40%). Die Veranderung
der Gehalte an monomeren Polyphenolen wahrend der alkoholischen Garung wurden bisher
hauptséachlich fir Rotwein untersucht (NAGEL und WULF 1979, GAO et al. 1997), wobei
beachtet werden muss, dass Rotwein Ublicherweise mittels einer langeren Maischegéarung
hergestellt wird. ROMMEL et al. 1992 geben die Verluste an Anthocyanen bei Brombeerwein
im Vergleich zum Brombeersaft mit 79% - 100% an, was sich mit den festgestellten
Ergebnissen bei Brombeerwein (80 - 85%) deckt, wobei die Abnahme beim
maischevergorenen Brombeerwein noch etwas héher ausfallt (85%) als beim saftvergorenen
Brombeerwein. Der Unterschied in der Abnahme der monomeren Anthocyane bei der
Vergarung von Sauerkirschwein (40 - 45%) und Brombeerwein (80 — 85%) hat vermutlich
zwei Hauptgriinde. Zum einen der im Vergleich zu Brombeersaft und —wein hohe Gehalt des
Sauerkirschsaftes und —weines an farblosen monomeren Polyphenolen. Die farblosen
monomeren Polyphenole, wie z.B. Chlorogensaure, vermdgen die Anthocyane durch
Copigmentierung zu stabilisieren (WILSKA-JESZKA und KROZUCHOWSKA 1996), so dass
ihre Abbaurate bei der Vergarung im Vergleich zu den ,schutzloseren® Anthocyanen im
Brombeersaft verringert wird. Zum anderen ist die Art und Position des gebundenen Zucker
bzw. der gebundenen Zucker wichtig fir die Stabilitdt von Anthocyanglykosiden wahrend der
Vergarung von Fruchtweinen (TSUKUI et al. 1996). Die Verluste der monomeren
Polyphenole sind auf Kondensations- und Polymerisationsreaktionen wahrend der
alkoholischen Garungen zurlckzufihren (BAKKER et al. 1986, FRANCIA-ARICHA et al.
1997, GAO et al. 1997).

Dass sich die deutlichen Verluste an monomeren Polyphenolen kaum in der antioxidativen
Kapazitdt und dem Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu widerspiegeln, lasst den
Schluss zu, dass die bei der Garung gebildeten Polymerisations- und
Kondensationsprodukte ebenfalls antioxidativ wirksam sind. Aber auch hier kann der sehr
hohe Verlust an monomeren Polyphenolen, speziell Anthocyanen, im Hinblick auf
Bioverfligbarkeit und mdgliche in vivo Effekte als negativ angesehen werden. Daher ist der
Saft dem entsprechenden Wein vorzuziehen, auch wenn im Falle von kommerziell Apfelwein
und Apfelsaft, der Wein eine im Durchschnitt deutlich hdhere antioxidative Kapazitat
aufweist.

6.3.8. Bedeutung der Ergebnisse fiir die Herstellung von Fruchtsaft

Aus den Ergebnissen der Veradnderung der antioxidativen Kapazitdt und des
Polyphenolgehaltes bei den verschiedenen untersuchten Herstellungsprozessen flr
Fruchtsafte lassen sich finf grundlegende Thesen flr die Herstellung eines Fruchtsaftes mit
einer méglichst hohen antioxidativen Kapazitat ableiten:

1. Die Wabhl der richtigen, polyphenolreichen Rohware, da diese die Grundlage fir eine
hohe antioxidative Kapazitat im spateren Produkt darstellt.

2. Eine Erhitzung des frischen Presssaftes zur Inaktivierung fruchteigener
Polyphenoloxidasen.

3. Moglichst wenig Prozessschritte fir die Herstellung eines Fruchtsaftes oder —nektars,
da jeder Prozessschritt die antioxidative Kapazitat des Fruchtsaft verringert.

4. Ein zlgiger und logistisch gut durchdachter Herstellungsprozess, um unnétige
Standzeit des Fruchtsaftes, die eine Verringerung der antioxidativen Kapazitat durch
Oxidation verursachen, méglichst zu vermeiden.

5. Vermeidung von Prozessschritten und BehandlungsmaBnahmen, die eine starke
Abnahme der antioxidativen Kapazitat verursachen.
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Bei Berlcksichtigung dieser Thesen kann die antioxidative Kapazitéat bei der Herstellung von
Fruchtsaften erhéht und das in der Frucht enthaltene Potential an antioxidativer Kapazitat
besser in den Fruchtsaft transferiert und erhalten werden. Dies bedeutet eine deutliche
Aufwertung von Fruchtsaft als gesundes Lebensmittel.

Die Entwicklung eines Antioxidansgetrankes auf der Basis polyphenolreicher Beerenséfte
zeigt, dass mit Fruchtsaften Produkie mit einer héher antioxidative Kapazitaten als beim
VergleichsmaBstab Rotwein erreicht werden kdnnen. Solche Séfte sind sozusagen
naturliche ,funktionelle® Lebensmittel ohne Zusatzstoffe.

6.4. Wirtschaftliche Bedeutung der Ergebnisse

Die Fruchtsaftindustrie erhalt durch die Ergebnisse die Mdglichkeit, die aktuellen
Erkenntnisse Uber die antioxidativen und gesundheitspraventiven Wirkungen von
Polyphenolen in der Praxis der Getrankeherstellung umzusetzen. Die Bedeutung der
Polyphenole als Fruchtinhaltsstoffe sollte in der Fruchtsaftindustrie zukiinftig mehr unter dem
Aspekt ihrer positiven Eigenschaften, ihren positiven Wirkungen auf die menschliche
Gesundheit, betrachtet werden. Das Image der Polyphenole muss sich weg vom geduldeten
Problemstoff hin zum wertgebenden Inhaltsstoff entwickeln.

Es konnten fir den in Deutschland meistgetrunkenen Apfelsaft, der eine vergleichsweise
niedrige antioxidative Kapazitat besitzt, Wege und Méglichkeiten zu Erhéhung und Erhaltung
der antioxidativen Kapazitat erarbeitet werden. Aber besonders Beerensafte erhalten unter
dem Aspekt des antioxidativen Potentials durch die Ergebnisse eine neue positive
Bedeutung und sollten in der Zukunft als hochwertiges Naturprodukt betrachtet werden und
mehr Verwendung finden. Beerenséfte sind die geeignete Basis zur Entwicklung neuartiger
Getranke mit besonderer Berlcksichtigung der antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe.
Derartige Getréanke kénnten zudem interessante sensorische und optische Eigenschaften
aufweisen. Hiervon kdnnen gerade kleine und mittelstandische Herstellerbetriebe profitieren,
die wegen ihrer Grosse flexibler auf neue Entwicklungen reagieren und wegen kleiner
Verarbeitungsmengen leichter durch Auswahl der Rohware Einfluss auf die
Zusammensetzungen des Endproduktes nehmen koénnen. Die Verbesserung des
gesundheitlichen Nutzen von Fruchtsaften fihrt, wenn der Verbraucher richtig informiert wird
(Werbung), sicherlich zu einem Umsatzzuwachs, da weite Bevodlkerungskreise schon aus
Bekdmmlichkeitsgrinden daran interessiert sind, dass gesundheitsprophylaktisch wichtige
Fruchtinhaltsstoffe bei der Saftverarbeitung erhalten werden. Das groBe Marktpotential von
Produkten mit einem gesundheitlichem Zusatznutzen, den sogenannten ,Wellness-Produkte*
oder von ,Functional Food®, wird in vielen Marktanalysen hervorgehoben (Quellen:
Informationsschriften der Firmen Wild AG, Haarmann und Reimer AG, H.K.K.W. Trendb(iro
Hamburg, Anonymus 1998). Ein Getrank, das reich ist an antioxidativ wirksamen
Inhaltsstoffen, kann mit Sicherheit als ,Wellness-Produkt” oder ,Functional Food* bezeichnet
werden.

Der Ansatz des Forschungsprojektes bietet die Méglichkeit, andere Frichte und vor allem
Gemuse als Quelle fir bioaktive Wirkstoffe, nicht nur Polyphenole, zu entdecken und zu
untersuchen. Gerade Gemilse mit seinen vielféltigen bioaktiven Wirkstoffen ist eine
interessante Herausforderung. Um Gemiise und seine bioaktiven Wirkstoffe trinkbar und fr
einen breiteren Konsumentenkreis attraktiv zu machen, bedarf es wegen mangelnder
Erfahrung mit der Verarbeitung der meisten Gemuise noch intensiver Versuchsarbeiten zu
den Médglichkeiten der Verfahrenstechnologie. Aus einem Gemuseprodukt mit neuen
interessanten Eigenschaften kénnten z. B. in Verbindung mit Fruchtsaft oder anderen
Getranken vollig neuartige Getranke entwickelt werden.
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7. Zusammenfassung:

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch Stufenkontrollen bei der Herstellung von
Fruchtsaften zu klaren, welchen Einfluss klassische und moderne Verfahrenstechnologien
auf die antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe von Apfel- und Beerensaften haben. Bei diesen
antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen handelt es sich in Fruchtsaften hauptsachlich um die
komplexe Stoffgruppe der Polyphenole, der viele positive Effekt auf die menschliche
Gesundheit nachgesagt werden. Neben der Verfahrenstechnik der Fruchtsaftherstellung
werden der Einfluss der Sorte, des Reifezustandes und der Lagerung auf die antioxidative
Kapazitdt und die Polyphenole im Fruchtsaft untersucht. Die wichtigsten antioxidativ
wirksamen Inhaltsstoffe in Apfel- und Beerensaften sind die Polyphenole und bei einigen
Beerensaften die L-Ascorbinsdure, vor allem beim schwarzen Johannisbeersaft. Die beiden
hauptséchlich untersuchten Fruchtsafte Apfel- und schwarzer Johannisbeersaft werden
exemplarisch ausgewahlt, da sie sich deutlich im Spektrum und Gehalt der Polyphenole
sowie im L-Ascorbinsduregehalt und im Herstellungsprozess unterscheiden. Weiterhin
werden Stufenkontrollen bei der Herstellung von Holunder-, Brombeer-, Stachelbeer- und
Sauerkirschsaft sowie bei der Herstellung von Fruchtweinen vorgenommen und die
Veranderung von antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen bei der Reifung von Erdbeeren
untersucht.

Zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat in wéassrigen Proben wurde der ABTS™-
Radikalkationen-Test verwendet, der den Anforderungen entsprechend modifiziert wurde.
Fehlerquellen der Bestimmung konnten erkannt und beseitigt werden. Das angewendete
Messprinzip besitzt zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat einen geringen Zeit- und
Materialaufwand und erlaubt daher einen hohen Probendurchsatz.

Eine neue Methode zur Analytik der Polyphenole mittels HPLC an einer fluorierten RP-Phase
und einer Detektion mittels DAD und ECD wurde entwickelt. Die Methode weist eine gute
Reproduzierbarkeit und eine gute Trennung der Polyphenole auf, ermdglicht die gleichzeitige
Analyse von Anthocyanen und anderen Polyphenolen und ist durch die Verwendung der
beiden Detektionssysteme empfindlich und aussagekraftig.

Drei Anthocyane aus schwarzem Johannisbeersaft und zwei Polyphenole aus Apfelsaft, die
kommerziell nicht erhaltlich sind, konnten isoliert werden.

Es konnten klare Aussagen Uber die Einflisse der Verarbeitungstechnik auf die antioxidative
Kapazitat von Apfel- und Beerenséften getroffen werden. Anhand der Ergebnisse kdnnen
Empfehlungen fur das Erhalten und Erreichen einer mdglichst hohen antioxidativen Kapazitat
und die Optimierung des Polyphenolgehalt bei der Herstellung von Apfel- und Beerenséften
ausgesprochen werden. Es zeigt sich grundsatzlich, dass Beerensafte aufgrund der hohen
Polyphenolgehalte eine deutlich bessere Quelle fir Antioxidantien in der menschliche
Ernahrung sind, als Apfelsafte mit vergleichsweise eher geringen Polyphenolgehalten. Als
wichtigste EinflussgréBe zum Erreichen einer hohen antioxidativen Kapazitat im Endprodukt
zeigte sich die Wahl der Rohware. Verschiedene untersuchte Apfel- bzw. schwarze
Johannisbeersorten unterscheiden sich teilweise erheblich in ihren Gehalten an antioxidativ
wirksamen Inhaltsstoffen. Bei der Herstellung von Apfelsaft wurden die Einflisse auf die
antioxidative Kapazitat von Maischestandzeit, Entsaftung, fruchteigener Polyphenoloxidasen,
industriellen Entsaftungssystemen, Separation, thermischer Belastung, Lagerung, Schénung
mit Gelatine, Ultrafiltration, der Stabilisierung von ultrafiltriertem Saft mit PVPP oder
Adsorberharz und Laccase/O2-Behandlung mit anschliessender Ultrafiltration untersucht und
bewertet. Bei der Entsaftung werden nur 32% der antioxidativen Kapazitat und 43% der
Polyphenole von der Fruchtmaische in den Saft transferiert, was einen erheblichen Verlust
darstellt. Es zeigte sich, dass eine Maischestandzeit von max. 1 Stunde oder eine
Maischeerhitzung auf 60°C die Ausbeute an antioxidative wirksamen Substanzen deutlich
erhéhen. Horizontalpresse und Dekanter ergaben bei der Entsaftung der gleichen Maische
hnliche Werte fir die antioxidative Kapazitat, unterschieden sich aber trotz &hnlichem
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu in den Gehalten an monomeren Polyphenolen.
Bezogen auf den frischen Presssaft wurden bei der Herstellung von naturtribem Apfelsaft
ein Verlust an antioxidativer Kapazitat und einzelnen Polyphenolen durch Separation und
Oxidation von 20 — 40% festgestellt. Die drei Verfahren zur Herstellung von stabilem klarem
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Apfelsaft in Verbindung mit der Ultrafiltration zeigten hohe Verluste an antioxidativer
Kapazitat von 45 — 75% und waren der klassischen Gelatine-Schénung mit Verlusten von 25
- 40% unterlegen. Bei der Herstellung von schwarzem Johannisbeersaft wurden die
Einflisse auf die antioxidative Kapazitat von Entsaftung, Separation, thermischer Belastung,
Schénung mit Gelatine, Behandlung mit PVPP oder Bentonit und Konzentratherstellung
untersucht und bewertet. Bei allen untersuchten Verarbeitungsschritten zur Herstellung von
schwarzem Johannisbeersaft lag die prozentuale Abnahme der antioxidativen Kapazitat und
der Polyphenole um 10 - 15% und damit geringer als beim Apfelsaft. Die
Maischeerwarmung und —enzymierung erweist sich als glnstig, da die Extraktion der
Polyphenole verbessert wird und durch die Temperatur fruchteigene Polyphenoloxidasen
inaktiviert werden. Holunder-, Brombeer- und Sauerkirschsaft zeigt sich wahrend der
Herstellung ahnlich stabil (prozentuale Abnahmen < 20%). Auch bei diesen stark rot
gefarbten Saften ist die Schénung mit Gelatine die gilnstigste Methode zur Klarung des
Saftes. Héhere Gehalte an antioxidativ wirksamen Substanzen und der dadurch bedingte
geringere Einfluss einer mengenmanig gleichen Abnahme sowie eine geringere Aktivitat von
fruchteigenen Polyphenoloxidasen sind der Grund fir diesen Unterschied zwischen den
untersuchten stark rot gefarbten Saften und dem Apfelsaft.

Thermische Belastung verandert die antioxidative Kapazitadt trotz Abnahme von
Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und den Gehalten an monomeren Polyphenolen
nicht. Als Grund hierflr wird vermutet, dass sowohl durch Warmeeinwirkung entstehende
polymere oder kondensierte Polyphenole, wie auch bei langerer Warmeeinwirkung im Saft
entstehende Produkte aus Zuckern, EiweiBen und eventuell auch Polyphenolen, wie
Maillard-Produkte oder Reduktone, eine hohe antioxidative Kapazitat besitzen.

Die Lagerung verringert die antioxidative Kapazitdt von tribem Apfelsaft und tribem
Holundersaft vor allem durch das Ausfallen des Trubes, verandert sich bei klarem Apfelsaft
aber nicht, obwohl deutlich Veranderungen bei den Polyphenolen festgestellt werden. Dafir
werden dhnliche Griinde wie bei Warmeeinwirkung angenommen.

Bei der Herstellung von Fruchtweinen verdndert sich wahrend der Vergarung die
antioxidative Kapazitdt kaum, wahrend die Gehalte an monomeren Polyphenolen stark
absinken. Die bei der Vergarung entstehenden Kondensations- und Polymerisationsprodukte
mussen daher eine mit der Summe der monomeren Bausteinen vergleichbare antioxidative
Kapazitat aufweisen.

Unter Berlcksichtigung der Bioverflgbarkeit ist ein Verlust an monomeren Polyphenolen
durch BehandlungsmaBnahmen oder eine Vergarung, auch wenn keine Abnahme der
antioxidativen Kapazitat beobachtet wird, als negativ zu beurteilen und daher zu vermeiden.
Speziell die thermische Belastung sollte daher so gering wie mdéglich gehalten werden.
Basierend auf den Ergebnissen konnten klare Empfehlungen flir die Herstellung von
Fruchtsaften mit mdglichst hoher antioxidativer Kapazitdt und einem hohen Gehalt an
monomeren Polyphenolen ausgesprochen werden:

1. Die Wahl der richtigen, polyphenolreichen Rohware.

2. Eine Erhitzung des frischen Presssaftes zur Inaktivierung fruchteigener
Polyphenoloxidasen

3. Moglichst wenig Prozessschritte fir die Herstellung eines Fruchtsaftes oder —nektars,
4. Ein zlgiger und logistisch gut durchdachter Herstellungsprozess, um unnétige
Standzeit des Fruchtsaftes méglichst zu vermeiden.

5. Vermeidung von Prozessschritten und BehandlungsmaBnahmen, die eine starke
Abnahme der antioxidativen Kapazitat verursachen.

Es konnte die Mdglichkeit zur Entwicklung eines Antioxidansgetrdnkes auf Basis von
Beerensaften aufgezeigt werden.

Die Fruchtsaftinhaltsstoffe Polyphenole wurden auf eine neue Art betrachtet und ihre
Veranderungen im Herstellungsprozess beurteilt. Die Ergebnisse kbénnen der
Fruchtsaftindustrie zur Hinterfragung von Herstellungsprozessen im Hinblick auf die
antioxidative Kapazitdt und zur Entwicklung neuartiger Produkte in Richtung
»Antioxidansgetrank® dienen.
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8. Summary:

The objective of the work is the determination of the influence of modern and classic
processing techniques on the antioxidant constituents in apple and berry juices by stepwise
control during the production process of the fruit juices. Those antioxidant constituents in fruit
juices are mainly represented by a group of compounds called polyphenols, which meant to
have many positive effect on human health. Further determinations are performed about the
influence of the variety, the ripeness and juice storage on the antioxidative capacity of the
fruit juices. The most important antioxidative compounds in apple and berry juices are the
polyphenols and in some berry juices L-ascorbic acid especially in blackcurrant. Apple and
blackcurrant juice were chosen because of their great differences in amount and spectra of
polyphenols, the amount of L-ascorbic acid and the production process. Stepwise control in
the production of elderberry, blackberry, gooseberry and sour cherry juice are also carried
out. The changes in antioxidative capacity and the contents of antioxidative compounds are
also determined during fruit wine production and the ripening of strawberry.

The antioxidative capacity was performed by the ABTS"-radicalcation-assay which was
modified to meet the present demands. Methodological sources of error could be detected
and were eliminated. The used principle of measurement for evaluating the antioxidative
capacity is fast and effective.

A new method for the analysis of polyphenols by HPLC was developed using a fluorinated
RP-phase and Diode-Array-Detection (DAD) and Electrochemical-Detection (ECD). A good
separation of the single polyphenols, simultaneous analysis of colourless polyphenols and
anthocyanins and a sensitive and informative detection using two detection systems were
achieved.

Three anthocyanins from blackcurrant juice and two polyphenols from apple juice, all
commercially not available, could be isolated.

Due to their high polyphenol contents, most berry juices are generally a better source of
antioxidants in human nutrition than apple juice, which contains lower amounts of
polyphenols. The variety has the greatest influence on the antioxidative capacity of apple and
blackcurrant juice. The amounts of antioxidative components differ widely in different apple
as well as blackcurrant varieties. Choosing a polyphenol-rich variety appeared to be the
basis for a high antioxidative capacity in the juice.

The influence of mash treatment, mash extraction, apple polyphenol oxidase, industrial
extraction system, separation, thermal treatment, storage, fining with gelatine, ultrafiltration
with following stabilisation by PVPP or adsorber resin and laccase/O, treatment followed by
ultrafiltration on apple juice during processing were studied and discussed. The extraction of
the mash transfers only 32% of the potential antioxidative capacity and 43% of the
polyphenols into the juice and could be considered as the processing step causing the
greatest loss during juice production. Mash treatment, e.g. a hold for one hour or heating to
60°C, improves the yield of antioxidants after extraction. Different extraction systems such as
horizontal press and decanter yield the same antioxidative capacity but different amounts of
individual polyphenols, even though the total polyphenols (measured by the Folin-Ciocalteu
method) are similar. Oxidation processes during production and separation decrease the
antioxidative capacity and the polyphenols of freshly pressed apple juice 20 to 40%, which
could be inhibited by heating of the freshly pressed juice to 55°C. All modern processing
techniques for the production of a clear juice using ultrafiltration strongly reduce antioxidative
capacity as well as the polyphenols (40 — 75%), while fining with gelatine is more gentle (25
— 40% decrease). Therefore, fining with gelatine is the favoured method for apple juice
clarification. Generally, under the here applied criteria cloudy apple juice could considered to
be superior to its clear counterpart.

The influence of mash extraction, separation, thermal treatment, fining with gelatine,
treatment with PVPP and bentonite and concentration process on blackcurrant juice during
processing were studied and discussed. Decrease of antioxidative capacity and polyphenols
during blackcurrant juice processing (extraction, separation, pasteurisation) is 10 to 15%,
which is reasonably lower than observed decrease in apple juice processing. Mash heating
and depectinisation is recommended due to a better extraction of polyphenols from the mash
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(59% antioxidative capacity, 64% polyphenols) and inhibition of polyphenoloxidase activity
via temperature induced protein denaturation. Thermal treatment during the concentration
process hardly reduces the antioxidative capacity and total polyphenols (Folin-Ciocalteu) but
causes a massive decrease in the amounts of individual polyphenols, especially the
anthocyanins. Therefore, the concentration process could not be recommended when
refering to recent data on the bioavailability of anthocyanins.

Elderberry, blackberry and sour cherry show comparable stability during processing
(decrease < 20%). As the generally recommended method for the clarification of berry juices
occurs the fining with gelatine.

The higher amounts of antioxidants and a lower activity of polyphenol oxidases are most
likely responsible for the difference in stability during processing of high coloured berry juice
and apple juice. Storage of clear juices, apple and elderberry juice, reduces the total
polphenols as well as the indiviual polyphenols while the antioxidative capacity remains
constant. Formation of new antioxidative compounds, polymeric phenols, maillard product
etc., during storage is suggested as a possible reason for the constant antioxidative capacity.
Fermentation during fruit wine processing hardly effects the antioxidative capacity while the
amounts of individual polyphenols are drastically reduced. Taking this observation into
account condensation and polymerisation products formed during fermentation should
posses a similar antioxidative capacity as their basic molecules.

Based on the results, clear recommendations for fruit juice production can be confirmed in
order to achieve the highest possible antioxidative capacity and an optimised amount of
polyphenols:

1. The choice of polyphenol-rich fruits is the basis for high antioxidative capacity in the juice.
2. Heating of mash or freshly pressed juice to inactivate polyphenol oxidases.

3. A minimisation of processing steps during fruit juice production to avoid unnecessary
reductionsof antioxidative capacity and polyphenols.

4. Fast and effective processing lines to avoid unnecessary hold time.

5. Avoiding all processing steps and juice treatments causing a high reduction of
antioxidative capacity and individual polyphenols.

The possibility of the development of an antioxidant-rich beverage based on various berry
juices could be demonstrated.

Polyphenols as fruit juice ingredients were considered from a new point of view and their
changes during fruit juice processing were newly valued.

The results represent a useful tool for the fruit juice industry to evaluate fruit juice processing
with the focus on antioxidative capacity and individual polyphenols and provide information
for the development of new products with a high antioxidative capacity.
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