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Zusammenfassung

Karotten spielen weltweit flr die menschliche Erndhrung eine wesentliche Rolle. Sie sind
deshalb Gegenstand vielfaltiger Forschung. Die hier vorgelegte systematische Erfassung der
wichtigsten wertgebenden Inhaltsstoffe in Kulturméhren und Wildmohren liefert daher einen
Beitrag, den derzeitigen Stand der Forschung zusammenzufassen und eine Grundlage fir
neue Forschung, nicht zuletzt auf dem Gebiet der Ziichtung, zu geben. Es wurden 100
Genotypen (Sorten) Kulturméhren und 104 Genotypen Wildméhren auf die Carotinoide a-
und B-Carotin, Lycopin und Lutein sowie auf die Polyacetylene Falcarinol, Falcarindiol und
Falcarindiol-3-Acetat untersucht und deren Konzentration pro 100 g Frischmasse (FM)
bestimmt.

Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde durch jeweils drei Wiederholungen der
Bestimmung gesichert. Fir die — wirtschaftlich sinnvolle - gleichzeitige Extraktion der
Carotinoide und Polyacetylene aus den Karotten wurde ein neues Verfahren entwickelt.
Durch beschleunigte Lésungsmittelextraktion (ASE) aus gefriergetrocknetem Karottenpulver
wurden in einer ersten und einzigen Extraktion etwa 60 % bis 70 % der gesuchten
Inhaltsstoffe aus der Probe geldst. Damit ist das neu entwickelte Extraktionsverfahren
gegeniiber herkdmmlichen Verfahren der Extraktion von Carotinoiden und Polyacetylenen
aus Karotten um ein Mehrfaches schneller und effizienter.

In den untersuchten Wurzeln der Kulturméhren wurden fiir a-Carotin Gehalte von 0,00 bis
3,66 mg/100 g FM, fir B-Carotin von 0,28 bis 45,24 mg/100 g FM und fiir Lutein von 0,00 bis
2,93 mg/100 g FM gemessen. In den meist weiBen Wurzeln der untersuchten Wildméhren
fanden sich fir a-Carotin Gehalte von 0,00 bis 4,06 mg/100 g FM, flr B-Carotin von 0,00 bis
69,96 mg/100 g FM, fiir Lycopin von 0,00 bis 0,54 mg/100 g FM und fir Lutein von 0,00 bis
8,20 mg/100 g FM.

Polyacetylene konnten in signifikanter Konzentration insbesondere in Wildméhren gemessen
werden. Die Konzentrationen lagen in Wildmdhren fir Falcarinol bei Werten von 0,42 bis
107,30 mg/100 g FM, flr Falcarindiol bei Werten von 1,09 bis 465,22 mg/100 g FM und fir
Falcarindiol-3-Acetat bei Werten von 0,32 bis 39,96 mg/100 g FM. In Kulturméhren betrug
die Bandbreite der Konzentrationen flir Falcarinol 0,08 bis 28,11 mg/100 g FM, fir
Falcarindiol 0,82 bis 42,40 mg/100g FM und fir Falcarindiol-3-Acetat 0,16 bis
14,93 mg/100 g FM.

Ein  Zusammenhang zwischen hohen Polyacetylenkonzentrationen und hohen
Zuckergehalten konnte in Kulturméhren festgestellt werden. Dies lasst den Schluss zu, dass



ein durch hohe Polyacetylenkonzentrationen bedingter Bittergeschmack in Kulturméhren in
der Regel durch einen hohen Grad an SiiBe maskiert wird.

Die Gehalte an Carotinoiden und Polyacetylenen sind in Kulturméhren im Wesentlichen
sortenspezifisch und kaum von &uBeren Bedingungen abhéngig. Diese Schlussfolgerung
ergibt sich aus der groBen Variationsbreite der Gehalte an Carotinoiden und Polyacetylenen
der unter gleichen duBeren Bedingungen kultivierten 100 Sorten Kulturméhren. Bestétigt
wird die Aussage durch den Vergleich mit den Ergebnissen der gleichzeitigen Feldversuche
an 10 Kulturméhrensorten an den zwei Standorten Krakow (Polen) und Quedlinburg
(Deutschland) Gber zwei Jahre. Von entscheidendem Gewicht ist danach der spezifische
genetische Einfluss des jeweiligen Genotyps auf die Bildung nicht-fliichtiger Inhaltsstoffe.
Auch die unterschiedlichen Reaktionen der verschiedenen Genotypen auf die konkreten
Standortbedingungen sind maBgeblich genetisch determiniert.

Die gleichzeitige Untersuchung von Blattmaterial und Wurzeln der 100 untersuchten
Kulturméhrensorten bestétigt die Vermutung, dass die Synthese der untersuchten
Carotinoide und Polyacetylene in den Blattern und Wurzeln der Pflanzen auf
unterschiedlichen Wegen erfolgt.

Eine Korrelation zwischen den flichtigen Inhaltsstoffen des Blattwerks der untersuchten
Kulturméhren und den untersuchten nicht-fllichtigen Inhaltsstoffen der Wurzeln besteht nicht.
Ein Schnelltest des Blattwerks fiir Vorernteuntersuchungen von Karottenwurzeln kann daher
nicht entwickelt werden.

Ontogeneseversuche an je zwei Genotypen Wild- und Kulturméhren bestatigten den
maBgeblichen Einfluss der genetischen Disposition auf Zeitpunkt und Ausmaf der Bildung
von Carotinoiden und Polyacetylenen. Bei Kulturméhren zeigte Kéltestress demgegeniber
keine signifikanten Auswirkungen auf den Gehalt der untersuchten Carotinoide und
Polyacetylene.



Summary

Carrots play an important role in the human nutrition all over the world. Therefore, they have
been in the focus of a varied research for a long time. The data which are presented in this
study provide a comprehensive overview of the present research on carrots, new aspects of
the genetic diversity of carrots and a good basis for further research projects on carrots.

The content of the non-volatile compounds in carrot including carotenoids, polyacetylenes
and sugars were screened in 100 genotypes of cultivated carrots and 104 genotypes of wild
carrots. Carotenoids included a- and B-carotene as well as lutein and lycopene. As key
compounds of the polyacetylenegroup falcarinol (FaOH), falcarindiol (FaDOH) and
falcarindiol-3-acetate (FaDOH-3-acetate) were detected. All contents were calculated in
milligram per 100 gram fresh weight (fw).

For a better reproducibility and subsequent statistical computations of the datasets each
genotype was cultivated three times and analysed twice by HPLC. For simultaneous
extraction of the non-volatile carotenoids and polyacetylenes a new accelerated extraction
method was developed. Using accelerated solvent extraction (ASE), 60 % to 70 % of
carotenoids and polyacetylenes could be simultaneously extracted from lyophilised carrot
powder during the first extraction. For this reason this newly developed extraction process
linked with a fast HPLC-DAD and HPLC-MS analysis is faster and more efficient than the
established methods.

In the cultivated carrot genotypes a-carotene contents between 0.00 a 3.66 mg/100 g fw, B-
carotene contents between 0.28 and 45.24 mg/100 g fw and lutein contents between 0.00
and 2.93 mg/100 g fw could be detected.

The carotenoid contents of the mostly white coloured wild carrot genotypes vary for a-
carotene between 0.00 and 4.06 mg/100 g fw, for B-carotene between 0.00 and 69.96
mg/100 g fw, for lutein between 0.00 and 8.20 mg/100 g fw and for lycopene between 0.00
and 0.54 mg/100 g fw.

Significant polyacetylene contents were detected not only in wild carrot genotypes but also in
the cultivated carrots. The polyacetylene contents in wild carrot genotypes for FaOH spread
from 0.42 to 107.30, for FaDOH from 1.09 to 465.22 and for FADOH-3-acetate from 0.32
to 39.96. In cultivated carrots the FaOH contents varied between 0.08 and 28.11 while the
contents for FaDOH varied between 0.82 and 42.40 and for FaDOH-3-acetate between 0.16
and 14.93.



A positive correlation between polyacetylenes and sucrose contents in cultivated carrots
could be detected. This effect leads to the conclusion that the bitter taste in cultivated carrots
is mostly masked by high sugar contents and the sweet taste.

The carotenoid and polyacetylene contents in cultivated carrots are mostly influenced by the
genetic background of the plant; environmental factors have only minor influence. This
conclusion based on the wide-spread carotenoid and polyacetylene contents detected in 100
genotypes of cultivated carrots which were cultivated under uniform conditions. These results
correspond to those from a biennial field trial conducted in Quedlinburg (Germany) and
Krakow (Poland) in which 10 genotypes of cultivated carrots were analysed for their non-
volatile compounds. In this study it was found that the genetic background has the main
influence on the contents of the non-volatile compounds in the carrots in contrast to the
influence of the growing place. A simultaneous detection of the non-volatile compounds in
the carrot leaves and roots leads to the conclusion that there are separate biosynthesis
pathways for carotenoids and polyacetylenes in carrot roots and leaves.

An analysis of the volatile and non-volatile compounds in the roots of 100 cultivated carrot
genotypes showed that there is no correlation between volatile and non-volatile compounds
in the carrot root. Therefore, a rapid test for early selection of carrot roots is not possible.

Ontogenesis studies realised on two cultivated and two wild carrot genotypes confirmed the
thesis that the content of carotenoids and polyacetylenes is mainly genetically controlled. An
influence of cold stress on the contents of non-volatile compounds in cultivated carrots has
not been found.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

In der menschlichen Ernahrung spielt die Wurzel der Kulturméhre, auch Karotte (Daucus
carota ssp sativus) genannt, aufgrund ihres stBlichen Wohlgeschmacks sowie ihrer guten
Vertraglichkeit [Heilpflanzen-Welt, 2010] eine wichtige Rolle: Sie ist das erste verarbeitete
Lebensmittel, welches Kinder in Form von Brei bzw. Saft zu sich nehmen. Auch in der
Folgeernahrung der Menschen hat die Karotte einen nicht unerheblichen Stellenwert in Form
von Saften und Saftzusétzen, als rohe/gekochte Gemisebeilage oder als féarbender
Zusatzstoff in veredelten Produkten der Lebensmittelindustrie [Britton et al., 2004].
Karottenpraparate wie z. B. Karottensamendl werden auBerdem in der Kosmetik- und in der
Pharmaindustrie verwandt [Heilpflanzen-Welt, 2010]. Von den Inhaltsstoffen der Karotte sind
die chemischen Gruppen der Carotinoide und Anthocyane wegen ihrer antioxidativen
Wirkung sowie die Gruppe der Polyacetylene wegen ihres antikanzerogenen Potenzials von
besonderer Bedeutung. Wegen des bitteren Fehlgeschmacks der Polyacetylene sind deren
Gehalte dartber hinaus fir die direkte Vermarktung und die Lebensmittelindustrie von
Interesse, da ein bitterer Geschmack in der Karotte bei den Verbrauchern auf Ablehnung
st6Bt. AuBerdem sind die Polyacetylenkonzentrationen von groBem Interesse fir die
pharmazeutische Industrie, welche aufgrund des hohen antikanzerogenen Potenzials der
Polyacetylene ein gesteigertes Interesse an einer wirtschaftlichen Gewinnung aus Pflanzen
hat.

Da Kulturméhren neben Carotinoiden und Polyacetylenen besonders Uber einen hohen
Gehalt an l6slichen Kohlenhydraten verfligen, welcher maBgeblich zu dem typischen
Karottengeschmack beitragen, wird in vielen Fallen der bittere Geschmack von
Polyacetylenen durch den stiBen Eindruck, welcher auf die Kohlenhydrate zuriickzufiihren
ist, maskiert. Neben den Kulturméhren stehen die Wildmd&hren in neuerer Zeit im Fokus der
Wissenschaft. Wildmoéhren weisen im Gegensatz zu den Kulturméhren recht stark verholzte
Wurzeln sowie haufig einen bitteren Geschmack auf, was auf hohe Gehalte an
Polyacetylenen schlieBen lasst und sie damit fir pharmazeutische Zwecke interessant
macht. Fur eine Auswahl der Genotypen von Kultur- und/oder Wildméhren, die wegen ihrer
Carotinoid- und Polyacetylengehalte in den Fokus weiterer Forschung und Entwicklung
gestellt werden kdnnten, fehlt es an einer systematischen Erfassung der Inhaltsstoffe von
Karotten.
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1.1 Thematische Einleitung

1.1.1 Wirtschaftliche Bedeutung und Konsumgewohnheiten von Daucus carota L.

In Deutschland gehort Daucus carota L., wie der Abbildung 1-1-1 zu entnehmen ist, mit
einem Anbauvolumen von 10.500 Hektar zu der zweitwichtigsten Gemuseart.
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Abbildung 1-1-1:  Anbau von Freilandgemise in Deutschland im Jahr 2009 in ha nach Behr, 2010 [Behr, 2010]

Sowohl die Anbauflache als auch die Ertragszahlen sind von 2004 bis heute relativ
kontinuierlich gestiegen (siehe Tabelle 1-1-1).
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Tabelle 1-1-1: Karottenerzeugung in der EU von 2004 bis 2009 in 100 t nach Behr, 2010 [Behr, 2010]
Produktionsland 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Belgien 292 239 236 235 235
Danemark 62 62 69 69 5 5
Deutschland 554 516 504 562 547 570
Griechenland 36 37 37 45 48 o
Spanien 445 478 489 426 398 404
Frankreich 672 659 625 590 557 600
Irland 23 . . . . .
ltalien 607 602 620 565 595 624
Luxemburg 0 0 0 0 0 0
Niederlande 471 487 541 543 496 515]
Portugal 54 . . . . .
GroBbritannien 671 718 701 752 737 750
Ostereich 81 79 77 74 81 84
Schweden 110 97 116 89 92 102
Finnland 57 67 57 68 61 .
EU-15 4.135 4.118 4.149 4.095 3.994 4.140
Tschechien 30 25 25 28 .

Estland 8 10 9 14 12
Lettland 33 35 32 30 36
Litauen 67 72 38 58 52
Ungarn 107 80 84 78 75 .
Zypern 2 2 2 2 2 2
Malta 2 1 1 2 1 1
Polen 928 929 833 938 817 913
Slowenien 3 3 3 3 3
Slowakei 16 11 13 8 9
Bulgarien 34 14 13 10 13 .
Rumaénien 98 153 194 114 151 163
EU-27 5.463 5.453 5.396 5.380 5.191 5.443

2009 lag der Karottenertrag in Deutschland bei 570.000 Tonnen, was einem Ertrag pro
Hektar von 545 dt entspricht. Zusétzlich zu der in Deutschland produzierten Menge wurden
2009 noch 242.835 t Karotten importiert [Behr, 2010] (siehe Tabelle 1-1-2), vor allem fiir das
Bio-Segment, welches sich in Deutschland einer steigenden Nachfrage erfreut. Diese
Importe stammen Uberwiegend aus Israel. Der Karottenexport aus Deutschland betrug
demgegenuber im Jahr 2009 nur 54.000 t (siehe Abbildung 1-2).

Tabelle 1-1-2: Méhrenanbau von Karotten in Deutschland von 2005 bis 2009 nach Behr, 2010 [Behr, 2010]
Mbhrenanbau in Deutschland 2005 2006 2007 2008 2009
Erntemenge (1.000 t) 516 504 562 547 570
Flachenertrage (dt/ha) 524 502 550 535 545
Anbauflache (ha) 9.858 10.043 10.226 10.226 10.471
Mohrenimporte () 189.731 179.486 237.431 233.238 242.835
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Deutsche Ausfuhren von frischem Gemiise

Die wichtigsten Gemisearten Im Jahr 2008 (in 1.000 Tonnen)
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Abbildung 1-1-2:  Gemdiseausfuhr aus Deutschland im Jahr 2008 in 1.000 t nach Behr, 2010 [Behr, 2010]

Als Speisegemise ist die Karotte sehr beliebt. Im Jahr 2009 wurden pro Haushalt in
Deutschland 7,8 kg Karotten gekauft. Lediglich Tomaten erfreuten sich mit einem Verbrauch
von 10,3 kg pro Haushalt im Jahr 2009 als Gemise groBerer Beliebtheit [Behr, 2010] (siehe
Abbildung 1-1-3).

Die meistgekauften Gemiisearten in Deutschland

Top 10 der El 2008 in Kil jor

Frischgemise-Einkauf 2009:
63,2 Kilegramm cder
112,86 Euro
je Privathaushalt

HitliH

Abbildung 1-1-38:  Meistgekauftes Gemise in Deutschland im Jahr 2009 in kg nach Behr, 2010 [Behr, 2010]

Innerhalb der Européischen Union werden Karotten hauptsachlich in den Léndern Polen,
ltalien, Frankreich, GroBbritannien und Deutschland erzeugt (siehe Tabelle 1-1-1 und
Abbildung 7-1 im Anhang); im Jahr 2009 lag die Produktionsmenge dieser Lander insgesamt
bei 3.457.000 Tonnen. Dies entspricht etwa 63,5 % der Gesamtproduktion an Karotten in der
EU. Den groBten Anteil daran hat Polen mit nahezu kontinuierlich 900.000 Tonnen pro Jahr.
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Innerhalb der Welterzeugung von Karotten nimmt die EU nach Asien den zweiten Platz ein,
gefolgt von Nord- und Mittelamerika sowie Afrika (siehe Tabelle 1-1-3).

Tabelle 1-1-3: Weltweite Produktion von Karotten von 2003 bis 2008 in 1.000 t nach Behr, 2010 [Behr, 2010]
Produktionsland 2003 2004 2005 2006 2007 2008
EU 8.687 9.364 9.220 9.078 9.078 9.317
Afrika 1.146 1.206 1.215 1.199 1.257 1.199
Nord- und Mittelamerika 2.392 2.376 2.404 2.384 2.245 2.247
Stidamerika 954 954 983 1.054 1.052 1.122
Asien 10.522 11.610 11.805 12211 12.814 13.165
Ozeanien 371 368 381 330 337 337
Welt 24.072 25.878 26.008 26.256 26.783 27.387

Sowohl Ozeanien als auch Sidamerika tragen nur sehr wenig zur weltweiten
Karottenproduktion bei, die im Jahre 2008 eine Gesamtmenge von 27.387.000 Tonnen
betrug [Behr, 2010]. Daucus carota L. ist weltweit als Wildform (Daucus carota spp. carota)
anzutreffen und wird, wie der Abbildung 1-1-4 zu entnehmen ist, als Kulturform (Daucus
carota spp. sativus) in Europa, der Turkei/Afghanistan, im ostasiatischen Raum,
Sudaustralien, der Ostkiliste Lateinamerikas sowie an der Ost- und Westkiiste Amerikas
kultiviert. lhren genetischen Ursprung hat die Karotte jedoch im Gebiet des heutigen
Afghanistans.

Abbildung 1-1-4:  Weltkarte der Anbaugebiete von Daucus carota L. nach carrotmuseum [carrotmuseum, 2010]
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1.1.2 Gesundheitsférdernde Inhaltsstoffe in der Karotte

Neben ihren geschmacklichen Eigenschaften ist die Karotte vor allem wegen ihres
gesundheitsférdernden Potenzials sowohl bei den Konsumenten als auch in der Industrie
beliebt und wird vielseitig verwandt. Neben den ,klassischen* Verwendungsformen als Saft,
Brei, rohes und gekochtes Gemiise werden Karotten vor allem in der Industrie als Lieferant
natirlicher Farbstoffe und gesundheitsférdernder Zusatze genutzt [Olson, 1989; Simon,
1990]. Das Farbspektrum, welches durch den Einsatz von Inhaltsstoffen der Karotten als
farbende Lebensmittelzusétze erreicht werden kann, reicht von Hellgelb iber Orange, Rot
bis zu einem dunklen Violett. Die farbenden Substanzen stammen aus zwei chemischen
Gruppen von Inhaltsstoffen: zum einen aus der Gruppe der Carotinoide, zum anderen aus
der Gruppe der Anthocyane.

Hinsichtlich der gesundheitsférdernden Effekte stellen die Carotinoide die wichtigste Gruppe
von Inhaltsstoffen dar. Carotinoide wirken im menschlichen Kérper als Antioxidantien und
sollen in der Lage sein, vor Krebs und Hauterkrankungen zu schitzen [Kahkonen et al.,
1999; Leja et al., 2003; Leja et al., 2001; Velioglu et al., 1998].

Das wohl wichtigste Carotinoid in der Karotte ist das B—Carotin, welches im menschlichen
Kérper zu Vitamin A umgebildet wird und ein hohes antioxidatives Potenzial besitzt [Olson,
1989; Simon, 1990]. In der menschlichen Erndhrung stellt die Karotte den Hauptlieferanten
fur Carotinoide dar und erreicht unter den Gemusearten die héchsten B-Carotingehalte.

Weitere wichtige Carotinoide sind das a-Carotin, Lutein und Lycopin.

Lycopin ist ein rotes Pigment und kommt hauptséachlich in roten Karotten vor [Buishand und
Gabelman, 1980; Surles et al., 2004]. Das antioxidative Potenzial des Lycopins ist bis zu
zweimal hdher als das des B—Carotins; Uberdies soll Lycopin antikanzerogen wirken sowie
im Bereich der Vorsorge vor Erkrankung der HerzkranzgefaBBe und vor Diabetes schiitzen
[Bramley, 2000; Fraser und Bramley, 2004].

Die in Mbhren enthaltenen Polyacetylene wirken beim Menschen ebenfalls als
Radikalfanger. Bei ihnen lieB sich Uberdies eine antikanzerogene Wirkung nachweisen
[siehe Brandt et al., 2007]. Polyacetylene sind besonders in Wildmohren, jedoch auch in
einigen Kulturméhren zu finden [Pferschy-Wenzig et al., 2009] und verursachen einen
bitteren Geschmack [Czepa, 2004]. Dieser Fehlgeschmack ist besonders bei der
Direktvermarktung, jedoch auch in der verarbeitenden Lebensmittelindustrie unerwiinscht.
Wegen der in jlngster Zeit diskutierten mdglichen Wirkung in der Krebsprévention und
Krebstherapie sind Polyacetylene von groBem Interesse fir die pharmazeutische Industrie.
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Sie kénnten als Bestandteil von Krebspraparaten eingesetzt werden. Gegenwartig werden
Polyacetylene fir pharmazeutische Zwecke vornehmlich aus Ginseng-Wurzeln gewonnen,
was nicht nur in den mitteleuropéischen Klimaten kostenintensiv ist. Karotten kénnten als
Lieferanten von Polyacetylenen aufgrund ihrer guten Eignung zu industriellem Anbau, bei
Ernte und Verarbeitung eine — auch wirtschaftlich interessante - Alternative darstellen.

1.2 Zielstellung

Das verbffentlichte Datenmaterial zu den nicht-fliichtigen Inhaltsstoffen von Karotten ist
hinsichtlich der untersuchten Genotypen eng begrenzt. Bisher wurde nur eine kleine Auswahl
verschiedener Kulturméhren und vereinzelter Wildtypen auf die Bitterstoffe (Polyacetylene)
untersucht. Ein breit angelegtes Screening der Polyacetylengehalte von am Markt
verfligbaren sowie in Genbanken eingelagerten Kulturmdhren wurde bisher nicht
durchgefihrt. Auch fehlt es an einem breit gefiacherten Uberblick ber die Prasenz von
Polyacetylenen und Carotinoiden in Wildtypen.

Durch die Analyse von jeweils 100 Genotypen Kulturméhren und 104 Genotypen
Wildmaterials, die unter kontrollierten Bedingungen im Gewéachshaus gezogen wurden,
sollen die bestehenden Datenliicken geschlossen werden. Gleichzeitig werden Einblicke in
die Verteilung von Polyacetylenen, Carotinoiden und Zuckern gewonnen. Anhand der
ermittelten Polyacetylen- und Ertragsdaten von Wild- und Kulturméhren sollen zum einen
Genotypen herausgefiltert werden, die flr eine industrielle Gewinnung von Polyacetylenen in
Frage kommen, zum anderen Kulturméhren identifiziert werden, welche durch ihre hohen
natirlichen Polyacetylengehalte und des damit einhergenden bitteren Geschmacks fur den
menschlichen Genuss nur eingeschrankt einsetzbar sind; jedoch auch, bei ausreichender
Maskierung des bitteren Geschmacks durch  Kohlenhydrate, als besonders
gesundheitsférdernde Lebensmittel vermarktet werden kénnen.

Zweijahrige zweiortige Feldversuche an den Standorten Krakow und Quedlinburg sollen die
Auswirkungen verschiedener klimatischer und bodenbedingter Einflisse auf eine Auswahl
einiger wirtschaftlich bedeutsamer Kulturméhren zeigen.

Dartiber hinaus soll fir die Médglichkeit einer Vorernteuntersuchung bei Karotten die
Hypothese Uberpriift werden, ob anhand des Spektrums flichtiger Inhaltsstoffe im Blatt
Rickschlisse auf die nicht-fliichtigen Inhaltsstoffe in der Wurzel méglich sind [Hampel et al.,
2005].
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SchlieBlich sollen die Synthesezeitpunkte von Carotinoiden und Polyacetylenen anhand von
jeweils zwei Kultur- und zwei Wildméhrentypen, die in Klimakammern unter definierten
exogenen Wachstumsbedingungen gezogen wurden, bestimmt werden. Dabei soll die These
Uberprift werden, dass exogener Stress zu einer Veranderung in den Inhaltsstoffen fiihrt. Als
exogener Stress wurde in dieser Studie der Kaltestress gewdahlt. Um ein derart
umfangreiches Analyseprogramm umzusetzen zu kénnen, musste zundchst eine
verldssliche, schnelle und effektive Extraktionsmethode fiir die simultane Extraktion von
Polyacetylenen und Carotinoiden entwickelt werden. AuBerdem war fir das umfassende
Screening eine verfahrenstechnische Optimierung der anschlieBenden Probenaufbereitung
und der Analysemethoden erforderlich.
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1.3 Allgemeine Grundlagen

1.3.1 Daucus carota L. (Botanik und Morphologie)

Die Kulturméhre (Daucus carota ssp sativus), welche zur Familie der Apiaceen und innerhalb
dieser zur Gattung "Daucus” gehoért, die 22 Arten umfasst, entstand vermutlich aus einer
Kreuzung zwischen Wildméhren (Daucus carota L. ssp. carota), welche ihren genetischen
Ursprung im heutigen Afghanistan haben, und der im Mittelmeerraum angesiedelten
Riesenmoéhre (Daucus carota L. ssp. maximus) [Franke, 1997]. Zu der Klasse der
Kulturmdhren werden auch 12 Wildmd&hrentypen gezéhlt, die wegen des Fehlens von
natirlichen Barrieren frei hybridisieren kdnnen [Heywood, 1983]. Daucus-Arten sind ein-
oder zweijahrige Pflanzen, die fir gewdhnlich eine kurze vegetative Phase haben und sich
an eine Vielzahl klimatischer Bedingungen einschlieBlich der gemaBigten europaischen
Klimaten angepasst haben. Im ersten Wachstumsjahr bildet die Karotte eine Rosette aus
doppelt bis dreifach gefiederten Blattern aus, wahrend die Assimilate in der fleischigen
Bastribe gespeichert werden, welche aus einem kurzen Hypokotylabschnitt und der
Hauptwurzel besteht und sich durch ein friihzeitiges Dickenwachstum auszeichnet. Wird die
Speicherwurzel nach dem ersten Jahr nicht geerntet, wachst der Spross und bildet unter
Auflésung der Speicherwurzel und dem gleichzeitigen Verbrauch der in ihr gespeicherten
Néhrstoffe in einem Infloreszensprozess Bllten aus, aus welchen wiederum Saatgut
gewonnen werden kann [Franke, 1997] (Abbildung 1-3-1). Bei der genaueren Betrachtung
der Karottenwurzel wird zwischen dem harteren, verholzten Xylem und dem zarteren,
fleischigeren Teil, dem Phloem, unterschieden. Beide Teile werden durch eine diinne Schicht
getrennt, dem Kambium (Abbildung 1-3-1).

Laubblatt

Rinde
Keimblatt
Hypokotyl Kambium
Holzkérper
Samen Periderm

i (abgerieben)

Abbildung 1-3-1: Morphologische Entwicklung der Méhre (Daucus carota L.) nach Keller et al., 1999 [Keller et al., 1999]
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Im Europa der Gegenwart werden fast ausschlieBlich orangefarbene Karotten angebaut,
wahrend die vier anderen Farbtypen in Europa fast vollstandig in Vergessenheit geraten sind
und bei den Verbrauchern als Exoten gelten. In den letzten Jahren sind die farbigen Karotten
jedoch dabei, aufgrund ihrer gesundheitsférdernden Eigenschaften und ihres farblichen
Neuerungswertes wieder starker in das Bewusstsein der Verbraucher zu riicken.

Historisch gesehen sind orangene Karotten sehr junge Zlchtungen und erst seit ca. 400
Jahren bekannt. Es wird vermutet, da die orangene Karottenzlichtung ihren Ursprung in den
Niederlanden hat, dass hollandische Zichter diese zu Ehren ihres Kdnighauses (Oranje)
zlichteten. Gelbe und violette Karotten hingegen sind sehr alte Erscheinungsformen und
wurden schon im 10. Jahrhundert in Afghanistan domestiziert und werden seitdem in Asien
und Europa kultiviert. Im 17. Jahrhundert traten zum ersten Mal orangene und weiB3e
Karottentypen in Europa auf und wurden von dort aus nach Nordamerika und Japan
gebracht. Rote Karotten haben im Gegensatz zu den violetten, weiBen, gelben und
orangenen Karotten ihren ziichterischen Ursprung in China und Indien; sie wurden dort etwa
im 18. Jahrhundert geziichtet und seitdem als Nahrungsmittel konsumiert [Simon, 2000].

Die Kultivierung, Zuchtung wie auch der Konsum der orangenen Karotten sind seit deren
Auftreten in Europa vorherrschend. Sie sind damit fast der einzige Karottentyp, der in
unseren Regionen angebaut wird. Aus diesem Grund ist wenig Uber die Anbaueigenschaften
der gelben, violetten sowie der weiBen Karotten und ihre Eignung fur die Nutzung in unseren
Klimaten (Zentraleuropa) bekannt. Der potenziell hohe Nahrwert und Gesundheitswert der
gelben und violetten Karotten haben in den letzten Jahren das Interesse an diesen Sorten
geweckt. Dabei fiel auf, dass nur sehr wenige Informationen Uber diese Mohrensorten
vorhanden sind. Studien Uber gelbe oder violette Karotten bezogen sich meistens auf einen
oder wenige Genotypen, jedoch nicht auf das Gesamtspektrum dieser Moéhren. Die
Ergebnisse der Studien geben Anlass zu der Annahme, dass sowohl gelbe als auch violette
Méhren einen hohen Néhrwert und einen positiven Einfluss auf die menschliche Gesundheit
haben. Violette Karotten besitzen hohe Gehalte sowohl an Phenolen als auch an B-Carotin
und Ubertreffen hinsichtlich dieser Komponenten die Gehalte der orangenen Karotten
[Alasalvar et al., 2001; Nicolle et al., 2004]. Uberdies wurde festgestellt, dass sie gegentiber
den orangenen Karotten das dreifache antioxidative Potenzial, bezogen auf die Kapazitat,
Sauerstoffradikale zu adsorbieren, aufwiesen [Alasalvar et al., 2005].

Bei gelben Karotten stellte sich heraus, dass diese den héchsten Gehalt an Lutein haben.
Rote Karotten hingegen weisen die hdchsten Gehalte an Lycopin auf. Lycopin tritt bei fast
allen anderen farbigen Karotten nicht auf [Surles et al., 2004]. Alasalvar et al. zeigten 2001,
dass in weiBen Karotten die héchste Konzentration an flichtigen Aromastoffen nachweisbar
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ist. Somit sind auch weiBe und rote Karotten, in Bezug auf ihr gesundheitsférderndes
Potenzial, von groBem Interesse [Alasalvar et al., 2001].

Neben dem Gehalt an gesundheitsférdernden Inhaltsstoffen unterscheiden sich die
verschiedenfarbigen Karotten untereinander in der Zusammensetzung der Zucker, deren
Gehalte sowie hinsichtlich des Profils flichtiger Aromakomponenten. In einer Studie,
durchgefiihrt in den USA, stellte sich heraus, dass die unterschiedlichen Farben durchaus
von den Verbrauchern akzeptiert werden, wenn die Entscheidungen auf visuellen Reizen
beruhen [Surles et al., 2004]. Ferner konnte festgestellt werden, dass weife und violette
Karotten einen slBeren Eindruck als die orangenen Méhren hinterlieBen. Dies wurde mit
einem geringeren Gehalt an Terpenoiden erklart, die den SiiBeindruck maskieren [Simon et
al., 1980(a); Surles et al., 2004].

1.3.2 Inhaltsstoffe von Daucus carota L.

Die Kulturméhre (Daucus carota L.) besteht zu ca. 88 % aus Wasser, zu ca. 5 % aus
I6slichen Kohlehydraten, zu ca. 4 % aus Ballaststoffen und zu jeweils ca. 1 % aus Proteinen
und Mineralstoffen. Bei den l6slichen Kohlenhydraten handelt es sich vor allem um das
Disaccharid Saccharose, die beiden Monosaccharide Glucose und Fructose sowie einen
sehr geringen Gehalt an Starke [Souci et al., 2000] (Tabelle: 1-3-1).

Als besonders hervorzuheben in orangenen Kulturméhren ist der hohe Gehalt an B-Carotin,
welches als Provitamin A flr den menschlichen Organismus lebensnotwendig ist. Der
tagliche Bedarf an Provitamin A liegt zwischen 0,8 und 1,1 mg.

Tabelle 1-3-1: Iznoh&gsstoﬁe der orangenen Kulturméhre in 100 g essbarem Anteil nach Souci et al., 2000 [Souci et al.,

Inhaltstoffe Gehalt pro 100 g verzehrbarer Anteil (g)

Wasser 88,20

Losliche Kohlenhydrate 4,80

Ballaststoffe 3,68

Proteine 0,98

Mineralstoffe 0,86

Organische Sauren 0,26

Lipide 0,20

B-Carotin 0,0076
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2 Stand der Forschung

2.1 Sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe

Unter dem Begriff der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe (SPI) werden verschiedene
Stoffklassen zusammengefasst, welche ausschlieBlich in Pflanzen vorkommen. Nach der
Definition von Richter aus dem Jahre 1996 sind sekundére Pflanzeninhaltsstoffe Stoffe,
welche nicht im primaren Stoffwechsel gebildet und verbraucht werden [Richter et al., 1996]
(Abbildung 2-1-1). Im Gegensatz zum Primarstoffwechsel, welcher in nahezu allen Zellen
ablauft, findet der sekundére Stoffwechsel nur in ganz bestimmten Zellen statt. Somit sind
auch die SPI nur in bestimmten Teilen der Pflanze lokalisiert, wohingegen die priméaren
Stoffwechselprodukte in fast allen Zellen anzutreffen sind. Da SPIl aus den priméaren
Inhaltsstoffen synthetisiert werden, sind sie groBtenteils komplexer aufgebaut als die
priméaren Inhaltsstoffe. Gegenwértig wird die Zahl der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe auf
60.000 bis 100.000 geschétzt [Watzl und Leitzmann, 1995]. Identifiziert werden konnten
bisher, dank moderner LC und GC-Methoden, ca. 30.000 Strukturen von SPIs, wobei etwa
10.000 von ihnen in fiir den Menschen verwertbaren Lebensmitteln vorkommen. Hierbei
handelt es sich um Obst, Gemise, Salate, Getreide, Hulsenfriichte, Nisse, Samen und
Krauter.

Innerhalb der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe kann zwischen neun Gruppen unterschieden
werden, fir die Hinweise auf verschiedene Wirkungen vorliegen (Tabelle 2-1-1). Diese
umfassen Carotinoide, Phytosterine, Saponine, Glucosinolate, Polyphenole, Protease-
Inhibitoren, Terpene, Phytodstrogene und Sulfide. Aufféllig bei den SPIs ist die Verteilung
einiger von ihnen auf ganz bestimmte Pflanzenarten. Zwar haben die sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffe nur einen zu vernachlassigenden Néhrwert, sie sind jedoch genau wie
Vitamine, Mineral- und Ballaststoffe sehr wichtig fir die menschliche Gesundheit. Bei einer
ausgewogenen Erndhrung liegt die tagliche Aufnahme an sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen
bei ca. 1,5 g, bei einer rein pflanzlichen Erndhrung liegt sie deutlich dariiber [Watzl und
Leitzmann, 1995].
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Abbildung 2-1-1: Ableitung der sekundéaren Pflanzenstoffe aus dem Primarstoffwechsel nach Schopfer und Brennicke, 2006
[Schopfer und Brennicke, 2006]

Die genaue Bedeutung der einzelnen sekundéren Pflanzeninhaltsstoffe in den Pflanzen ist in
vielen Fallen noch nicht erforscht, es wird jedoch versucht, Erkldrungsanséatze zu finden. Die
physiologischen Bedeutungen der SPI sind vielféltig. Sie fungieren als Coenzyme und
Cosubstrate, als Speicherstoffe von Stickstoff, zusétzlich nehmen sie eine wichtige Rolle bei
der Fotosynthese und beim lonentransport ein und beeinflussen auBerdem die Bildung,
Aktivierung und den Abbau von Pflanzenhormonen. Weitere Funktionen der SPI sind die
Abwehr von Fressfeinden durch z. B. den Aufbau von Lignin, bakteriziden, toxischen oder
hormonellen Wirkprinzipien. Des Weiteren gibt es Hinweise auf eine Art Kommunikation
mittels fliichtiger Inhaltsstoffe zwischen einzelnen Pflanzen einer Kultur durch SPIs. Die flr
den Menschen am deutlichsten erkennbare Funktion der SPI ist die Ausbildung optischer
und olfaktorischer Merkmale der Pflanzen wie Blitenfarben und Blltendufte, welche auf
Végel und andere Tiere eine Reizwirkung zur Verbreitung der Samen auslben sollen
[Richter et al., 1996].
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Tabelle 2-1-1: Sekundare Inhaltsstoffe in Pflanzen und ihre Wirkungen nach Watzl und Leitzmann, 1995 [Watzl und
Leitzmann, 1995]
A = antikanzerogen F = entzindungshemmend
B = antimikrobiell G = Blutdruck-regulierend
C = antioxidativ H = Cholesterin-senkend
D = antithrombotisch | = Blutglucose-regulierend
E = immunmodulierend J = verdauungsfordernd
Hinweis fiir folgende Wirkungen
Sekunda.re ) e A B c D E E G H J
Carotinoide X X X
Phytosterine X X
Saponine X X X X
Glucosinolate X X X
Polyphenole X X X X X X X X
Protease-Inhibitoren X X X
Terpene X
Phytoostrogene X X
Sulfide X X X X X X X X X
2.2 Carotinoide

2.2.1 Carotinoide — Vorkommen und Chemie

Carotinoide sind Polyenwasserstoffe, die aus acht Isopreneinheiten (Cs) aufgebaut sind und
somit zur Gruppe der Tetraterpene gehdren [Belitz und Grosch, 1992]. Tetraterpene haben
somit ein Kohlenstoffgrundgeriist von 40 Kohlenstoffeinheiten (C4o-Isoprenoide) (Abbildung
2-2-6). Ferner dienen Carotinoide als Pigmente, welche in einigen Mikroorganismen und
héheren Pflanzen synthetisiert werden. Zurzeit sind etwa 700 Carotinoide bekannt [Isler,
1971]. An den Enden der Tetraterpene kdnnen sich zyklische Gruppen befinden, welche um
sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen erweitert sein konnen (Abbildung 2-2-1). Zur besseren
Klassifizierung wird die Stoffgruppe der Carotinoide in zwei Untergruppen unterteilt. Hierbei
handelt es sich um die Stoffgruppe der Carotine, welche ausschlieBlich aus
Kohlenwasserstoffmolekiilen besteht, und die Stoffgruppe der Xanthophylle [Isler, 1971],
welche mindestens ein weiteres Sauerstoffmolekil enthalten. Bei den Sauerstoffmolekilen
der Xanthophylle handelt es sich um Alkohol-, Keto-, Aldehyd-, Epoxy- oder
Ethergruppierungen. Neben diesen funktionellen Gruppen treten einige Hydroxycarotinoide
auch in Veresterung mit Fettsduren auf [Nau und Stahl, 2007]. Im Gegensatz zu den
Carotinen sind die Xanthophylle, durch ein oder mehrere Sauerstoffatome, weniger lipophil.
Diese Lipophilie beeinflusst in erheblichem MaBe ihre Léslichkeit in organischen
Lésungsmitteln [Britton, 1995]. Formal leiten sich alle Carotinoide von Lycopin, einer
acyclischen Verbindung mit der Summenformel C4oHss, ab (Abbildung 2-2-2 und Abbildung
2-2-7). Lycopin ist ein rotes Pigment und kommt hauptsachlich in roten Karotten vor
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[Buishand und Gabelman, 1980; Surles et al., 2004]. Alle weiteren Carotinoide werden durch
zusatzliche Hybridisierung, Dehydrierung, Cyclisierung (durch Cyclasen) oder den Einbau
von Hydroxyl-, Carbonyl-, Epoxy- oder anderen funktionellen Gruppen gebildet.

In den héheren Pflanzen sind Carotinoide vor allem im Gewebe und in den Blattern und dort
in den fir die Fotosynthese verantwortlichen Chloroplasten lokalisiert. In Frichten und
alternden Blattern treten sie dagegen in den Chromoplasten auf. Carotinoide k&nnen
entweder frei, verestert oder in kovalenten Komplexen mit Proteinen vorliegen. Durch die
Vielzahl an konjugierten Doppelbindungen und die damit verbundene Absorption von
bestimmten Anteilen des sichtbaren Lichts erscheinen Carotinoide farbig. Zumeist
erscheinen sie als gelb, orange oder rot. Dementsprechend sind Carotinoide auch
Uberwiegend in orangen, gelben oder roten Obst- oder Gemdisesorten zu finden. In
grunblattrigem GemUlse wird das Farbspektrum der Carotinoide durch das Chlorophyll
Uberdeckt. Diese Gemisesorten enthalten vor allem Xanthophyll.

Die zwei wichtigsten cyclischen Carotinoide in der Karotte sind a- und B-Carotin (Abbildung
2-2-3 und 2-2-4). Diese besitzen beide zwei endstandige lonon-Ringe, welche durch eine
olefinische Kette miteinander verbunden sind. B-Carotin ist im Gegensatz zum a-Carotin ein
zentrosymmetrisches Molekil mit zwei B-lonon-Ringen als Endgruppen. a-Carotin hingegen
besitzt einen B- und einen &-lonon-Ring. Uberdies existieren, neben den Carotinoiden in der
alltrans-(all-E-) Konfiguration mit olefinischen Ketten, mehrere geometrische Isomere mit
einer oder mehreren z-(cis-) Anordnungen, welche unter Licht-, Sauerstoff- und
Warmeeinfluss gebildet werden [Lienau, 2003].

Das zentrosymmetrisch aufgebaute Zeaxanthin besitzt hingegen zwei sterisch bevorzugte
Isomere in Position 9 und 13. Lutein dagegen hat, aufgrund seiner unterschiedlichen
endstandigen lonon-Ringe, die doppelte Anzahl an Z-Isomeren, welche als 9-Z, 13-Z, 9-Z
und 13‘-Z-Lutein bezeichnet werden [Lienau, 2003]. Fir Carotinoide mit hdherer Tendenz zur
Isomerisierung sind Z-lsomere und ZZ- bzw. ZZZ-lsomere in anderen Positionen
beschrieben [Zechmeister, 1962]. Da viele Carotinoide ein oder mehrere stereogene Zentren
besitzen, treten neben den geometrischen Isomeren auch optische Isomere auf. So besitzt
Lutein mit seinen drei stereogenen Zentren noch acht optische Isomere, das 3R-, das 3'R-
und das 6'R-Lutein [Lienau, 2003].

Die in den Karotten auftretenden Carotinoide a- und B-Carotin sind Provitamine fir das
Vitamin A, Retinol. In den Karottenwurzeln induzieren sie die typische orangene Farbe und
kommen, abhangig von Genotyp und Anbauort, in Gehalten von 90-160 mg/kg vor [Simon,
2000; Simon und Wolff, 1987]. Orangene Karottenwurzeln sind besonders reich an 3-Carotin
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und sind somit eine der Hauptquellen fir dieses weltweit [Simon, 1990]. Fur die
ausgewogene menschliche Erndhrung sind vor allem die Provitamin-A-aktiven Carotinoide
von groBer Bedeutung. Von diesen sind rund 50 bekannt und fir den Menschen essenziell
[Isler, 1971]. Hierbei ist der besondere Einfluss auf den Sehprozess zu nennen, durch den
das Risiko gesenkt wird, verfriht an altersbedingter Makuladegeneration (AMD) zu leiden,
was unmittelbar mit einem Verlust der zentralen Sehschérfe verbunden ist. Durch die
Aufnahme der Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin kann der Prozess der AMD verlangsamt

werden.

Neben a- und B-Carotin kénnen noch weitere Vertreter aus der Stoffgruppe der Carotinoide
durch intramolekulare Spaltung in Vitamin A (Retinol) tberflihrt werden [Hahn et al., 2005].
Diese Carotinoide werden auch als Provitamin A oder Provitamin A-Verbindungen
bezeichnet. Alle Provitamine besitzen einen B-lononring in ihrer Struktur. Von allen
Provitamin-A-aktiven Carotinoiden besitzt 3-Carotin die héchste Provitamin-A-Aktivitat.

Zusatzlich zu den orange geférbten Karotten enthalten auch die violetten Karotten hohe
Gehalte an B-Carotin. Sie sind zum Teil sogar hdéher als die bei orange gefarbten Karotten
[Alasalvar et al., 2001]. Am auBerlichen Erscheinungsbild der Karotten ist dies jedoch nicht
zu erkennen, da Anthocyane die typisch orangene Farbe der Carotinoide (die Mdhren
erscheinen violett/schwarz) Gberlagern.

Sieben griechische Buchstaben bezeichnen die sieben bekannten Endgruppen:

XX ey

W

Y-

Abbildung 2-2-1: Sieben mégliche Endgruppen der Carotinoide nach Breitmaier, 2004 [Breitmaier, 2004]

Abbildung 2-2-2: y,y-Caroten (Lycopin) nach Breitmaier, 2004 [Breitmaier, 2004]
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Abbildung 2-2-3: (+)-B,e-Caroten (a-Carotin) nach Breitmaier, 2004 [Breitmaier, 2004]

Abbildung 2-2-4:  B,B-Caroten (B-Carotin) nach Breitmaier, 2004 [Breitmaier, 2004]

Abbildung 2-2-5: (+)-3a,3'a-Dihydroxy-B,e-Caroten (Lutein, Xanthophyll) nach Breitmaier, 2004 [Breitmaier, 2004]

Als weitere wichtige Carotinoide in der Karotte, neben dem a- und B-Carotin, sind zwei
weitere Carotinoide von groBer Bedeutung. Bei diesen handelt es sich zum einen um das
Lycopin (Abbildung 2-2-2) sowie das Lutein (Abbildung 2-2-5). Beide Carotinoide sind, wie a-
und beta-Carotin, in der Lage Singulett-Sauerstoff zu quenchen, welches ihr antioxidatives
Potenzial erklart (Tabelle 2-2-1). Lycopin ist ein rotes Pigment, welches hauptsachlich in
Tomaten vorkommt. Das antioxidative Potenzial von Lycopin ist im Vergleich zu B-Carotin
doppelt so hoch. Auf den menschlichen Organismus hat Lycopin eine Reihe von positiven
Einflissen; so senkt Lycopin das Risiko hinsichtlich verschiedener Krebsarten,
kardiovaskularer Erkrankungen sowie Diabetes [Bramley, 2000; Fraser und Bramley, 2004].
In orangenen Karotten kommt Lycopin nur in Spuren vor, in rot gefarbten Karotten tritt es
jedoch in signifikanten Konzentrationen auf [Buishand und Gabelman, 1980; Surles et al.,
2004]. Das vierte wichtige Carotinoid in Karotten ist das Lutein, welches in den
Karottenwurzeln als gelbes Farbpigment erscheint. Bei den typisch orange geférbten
Karotten ist Lutein jedoch nur in geringen Mengen vorhanden, wohingegen es in gelben
Karotten in deutlich hdheren Konzentrationen auftritt [Buishand und Gabelman, 1979; Nicolle
et al,, 2004]. In der menschlichen Retina ist Lutein das Makula-Pigment, ein Defizit
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desselben fihrt zu altersbedingten Makuladegenerationen und Arteriosklerose [Landrum und
Bone, 2001].

Tabelle 2-2-1: Antioxidatives Potenzial der Zielcarotinoide nach Sies und Stahl, 1995 [Sies und Stahl, 1995]
Lutein B-Carotin a-Carotin Lycopin Quelle
Anzahl d.er konjugierten 10 1 10 1
Doppelbindungen
Antioxidative Aktivitat:

y . Y Y ” Y [Di Mascio et al., 1989 ;
0O,-Quenching Kq (1/M*s) 16 * 10 13*10 ? 17*10 Connetal., 1991]
fadialianoediiiclos 1,5 19 13 29 [Miller et al., 1996]

Equivalent)

Der Gehalt an Carotinoiden innerhalb der verschiedenen Obst- und GemUsesorten unterliegt
deutlichen Schwankungen. Sie werden durch die Einflussfaktoren Standort, Reifegrad und
Sorte bedingt. AuBerdem ist der Gehalt an Carotinoiden von Genotyp zu Genotyp
unterschiedlich [Simon, 2000; Simon und Wolff, 1987]. Es wird jedoch aus der Tabelle 2-2-2
ersichtlich, dass der Carotinoidgehalt in Gemuse im Verhéltnis zum Gehalt in Obst deutlich
héher ist. Da der menschliche und tierische Organismus nicht in der Lage ist Carotinoide zu
synthetisieren, sondern allenfalls die Umwandlung mit der Nahrung aufgenommener
Carotinoide bewerkstelligt, sind sie essenziell [Meyer, 2002].
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Tabelle 2-2-2: Carotinoidgehalte einiger Obst- und Gemiisesorten in mg/100 g FM nach Mangels et al., 1993 [Mangels et
al., 1993]
B-Carotin a-Carotin IZ.:;(:nltJI:: Lycopin
Gemise
Brokkoli 05-1,1 0,1 1,8-21
Rosenkohl 03-1.1 0,1 09-16
Karotte 1,8-147 05-85 03
Bohne (griin) 02-0,8 0,1 04-1,1
Kohl 28-14,6 14,7-39,6
Kopfsalat 1,0-15 1,8
Erbsen (griin) 0,1-0,3 0,1 1,1-24
Spinat 3,0-6,7 4,4-159
Paprika (grtin) 0,1-0,3 0,1 0,7
Tomate 0,1-0,7 0,7 0,9-4.2
Obst
Aprikose 0,6-6,4
Orange 0-05 0,1 0,1
Pfirsich 0,1-04 0,1 0,1
Mango 0,1-37
Wassermelone 0,2 23-72
Guave 04-12 53-55
Grapefruit (rot) 03-23 3.4

2.2.2 Biochemie und Biosynthese der Carotinoide

Carotinoide sind in ihrer Grundstruktur aus 40 Kohlenstoff-Atomen aufgebaut und entstehen
formal durch Aneinanderfligen von acht Cs-Isopren-Einheiten im Rahmen des
Terpenoidstammbaums. Eine stark vereinfachte Darstellung der Biosynthese der Carotinoide
ist in der Abbildung 2-2-6 und 2-2-7 aufgefthrt.
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Abbildung 2-2-6: Vereinfachte Darstellung der Carotinoidbiosynthese nach Lienau, 2003 [Lienau, 2003]
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Lycopin

Lycopin-e-Cyclase

§-Carotin

l Lycopin-B-Cyclase

o-Carotin

l B-Carotin-Hydroxylase

HO a-Cryptoxanthin

l e-Carotin-Hydroxylase

Lutein

Lycopin
l Lycopin-B-Cyclase

B-Carotin

l B-Carotin-Hydroxylase
(3R, 3'R)-Zeaxanthin

Abbildung 2-2-7: Vereinfachter Biosyntheseweg der Carotinoide A: Der Xanthophylle; B: Der Carotine nach Meyer, 2002
[Meyer, 2002]

Zu den Terpenen werden insgesamt 35.000 bekannte Vertreter gezahlt [Rohdich et al.,
2004]. Allen Terpenen gemeinsam ist ihr Grundgerist, welches sich aus Isoprenbausteinen
(CsHs) zusammensetzt. Die Biosynthese aller Terpene geht vom Isopentenyldiphosphat bzw.
dem isomeren Dimethylallyldiphosphat aus, welches aus 3 Acetyl-CoA Uber den
Mevalonatweg gebildet wird (Formel 2-2-1). Fir dieses ,aktive Isopren” gibt es innerhalb der
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Pflanzen zwei verschiedene Synthesewege. Der erste Syntheseweg findet im Cytoplasma
statt und verlauft nach dem klassischen Mevalonatweg, welcher aus sechs Schritten besteht
und ebenfalls bei der Hefe und in der Saugerleber vorkommt.

ATP ATP
3 Acetyl-CoA ——— Mevalonat-5-diphoshat — Isopentenyldiphosphat
-3C0ASH -CO,
Formel 2-2-1: Bildung des Isopentenyldiphosphats aus 3 Acetyl-CoA (ber den Mevalonatweg nach Schopfer und

Brennicke, 2006 [Schopfer und Brennicke, 2006]

Innerhalb des Cytoplasmas entstehen im Zuge haufiger Verknilipfungen von Cs-Einheiten
Sesquiterpene (Cs) und Triterpene (Cao) [Schopfer und Brennicke 2006].

Der zweite Syntheseweg flir das Isopren ist im Plastidenkompartiment lokalisiert. Es handelt
sich bei diesem Syntheseweg um einen konservierten prokaryontischen Syntheseweg. Die
Synthese des Isoprengeriistes verlauft bei diesem Weg in sieben Schritten, ausgehend vom
Pyruvat und Glycerinaldehydphosphat Uber das Zwischenprodukt Desoxyxylulosephosphat.
Dieser Syntheseweg wird auch als Methylerythriolphosphatweg bezeichnet.

Durch den Methylerythriolphosphatweg werden in der Pflanze Mono-, Di- und Tetraterpene
gebildet. Durch die Verknlpfung von vier Cs-Einheiten Uber eine ,Kopf-Schwanz“-
Verkniuipfung mittels Prenyltransferasen entsteht Geranylgeranyldiphosphat, ein C,-Molekil,
aus welchem durch ,Kopf-Kopf‘-Verknlpfung die symmetrische C4-Kette des Phytoens
gebildet werden kann. Vier zusatzliche Desaturierungsschritte erzeugen die fur die
Carotinoide typische Farbung verantwortlichen konjugierten Doppelbindungen in den
Acetylketten. Das so entstandene Lycopin wird durch nachfolgende symmetrische
Cyclisierung der Kettenenden zu (-Carotin umgewandelt. B-Carotin bildet die
Ausgangssubstanz fir alle weiteren Carotine und Xanthophylle (die sauerstoffhaltigen
Carotinoide) (Abbildung 2-2-8). Alle firr die Biosynthese der Carotinoide verantwortlichen
Enzyme sind im Zellkern codiert und werden posttranslatorisch aus dem Cytoplasma in die
Plastiden importiert (Abbildung 2-2-9). Bei der Chloroplastenentwicklung innerhalb des
jungen Blattes wird zusatzlich zur Chlorophyllsynthese auch die Carotinoidbiosynthese durch
Phytochrom reguliert. Im Bereich des Pflanzenschutzes werden daher spezielle Substanzen
eingesetzt, welche die Phytoendesaturierung, das bedeutet die Bildung von geféarbten
Carotinoiden, vollstdndig hemmen. Durch den Einsatz, solcher Herbizide fehlen den
Pflanzen die als Lichtschutzpigmente notwendigen Carotinoide. Folge ist die fotooxidative
Zerstérung der Thylakoide, welches zum Ausbleichen und anschlieBend zum Lichttod der
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Blatter fuhrt. Die lichtschitzende Wirkung der Carotinoide ist auf die griinen Pflanzenteile

beschrankt:
Pyruvat ﬁ OIH
}ﬁ CHE-C-CH»CIH-CHQ-O(B Desoyxylulose-5-phosphat
Glycerinaldehyd-3- (F) o OH
2 L NADH

Methylerythriol-4-phosphat

o~
Tvo@(r)v \QO®®

Dimethylallyldiphosphat Isopentenyldiphosphat
(Cs) (Co)
3x
N N N NN 0py0g°

Geranylgeranyldiphosphat
P L
ytoensynthase

15-cis -Phytoen
(farblos)

15-cis -Phytofluen

(farblos)
all-trans-{—Carotin

i

9,9"-di-cis-(—Carotin

15-cis -{-Carotin
(schwefelgelb)

(gelb)

(rot)

XN XXX I B-Carotin (orange)

Abbildung 2-2-8:
und Brennicke, 2006 [Schopfer und Brennicke, 2006]

7,9,9'-tri-cis-Neurosporin

7,9,9',7-tetra-cis-Lycopin

Biosynthese der Carotinoide tber den plastidéren Methylerythriolphosphatweg (vereinfacht) nach Schopfer
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Abbildung 2-2-9: Vereinfachtes Schema des Carotinoid-Biosyntheseweges mit den beteiligten Enzymen und
Hauptprodukten nach Just et al., 2007 [Just et al., 2007]
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2.2.3 Bedeutung der Carotinoide

In der Natur sind zurzeit mehrere hundert verschiedene Carotinoide bekannt [Watzl und Bub,
2001]. Diese kommen vorwiegend in den Blattern von Pflanzen vor, in welchen sie jedoch fir
das menschliche Auge nicht in ihrer typisch orange-roten Farbe sichtbar sind, da sie vom
Chlorophyll Uberdeckt werden [Britton, 1995]. In den Blattern kommen sie mit den
Chloroplasten assoziiert vor und haben dort die Aufgabe, diese vor oxidativem Abbau zu
schitzen. Vielfach treten die Carotinoide auch gut sichtbar in Samen, Pollen und in den
Frichten von Obst und Gemise auf. In diesen werden sie nicht vom Chlorophyll Gberdeckt
und sind damit fur die entsprechenden Farben verantwortlich. Ein gutes Beispiel sind die tief
orange geféarbten Karotten (B-Carotin) sowie die roten Tomaten (Lycopin). Die Carotine
treten vor allem in Gemilse und Obst auf [Watzl und Bub, 2001]. Die Xanthophylle
(Zeaxanthin und Lutein) finden sich dagegen in dunkelgrinen Blattgemisen wieder.
Innerhalb der nicht griinen Pflanzenteile nehmen die Carotinoide die Funktion von
Signalstoffen fur Tiere ein, welche wiederum die Pollen und Samen der jeweiligen Pflanzen
verbreiten sollen. Wahrgenommen werden die Signalstoffe durch den Photorezeptor, das
Rhodopsin in den Augen der Tiere. Das Chromophor des Rhodopsin, das Retinal, entsteht
durch die Spaltung der zentralen Doppelbindung von Carotin [Schopfer und Brennicke,
2006].

2.2.4 Konzentrationen der Carotinoide in der Karotte

Als Hauptcarotinoide in Karotten werden in der Literatur a— und B—Carotin sowie Lutein
genannt. Lycopin ist ausschlieBlich in den roten Karotten zu finden und somit fur den
europédischen Markt, fir welchen diese Sorten nur in sehr geringen Mengen angebaut
werden, nicht von unmittelbarem Interesse. Die Konzentrationsbereiche fir diese
»Schliisselcarotinoide” liegen fiir Lutein zwischen 0,11 und 0,56 mg/100 g Frischmasse (FM),
flr a—Carotin zwischen 0,11 und 0,56 mg/100 g FM und flir das B—Carotin zwischen 4,6 und
10,3 mg/100 g FM. Bei diesen Werten ist zu beachten, dass die Gehalte je nach
Analysemethoden basierend auf Frischmasse, Mohrensaft oder gefriergetrocknetem Material
ermittelt wurden. Uberdies wird zwischen groBen und kleinen Mdhren, Pflanzenalter und
Erntetermin unterschieden. Somit ist die Vergleichbarkeit der Analyseergebnisse nur
begrenzt méglich [Habegger und Schnitzler, 2005; Schuphan, 1976; Fritz und Habben, 1977;
Bajaj et al., 1980; Evers, 1989; Heinonen, 1990; Mdller, 1997].
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2.2.5 Carotinoidverteilung innerhalb der Karotte

Im Jahre 2006 wurde von Baranska et al. eine Studie Uber die Verteilung und die
Konzentration von Carotinoiden in Karotten durchgefiihrt. Hierbei lag das Augenmerk auf a-
und B-Carotin sowie Lutein und Lycopin. Es stellte sich heraus, dass der Gehalt an 3-Carotin
heterogen in orangenen, gelben, roten und violetten Karotten verteilt war. Im sekundéren
Phloem stieg der Gehalt allmahlich vom Periderm zum Kern, nahm jedoch schnell wieder ab
in Zellen nahe dem vaskuldrem Kambium. a-Carotin und Lutein waren in hoheren
Konzentrationen als B-Carotin in jingeren Zellen zu finden, wahrend Lycopin bei roten
Karotten mit gleichbleibendem Gehalt im Bereich des sekundaren Phloems zu finden war
[Baranska et al., 2006].

2.2.6 Einflussfaktoren auf den Carotinoidgehalt in Karotten

Die Hoéhe des Carotinoidgehalts in der Karotte hangt neben endogenen Faktoren, der
genetischen Veranlagung, welche sich durch die Wahl der Sorte beeinflussen lasst, auch
von exogenen Faktoren ab. Bei den endogenen Faktoren ist neben der genetischen
Veranlagung vor allen der Reifegrad der ausgebildeten Speicherwurzel von entscheidender
Bedeutung. Wahrend der Reife des Mdhrenkdrpers nimmt der Carotinoidgehalt in diesem zu
[Roux, 1965; Habben, 1972; Baranska et al., 2006]. Bei den exogenen Faktoren haben die
Umweltfaktoren Temperatur, Bodenbeschaffenheit und Standort, die verfligbare
Wassermenge im Boden sowie das Niederschlagsvolumen wéahrend des
Wachstumsprozesses einen groBen Einfluss auf das Wachstum der Pflanze und damit auf
die Hoéhe des Carotinoidgehalts. So férdern hohe Temperaturen und geringe
Wasserverflgbarkeiten die Reife der Karottenwurzel und damit auch die Bildung von
Carotinoiden, wahrend hohe Wasserverfligbarkeiten und niedrige Temperaturen die Reife
behindern und somit auch den Carotinoidgehalt negativ beeinflussen [Roux, 1965].

Im Folgenden wird auf die Einflussfaktoren Sorte, Reife, Standort, Dingung und
Schadlingsbefall bzw. Schadlingsbekdmpfung, welche einen deutlichen Einfluss auf den
Carotinoidgehalt in Karotten haben, genauer eingegangen.

2.2.6.1 Sorte

Der Einflussfaktor ,Sorte” auf den Carotinoidgehalt ist deutlich; so untersuchten Simon und
Wolff 1987 die genetische Variabilitdt von Carotinoiden in orangenen Karotten. Sie fanden
heraus, dass es eine groBe genetische Spannweite allein in den orangenen Karotten, also
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den Karotten, die durch den Menschen dem hdéchsten ziichterischen Einfluss unterliegen,
gibt. Der Carotinoidgehalt schwankte von 41 g bis 475 pug pro g Frischmasse. Innerhalb der
Carotinoide waren die Provitamin-A-aktiven Carotinoide, also ao- und B-Carotin,
mengenmaBig am haufigsten vertreten. Neben ihnen war noch das Xanthophyll Lutein zu
finden [Simon und Wolff, 1987]. Heinonen untersuchte 1990 in einem groB angelegten
Vergleich neunzehn orangene Karotten an vier Standorten. Er fand heraus, dass die
Variation zwischen den unterschiedlichen Zusammensetzungen flr Lutein in Bereichen von
1,2 % bis 5 %, fiir a-Carotin von 27 % bis 42 % und fir B-Carotin von 56 % bis 71 %,
bezogen auf die Gesamtkonzentration dieser drei Carotinoide, schwankte [Heinonen, 1990].
Im Zuge einer weiteren Studie zur genetischen Variation wurden sechs eng verwandte
Karottensorten des Nantes-Typs miteinander verglichen. Es stellte sich heraus, dass die
Unterschiede der Carotinoidkonzentrationen gering waren [Kidmose et al., 2004].

2.2.6.2 Reife

Der Reifegrad, welcher nach Roux das Ergebnis des Wirkens aller Umweltfaktoren ist, hat in
der Pflanze, speziell der Karottenwurzel, neben der genetischen Varianz einen erheblichen
Einfluss auf die Carotinoidkonzentration und das Carotinoidmuster in selbiger [Booth und
Dark, 1949; Roux, 1965; Habben, 1972; Baranska et al., 2006]. Wahrend des
Reifeprozesses steigt der Carotinoidgehalt bis zur Vollreife an, in welcher er dann sein
Maximum erreicht [Banga und De Bruyn, 1964]. Das Karottenwachstum wird nach Banga
und De Bruyn 1964 in das Langen- und das Dickenwachstum unterteilt, wobei das Letztere
dem Reifungsprozess zugeordnet wird. In Abhé&ngigkeit von der Temperatur soll das
Gleichgewicht des Karottenstoffwechsels bei unter 20 °C zugunsten der Proteine und Uber
20 °C zugunsten der Carotinoide verschoben sein. Wenn jedoch ein exogener Faktor
(Stickstoff) die Proteinbiosynthese hemmt, so werden die dadurch verfiigbar gewordenen
Kohlenhydrate in der Carotinoidbiosynthese verwertet [Banga und De Bruyn, 1964].
Wahrend des Reifeprozesses nimmt der Gehalt an a-Carotin im Gegensatz zum B-Carotin
ab, da das a-Carotin hauptsachlich in jungen Pflanzen vorkommt [Baranska et al., 2006].
Somit kann der Quotient von a- zu B-Carotin als vergleichender Reifeindikator genutzt

werden.

2.2.6.3 Standort

Dass der Standort einen groBen Einfluss auf den Carotinoidgehalt hat, stellte Janes 1949
fest. Janes beobachtete, dass der Standort einen deutlich héheren Einfluss austibt als die
Dlingung und postulierte, dass das Klima einen bedeutend héheren Einfluss gegentiber dem
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Boden ausubt [Janes, 1946]. 1955 zeigten Banga und De Bruyn, dass bei deutlich hdheren
Temperaturen der Carotinoidgehalt  signifikant ansteigt. Die  unterschiedlichen
Carotinoidkonzentrationen  kamen durch die unterschiedlichen Reifegrade der
unterschiedlichen Karottensorten bei der Ernte zustande. Die verschiedenen Reifegrade
wurden mit dem  sortenspezifischen  Vermdgen  erklart, unter  geringen
Wachstumstemperaturen Carotinoide zu synthetisieren [Banga et al., 1955]. Dieses Ergebnis
wurde 1965 durch Roux bestétigt, welcher bei Karotten in heiBen und trockenen Jahren hohe
Carotinoidkonzentrationen fand [Roux, 1965]. Mehwald stellte dagegen ebenfalls 1965 einen
signifikanten Einfluss der Bodenart auf die Carotinoidkonzentration fest und fand Uberdies
heraus, dass weder die Sonnenscheindauer noch die Niederschlagssumme einen
nachweisbaren Einfluss auf die Carotinoidkonzentrationen hat. Er stellte jedoch heraus, dass
deutlich héhere Carotinoidkonzentrationen auf sandigem, lockerem Boden als auf festem,
lehmigen Boden zu erwarten sind [Mehwald, 1965]. 1972 ermittelte Habben, dass den
starksten Einfluss auf den Carotinoidgehalt in Karotten vor allem der Reifezustand hat,
wahrend Boden, Witterung und Anbauzeitpunkt alle denselben Einfluss auf die
Carotinoidkonzentration haben. Es wurde Uberdies festgestellt, dass der Carotinoidgehalt auf
sandigen, leichten Bdden erhdht ist [Mehwald, 1965]. Diese Erkenntnis wurde mit der
Nahrstoffverfiigbarkeit, speziell der des Stickstoffs, erklart. Uberdies konnten die Ergebnisse
von Banga und De Bruyn 1955 bestatigt werden, nach denen bei niedrigen Temperaturen
mit niedrigen Carotinoidgehalten in der Karotte zu rechnen ist [Habben, 1972]. Habegger und
Schnitzler stellten 2005 Unterschiede im Carotinoidgehalt im Bereich von 50 % bei
unterschiedlichen Standorten sowie bei unterschiedlichen Anbau- bzw. Erntejahren fest
[Habegger und Schnitzler, 2005].

2.2.6.4 Dingung

1935 fanden Pfutzer und Pfaff heraus, dass mit Stickstoffdiingung der Carotinoidgehalt in
Karotten erhéht werden kann [Pfutzer und Pfaff, 1935]. Dies Ergebnis wurde 1941 durch
Pollard und 1988 durch Sandhu et al. bestatigt [Pollard, 1941; Sandhu et al., 1988]. Ein
weiterer Einflussfaktor auf die Carotinoidkonzentration in Karotten, so fand Habben 1973
heraus, ist die Kaliumgabe. Mit der Kaliumgabe wurde der Carotinoidgehalt aufgrund des
gesteigerten  Mohrenwachstums erhoht [Habben, 1973]. Des Weiteren wurde
herausgefunden, dass eine unmittelbare Korrelation zwischen Carotinoidgehalt und
KarottengroBe besteht. Somit wirkt die Kaliumgabe vorrangig zwar auf das
Karottenwachstum, jedoch auch mittelbar auf die Carotinoidkonzentration. Eine erhdhte
Chloridgabe hatte keinen unmittelbaren Einfluss auf den Carotinoidgehalt, da die Werte
zwischen denen bei hohen und niedrigen Stickstoffgaben lagen [Scharrer und Burke, 1953;
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Pollard, 1941]. Ein eindeutiger Einfluss auf die Carotinoidkonzentration durch die Form, in
welcher die Nahrstoffe vorliegen (organisch oder mineralisch), konnte nicht ermittelt werden.
So lagen die Carotinoidkonzentrationen bei organischer Diingung Uber [Leclerc et al., 1991]
und unter [Warman und Havard, 1997] den Gehalten bei mineralischer Diingung; es wurden
Uberdies auch unbeeinflusste Carotinoidkonzentrationen festgestellt [Nilsson, 1979]. Als
signifikanter Einflussfaktor auf die Carotinoidkonzentration konnte nur die Stickstoffgabe

ermittelt werden.

2.2.6.5 Schadlingsbefall/Schadlingsbekdmpfung

Durch den Einsatz von Schadlingsbekdmpfungsmitteln kann die Carotinoidkonzentration
erhéht werden; dies ist auf das Fehlen von natlrlichem Unkrautdruck zurlickzuflihren
[Sweeney und Marsh, 1971]. Dieser Aussage widersprechend fanden 1975 Beckmann und
Pestemer heraus, dass bei einer Gabe von Afalon, einem Herbizid, die
Carotinoidkonzentrationen abnahmen, wobei sich diese mit zunehmender Diingung (NPK)
noch weiter reduzierten [Beckmann und Pestemer, 1975]. Somit haben synthetische
Schadlingsbekampfungsmittel einen unspezifischen Einfluss auf die Carotinoidkonzentration.
In Bezug auf die Auswirkungen auf den Carotinoidgehalt bei Schadlingsbefall stellten Booth
und Dark 1949 fest, dass ein Befall der Karotten mit M&hrenfliegenlarven zu tendenziell
hohen Carotinoidkonzentrationen in der Wurzel fihrten, was darauf hinweist, dass die
Carotinoidkonzentration méglicherweise als Stressindikator bei Schadlingsbefall dienen kann
[Booth und Dark, 1949].

2.2.7 Probenaufarbeitungs- und Carotinoidanalysemethoden

Die gegenwértig angewendeten Probenaufarbeitungs- und Analysemethoden zum Nachweis
von Carotinoiden in Karotten sind unterschiedlich. Sie unterscheiden sich vor allem in den
Extraktionsmethoden, da bei fast allen Methoden der direkte Nachweis von Carotinoiden
mittels LC und/oder LC-MS stattfindet. Einen guten Uberblick iiber die verschiedenen
Extraktionsmethoden der ,klassischen“ Extraktion von Carotinoiden aus Karotten unter
unterschiedlichen Bedingungen liefert der Artikel von Fiselova et al. aus dem Jahr 2008
[Fikselova et al., 2008]. Eine weitere Mdglichkeit der Extraktion ist die der Extraktion mittels
SPE, beschrieben z. B. bei Putzbach et al., 2005 und lwase, 2002 [Putzbach et al., 2005;
Iwase, 2002]. Seit 2004 ist eine weitere Extraktionsmethode fir die Carotinoide bekannt, bei
der die beschleunigte Ldsungsmittelextraktion (Accelerated Solvent Extraction (ASE))
Verwendung findet [Breithaupt, 2004].
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2.2.8 Carotinoid-Analytik

Fir den Nachweis von Carotinoiden in Gemdsen ist eine Vielzahl der unterschiedlichsten
Analyseverfahren bekannt [Tsukida et al., 1982; Tsukida, 1992; Lesellier et al., 1993;
Putzbach et al.,, 2005; Ilwase, 2002]. Aufgrund der kontinuierlichen Fortschritte der
Analysemethoden sind immer genauere Aussagen Uber den Gehalt und die
Zusammensetzung der Carotinoide in Gemilse mdglich geworden. Als Extraktionsmittel
wurden vor allem Aceton, n-Hexan, Petrolether, Acetonitrii und Methanol (MeOH) in
unterschiedlichen Mischverhaltnissen verwendet [Hsieh und Karel, 1983]. Von der
Verwendung von Dichlormethan, Chloroform, Tetrahydrofuran, Benzol und Toluol wurde
aufgrund von Peaksplitting abgeraten [Khachik et al., 1988]. So kam auch ein sehr
aufwendiges, in der Routineanalytik aus zeitichen Griunden nicht durchfiihrbares
Ausschitteln mit nachgeschalteter Trocknung Uber Natriumsulfat [Marx et al., 2000],
Calciumcarbonat [Emenhiser, 1996(a)] oder Magnesiumcarbonat zur Anwendung. Die
Trocknung der Extrakte durch die Carbonate wurde angewendet, da vermutet wurde, dass
die Carotinoide im sauren Milieu instabil seien und sie somit stabilisiert werden muissten
[Lesellier et al., 19983]. Es stellte sich jedoch aufgrund von neueren Untersuchungen heraus,
dass eine leicht saure Extraktion keinen Einfluss auf die Carotinoidstabilitdt hat und somit
besser auf die Trocknungsmittel verzichtet wird [Kimura und Rodriguez-Amaya, 1999].

Die fur die Extraktion der Carotinoide zur Anwendung kommenden Methoden unterscheiden
sich teilweise erheblich in ihrer Durchfiihrung. So war eine bewéhrte Extraktionsmethode die
der AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1983). Bei dieser Methode wird ein
Aceton/n-Hexan-Extrakt saulenchromatografisch auf Magnesium-Diatomeenerde mit dem
FlieBmittel Aceton/n-Hexan (1:9; v/v) getrennt und die eingeengten Elutionen mittels
Fotometrie bei 436 nm quantifiziert. Friher wurden Carotinoid-Extrakte direkt mittels HPLC
aufgetrennt, dabei kam es bei der falschen Wahl des Extraktionsmittels haufig zu
Peakverzerrungen. So wurde von Zapata und Garrido 1991 bei der Verwendung von Aceton,
welches 1951 von Booth und anderen als das beste Extraktionsmittel postuliert wurde
[Booth, 1951], abgeraten, da es, sofern es nicht durch die mobile Phase verdlinnt wurde, zu
Doppelpeaks oder starkem Tailing kam [Zapata und Garrido, 1991]. In den sich
anschlieBenden Anfangen der Carotinoidanalytik mittels HPLC wurde mit unterschiedlichen
stationdren Phasen experimentiert. So kamen z.B. Kieselgel [Fiksdahl et al., 1978],
Calciumhydroxid und Magnesiumoxid zur Anwendung, was jedoch das vorherrschende
Problem der cis-/trans-Carotin-Trennung nicht I6ste und Uberdies durch zu lange
Retentionszeiten eine Routineanalytik nur sehr begrenzt ermdglichte. Mit der Verwendung
von Umkehrphasen in der Carotinoid-Analytik kamen auch Nitril- [Khachik et al., 1992],
Amino- und C18-Phasen [Hsieh und Karel, 1983; Khachik et al., 1986; Khachik und Beecher,
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1987; Edelenbos et al., 2001] zur Anwendung. In dieser Zeit erwies sich das System nach
Bushway (1985) als das effektivste [Bushway, 1985]. Hierbei kamen Aluminiumoxids&ulen
und ein FlieBmittelgemisch aus Isooctan/Tetrahydrofuran (99,5:0,5; v/v) zum Einsatz. In der
Mitte der 90er Jahre ermdglichte die Erfindung der C30-Saulen die Trennung von cis-trans-
Carotin-Isomeren [Albert, 1998; Emenhiser et al., 1996(b)]. Bei Carotinoidanalytik in Gemiise
zeigten Darnoko et al., 2000 und Burns et al., 2003, welche Anzahl von Carotinoid-Isomeren
zuzlglich einiger Tocopherole und Chlorophylle innerhalb eines HPLC-Laufs aufgetrennt
werden kénnen [Darnoko et al., 2000; Burns et al., 2003].

Fur die Auftrennung der Carotinoide in unterschiedlichen Verbindungsklassen wurden
ebenfalls unterschiedliche Methoden verwendet. So wurden die Auftrennung der Carotinoide
teilweise mittels selbst gezogener DC-Platten erreicht [Fiksdahl et al., 1978; Johjima und
Ogura, 1983]. Fir die Quantifizierung von a- und B-Carotin kamen sowohl interne Standards
als auch externe Kalibrierungen zur Anwendung. Fir die Quantifizierung mittels internem
Standard wurden z. B. B-Apo-8‘-Carotenal fiir Xanthophylle, Echinenon, Decapreno-f-
Carotin oder Nonapreno-3-Carotin verwendet [Khachik et al., 1986; Khachik und Beecher,
1987]. Es zeigte sich jedoch, dass viele der angewendeten Standards dem a- und B-Carotin
strukturell zu undhnlich sind, somit unterschiedliche Verhalten bei der Extraktion und der
Chromatographie zeigten, und so eine robuste Carotinoidanalytik/-Quantifizierung nicht
moglich war [Marx et al., 2000]. Daher werden die meisten Quantifizierungen von a- und B-
Carotin mittels vorgeschalteter externer Kalibration durchgefiihrt.

Auf die Aufarbeitungsmethode der Verseifung, so wurde 1991 von Khachik et al. empfohlen,
sollte besser verzichtet werden, da die Verluste an a- und B-Carotin haufig sehr hoch waren
[Khachik et al., 1991]. Es konnte zwar gezeigt werden, dass beim Vorliegen von Carotinoid-
Estern sauerstoffhaltiger Xanthophylle und unter Anwendung von schonenden
Verseifungsbedingungen Verluste minimiert werden kdnnen [Kimura et al., 1990], in Bezug
auf die Carotinoid-Analytik in Karotten wird jedoch von der Verseifungsmethode in
Allgemeinen abgeraten [Khachik und Beecher, 1987].

2.2.9 Aufarbeitungs- und Analysetechniken innerhalb des Instituts fiir 6kologische Chemie,

Pflanzenanalytik und Vorratsschutz — Quedlinburg (OPV-Q)

Fir den Nachweis von Carotinoiden in Karottenmaterial wurde innerhalb des OPV-Q in
Anlehnung an Putzbach et al,, 2005 und Iwase, 2002 eine HPLC-DAD-Analytik mit
vorgeschalteter Aufarbeitung der Proben mittels SPE angewendet [Putzbach et al., 2005;
Iwase, 2002]. Bei der Probenaufarbeitung fir die SPE wurde eine Mischprobe aus 5 Karotten
mit einem Entsafter entsaftet. Von dem Karottensaft wurden 5 ml in einen 50 ml
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Weithalskolben pipettiert und anschlieBend mit HPLC reinem Wasser aufgefllt und der
Rundkolben mit einer schwarzen Tite abgedunkelt. In der Zwischenzeit wurden die SPE-
Séulen vorbereitet. Hierzu wurden sie mit Methanol und anschlieBend mit Wasser
konditioniert. Fir die Extraktion der Carotinoide aus dem Karottensaft-Wasser-Gemisch
wurden 1 ml Gemisch auf eine konditionierte SPE-S&ule aufgetragen und bis zu einem
Uberstand von ca. 0,5 mm durch die SPE-Saule gesaugt. Die Saule wurde im Anschluss
daran zweimal mit 1 ml Wasser gespult und beim letzten Durchlauf trockengesaugt. Zur
Elution der Carotinoide wurde die Saule mit 0,5 ml Methanol gespllt und anschlieBend
1 Minute trockengesaugt. AnschlieBend erfolgte die Analytik mittels HPLC-DAD.

2.2.10 Nachweismethode der Carotinoide nach LFGB

Der Nachweis von Carotinoiden nach den Vorschriften der amtlichen Sammlungen von
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB beschrankt sich zum einen auf den Nachweis von
Retinol sowie auf den Nachweis von -Carotin und dessen Isomere. Fir den Nachweis von
Retinol als auch flr B-Carotin wird zuerst die Lebensmittelprobe mit ethanolischer und
methanolischer Kaliumhydroxid-Lésung verseift, im Anschluss erfolgt eine L&semittel-
Extraktion und die Analytik mittels HPLC mit Fluoreszenz- oder Ultraviolett-Detektor. Der
Nachweis der Substanzen erfolgt nach ihrer Retentionszeit durch Injektion eines externen
oder internen Standards [Amtliche Sammlung nach § 64 LFGB, Stand: Juli 2001].

2.3 Polyacetylene

2.3.1 Chemische Struktur, gesundheitsférdernde Wirkung und Geschmack

Polyacetylene, welche zur Gruppe der natirlichen Acetylenverbindungen gehéren, umfassen
eine groBe Gruppe unterschiedlicher Verbindungen. Alle diese Verbindungen werden durch
zwei oder mehr C=C-Dreifachbindungen charakterisiert. Diese Molekile sind relativ instabil
und besitzen ein bioaktives Potenzial. Polyacetylene sind u.a. in Pflanzen, Pilzen,
Mikroorganismen und wirbellosen Meeresbewohnern nachgewiesen worden [Dembitsky,
2006; Christensen, 1998; Christensen und Brandt, 2006; Bohimann, 1988; Hansen und Boll,
1986(a)]. In der Pflanzenwelt treten die Polyacetylene fir gewdhnlich in héheren Pflanzen
und dort in mehreren Familien auf, so auch in den Apiaceen [Hansen und Boll, 1986;
Christensen, 1998]. Polyacetylene wurden in den Olgidngen bzw. bei Karotten in
extrazellularen Oltrépfchen geldst lokalisiert [Bohlmann, 1969; Garrod und Lewis, 1979]. In
hohen Konzentrationen sind die Polyacetylene sehr reaktiv, in starken Verdiinnungen nimmt
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die Reaktionsneigung ab und sie sind relativ stabil [Bohlmann, 1969]. Die in den Apiaceen
vorhandenen Polyacetylene sind vor allem aliphatische Acetylene, besonders Ciz-
Polyacetylene. In der Karotte kommen vor allem drei Polyacetylene vor. Bei diesen handelt
es sich um das Falcarinol,

Abbildung 2-3-1: Strukturformel von (3R)-[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3-ol (Falcarinol)

das Falcarindiol
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Abbildung 2-3-2: Strukturformel von (3R,8S)-[Z]-Heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-3,8-diol (Falcarindiol)

und das Falcarindiol-3-Acetat [Czepa und Hofmann, 2003; Czepa und Hofmann, 2004;
Kidmose et al., 2004; Zidorn et al., 2005].

Abbildung 2-3-3: Strukturformel von [Z]-3-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-diin-8-ol (Falcarindiol-3-Acetat)

Diese drei Polyacetylene werden auch unter dem Begriff der Polyacetylene des ,Falcarinol-
Typs" im Folgenden zusammengefasst. Aufgrund der Bioaktivitat der Polyacetylene werden
die gesundheitsférdernden Eigenschaften von einigen Nahrungsgemiisen eng mit den
aliphatischen Polyacetylenen des Falcarinol-Typs verknUpft.

Das Auftreten der Polyacetylene in Karottenwurzeln wird sowohl mit einem bitteren
Geschmack, als auch mit einer antimikrobiellen Wirkung in Verbindung gebracht [Czepa und
Hofmann, 2003; Olsson und Svensson, 1996]. In orangenen Karotten schwankt der Gehalt
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an Polyacetylenen abhéangig vom Genotyp, von Abbaubedingungen sowie biotischem und
abiotischem Stress [Kidmose et al., 2004]. Eine weitere Ursache fir die schwankenden
Polyacetylengehalte ist, dass Polyacetylene wé&hrend des Wachstumsprozesses der
Karotten gebildet werden und somit der Zeitpunkt der Probennahme/Emte bzw. der Analyse
einen groBen Einfluss auf die gemessene Konzentration der Polyacetylene hat. Dies gilt
sowohl fir einen Vergleich zwischen den einzelnen Genotypen sowie fir die absoluten
Polyacetylengehalte und die individuellen Gehalte der einzelnen Polyacetylene [Kreutzmann
et al., 2008(a); Kreutzmann et al., 2008(b); Kidmose et al., 2004; Lund und Bruemmer, 1991;
Lund und Marion, 1990].

Polyacetylene konnten in verschiedenen Daucus-Typen nachgewiesen werden, wobei sich
die Polyacetylen-Zusammensetzung unterschied. Allen Genotypen gemeinsam war jedoch
die Présenz des Polyacetylens Falcarinol [Crowden et al., 1969]. Screening-Studien von
unterschiedlichen Genotypen ergaben, dass der Polyacetylengehalt in den Wildformen
deutlich héher liegt als in den kultivierten Karotten [Baranska und Schulz, 2005; Schulz und
Baranska, 2005]. Da Polyacetylene im Verdacht standen, einen groBen Einfluss auf den
Bittergeschmack von Karotten zu haben, liberpriften Czepa und Hofmann 2003 [Czepa und
Hofmann, 2003] diese These mithilfe einer Kombination von Sensorik und Chromatographie.
Hierbei stellten sie fest, dass Falcarindiol einen groBen Einfluss auf den Bittergeschmack in
Karotten hat und sich dadurch eine neue KenngréBe fur die Beurteilung der Karottenqualitét
erschlieBt. Auch Falcarinol kann mit dem bitteren Geschmack von Karotten in Verbindung
gebracht werden. Der Schwellenwert des Gehaltes an Falcarinol fiir die geschmackliche
Relevanz liegt aber deutlich hdéher als der bei Falcarindiol. Obwohl Falcarinol geringere
Auswirkungen auf den bitteren Geschmack der Karotten hat, lasst sich jedoch aus dem
hohen antioxidativen Potenzial von Falcarinol ein sehr hoher Effekt in Bezug auf die
gesundheitsférdernden Eigenschaften von Karotten ableiten [Kidmose et al., 2004; Hansen
et al.,, 2003; Kobaek-Larsen et al., 2005; Brandt et al., 2007]. Fir medizinische und
therapeutische Zwecke wird Falcarinol wegen des dort relativ hohen Gehaltes hauptséchlich
aus Ginsengwurzeln gewonnen [Hansen und Boll, 1986(a)]. Das in Karotten vorhandene
Falcarinol wurde zuerst als Carotoxin bezeichnet [Czepa und Hofmann, 2003]. Es ist
bioverfligbar und zeigt eine hohe Aktivitat auf. Studien, in denen Ratten mit rohen Karotten
oder extrahiertem Falcarinol gefuttert wurden, zeigten, dass dieses Polyacetylen die Bildung
von Darmkrebs verhindern kann [Kobaek-Larsen et al., 2005]. Uber dies konnte
nachgewiesen werden, dass die anti-karzinogene Wirkung der Karotten von Falcarinol und
nicht wie bisher angenommen von B—Carotin abhangt. Ferner wurde herausgefunden, dass
bei Aufnahme von zu groBen Mengen von Falcarinol die positiven Eigenschaften in negative
umschlagen konnen. Falcarinol wirkt dann toxisch auf den menschlichen Organismus
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[Christensen und Brandt, 2006; Hansen et al., 2003]. Wegen der hohen Instabilitdt der
Polyacetylenverbindungen war anzunehmen, dass wéhrend der Lagerung von Karotten
deren Gehalt abnimmt. Hansen et al. ermittelten 2003 den Einfluss der Lagerung auf den
Falcarinolgehalt in Karotten [Hansen et al., 2003]. Sie fanden heraus, dass sich der Gehalt
an Falcarinol wahrend einer Langzeitlagerung von Karottenwirfeln um 35 % reduziert.
Kreutzmann et al. beschéftigten sich 2007 mit der Lagerstabilitit von Polyacetylenen in
Karottensticks und geschredderten Karotten wéhrend einer Langzeitlagerung bei -24 °C
[Kreutzmann et al., 2007(b)]. Der Gehalt an Polyacetylenen wurde nach 4 und 8 Monaten
bestimmt. Es stellte sich heraus, dass die Langzeitlagerung keinen Einfluss auf den Gehalt
von Falcarinol und Falcarindiol-3-Acetat hat. Sie erklarten sich diese Ergebnisse damit, dass
entweder die Enzyme zum Falcarinol- und Falcarindiol-3-Acetat-Abbau nicht aktiv waren
oder weder FaOH noch FaDOH-3-Acetat wahrend der Lagerung oxidiert werden. Einen
groBen Einfluss hatte die Langzeitlagerung jedoch auf die Konzentration von Falcarindiol.
Nach 8 Monaten war sowohl bei den geschredderten Karotten als auch bei den
Karottensticks der Gehalt um 80 % reduziert. Die Falcarindiol-Konzentrationen nach 4
monatiger Lagerung wurden, aufgrund der genetischen Variabilitdt des Probenmaterials, als
nicht valide verworfen [Kreutzmann et al., 2007(b)].

2.3.2 Biosynthese der Polyacetylene des Falcarinol-Typs

Vermutlich geht die Biosynthese der C,,-Polyacetylene von ungesattigten Fettsauren als
Ausgangssubstanzen aus; der genaue Biosyntheseweg ist jedoch bisher noch unbekannt
(Abbildung 2-3-4).
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Abbildung 2-3-4: Médglicher Biosyntheseweg von aliphatischen Ci7-Polyacetylenen des Falcarinol-Typs nach Bohlmann,
1973 [Bohimann et al., 1973]

Beim Vergleich der Struktur und dem Aufbau von Polyacetylenen mit denen von Olséure,
Linolsdure, Crepinolsaure und Dehydroxycrepinolsaure fallt eine starke Ahnlichkeit in den
Strukturen, beginnend mit der Olséure und endend mit den Polyacetylenen, auf. Dies kann
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durch die Tatsache erklart werden, dass die meisten Polyacetylene die oben erwéhnten
Séauren als Vorstufen fur ihre Biosynthese haben (Abbildung 2-3-4) [Santos et al., 2005].
Durch eine Reihe von Fiitterungsexperimenten mit "“C- und °H- markierten Vorstufen der
Polyacetylenbiosynthese wurden diese Vermutungen bestatigt. Uberdies konnte
nachgewiesen werden, dass Polyacetylene aus Acetat- und Malonateinheiten aufgebaut
werden [Christensen und Brandt, 2006; Christensen, 1998; Bohlmann, 1988; Hansen und
Boll, 1986(a); Jente et al., 1988; Bulock und Smalley, 1962; Barley et al., 1988]. Die
Biosynthese von Polyacetylenen startet mit einer Wasserstoffabspaltung bei der Olsaure.
Aus der daraus entstandenen Linolsdure wird unter Abspaltung eines Wasserstoffatoms
zuerst Crepenylsdure und im Anschluss daran Dehedroxycrepenylséure, welche durch a-
und B- Oxidation oder andere Oxidationsreaktionen zu Polyacetylenvorstufen mit
unterschiedlicher Kettenlange fiihrt, die daraufhin zu einer Vielzahl unterschiedlicher
Polyacetylene umgewandelt werden kdénnen (Abbildung 2-3-5) [Christensen und Brandt,
2006; Christensen, 1998; Bohlmann, 1988; Hansen und Boll, 1986(a)]. Die beteiligten
Enzyme, welche diese Teilreaktionen katalysieren, sind allerdings noch nicht im Einzelnen
identifiziert (Abbildung 2-3-6) [Bohlmann, 1969; Cahoon et al., 2003]. Die Biosynthese von
Polyacetylenen des Falcarinol-Typs und &hnlich aufgebauter Polyacetylene folgt dem
normalen Biosyntheseweg fur  aliphatische Ci7-Acetylene beginnend mit
Wasserstoffabspaltung bei der Olsaure, die zu dem Zwischenprodukt Linolsédure, unter
weiterer  Wasserstoffabspaltung zur  Crepenylsaure und  anschlieBend  zur
Dehydroxycrepenylsaure flhrt, welche im Anschluss mittels B-Oxidation und
nachgeschalteter Abspaltung von CO, und H,O zu C,s-diine Polyacetylenen umgewandelt
werden; weitere Oxidationen und Wasserstoffabspaltungen fiihren dann zu Polyacetylenen
des Falcarinol-Typs (Abbildung 2-3-5).



2 Stand der Forschung 38

-

Olsaure

HI

COsR

4 x B-Oxidation

_ _——_COR
]

‘ C,,-C,, Polyacetylene

| Cy5°Cy, Polyacetylene|

Abbildung 2-3-5: Biosyntheseweg fiir Polyacetylene mit unterschiedlicher Kettenlange, ausgehend von der Olsaure nach
Bohlmann, 1973 [Bohimann, 1973]
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Abbildung 2-3-6: Dargestellter Biosyntheseweg nach Cahoon et al., 2003 [Cahoon et al., 2003]

Im Folgenden werden die drei wichtigsten Polyacetylene in der Karotte genauer betrachtet,
bei ihnen handelt es sich, wie schon besprochen, um FaOH, FaDOH und FaDOH-3-Acetat.

2.3.2.1 Falcarinol

Bei Falcarinol (Abbildung 2-3-1) handelt es sich um eine bei Raumtemperatur flissige
Substanz, welches ein Molekulargewicht von 244 Dalton aufweist und bei 115 °C siedet. Es
ist ein instabiles sowie licht- und hitzelabiles Molekdil. Das (+)-Enantiomer von Falcarinol wird
als Panaxynol bezeichnet [Steglich et al., 1997; Hansen et al., 2003]. Es wurde zum ersten
Mal 1967 von Crosby und Aharonson aus Karotten isoliert und wurde zu dieser Zeit noch als
Carotatoxin bezeichnet [Crosby und Aharonson, 1967]. In Anlehnung an Bohlmann et al.,
1966 [Bohlmann et al., 1966] wurde im selben Jahr das Carotatoxin als C;;-Alkohol
charakterisiert. Das Carotatoxin besaB dieselbe Identitat wie das von Bohlmann aus Falcaria
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vulgaris Bernh. isolierte Falcarinol; damit ergab sich fur das Falcarinol die Summenformel
Cy47H240 [Bentley et al., 1969]. Falcarinol ist ein chemisch reaktives Molekiil, welches unter
Einwirkung eines Protons die Hydroxygruppe in Form von Wasser abspaltet; hieraus entsteht
ein stabiles Carbokation. Dieses reagiert leicht mit Mercapto- und Aminogruppen in
Proteinen und kann somit als Hepten fungieren [Hansen und Boll, 1986(b)]. Bei
Toxizitatstests an Mausen stellte sich eine Neurotoxizitdt von Falcarinol heraus; daraufhin
wurde der LDso;-Wert auf 100 mg/kg festgelegt [Crosby und Aharonson, 1967]. Uberdies
wurde herausgefunden, dass Falcarinol in Pflanzen unter Stressbedingungen gebildet wird
und beim Menschen Kontaktdermatitis verursachen kann [Crosby und Aharonson, 1967;
Steglich et al., 1997]. Des Weiteren wurde in klinischen Untersuchungen entdeckt, dass
Falcarinol die Aggregation von Blutplattchen hemmt, entziindungshemmende Wirkung
besitzt und gegen Tuberkolose wirkende Eigenschaften besitzt [Steglich et al., 1997;
Fujimoto et al., 1998; Kobaisy et al., 1997]. AuBerdem wurde in vitro eine signifikante
zytotoxische Aktivitdt gegenliber menschlichen Tumorzellen festgestellt. Die signifikanten
Konzentrationen wurden bei ca. 0,03 pg/ml ermittelt. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass
Falcarinol aus Karottensaft eine sehr gute Bioverfligbarkeit aufweist, es wird daraus schnell
vom Darm resorbiert und erreicht schon 2 Stunden nach Aufnahme seine maximale
Serumkonzentration [Matsunaga et al., 1990; Brandt et al., 2007; Christensen und Brandt,
2006]. Bei Gehalten von 1 ng/ml stimuliert Falcarinol die Zelldifferenzierung, wohingegen es
bei Konzentrationen von Gber 1000 ng/ml toxisch wirkt, was auf hormonelle Eigenschaften
hinweist [Hansen et al., 2003].

2.3.2.2 Falcarindiol

Bei Falcarindiol (Abbildung 2-3-2) handelt es sich um das polarste Polyacetylen in Karotten.
Es ist eine bei Raumtemperatur flissige, farblose Substanz mit der Summenformel C7H540,
und einem Molekulargewicht von 260 Dalton. Es wurde erstmals von Bohlmann et al., 1996
aus Falcaria vulgaris Bernh. isoliert und charakterisiert [Bohimann et al., 1966]. In Wasser ist
es nur sehr schlecht I18slich, besser dagegen in Hexan. Bei Temperaturen unter -18 °C
besteht jedoch auch in Hexan eine schlechte L&slichkeit. Am besten 16st sich Falcarindiol in
Dichlormethan [Yates und England, 1982; Bernart et al., 1996]. In der Karotte lokalisierten
Garrog und Lewis 1978 Falcarindiol als extrazellulires Ol im Periderm bzw.
Perizykelparenchym. Toxikologische Studien an Mausen ergaben einen LDs,-Wert von 133
mg/kg [Yates und England, 1982]. Obwohl Falcarindiol eine geringere Bioaktivitat als
Falcarinol aufweist, besitzt es in vitro sowohl zytotoxische als auch antimutagene
Eigenschaften [Cunsolo et al., 1993; Bernart et al., 1996; Miyazawa et al., 1996]. Des
Weiteren wurde eine starke Mykotoxizitat festgestellt, die sich besonders bei den Pilzen
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Mycocentrospora acerina und Cladosporium cladosporides zeigt; diese bewirken bei
Karotten Lagerkrankheiten. Es wurde nachgewiesen, dass hohe Konzentrationen an
Falcarindiol im Karotten-Perizykelparenchym die Resistenz der Karotte gegeniber Pilzbefall
verbessern [Olsson und Svensson, 1996; Garrod et al., 1978].

2.3.2.3 Falcarindiol-3-Acetat

1969 wurde Falcarindiol-3-Acetat (Abbildung 2-3-3) zum ersten Mal aus frischen Karotten
durch Bentley et al. isoliert [Bentley et al, 1969]. Falcarindiol-3-Acetat weist die
Summenformel C19H»603, mit einem Molekulargewicht von 302 Dalton auf. Da es noch keine
genaueren Untersuchungen uUber Falcarindiol-3-Acetat und somit auch nicht Uber seine
physikalischen wie chemischen Eigenschaften gibt, es jedoch zu den Polyacetylenen des
Falcarinol-Typ gehort, werden fir das Falcarindiol-3-Acetat &hnliche Eigenschaften
angenommen wie fur die Ubrigen Polyacetylene des Falcarinol-Typs. Bei den durch
Falcarindiol-3-Acetat hervorgerufenen physiologischen Wirkungen wird davon ausgegangen,
dass diese ahnlich der der zuvor beschriebenen Polyacetylene ist, jedoch in abgeschwachter
Form. Dies wird durch die Mdbglichkeit des Falcarindiol-3-Acetats begriindet, zwei aktive
Zentren fur einen nucleophilen Angriff zu regenerieren. Bei solchen Angriffen wird jedoch der
lipophile Charakter reduziert, was auf eine geringere zytotoxische Wirkung des Falcarindiol-
3-Acetats gegenlber Falcarinol hinweist. Weiterhin wird angenommen, dass Falcarindiol-3-
Acetat der Antagonist zu Falcarinol ist und somit Teile seiner Aktivitat verliert [Kobaek-
Larsen et al., 2005]. Untersuchungen von Lund aus dem Jahr 1992 ergaben, dass es sich
bei dem in der Literatur besprochenen Falcarindiol-3-Acetat in vielen Féllen um eine
Mischung aus Falcarindiol-3-Acetat und -1-Acetat handelt. Abhangig von der Polaritat des
Lésungsmittels, der Konzentration sowie der Temperatur dominierte eines der beiden
Isomere; bei Raumtemperatur ist das 1-Acetoxy-heptadeca-1,9-dien-4,6-dien-8-ol stabiler als
das 3-Acetat [Lund, 1992].

2.3.4 Polyacetylene in der Karotte

Die in den Karotten enthaltenen Polyacetylene, deren fungizide Wirkung bekannt ist, werden
vor allem wahrend des Wachstums der Karotten, jedoch auch wahrend der
nachgeschalteten Lagerung gebildet [Harding und Heale, 1981; Olsson und Svensson,
1996]. Eine Reihe von Faktoren haben Einfluss auf den Polyacetylengehalt der Karotten. Zu
den wichtigsten Faktoren gehdéren unter anderem der Genotyp, der Anbauort, biotischer und
abiotischer Stress, Lagerungsdauer und WurzelgréBe [Kidmose et al., 2004; Lund und
Bruemmer, 1991; Lund und Marion, 1990]. Frihere Studien zeigen einen deutlichen
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Zusammenhang zwischen Polyacetylengehalten in der Wurzel und dem Genotyp, dem
Anbauort sowie Verarbeitungs- und Lagerungseinflissen. Wie der Tabelle 2 auf Seite 198
bei Kreutzmann et al. aus dem Jahr 2008 zu entnehmen ist, wurden groBe Unterschiede in
den Polyacetylengehalten festgestellt [Kreutzmann et al., 2008]. Das lag hauptsachlich an
den unterschiedlichen Genotypen, welche bei dieser Untersuchung verwendet wurden. Die
Studie von Kidmose et al. 2004 [Kidmose et al., 2004] zeigt, dass sowohl die WurzelgréBe
als auch der Anbauort einen groBen Einfluss auf den Polyacetylengehalt in den Karotten
haben. Uberdies wurde aufgezeigt, dass bei Falcarindiol und Falcarindiol-3-Acetat die
Konzentrationen mit Anstieg der WurzelgréBe proportional abnahmen, wohingegen die des
Falcarinol unverédndert blieben. Des Weiteren wurde festgestellt, dass der Standort der
Karotten einen signifikanten Einfluss auf den Polyacetylengehalt ausubt [Kidmose et al.,
2004]. In den Verdffentlichungen von Kreutzmann et al. aus dem Jahr 2008 sowie
Christensen und Kreutzmann aus dem Jahr 2007 wurde der Gehalt von unterschiedlichen
Karottentypen untersucht. Es stellte sich heraus, dass sich die Gehalte sowohl bei Falcarinol,
Falcarindiol als auch beim Falcarindiol-3-Acetat signifikant unterschieden [Kreutzmann et al.,
2008(a); Christensen und Kreutzmann, 2007]. So bewegten sich die Konzentrationen der
Karottengenotypen bei Falcarinol zwischen 2,97 und 6,70 mg/100 g Frischmasse, bei
Falcarindiol zwischen 0,48 und 4,04 mg/100 g FM und beim Falcarindiol-3-Acetat zwischen
0,51 und 2,16 mg/100 g FM. Es stellt sich Uberdies heraus, dass das Falcarinol in allen
geschélten Karottenproben das Polyacetylen war, welches die hdchste Konzentration
aufwies. In ungeschalten Karotten ist im Gegensatz dazu Falcarindiol das Polyacetylen mit
der héchsten Konzentration [Czepa und Hofmann, 2004; Kidmose et al., 2004; Lund und
Bruemmer, 1991; Lund und Marion, 1990]. Czepa und Hofman untersuchten 2004 die
Verteilung der Polyacetylene in der Karotte. Sie stellten fest, dass das Falcarindiol in deutlich
héheren Konzentrationen im Phloem und im oberen Teil der Karotten zu finden ist
(~33 mg/100 g FM) und weniger im Xylem und im unteren Teil der Karottenwurzeln
(<20 mg/100 g FM) [Czepa und Hofmann, 2004]. Diese Ergebnisse stimmen mit den
Ergebnissen anderer Studien Uberein, welche das Falcarindiol verstarkt in der Schale und in
den auBeren Bereichen des Phloems lokalisierten [Christensen und Brandt, 2006; Baranska
und Schulz, 2005; Baranska et al., 2005; Kreutzmann et al., 2008(a)]. Kreutzmann und
Christensen legten 2007 dar, dass die Konzentration an Falcarindiol in der Karottenschale
zehnfach hoher ist als die Konzentration an FaDOH in den dazugehdrigen geschélten
Karottenwurzeln [Kreutzmann et al., 2008]. Ebenso verhielt es sich mit Falcarindiol-3-Acetat,
welches in héheren Konzentrationen in der Karottenschale als in der tbrigen Karotte vorlag.
Dies flhrte zu dem Schluss, dass es sich mit der Verteilung des Falcarindiol-3-Acetats
ahnlich verhalt, wie bei der des Falcarindiols. Im Unterschied dazu besteht bei Falcarinol
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keine signifikante Differenz zwischen den Konzentrationen in der Schale der Karottenwurzel
und den Konzentrationen in der tbrigen Wurzel.

Kreutzmann et al. stellten 2008 fest, dass innerhalb der Karottenproben desselben Genotyps
deutliche Unterschiede im Polyacetylengehalt auftreten, sowohl bei Karottenschalen als auch
bei geschalten Karottenproben [Kreutzmann et al., 2008(a)]. Angesichts der guten
Reproduzierbarkeit ihrer HPLC-Methoden gehen Kreutzmann et al. davon aus, dass der
Ursprung der Konzentrationsschwankungen in den Karottenproben nicht auf einen
systematischen Fehler in der Analysemethode, sondern auf die Unterschiede im
Karottenmaterial ~selbst zurlickzufiihren sind. Sie schlieBen daher, dass der
Polyacetylengehalt innerhalb eines Genotyps bei gleichen Anbaukonditionen von Karotte zu
Karotte schwankt. Basierend auf dieser Erkenntnis ist es notwendig, neben den zuvor
erwahnten Einflussfaktoren auf den Polyacetylengehalt in Karotten, wie z. B. Standort,
Genotyp und Anbaubedingungen, auch den Faktor der internen und individuellen
Konzentrationsschwankung in zukiinftige Uberlegungen mit einzubeziehen.

2.3.5 Extraktionsmethoden von Polyacetylenen aus Karotten

In der aktuellen Literatur findet sich eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur
Untersuchung von Polyacetylenen mittels HPLC. Bei den beschriebenen Methoden wurden
unterschiedliche Pflanzen auf den Gehalt an Polyacetylen des Falcarinol-Typs analysiert
[Kidmose et al., 2004; Zidorn et al., 2005; Hansen et al., 2003; Wittstock et al., 1995; Avalos
et al., 1995; Kreutzmann et al., 2008(a)]. Uberdies werden Methoden zum Nachweis von
Polyacetylenen mittels Gaschromatographie-Techniken (GC-FID und/oder GC-MS) [Czepa
und Hofmann, 2003; Czepa und Hofmann, 2004; Zidorn et al., 2002; Santos et al., 2005(a);
Nitz et al., 1990] sowie eine Methode zum Nachweis von Polyacetylenen bzw. zum
Nachweis und zur Quantifizierung von Falcarinol und Falcarindiol in Blutplasma mittels
Flissigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS-MS) beschrieben
[Christensen und Brandt, 2006].

Basis fir die Analytik der Polyacetylene in Karotten sind die gesamten, zerkleinerten
Wourzeln bzw. Blatter. Bei der von Bohlmann entwickelten Methode werden die Polyacetylene
mit einer Mischung aus Petrolether und Diethylether extrahiert. Der Extrakt wird im
Anschluss mit einer Chromatographieséaule aufgetrennt und UV-spektometrisch untersucht
[Winterfeld, 1994]. Durch die typischen UV-Spekiren der Polyacetylene des Falcarinol-Typs
war es Bohlmann mdglich, das Extraktionsverfahren so zu optimieren, dass er reine
Substanzen darstellen konnte. Mittels UV-, IR-, Massen- und NMR-Spektroskopie konnte er
die drei Polyacetylene charakterisieren und deren Struktur ermitteln. Zur Absicherung seiner
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Ergebnisse synthetisierte er die entsprechenden Verbindungen und analysierte diese
[Bohlmann, 1969; Schrader et al., 2005]. An den Aufarbeitungsmethoden hat sich bis heute
nicht viel verandert. Die Polyacetylene des Falcarinol-Typs werden mittels eines organischen
Lésungsmittels wie z. B. Ethylacetat, Diethylether, Dichlormethan oder Methanol aus
frischem oder getrocknetem Karottenmaterial herausgeldst.

Gegenwartig wird die Extraktion der Polyacetylene des Falcarinol-Typs in der Regel mittels
Soxhlet-Henkel-Extraktion [Miladi et al., 2008; Schinkovitz et al., 2008] durchgefiihrt. Aktuell
wird die Mdglichkeit der Extraktion von Falcarinol mittels ASE diskutiert und angewendet
[Pferschy-Wenzig et al., 2009].

2.3.6 Trennmethoden fiir den Nachweis von Polyacetylenen

Im Anschluss an die Extraktion der Polyacetylene wird der Extrakt mit Hilfe von Stufen-
Elutions-Chromatographie und/ oder Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel [Wittstock et
al., 1995; Miyazawa et al., 1996; Hansen, Stig et al., 2003; Kidmose et al., 2004] und bei
einer Kombination von Kieselgel- und Gelpermeationschromatographie an Sephadex LH-20
[Bernart et al., 1996; Zidorn et al.,, 2005] in einzelne Fraktionen aufgetrennt. Bei der
Chromatographie mit Kieselgel zur Auftrennung der Polyacetylene des Falcarinol-Typs
wurden unterschiedliche Gradientensysteme sowohl mit n-Hexan und Petrolether als auch
mit unterschiedlichen Anteilen an Ethylacetat oder Diethylether eingesetzt [Wittstock et al.,
1995; Miyazawa et al., 1996; Hansen, Stig et al., 2003; Kidmose et al., 2004; Czepa und
Hofmann, 2003]. Bei der Fraktionierung an Sephadex LH-20 wurde haufig eine Mischung
aus Dichlormethan und Aceton [85:15 (v/v)] verwendet [Zidorn et al., 2005]. Dadurch, dass
die Polyacetylene des Falcarinol-Typs, zu denen Falcarinol, Falcarindiol und Falcarindiol-3-
Acetat zahlen, mit ihren typischen zwei C=C-Dreifachbindungen und den zwei C=C-
Doppelbindungen charakteristische UV-Spekiren aufweisen, sind sie recht einfach mittels
Diode-Array-Detector (DAD) [Wittstock et al., 1995; Hadacek et al., 1988] zu detektieren. Flr
die Detektion der Polyacetylene des Falcarinol-Typs wird meistens die UV-spektroskopische
Detektion verwendet.

Zwar liegen die charakteristischen UV-Maxima der Polyacetylene im Bereich > 230 nm, es
wird jedoch Ublicherweise, fir eine bessere Trennung von den Begleitstoffen, eine
Detektionswellenlange von 205 nm verwendet [Zidorn et al., 2005; Hansen, Stig et al., 2003;
Kidmose et al.,, 2004]. Damit ist die UV-Empfindlichkeit bei dieser Wellenlange um den
Faktor 10 erhéht und gleichzeitig die Detektions- und Nachweisgrenze der Polyacetylene
minimiert. Dies ist auf der einen Seite von Nachteil, da in den meisten Pflanzen und so auch
in den Karotten die Polyacetylene nur in sehr geringen Konzentrationen auftreten
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[Christensen und Kreutzmann, 2007]. So bewegen sich die Gehalte an Polyacetylenen in
Karotten in Regionen um 6 mg/kg Frischgewicht [Czepa und Hofmann, 2004; Kidmose et al.,
2004]. Auf der anderen Seite ist eine hohe Nachweisgenauigkeit besonders bei der
Isolierung und Aufreinigung von Polyacetylenen von groBer Bedeutung. FUr die Identifikation
der Polyacetylene mittels UV-Detektor mit anschlieBender Absicherung mittels MS oder 1-D-
und 2-D-NMR ist die Verwendung der charakteristischen UV-Maxima sinnvoll
(Tabelle 2-3-1).

Tabelle 2-3-1: Ubersicht (ber charakteristische UV-Maxima ausgewahlter Polyacetylene nach Bentley et al., 1969)
[Bentley et al., 1969]

Polyacetylen UV-Maximum [nm]
Falcarinol 256, 242, 230
Falcarindiol 258, 244, 232
Falcarindiol-3-Acetat 259, 245, 233

Eine genaue qualitative und quantitative Charakterisierung der Polyacetylene des Falcarinol-
Typs ist in der Literatur nur vereinzelt beschrieben [Wittstock et al., 1995; Zidorn et al., 2005;
Hansen et al., 2003; Kidmose et al., 2004; Zidorn et al., 2002; Law und Moody, 1995;
Hadacek et al., 1988]. Bei allen Nachweismethoden wurden stets unterschiedliche C18-
Umkehrphasen-Saulen, wie z. B. die LiChrospher 100 RP-18 [Hansen et al., 2003; Kidmose
et al., 2004], die Zorbax Rx-C18 [Zidorn et al., 2005; Zidorn et al., 2002], die Sperisorb 5S
ODC [Wittstock et al., 1995; Hadacek et al., 1988], die Econosphere C18 [Law und Moody,
1995], die LiChrosorb RP-18 [Washida und Kitanaka, 2003] sowie die Luna C18
[Christensen und Kreutzmann, 2007] verwendet. Das Gradientensystem bestand meistens
aus Methanol/Wasser oder Acetonitril/Wasser. Die genaue Detektion der Polyacetylene wird
durch ihre charakteristischen C=C-Dreifachbindungen erleichtert und erfolgt mittels
Diodenarray-Detektor [Wittstock et al., 1995; Hadacek et al., 1988; Christensen und
Kreutzmann, 2007]. lhre Quantifizierung erfolgt entweder mittels geeignetem internen
Standard [Zidorn et al., 2005; Czepa und Hofmann, 2003; Czepa und Hofmann, 2004] oder
mittels externer Kalibrierung durch authentische Standards [Christensen und Kreutzmann,
2007].

2.3.7 Nachweis von Polyacetylenen mittels LC-MS

Mit Hilfe der Kopplung aus Flissigchromatographie und Massenspektrometrie ist vor allem
eine Identifikation von Polyacetylenen und weniger eine Quantifizierung durchzufihren. Zum
Einsatz kommt diese Analysetechnik zur Identifikation innerhalb der Apiaceen besonders bei
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deren essbaren Vertretern Sellerie und Méhre [Zidorn et al., 2005; Zidorn et al., 2002]. Durch
den Einsatz der Kopplung von HPLC und Tandemmassenspekirometrie (LC-MS-MS) ist eine
gezielte Fragmentierung der einzelnen lonen moglich, sodass eine deutlich hdhere
Selektivitdt im Verhaltnis zur ,einfachen® HPLC oder HPLC-MS erzielt werden kann.
Besonders zeichnet sich diese Kopplungstechnik in Bezug auf die Identifikation von gering
konzentrierten Verbindungen und speziellen Verbindungsklassen in komplexen Matrizes aus
[Hansen-Moeller et al., 2002(a); Haraldsdottir et al., 2002; Manners et al., 2003]. Es ist bisher
jedoch nur eine Studie bekannt, in der die LC-MS-MS-Kopplungstechnik zur Identifikation
des Falcarinol-Typs in flissigen Proben biologischer Herkunft zum Einsatz kam [Hansen-
Moeller et al., 2002(b)].

2.3.8 Nachweis von Polyacetylenen mittels GC

Eine qualitative und quantitative Analytik der Polyacetylene des Falcarinol-Typs mittels GC-
FID bzw. GC-MS findet sich nur in wenigen Publikationen [Czepa und Hofmann, 2003;
Czepa und Hofmann, 2004; Santos et al., 2005(a); Nitz et al., 1990]. Zur Auftrennung der
Polyacetylene wurden vor allem Siloxan-Kapillarsdulen verwendet wie die DB-5, die Rix-5
und die SE-54 [Czepa und Hofmann, 2003; Czepa und Hofmann, 2004; Santos et al.,
2005(a); Nitz et al., 1990]. Eine Quantifizierung der identifizierten Komponenten erfolgte stets
mittels entsprechender interner Standards oder nach Kalibration mittels isolierter
Einzelkomponenten [Czepa und Hofmann, 2003; Czepa und Hofmann, 2004; Santos et al.,
2005(a); Nitz et al., 1990].

Die Durchfuhrung einiger Vorversuche zu den Mdgglichkeiten des Nachweises von
Polyacetylenen mithilfe der Gaschromatographie, speziell der HS-SPME-GC, ergab, dass
die verwendeten Polyacetylen-Standardsubstanzen die thermischen Belastungen im
Injektorblock nicht Gberstanden.

2.3.9 Nachweis von Polyacetylenen mit Hilfe der Raman-Spektroskopie

Schon 1935 wurden die ersten Analysen von Polyacetylenen mit Hilfe von Raman-
Spektroskopie durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um Analysen des Acetylens Carlinaoxid
in der Silberdistel (Carlina acaulis L. subsp. acaulis) [Pfau et al., 1935]. Obwohl
Polyacetylene in den meisten Pflanzen nur in geringen Konzentrationen vorkommen (0,01-
1,0 mg/100 g Frischmasse), kdnnen sie aufgrund ihrer charakteristischen C=C-
Dreifachbindung und den daraus resultierenden starken Banden bei 2200 cm™ mit Hilfe von

FT-Raman-Spektroskopie detektiert werden. Diacetylene verursachen, aufgrund ihres



2 Stand der Forschung 47

Symmetriezentrums, eine Raman-Bande bei 2183 cm™ und eine Infrarotbande bei 2085 cm’
'. Sowohl Art als auch Anzahl der Substituenten im Molekiil als auch die Anzahl der C=C-
Dreifachbindungen haben einen Einfluss auf die Spektren und die Frequenz [Schrader et al.,
2005; Schulz und Baranska, 2007]. Neben dem Spektralbereich, in dem die typischen C=C-
Dreifachbindungen liegen, liefert auch das Profil der Raman-Banden in der Regel
ausreichend Informationen um nicht nur die Substituenten zu ermitteln, sondern Uberdies
auch noch die einzelnen Polyacetylene zu identifizieren. Die Polyacetylene des Falcarinol-
Typs weisen durch ihre -C=C-C=C-Gruppierung eine asymmetrische sowie eine
symmetrische Schwingungsart auf, welche im Bereich von 2257-2251 cm™ liegt [Baranska
und Schulz, 2005; Lin-Vien et al., 1991]. 2005 untersuchten Baranska und Schulz die
Polyacetylene Falcarinol und Falcarindiol und fanden heraus, dass diese Ublicherweise zwei
Uiberlappende Banden bei 2258 und 2252 cm™ aufweisen. Reines, in Ethanol geldstes
Falcarinol hat seine typische Bande bei 2258 cm™. Die Vermutung lag nahe, dass das zweite
Signal dem Falcarindiol zugerechnet werden kann. Basierend auf Literaturdaten, welche
besagen, dass eine Sauerstoffbindung in a-Position der Acetylene nur einen geringen
Einfluss auf die Frequenz der C=C-Dreifachbindung hat [Lin-Vien et al., 1991], konnte der
geringe Unterschied von 6 cm™ gegenliber dem Falcarinol durch die Tatsache erklart
werden, dass Falcarindiol eine zusatzliche OH-Gruppe aufweist [Baranska und Schulz,
2005]. Durch die Raman- und IR-Aktivitdt der Polyacetylene Falcarinol, Falcarindiol und
Falcarindiol-3-Acetat lassen sich die aus diesen Untersuchungen folgenden Daten sehr gut
mit den Daten aus der LC-Analytik verknlpfen und liefern lberdies erganzende Daten zur
Identifikation der Polyacetylene.

2.3.10 Probenaufarbeitungs- und Nachweismethoden von Polyacetylenen innerhalb des

Instituts fiir dkologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vorratsschutz Quedlinburg (OPV-Q)

In dem OPV-Q findet der Nachweis von Polyacetylenen in Karotten durch eine Soxhlet-
Apparatur mit nachgeschalteter Analytik mittels HPLC-MS statt. Bei diesem Verfahren
werden 5 g frisches Probenmaterial zerkleinert und mit 250 ml n-Hexan in einen Rundkolben
Uberfihrt. AnschlieBend erfolgt die Extraktion der Polyacetylene durch die Soxhlet-
Apparatur. Nach der Extraktion, welche ca. 2 Stunden dauert, wird das n-Hexan unter
Verwendung eines Rotationsverdampfers bei 30 °C verdampft. Die bis zur Trockne
eingeengte Probe wird in 1 ml Methanol/Wasser (60:40; v/v) unter Verwendung eines
Ultraschallbades geldést und anschlieBend in ein HPLC-Vial aufgenommen. Nach der
Extraktion erfolgt die Analytik mittels HPLC-MS.
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2.3.11 Nachweis der Polyacetylene nach den Vorschriften des LFGB

In den amtlichen Sammlungen zu den Untersuchungsverfahren nach LFGB sind keine
Beschreibungen fir Nachweismethoden fiir den Nachweis von Polyacetylene in

Lebensmitteln zu finden.

2.4 Zucker in Karotten

Neben den Bitterstoffen und flichtigen Komponenten sind die Zucker hauptverantwortlich fur
den charakteristischen Geschmack von Karotten. Glucose, Fructose und Saccharose
machen mit mehr als 95 % der freien Zucker in der Karotte die Hauptkomponenten aus. Sie
haben einen Anteil an den Speicherkohlenhydraten von 40 — 60 % [Alabran und Mabrouk,
1973; Platenius, 1934; Rygg, 1945]. Glucose und Fructose liegen aufgrund des
Gleichgewichts, in welchem beide Uber eine Lobry de Bryn-Alberda-van-Ekenstein-
Umlagerung gebildet werden, zu gleichen Teilen vor [Rygg, 1945; Simon et al., 1980(a)]. Das
Verhéltnis von Saccharose zu den reduzierenden Zuckern nimmt mit der Reife zu, wahrend
es, wahrend der sich anschlieBenden Ernte und Lagerung wieder abnimmt [Hasselbring,
1927; Phan et al., 1973; Werner, 1941]. Kohlenhydrate werden im Primarstoffwechsel der
Pflanze im Zuge der Fotosynthese (CO, + H,O — CH,O + O,) gebildet. Neben den Lipiden,
Proteinen und Nucleinsauren gehdren die Zucker zu den lebenswichtigen Verbindungen. Die
Einteilung der Kohlenhydrate erfolgt nach der Anzahl der Zuckerbausteine. Somit findet eine
Unterteilung in  Monosaccharide, welche aus einer Zuckereinheit bestehen,
Oligosacchariden, welche aus 2 bis 9 Monosaccharideinheiten bestehen, und den
Polysacchariden, welche aus bis zu 1.000 Monosaccharideinheiten bestehen, statt.

2.4.1 Monosaccharide

Je nach Art der Carbonylfunktion werden die Monosaccharide in Aldosen
(Polyhydroxyaldehyde) und Ketosen (Polyahydroxyketone) eingeteilt. Eine weitere Einteilung
findet nach der Anzahl der C-Atome in Triosen, Tetrosen, Pentosen, Hexosen und Heptosen
statt. Von einer besonderen biologischen Relevanz sind vor allem die Pentosen und
Hexosen, da diese die Mdglichkeit zum Ringschluss haben. Mehr als 200 verschiedene
Monosaccharide sind bisher in der Natur entdeckt worden. Die wichtigsten Vertreter der
Monosaccharide sind die beiden Hexosen Glucose und Fructose.
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2.4.2 Disaccharide

Die Disaccharide gehéren zur Gruppe der Oligosaccharide. Sie bestehen aus zwei
Monosaccharideinheiten und unterscheiden sich durch die unterschiedlich miteinander
verknlpften Monosaccharide und deren Verknipfungsart. Die Verknlpfung der beiden
Zucker kann entweder zwischen den glykosidischen OH-Gruppen oder zwischen einer
glykosidischen  OH-Gruppe und einer alkoholischen OH-Gruppe des zweiten
Monosaccharides erfolgen. Am haufigsten findet sich bei der Glykosidbindung von Oligo-
und Polysacchariden die 4-Hydroxyfunktion (1—4), weniger jedoch die (1—6)-, (1—3)- oder
die (1—2)-Verknupfung. Die glykosidische Bindung und auch das anomere Hydroxyl des
zweiten Monosaccharides kdénnen o- oder B-konfiguriert sein, womit zwei anomere
Disaccharide moglich sind. Bleibt die Halbacetalgruppierung erhalten, so besitzt das
Disaccharid reduzierende Eigenschaften, es bildet Osazone und zeigt Mutarotation. Findet
die Verkniipfung Uber beide halbacetalischen OH-Grupppen statt, ist das Disaccharid nicht
reduzierend. Zu den Disacchariden gehdren z. B. die Saccharose, Lactose, Maltose und
Cellobiose. Wie fast alle Gemusearten enthélt auch die Karotte hauptséchlich die beiden
Monosaccharide Glucose und Fructose sowie das Disaccharid Saccharose. Bei den
Monosacchariden liegt der Glucosegehalt geringfligig héher als der Fructosegehalt. Der
Gesamtzuckergehalt in Karotten schwankt [Heilpflanzen-Welt, 2010].

2.4.3 Allgemeine Nachweismethoden fiir Monosaccharide

Flr den chemischen Nachweis von Monosacchariden gibt es unterschiedliche Methoden.
Eine der zwei “klassischen* Nachweismethoden ist die reduktometrische Bestimmung nach
Luff-Schoorl. Diese wird angewendet, um den Gesamtzuckergehalt in Lebensmitteln (LM) zu
bestimmen. Sie ist speziell fir den Nachweis von reduzierenden Zuckern ausgelegt. Bei der
zweiten klassischen® Methode werden D-Glucose und D-Fructose durch eine
enzymkatalysierte Reaktion, an welcher ATP (Adeneosin-5-Triphosphat) und HK
(Hexokinase) beteiligt sind, phosphoryliert (LFGB § 64). Die genaue Methode ist am Ende
dieses Kapitels erlautert. Die gegenwartig am weitesten verbreitete Analysemethode von
Monosacchariden ist die Analytik mittels DC, GC oder LC. Eine deutlich ungenauere, jedoch
in der Praxis vielfach angewendete Methode fir den Nachweis von Zuckern in Karotten,
welche im Bereich der Vorernteuntersuchung, Qualitatskontrolle oder Ziichtung Anwendung
findet, ist die refraktometrische Ermittlung des Gesamtzuckergehalts in der MaBeinheit Brix.
Hierbei wird die durch die Menge der in der Probe gelésten Trockensubstanz (I6sliche
Zucker) verursachte Lichtbrechung in das Verhéltnis zur Lichtbrechung von destilliertem
Wasser gesetzt.
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2.4.4 Nachweismethode des Saccharosegehalts in Frucht- und Gemiseséaften nach LFGB

Flr die Ermittlung des Saccharosegehalts in Frucht- und Gemiseséften nach § 64 LFGB
wird ein enzymatisches Nachweisverfahren verwendet. Hierbei wird in einer verdinnten
Untersuchungsprobe die Saccharose durch B-Fructosidase (BF) enzymatisch in gleiche
Mengen D-Glucose und D-Fructose hydrolysiert. Die gebildete D-Glucose wird mittels einer
enzym-katalytischen Reaktion, an welcher Adenosin-5-Triphosphat (ATP) und die
Hexokinase (HK) beteiligt sind, in der C-6-Stellung phosphoryliert. In einer Begleitreaktion
wird  Glucose-6-Phosphat  (G-6-P) in  Anwesenheit von B-Nicotinamin-Adenin-
Dinucleotidphosphat (NADP) und durch das Enzym Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6P-DH) in G-6-P stéchiometrisch umgewandelt. Hierbei ist die gebildete Menge NADPH
dem D-Glucosegehalt in der untersuchten Probe, wie in der folgenden Formel dargestellt,
aquivalent.

BF
Saccharose + H,0 — D-Glucose + D-Fructose

HK
Glucose + ATP —> G-6-P + ADP

G6P-DH
G-6-P + NADP —> Gluconat-6-Phosphat + NADPH + H*

Formel 2-4-1: Formel fur die Saccharosebestimmung nach Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64
LFGB [Amtliche Sammlung nach § 64 LFGB, Stand: September 1997]

Die quantitative Bestimmung des gebildeten NADPH, also des D-Glucose- und
Saccharosegehalts, erfolgt spektralfotometrisch.

In Saften mit einem Saccharosegehalt < 5 g/l und einem héheren Gehalt an Glucose ist eine
enzymatische Bestimmung des Saccharosegehalts nicht méglich. In solchen Fallen soll vor
der quantitativen Bestimmung des Saccharosegehalts die Glucose durch Reaktion mit lod
bei alkalischem ph-Wert entfernt werden (Quelle: Amtliche Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB (vormals §35LMBG) Band | L26.26-18,
Enzymatische Bestimmung  des  Saccharosegehaltes in  Gemusesaften  —
Spektralphotometrisches Verfahren; Stand September 1997,
http://www.methodensammlung-bvl.de).
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2.4.5 Nachweismethode flir D-Glucose und D-Fructose in Frucht- und Gemiseséaften nach
LFGB

Fir den amtlichen Nachweis von D-Glucose und D-Fructose werden beide in C-6-Position
durch eine enzymatische Reaktion, an welcher ATP und HK beteiligt sind, phosphoryliert. In
einer Begleitreaktion wird Glucose-6-Phosphat in Anwesenheit von NADP durch das Enzym
G6P-DH in Gluconat-6-phosphat stdchiometrisch umgewandelt. Hierbei entspricht, wie aus
der im Folgenden dargestellten Formel ersichtlich, die Menge an NADPH dem D-
Glucosegehalt in der untersuchten Probe.

HK
D-Glucose + ATP — G-6-P + ADP

G6P-DH
G-6-P + NADP*—> Gluconat-6-Phosphat + NADPH + H*

Formel 2-4-2: Reaktion fur die D-Glucosebestimmung nach Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64
LFGB [Amtliche Sammlung nach § 64 LFGB (Stand: Januar 1997]

Der D-Fructosegehalt in der Probe kann durch eine zusatzliche Reaktion, der Isomerisierung
von Fructose-6-phosphat zu Glucose-6-Phosphat, bestimmt werden. Diese Reaktion wird
mithilfe der Phosphoglucose-Isomerase (PGl) nach der im Folgenden dargestellten Formel
durchgefiihrt. Die quantitative Bestimmung des gebildeten NADPH und damit bedingt des
Gehalts an D-Glucose und/oder D-Fructose erfolgt spektralfotometrisch.

HK
D-Fructose + ATP=<= F-6-P + ADP

PGI
F-6-P + ADP —> G-6-P

G6P-DH
G-6-P + NADP*—> Gluconat-6-Phosphat + NADPH + H*

Formel 2-4-3: Reaktion fir die D-Fructosebestimmung nach Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64
LFGB [Amtliche Sammlung nach § 64 LFGB (Stand: Januar 1997]



2 Stand der Forschung 52

2.5 Fliichtige Inhaltsstoffe

Unter dem Begriff der “flichtigen Inhaltsstoffe finden sich insbesondere die zu den
sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen zahlenden Terpene. Die Gruppe der Terpene stellt in
Bezug auf ihre Chemie und Struktur eine sehr vielféltige Stoffklasse dar [Sacchettini und
Poulter, 1997]. Zurzeit sind etwa 35.000 unterschiedliche Terpene identifiziert [Rohdich et al.,
2004], welche sowohl in Pro- als auch in Eukaryonten vorkommen. Prinzipiell leiten sich alle
Terpene von Cs-Isopren-Grundeinheiten ab, weshalb die Terpene auch als Isoprene oder
Isoprenoide bezeichnet werden. Nach der Anzahl an Isoprengrundeinheiten werden die
Terpene in unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Diese beinhalten die Monoterpene (Cyo, 2
Isopreneinheiten), Sesquiterpene (Cys, 3 Isopreneinheiten), Diterpene (Cz, 4
Isopreneinheiten), Sesterpene (Cgs), Triterpene (Cgo), Tetraterpene (Cu) und Polyterpene
(Cs)n (Tabelle 2-5-1 und Abbildung 2-5-2). Die einzelnen Isopentenyl-Einheiten sind
entweder Kopf-Schwanz- oder Kopf-Kopf-verknipft (Abbildung 2-5-1).

CH CH
3 | 3
CHy— (|3H_CH2_CH2 Isopentylen-Basiseinheit H,C—=C—CH—CH, Isopren

¢ ¢
C—C—C— § —C—C—C—C

Kopf - Schwanz-

Anordnung
Kopf - Kopf-
7 7
C—C—C—Cé—C—C—C—C
Abbildung 2-5-1: Verkntpfungsmoéglichkeiten der Isoprengrundeinheiten Gber Kopf-Schwanz oder Kopf-Kopf nach

Vostrowsky, 2010 [Vostrowsky, 2010]
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Tabelle 2-5-1: Schema der Terpenoidfamilie nach Schopfer und Brennicke, 2006 [Schopfer und Brennicke, 2006]
Klasse Summenformel Beispiele (einschlieBlich abgeleiteter Produkte)
Semiterpene CeH Isoper\tgnyldlphosphat aktives Isopren” (Isopren,

Cytokinine)

Monoterpene CyoHie Geraniol (Menthol, Kampfer, Pinen, Citronellal)

. Farnesol (Zingiberen, Ubichinon, Plastochinon,
Sesquiterpene CisHag Rishitin)

" Geranylgeraniol (Phytol, Tocopherol,

Diterpene CaoHaz Gibberellinsaure, Fusiococcin)
Triterpene CaoHag Squalen (Steroide, Saponine, Brassinolide)
Tetraterpene CaoHea Phytoen, Carotine, Abscisinsaure
Polyterpene (CsHag)n Kautschuk, Guttapercha

c;5 KopJ\/Schwanz

P

(CS)n

Poly-
terpene

2-Methylbutan 2-Methyl-1,3-butadien

(Isopren)

2,6-Dimethyloctan

A A

2,6,10-Trimethyldodecan (Farnesan)

A A

2,6,10,14-Tetramethylhexadecan (Phytan)

)\/\/k/\/k&/hv@z/k/\/k/

2,6,10,14,18-Pentamethylicosan ™'

Schwanz

Schwanz

2,6,10,15,19,23-Hexamethyltetracosan (Squalan)

Schwanz

Schwanz

y,y-Caroten

NS X X

n
all-trans-Polyisopren (Guttapercha)

Abbildung 2-5-2: Stammkohlenwasserstoffe der Terpene nach Breitmaier, 2004 [Breitmaier, 2004]
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Viele Terpene sind Kohlenwasserstoffe, es finden sich jedoch auch sauerstoffhaltige
Verbindungen wie z. B. Alkohole, Aldehyde und Ketone (Terpenoide). Die groBe Vielfalt an
Terpenen steht in starkem Gegensatz zu ihren Biosynthesewegen, welche von nur zwei
Vorstufen ausgehen.

2.5.1 Fliichtige Inhaltsstoffe in Daucus carota L.

Flichtige Inhaltsstoffe gehdéren zu den bedeutendsten Vertretern der sekundéaren
Inhaltsstoffe der Mohre. Dies ist zum einen auf die geruchs- und geschmacksgebenden
Eigenschaften zurlickzufihren, zum anderen auf ihr bioaktives Potenzial. Der
geschmackliche Eindruck bei der Moéhre wird durch das Verteilungsmuster von drei
Hauptkomponenten gepragt: Zuckergehalt, Aromastoffspekirum sowie Bitterstoffgehalt.
Bisher konnten bei rohen Mohren mehr als 90 Aromakomponenten identifiziert werden
[Simon et al., 1980(b); Seljasen et al., 2001(a); Rosenfeld et al., 2002; Varming et al., 2004;
Alasalvar et al., 2001; Howard et al., 1995; Shamaila et al., 1996; Alasalvar et al., 1999;
Kjeldsen et al., 2001; Kjeldsen et al., 2003; Buttery et al., 1968; Yoo et al., 1997; Habegger
und Schnitzler, 2005]. Dabei stellte sich heraus, dass das Aromastoffmuster bei Mdhren
zwischen den einzelnen Genotypen erheblich variiert [Kjeldsen et al., 2001]. Im
Aromastoffspektrum der frischen Mohre finden sich vor allem Mono- und Sesquiterpene
(Abbildung 2-5-3 und 2-5-4) als Hauptkomponenten, welche mit bis zu 98 % des
Gesamtgehalts der Terpene in der Karotte reprasentieren [Simon et al., 1980(b); Howard et
al., 1995; Shamaila et al., 1996; Alasalvar et al., 1999; Kjeldsen et al., 2001]. Das Muster der
flichtigen Inhaltsstoffe in der Karotte wird weitestgehend durch den Genotyp beeinflusst
[Kjeldsen et al., 2001]. Ausgehend von Untersuchungen, welche innerhalb des OPV-Q
durchgefihrt wurden, konnte eine genetisch bedingte Variation der Terpenoide sowohl im
quantitativen als auch im qualitativen Gehalt in den Karotten festgestellt werden.

Es konnten jedoch auch geringe Mengen irregularer Terpene gefunden werden. Aufgrund
der hohen prozentualen Anteile der Mono- und Sesquiterpene wird das Augenmerk im
Folgenden ausschlieBlich auf diese Verbindungen gelegt.
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o Qg

o-Pinen Terpinolen B-Myrcen p-Cymol

Abbildung 2-5-3: Monoterpene, identifiziert in Karotten nach Kreutzmann, 2007 [Kreutzmann, 2007(a)]

£x 9

B-Caryophyllen a-Humulen y-Bisabolen

Abbildung 2-5-4: Sesquiterpene, identifiziert in Karotten nach Kreutzmann, 2007 [Kreutzmann, 2007(a)]

2.5.2 Biosynthesewege der Terpene

Terpene, welche in der Karotte hauptverantwortlich fiir den Geruch und mitverantwortlich fir
den Geschmack sind, werden hauptséchlich durch Katabolismus und/oder Autoxidation
gebildet. Sowohl die Mono- als auch die Sesquiterpene werden durch anabolische Prozesse
gebildet und sind aus diesem Grund in gesunden/intakten Zellen, welche in der Lage zur
Fotosynthese sind, vorhanden [Loomis und Croteau, 1980]. Sie sind fir den Prozess der
Fotosynthese essenziell. Zu diesen essenziellen Di- und Tertraterpenen gehdren die
Carotine (Tetraterpene) und das a-Tocopherol (Diterpene, Seitenkette) [Lichtenthaler und
Park, 1963]. 2005 stellten Hampel et al. fest, dass sowohl in den Blattern als auch in der
Karottenwurzel Biosyntheseaktivitdten fir Terpene zu finden sind [Hampel et al., 2005].
Daraus schlossen sie, dass Karottenblatter und Karottenwurzeln unabhéangig voneinander
Terpene bilden konnen. Uberdies fanden sie heraus, dass bei den Karottenwurzeln die
Biosynthese der Terpene hauptsachlich im Phloem und nicht im Xylem stattfindet. Dies
ergab sich aus den hohen Konzentrationen an Terpenen in Phloem im Gegensatz zu denen
im Xylem.
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Die beiden Biosynthesewege von Terpenen sind zum einen der Acetat/Mevalonat-Sé&ure-
Weg (MVA) (Abbildung 2-5-5), welcher zum ersten Mal 1958 von Conrad Bloch und Feodor
Lynen beschrieben wurde [Spurgeon und Porter, 1981; Lichtenthaler et al., 1997(a);
Lichtenthaler, 1999], zum anderen der 35 Jahre spéater entdeckte Mevalonat-unabhéngige 1-
Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat/2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat-(DOXP/MEP-) Weg
(Abbildung 2-5-6) [Hampel et al., 2005; Eisenreich et al., 2001; Arigoni et al., 1997]. Der
DOXP/MEP-Weg wurde bisher in Pflanzen [Schwender et al., 1995; Lichtenthaler et al.,
1996; Lichtenthaler et al., 1997(b)], fast allen Algen und einigen Bakterienarten (z. B.
Escherichia coli) sowie im Malariaerreger Plasmodium falciparum nachgewiesen
[Lichtenthaler, 1999]. Die Produkte aus den beiden Synthesewegen, die Mevalonatsdure aus
dem MVA und das Desoxyxylulosephosphat (DOXP) aus dem DOXP/MEP-Weg, sind
Vorstufen der beiden Grundbausteine, aus welchen alle Terpene aufgebaut sind, den C5-
Isopreneinheiten, Isopentenyldiphosphat (IPP) und seinem Isomer, dem
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP). In der Abbildung 2-5-7 ist ein vereinfachtes Schema der
Biosynthese der Terpene aufgezeigt. Hampel et al. zeigten 2005 [Hampel et al., 2005], dass
die Monoterpene in Karotten ausschlieBlich durch den DOXP/MEP-Weg synthetisiert
werden, wohingegen Sesquiterpene sowohl durch den MVA- als auch durch den
DOXP/MEP-Weg synthetisiert werden kdnnen. Die Lokalisierung der beiden Synthesewege
in der Pflanze haben Aharoni et al. 2004 in einem Schaubild dargestellt (Abbildung 2-5-8),
welches 2006 durch Pichersky et al. Uberarbeitet wurde (Abbildung 2-5-9) [Pichersky et al.,
2006]. So werden nach Aharoni das GPP (C10) und das FPP (C15), die Grundbausteine fiir
die weitere Biosynthese der Mono- und Sesquiterpene, im Plastid und im Cytosol gebildet
[Aharoni et al., 2004]. Die weitere Synthese zu den einzelnen Mono- und Sesquiterpenen
findet fir die Monoterpene im Plastid, fir die Sesquiterpene im Cytosol statt. Die Bildung
einiger irregulérer Terpene kann nicht durch den anabolischen Syntheseweg der Pflanzen
beschrieben werden. Diese Terpenoide entstehen bei der oxidativen Degeneration von
Carotinoiden. Die oxidative Degeneration der Carotinoide ahnelt dem oxidativen Abbau von
ungesattigten Fettsduren. Ebenso wie beim oxidativen Abbau ungeséttigter Fettsduren
geschieht ein solcher Abbau bei den Carotinoiden immer dann, wenn das Pflanzengewebe
verletzt wurde oder bei der Seneszenz. Die Anwesenheit derartiger fliichtiger Abbauprodukte
in den unterschiedlichen Genotypen setzt die vorherige Anwesenheit von Carotinoiden
voraus [Aguedo et al., 2004; Crouzet, 2000].
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ASCDA *SCOA
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1o MSCOA
PR 2 CoA-SH
SCoA
1

2 NADPH + 2 H*

[~ 2 NADP*

|~ CoA-SH

Abbildung 2-5-5: Acetat-Mevalonat-Weg nach Alpermann, 2006 [Alpermann, 2006]

1.) Acetyl-CoA

2.) Acetoacetyl-CoA

3.) 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
4.) Mevalonséure

5.) 5-Phosphomevalonséure

6.) 5-Pyrophosphomevalonséure

7.) 3-Phospho-5-Phosphomevalonsaure

8.) Isopentenyldiphosphat (IDP)

9.) Dimethylallyldiphosphat (DMADP)
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Pyruvat + Glycerinaldehyd-3-P

¥ DOXP Synthase
[eleX

OH
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O OH
1-Desoxy-D-Xylulose-5-P (DOXP)

Fosmidomycin
+ NADPH

OP
OH OH
2-C-Methyl-D-Erythritol-4-P (MEP)

CDP-ME Synthase

+CTP

OH OH
CDP-Methyl-D-Erythritol (CDP-ME)

DOXP Reduktoisomerase

Carotinoide I —
Isoprene B
Plastoquinon-9 ~€——
Chlorophylle (Phytol, GGPP) -«——

5

A
TOPP

4 2
Isopentenylpyrophosphat (IPP)

Reduktasen
Dehydratasen
LOPPO
OH OH

2-C-Methyl- D-Erythritol-2,4-Cyclodiphosphat

ME-Cyclodiphosphat Synthase

CDP-ME Kinase + ATP f/Y\ O—CDP

OH OH

CDP-Methyl-D-Erythritol-2-Phosphat
(CDP-ME-2-P)

Abbildung 2-5-6: DOXP/MEP-Synthese-Weg der IPP-Biosynthese in den Plastiden von Pflanzen nach Schmid, 2003

[Schmid, 2003]
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Mevalonsaure Deoxyxylosephosphat

/

\
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OPP
Dimethylallyl PP Isopentenyl PP
(DMAPP) (C;) (IPP) (Cy)
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IPP
Cis

2x IPP
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2x IPP |
Cus
Cy
Y
Cuo

Hemiterpene (C;)

Hemiterpene (C,,)
Iridoide

Sesquiterpene (C,;)

Diterpene (C,,)

Sesterpene (C,;)

Triterpenoide (C,,)

v

Steroide (C,4-Cy)

Tetraterpene (C,,)
Carotinoide

Abbildung 2-5-7: Biosynthesewege von Terpenen aus Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Isopentenyldiphosphat (IPP)

nach Dewick, 2002 [Dewick, 2002]
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Mevalonat-Weg Isopren (C5)

Sesquiterpene (C15)
z. B. Nerolidol,
Germacren A

Monoterpene (C10)
z. B. Linalool

Triterpene (C30
z. B. Sterole

)

zytoplasmatische

Diterpene (C20)

+IPP z. B. Gibberellin
Coenzym Tetraterpene (C40)
Heme A z. B. Carotinoide
Prenylierung der Proteine GGPP (C20)
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Abbildung 2-5-8: Lokalisation der Isoprenoidbiosynthese in den verschiedenen Teilen der pflanzlichen Zelle nach Aharoni et
al., 2004 [Aharoni et al., 2004]
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2.5.2.1 Der Acetat-/Mevalonat-Weg (MVA-Weq)

Das Isopentenylpyrophosphat (IPP) sowie sein Isomer, das 3,3-Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP), sind die Cs-Grundbausteine aller Isoprenoide. lhre Bildung Uber den Acetat-
Mevalonat-Biosyntheseweg, welcher aus dem Tierreich und bei Hefen bekannt ist, wurde
auch bei Pflanzen gefunden (Abbildung 2-5-5) [Goodwin, 1977; Bach und Lichtenthaler,
1983(a); Bach und Lichtenthaler, 1983(b); Bach und Lichtenthaler, 1987; Gershenzon und
Croteau, 1993]. Basierend auf den Untersuchungen von Bloch, Lynen und Cornforth, welche
sich mit dem Syntheseweg von Cholesterol beschéftigten, wurde der Acetat-Mevalonat-Weg
(MVA-Weg) entschllsselt.

Zu Beginn des MVA-Weges reagieren zwei Molekille Acetyl-CoA in einer Claisen-
Kondensation, katalysiert durch Thiolase, zu dem Zwischenprodukt Acetoacetyl-CoA. Im
zweiten Schritt wird, mittels einer Katalysierung durch die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-
Synthase, ein weiteres Molekil Acetyl-CoA an das Zwischenprodukt Acetoacetyl-CoA
kondensiert, was zur Bildung der Cg-Verbindung 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA (HMG-
CoA) fiihrt. In dem né&chsten Schritt wird die HMG-CoA, durch die HMG-CoA-Reduktase, zu
Mevalonsdure reduziert. Dieser Schritt findet in der Medizin groBe Aufmerksamkeit. Durch
die Hemmung der Reduktase mittels Préparaten wie dem Simvastatin, Lovastatin und
ahnlichen ist es moglich, den Cholesterolspiegel im Blut zu senken, da die Reduktase das
Schlusselenzym innerhalb des Reaktionsweges zum Cholesterol ist. In den folgenden
Schritten des MVA-Weges werden aus ATP-Molekillen stammende Phosphatgruppen auf
das Mevalonat Ubertragen. Durch die anschlieBende Eliminierung einer Phosphatgruppe, bei
gleichzeitiger Decarboxylierung des Zwischenproduktes 3-Phospho-5-
Diphosphomevalonsdure, wird eine Doppelbindung ausgebildet und es entsteht
Isopentenyldiphosphat ~ (IPP).  Dessen  Isomer  (Abbildung 2-5-10) ist das
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP), somit liegen beide aktivierten Isopreneinheiten vor
[Bochar et al., 1999]. Durch eine Kupplung der beiden aktiven Isopreneinheiten, dem IPP
und DMAPP, entsteht das Geranylpyrophosphat (ein Hemiterpen Ci,) (Abbildung 2-5-11),
aus welchem die unterschiedlichsten Monoterpene und durch Addition von IPP anschlieBend
Sesquiterpene, Diterpene, Sesterpene bis hin zu den Tetraterpenen entstehen (Abbildung 2-
5-7).
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Baukastenprinzip

= IPP = nucleophil (elektronenreiche DB)

= DMAPP = electrophil (allylische Abgangsgruppe)
= Carbokation-Intermediat

- Enzym: Isomerase

+{) Me Me Me
o Hmopp Me” "opp
Hy H
Isopentenyldiphosphat ‘(/ B: (Carboxylat) Dimeth};l;;%cg'lgfosphat

Abbildung 2-5-10:  Isomerisierung von IPP und DMAPP nach Maier, 2010 [Maier, 2010]
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Abbildung 2-5-11:  Kupplung von DMAPP und IPP nach Maier, 2010 [Maier, 2010]

2.5.2.2 Der DOXP/MEP-Weg

Der DOXP/MEP-Weg (Abbildung 2-5-6) startet mit der Bildung von 1-Desoxy-D-Xylulose-5-
Phosphat (DOXP) aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Dies geschieht unter dem
Einfluss der DOXP-Synthase, welche in den Chloroplasten lokalisiert ist. Im zweiten Schritt
wird aus DOXP durch C-C-Isomerisierung und Reduktion das 2-C-Methyl-D-Erythritol-4-
Phosphat (MEP). Dieser Schritt erfolgt durch die Reduktoisomerase. Aus dem MEP wird,
durch die Reaktion mit Cytidintriphosphat (CTP), mittels CDP-ME Synthase das 4-(Cytidin 5’-
Diphospho)-2-C-Methylerythriol (CDP-ME) katalysiert [Rohdich et al., 1999; Kuzuyama et al.,
2000(a)]. Im vierten Schritt wird unter dem Einfluss der CDP-ME Kinase, in einer ATP-
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abhangigen Reaktion, die 2-Hydroxy-Gruppe des CDP-ME’s phosphoryliert [Littgen et al.,
2000; Kuzuyama et al.,, 2000(b)]. Der fiinfte Schritt im Isopentenylpyrophosphat-
Syntheseweg (IPP) ist die Bildung des 2-C-Methyl-D-Erythritol-2,4-Cyclodiphosphat (ME-
Cyclodiphosphat) [Herz et al., 2000; Takagi et al., 2000]. Dieses wird auch unter oxidativem
Stress in verschiedenen Bakterienarten gebildet [Duvold et al., 1997; Ostrovsky et al., 1998].

Eine Gegeniberstellung der Synthesewege, dem klassischen Acetat-Mevalonat-Weg und
dem DOX-P-Weg, ist in der Abbildung 2-5-12 zu sehen:

Klassischer Acetat-Meval -Weg Alternativer DOX-P-Weg
(1-'*C) Glucose (1-'3C) Glucose
(3-'3C) Triosephosphat (3-"°C) Glyceraldehyd-3-Phosphat
3x (2-'°C) Acetyl-CoA (3-"°C) Pyrovat

Enzym: DOXP-Synthase

| '
"0-scon
HMG-CoA OH CH3
Y oP \ c=0

[ 1-Deoxyxy|ulose-?-P (DOX-P) ] HO—C::H

OH
HooC\>§/\oH H\,\/I\% HC—OH
Mevalonat (MVA) oH[ ©P H,C—O0—P

O OH
¢ 2-C-Methylerythrose-4-Phosphat DOXP
OH
HOOCNOPP (iﬁ('\op
OH OH
Mevalonat-5-Diphosphat 2-C-Methylerythritol-4-Phosphat
¢ IPP ¢ IPP
)3\/\ )3\3/\
. & T™SoPP 4 ™~opPpP
Héhere pflanzliche Organismen Hohere pflanzliche Organismen
(Cytoplasma), Tiere, Pilze, (Plastide), Griine Alge, Eubacteria

Eubacteria

Abbildung 2-5-12:  Gegeniberstellung des klassischen Acetat-Mevalonat-Weges und des DOX-P-Weges nach Bickel-
Sandkoétter, 2008 [Bickel-Sandkétter, 2008]
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2.5 3 Mono- und Sesquiterpene

2.5.3.1 Monoterpene

Bei den Monoterpenen sind die meisten Verbindungen auf das Geranylpyrophosphat (GPP)
bzw. auf das Geranylcarbeniumion zurlickzufiihren [Abbildungen 2-5-7, 2-5-11 und 2-5-13].
Durch eine Reihe verschiedener Umlagerungs- und Folgereaktionen entstehen acyclische
und cyclische Verbindungen.

Zu der Gruppe der acyclischen Monoterpene zahlen z.B. Kohlenwasserstoffe wie Myrcen
oder (Z)- und (E)-Ocimen, Alkohole (wie Geraniol, Nerol und Linalool), Aldehyde wie
Geranial, Neral und Citronellal sowie die Geraniumsaure.

Die Gruppe der cyclischen Monoterpene umfasst wiederum die Untergruppen der
monocylischen, bicyclischen und tricyclischen Monoterpene. Die monocyclischen
Monoterpene lassen sich auf den Grundkérper, das p-Menthan, zuriickfihren. Wichtigste
Vertreter dieser Gruppe sind die Menthadien-Kohlenwasserstoffe a-Terpinen, y-Terpinen,
Limonen, Terpinolen, a- und 3-Phellandren sowie das p-Cymol.

Die Vertreter der Gruppe der bicyclischen Monoterpene lassen sich alle auf die
Kohlenwasserstoffgrundkérper Thujan, Caran, Pinan, Camphan, Isoborynal, Isocamphan
und Fenchan zurlckfihren.

Das einzige bekannte tricyclische Monoterpen ist das Tricyclen, welches in Nadelholz-Ol
vorkommt.

2.5.3.2 Sesquiterpene

Die Gruppe der Sesquiterpene umfasst mehr als 2.000 Vertreter und ist damit die groBte
Gruppe bei den Isoprenoiden. Obwohl ca. 500 Sesquiterpene in Aromen und Gerlichen
nachgewiesen werden konnten, besitzen nur ca. 20 von ihnen eine olfaktorische und
gustatorische Bedeutung. Wie bei den Monoterpenen lassen sich auch die Sesquiterpene in
acyclische und cyclische Gruppen unterteilen. Zusatzlich gibt es jedoch bei den
Sesquiterpenen noch die Gruppe der Norsesquiterpene und der Sesquiterpenlactone.

Sesquiterpene (Cys, 3 Isopreneinheiten) werden durch die Addition einer weiteren
Isopreneinheit an  Geranylpyrophosphat (GPP) gebildet. Dabei entsteht das
Farnesylpyrophosphat (FPP) als Vorstufe fir die Sesquiterpene.
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Acyclische Sesquiterpene

Zu der Gruppe der acyclischen Sesquiterpene gehéren lange bekannte Vertreter wie das
Farnesol, Nerolidol und Farnesal, allerdings auch erst in neuerer Zeit bekannt gewordene
Sesquiterpene wie die Gruppe der Farnesene und die der Sinensale.

Monocyclische Sesquiterpene

Aus dem acyclischen FPP entstehen durch Pyrophosphatabspaltungen nicht-klassiche
Carbeniumionen, welche durch Cyclisierung zu monocyclischen Carbokationen mit 6-
gliedriger Bisabolan-, 10-gliedriger Germacran und 11-gliedriger Humulanstruktur reagieren.
Durch Hybrid- und Methylverschiebungen, Cyclisierungen, WAGNER-MEERWEIN-
Umlagerung mit anschlieBender Protoneneliminierung oder Hydroxyladdition werden die
unterschiedlichen Sesquiterpenkohlenwasserstoffe und Sesquiterpenalkohole ausgebildet.
Zu den monocyclischen Sesquiterpenen gehéren z.B. a-Bisabolen, B-Curcumen,
Germacran und Humulen.

Bicyclische Sesquiterpene
Zu den bicyclischen Sesqiterpenen gehért unter anderem das Caryophyllen, die Cardinene
und die Sesquiterpene des Eudesman- und Eremophilantyps.

Tricyclische Sesquiterpene
Zu den trixyclischen Sesquiterpenen gehéren z. B. Cubebencampher, Aristolon, a-Cedren
und a-Burbonen.

Norsesquiterpene

Zu den Norsesquiterpenen gehéren das Norpatchoulol, welches in Patchouliél zu finden ist,
und die Vitispirane, welche als Aromakomponenten unter anderem in Vanille, Weintrauben
und Honig nachgewiesen wurden.

Sesquiterpenlactone

Die Vertreter der Sesquiterpenlactone haben sehr haufig pharmakologische und biologische
Wirkung. Die meisten von ihnen besitzen eine a-Methylen-y-Lacton- oder eine a-Methyl-y-
Lacton-Struktur. Zu den Sesquiterpenlactonen gehdért u.a. das Gujanolid, Matrizin, Eupatolid
und das giftige Tutin [Vostrowsky, 2010].

2.5.4 Terpenmuster in Karotten

Das typische Karottenaroma kann auf die Komposition verschiedener fllichtiger Inhaltsstoffe
zurlickgefihrt werden. Zu den Schlisselkomponenten roher Karotten gehdren: a-Pinen,
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Sabinen, Myrcen, Limonen, y-Terpinen, p-Cymen, Terpinolen, B-Caryophyllen, a-Humulen,
(E)-y-Bisabolen und B-lonon (Abbildung 2-5-3 und 2-5-4) [Shamaila et al., 1996; Alasalvar et
al., 1999; Kjeldsen et al., 2001; Buttery et al., 1968; Toth-Markus und Takacs-Hajos, 2001;
Schnitzler et al., 2003]. Der Geruch der isolierten fllichtigen Aromakomponenten der Karotte
wurde als ,carrot-top*, terpentinartig, griin, erdig, fruchtig, zitronig, wirzig, hélzern und s
beschrieben. Die Monoterpene, wie z. B. Sabinen, Myrcen und p-Cymen, sind verantwortlich
fir den grin-erdig und fuchsartigen Geruch mit relativ hohen Geruchsschwellen. Die
Sesquiterpene, wie z. B. B-Caryophyllen und a-Humulen, verursachen die wirzige und
holzige Note bei den Karotten, wohingegen der stiiBe Eindruck hauptséchlich durch das B-
lonon verursacht wird [Kjeldsen et al.,, 2003]. Eine detaillierte Aufschllsselung der
nachgewiesenen fllichtigen Inhaltsstoffe in Karotten und deren olfaktorische und
gustatorische Eigenschaften ist in der Tabelle 2-5-2 aufgefihrt.



2 Stand der Forschung

67

aktivierte Essigsaure

biologische

¢) CH CLAISEN- y

3 Kondensation O CHy Acetoacetyl-CoA
H /é\ [ (biologischer
COAS)K/ + CoAS” SO Co. ASMO Acetessigester)
C-Nucleophil  C-Elektrophil biologische l 9
Aldol-Reaktion +H + H,0 - HSCoA
\ASCOA 2
B-Hydroxy-B-methyl- HO, CH,O
glutaryl-CoA HO,C.

SCoA
(NADPH + H*) l - HSCoA

HO  CH.
w8 (R)-Mevalonsaure
Hoe L gy
(ATP)
HO," CHg 0 0
Mevalonsaurediphosphat HOZC\A/\OPP PP= —P-0-P-OH
OH OH
-CO,, - H,0

v, y-Dimethylallyl- )\/\ (Isomerase) )\/\ Isopentenyl-
pyrophosphat S opp ———= = oPP pyrophosphat

(aktiviertes Isopren)

¢ - HOPP

Geranylpyrophosphat
)\/\/K/\Opp (Monoterpen)
- HOPP
+ )\AOPP

Farnesylpyrophosphat
X X X
OPP (Sesquiterpen)

Abbildung 2-5-13:  Biogenese der Mono- und Sesquiterpene nach Breitmaier, 2004 [Breitmaier, 2004]
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Tabelle 2-5-2: Terpene, isoliert aus Karotten nach Kreutzmann, 2007 [Kreutzmann, 2007] mit Geruchsbeschreibung nach
Burdock, 2002 [Burdock, 2002], wenn vorhanden

Komponente

Beschreibung

Aromadendren

a-Bergamoten

a-Bisabolen

B-Bisabolen

(E)-y-Bisabolen

(2)-y-Bisabolen

angenehmer aromatischer Wohlgeruch

Borneol beiBend, campherahnlicher Geruch und brennender Geschmack; erinnert an Minze
Bornyl-Acetat frischer, starker Harzgeruch; frischer brennender Geschmack

y-Cardinen -

Camphen terpenartiger Geruch; campherahnlicher Geschmack

Campher her stechender Geruch; brennender, bitterer, frischer Geschmack

Caryophyllen

terpenartiger Geruch, Mischung aus kleeartig und terpentinartig

Caryophyllenoxid

a-Chamigren

B-Citronellol

charakteristischer rosenahnlicher Geruch

a-Copanen

Cuparen

p-Cymen

starker charakteristischer Geruch nach Karotten

p-Cymenen

v-Elemen

Epi-bicyclosesquiphellandren

a-Farnesen

(E)-B-Farnesen

(E,E)-B-Farnesen

(2)-B-Farnesen

zitronenartiger, krautiger Geruch

Fenchyl-Acetat

milder, stiBer Geruch, welcher an Tannennadeldl erinnert

Geraniol charakteristischer rosenahnlicher Geruch

Germacren -

a-Humulen =

B-lonon charakteristischer veilchenahnlicher Geruch, fruchtig und hélzern

Limonen zitronenahlicher Wohlgeruch, frei von campherahnlichen und terpentinartigen Gertichen

Linalool typischer Blumendutft, frei von campheréhnlichen und terpentinartigen Geriichen

Linaly-Acetat charakteristischer Bergamotte-Lavendel-Geruch; langanhaltend siiBer und scharfer
Geschmack

Longifolen -

1,8-Methadien =

6-Methyl-5-Hepten-2-on

starker, fettiger, griiner, zitronenartiger Geruch; bitterstiBer Geschmack, welcher an Birnen
erinnert

Myrcen

stBer, aromatischer und kinstlicher Wohlgeruch

(E)-Ocimen

(2)-B-Ocimen

a-Phellandren

frischer, zitronenartiger, pfefferiger Wohlgeruch, mit einer verhaltenen Minznote

B-Phellandren

charakteristischer Geruch nach Pinie, terpentinahnlich

a-Pinen

B-Pinen charakteristischer Terpentingeruch, mit einem trockenen hélzernen oder harzigen Aroma

Sabinen Geruch erinnert an Terpineol

a-Santalen =

B-Selinen -

a-Selinen =

a-Terpinen charakteristischer zitrusahnlicher Geruch

y-Terpinen charakteristischer zitrusahnlicher Geruch

Terpinen-4-ol -

e ch.ar?kterislischer fliederartiger Geruch mit einem stiBen Geschmack nach verdiinntem
Pfirsich

Terpinolen siiBer, pinien Geruch mit einem etwas siiBen, zitrusartigen Geschmack

a-Terpinyl-Acetat stBer, erfrischender und krautartiger Geruch

a-Thujene -

Valencen =

a-Zingiberen
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Die Differenz zwischen den unterschiedlichen Profilen der flichtigen Inhaltsstoffe in den
untersuchten Karotten lasst sich durch die verschiedenen Aufarbeitungsmethoden sowie die
verwendeten GC-Methoden als auch durch die unterschiedlichen Genotypen, Unterschiede
in den Anbaubedingungen, Ernte, Transport, Lagerung und Verarbeitung erklaren [Seljasen
et al., 2001(a); Lafuente et al., 1996; Talcott et al., 2001; Alasalvar et al., 1999]. In der
folgenden Tabelle (2-5-3) sind Terpene abgebildet, welche hauptséchlich bei dem
Zerfallsprozess von Carotinoiden entstehen. Wie schon zuvor angesprochen, ist der
oxidative Zerfall der Carotinoide mit dem oxidativen Fettverderb vergleichbar. Bei
sensorischen Verkostungen roher Karotten stellte sich heraus, dass die beim
Carotinoidzerfall entstehenden Terpene den Geschmack der Karotten nur sehr schwach
beeinflussten.

Tabelle 2-5-3: Andere fliichtige Inhaltsstoffe isoliert aus Karotten nach Kreutzmann, 2007 [Kreutzmann, 2007(a)] mit der
Geruchsbeschreibung nach Burdock, 2002 [Burdock, 2002]

Komponente Beschreibung nach Burdock, 2002

2-Butanon siiBer aprikosenartiger Geruch
p-Allylanisol (Estragol)
Ethanol

(E,E)-2,4-Heptadienal
Heptanal penetranter fettiger und herber Geruch; fettiger Geschmack

blumenartiger und angenehm fruchtiger Geruch nach Apfeln, Kirschen und Birnen; bitterstiBer

esoceat Geschmack

2-Methyl-3-Butyn-2-ol
8-Methyl-1,8-Nonadiol

starker, fettiger Geruch, welcher sich in Verdiinnung zu einer Orangen-, Rosennote entwickelt;

n-Nonanal fettiger, zitrusartiger Geschmack

n-Octanal fettiger zitronenartiger Geruch, welcher in Verdiinnung Richtung Honig geht

(E)-2-Octenal eigenartiger griinblattriger Geruch, wenig fettiger Geruchseindruck als beim Octanal; orangen-,
honig- und cognacartiges Aroma

Propanol

Undecan

2,5-Dimethylsteren

Elemicin

Myristicin
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2.5.5 Methoden der Bestimmung der Terpene in Karotten

In der Literatur finden sich unterschiedliche Methoden zur Extraktion und zum Nachweis von
flichtigen Inhaltsstoffen in Karotten. Beschrieben werden simultane Destillation-
Extraktion/Likens-Nickerson [Buttery et al., 1968; Habegger und Schnitzler, 2005; Toth-
Markus und Takacs-Hajos, 2001; Seifert und Buttery, 1978], statische Headspace-Technik
[Alasalvar et al., 1999], dynamische Headspace-Technik [Rosenfeld et al., 2002; Varming et
al., 2004; Kjeldsen et al., 2001; Kjeldsen et al., 2003], Purge & Trap [Shamaila et al., 1996],
Lésungsmittelextraktion [Lund und Bruemmer, 1992; Seljasen et al., 2001(a,b)] sowie die
Headspace SPME-Technik [Ulrich et al., 2003].

Da die flichtigen Inhaltsstoffe der Karotte in nur sehr geringen Konzentrationen auftreten
(ng/kg bzw. mg/kg), ergeben sich besondere Herausforderungen an die lIsolation, die
Aufkonzentration, die Detektion und die Identifikation. Bei den neueren Methoden, welche
diesen Anforderungen gewachsen sind, handelt es sich meistens um die Headspace-
Technik [Rosenfeld et al., 2002; Varming et al., 2004; Kjeldsen et al., 2001; Kjeldsen et al.,
20083; Kreutzmann et al., 2005; Kreutzmann et al., 2008(c); Kreutzmann et al., 2008(b)]. Bei
der Headspace-Technik wird die Probe in ein geschlossenes Vial tberfuhrt und daraufhin die
flichtigen Inhaltsstoffe aus der Gasphase Uber der Probe isoliert. Bei der Headspace-
Analyse kann zwischen zwei unterschiedlichen Techniken unterschieden werden: der
statischen- und der dynamischen Technik. Bei der statischen Technik stellt sich ein
Gleichgewicht zwischen Probe und der Gasphase iber der Probe, bezogen auf die
Konzentration an fllichtigen Inhaltsstoffen, ein. Die fluchtigen Inhaltsstoffe werden mittels
Adsorbensmaterial gebunden und im Anschluss daran durch den Gasstrom wieder abgel6st
und erreichen so die GC. Es ist Uberdies auch méglich, die Gasphase direkt in die GC zu

injizieren.

Das Prinzip bei der dynamischen Headspace-Technik ist eine kontinuierliche Durchstrémung
der Probe mit inertem Tragergas und einer direkten Injektion in die GC, sodass sich kein
Gleichgewicht im Kopfraum der Probe einstellen kann. Bei dem inerten Gas handelt es sich
fir gewodhnlich um Stickstoff, der mit Flussraten zwischen 10 und 200 ml/min strémt.
Vergleiche der beiden Varianten der Headspace-Technik zeigten, dass bei der dynamischen
Technik ein deutlich héherer Anteil an flichtigen Inhaltsstoffen mit deutlich héheren
Konzentrationen detektiert werden konnte.

Die Wahl des geeigneten Adsorbens-Materials in der Falle ist von groBer Bedeutung fir die
Analyse.
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Die Desorption des Analyten kann entweder durch ein Ldsungsmittel oder durch eine
Thermo-Desorption geschehen. Bei der Thermo-Desorption wird eine I6sungsmittelfreie
Uberfiihrung der fliichtigen Inhaltsstoffe in die GC garantiert, wéahrend bei der Verwendung
von Loésungsmittel dieses zuerst verdampft werden muss, bevor die Gasphase in die GC
injiziert werden kann. Wahrend die Probe bei der Lésungsmittelextraktion nach der ersten
Analyse erneut analysiert werden kann, ist dies bei der Thermo-Desorption nicht mehr
moglich. Die Effekte, welche durch unterschiedliche Methoden der Entnahme von
Headspace-Proben entstehen, wurden von Agelopoulos und Pickett [Agelopoulos und
Pickett, 1998] untersucht. Diese verglichen die beiden unterschiedlichen
Desorptionsmethoden sowie zwei unterschiedliche Adsorbentien (Porapak Q und Tenax TA).
Es stellte sich heraus, dass kein signifikanter Unterschied in den Gehalten an adsorbierten
flichtigen Inhaltsstoffen festgestellt werden konnte.

Kreutzmann et al. [Kreutzmann et al., 2005] untersuchten 2005 den Einfluss
unterschiedlicher Spilmethoden (purging) und Schnittmuster der Karotten auf die Ausbeute
von flichtigen Aromastoffen. Die dynamische Headspace-Technik mit Trockenspulung
wurde verglichen mit der dynamischen Headspace-Technik mit Nassspllung. Des Weiteren
wurden das Schnittmuster ,geschreddert® und das Schnittmuster ,Halbmondschnitt”
miteinander verglichen. Es wurde herausgefunden, dass die Trockenspilung im Gegensatz
zur Nassspllung deutlich héhere Konzentrationen an Aromastoffen aufzeigte. Im
Schnittmustervergleich stellte sich heraus, dass die héchsten Gehalte an fliichtigen
Inhaltsstoffen bei den ,geschredderten” Karottenproben festgestellt wurden.

2.5.6 Aufarbeitungs-, Extraktions- und Analysemethoden im OPV-Q

Innerhalb des JKI-OPV kommt eine spezielle Probenaufarbeitung mit nachgeschalteter
Analytik und spezieller Auswertungstechnik zur Bestimmung der fllichtigen Inhaltsstoffe in
Karottenblattern und Wurzeln zur Anwendung. Diese Methode wurde 2009 von Dunemann et
al. publiziert [Dunemann et al., 2009]. Zur Identifikation der unbekannten Inhaltsstoffe wurde
eine Kopplung aus Gaschromatographie und Massenspektrometrie eingesetzt.

2.5.7 Nachweismethode der fllichtigen Inhaltsstoffe nach LFGB

In den amtlichen Sammlungen zu den Untersuchungsverfahren nach LFGB sind keine
Beschreibungen uber Nachweismethoden fir den Nachweis von fliichtigen Inhaltsstoffen in
Lebensmitteln zu finden.
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial - Anbau, Kultivierung und Ernte

Innerhalb der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf drei Kernstudien, welche an
unterschiedlichen Variationen von Kulturméhren (Daucus carota L.) durchgeflhrt wurden.
Die erste Studie (Assoziationsstudie) bezog sich auf einen breit gefacherten Materialpool von
Kulturmoéhren (100 Genotypen) und Wildméhren (104 Genotypen).

Die zweite Studie konzentrierte sich auf einen zweijahrigen zweiortigen Feldversuch in
Quedlinburg und Krakow mit 10 unterschiedlichen Kulturm&hrengenotypen. Fir diese
Versuche wurden die Karotten auf den Versuchsfeldern des JKI in Quedlinburg sowie den
Versuchsfeldern der Universitat Krakow in Polen in Freilandversuchen unter den jeweiligen
Umweltbedingungen angebaut und unterlagen somit den in den Versuchsjahren 2008 und
2009 vorherrschenden Umweltbedingungen.

Die dritte Studie untersucht die Entwicklung von Inhaltsstoffen in Karotten wahrend ihres
Wachstums. Die Pflanzen wurden in Klimakammern des JKI-QLB unter vorher definierten
Wachstumsbedingungen angezogen. Kultiviert wurden in zwei Ontogeneseversuchen zwei
Wildformen sowie zwei Kulturformen. Die Pflanzen fir alle Ontogeneseversuche wurden in

Topfkultur gezogen.

Bei allen Versuchen wurde auf eine zligige materialschonende Ernte und Aufarbeitung
geachtet. AuBerdem wurde das flr die Analysen benutzte Pflanzenmaterial teilweise bonitiert
und fotografisch dokumentiert.

3.1.1 Karottenmaterial fiir die Assoziationsstudie

Die erste Studie besteht aus zwei Versuchen. Sie umfasst eine Auswahl von 100
Kulturmdhrengenotypen und eine weitere von 104 Wildmdhrengenotypen. Die Pflanzen
wurden in Gewachshauskabinen des JKI in Quedlinburg angezogen. Zusatzlich zum
Sonnenlicht wurde in den Friihlings-, Herbst- und Wintermonaten, abh&ngig von der auBeren
Witterung, eine Assimilationsbeleuchtung von 15-23 Uhr zugeschaltet. Die Luftfeuchtigkeit
wurde bei 50 % gehalten. Die Lufttemperaturen wurden tagslber zwischen 20 °C und 18 °C,
nachts zwischen 17 °C und 15 °C gehalten.
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3.1.2 Assoziationsversuche | und Il

Fir den ersten Versuch wurden, wie der Tabelle A-7-2 im Anhang zu entnehmen ist, 100
unterschiedliche Genotypen Kulturméhren in Topfkultur (H6he: 21 cm, Durchmesser: 18 cm)
zu je 15 bis 20 Korn je Topf angepflanzt. Jede Akzession wurde in einem gesonderten Topf
kultiviert. Das Saatgut der Genotypen wurde zuvor mit Thiram gebeizt und die ausgeséaten
Samen mit dem Fungizid Previcur N angegossen, um Auflaufkrankheiten zu verhindern. Als
Erde wurde eine 1:1-Mischung aus Komposterde (3 Teile Kompost, 1 Teil Torf und 0,5 Teile
Sand) und Torf verwendet. Nach ca. 6-14 Tagen war ein Auflaufen der Pflanzen zu
beobachten. Nach ca. vier Wochen wurde pro Topf bis auf drei Pflanzen vereinzelt. Ab der
vierten Woche wurde auf Trépfchenbewdsserung umgestellt; diese bestand aus einmal
taglich 60 ml pro Topf, ab der neunten Woche aus zweimal taglich 60 ml pro Topf. Wahrend
der gesamten Vegetationsperiode wurden zahlreiche morphologische Merkmale bonitiert und
fotografisch dokumentiert. Gedlngt wurden die Pflanzen mit jeweils 100 ml einer
0,2 % Wuxal-Lésung pro Topf in den Wochen 7, 9, 11 und 13 nach der Aussaat. Ab der
9. Woche nach der Aussaat wurden woéchentlich im Wechsel die Fungizide Ortiva und
Harvesan eingesetzt, einmalig wurde gegen die weiBe Fliege mit Tamaron gespritzt. Nach
105 Tagen wurden die Pflanzen geerntet. Hierbei wurde zuerst das Blattmaterial fur die
spatere Analytik auf fllichtige Inhaltsstoffe entfernt und umgehend in fliissigem Stickstoff
eingefroren. AnschlieBend wurden die Wurzeln geerntet, gewaschen, gewogen, fotografiert,
in Wirfel geschnitten und bei -68 °C eingefroren.

Entsprechend dem ersten Versuch wurden fir den zweiten Versuch 104 Genotypen
Wildméhren angebaut (Anhang Tabelle A-7-3). Die Parameter des zweiten Versuchs
wurden, bis auf einige geringfligige Abweichungen, analog zum ersten Versuch festgelegt.
So wurden pro Topf 15 statt 20 Korn ausgesat. Aufgrund des Wildmaterials betrug die
Auflaufzeit 10-33 Tage. Die Vereinzelungen auf drei Pflanzen fanden nach 4-8 Wochen je
nach Entwicklungsstadium statt. Die Dingung der Wildméhren wurde in der 8., 10., 12, 14.
und 16. Woche mit 100 ml einer 0,2 % Wuxal-Lésung (pro Topf) durchgefihrt. Bei der Ernte
wurde das Material nicht gleichzeitig geerntet, sondern nach den Stadien, in welchen sich die
Pflanzen befanden. Somit wurden Tépfe, in denen mindestens eine Pflanze geschosst hatte,
etwa zum Bllhbeginn geerntet. Die Mehrheit der Pflanzen wurde 126 Tage nach der Aussaat
geerntet. Die Ernte und die Probenaufarbeitung verliefen analog zum ersten Versuch.

3.1.3 Karottenmaterial fiir die zweiortigen, zweijahrigen Feldversuche (Krakow-Quedlinburg)

Flr den zweijéhrigen, zweiortigen Feldversuch in den Jahren 2008 und 2009 an den
Standorten JKI-Quedlinburg und an der Universitat Krakow wurde darauf geachtet, dass
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durch die zentrale Auswahl des Saatgutes, einheitliche, stabile Kultivierungsdauern sowie
Auflauf- und Erntezeitpunkte eine moglichst hohe Vergleichbarkeit zwischen beiden
Standorten und damit zwischen den Ergebnissen hergestellt werden konnte.

Fir die Feldversuche wurden zweimal 10 Genotypen von Kulturméhren mit je 4
Wiederholungen aus dem Sortenportfolio des ersten Assoziationsversuchs ausgewahit
(Tabelle 3-1-1). Ziel dieser Versuche war es, Jahres- und Standorteinfliisse zu ermitteln. Die
zehn Genotypen unterschieden sich nicht nur in den Farben, sondern wiesen auch
verschiedene Zichtungshintergrinde sowie eine mdglichst globale Verbreitung auf. Damit
wurde der Genpool der wirtschaftlich genutzten Kulturméhren méglichst umfassend
représentiert. Bei diesen zehn Genotypen handelte es sich um weit verbreitete und
wirtschaftlich bedeutsame Sorten, zwei orangene, zwei gelbe, zwei violette Mohrentypen
sowie jeweils ein roter und ein weiBer Méhrentyp (Tabelle 3-1-1). Sie stammen von den zwei
bedeutendsten Karottenzilichtern weltweit, Bejo aus den Niederlanden und Seminis aus den
USA.

Angepflanzt wurden die 10 Genotypen mit ihren vier Wiederholungen eines Anbaujahres in
jeweils separaten Parzellen mit je zwei Reihen a 3 Meter Lange und einem Reihenabstand
von 0,38 Metern. Pro Meter wurden 100 Korn mit Thiram gebeizten Saatgutes ausgesat und
im Jahr 2008 mit dem Vorlaufherbizid Stomp SC mit 3 I/ha behandelt, wéhrend im Jahr 2009
die beiden Vorlaufherbizide Bandur (2 I/ha) und Stomp (1,75 I/ha) zur Anwendung kamen.
Um den Versuchsanbau herum wurden eine Reihe der beiden Sorten "Rotin” und “Sperling”
zum Zwecke des FraBschutzes als Randstreifen ausgesat. Ausgedrillt wurde das gesamte
Saatgut mit einer Einzelreihendrillmaschine (Hege 76) mit Anbaudrillmaschine (Hege 90).
Wahrend des gesamten Wachstumsprozesses wurden Bonituren nach zuvor festgelegten
einheitlichen Boniturschemata durchgefiihrt. Uber den gesamten Wachstumszeitraum von
125/126 Tagen fir das Jahr 2008 bzw. 117/118 Tagen fir das Jahr 2009 wurden keine
Pflanzenschutzanwendungen vorgenommen. Aufgrund von Trockenheit in beiden Jahren
mussten im Jahr 2008 an drei Terminen und im Jahr 2009 an zwei Terminen

Zusatzberegnungen der Pflanzen vorgenommen werden.

Bei der Ernte in Quedlinburg wurden zuerst von jedem Genotyp Blattproben gezogen,
welche flr eine Bestimmung von flichtigen Inhaltsstoffen durch die GC verwendet wurden.
AnschlieBend wurden die restlichen Blatter durch eine Motorsense entfernt und verworfen.
Die Karottenwurzeln wurden mittels eines Kleintraktors und gezogenem/handgefiihrtem
Rlben-/Mdhrenpferdepflugs geerntet, in Kisten verpackt und fur die anschlieBende
Weiterbearbeitung in ein Feldlabor verbracht. Hier wurden die Karotten parzellenweise
sortiert bzw. in verschiedene Klassen fraktioniert. Dabei wurden die Anzahl und das Gewicht
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der Wurzeln in den einzelnen Klassen dokumentiert. SchlieBlich wurde von den marktfahigen
Karotten einer Parzelle jeweils eine reprdsentative, ca. 1 kg umfassende Probe genommen.
Diese Wurzeln wurden gewaschen, abgetrocknet, von der Schulter befreit, in 1 x 1 cm groBe
Wiirfel geschnitten, ausgewogen und bis zur weiteren Verarbeitung bei -68 °C tiefgefroren.

Tabelle 3-1-1: Standard-Karotten-Genotypen mit Herkunftsbezeichnung fiir die Feldstudien 2008/2009
Kultivar Herkunft (Zlchter) Farbe
White Satin Bejo weiB
Yellowstone Bejo gelb
710015 Seminis gelb
Nutrired Seminis rot
Santa Cruz Seminis orange
Nerac F1 Bejo orange
Deep Purple F1 Bejo violett
Anthonina Seminis violett
Blanche "2 longue des vosges INH weiB
Pusa Kesar Genbankmaterial rot

Am Standort Krakow wurden ausschlieBlich die Bonitur des Karottenmaterials und die
Auswahl der reprasentativen Stichproben von einem kg Karottenwurzeln durchgefiihrt. Die
sich anschlieBenden Schritte erfolgten aus Grinden einheitlicher Aufarbeitung fir die
spatere Gefriertrocknung in Quedlinburg.

3.1.4 Karottenmaterial fiir die Ontogenesestudie

Bei der Durchfiihrung der Ontogenesestudie wurden zwei Versuche mit unterschiedlichen
Schwerpunkten unternommen. Mit dem ersten Versuch wurden das Wachstum und die
Veranderung der fliichtigen und nicht-flichtigen Inhaltsstoffe wahrend des Wachstums an
zwei Genotypen von Kulturméhren Uberpriift. Zuséatzlich wurde versucht durch den Vergleich
der Analyseergebnisse der nicht-flichtigen Inhaltsstoffe in den Blattern und den Wurzeln
eine Korrelation zwischen beiden festzustellen und somit die M®oglichkeit einer
Vorernteuntersuchungsmethode zu erforschen. Uberdies wurden anschlieBend an die
,normale” Wachstumsphase die Kulturméhren fir zwei Wochen bei 5 °C einem Kaltestress
ausgesetzt und anschlieBend eine Woche wunter den zuvor beschriebenen
Wachstumsbedingungen zum Akklimatisieren in die Klimakammer zuriickgestellt. Dadurch
sollte ein mdglicher Einfluss auf das Inhaltsstoffspektrum - bedingt durch den Kaltestress -

ermittelt werden.
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Bei den beiden Genotypen handelte es sich zum einen um die Sorte ‘Nevis” F1 der Firma
Bejo, zum anderen um die Sorte ‘Rotin” der Firma Sperling. Beide Sorten sind
durchgeziichtete Kulturméhren, die in Europa weit verbreitet sind und somit auch eine
wirtschaftliche Bedeutung fir die Lebensmittelindustrie haben.

Der zweite Wachstumsversuch betrachtete die Veranderung der nicht-fllichtigen Inhaltsstoffe
wahrend des Wachstumsprozesses in zwei Genotypen von Wildmd&hren. Fir den Versuch
wurden zwei Genotypen ausgesucht, bei denen sich im Rahmen der Assoziationsversuche
groBe und interessante Polyacetylenspektren gezeigt hatten und von welchen auBerdem
ausreichend Saatgut zur Verfligung stand (Tabelle 3-1-2). Hierbei handelte es sich um die
Genotypen DAL 377/00-10 und GRCGGB 11057.

Die beiden Ontogeneseversuche waren in ihrem Aufbau, der Durchfiihrung sowie den
verwendeten Klimaparametern identisch; in dem ersten Ontogeneseversuch wurde
zusatzlich noch der Einfluss von Kaltestress auf das Inhaltsstoffspektrum tberpruift.

Der Aufwuchs der Versuchspflanzen erfolgte unter folgenden auBeren Bedingungen: Am
Tag wurde eine konstante Temperatur von 20 °C bei einer 60 % igen Luftfeuchtigkeit
eingestellt. Die Belichtungsstarke wurde auf 15 kix bei einer Gesamtbelichtungsdauer von
16 Stunden pro Tag festgelegt. In der Nacht wurde die Temperatur auf 15 °C gesenkt und
die Luftfeuchtigkeit bei 60 % belassen. Alle Pflanzen des Versuches wurden in Topfkulturen
kultiviert und von Hand und ohne Verwendung von Pflanzenschutzmitteln oder Diinger
gegossen.

Flr die Kulturmdhren wurde eine Wachstumsdauer von 19 Wochen festgelegt. Aus der
GroBe der zu erntenden Pflanzen ergaben sich wahrend der 19-wéchigen Wachstumsphase
17 Erntetermine, an welchen ausreichend Material fir eine Analyse geerntet werden konnte.
Nach der 16. Woche folgten zwei Wochen simulierter Vernalisation bei 6 °C und
anschlieBend eine Woche Akklimatisierung unter den vorhergehenden Parametern.

Tabelle 3-1-2: In den Ontogeneseversuchen | und Il verwendetes Karottenmaterial und dessen Spezifizierung
Ontogeneseversuch | Spezies/Kultivar Herkunft geograph. Herkunft

| Nevis F1 Bejo Niederlande

| Rotin Sperling Deutschland

I Daucus carota DAL 377/00-10 (AS 180) ?

I Daucus carota GRCGGB 11057 (AS 205) Griechenland




3 Material und Methoden 77

3.1.4.1 Ontogeneseversuch | (Kulturmdhren)

Far die Durchfiihrung des ersten Ontogeneseversuchs wurden in 60 Tépfe fir jeden Genotyp
jeweils 15 Korn sowie in einen Topf 300 Korn ausgesét. Letztere dienten der Ernte ab dem
dritten Ontogenesestadium nach BBCH-Codes, um die flir die Analytik erforderliche
Biomasse zu erreichen. In den ersten Ontogenesestadien produzieren die Pflanzen nur sehr
wenig Biomasse. Die fiir alle drei Versuche verwendete Pflanzerde bestand aus dem
gleichen Gemisch wie die im Rahmen der beiden Assoziationsversuche verwendete (siehe
3.1.2). Fir die ersten beiden Ontogenesestadien, dem Keimblattstadium und dem Stadium,
in welchem sich das erste Primarblatt ausbildet, wurden fiir jeden Genotyp jeweils auf vier
sterilen Petrischalen 50 Korn ausgesét und fiir das erste Stadium nach 7 Tagen (Anhang A-
7-9) und fir das zweite Stadium nach 13 Tagen mittels einer Pinzette geerntet (Anhang A-7-
10), gewaschen, ausgewogen, bei -68 °C eingefroren, gefriergetrocknet, ausgewogen und
anschlieBend auf nicht-flichtige Inhaltsstoffe analysiert. Flr die Zuckeranalytik reichte das
Probenmaterial hierbei nicht aus. Die Ubrigen Stadien des Ontogeneseversuchs sind, wie
den Abbildungen A-7-11 bis A-7-14 im Anhang zu entnehmen ist, zu den aufgefiihrten
Zeitpunkten geerntet, bonitiert, gewaschen, ausgewogen, das Wurzelmaterial zerkleinert und
bei -68 °C eingefroren, gefriergetrocknet, ausgewogen, vermahlen und analysiert worden.
Die Analyse der Einzelpflanzen auf Zucker konnte wegen der geringen Menge des
Probenmaterials erst ab der 12. Wachstumswoche erfolgen, sodass erst ab diesem Stadium
Standardabweichungen berechnet werden konnten. Bis das Wachstum der einzelnen
Karottenpflanzen soweit vorangeschritten war, dass sie ausreichend Biomasse fir eine
Einzelpflanzenanalytik besaBen, wurden die Karotten in Form von Mischproben aus jeweils
drei Toépfen bzw. im dritten Stadium aus dem Topf mit den ausgeséaten 300 Korn geerntet.
Hatten die Karotten ausreichend Biomasse aufgebaut, wurde auf eine Einzelpflanzenanalytik
von finf Pflanzen je Genotyp und Ontogensestadium sowie die Analyse der Mischprobe und
mogliche Schosser umgestellt. Bei der Ernte der Einzelpflanzen wurden fir jeden Genotyp
jeweils die Karottenpflanzen aus drei Topfen geerntet, gewaschen, das Material bonitiert und
die Pflanzen nach der WurzelgréBe sortiert. Die funf groBten Pflanzen wurden fir die
Einzelanalytik erneut bonitiert und die restlichen Pflanzen als Mischprobe weiterverarbeitet.
Bei der Weiterverarbeitung wurden die Pflanzen der Mischprobe fotografisch dokumentiert,
ausgewogen, die Wurzel vom Blattwerk getrennt und die Wurzeln zerkleinert. AnschlieBend
folgte die etablierte Probenaufarbeitung mittels Gefriertrocknung, Vermahlung und
anschlieBender Analytik auf nicht-flichtige Inhaltsstoffe in der Wurzel. Die Blatter wurden auf
fliichtige Inhaltsstoffe mittels HS-SPME-GC analysiert.

Bei der Einzelpflanzenanalytik wurden die Proben einzeln fotografisch dokumentiert um den
Zuwachs an Biomasse zu dokumentieren und um die typischen Merkmale der
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Karottenpflanzen den jeweiligen Ontogensestadien zuordnen zu kénnen. Die Einzelpflanzen
wurden anschlieBend separat analog zu der Mischprobe aufgearbeitet und ebenfalls auf
nicht-flichtige und fllichtige Inhaltsstoffe analysiert.

Die Ernte wurde in einem festen Abstand von einer Woche zu einer festgelegten Zeit
durchgeftihrt. Dadurch konnte eine Vergleichbarkeit der Proben sichergestellt werden. Nach
der Ernte wurden die unterschiedlichen Stadien in der Entwicklung der Karotte mit den
BBCH-Codes verglichen und, soweit es méglich war, mit diesen in Einklang gebracht
(Anhang A-7-6 bis A-7-8). Die ersten beiden Stadien, das Keimblattstadium und das
Primarblattstadium, wurden den BBCH-Codes fiir Wurzel- und Knollengemiise 10 und 11
zugeordnet. Ein weiteres Stadium nach der BBCH-Codierung konnte bei der
Wachstumswoche 7 festgelegt werden. Dieses Stadium der Wurzelreife wurde als BBCH-
Code 41 definiert. Zu diesem Zeitpunkt wurde von der Analytik einer Blatt/Wurzel-
Mischprobe auf die Einzelpflanzenanalytik umgestellt, da die Wurzeln nun ausreichend
Biomasse fur eine Einzelpflanzenanalytik gebildet hatten. Bei der Einzelpflanzenanalytik
wurden Stichproben von funf Einzelpflanzen genommen, einzeln aufgearbeitet und analysiert
und zu einem Mittelwert mit Standardabweichung zusammengefasst. Das letzte Stadium,
welches einem BBCH-Code zugeordnet werden konnte, sind die Kultivierungswochen 15
und 16; zu diesen Zeitpunkten hatten die Karotten ihr Dickenwachstum abgeschlossen und
waren erntereif. Durch die festgelegten Erntetermine und die sich daraus ergebenden fest
definierten Stadien, in welchen sich die Karotten befanden, konnten feste physiologische
Schritte in der Ontogenese der Karotte erfasst und die Inhaltsstoffe zu den jeweiligen
Zeitpunkten gemessen werden.

3.1.4.2 Ontogeneseversuch Il (Wildméhren)

Bei der Durchfiihrung des zweiten Ontogeneseversuchs wurden, wie in der Tabelle 3-1-2
aufgeflihrt, zwei Wildtypen verwendet. Bei den beiden Wildkarotten handelte es sich zum
einen um einen Kultivar aus dem JKI, zum anderen um einen aus einer Genbank. Um die
Durchfiihrung des zweiten Ontogeneseversuchs zu ermdéglichen, wurde aus dem Saatgut,
welches aus dem Assoziationsversuch Il verblieben war, Karottenmaterial zur
Saatgutvermehrung angebaut und somit Saatgut fir den zweiten Ontogeneseversuch
gewonnen. Das Saatgut wurde von Pflanzen gewonnen, welche ohne Vernalisation

schossten.

Die gesamte Durchflihrung des zweiten Ontogeneseversuchs erfolgte analog zu dem ersten
Ontogeneseversuch. Es wurde versucht, den einzelnen Erntedaten/Kultivierungswochen
zum Zwecke der besseren Reproduzierbarkeit der Studie BBCH-Codes zuzuordnen. Die
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ersten beiden Stadien, das Keimblattstadium und das Primérblattstadium, wurden
entsprechend dem ersten Ontogeneseversuch den BBCH-Codes fir Wurzel- und
Knollengemise 10 und 11 zugeordnet. Ein weiteres Stadium nach der BBCH-Codierung
konnte bei der Wachstumswoche 6 festgelegt werden. Dieses Stadium der Wurzelreife
wurde als BBCH-Code 41 definiert. Zu diesem Zeitpunkt wurde von der Analytik einer
Blatt/Wurzel-Mischprobe auf die Einzelpflanzenanalytik umgestellt, da die Wurzeln nun
ausreichend Biomasse flir eine Einzelpflanzenanalytik gebildet hatten. Bei der
Einzelpflanzenanalytik wurden Stichproben von finf Einzelpflanzen genommen, einzeln
aufgearbeitet und analysiert und zu einem Mittelwert mit Standardabweichung
zusammengefasst. Das letzte Stadium, welches einem BBCH-Code zugeordnet werden
konnte, waren die Kultivierungswochen 11 und 12. Zu diesen Zeitpunkten hatten die
Karotten ihr Dickenwachstum abgeschlossen und waren erntereif. Die kirzere
Kultivierungsdauer ist zum einen damit zu begriinden, dass es sich um Wildmaterial handelt,
was nicht auf eine feste Kultivierungsdauer von ca. 100 Tagen optimiert/selektiert wurde,
zum anderen war nach der 12. Wachstumswoche das Wildmaterial vollstandig geschosst,
sodass keine ,normalen” Wurzelproben mehr genommen werden konnten.

Zu beachten war, dass aufgrund des Wildmaterials die Wildkarotten spéater als die
Kulturméhren aufliefen, somit spéater auf eine Einzelpflanzenanlytik umgestellt werden
konnte, und dass die Wildkarotten Wurzeln mit geringeren Biomassen ausbildeten. Des
Weiteren schosste das Wildmaterial friiher, sodass die Ontogeneseversuche nach der
neunten Ernte aufgrund von vollstandig durchgeschosstem Karottenmaterial beendet werden
mussten. Es wurde bewusst auf den kinstlich induzierten Kaltestress verzichtet, da
Wildmohren eine kirzere Wachstumsphase haben und schneller anfangen in die vegetative
Phase zu gehen. Wie sich anhand der Wachstumswochen sehr gut ablesen l&sst, hat sich
diese Erkenntnis erneut bestatigt, sodass es gar nicht mdéglich gewesen ware, einen
Kaltestress an nicht geschosstem Material durchzuflhren. Der Versuch musste ohnehin
nach der 12. Woche abgebrochen werden, da ab diesem Zeitpunkt kein Material mehr
vorhanden war, was noch nicht in voller Blite stand. Die geringeren Biomassen der
Wildmohren, das spéatere Auflaufen der Wildmohren sowie das frilhe Schossen sind durch
den Wildtyp zu erklaren und unterstreichen, dass es sich um ,echtes” Wildmaterial handelte.
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3.2 Chemikalien, Referenzsubstanzen und Verbrauchsmaterialien

3.2.1 Chemikalien

Chemikalien, welche im Zuge dieser Arbeit verwendet wurden, waren, wenn nicht anders
gekennzeichnet, von p.a. Qualitét. Alle fir die HPLC-Analytik verwendeten Chemikalien
wurden in ,HPLC gradient grade“-Qualitdt bezogen. Die einzelnen Chemikalien sind im
Folgenden aufgelistet:

Acetonitril Merck, Darmstadt; # 1.00030.25000
Essigsaureethylester Roth, Karlsruhe; # 7336.1

HPLC-reines Wasser Aquitus LS TI; MembraPure, Bodenheim
Methanol Merck, Darmstadt; # 1.06007.2500
Methanol [HPLC-MS] Baker, Deventer, Niederlande; # 8402
n-Butanol Merck, Darmstadt; # 1.01988.2500
Petrolether Roth, Karlsruhe, # T173.2

3.2.2 Referenzsubstanzen und HPLC-Saulen

3.2.2.1 Carotinoide

Fir die Carotinoidanalytik wurden fir alle  Zielsubstanzen entsprechende

Referenzsubstanzen bei Handlern erworben:

a-Carotin, 1 pg/mlin 100 % Aceton LGC Standards, Wesel; # UN 1090
B-Carotin Sigma-Aldrich, Taufkirchen; # C4582-5MG
Lutein Roth, Karlsruhe; # 5671.1

Lycopin Sigma-Aldrich, Taufkirchen; # L9879-1MG
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Flr die Bestimmung der Carotinoide wurde eine Develosil RP-Aqueous C30 (150 x 3 mm; 3
um) Saule der Firma Phenomenex, Aschaffenburg, # CHO0-6001 verwendet. Dieser war,
verbunden durch eine 60 x 0,12 mm Verbindungskapillare, ein Inline-Filter, mit einem
Innendurchmesser von 4,6 mm und einer PorengréBe von 2 um, der Firma Agilent,
Boblingen, # 01090-68702 vorgeschaltet.

Im Folgenden sind die Kalibrationskurven flr die vier ,Zielcarotinoide” aufgezeigt. Die
Korrelationskoeffizienten lagen fir Lutein, a-Carotin, B-Carotin und Lycopin bei 0,9979,
0,9974, 0,9913 und 0,9936.
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Abbildung 3-2-1: Kalibrationskurve von Lycopin
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Abbildung 3-2-2: Kalibrationskurve von a-Carotin
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Abbildung 3-2-3: Kalibrationskurve von B-Carotin
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Abbildung 3-2-4: Kalibrationskurve von Lutein

3.2.2.2 Polyacetylene

Flr den Nachweis von Polyacetylenen in Karotten wurden drei Polyacetylene des Falcarinol-
Typs als Zielsubstanzen festgelegt. Bei diesen drei Polyacetylenen handelt es sich um
Falcarinol, Falcarindiol sowie um das Falcarindiol-3-Acetat. Von zwei der drei Polyacetylene,
Falcarinol und Falcarindiol, konnten Referenzsubstanzen erworben werden, die
Konzentration von Falcarindiol-3-Acetat wurde jeweils basierend auf der Kalibration von
Falcarindiol erstellt.
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Falcarinol, > 92 % Toroma Organics Ltd., Saarbriicken;
CAS- 4117-12-8

Falcarindiol, > 95 % SiChem  GmbH, Bremen; # SC-0013,
CAS- 55297-87-5

Die Korrelationskoeffizienten flr Falcarinol und Falcarindiol lagen bei 0,988 und 0,980.
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Abbildung 3-2-5: Kalibrationskurve von Falcarindiol
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Abbildung 3-2-6: Kalibrationskurve von Falcarinol

Flr die Bestimmung der Polyacetylene in Karotten wurde eine Zorbax Eclipse XDB-C18
(150 x 3 mm; ID 3,5 um) Saule der Firma Agilent, Bdblingen, # 963954-302 verwendet.
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Dieser war, verbunden durch eine 60 x 0,12 mm Verbindungskapillare, ein Inline-Filter, mit
einem Innendurchmesser von 4,6 mm und einer PorengréBe von 2 pm, der Firma Agilent,
Boblingen, # 01090-68702 vorgeschaltet.

3.2.2.3 Zucker

Flr die Bestimmung von Zuckern in Karotten wurden zwei Monosaccharide und ein
Disaccharid als Zielsubstanzen festgelegt. Bei den beiden Monosacchariden handelt es sich
um Glucose und Fructose, wahrend es sich bei dem Disaccharid um Saccharose handelt.

Von allen drei Zielsubstanzen wurden Referenzsubstanzen erworben:

D (-) -Fructose, 99,0 % Merck, Darmstadt, # 4007.0250
D (+) -Glucose, 99,5 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen, # G-7528
D (+) -Saccharose, 99,7 % Roth, Karlsruhe, # 4661
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Abbildung 3-2-7: Kalibrationskurve Fructose



3 Material und Methoden 85

3000000

2500000

2000000

1500000

Flache (uV * sec)

1000000

y =27.754,8997x + 38.450,9910
500000 Fi=09%9

0 20 40 60 80 100 120

Konzentration (pg/ul)

Abbildung 3-2-8:  Kalibrationskurve Glucose
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Abbildung 3-2-9: Kalibrationskurve Saccharose

Fir die Bestimmung der Zucker in Karotten wurde eine Supelcosil LC NH, (250 x 4,6 mm, ID
5 um) der Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen, # 58338 mit einer Vorsaulenkartusche
verwendet. Basierend auf den drei Referenzsubstanzen wurden Kalibrationen zur
Identifikation und Quantifikation derselbigen erstellt. Die Korrelationskoeffizienten lagen fur
Glucose, Fructose und Saccharose bei 0,9999, 0,9999 und 0,9997 (siehe Abbildung 3-2-7
bis 3-2-9).
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3.2.2.4 Flichtige Inhaltsstoffe

Fur die Analytik auf flichtige Inhaltsstoffe wurde ein nicht-zielgerichteter Analyseansatz
gewahlt. Die Identifikation der fliichtigen Inhaltsstoffe wurde mittels GC-MS mit integrierter
Library der folgenden Firmen durchgefuhrt: Wiley 138, NIST 02 und HPCH 1607 von der
Allured Corp., Carol Stream, IL, USA.

Die Absicherung der in den Libraries gefundenen Daten erfolgte fir 21 der 23
Zielkomponenten in der Karotte durch Co-Elution von authentischen Verbindungen von der
Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen. AusschlieBlich fir Cymen und Germacren wurden keine
Referenzsubstanzen zur Absicherung verwendet.

Fir die Analytik der flichtigen Inhaltsstoffe mittels HS-SPME wurde eine 100 um
Polydimethylsiloxan-Faser von Supelco, Bellefonte, PA, USA verwendet.

Die Analytik erfolgte unter Verwendung einer polaren Saule mit den Spezifikationen: HP
INNOWax, 0,25 mm Durchmesser, 30 m Lange und 0,5 um Filmdicke.

3.2.3 Verbrauchsmaterialien

Fur die Probenvorbereitung und Probenaufarbeitung wurden die im Folgenden aufgefiihrten
Verbrauchsmaterialien verwendet:

ASE Frit Protection Filter Glasfaser x Cellulose, @ 19,8 mm
Dionex, Idstein; # P/N 049458, Rev. 06 D28

Reflexperlen bleifreies Kalknatron-Glas, @ 1,7-2,0 mm
Roth, Kahlsruhe; # A556.1

SPE-Saule Chromabond C18, 3 ml, 500 mg
Roth, Kahlsruhe; # N747.1

SpritzenvorsatZzfilter PET 0,45 um
Phenomenex, Aschaffenburg; AF0-2102-12
3.3 Gerate

Zur Erhebung der in der vorliegenden Arbeit dargestellten Daten wurden die im Anhang
aufgelisteten Gerate verwendet.
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3.4 Methoden

3.4.1 Probenvorbereitung der Karottenproben im Labor

Um eine optimierte Probenbearbeitungskette von ineinandergreifenden Schritten zu
ermdglichen war es notwendig, den praanalytischen mit dem analytischen Teil auf optimale
Weise zu verknipfen (Abbildung 3-4-1). Zu diesem Zweck wurde eine Verfahrensanweisung
entwickelt, die diesen Anforderungen gerecht wurde und dabei auch Zeit, Material und
Arbeitskraft schonte. Der Verfahrensablauf wurde auf alle in dieser Arbeit generierten
Carotinoid- und Polyacetylendaten angewendet.

2. Transport/Lagerung
1. Probenahme) Praanalytischer Teil

6. Auswertung

3. Probenvorbereitung:
waschen, schneiden,
gefriertrocknen

4. Probenaufarbeitung

Analytischer Teil

5. Messung (HPLC)

Abbildung 3-4-1: Verfahrensablauf der Untersuchung der Karottenproben

Nach dieser Verfahrensanweisung wurden die Karotten nach der Ernte umgehend schonend
mit kaltem Wasser gewaschen, anschlieBend vom Blattwerk befreit und in 1 x 1 cm groBe
Wairfel geschnitten. Die Wdrfel wurden ausgewogen und danach in gefrierfesten
Plastikbeuteln bei -68 °C tiefgefroren. Die tiefgefrorenen Karottenwirfel wurden
anschlieBend mittels einer Gefriertrocknungsanlage von Christ gefriergetrocknet und
daraufhin fir 2 min bei 300 U/min in einer Retsch-Schwingmihle zu feinem Pulver
vermahlen, welches bis zu der nachgeschalteten Extraktion durch die ASE wiederum bei -
68 °C in licht- und sauerstoffundurchlassigen Verpackungen gelagert wurde. In diesem
Zustand, gelagert unter Ausschluss von Licht und Luftsauerstoff bei -68 °C, kann davon
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ausgegangen werden, dass sich die Inhaltsstoffe der Proben innerhalb der planméaBigen
Aufarbeitungs- und Analysezeit nicht signifikant reduzieren [Kreutzmann et al., 2007(b)].

Zur Feststellung potenzieller Abbauraten von Carotinoiden und Polyacetylenen wahrend der
Lagerdauer von der Ernte des Karottenmaterials bis zur Analyse und im Verlaufe der
Analyse selbst wurden Lagerversuche durchgefihrt. Bei diesen wurden finf
verschiedenfarbige Kulturmohrenproben gefriergetrocknet vermahlen, direkt aufgearbeitet
und analysiert. Bei den Kulturméhren handelte es sich um die Sorten "White Satin” (WS),
“Yellowstone” (Y), ‘Nutrired” (Nu), ‘Nerac F1” (NF1) und die Sorte ‘Deep Purple F1” (DPF1).
Durch die Wahl dieser funf verschiedenfarbigen Sorten wurde das gesamte Farb- und
Inhaltsstoffspektrum abgedeckt. Das gefriergetrocknete Material wurde zuerst nach zwei
Monaten und im Folgenden im Abstand von einem Monat analysiert. Insgesamt wurde das
Material Uber einen Zeitraum von einem halben Jahr analysiert. Da es nicht sehr
wahrscheinlich ist, dass Probenmaterial langer als diese Zeit bis zur Aufarbeitung und
Analyse gelagert werden muss, wurden keine langer dauernden Untersuchungen
durchgefihrt. Zwischen den Analysen wurde das Material unter Licht- und
Sauerstoffabschluss bei -68 °C gelagert. Bei jeder Analyse wurden sowohl die Carotinoid-
als auch der Polyacetylengehalte und somit der Abbau der Zielsubstanzen Uber die Zeit bei
einer Lagerung bei -68 °C bestimmt.

3.4.2 Trockenmassebestimmung

Angesichts der groBen Unterschiede im Wassergehalt der Proben wurde bei der
Vorbereitung jeder Probe das Frischgewicht sowie das Gewicht nach der Gefriertrocknung
und somit der individuelle Wasserverlust ermittelt. Dieser Wasserverlust wurde nach der
Analytik in Form eines Faktors bei der Hochrechnung der Konzentration auf die Frischmasse
beriicksichtigt. Der Restfeuchtegehalt nach der Gefriertrocknung wurde flr die Proben von
finf Genotypen Kulturmdéhren und einem Genotyp Wildkarotten mit jeweils einer
Wiederholung ermittelt. Dazu wurden jeweils 1 g der frischen Proben in einem Klimaschrank
getrocknet, wobei die Temperatur in Intervallen auf 35 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C 70 °C bis
90 °C erhoht wurden. Die Temperaturerh6hungen wurden nach 8, 24, 36, 56, 72 und 80
Stunden durchgeflhrt. Nach jedem Trocknungsintervall wurden die Proben ausgewogen und
die Differenz dokumentiert. Wie aus der Tabelle 3-4-1 zu erkennen ist, unterschieden sich
die Restfeuchtegehalte bei Kultur- und Wildkarotten deutlich. Die Restfeuchtegehalte der
gefriergetrockneten Pulver der Kulturméhrenproben betrugen zwischen 4,5 und 7 %. Sie
wiesen damit deutlich hohere Restfeuchtegehalte auf als die der untersuchten
Wildmohrenproben. Diese hatte einen Restfeuchtegehalt von 2,5 %. Somit lagen die
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Restfeuchtegehalte der Pulver von Kulturméhrenproben um bis fast das Dreifache héher als
die der Wildméhrenproben.

Der Restfeuchtegehalt nach der Gefriertrocknung lieferte Aufschlisse Uber den Grad der
Trocknung und daraus folgend Uber mdgliche Wasseraktivitdét und damit verbundene
Enzymaktivitdt in der gefriergetrockneten und vermahlenen Probe. Zur Minimierung
moglicher Lagerverluste durch wasserinduzierte Enzymaktivitdt wurde das gesamte
Probenmaterial bis zum Zeitpunkt der Analytik und nach dieser als Rickstellprobe bei -68 °C
unter Lichtabschluss gelagert.

Tabelle 3-4-1: Bestimmung der Restfeuchtegehalte von gefriergetrocknetem Kultur- und Wildméhrenpulver
Proben-Nr. Auswaage (g) Wasserverlust (%)
White Satin (weiB) 1,00 0,99 0,98 0,97 0,97 0,96 0,94 0,93

1,00 1,00 0,98 0,98 0,97 0,97 0,94 0,94 6,50
Yellowstone (gelb) 1,00 0,99 0,98 0,98 0,97 0,96 0,95 0,93

1,00 0,99 0,98 0,98 0,97 0,97 0,95 0,93 7,00
Nutrired (rot) 1,00 0,99 0,98 0,99 0,98 0,97 0,95 0,95

1,00 1,00 0,98 0,98 0,98 0,97 0,95 0,95 5,00
Nerac F1 (orange) 1,00 1,00 0,99 0,98 0,98 0,97 0,95 0,94

1,00 1,00 0,99 0,99 0,98 0,97 0,96 0,95 5,50
Deep Purple F1 (violett) 1,00 1,00 0,99 0,98 0,98 0,97 0,96 0,95

1,00 1,00 1,00 0,99 0,99 0,98 0,96 0,96 4,50
WM-Mischprobe 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,99 0,98 0,98

1,00 1,00 1,00 1,00 0,99 0,99 0,97 0,97 2,50
Zeit (h) 8 24 36 48 56 72 80 96
Temperatur (°C) 35 40 50 50 60 70 920 920

3.4.3 Probenaufarbeitung der Méhren mittels beschleunigter Lésungsmittelextraktion (ASE)

Bei den oben aufgefuhrten ,klassischen Probenaufarbeitungsmethoden fir den Nachweis
der Inhaltsstoffe von Karotten waren bisher separate Aufarbeitungsmethoden fir die Analyse
jedes der untersuchten Inhaltsstoffe notwendig, da die Analytik der einzelnen Komponenten
nicht zusammengefasst werden konnte, weil sich die Zielkomponenten in ihren chemischen
Eigenschaften zu sehr unterscheiden. Um eine verfahrenstechnische Optimierung in diesem
Bereich der Analytik zu erreichen, wurde die Mdglichkeit einer Zusammenfassung der
Probenaufarbeitung fiir die Carotinoid- und die Polyacetylenanalytik untersucht.

Die Einbeziehung der Aufarbeitungsschritte fiir den Nachweis von fllichtigen Inhaltsstoffen in
eine moégliche simultane Extraktion war nicht méglich, da die daflr nachgeschaltete Analyse
mittels GC-MS durchgefiihrt wurde, die andere Anforderungen an die Probenaufarbeitung
stellte als die fir die nachgeschaltete Analytik der nicht-fliichtigen Inhaltsstoffe mittels LC.
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Als Basis fur die Entwicklung einer simultanen Hochdurchsatzanalytik fir die zwei
chemischen  Zielverbindungen,  Carotinoide und  Polyacetylene, wurde eine
Extraktionsmethode gewahlt, die einen hohen Grad an Beschleunigung und
Automatisierbarkeit mit einem hohen MaB an Reproduzierbarkeit verbindet, die
beschleunigte Losungsmittelextraktion (Accelerated Solvent Extraction, ASE). Bei der ASE
handelt es sich um eine vollautomatische Extraktionseinheit, welche die Zielsubstanzen mit
konstantem Druck und konstanterTemperatur unter Verwendung von L&sungsmitteln oder
Lésungsmittelkombinationen aus der Probenmatrix herausldst. Hierflir werden frische oder
gefriergetrocknete Proben in, druckdichte Metall-Extraktionshilsen verbracht. Die Hilsen
enthalten in Deckel und Boden Offnungen, die mit Sieben versehen sind und mit Filtern

erganzt werden kdnnen.

Die Extraktionshllsen mit den Proben werden auf die eingestellte Temperatur erwarmt,
wahrend Lésungsmittel unter Druck durch die Extraktionshllsen gepumpt wird und die
Zielsubstanz/ -substanzen aus den Proben herausgeldst wird/werden. Der Extrakt wird
anschlieBend in AuffanggeféBe geflllt, die zur Verhinderung von Oxidation des Extraktes
durch Luftsauerstoff mit einem Septum nahezu luftdicht verschlossen werden.

Fur die Validierung der Extraktion von Carotinoiden und Polyacetylenen mittels ASE wurden
Vorversuche unternommen, die die Analyseergebnisse mit den Ergebnissen verglichen, die
auf herkémmlichen Extraktionsmethoden beruhten. Hierzu wurden aus Karotten mittels
klassischer Extraktionsmethoden Carotinoid- und Polyacetylenextraktionen durchgefiihrt und
die Analyseergebnisse mit den Ergebnissen aus der Anwendung der ASE bei identischem
Ausgangsmaterial verglichen. Alle Extraktionsergebnisse wurden mittels HPLC-DAD fir die
Carotinoide und HPLC-MS fir die Polyacetylene quantifiziert. Fiir die Carotinoidextraktion
wurde eine bestehende SPE-Methode mit der ASE und der Soxhlet-Methode verglichen
(Abbildung 3-4-2), bei der Polyacetylenextraktion wurde eine Soxhlet-Extraktion mit der ASE
und SPE-Methode verglichen (Abbildung 3-4-3). Bei der angewendeten SPE war allerdings
zu bericksichtigen, dass ausschlieBlich der Karottensaft fir die Carotinoidbestimmung
verwendet wurde, wéhrend der Trester verworfen wurde. Als Probenmaterial fir den
Methodenvergleich wurden zur Abdeckung des gesamten Carotinoidspektrums orangene
und rote Kulturmdhren, zum besseren Vergleich des Spektrums an Polyacetylenen
Wildmohren verwendet. Wie den Abbildungen der HPLC-Analysen fiir Carotinoide und
Polyacetylene zu entnehmen ist, lieferte in beiden Fallen die ASE-Methode die besten
Extraktionsergebnisse.
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Abbildung 3-4-2: HPLC-Analytik von Lutein, a- und B-Carotin unter Verwendung verschiedener Extraktionsmethoden mit
ihren charakteristischen Lésungsmitteln. A: ASE, Essigséureethylester/Petrolether/Methanol (1:1:1, v/v/v);
B: Soxhlet, n-Hexan; C: SPE, Methanol/Methylenchlorid (45:55, v/v)



3 Material und Methoden 92

Absorption

Falcarindiol

Falcarindiol-3-Acetat
Falcarinol

M—
B
J A
J k ’
— A
0 2.5 5 7.5 10 125 15 175 20 min

Abbildung 3-4-3:

HPLC-Analytk von FaDOH, FaDOH-3-Acetat und FaOH unter Verwendung verschiedener
Extraktionsmethoden mit ihren charakteristischen Lésungsmitteln. A: ASE,
Essigsaureethylester/Petrolether/Methanol  (1:1:1,  v/v/v); B: Soxhlet, n-Hexan; C: SPE,
Methanol/Methylenchlorid (45:55, v/v)

Als Basis fur die beschleunigten Lésungsmittel-Extraktionsmethoden sowohl fur die

Carotinoide als auch fir die Polyacetylene aus Karottenmaterial wurde die Arbeit von
Breithaupt [Breithaupt, 2004] zur Extraktion von Carotinoiden aus Karotten mittels ASE
herangezogen. Zur Validierung der von Breithaupt beschriebenen Verwendung von

gefriergetrocknetem Probenmaterial wurden vergleichende Extraktionsversuche mittels ASE

mit Frischmaterial durchgefiihrt. Die Analysen der Extrakte ergaben, dass bei gleicher

Probenmenge der Einsatz von Frischmaterial zu deutlich geringeren Extraktionsgehalten

sowohl absolut als auch relativ bezogen auf die gleiche Menge untersuchten Frischmaterials
flhrte (Abbildung 3-4-4).
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Abbildung 3-4-4: Vergleich der Carotinoidextraktion nach der Methode von Breithaupt (2004) fir Karottensaft, Trester und
gefriergetrocknetes Karottenpulver

Die Festlegung der Probenmenge an gefriergetrocknetem Karottenpulver fir die ASE auf
0,59 beruhte auf der Notwendigkeit einer Einzelpflanzenanalytik. Bei einem
durchschnittlichen Wassergehalt von 88 % bei den Kulturméhren ist somit eine Frischmenge
von ca. 5 g Frischgewicht pro zu analysierender Pflanze notwendig.

Da bisher keine genauen Werte fir Wassergehalte von Wildtypen existierten, wurde durch
die Wahl einer mdglichst geringen Probeneinwaage von 0,5 g gefriergetrocknetem Pulver
der potenziell geringen Biomasse der Wurzeln von Wildméhren Rechnung getragen und so
die Mdglichkeit der Einzelpflanzenanalytik auch fur Wildmdéhren sichergestellt.

Die flnf variablen Parameter der ASE fir die Extraktion von Substanzen wurden fir die
Extraktion von Carotinoiden aus der Karottenmatrix nacheinander optimiert und jeder
Optimierungsschritt durch eine nachgeschaltete HPLC-DAD-Analyse flr die Carotinoide
verifiziert. Die finf Parameter "Preaheat’, "Static’, "Flush’, "Purge” und "Cycles” kénnen vom
Anwender variiert werden, wahrend die sechste Einstellung, die der Heizdauer (Heat),
abhéngig von der angegebenen Temperatur ist und somit vom Anwender nur bedingt
veranderbar ist. Unter dem Parameter 'Preheat” versteht man die Zeit, welche die
Extraktionszellen, geflllt mit Lésungsmitteln, im Zellenofen verweilen, ohne dass frisches
Lésungsmittel hinzu- oder das vorhandene Lésungsmittel aus der Zelle abgepumpt wird. Der
Parameter ’Static” beschreibt die Haltezeit zwischen jedem neuen Befillen der
Extraktionszelle mit Lodsungsmittel, in welcher das Lésungsmittel die Zielsubstanzen aus der
Matrix herauslésen kann. Unter dem Parameter ‘Flush” wird die prozentuale Menge neuen
Lésungsmittels verstanden, die bei jedem Zyklus (Cycle) verwendet wird. Unter der
Purgezeit versteht man die Zeit, in der das gesamte Leitungssystem nach dem
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Extraktionsprozess mit Stickstoff gespult wird. ‘Cycles” bezeichnen die Zahl der Durchgénge,
in denen die Extraktionszelle mit Lésungsmittel gespult und wie haufig die statische Haltezeit
durchlaufen wird. Die optimalen Parametereinstellungen fir die Carotinoidextraktion mittels
ASE stellten sich wie folgt dar:

Tabelle 3-4-2: Optimale ASE-Parameter fiir die simultane Carotinoid- und Polyacetylenextraktion

ASE-Parameter Wert

Temperature 40 <C

Pressure 70 bar

Preheat 0 min

Heat 5 min

Static 2min

Flush 70 %

Purge 50 sec

Cycles 8

Da es sich bei den Carotinoiden um eine hitzelabile Substanzklasse handelt, konnte,
basierend auf den Ergebnissen von Breithaupt [Breithaupt, 2004], die Temperatur nicht
héher als 40 °C gewéhlt werden. Ahnlich verhielt es sich mit dem Druck, so haben
Vorversuche von Breithaupt ergeben, dass sich bei einem Druck héher als 70 bar in
gefriergetrocknetem Material Stichkanale bilden, welche dazu flhren, dass das
Lésungsmittel diese nutzt und die Extraktionswirkung drastisch abnimmt.

Fur die Extraktion von Polyacetylenen aus Méhren mittels ASE waren zum Zeitpunkt der
Entwicklung der Analysemethode fir diese Arbeit keine Versuche beschrieben. Erst 2009
wurde mit der Arbeit von Pferschy-Wenzig et al. [Pferschy-Wenzig et al., 2009] eine Arbeit
verfffentlicht, die sich mit der Extraktion von Polyacetylenen aus gefriergetrockneter
Karottenmatrix mittels ASE beschaftigte. Zu diesem Zeitpunkt war die Entwicklung der
Analysemethode fur die Versuche dieser Arbeit schon abgeschlossen, die
Hochdurchsatzanalytik war etabliert und die erarbeitete Methode hatte sich in der Routine
bewahrt. Die Arbeit von Pferschy-Wenzig et al. konnte daher bei der hier beschriebenen
Methodenentwicklung nicht mit berticksichtigt werden. Flr die Ermittlung der optimalen
Methode zur Extraktion von Polyacetylenen aus Karottenmatrix wurde ein eigener
Optimierungsprozess, basierend auf den Vorarbeiten von Breithaupt, durchgefihrt. Hierflr
wurde wiederum jeder variable ASE-Parameter einzeln und in der Kombination auf die
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Polyacetylenextraktion optimiert und mittels HPLC-MS validiert. Es ergab sich eine optimale
Parameterkombination fur die Extraktion von Polyacetylenen aus Karotten.

Da das Ziel der Methodenentwicklung jedoch die simultane Extraktion von Carotinoiden und
Polyacetylenen aus Karotten war, wurden sowohl die ASE-Parameter fir die
Carotinoidextraktion —auf die Extraktion von Polyacetylen und umgekehrt die
Extraktionsparameter fur Polyacetylene auf die Carotinoidextraktion angewendet. Es stellte
sich heraus, dass die ASE-Parameter fir die Carotinoidextraktion die besten Ergebnisse in
Bezug auf eine simultane Extraktion lieferten. Uberdies zeigte sich, dass die Parameter fir
die Carotinoidextraktion eine deutlich bessere Extraktionsausbeute fiir die Polyacetylene
lieferten als die optimierten Parameter flr die Polyacetylenextraktion. Somit konnte fur eine
simultane Extraktion beider Zielsubstanzen eine einzige ASE-Methode angewendet werden,
die jeweils optimale Extraktionsergebnisse flr die beiden Zielsubstanzen lieferte.

Neben den Versuchen zur Methode der Extraktion war es notwendig ein optimales
Extraktionsmittel zu finden, welches beide Zielsubstanzen bestmdglich extrahiert und sowohl
mit der ASE als auch mit der nachgeschalteten HPLC-Analytik kompatibel war. So schied
z. B. MTBE (Methyl-tert-Butylether) als Extraktionsmittel aus, da dieses bei der Verwendung
in der ASE zu Verstopfungen der Geréate flhrte. In Anlehnung an Breithaupt [Breithaupt,
2004] wurden drei verschiedene LOsungsmittel ausgewahlt und auf ihre simultanen
Extraktionseigenschaften unter Verwendung der ASE Uberprift. Bei den L&sungsmitteln
handelte es sich zum einen um n-Hexan, welches Ublicherweise bei der Soxhlet-Extraktion
von Polyacetylenen angewendet wird, zum anderen um ein Gemisch aus Ethanol und n-
Hexan (4:3, v/v) sowie eine 1:1:1 Mischung aus Essigester, Petrolether und Methanol. Alle
drei Losungsmittelkombinationen wurden fiir die simultane Extraktion mittels ASE auf ihre
Extraktionseigenschaften untersucht und miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass die
Kombination aus Essigester, Petrolether und Methanol (1:1:1,v/v/v) die besten
Extraktionsresultate sowohl fiir die Carotinoid- als auch fir die Polyacetylenextraktion lieferte
(Abbildungen 3-4-5 und 3-4-6).
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Abbildung 3-4-5: HPLC-Chromatogramm der drei Carotinoide Lutein, a- und B-Carotin unter Verwendung der ASE und
dreier unterschiedlicher Ldsungsmittelgemische: A: Essigsdureethylester/Petrolether/Methanol (1:1:1,

Vv/viv); B: Ethanol/n-Hexan (4:3, v/v) und C: n-Hexan
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Abbildung 3-4-6: HPLC-Chromatogramm der drei Polyacetylene FaOH, FaDOH und FaDOH-3-Acetat unter Verwendung der
ASE und dreier unterschiedlicher Lésungsmittelgemische: A: Essigséureethylester/Petrolether/Methanol
(1:1:1, v/v/v); B: Ethanol/n-Hexan (4:3, v/v) und C: n-Hexan; Peaks 1-5: nicht identifizierte Polyacetylene

Zur Validierung der oben beschriebenen simultanen Extraktion von Carotinoiden und
Polyacetylenen wurde eine Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
durchgefiihrt. Hierzu wurden von verschiedenen Genotypen Kultur- und Wildméhren jeweils
10 Einwaagen von 0,5 g gefriergetrocknetem Pulver mittels beschleunigter
Lésungsmittelextraktion extrahiert und die Reproduzierbarkeit der Extraktion durch
nachgeschaltete HPLC-DAD- und HPLC-MS-Analytik Uberprift. Es stellte sich heraus, dass
die  beschriebene  gleichzeitige @~ ASE  eine  Reproduzierbarkeit  (prozentuale
Standardabweichung) flr die vier Carotinoide von 10,44 % fur Lutein, 15,57 % fur a-Carotin,
15,63 % flr B-Carotin und 16,96 % fir Lycopin aufwies. Flr die drei Polyacetylene FaOH,
FaDOH und FaDOH-3-Acetat ergaben sich prozentuale Standardabweichungen von 4,86 %
far FaOH, 6,74 % fir FaDOH und 7,03 % fir FaDOH-3-Acetat.

Da davon auszugehen war, dass die oben beschriebene ASE-Methode, genau wie die
klassischen Extraktionsmethoden, die Carotinoide und Polyacetylene nicht vollstdndig aus
der Karottenmatrix herauslésen kann, war der Grad der Extraktion nach dem ersten
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Extraktionsdurchlauf zu bestimmen. Hierfir wurden als Reprasentanten zwei
verschiedenfarbige Kulturméhren, die Sorten "Nutrired” und ‘Nerac F1°, gewahlt, weil diese
zum einen hohe Carotinoidkonzentrationen aufzeigten (‘Nerac F17), zum anderen Lycopin
enthielten ('Nutrired”). Dadurch wurde das gesamte Spektrum der zu analysierenden
Carotinoide abgedeckt. Von diesen beiden Genotypen wurden jeweils 0,59
gefriergetrockneten Karottenpulvers in mehreren Durchgéngen bis zur vollstdndigen
Farblosigkeit mittels ASE extrahiert. Bei der Extraktion wurde darauf geachtet, dass die erste
Extraktion gesondert aufgefangen und weiterverarbeitet wurde. Alle folgenden Proben
wurden in einer Sammelprobe zusammengefihrt, die anschlieBend auf den Gehalt an
Carotinoiden untersucht wurde. Fir die Bestimmung der Extraktionsausbeute in Bezug auf
die Polyacetylene wurde analog verfahren und zusétzlich eine polyacetylenreiche Wildméhre
einbezogen. Bei der Bestimmung der Extraktionsausbeute fir die Polyacetylene wurde
jedoch, im Gegensatz zu den Carotinoiden, vor der endglltigen Beendigung der Extraktion
zuerst eine HPLC-MS-Analyse durchgefiihrt und weitere Extraktionen angeschlossen,
solange noch Polyacetylene in der letzten Probe nachgewiesen werden konnten. Aus dem
Vergleich der Ausbeute nach der ersten Extraktion mit der aller folgenden Extraktionen
konnte zum einen ersehen werden, wie groB3 die Extraktionsausbeute der ASE in Bezug auf
die simultane Extraktion von Carotinoiden und Polyacetylenen ist, zum anderen ein
Korrekturfaktor bestimmt werden, mit welchem die anhand der ersten Extraktion
gemessenen Carotinoid- und Polyacetylenkonzentrationen multipliziert werden missen, um

den Gesamtgehalt der jeweiligen Substanz in dem Probenmaterial zu ermitteln.

3.4.4 Beschleunigte Probenaufarbeitung mittels Rotations-Vakuum-Konzentrator

An die simultane Extraktion der beiden Zielsubstanzen aus der Karottenmatrix schloss sich
die Aufkonzentration der Extrakte an. Die Volumina der Extrakte, welche mittels ASE
gewonnen wurden, schwankten geringfligig. Da fiir die weiterflihrenden Berechnungen eine
definierte Extraktmenge notwendig war, wurde die Extraktimenge von ca. 22 ml, welche nach
der Extraktion durch die ASE zur Verfigung stand, auf definierte 2 ml eingeengt und in der
nachgeschalteten Analytik mittels LC verwendet. Fir die Ermittlung der optimalen Methode
der Einengung wurden die klassischen Verfahren mit neueren, auf die Anforderungen der
Hochdurchsatzanalytik optimierten Verfahren verglichen. Wichtige Parameter, welche die
Wahl der Methode maBgeblich beeinflussten, waren die Kosten fir Personal und
Verbrauchsmittel sowie die Prozessdauer und die Anzahl simultan bearbeitbarer Extrakte.
Verglichen wurde die klassische Methode zur Aufkonzentration der Extrakte durch einen
Rotationsverdampfer mit einem Stickstoffkonzentrator der Firma Dionex (Dionex SE 400)
und dem Rotations-Vakuum-Konzentrator RVC 2-18 der Firma Christ (Osterode). Bei dem
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klassischen Verfahren der Extrakteinengung durch einen Rotationsverdampfer wurde jeweils
das Lésungsmittelgemisch aus Essigsaureethylester, Petrolether und Methanol (1:1:1, v/v/v)
aus dem Extrakt einer Probe unter Vakuum in einem Rundkolben, welcher in einem
temperierten  Wasserbad  rotierte, verdampft. Im  Falle dieser klassischen
Aufkonzentrationsmethode waren besonders der hohe manuelle Aufwand sowie die
zeitintensive Bearbeitung jeweils nur einer Probe nachteilig. Bei der zweiten Variante
handelte es sich um den Stickstoffkonzentrator der Firma Dionex. Bei diesem Gerat, welches
speziell auf die ASE abgestimmt ist, kdnnen sechs Probenauffangglaser aus der ASE direkt
in sechs beheizte Stellflachen verbracht werden. Durch in der Héhe variierbarer Kapillare
stromt hierbei Stickstoff auf die Probe und verdampft somit unter Einwirkung von Temperatur
das Losungsmittelgemisch. Bei dieser Variante war neben dem hohen Stickstoffbedarf der
hohe manuelle Aufwand aufféllig, der durch das Nachjustieren der Kapillaren erforderlich
wurde. Die dritte Mdglichkeit zur Aufkonzentration bestand in der Verwendung eines
Rotations-Vakuum-Konzentrators. Hierbei werden sechs Probenauffangglédser aus der ASE
in ein spezielles Probenkarussell verbracht, welches anschlieBend unter Anlegen eines
Vakuums und bei einer Temperierung des Heizmantels stark rotiert. Durch die auftretenden
Zentrifugalkrafte, die Temperatur und das Vakuum wird das L&sungsmittel verdampft,
gleichzeitig aber verhindert, dass das Lésungsmittel wahrend des Konzentrationsprozesses
die Probenauffangglaser durch das Auftreten von Siedeverzégerung verlasst. Durch den
hohen Grad der Automatisierbarkeit, den fehlenden Stickstoffbedarf sowie die simultane
Aufkonzentration von sechs Proben war der Rotations-Vakuum-Konzentrator der Firma
Christ, in Bezug auf eine Hochdurchsatzanalytik, die beste Moglichkeit der
Extraktaufkonzentration.

Durch Vorversuche konnte die optimale Kombination aus Zeit und Temperatur ermittelt
werden, sodass weder die Zielsubstanzen thermisch beschadigt wurden noch die
Aufkonzentration zu zeitintensiv wurde. Nach dem simultanen Einengen der Proben bei
35 °C wurden Probenreste, welche sich an den Glaswéanden durch die Zentrifugalkrafte
festgesetzt hatten, mittels Ultraschallbad (Bandelin Electronic, Berlin) in 1-2 Minuten geldst.
Nach der Aufkonzentrationsdauer von 125 Minuten waren die Extrakte bis auf Restvolumina
von <2 ml eingedampft. Somit mussten die Extrakte nach dem Ultraschallbad noch in
graduierte Probenréhrchen Uberfiihrt und gegebenenfalls mit dem Extraktionsmittelgemisch
(Essigsaureethylester/Petrolether/Methanol; 1:1:1, v/v/v) auf 2 ml aufgeflllt werden. Bevor
die Extrakte flir die HPLC-Analyse injiziert werden konnten, wurden diese noch durch einen
Spritzenvorsatzfilter (PET, 0,45 um) gefiltert und in zwei Vials Gberfiihrt, welche zum einen in
einer HPLC-DAD fir die Carotinoid- Analytik analysiert und zum anderen mittels HPLC-MS
auf Polyacetylene untersucht wurden.
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3.4.5 Probenaufarbeitung fiir die Analytik von Zuckern

Sowohl fir die Probenaufarbeitung als auch fiir den analytischen Nachweis der Mono- und
Disaccharide (Glucose, Fructose und Saccharose) wurden eigenstdndige Methoden
angewendet. Als Basis fur die Zuckeranalytik wurde gefriergetrocknetes und vermahlenes
Pulver verwendet. Die Mono- und Disaccharide wurden aus 0,1 g gefriergetrocknetem
Probenmaterial mit 3,9 ml eines Extraktionsmittelgemisches, bestehend aus Acetonitril und
Wasser (80:20, v/v), durch Schitteln auf einem Schittler der Firma IKA Labortechnik (Modell
HS-250) tber 15 Minuten bei 240 U/min herausgeldst. Fir die anschlieBende Analytik mittels
einer HPLC-RI wurde der Uberstand durch einen Spritzenaufsatzfilter (PET, 0,45 pm) in
HPLC-Vials filtriert.

3.4.6 Probenaufarbeitung fiir die Analytik von fliichtigen Inhaltsstoffen

Die Analytik auf fliichtige Inhaltsstoffe sowohl in der Karottenwurzel als auch im Blatt wurde
durch eine HS-SPME-GC durchgefuhrt. Hierfir wurde das Probenmaterial sofort nach der
Ernte in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Probenaufarbeitung bei -68 °C
im  Tiefstkihlschrank gelagert. Das tiefgefrorene Probenmaterial wurde in der
Probenvorbereitung grob zerkleinert und im Verhaltnis 1:1,5 mit einer 20 % (v/v)
Natriumchloridiésung fir 1 Minute mittels eines Pdlrierstabes fein zerkleinert. Das
Homogenisat wurde anschlieBend bei 4 °C und einer Umdrehungszahl von 4000 U/min flr
30 Minuten zentrifugiert. Von dem Uberstand jeder Probe wurden jeweils 10 ml in vier Vials
geflllt, welche mit 3 g Natriumchlorid gefiillt waren. Damit wurden das Wasser gebunden
und die Enzymaktivititen in der Probe weitgehend verhindert. Die Vials mit dem
aufgearbeiteten Probenmaterial wurden mit magnetischen Kappen, welche ein Septum
enthielten, verschlossen und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert [Dunemann et al., 2009].

3.4.7 Identifizierung und Quantifizierung von Carotinoiden in Karotten mittels HPLC-DAD

Fir den Nachweis der Ziel-Carotinoide a- und B-Carotin, Lutein und Lycopin mittels HPLC-
DAD wurde in Anlehnung an die Methoden von Silmestad et al. sowie Vasquez-Caicedo et
al. eine beschleunigte und auf den ausschlieBlichen Nachweis der vier Zielcarotinoide
optimierte HPLC-Analyse verwendet [Vasquez-Caicedo et al., 2006; Slimestad und Verheul,
2005]. Bei der Optimierung lag der Schwerpunkt auf der Beschleunigung der Analyse bei
einer gleichzeitigen sauberen Peakirennung der vier Zielcarotinoide. Die Qualifizierung und
Quantifizierung der Zielcarotinoide erfolgte, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, fur alle vier
Carotinoide durch Kalibration mithilfe von Reinstsubstanzen. Durchgefiihrt wurde der
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Nachweis der Carotinoide mittels einer HPLC-DAD. Die Trennung der Carotinoide erfolgte
durch eine Develosil RP-Aequeous C30 (150 x 3 mm, 3 pm)-S&ule, welche durch eine
60 mm x 0,12 mm Verbindungskapillare und eine Vorsaulenfritte (& 4.6 mm) vor
Verschmutzung geschitzt wurde. Die Saulentemperatur lag wahrend der gesamten
Analyselaufzeit hinweg bei konstant 30 °C. Die mobile Phase bestand aus n-Butanol (A) und
Acetonitril (B). Diese beiden Komponenten wurden bei einem konstanten Fluss von
0,95 ml/min in einem linearen Gradientengemisch Uber eine Gesamtzeit von 16 Minuten
gemischt: (min/% A): 0/20; 6/30; 12/20; 16/20. Das Injektionsvolumen betrug fir alle Proben
10 pl. Wéhrend a-Carotin und Lutein bei einer Wellenlange von 488 nm detektiert wurden,
wurde B-Carotin bei 455 nm und Lycopin bei 476 nm detektiert. Die Auswertung der
erhobenen Daten wurde mit der Software ChemStation der Firma Agilent Version B.03.03
durchgeftihrt. Wie der Abbildung 3-4-7 zu entnehmen ist, konnte durch die oben
beschriebene Methode eine saubere Trennung aller vier Carotinoide, auf welche die

Karottenwurzeln untersucht werden sollten, erreicht werden.
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Abbildung 3-4-7: HPLC-Chromatogramm zweier verschiedener Karottensorten, bei sauberer Trennung der Carotinoide. A:
“Nutrired”, B: "Nerac F1~

Fur die Uberprifung der Reproduzierbarkeit der HPLC-Anlage unter den festgelegten
Parametern wurden 10 Injektionen aus einem Vial Uberprift und die prozentuale
Standardabweichung (s %) fir alle vier Carotinoide, nach der Formel Stabw * 100/MW,
errechnet. Es ergaben sich folgende prozentuale Standardabweichungen fir die Carotinoide:
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Lutein 0,27 %, a-Carotin 0,46 %, B-Carotin 0,19 % und Lycopin 2,19 %. Die HPLC-Analytik
zeigte damit fir alle vier Zielcarotinoide sehr gute bis gute prozentuale
Standardabweichungen. Da es bei HPLC-Anlagen durchaus mdglich ist, dass sie den
Analyselauf aufgrund von Stérungen abbrechen und somit die Analytik nicht abgeschlossen
wird, wurde untersucht, wie sich die Carotinoide wahrend einer 24-stiindigen Standzeit im
Probengeber der HPLC, gekihlt bei 10 °C, verhielten. Daftir wurden 10 Injektionen von einer
Probe auf Polyacetylene analysiert, diese Proben 24 Stunden in der HPLC-Anlage belassen
und erneut 10 Injektionen aus demselben Vial analysiert. Es zeigte sich an den prozentualen
Standardabweichungen fir die Carotinoide (Lutein: 30,44 %; a-Carotin: 25,32 %, B-Carotin:
26,42 % und Lycopin: 22,45 %), dass diese wahrend der Lagerzeit in der HPLC-Anlage
deutlich instabil geworden waren.

3.4.8 Identifizierung und Quantifizierung der Polyacetylene mittels HPLC-MS

Fur die Identifikation und Quantifikation der drei Zielpolyacetylene Falcarinol (FaOH),
Falcarindiol (FaDOH) und Falcarindiol-3-Acetat (FaDOH-3-Acetat) in Karottenmaterial wurde
eine HPLC der 1200 Serie der Firma Agilent, gekoppelt mit einem Esquire 3000
Massenspektrometer mit lonenfalle und APCI-Quelle von Bruker Daltronik GmbH, Bremen,
verwendet. Als HPLC-Saule kam eine Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 x 3 mm; 3,5 um) mit
einer Verbindungskapillare (60 mm x 0,12 mm) und einer Vorsaulenfritte (& 4.6 mm) zum
Einsatz. Die S&ulentemperatur wurde auf 30 °C festgelegt. Zur Auswertung der erhobenen
HPLC- und MS-Daten wurden zum einen die Agilent ChemStation Software (B 01.03) und
zum anderen die Bruker Esquire Control (Version 5.3) Software verwendet. Alle
Polyacetylene wurden bei 245 nm vermessen. Als mobile Phase wurde ein Gemisch aus
Wasser (A) und Methanol (B) verwendet, wobei ein iber eine Gesamtzeit von 35 Minuten
der folgende Gradient bei einem konstanten Fluss von 0,5 ml/min gefahren wurde (min/% A):
0/40; 24/5; 27/5; 29/40; 35/40. Das Injektionsvolumen wurde fir alle Proben auf 5 pl
festgelegt. Fur die Detektion der Polyacetylene mittels Massenspektrometer wurden folgende
Parameter ausgewahlt: Die APCI-Quelle arbeitet im positiven Modus, das Vernebelungsgas
(Stickstoff) stromt bei einem Druck von 25,0 psi, das Trockengas (Stickstoff) bei einem Fluss
von 9,0 I/min, die Trocknungstemperatur lag bei 300 °C, die Verdampfungstemperatur bei
450 °C und die Scanrate lag zwischen 50 und 900 m/z. Fir die Quantifizierung der drei
Zielpolyacetylene wurden, wie unter Punkt 3.2.2.2 aufgefiihrt, fur Falcarinol und Falcarindiol
Referenzsubstanzen erworben. Der Gehalt des Falcarindiol-3-Acetats in Karotten wurde
basierend auf der Kalibration des Falcarindiols ermittelt. Wie der Abbildung 3-4-8 zu
entnehmen ist, konnte durch die oben beschriebene Methode eine saubere Peaktrennung
der einzelnen Polyacetylene innerhalb einer Laufzeit von 35 Minuten erreicht werden.
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Abbildung 3-4-8:

Extracted lon Chromatogram (EIC) und saubere Peaktrennung der drei Zielpolyacetylene FaDOH, FaDOH-
3-Acetat und FaOH unter Verwendung der optimierten HPLC-MS-Methode

Bei der Auswertung der drei Zielpolyacetylene wurde fir jedes ein ,extracted ion

chromatogram” mit den Zielmassen 227, 257, 285 fir Falcarindiol, Falcarindiol-3-Acetat und

Falcarinol erstellt und deren Gehalt bestimmt. Die genaue Fragmentierung der drei

Polyacetylene bei dem verwendeten FlieBmittel ist in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 3-4-9:

Fragmentierung des Polyacetylens Falcarindiol
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Abbildung 3-4-10:

Fragmentierung des Polyacetylens Falcarinol
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Abbildung 3-4-11:  Fragmentierung des Polyacetylens Falcarindiol-3-Acetat

Die Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der HPLC-Anlage wurde analog zu der der HPLC-
Anlage zur Bestimmung der Carotinoide durchgefiihrt. Es ergaben sich folgende prozentuale
Standardabweichungen flr die drei Polyacetylene: FaOH 2,47 %, FaDOH 1,52 % und
FaDOH-3-Acetat 3,14 %. Die HPLC-Analytik zeigte damit fur alle drei Zielpolyacetylene sehr
gute prozentuale Standardabweichungen. Da es auch bei der HPLC-Analyse, mit welcher
die Polyacetylenanalytik durchgefiihrt wurde, ebenfalls durchaus mdglich ist, dass diese den
Analyselauf aufgrund von Stérungen abbrechen und somit die Analytik nicht abgeschlossen
werden kann, wurde ebenfalls untersucht, wie sich Polyacetylene wéhrend einer 24-
stindigen Standzeit im Probengeber der HPLC, gekuhlt bei 10 °C, verhielten. Dafiir wurden
10 Injektionen von einer Probe auf Polyacetylene analysiert, diese Proben 24 Stunden in der
HPLC-Anlage belassen und erneut 10 Injektionen aus demselben Vial analysiert. Es zeigte
sich an den prozentualen Standardabweichungen fur die drei Polyacetylene (FaOH:
10,35 %; FaDOH: 2,28 % und FaDOH-3-Acetat: 5,35 %), dass diese trotz der Lagerung in
der Anlage relativ stabil blieben.

Zur Validierung der ermittelten Polyacetylenergebnisse wurde nachtraglich ein Vergleich
zwischen der hier verwendeten Methode zur simultanen Analyse von Karottenmaterial auf
Polyacetylene und Carotinoide und der Methode zur Bestimmung von FaOH von Pferschy-
Wenzig et al., 2009 [Pferschy-Wenzig et al., 2009], die ebenfalls auf einer Extraktion durch
eine ASE aus gefriergetrocknetem Karottenmaterial basiert, vorgenommen. Die Methoden
unterscheiden sich in den Parametern der ASE und dem verwendeten Extraktionsmittel
sowie in der nachgeschalteten Probenbearbeitung. Fiir eine mdglichst hohe Vergleichbarkeit
wurde fir beide Methoden die Kulturmdhre ‘Nerac F1” verwendet. Da Pferschy-Wenzig et al.
die Karottenproben ausschlieBlich auf das Polyacetylen FaOH untersuchten, wurden die
Werte fir FaDOH und FaDOH-3-Acetat basierend auf den HPLC-Ergebnissen in Milliaufs
dargestellt. Die HPLC-Parameter fir die Analyse beider Extrakte waren dieselben wie die in
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dieser Arbeit dargestellten. Wie der Abbildung 3-4-12 zu entnehmen ist, zeigte sich, dass die
im Zuge dieser Arbeit entwickelte Methode etwas bessere Extraktionsergebnisse flr das
Polyacetylen FaOH liefert. Auch ein Vergleich der hier gemessenen Werte mit den aufgrund
der Daten von Pferschy-Wenzig et al. fir FaDOH- und FaDOH-3-Acetat errechneten Werte
zeigt flr die hier gemessenen Werte deutlich bis leicht bessere Ergebnisse als sie durch die
Extraktionsmethode von Pferschy-Wenzig et al. vermutlich erzielt werden kénnten.

OASE-Methode nach Schulz-Witte et al., 2010
B ASE-Methode nach Pferschy-Wenzig et al., 2009
6,00

5,00 5,30

4,00

3,00

2,00

Konzentration (mg/100 g FM)

R e N e | e P o

1,13

0,00
FaDOH FaDOH-3-Acetat FaOH

Abbildung 3-4-12:  ASE-Extraktionsvergleich zwischen den Methoden von Schulz-Witte et al., 2010 [Schulz-Witte et al., 2010]
und Pferschy-Wenzig et al., 2009 [Pferschy-Wenzig et al., 2009]. Die Werte fir FaDOH und FaDOH-3-
Acetat von Pferschy-Wenzig wurden basierend auf ihrer Berechnung fiir das FaOH ermittelt.

3.4.9 Identifizierung und Quantifizierung von Zuckern mittels HPLC-RI

Bei der Identifikation und Quantifizierung der Zuckerzusammensetzung in Méhren wurde auf
die beiden Monosaccharide Glucose und Fructose sowie das Heterodimer Saccharose als
Zielsubstanzen analysiert. Fir die Analytik wurde, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, eine
Kalibration, ausgehend von Referenzsubstanzen, durchgefihrt. Wie im Punkt 3.4.5
beschrieben, wurden die Proben flr die Zuckeranalytik separat aufgearbeitet. Die Detektion
der Zucker wurde mittels RI-Detektor durchgefiihrt, wobei die Trennung der Zucker durch
eine HPLC-Saule des Typs Supelcosil LC NH, (250 x 4,6 mm ID; 5 um) mit einer C18-
Vorsaulenkartusche erfolgte. Die Saulentemperatur wurde auf 25 °C festgelegt bei einem
konstanten isokratischen Fluss von 0,5 ml/min und einer Gesamtlaufzeit von 35 Minuten. Als
mobile Phase wurde ein 80:20 (v/v)-Gemisch aus Acetonitril (ACN) und Wasser verwendet.
Fir alle Proben wurde ein Injektionsvolumen von 10 pl festgelegt. Analog zu den
Bestimmungen der Reproduzierbarkeiten der Ergebnisse der Carotinoid- und
Polyacetylenanalytik mittels der HPLC-Anlagen wurde auch bei der Zuckeranalytik der Grad
der Reproduzierbarkeit fir die HPLC-Anlage ermittelt. Es ergaben sich prozentuale
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Standardabweichungen fir Glucose von 0,60 %, fur Fructose von 0,72% und fir
Saccharose von 0,84 %.

Da es wie bei den HPLC-Anlagen fir die Carotinoid- und Polyacetylenanalytik auch bei der
HPLC-Anlage fir die Zuckeranalytik zu méglichen Ausféllen kommen kann, wurde auch bei
den untersuchten Zuckern bestimmt, wie sich diese bei einer 24-stiindigen Standzeit im
Probengeber verhalten. Hierfir wurden, wie bei den Carotinoiden und Polyacetylenen, 10
Injektionen von einer Probe auf den Zuckergehalt untersucht und von dieser Probe wiederum
10 Injektionen aus demselben Vial analysiert, nachdem diese Probe 24 Stunden in der
HPLC-Anlage belassen wurde. Es zeigte sich an den prozentualen Standardabweichungen
fur die drei Zucker (Fructose: 1,20 %; Glucose: 0,72 % und Saccharose: 0,46 %), dass
diesen eine 24-stiindige Standzeit im Probengeber der Anlage sehr wenig ausmachte. Dies
ist vor allem durch eine partielle Phasentrenung zu erklaren.

3.4.10 Analytik der fliichtigen Inhaltsstoffe mittels HS-SPME-GC innerhalb des JKI-OPV

Far die Analytik der flichtigen Inhaltsstoffe in Karottenblattern wurden pro Probe drei
einzelne Extraktionen durchgefiihrt, zwei der gewonnenen Extrakte wurden analysiert,
wahrend der dritte als Rickstellmuster flir eine spatere Analytik oder zur weiterfihrenden
Identifikation unbekannter fllichtiger Inhaltsstoffe mittels GC-MS diente. Die Head-Space
Solid Phase Microextraction (HS-SPME) wurde unter Verwendung einer 100 um
Polydimethylsiloxan-Faser sowie eines MPS2 Autosamplers von Gerstel durchgefihrt. Die
Aquilibrationszeit vor der Absorption betrug 10 Minuten bei 35 °C und einer Schilttelfrequenz
von 300 U/min AnschlieBend wurde das Septum durchstochen und die Faser flr 15 Minuten
bei 35 °C und kontinuierlichen Schiittelns der Probe der Gasphase im Kopfraum ausgesetzt.
Die sich anschlieBende thermische Desorption der Analyte erfolgte fir 2 Minuten in dem
Injektor im splitless Modus bei 250 °C. AnschlieBend folgte die thermale Reinigung der Faser
fir 3 Minuten bei 250 °C und einer Splitrate von 1:10. Die Analyse wurde mit einem
Gaschromatographen der Firma Agilent mit Flammenionisations-Detektor (FID) durchgefiihrt.
Fur die Detektion der fliichtigen Inhaltsstoffe wurde eine polare S&ule von 30 m Lénge
verwendet. Die Temperatur des Flammenionisationsdetektors betrug 250 °C. Als Tragergas
wurde Wasserstoff mit einer Flussrate von 1,1 ml/min verwendet. Die Temperatur im
Saulenofen wurde fiir 5 Minuten bei 45 °C gehalten und stieg anschlieBend auf 210 °C bei
5 K/min; bei 210 °C wurde die Temperatur fir 15 Minuten gehalten. Zur Identifikation der
flichtigen Inhaltsstoffe in Karotten wurden typische Chromatogramme ausgewéhlt und die
dazugehdrigen Proben mittels GC-MS identifiziert. Flr die Identifikation der Peaks wurde ein
identischer Gaschromatograph mit einem Agilent 5973 MDS in Electron Impact lonisation mit
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70 eV-Elektronen verwendet. Die Parameter fir die vorgeschaltete GC waren dieselben wie
bei der Analytik mittels FID. Als Bibliotheken (library) fiir die Identifikation der fliichtigen
Inhaltsstoffe wurden die Wiley 138, die NIST 02 und die HPCH 1607 (Allured Corp., Carol
Stream, USA) verwendet.

Zur Verarbeitung der gewonnenen Daten fiir die sogenannte ,non-targeted“-Analyse der
flichtigen Inhaltsstoffe wurde das Programm CHROMSTAT 2.6 von Analyt, Millheim zur
Mustererkennung verwendet. Als Datengrundlage dienten die Grenzen der Retentionszeiten,
zwischen welchen die Peaks liegen, sowie deren Peakflachen. Diese Daten wurden mit der
Auswertungssoftware ChemStation von Agilent, Boéblingen erhoben. Das Peakmuster,
welches durch CHROMSTAT generiert wurde, wurde als Excel-Datensatz ausgegeben und
umfasste neben den Retentionszeitfenstern fur die einzelnen Peaks auch deren Peakflache.
Fir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde angestrebt so viele Peaks wie méglich zu
identifizieren und die nachgeschalteten statistischen Verrechnungen der Daten mit den
bekannten Inhaltsstoffen durchzufihren.

In vorgeschalteten hausinternen Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass mehr als
95% des Spektrums an flichtigen Inhaltsstoffen der Karotte durch 20-30
Aromakomponenten abgedeckt wird, welche identifiziert werden konnten. Zu beachten ist
jedoch, dass eine Verrechnung mit einem nicht zielgerichteten Ansatz gerade interessante
AusreiBer erfasst, wahrend bei einer statistischen Verrechnung mit 20-30 bekannten
Aromakomponenten der Karotte die Mdglichkeit besteht, eventuell vorhandene AusreiBer
durch einen eingeschrankten Datensatz zu tbersehen.

3.4.11 Methoden der statistischen Verrechnung

Durch die Verwendung statistischer Auswertealgorithmen, speziell das der PCA als
Auswertungsmittel, werden zwei Vorzlge dieser Art der Datenaufbereitung genutzt. Zum
einen werden die, durch ihre groBe Anzahl, leicht uniberschaubaren Datenmengen
,2aufkonzentriert‘, ohne dass der Informationsgehalt verloren geht oder einzelne Genotypen
unbericksichtigt bleiben. Gleichzeitig verschafft diese Form der Daten dem Betrachter durch
ihren hohen Grad der Ubersichtlichkeit sehr schnell einen strukturierten Uberblick und bringt
Uberdies die interessanten AusreiBer sehr deutlich zum Vorschein, zum anderen kénnen
durch die PCA sehr deutlich die Beziehungen innerhalb eines untersuchten
Stichprobenraums in einer komplexen Abbildung grafisch dargestellt werden.

Samtliche statistischen Auswertverfahren wurden mit den Programmen Microsoft Excel
2003/2007 und Statistica Version 7.1 (StatSoft Inc., Hamburg) durchgefiihrt. Die genauen
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Berechnungsparameter der jeweiligen Analysen sind in den Abbildungsunterschriften
aufgeflhrt.

4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Methodenentwicklung

Im Zuge dieser Arbeit wurde eine Extraktionsmethode zur simultanen Extraktion von
Carotinoiden und Polyacetylenen aus gefriergetrocknetem Karottenpulver entwickelt. Zur
Validierung dieser Methode sind unter 3.4.3 einige der durchgefihrten Versuche, die im
Zuge der Methodenentwicklung und Validierung notwendig waren, beschrieben worden. Im
Folgenden werden die Ergebnisse der zusatzlich durchgefiihrten Versuche, welche zur
Validierung der entwickelten Methode, der nachgeschalteten Analytik oder des verwendeten
Probenmaterials unternommen wurden, prasentiert.

4.1.1 Ergebnisse des Gefrierlagerungsversuchs

Wie unter Punkt 3.4.1 angesprochen, wurden Uber einen Zeitraum von einem halben Jahr
Gefrierlagerungsversuche durchgefihrt, um die Lagerstabilitit des Probenmaterials zu
ermitteln und ggf. einen Korrekturfaktor zur Berechnung der Gehalte flr die Zielsubstanzen
zu ermitteln. Wie der Abbildung 4-1-1 zu entnehmen ist, verandern sich die Lutein-, a- und -
Carotinkonzentrationen innerhalb des untersuchten Zeitraums fur alle funf untersuchten
Genotypen nur sehr geringfligig. Zu erkennen ist jedoch, dass in einzelnen Fallen die
Konzentrationen nach einem Lagerungszeitraum von vier Monaten instabil werden und in
geringem und unterschiedlichem MaBe zu schwinden beginnen.
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Abbildung 4-1-1: Carotinoidkonzentrationen von fiinf verschiedenfarbigen Méhren wéhrend einer Tiefkihllagerung bei

-68 °C Uber einen Zeitraum von sechs Monaten
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Wie der Abbildung 4-1-2 zu entnehmen ist, ist demgegenuber bei den
Polyacetylenkonzentrationen ein deutlicher Abbau zu beobachten. Hier ist zu erkennen, dass
schon nach drei Monaten die Polyacetylenkonzentrationen in allen finf untersuchten
Genotypen deutlich abnehmen. Zwar scheinen sich die Konzentrationen im darauffolgenden
Monat wieder zu stabilisieren, jedoch ist von da an ein deutlicher Trend zum Abbau zu

beobachten.
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Abbildung 4-1-2: Polyacetylenkonzentrationen von fiinf verschiedenfarbigen Méhren wéhrend einer Tiefkiihllagerung bei
-68 °C Uber einen Zeitraum von sechs Monaten

4.1.2 Ermittlung der tatsdchlichen Extraktionsausbeute der ASE bei Carotinoiden und
Polyacetylenen

Wie schon unter Punkt 3.4.3 angesprochen, wurde zur Ermittlung der maximalen
Extraktionsausbeute von Carotinoiden und Polyacetylenen mittels der neu entwickelten ASE-
Methode Extraktionsversuche durchgefihrt. Diese sollten die maximal mdgliche Extraktion
von Carotinoiden und Polyacetylenen nach einem Extraktionsdurchlauf am Beispiel von zwei
Kulturméhrengenotypen und einem Wildm&hrengenotyp ermitteln. Es stellte sich heraus,
dass eine vollstandige Extraktion der Carotinoide nicht bei jedem der drei untersuchten
Genotypen moglich war. Bei der Extraktion der Polyacetylene war dies fir alle drei
Genotypen mdglich.
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Abbildung 4-1-3: Extraktion bis zur vollstandigen Herauslésung der vier Carotinoide Lutein, a-, B-Carotin und Lycopin mittels
ASE bei den Sorten “Nutrired” (Nu), ‘Nerac F1° (NF1) sowie einem Wildméhrengenotyp (WM)

Den Abbildungen 4-1-3 und 4-1-4 st deutlich zu entnehmen, dass die
Carotinoidkonzentrationen, welche nach den Erstextraktionen in den Kulturm&hren
verbleiben, deutlich héher liegen als bei der Wildméhre. Abhangig von der
Kulturmdhrensorte schwankten die prozentualen Carotinoidrestgehalte nach der ersten
Extraktion deutlich, wéhrend bei dem untersuchten Wildméhrengenotyp alle Carotinoide bis

unter die Nachweisgrenze aus der Karottenmatrix herausgeldst werden konnten.

50
® 40 ]
s 30
[
_g'l
@ SR E—
Ko 20

10 +- [ 1

0

Nu NF1 WM

OLutein 23,52 10,56 0,00
Oa-Carotin 0,00 33,47 0,00
OB-Carotin 41,11 36,05 0,00
OLycopin 33,82 0,00 0,00

Abbildung 4-1-4: Prozentuale Carotinoidrestgehalte, welche nach der ersten Extraktion noch im Probenmaterial verbleiben.
Durchgefiihrt an den Sorten ‘Nutrired” (Nu), ‘Nerac F1” (NF1) sowie einem Wildmoéhrengenotyp (WM) fir
die Carotinoide Lutein, a-Carotin, B-Carotin und Lycopin
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Bis zur vollstdndigen Extraktion der drei Polyacetylene aus den beiden Kulturméhrensorten
‘Nutrired” und ‘Nerac F1” sowie einem Wildm&hrengenotyp wurden zwar 46, 16 bzw. 24
Extraktionsdurchlaufe mit der ASE ben6tigt, es konnten jedoch alle Polyacetylene vollstandig
bis zur Nachweisgrenze herausgeldst werden (Abbildungen 4-1-5 und 4-1-6). Basierend auf
der ersten Extraktion und der aufkonzentrierten Mischprobe aller folgenden Extraktionen, in
denen noch Gehalte an Polyacetylenen nachweisbar waren, konnte der prozentuale Rest an
Polyacetylenen ermittelt werden, welcher nach der ersten Extraktion mit der ASE in der
Probe verblieben war und erst in den folgenden Extraktionen aus der Karottenmatrix
herausgel6st wurde. Daraus ergaben sich die in Abbildung 4-1-6 dargestellten prozentualen
Restgehalte nach der ersten Extraktion fiir die drei Polyacetylene basierend auf den drei
untersuchten Karottengenotypen.
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Abbildung 4-1-5: Extraktion bis zur vollstandigen Herauslésung der drei Polyacetylene FaOH, FaDOH und FaDOH-3-Acetat
mittels ASE bei den Sorten ‘Nutrired” (Nu), ‘Nerac F1” (NF1) sowie einem Wildmdhrengenotyp (WM)
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Abbildung 4-1-6: Prozentuale Polyacetylenrestgehalte, welche nach der ersten Extraktion noch im Probenmaterial
verbleiben, durchgefiihrt an den Sorten “Nutrired” (Nu), ‘Nerac F1° (NF1) sowie einem Wildméhrengenotyp
(WM) fur die Polyacetylene FaOH, FaDOH und FaDOH-3-Acetat

Der Abbildung 4-1-6 ist ferner zu entnehmen, dass die nach den Erstextraktionen
verbleibenden Polyacetylenkonzentrationen bei der Wildmohre deutlich héher liegen als bei
den beiden Kulturméhren. Die Werte fir alle Restkonzentrationen liegen weit unter 50 % der
Gesamtgehalte und bewegen sich in Bereichen zwischen 23,14 % bis 38,70 % fir das
FaDOH, 22,21 % bis 36,49 % fur das FaDOH-3-Acetat und 27,53 % bis 40,67 % fir FaOH.

4.2 Ergebnisse des ersten Assoziationsversuchs mit 100 Kulturmdéhrengenotypen

Wie unter Punkt 3.1.1 und 3.1.2 beschrieben, wurden in dem ersten Assoziationsversuch die
Inhaltsstoffkonzentrationen der drei nicht-flichtigen chemischen Gruppen Carotinoide,
Polyacetylene und Zucker in 100 Genotypen Kulturm&hren bestimmt. Bei diesen Genotypen
handelte es sich um 4 weiB3e, 12 gelbe, 7 rote, 10 violette und 66 orangene Kulturméhren. In
der Tabelle 4-2-1 ist das Inhaltsstoffspektrum der 100 Genotypen, bezogen auf die neun
Zielsubstanzen, aufgefihrt.

Aufféllig ist, dass die Mittelwerte von Lutein und a-Carotin mit 0,40 und 0,84 mg/100 g FM
recht gering sind, wohingegen der durchschnittliche B-Carotingehalt mit 9,49 mg/100 g FM
hoch ist. Signifikant ist auBerdem die relativ groBe Standardabweichung flr Lutein von
0,54 mg/100g FM, die, wirde sie vom Mittelwert abgezogen werden, zu negativen
Luteingehalten flihren wiirde. Allerdings ist dies ein rechnerisches Phanomen, da sich die
Standardabweichung auf die gesamte Bandbreite der Konzentrationen bezieht und daher
negative Luteinwerte nicht mdglich sind. Wie bei Kulturméhren nicht anders zu erwarten,
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sind die Zuckergehalte relativ hoch. Mit einer errechneten durchschnittlichen Konzentration
von ca. 2,16 mg/100g FM liegen sie jedoch deutlich unter den in der Literatur fir
durchschnittliche Kulturméhren angegebenen Werten von 4,8 mg/100 g FM [Souci et al.,
2000].

Bedeutsam  sind  bei  den Polyacetylengehalten ~ vor  allem die  hohen
Durchschnittskonzentrationen des FaDOHs und des FaOHs von 10,36 und 3,09 mg/100 g
FM. Sie lagen damit héher als die durchschnittichen Carotinoidwerte. Die
Maximalkonzentrationen aller drei Polyacetylene in Kulturméhren erwiesen sich als auffallig
hoch. Sie lagen fir das FaDOH bei 42,39 mg/100 g FM, fiir FaDOH-3-Acetat bei 14,93 mg/
100 g FM und beim FaOH bei 28,11 mg/100 g FM. Bemerkenswert ist der Umstand, dass
kein untersuchter Genotyp der Kulturmdhren frei von Polyacetylenen war. Die
Polyacetylenkonzentrationen des Falcarinol-Typs wurden samtlich mit gréBer als null
gemessen.

Wie beim Lutein Uberschreitet auch beim FaDOH-3-Acetat und beim FaOH die
Standardabweichung den rechnerischen Mittelwert.

Tabelle 4-2-1: Inhaltsstoffspektrum mit Maxima, Minima, Mittelwerten, Standardabweichungen sowie der Anzahl der
gliltigen Stichproben von 100 Kuturmdhrengenotypen in mg/100 g FM

Inhaltsstoffe (n = 100) Minimum Maximum MW Stabw
Lutein 0,00 2,93 0,40 0,54
a-Carotin 0,00 3,66 0,84 0,81
B-Carotin 0,28 45,24 9,49 8,09
Fructose 11,64 992,98 397,90 239,30
Glucose 20,67 1645,66 572,00 347,08
Saccharose 286,03 2416,40 1190,69 438,92
FaDOH 0,82 42,40 10,36 7,94
FaDOH-3-Acetat 0,16 14,93 1,58 2,04
FaOH 0,08 28,11 3,09 4,32

4.2.1 Verteilung der Carotinoide in 100 Kulturmdhrengenotypen

In den Abbildungen 4-2-1 bis 4-2-3 sind die Histogramme der drei Zielcarotinoide des ersten
Assoziationsversuchs dargestellt. Aus ihnen werden die Verteilungsmuster, bezogen auf den
jeweiligen Inhaltsstoff in 100 Kulturmohren, ersichtlich. In roter Farbe ist die errechnete
GauBsche Glockenkurve der Normalverteilung hinterlegt. Allen drei Verteilungskurven
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gemeinsam ist, dass die Anzahl der Genotypen mit geringen Konzentrationen groB ist und
sie sich mit der Zunahme der Konzentrationen in unterschiedlichen Spriingen verringert. Aus
Grinden der grafischen Darstellung sind in allen folgenden Histogrammen z. T. die Nullwerte
dem negativen Bereich zugeordnet.

—— erwartete Normalv.
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Abbildung 4-2-1: Histogramm der Luteinverteilungen in 100 Kulturmbhrengenotypen des ersten Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-2-2: Histogramm der a-Carotinverteilungen in 100 Kulturmdhrengenotypen des ersten Assoziationsversuchs

Wie in der Abbildung 4-2-1 dargestellt, weisen die meisten Genotypen sehr geringe
Konzentrationen bis 0,5 mg/100 g FM auf (ca. 65 Genotypen). Bei nur 13 Genotypen wurden
Luteinkonzentrationen zwischen 0,5 und 1 mg/100 g FM gemessen. Die Zahl der Genotypen
mit héheren Konzentrationen nimmt von dort an relativ kontinuierlich ab.
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Das Verteilungsmuster der a-Carotinkonzentrationen néhert sich der Normalverteilung mit
dem Maximum zwischen ca. 0,5 und1 mg/100 g FM, wobei die absolut héchste Anzahl
zwischen 0 und 0,5 mg/100 g FM erreicht wird. Die Konzentrationen an a-Carotin sind im
Ubrigen recht gleichmaBig (iber die Genotypen verteilt; nur im Bereich ab 1 mg/100 g FM ist
ein leichter Bruch zu erkennen (Abbildung 4-2-2).

—— erwartete Normalv.
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Abbildung 4-2-3: Histogramm der B-Carotinverteilungen in 100 Kulturm&hrengenotypen des ersten Assoziationsversuchs

Anhand der Verteilungskurve von B-Carotin in den Kulturméhren ist eine Haufung bis
30 mg/100 g FM zu erkennen, Uber diesem Gehalt liegen nur 2 Genotypen (Abbildung 4-2-
3). Die Verteilung der B-Carotin-Konzentration innerhalb des Kulturméhrenpools weicht nur
wenig von der GauBschen Normalverteilung ab.

Ausgehend von dem erheblichen Umfang der Analytik von 100 Genotypen Kulturméhren auf
die nicht-flichtigen Inhaltsstoffe Carotinoide, Polyacetylene und Zucker mit jeweils drei
Lechten“ und zwei ,maschinellen* Wiederholungen war die Erzeugung Ubersichtlicher Daten
notwendig. Hierfir wurde das Mittel der statistischen Verrechnung der Daten in Form einer
PCA (Principal Component Analysis) gewahlt.
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Abbildung 4-2-4:

Hinsichtlich  der
Carotinoidkonzentrationen im Verhéltnis zu den restlichen 95 Genotypen auf.
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Dendrogramm der Zielcarotinoide in 100 Kulturméhrengenotypen mit drei Wiederholungen je Genotyp
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‘Nantes Apollo” samtlich signifikant erhéhte Carotionidkonzentrationen gemessen wurden
(Abbildung 4-2-4 und Tabelle 4-2-2). Die héchsten Carotinoidkonzentrationen hat die Sorte
‘Santa Cruz” und ist damit auch der groBte AusreiBer in der durchgefiihrten PCA. Bei dieser
Sorte ist besonders der sehr hohe B-Carotingehalt von 45,24 mg/100 g FM zu beachten
(Tabelle 4-2-2). Auch der a-Carotingehalt ist mit 3,66 mg/100 g FM der absolute Hochstwert
innerhalb des gesamten Versuchsfeldes. Der Genotyp "Himuro Fuyugosi Gosum No.2" ist
mit 31,53 mg/100 g FM bei der B-Carotin-Konzentration und 2,92 mg/100 g FM bei der a-
Carotinkonzentration auf dem zweiten Platz, gefolgt von den Genotypen JKI-Selektion,
Berlikum Perfecta und Nantes Apollo. Wie ebenfalls der Tabelle 4-2-2 zu entnehmen ist, sind
die beiden AusreiBer mit den hdéchsten Carotinoidkonzentrationen orangene Karotten,
wahrend auf dem dritten Platz eine violette Karotte, wiederum gefolgt von zwei orangenen
Karotten, erscheint. Bei diesem Genotyp handelt es sich um eine JKI-eigene Ziichtung,
welche nur mit dem Namen JKI-Selection beschrieben wird. Sie ist besonders durch ihren
hohen Luteingehalt auffallig, welcher mit 2,93 mg/100 g FM den héchsten Luteingehalt im
gesamten untersuchten Kulturmdhrensortiment stellt.

Tabelle 4-2-2: Finf Carotinoid-AusreiBer, basierend, auf einer PCA, durchgefiihrt mit 100 Kulturméhrengenotypen mit drei
Wiederholungen je Genotyp in mg/100 g FM

Nr.  Genotyp (n = 100) Farbe Lutein Stabw  a-Carotin Stabw  B-Carotin Stabw
05 SantaCruz orange 066 + 0,18 3,66 + 057 45,24 + 843
19 Himuro Fuyugosi Gosun No.2 orange 034 :+ 020 292 + 091 31,53 &+ 13,40
39 JKI-Selektion violett 293 + 093 050 &+ 047 9,94 + 586
98  Berlikum Perfecta orange 030 + 0,08 148 + 042 26,87 + 627
26 Nantes Apollo orange 041 + 011 213 + 135 | 2726 &+ 858

Konzentrationen an B-Carotin dieser fiinf AusreiBer von maximal 45mg/100g FM
Ubersteigen deutlich die in der Literatur beschriebenen durchschnittichen (-
Carotinkonzentrationen von 7,6 mg/100 g FM [Souci et al., 2000].

Die Standardabweichungen sind zum Teil recht hoch. So schwankt der B-Carotingehalt des
starksten AusreiBers ‘Santa Cruz” z.B. um 8,43 mg/100 g FM; dies entspricht einer
prozentualen Standardabweichung von 18,63 Prozent. Ahnlich verhdlt es sich mit der
Standardabweichung des B-Carotingehalts von "Himuro Fuyugosi Gosum No.2". Bei diesem
Genotyp ist sogar eine prozentuale Standardabweichung von 42,49 % festzustellen.
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4.2.2 Verteilung der Polyacetylene in 100 Genotypen Kulturméhren

Wie bei der Auswertung der Carotinoidergebnisse wurden auch fir die Polyacetylengehalte
in den 100 Genotypen Kulturméhren Histogramme erstellt. In den Abbildungen 4-2-5 bis 4-2-
7 sind diese fiir die Polyacetylene FaOH, FaDOH und FaDOH-3-Acetat aufgefihrt.

Dem Histogramm fir die Verteilung des FaOH ist zu entnehmen, dass die FaOH-
Konzentrationen von etwa 85 % der untersuchten Genotypen in dem Bereich zwischen 0,07
und 5mg/100g FM liegen. Die restlichen 15% der Genotypen verteilen sich auf
Konzentrationen von bis zu 20 mg/100 g FM. Zwischen 20 und 25 mg/100 g FM ist kein
Genotyp mit dieser Konzentration zu finden, wahrend bei einem Genotyp Uber 25 mg/100 g
FM gemessen wurde (Abbildung 4-2-5).

100
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Abbildung 4-2-5: Histogramm der FaOH-Konzentration in 100 Kulturméhrengenotypen des ersten Assoziationsversuchs

Bei den FaDOH-Konzentrationen sieht die Verteilung deutlich anders aus. Hierbei sind zwar
auch recht viele Genotypen in dem Konzentrationsbereich bis 5 mg/100 g FM anzutreffen;
dies betrifft aber nur ca. 33 Genotypen. Die weiteren schlisseln sich in einer abfallenden
Kaskade bis zu einer Konzentration von 35 mg/100 g FM auf. In dem Konzentrationsbereich
zwischen 35 und 40 mg/100 g FM ist kein Genotyp zu finden, wahrend fir einen Genotyp
eine Konzentration von tber 40 mg/100 g FM ermittelt wurde. Die Verteilung der FaDOH-
Konzentrationen liegt damit im Vergleich zum FaOH deutlich naher an der Normalverteilung
(Abbildung 4-2-6).
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Abbildung 4-2-6:

Histogramm der FaDOH-Konzentration in 100 Kulturméhrengenotypen des ersten Assoziationsversuchs

Aus dem Histogramm fir das FaDOH-3-Acetat ist eine sehr ahnliche Verteilung der

Konzentrationen abzulesen wie bei dem FaOH. Auch hier ist eine deutliche Haufung der

Genotypen im niedrigen Konzentrationsbereich zu erkennen. Die Konzentrationen liegen mit
bis zu 2 mg/100 g FM jedoch beim FaDOH-3-Acetat deutlich niedriger als beim FaOH. Ab
dieser Konzentration nimmt die Haufung der Genotypen deutlich ab. Im Bereich von 10 bis

14 mg/100 g FM sind keine Genotypen im untersuchten Pool zu finden, wéhrend bei einem
Genotyp FaDOH-3-Acetat im Bereich zwischen 14 und 16 mg/100 g FM anzutreffen ist. Auch
in dem Histogramm des FaDOH-3-Acetats ist die groBte Anzahl der Genotypen im Bereich
der niedrigen Konzentrationen anzutreffen, allerdings auch ein AusreiBer in den ,héheren”
Konzentrationsbereichen (Abbildung 4-2-7).
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Abbildung 4-2-7:

Histogramm der FaDOH-3-Acetat-Konzentration in
Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-2-8: Dendrogramm der drei Polyacetylene FaOH, FaDOH und FaDOH-3-Acetat in 100 Kulturmdhrengenotypen
mit drei Wiederholungen je Genotyp

Aus dem Dendrogramm der statistischen Verrechnung der Polyacetylenkonzentrationen in
100 Kulturméhrengenotypen kann entnommen werden, dass acht Genotypen deutlich
abweichende Polyacetylenkonzentrationen im Verhéltnis zu den Ubrigen 92 Genotypen
aufweisen (Abbildung 4-2-8). Bei den acht Genotypen handelt es sich um die Sorten
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‘Anthonina’, ‘Landrace’, 'JKI-Selektion’, "JKI-Selektion’, ‘Deep-Purple’, "Yellowstone’,
“710015" und ‘Regulus Imperia”. Die beiden Sorten JKI-Selektion sind trotz der
Namensgleichheit zwei verschiedene Genotypen.

Der Tabelle 4-2-3 ist zu entnehmen, dass besonders der FaDOH- und FaOH-Gehalt der
Genotypen einen groBen Einfluss auf die Lage im Cluster haben. So hat die Sorte
“Anthonina” mit einem Gehalt von 42,40 mg/100 g FM nahezu die gleiche Konzentration an
FaDOH aufzuweisen wie die Sorte "Santa Cruz” an B-Carotin. Hinzu kommt ein FaOH-
Gehalt von 28,11 mg/100 g FM bei der Sorte "Anthonina’, der ebenfalls sehr hoch ist.
Ebenfalls aus der Abbildung 4-2-8 geht hervor, dass es neben den sechs AusreiBern mit
deutlich erhéhten Polyacetylengehalten zwei extreme AusreiBer, die Sorten “Anthonina” und
‘Landrace’, gibt, welche mit ihren sehr hohen Polyacetylengehalten sich sehr deutlich von
den Ubrigen Genotypen absetzen. Werden die Farben der acht Genotypen in der Tabelle 4-
2-3 betrachtet, so fallt auf, dass anscheinend der Polyacetylengehalt nicht von der Farbe der
Wurzeln abhangig ist, da drei der insgesamt finf verschiedenen Farben unter diesen
AusreiBern vertreten sind. AuBerdem ist bemerkenswert, dass die Sorte "Anthonina’, bei
welcher der héchste Polyacetylengehalt gemessen wurde, eine violette Farbe hat und nicht,
wie allgemein angenommen, eine weiBe Karottensorte den hdchsten Polyacetylengehalt
aufweist. Dasselbe gilt fir die weiteren Genotypen der Gruppe, welche orange, gelb oder
violett, allerdings nicht weiB3 sind. Wird ein genauer Blick auf die Streuungen bei den acht
AusreiBern geworfen, so ist eine nicht unerhebliche Streuung bei den drei Einzelpflanzen pro
Genotyp zu erkennen. Die Polyacetylengehalte des polyacetylenreichsten Genotyps
“Anthonina” schwanken innerhalb der Sorte z. B. beim FaDOH um 10,77 mg/100 g FM, was
einer prozentualen Standardabweichung von 25,40 % entspricht.

Tabelle 4-2-3: Acht Polyacetylen-AusreiBer, basierend auf einer PCA, durchgefiihrt mit 100 Kulturmoéhrengenotypen mit
drei Wiederholungen je Genotyp in mg/100 g FM

Nr.  Genotyp n=100 Farbe = FaDOH Stabw  FaDOH-3-Acetat Stabw FaOH Stabw
09  Anthonina violett 42,40 + 10,77 14,93 + 3,09 28,11 + 18,47
14 Landrace orange 3231 + 333 3,32 + 1,45 17,73 + 6,44
25  JKI-Selektion violett 1489 =+ 2,02 1,23 + 054 1491 + 3,05
39  JKI-Selektion violett 18,79 + 431 1,40 + 1,15 16,30 = 3,54
07  Deep Purple F1 violett 16,79 + 491 2,47 + 0,93 1620 + 4,97
02  VYellowstone gelb 34,85 + 10,53 6,81 + 6,23 6,17 + 1,35
03 710015 gelb 29,36 + 10,57 4,17 + 3,49 6,94 + 147
100  Regulus Imperial orange | 27,64 + 19,08 5,10 + 2,69 205 + 2,08
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In der Tabelle A-7-2 im Anhang sind die100 Genotypen Kulturméhren mit ihren jeweiligen
Carotinoid- und Polyacetylenkonzentrationen aufgefiihrt. Dem Dendrogramm der
Verrechnung der Carotinoid- und Polyacetylendaten innerhalb des ersten
Assoziationsversuchs ist zu entnehmen, dass es eine sehr groBe Gruppe (85 Genotypen)
mit recht homogenen Carotinoid- und Polyacetylenmustern gibt, wahrend sich 15 Genotypen
absetzen (Abbildung 4-2-9). Dies geschieht zu Beginn weniger deutlich, bei drei Genotypen
aber sehr stark. Bei den Letzteren handelt es sich um die Genotypen ‘Landrace’, "Santa
Cruz” und “Anthonina’. Wie schon bei der Verrechnung der Polyacetylenkonzentrationen
auffiel, stechen auch hier die beiden Genotypen ‘Landrace” und "Anthonina” als die
Genotypen ins Auge, welche sich am weitesten von den tbrigen Genotypen unterscheiden.
‘Santa Cruz” ist der Genotyp, welcher sich bei der statistischen Verrechnung der
Carotinoidkonzertrationen innerhalb des ersten Assoziationsversuchs am starksten von den
Ubrigen Genotypen unterschied. In der Tabelle 4-2-4 ist deutlich zu erkennen, dass die
Genotypen, welche auch bei der Einzelverrechnung der Carotinoid- und Polyacetylengehalte
die starksten AusreiBer waren, ebenso in der Gesamtverrechnung die starksten AusreiBer
stellen. Des Weiteren wird deutlich, dass bei diesem Verrechnungsergebnis beide
chemischen Gruppen einen groBen Einfluss bei der Verrechnung der Datensatze haben. Wie
schon zuvor beschrieben sind die zum Teil groBen Standardabweichungen innerhalb der
Genotypen auffallig, was deutlich zeigt, dass die Schwankungen der Konzentrationen der
Inhaltsstoffe innerhalb des Genotyps z. T. deutlich gréBer sind als die Unterschiede in den
Konzentrationen zwischen den einzelnen Genotypen.

Tabelle 4-2-4: Funfzehn AusreiBer, basierend, auf einer PCA, durchgefiihrt mit 100 Kulturmoéhrengenotypen mit drei
Wiederholungen je Genotyp anhand der Polyacetylen- und Carotinoidkonzentrationen in mg/100 g FM

Nr.  Genotyp (n = 100) Farbe FaDOH Stabw FaDOH-3-Acetat Stabw FaOH Stabw  Lutein Stabw a-Carotin Stabw  B-Carotin Stabw
09  Anthonina violett [ 42,40 + 10,77 14,93 + 3,09 28,11 + 1847 [ 0,77 + 0,18 0,00 + 0,00 324 + 281
05 SantaCruz orange | 11,65 + 7,08 1,29 + 083 308 + 337 066 <+ 018 3,66 + 057 4524 + 843
14  Landrace orange | 3231 + 333 332 + 145 17,73 + 644 078 =+ 012 0,68 + 052 924 + 564
39  JKI-Selektion violett [ 18,79 + 431 1,40 + 1,15 1630 + 354 | 293 + 093 0,50 + 047 994 + 586
07 Deep Purple F1 violett 16,79 + 491 247 + 093 16,20 + 497 188 + 051 0,83 + 1,17 1389 + 11,26
03 710015 gelb 2936 + 10,57 4,17 + 349 694 + 147 143 =+ 004 0,04 + 0,08 4,11 + 085
02 Yellowstone gelb 34,85 + 10,53 6,81 + 623 6,17 + 135| 206 + 044 0,32 + 0,10 682 + 122
10C Regulus Imperial orange [ 27,64 + 19,08 510 + 269 205 + 208 030 =+ 025 1,41 + 180 1329 + 13,02
94 Yamanouchi lshyaku Senko orange 1790 + 16,48 2,68 + 169 2,96 + 098 076 =+ 049 1,64 + 0,19 19,91 + 095
57  Nantes Empire orange [ 2349 + 16,40 3,71 + 214 45 + 059 0038 =+ 004 1,75 + 140 1798 + 581
56  Vita Longa orange [ 2296 + 11,41 2,20 + 146 104 + 029 | 001 £ 002 2,14 + 060 2330 £ 807
40  JKI-Selektion violett | 1547 + 449 0,87 + 036 370 + 154 1,06 £ 050 0,63 + 010 906 £ 145
19 Himuro Fuyugosi Gosun No.2 orange| 16,00 * 489 222 + 059 1,69 + 069 034 =+ 020 2,92 + 091 3153 + 1340
11 Blanche 1/2 longue des vosges ~ weil 20,04 * 632 8,15 + 431 618 £+ 336 | 000 + 000 0,02 + 0,00 08 £ 012
10 Schweizer Riibli weif 2144 + 6,50 8,65 + 217 233 + 065| 003 + 005 0,01 + 001 105 + 034
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4.2.4 Korrelation zwischen fliichtigen Inhaltsstoffen in Karottenblattern und nicht-flichtigen

Inhaltsstoffen in den Karottenwurzeln bei 100 Kulturmdhrengenotypen

Der Tabelle A-7-5 im Anhang ist zu entnehmen, dass die Aromamuster der Karottenblatter
aus dem ersten Assoziationsversuch (Kulturmdhren) eine groBe Variationsbreite aufzeigten.
Von den 100 untersuchten Kulturméhrengenotypen wiesen 10 Genotypen ein besonders
stark abweichendes Aromamuster auf. Die Analyse der Korrelation zwischen den fliichtigen
Inhaltsstoffen in den Karottenblattern und den nicht-flichtigen Inhaltsstoffen in den jeweiligen
Karottenwurzeln der 100 Kulturmdhrengenotypen zeigte, wie der Tabelle A-7-1 im Anhang
zu entnehmen ist, keine Korrelation auf. Eine weitere Betrachtung der fllichtigen Inhaltsstoffe
innerhalb des ersten Assoziationsversuches erwies sich somit als nicht zielfiihrend.

4.2.5 Verteilung der Zucker in 99 Kulturm&hrengenotypen

Bei der Analyse der Zuckerkonzentrationen in Kulturméhren entfiel ein Genotyp, da bei
diesem nicht ausreichend Probenmaterial fir die Zuckeranalyse vorhanden war.

In den Abbildungen 4-2-10 bis 4-2-12 sind die Verteilungskurven der drei Zucker in 99
Kulturméhren des ersten Assoziationsversuchs dargestellt. Bei der Betrachtung des
Histogramms fiir Glucose féllt besonders die leicht verschobene Normalverteilung auf. Die
meisten Kulturméhrengenotypen haben, wie der Abbildung 4-2-10 zu entnehmen ist, recht
hohe Konzentrationen an Glucose. Bemerkenswert ist die groBe Spannbreite der
Konzentrationen an Glucose von 0 bis 1800 mg/100 g FM.

—— erwartete Normalv.
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Abbildung 4-2-10:  Histogramm der Glucosekonzentrationen in 100 Kulturméhrengenotypen des ersten Assoziationsversuchs
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Aus der Abbildung 4-2-11, dem Histogramm der Fructosekonzentrationen in den
untersuchten Kulturméhren, ist ebenfalls eine leicht verschobene GauBverteilung zu
erkennen. Aufféllig bei den Fructosekonzentrationen ist, dass die Konzentrationen mit 0 bis
1000 mg/100 g FM nur halb so stark streuen wie die der Glucosekonzentrationen. Auch in
Bezug auf die Glucosekonzentrationen sind innerhalb der Kulturmdhren deutliche
Schwankungen anzutreffen.

—— erwartete Normalv.
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Abbildung 4-2-11:  Histogramm der Fructosekonzentrationen in 100 Kulturméhrengenotypen des ersten Assoziationsversuchs

In der Abbildung 4-2-12 ist die Verteilung der Konzentrationen des Disaccharides
Saccharose aufgefiihrt. Aus dieser ist eine nahezu symmetrische GauBverteilung zu
erkennen. Bemerkenswert ist auBerdem das groBe Spektrum, in welchem sich die
Saccharosekonzentrationen bewegen. Es liegt zwischen 0 und 2500 mg/100 g FM. Dies
entspricht einer Maximalkonzentration der Saccharose von 2,5 g/100 g FM.

—— erwartete Normalv.
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Abbildung 4-2-12:  Histogramm der Saccharosekonzentrationen von 100 Kulturm&hrengenotypen des ersten
Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-2-13:  Korrespondenzanalyse der drei Hauptzucker Glucose, Fructose und Saccharose in 99

Kulturméhrengenotypen

Die durchgefiihrte Korrespondenzanalyse macht deutlich, wie sich die Genotypen im

zweidimensionalen Raum nach den Haupteinflussfaktoren orientieren. Bei der statistischen

Verrechnung der Zuckerkonzentrationen in den Kulturméhren zeigte sich, wie der Abbildung

4-2-13 zu entnehmen ist, dass zwar das Disaccharid Saccharose den gréBten Einfluss auf
die Verteilung der Genotypen innerhalb der drei Zucker hat, sich jedoch die meisten
Genotypen in der Mitte zwischen allen drei Zuckern finden.
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4.2.6 Uberpriiffung der Analysenergebnisse durch die Ergebnisse der _statistischen
Verrechnung
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Abbildung 4-2-14:  Hauptkomponentenanalyse von Carotinoiden, Polyacetylenen und Zuckern

Wie der Abbildung 4-2-14 zu entnehmen ist, konnten die ermittelten Analyseergebnisse aus
dem Assoziationsversuch | durch das Mittel der statistischen Verrechnung bestétigt werden.
Es ist eine logische Verteilung der Inhaltsstoffe nach ihren chemischen Gruppen zu
erkennen. So liegen die beiden Carotine a- und B-Carotin sehr dicht beieinander, wéhrend
das Zeaxanthin Lutein deutlich entfernt von beiden anzutreffen ist. Auch die beiden
Monosaccharide Glucose und Fructose gruppieren sich dichter aneinander als zum
Disaccharid Saccharose. Bei den Polyacetylenen liegen alle drei Polyacetylene sehr dicht
beieinander.

Eine Gesamtverrechnung aller nicht-flichtigen Inhaltsstoffe mit den Mitteln der Statistik
fihrte zu keinen Ergebnissen. Die Unterschiede zwischen den chemischen Gruppen der
Carotinoide, Polyacetylene und Zucker sind zu groB, als dass sich eine logische oder
Uberraschende Clusterung der Genotypen ergibt. Aus diesem Grund wird diese
Gesamtverrechnung hier nicht dargestellt.
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4.2.7 Ranking der héchsten Carotinoid-, Polyacetylen- und Zuckerkonzentrationen in den

Kulturmdhren

In den folgenden Tabellen werden, fir die untersuchten Inhaltsstoffe, die zehn Genotypen
mit den jeweils héchsten Konzentrationen an Carotinoiden, Polyacetylenen und Zuckern
gelistet. Die Listen dienen der Ubersicht und lassen erkennen, dass neben hohen
Carotinoidkonzentrationen auch sehr hohe Polyacetylenkonzentrationen in den 100
untersuchten Kulturméhrengenotypen festgestellt werden konnten.

Tabelle 4-2-5: 10 Kulturmohrensorten des ersten Assoziationsversuchs mit den jeweils hochsten Lutein-, a- und B-
Carotinkonzentrationen in mg/100 g FM

JKI-Selektion 29 + 093 | santaCruz 366+ 057 | santaCruz 4524 £ 843
HCm 246 £ 215 | Rotin 3,08 + 0,84 | Himuro Fuyugosi Gosun No.2 31,53 E 13,40
Yellowstone 206  + 044 [ Himuro Fuyugosi Gosun No.2 2,92 £ 091 | NantesApollo 27,26 E3 8,58
Deep Purple F1 18 + 051 [ Niiza Etton Gosun 2,82 £ 2,32 | Berlikum Perfecta 26,87 E3 6,27
710015 143+ 004 | Hekinan Senko Ssun 245 220 | NeracF1 2501+ 7,09
Mello Yello F1 141 & 017 | Betalll 231 % 201 | Nantes Palisade 23,44 + 152
Beacon 133+ 176 | sapporo Futo (Danvers) 2,23 + 1,95 | vitalonga 23,30 * 8,07
Gelbe Rheinische 109 £ 1,00 | westernRed 220+ 026 | senta 230 £ 1855
JKI-Selektion 106 + 050 | vitalonga 214+ 060 | Rotin 218 % 7,88
Shima Ninjin 103  + 036 | NantesApollo 2,13 * 135 | westernRed 2,12 E3 1,07
Tabelle 4-2-6: 10  Kulturméhrensorten  des  ersten  Assoziationsversuchs mit den  jeweils  héchsten

Polyacetylenkonzentrationen an FaDOH, FaDOH-3-Acetat und FaOH in mg/100 g FM

Anthonina 4240 + 1077 | Anthonina 1493+ 3,09 | Anthonina 811 £ 1847
Yellowstone 348 £ 1053 | schweizer Riibli 865  + 217 | Landrace 773t 6,44
Landrace 3231+ 333 | glanche 1/2longue des vosges 815  + 431 | jKi-Selektion 630 & 3,54
710015 2936 + 1057 | Yellowstone 6,81 %+ 623 | peepPurple F1 16,20 E3 4,97
Regulus Imperial 27,64 £ 19,08 | Regulus Imperial 510 & 2,69 | jKI-Selektion 1491 # 3,05
Nantes Empire. 2349 £ 1640 | white Satin 4,54 £ 079 | Gajar 10,03 B 4,69
VitaLonga 22,% 11,41 | White Belgian 433 & 102 | 710015 694 1,47
Syrian Purple. 21,54 519 | 710015 417 % 3,49 | AfghanPurple 6,50 2,62
Schweizer Riibli 21,44 % 650 | Nantes Empire 371+ 214 | Syrian Purple 634 153
Blanche 1/2 longue desvosges 2004 £ 6,32 | PersiaNo. 242 35  * 206 | Blanche 1/2longue des vosges 618 336
Tabelle 4-2-7: 10 Kulturméhrensorten des ersten Assoziationsversuchs mit den jeweils héchsten Zuckerkonzentrationen
an Glucose, Fructose und Saccharose in mg/100 g FM
710015 164566 + 88,91 | Himuro Fuyugosi Gosun No.2 992,98 £ 252,65 | Shima Ninjin 2416,40 + 227,74
White Satin 154622 + 276,30 | 710015 958,74+ 64,29 | Norfolk Giant 28410 £ 721,97
Afghan Purple 149180 + 69,98 | Afghan Purple 95517 £ 3260 | Mestnaya 224,79+ 28333
Yellowstone 127527 + 522,00 | Mestnaya 937,21 % 537,11( china Yellow 2002,66 E3 89,67
Western Red 122643 £ 42946 | white Satin 895,40 + 168,95 | sapporo Futo (Danvers) 1989,47 + 381,25
Mestnaya 120687 £ 74047 | Berlikum Perfecta 875,80 + 8597 | Lobbericher 1961,34 £ 25377
Himuro Fuyugosi Gosun No.2 1197,22 £ 207,18 | panipat Special 875,23 + 248,56 | Red Elephant 1846,59 99,44
Gelbe Rheinische 110283 + 92,55 | Bitolski 79832+ 352,16 Kokubu Senko Oonaga 1814,35 158,80
Victa 106514 * 127,75 | Western Red 796,06 + 227,80 | Seeds from Beijing 1811,90 + 96,79
Panipat Special 1056,97 + 248,46 | Yellowstone 779,17 + 355,93 | Nantes Fancy 1781,05 + 13685
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4.3 Ergebnisse des zweiten Assoziationsversuchs

Wie unter Punkt 4.2 angesprochen, wurde zusatzlich zu einem breit angelegten Screening
von 100 Kulturméhrengenotypen ein Wildméhrensortiment von 104 Genotypen auf ihre
Carotinoid- und Polyacetylengehalte untersucht. Bei dem untersuchten Material handelte es
sich um Genbankmaterial, welches fast ausschlieBlich weiB geférbt war, und, wie bei
Wildmaterial zu erwarten war, bis auf wenige Ausnahmen stark bis sehr stark verholzte
Wourzeln ausbildete, welche flir den menschlichen Genuss, aufgrund ihres stark bitteren
Geschmacks, nicht geeignet waren. Bei den Untersuchungen lag das Augenmerk besonders
auf den Polyacetylengehalten und weniger auf den Carotinoidkonzentrationen.

Wie aus der Tabelle 4-3-1 ersichtlich wird, sind besonders die fiir Wildm&hren hohen
Carotinoidkonzentrationen zu beachten. Besonders auffallig sind der Mittelwert sowie die
maximale Konzentration fiir B-Carotin. Diese lagen mit 4,90 und 69,96 mg/100 g FM deutlich
Uber den Werten, welche im Assoziationsversuch | ermittelt wurden. Auch die Lutein-, a-
Carotin und Lycopin-Konzentrationen sind flr fast vollstandig weiB geférbte Wildmoéhren
erstaunlich hoch und waren in dieser Form nicht zu erwarten. Im Fall des Genotyps, welcher
die Maximalkonzentration an B-Carotin von 69,96 mg/100 g FM aufwies, handelt es sich um
eine rot gefarbte Karotte, so dass diese hohe Konzentration nicht Uberrascht (siehe
Abbildung A-7-33 im Anhang).

Wie bei Wildmohren nicht anders zu erwarten, lagen die Polyacetylenkonzentrationen fir alle
drei Polyacetylene deutlich hoher als bei den Kulturméhren. Aufféllig bei den
Polyacetylenkonzentrationen sind Uberdies noch die hohen durchschnittichen FaDOH-
Konzentrationen in den Wildmd&hren sowie die ermittelte Maximalkonzentration von FaDOH,
welche mit einer Konzentration von 465,22 mg/100 g FM erstaunlich hoch lag. Auch die
Maximalkonzentration des FaOH ist mit 107,30 mg/100 g FM und einer durchschnittlichen
Konzentration von 11,85 mg/100 g FM in den Wildm&hren sehr hoch.

Auf die beiden Monosaccharide Glucose und Fructose sowie auf das Disaccharid
Saccharose wurde aufgrund von fehlendem Probenmaterial verzichtet.
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Tabelle 4-3-1: Inhaltsstoffspektrum mit Maxima, Minima, Mittelwerten, Standardabweichungen sowie der Anzahl der
gliltigen Stichproben von 104 Wildmdhrengenotypen in mg/100 g FM

Inhaltsstoffe (n=104)  Minimum  Maximum MW Stabw
Lutein 0,00 8,20 0,31 1,01
a-Carotin 0,00 4,06 0,09 0,41
B-Carotin 0,00 69,96 4,90 10,10
Lycopin 0,00 0,54 0,01 0,05
FaDOH 1,09 465,22 56,53 66,48
FaDOH-3-Acetat 0,32 39,96 4,76 6,13
FaOH 0,42 107,30 11,85 18,90

4.3.1 Verteilung der Carotinoide in 104 Wildm&hrengenotypen

In den Abbildungen 4-3-1 bis 4-3-4 sind die Histogramme der drei Zielcarotinoide des
zweiten Assoziationsversuchs dargestellt. Aus ihnen werden die Verteilungsmuster, bezogen
auf den jeweiligen Inhaltsstoff, in 104 Wildmohren, ersichtlich. In roter Farbe ist die
errechnete GauBsche Glockenkurve der Normalverteilung hinterlegt. Aus Grunden der
grafischen Darstellung sind in allen folgenden Histogrammen z.T. die Nullwerte dem
negativen Bereich zugeordnet.

Wie nicht anders zu erwarten, sind die meisten der weiBen Genotypen Wildmdhren nicht
besonders reich an Carotinoiden. Den Abbildungen 4-3-1 bis 4-3-4 ist zu entnehmen, dass
bei den allermeisten Genotypen nur niedrige Konzentrationen nachzuweisen waren. Die
regelmaBigen Konzentrationen betrugen bei Lutein bis 1 mg/100 g FM, bei a-Carotin bis
0,5 mg/100 g FM und bei B-Carotin bis 10 mg/100 g FM. Einzelne Genotypen weisen noch
Konzentrationen im Bereich von 5-6 mg/100 g FM und 8-9 mg/100 g FM fir Lutein und 0,5-
1 mg/100 g FM und 4-4,5 mg/100 g FM fir a-Carotin auf. Bei der Konzentrationsverteilung
des B-Carotins findet eine starke Haufung im unteren Bereich statt. Einige Genotypen weisen
héhere Werte auf. Sie sind relativ gleichmaBig Uber die Konzentrationsbereiche bis
50 mg/100 g FM verteilt. Mit 69,96 mg/100 g FM an -Carotin erscheint noch ein Genotyp mit
einer fir Wildméhren sehr untypisch hohen B-Carotinkonzentration. Dies ist jedoch im Fall
des Genotyps 171 durch die rote Farbung der Karottenwurzel zu erkennen (siehe Abbildung
A-7-33 im Anhang).

Lycopin fand sich nur in zwei der untersuchten Genotypen Wildméhren. Es wurden
0,06 mg/100 g FM und 0,54 mg/100 g FM festgestellt. Die Wurzeln dieser Genotypen waren
wie die der anderen Wildtypen ebenfalls weif3.
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Abbildung 4-3-1: Histogramm der Luteinverteilungen in 104 Wildméhrengenotypen des zweiten Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-3-2: Histogramm der a-Carotinverteilungen in 104 Wildméhrengenotypen des zweiten Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-3-3: Histogramm der B-Carotinverteilungen in 104 Wildméhrengenotypen des zweiten Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-3-4: Histogramm der Lycopinverteilungen in 104 Wildméhrengenotypen des zweiten Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-3-5:  Dendrogramm der Carotinoidverteilung in 104 Wildmohrengenotypen, basierend auf einer dreifachen
Wiederholung je Genotyp

Wie der Abbildung 4-3-5 zu entnehmen ist, werden bei der Durchfliihrung einer PCA mit dem
Carotinoiddatensatz der 104 Wildmohrengenotypen deutlich acht Genotypen aufgezeigt,
welche ein von den Ubrigen Genotypen abweichendes Carotinoidmuster aufweisen. Bei den
acht Genotypen handelt es sich um die Nummern 171, 159, 110, 119, 124, 157, 117 und
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109. Die Nummern 171, 159 und 110 zeigen in der aufgefihrten Reihenfolge die deutlichsten
Unterschiede in ihrem Carotinoidmuster im Verhaltnis zu den tbrigen Genotypen.

Tabelle 4-3-2: Acht AusreiBer aus 104 Wildmohrengenotypen mit auBergewdhnlichem Carotinoidspektrum in mg/100 g
Nr. Spezies/ssp. Lutein Stabw a-Carotin Stabw  B-Carotin Stabw Lycopin Stabw
AS 171 D.c. carota 078 = 0,12 4,06 + 042 69,96 + 11,40 | 000 + 0,00
AS 159  D. involucratus 0,00 =+ 0,00 0,32 + 043 48,84 + 4103 | 000 £ 0,00
AS 110  D. pusillus 6,00 + 276 0,00 + 0,00 20,95 + 10,09 | 000 £ 0,00
AS 119 D. involucratus 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 25,13 + 043 | 000 £ 0,00
AS 124 D.c. carota 143 + 0,19 0,95 + 074 30,79 + 2242 | 000 £ 0,00
AS 157 D. muricatus 0,00 = 0,00 0,18 + 0,22 29,24 + 3803 | 000 =+ 0,00
AS 117 D. involucratus 0,00 = 0,00 0,20 + 017 28,90 + 1372 | 000 + 0,00
AS 109  D. muricatus 820 + 155 0,00 + 0,00 31,70 + 030 | 000 £ 0,00

Die acht AusreiBer sind in der Tabelle 4-3-2 im Detail mit ihren Carotinoidgehalten in
mg/100 g FM dargestellt. Die Konzentrationen an B-Carotin sind ausschlaggebend fir die
Stérke der Abweichung von den Ubrigen Genotypen. Mit einem B-Carotingehalt von
69,96 mg/100 g FM hat der Genotyp mit der Nummer 171 den héchsten Gehalt an 3-Carotin
unter den Wildméhren. Jedoch auch die weiteren AusreiBer haben mit 3-Carotingehalten von
48,84 mg/100g FM (AS 159) und 31,70 mg/100 g FM (AS 109) fir weiBe Wildmbdhren
extrem hohe B-Carotinkonzentrationen aufzuweisen. Aufféllig sind auBerdem die, von zwei
Ausnahmen abgesehen, sehr niedrigen Lutein- und — mit einer Ausnahme - auch a-
Carotingehalte. In keinem Genotyp der sich durch die statistische Verrechnung ergebenden
AusreiBer konnte Lycopin nachgewiesen werden. Eine weitere Besonderheit sind die zum
Teil erheblichen Standardabweichungen. So weist der Genotyp 159 eine
Standardabweichung von 41,03 mg/100g FM bei einer B-Carotinkonzentration von
48,84 mg/100 g FM auf, dies entspricht einer prozentualen Standardabweichung von 84 %.
Die breite Varianz der Gehalte an B-Carotin innerhalb eines Genotyps der untersuchten
Wildmohren zeigt sich bei AS 157 mit einer Standardabweichung von 38,03 bei einem
Mittelwert von 29,24 mg/100g FM. Dies ist, wie schon zu Beginn dieses Kapitels
angesprochen, ein rechnerisches Phdnomen.

4.3.2 Polyacetylenverteilung in 104 Wildmdhrengenotypen

Wie den Abbildungen 4-3-6 bis 4-3-8, den Histogrammen der Polyacetylenkonzentrationen
fir die untersuchten 104 Genotypen Wildméhren, zu entnehmen ist, konzentriert sich die
Verteilung der Gehalte an Polyacetylenen im unteren Bereich. Zu beachten ist jedoch die
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Skalierung. Hinsichtlich der Konzentration an FaDOH finden sich die meisten Genotypen
(fast 90 von 104) in einem Bereich von 0 bis 100 mg/100 g FM. Auch in dem
Konzentrationsbereich von 100 bis 200 mg/100 g FM sind immer noch Uber 10 Genotypen
zu finden. Die restlichen Genotypen verteilen sich sehr gleichmaBig CUGber die
Konzentrationsbereiche bis zu 500 mg/100 g FM.

Auch bei der Verteilung der Falcarindiol-3-Acetat-Konzentrationen finden sich die meisten
Genotypen im untersten Bereich von 0 bis 5 mg/100g FM. Die restlichen Genotypen
verteilen sich kaskadisch bis zu einer Konzentration von 30 mg/100 g FM. Bei einem
Genotyp (AS 146) wurden 39,96 mg/100 g FM gemessen.

Aus dem Histogramm flir das stark bioaktive FaOH ist ebenfalls eine deutliche Haufung der
Genotypen im Konzentrationsbereich bis 20 mg/100 g FM zu finden, wahrend sich nach
einem deutlichen Einbruch die Ubrigen Genotypen auf die Konzentrationsbereiche bis
120 mg/100 g FM verteilen.

Fur die Polyacetylene FaDOH und FaOH ist beachtenswert, dass nicht wenige Genotypen
hohe Konzentrationen dieser beiden Verbindungen aufweisen.
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Abbildung 4-3-6:  Histogramm der FaOH-Verteilung in 104 Wildm6hrengenotypen des zweiten Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-3-7: Histogramm der FaDOH-Verteilungen in 104 Wildméhrengenotypen des zweiten Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-3-8: Histogramm der FaDOH-3-Acetat-Verteilungen in 104 Wildméhrengenotypen des zweiten
Assoziationsversuchs
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Abbildung 4-3-9: Dendrogramm der Polyacetylenverteilung in 104 Wildméhrengenotypen, basierend auf einer dreifachen
Wiederholung je Genotyp

In der Abbildung 4-3-9 ist die statistische Verrechnung der 104 Wildmdhrengenotypen in
Bezug auf die drei Polyacetylene FaOH, FaDOH und FaDOH-3-Acetat aufgefiihrt. Aus dieser
Abbildung wird eine AusreiBergruppe von sieben Genotypen ersichtlich. Bei diesen handelt
es sich um die Nummern 161, 146, 163, 152, 173, 149 und 122, wobei die Nummern 161
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und 146 mit der groBten Abweichung der Polyacetylenkonzentration von der der restlichen
Genotypen ein eigenes Cluster bilden. Sehr gut aus der Abbildung 4-3-9 zu ersehen ist zum
einen die groBe Distanz, welche die AusreiBergruppe (161 und 146) hat, zum anderen die
kaskadisch aufgebaute Angleichung der restlichen AusreiBer an die Ubrigen Genotypen.
Beachtlich ist auch die groBe Distanz zwischen den AusreiBern und den restlichen
Genotypen sowie den beiden Nummern 161 und 146 und den restlichen finf AusreiBern.

Werden die sieben AusreiBer genauer betrachtet, so wird aus der Tabelle 4-3-3 ersichtlich,
dass vor allem die FaDOH-Konzentrationen mafBgeblichen Einfluss auf die Gruppierung der
Genotypen haben. GréBte Konzentrationen haben die beiden Ausreier Nr. 161 und 146 mit
366,56 bzw. 465,22 mg/100 g FM aufzuweisen. Dies sind Gehalte, die bis um das Zehnfache
hoher liegen als die FaDOH-Konzentrationen in den Kulturméhren mit den hdochsten
Konzentrationen an FaDOH. Neben sehr hohen FaDOH-Gehalten zeigen die beiden
AusreiBer Uberdies sehr hohe FaOH-Gehalte mit 13,03 mg/100 g FM und 31,81 mg/100 g
FM. Den héchsten Gehalt an FaOH weist mit 107,30 mg/100 g FM der Genotyp 173 auf.
Diese Konzentration ist um mehr als das Dreifache hoéher als die hdchsten FaOH-
Konzentrationen bei Kulturméhren. Den hdchsten Gehalt an FaDOH-3-Acetat weist mit
39,96 mg/100 g FM der Genotyp mit der Nr. 146 auf. Hiermit liegt die Konzentration in
diesem Wildtyp um mehr als das Doppelte hdéher als bei dem Kulturm&hrengenotyp mit dem
héchsten FaDOH-3-Acetat-Gehalt.

Zu erwahnen sind auBerdem die groBen Standardabweichungen, welche sich z. B. beim
Genotyp 146 in Bezug auf die FaDOH-3-Acetat-Konzentrationen mit einer
Standardabweichung von 15,88 mg/100 g FM bei einem Absolutwert von 39,96 mg/100 g FM
im Bereich von 39,7 % prozentualer Standardabweichung befinden.

Tabelle 4-3-3: Sieben AusreiBer aus 104 Wildméhrengenotypen mit auBergewodhnlichem Polyacetylenspektrum in
mg/100 g FM
Nr. Spezies/ssp. (n=104) FaDOH Stabw FaDOH-3-Acetat  Stabw FaOH Stabw
AS 161  D. halophilus 366,56 + 49,80 3,90 + 4,13 13,03 + 4,28
AS 146  D.c. maritimus 46522 + 90,59 39,96 + 15,88 31,81 + 6,21
AS 163  D.c.maximus 201,51 £ 39,20 8,93 + 1,96 11,57 + 658
AS 152 D.c. azoricus 202,58 + 51,33 21,03 + 8,79 21,45 + 386
AS 173 D.c. carota 100,26 + 66,69 5,32 + 2,34 | 107,30 + 44,84
AS 149  D.c. commutatus 13243 + 67,76 14,94 + 1462 87,16 £ 4761
AS 122  D.c.maximus 27,63 * 4,51 2,05 + 0,85 76,05 + 934
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4.3.3 Verrechnung der Carotinoiddaten mit Polyacetylendaten
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Abbildung 4-3-10:

einer dreifachen Wiederholung je Genotyp

Dendrogramm der Carotinoid- und Polyacetylenverteilung in 104 Wildméhrengenotypen basierend auf

Die Verrechnung der Carotinoid- mit den Polyacetylenkonzentrationen der 104 Genotypen

Wildmohren erfolgte mittels Clusteranalyse. Dabei zeigten sich vier deutliche und fiinf
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weniger ausgepragte AusreiBer (Abbildung 4-3-10). Bei den deutlichen Ausreiern handelte
es sich um die Genotypen 161, 146, 163 und 152, bei den sechs weniger ausgepragten
AusreiBern um die Genotypen mit den Nr. 171, 173, 149, 159 und 122 (Tabelle 4-3-4).
Werden die AusreiBer genauer betrachtet und mit den AusreiBern aus der Verrechnung der
Carotinoiddaten einerseits und mit den AusreiBern aus der Verrechnung der
Polyacetylendaten andererseits verglichen, so ergibt sich, dass die ersten vier Genotypen
der Verrechnung der Carotinoid- mit den Polyacetylenkonzentrationen ebenfalls die starksten
AusreiBer bei der Verrechnung der Polyacetylendaten stellten. Die Genotypen 171 und 159
waren die starksten AusreiBer bei der Verrechnung der Carotinoiddaten. Die Genotypen 173,
149 und 122 stammen wieder aus den Verrechnungsergebnissen der Polyacetylendaten.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei der Verrechnung der Carotinoid- und der
Polyacetylengehalte der Wildtypen die Polyacetylene den gréBten Einfluss auf die sich
bildenden Cluster und somit die gréBte Bedeutung bei den untersuchten Genotypen haben.
Wie nicht anders zu erwarten, sind die Carotinoidkonzentrationen in den Wildméhren, von
wenigen Ausnahmen abgesehen, eher gering und haben somit nur einen begrenzten
Einfluss bei der statistischen Verrechnung.

Tabelle 4-3-4: Neun AusreiBer aus 104 Wildmdhrengenotypen mit auBergewdhnlichem Polyacetylen- und
Carotinoidspektrum in mg/100 g FM

Nr. Speziesissp. (1=104) Lutein  Stabw a-Caon  Stabw B-Carotin  Stabw Lycopin  Stabw FaDOH Stabw FaDOH-3-Acetat Stabw FaOH Stabw
AS 161 D. halophilus 070 + 021 0,09 + 002 181 + 054 000 * 000 366,56 + 49,80 3,90 + 413 13,03 = 4,28
AS146  D.c. maritimus 014 + 010 | 001 000 15 + 025|000 = 000 | 46522 * 9059 | 3996 = 1588 [ 3181 = 621
AS163  D.c.maximus 003 + 004 | 002 + 000| 101 + 009|000 + 000 | 20151 * 3920 893  + 196 | 1157 + 658
AS152  D.c. azoricus 012 009 | 002 : 000| 220 : 050|006 = 006 | 20258 + 5133 | 2103 + 879 | 2145 = 386
AS171 D.c. carota 078 + 012 | 406 + 042 | 6996 + 1140 | 000 + 000 | 1234 + 168 149+ 031 | 146 : 044
AS173  D.c. carota 032 + 015 | 003 : 001| 226 <+ 076|000 * 000 | 10026 * 6669 532 & 234 | 10730 = 4484
AS149  D.c.commutatus 020 + 013 | 003 + 001 | 222 + 100|000 + 000 | 13243 + 6776 | 1494 & 1462 | 8716 + 4761
AS159 D, involucratus 000 * 000 | 032 : 043| 4884 <+ 4103|000 + 000 | 6328 * 6158 242+ 006 | 427 = 365
AS122  D.cmaximus 024 + 019 | 002 £ 001 | 168 : 027|000 + 000 | 2763 * 451 205  + 085 | 7605 & 934
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4.3.4 Validierung der Analyseergebnisse anhand von statistischen Methoden

122
1,4
150
144
FaOH
10 o 0
173
180
EN
< 101
~ 06 105 149
t_")_ 138, 1
[3V]
]
@ 124 107 145
147
g 02 ) Lutein e
€ a-Carotin 192 o 123194 150
a e} ° 103 190 102 162 %25139
171 4, B-Carotin 157 135 193196 1&18‘%6&32‘421?
159 <3~ 2t
02 FaDOI—:“%Ac ‘L?St;f, : %F@DOH
00| ?qgg's&gz}_ycopm
161
177" 175
-0,6 L L L L s N s H L
-35 -3,0 25 -2,0 -15 -1,0 -0,5 0,0 05
Dimension 1:57,95 %
Abbildung 4-3-11:  Korrespondenzanalyse von Carotinoiden und Polyacetylenen in 104 Wildmohrengenotypen mit jeweils

dreifacher Wiederholung je Genotyp.

Die Abbildung 4-3-11 zeigt eine Korrespondenzanalyse der Carotinoid- und
Polyacetylengehalte der 104 Genotypen Wildmohren. Damit wird zum einen die Verteilung
der Genotypen, basierend auf dem gréBten Einfluss des jeweiligen Inhaltsstoffs, dargestellt.
Zum anderen ist eine Plausibilitatskontrolle der durchgefiihrten Analysen mdglich. Dieses
geschieht durch die Lage der Inhaltsstoffe zueinander. So stimmt die Gruppierung von a-
und B-Carotin und von FaDOH und FaDOH-3-Acetat mit den erwarteten Ergebnissen
Uberein. Auch die Lagen von Lutein, Lycopin und FaOH stimmen mit den erwarteten
Ergebnissen Uberein.

Wie aus der Abbildung 4-3-11 auBerdem ersichtlich ist, wird der Standort der meisten
Genotypen der Wildmoéhren durch deren Gehalte an Falcarindiol oder Falcarindiol-3-Acetat
beeinflusst. Sie haufen sich somit an diesen Stellen. Nur wenige Genotypen gruppieren sich
um die Carotinoide a- und B-Carotin sowie um das Polyacetylen FaOH und werden somit
durch deren Gehalt gekennzeichnet.

4.3.5 Verteilung der Polyacetylenkonzentrationen in Wild- und Kulturméhren

In der folgenden Tabelle 4-3-5 sind die Verteilungen der drei Polyacetylene FaDOH, FaDOH-
3-Acetat und FaOH unter den Wild- und Kulturméhren dargestellt. Die Kulturméhren sind
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durch die orangene Farbe gekennzeichnet, um einen schnellen visuellen Uberblick zu
bekommen. Wie deutlich zu erkennen ist, weisen die Wildm&hren bei FaDOH die héchsten
Konzentrationen auf. Allerdings auch beim FADOH-3-Acetat und beim FaOH sind deutlich
die Wildtypen die Genotypen mit den héchsten Konzentrationen, wobei bei diesen beiden
Polyacetylenen eine starkere Durchmischung mit den Kulturméhren zu beobachten ist.
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Tabelle 4-3-5: Verteilung der Polyacetylene FaDOH, FaDOH-3-Acetat und FaOH in 104 Wild- und 104 Kulturmohren in

mg/100 g FM

AS 146 46522+ 9059 | AS 146 996  + 1588 | AS173 1 +
| AS 161 36656 + 4980 | AS172 2087+ 1544 | AS149 16+
[ AS 152 202! + 5 AS 151 4,44 + AS 122 +
AS 163 20151 + 3920 | AS152 03+ 879 | AS145 15+
AS 139 155, 5¢ + 124 AS 145 ,67 E3 fi AS 147 54, E3 15,
AS 145 15275+ 63 | AS 126 1 AS 150 +
| AS 132 13895 + 36,77 | AS149 4+ 1462 | AS143 .06+ 21,
AS 148 13895 + 49,06 | Anthonina I + 309 | AS130 .79+ 11
AS 143 134, + 61,83 | AS136 + A AS 180 7 t 32
AS 147 13350 + 68,43 | AS139 + 942 | AS174 27+ .96
AS 14 132, + 67,7 AS 147 1 E3 X AS 144 .80 + 46
AS 14 16+ 7588 | AS148 1 + 1433 | AS146 81+ ¥
AS 17" 46+ 6021 | AS 153 y + 061 | AS139 14+ 26!
AS 17 45+ 3841 | AS132 X + 3,39 | Anthonina 11+ 18
AS 17 + AS 163 X B AS 1 51+ .
AS 12 59+ 63,51 | Schweizer Rubli 65+ 217 | AS142 2228+ 16,
AS 5 9485 + 29 Blanche 1/2 longue des vosges Al + X AS 128 N £ 5
AS 112 9179 + 4712 | AS + 315 | AS152 + X
AS 151 8271 + 3163 | AS . + 510 | AS138 .35+ 13
AS 186 7730 + 530 | AS A + 121 | AS125 16+ 12
AS 111 7542+ 3932 | AS gz + Landrace 73+ 44
AS 160 7248 + 3452 | AS101 X + JKF-Selektion .30+ 54
AS 141 19+ 35 AS 154 ,89 Ed A Deep Purple F1 X £ A
AS176 5422+ 3860 | AS 150 82+ 2,56 | JKI-Selektion 91+ X
| AS 187 64,01+ 16, 81+ 623 | AS14 85+ X
| AS 159 23+ 61, AS 111 .67 + 3 AS 111 .03+ 14,
AS213 22+ 2347 | AS187 63+ 412 | AS16 .03+ ¥
| AS 174 02+ 754 | AS195 . + 286 | AS126 73+ K
| AS 158 49+ 2295 | AS193 4+ 367 | AS178 93+ 2
AS 127 92+ 4498 | AS173 : 234 | AS137 + X
AS 204 .03+ 39,84 | Regulus imperial X + 269 | AS120 57+ X
A 5798 + 051 | A . + AS 163 57+ .
AS .78+ 47,22 | AS174 82+ 076 | AS160 .77+ X
AS1 .30+ 1020 | AS178 77+ 353 | AS104 56+ 5
AS 21 + 3284 | AS 7 + 46 | AS 118 + .04
| AS 17 72+ 12,60 | AS168 X + 1,90 | AS116 41+ 18,10
| AS 193 90+ 921 | AS133 + 3,02 | Gajar 03+ 69
AS 1 X + 11, White Satin + 79 | AS 124 X + 84
AS 134 .25+ 46,06 | White Belgian X + 102 | AS106 77+ X
AS .73+ 21,72 | AS 11 ¥ + 014 | AS101 51+ §
AS .76+ 20,90 | 71001 i = 349 | AS213 44+ X
AS 194 .65+ 44,89 | AS 130 X + 073 [ 710015 .94+ E
A 62+ 16,40 | AS 166 X : 095 | AS109 .78+ 2
AS 42+ 39,68 | AS 205 X : 256 | AS112 .60+ X
AS .38+ 1696 | AS131 + 083 | Alghan Purple 50+ X
AS1 1442+ 32,13 | AS161 X + 4,13 | Syrian Purple 34+ 4
AS1 44, + 44 | AS 187 , i AS 207 24+ .94
AS2 14,05 + 37, lantes Empire ¥ + 214 | Blanche 1/2 longue des vosges 18+ ¥
Anthonina 40+ 10,77 | AS208 X PR 17+ K
AS + Persia No. 242 + AS 136 + 50
AS 104 58+ 619 | AS177 54+ 208 | AS129 .90+ .75
AS 11+ 11,36 | AS 157 . + 360 | AS105 80+ 2
AS ! + X Landrace , + K AS 172 ), +
| AS 13 99+ 27,67 | AS107 ¥ + 0 ellow Belgian 74+ X
[_AS 205 i + 13 AS 189 ., + ,94 | AS 162 A * &
AS 180 78+ 2629 | AS141 X + 1,25 | Shahpur Special 66+ X
| AS 202 54+ 1650 | AS 123 X + 1,80 | AS133 59+ 2
| AS 129 * AS 165 + 1,94 | AS156 .54+
[ AS 207 X + AS 213 X + X AS 131 47+
AS 184 .24+ 1551 | AS 129 X + 182 | AS123 43+ 4,
| AS 182 70+ X AS 135 X £ 2 Panipat Special 41+ K
| AS 208 .19+ 425 | AS203 ¥ + 299 | AS186 .05+ 0
34,85+ 10,53 | Kuettiger % + 229 | HOM .05+
AS 166 3412+ 8,90 | AS197 X + 1,86 | Mestnaya .98+
AS 131 45 5, i Ishyaku Senko + 169 | AS168 89+ 3
Landrace 31+ 333 | AS 180 + 123 | AS127 64+ 2,
| AS 138 K k3 5. AS 211 A + K AS 166 .59+ .67
| AS 153 06+ 7,83 | AS200 X + 1,60 | Nantes Empire 56+ 59
AS 162 .03+ 1161 | AS112 Y + 214 | Danver's Red Core 53+ .75
AS 154 A + 7,24 | AS175 & + A AS 176 3¢ + A
710015 .3+ 10,57 | Touchon Format Y + 129 | AS153 30 05
AS 201 .74+ 13,85 | Deep Purple F1 2 + 093 | AS159 27+ 3
Regulus Imperial 64+ 19,08 | AS159 y + 006 | AS141 23 = 1.
AS 122 63+ 451 | AS212 X + 1,67 | AS167 22 = 1,
| AS 185 50+ 10,16 | Berlikum Perfecta ) + 41| AS164 12+ 3,
[ AS 157 A ER A AS 144 & + | AS 182 4 + 5
AS 167 .03+ 4,16 | AS 199 ¥ + 262 | AS165 05 = 023
| AS 209 .19+ 9,31 | Himuro Fuyugosi Gosun No.2 X + 059 | Cyrano .98+ .76
AS 164 + 23, ta Longa . ersia No. 242 90 + X
AS .98+ 27, lantes Duke X + 085 | Sapporo Futo (Danvers) 85+ ¥
AS 84+ 508 | AS176 X + 1,39 | Betall 85+ X
AS 57+ 11,10 | Red Elephant X + 076 | JKiSelektion .70+ !
Nantes Empire 49+ 16,40 | AS 210 X + 027 | Shima Ninjin 66+ ¥
Vita Longa .96+ 11,41 | AS194 10+ 0,94 | China Yellow 59+ X
AS 144 + AS 122 05 = 0,85 | PusaKesar 48+ X
Syrian Purple + 519 | Roti 05+ 085 | AS157 47+ 2
Schweizer Ribl 650 | A K + 044 | AS203 43 = 1
AS 197 B + 14 A 7 i + ,32 | AS 195 .. + o
AS 150 82+ 855 | AS190 . + 1,15 | AS151 32+ 2,
AS 121 X + N AS 104 K + X AS 111 X * )
Blanche 1/2 longue des vosges .04+ 6,32 | Tropical A + 099 | Gajar 14+ .
Gajar 94+ 821 | AS138 . + 065 | AS204 10+ 2
| Afghan Purple 89+ 8,87 | Syrian Purple k + 043 | SantaCruz .08+ X
JKkSelektion + Lobbericher + i shyaku Senko 9%+ 8
White Satin 64+ 430 | AS186 . + 014 | Nantejska Polana 92+ 64
AS 133 .06+ 15,95 | Gelbe Rheinische A + 0,77 | Kuettiger 88+ R
Ishyaku Senko 90 & 1648 | AS204 . + 0,90 | White Satin 81+ ¥
Touchon Format 76+ 9 lantes Palisade . + 016 | AS175 76+ 0}
AS 200 68+ 534 | NeracFi [ + 078 | AS107 75+ A,
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(Fortsetzung Tabelle 4-3-5)

Nana W 561 746+ AS 196 57+ 077 | AS1I5 74+
Deep Purple F1 .79+ 491 | Long Red 52+ 1,02 | Senta 66+ 4
Persia No. 242 .32+ 436 | Cyrano 52+ 1,04 | Nantes Half Long 64+ X
Yellow Belgian X £ AS 128 E3 X AS 102 58+
Wello Yello F1 13+ AS 109 + 0,11 | Nantes Palisade 52+ {
Himuro Fuyugosi Gosun No.2 .00+ 489 | AS171 + 031 | AS187 50 & 3
Shima Ninjin .91+ 3,32 | Senta R + 056 | Western Red 47+ £
HCM X + .78 | AS 116 K + .87 | AS 185 X + .84
AS 214 + AS 182 & 1.20 | White Belgian +
Nantes Duke 49+ 639 | AS 209 + 081 | Touchon Format 37+ K
JKI-Selektion .47+ 449 | Gajar R + 0,94 | Nantes Apollo 35 & R
JKF-Selektion 89+ 202 | JKiSelektion R + 1,5 | Beacon 35+ K
Gelbe Rheinische 18+ 230 | AS134 + 1,65 | Schweizer Ribli .33+ X
Sapporo Futo (Danvers) 3 E3 23 AS 110 . E ,94 AS 121 ,3( E3 o
Kuettiger .94+ 9,18 | Alghan Purple 36+ 075 AS154 28+ 0,
AS 199 59 = 737 | AS113 33+ 007 | AS193 19 = O
AS 124 + 3 AS 185 32 * 141 | AS 210 .1 E3
White Belgian , E3 4 AS 214 32 E .18 | AS 209 A E3 A
‘Shahpur Special 84+ 1,92 | Amsterdam 3 (Spojnia Nochowo) 32+ 073 AS134 16+ 1,
Nutrired A + .07 | Rainbow F1 .30 + .65 | Regulus Imperial 05+ 4
AS 102 + 1,80 | SantaCruz 29 &+ 083 AS197 04+
AS 171 3 E 68 | AS 114 29 E ! AS 211 .04+ K
Santa Cruz 65+ 7,08 | Nantes Apolio 23+ 070 | Shinsuu Senkou Oonaga 03+ .
Berlikum Perfecta 34+ 3,87 | JKE-Selektion 23+ 054 AS18 03+ 0
AS 188 + Bitolski. 4 + 088 | As19: 99+
. + , Western Red . + ,36 | Nerac F1 89+ K
02+ 728 | AS201 E + 0,75 | Mello Yello F1 89+ X
93+ 4, Zmniaja K + 134 | Berlkum Perfecta 89+ X
87+ 4, 202 + 0,66 | Lobbericher 89+ /
4 E3 ,02 | Mello Yello F1 B + ,60 AS 214 88 + ,20
.70+ 3,72 Sytan B + 1,19 | St Valery 86 = .78
34+ 3 Nagykallo B £ 66 | AS 189 85 + X
2 * K AS 192 K * .1 AS 158 82 + B
), + X AS 124 + 1 AS 113 81+
82+ 596 | Nantejska Polana A + 071 | Nantes Fancy 77 ¥
.81+ 508 | AS158 04+ 061 | AS212 RZEETF
67+ 3,68 | Mestnaya 02+ 037 | Himuro Fuyugosi Gosun No2 69+ X
.99+ 143 | Purple Stem Selektion A + 035 ASie8 +
54+ 352 | Stratova A + 080 | AS201 +
.17+ 443 | HOM A = 038 | AS208 ERER
84+ 421 | Beacon X + 081 | Gele Rheinische 58+ X
73+ . Niiza Etton Gosun X + & Nagykallo B + .44
66+ 3,12 AS207 X + 040 | Purple Stem Selektion 54+ X
62+ . St. Valery. ,94 £ X AS 202 i + .
57+ 234 | NanaW 561 X + 015 | Wi 48+ 76
Purple Stem Selektion 53+ . AS 117 A + ), AS 171 K + .44
Nantes Palisade 50+ AS 156 + 035 | AS192 44+ 034
Rotin 39+ 3 X + 0,26 | Norfolk Giant 43+ K
Berlicum Normaal 32+ 1,60 | JKFSelektion ¥ + 036 | Nantes Duke 42 s X
Nantes Half Long .89+ ! AS 188 X + X AS 205 32+ X
Stratova .55+ Red Giant X + 045 | NanaW 561 81« X
ja Zmniaja .43+ 9,13 | Shortn'Sweet 86+ 034 | Stupickak Rychleni 29+ .
Red Giant 32+ 1, taminaja 85+ 0,61 | Nutrired 29+ K
Amsterdam 3 (Spojnia Nochowo) 6,19 = 0, ellow Belgian .7 + 058 | Nevis 24+ X
AS 114 + 248 | Sapporo Futo (Danvers) .7 + 056 | AS200 +
Danver's Red Core. 10+ 384 ASi64 .7 + 061 | AS199 06+ 0.
i 91+ 462 | Wi . + 0,65 | London Torve, B Tagenshus i 05+ X
AS 135 65+ 4,75 | Viota 3 + 0,18 | Vitalonga 04+ ¥
Gold Pak .46+ 1,08 | Norfolk Giant + 043 | RedGiant .93+
Vitaminaja .44+ 3,17 | ShimaNinjn X + 015 | Ny .93+ 44
Nantes Fanc; .20+ 4,04 Nantes Fancy . + 049 | LongRed 189+ .
Red Elephant 86+ 3,89 Nutrired 3 + 0,26 | Berlicum Normaal .88+ ¥
AS 198 .74+ 2,14 | Nantes Half Long 3 + 042 | Texto .87+ X
AS 101 67+ . eta lll . + .36 | AS 117 S ¥
Rainbow F1 50+ 1, tupicka k Rychleni 68+ 082 | AS198 =0
Viking 50+ 3, hahpur Special 64+ 029 | AS103 84+ 0
AS 196 44+ ajar 61+ 040 | Kokubu Senko Oonaga 81+ 5
Norfolk Giant 4 1, eeds from Beijing 61+ 0,18 | Victa .80 = 44
| Winterperfection. 38+ 3 levis 60+ 0,38 | Purple Haze F1 .78+ k
Niiza Etton Gosun & £ 2 Danver's Red Core .59 ] .35 | Seeds from Beijing .78+ A
AS 105 + China Yellow 58 * X Master 77+ o
Nantejska Polana 23+ 3,47 | London Torve, B Tagenshus I 57 0, smniaja 74+ .
Lozin147. 15+ 2 102 57+ 0,16 | AS135 .73+ 0;
Mestnaya .98+ 127 | AS 106 56+ 0,19 | Rofin 71+ ¥
London Torve, B Tagenshus Il 96+ . Lozin147 56 + . AS 177 ), 7¢ E3
AS 103 81+ 3, i 55+ 049 | Bolero .65+ X
Nevis 81+ 213 | AS119 X + 0,04 | Stratova .64+ 2
Bitolski i E 5 Viki ), S 2 Mestnaya ), £ A
‘Shinsuu Senkou Ocnaga. .76+ 2,84 | Purple Haze F1 X + 022 | Niza Etton Gosun .61+ X
Sytan | * .S AS 105 * Tropical ), * X
AS 192 + Beriicum Normaal X + 033 | AS196 .58+ 0,
Champion Scarlet Horn | E3 & Panipat Special X E X AS 190 ), 5¢ + .
Short n'Sweet 57+ 2,11 | Hakata Kintoki Y + 042 | Rainbow Fi .57+ X
AS 106 .35+ 1,43 | Mestnaya X + 031 | Hekinan Senko 5sun .57+ X
Lange Rote Stumpfe ohne Herz 1 3,29+ 0,86 | Kokubu Senko Oonaga 2 + 028 | Lozint47 .57+ ¥
Flakkeer Regina .28+ .00 115 K + .34 Amsterdam 3 (Spojnia Nochowo) ), + ),
Master .26+ .77 | Texto X E3 .34 119 X * A
AS 107 22+ 2,81 | GoldPak X + 012 | Presto 48+ X
Pusa Kesar 21+ 1,66 | Flakkeer Regina 2 + 032 | Lange Rote Stumpfe ohne Herz 1 043+ .
lero .16+ 2,49 | Champion Scarlet Horn X + 021 | AS114 42+ 0,
Kokubu Senko Oonaga. 14+ 346 | AS 121 ¥ + 010 | Sytan 40+ ¥
Texto .06+ 231  AS198 .38+ 0,06 | Deltaa Cuoro Rosso .38+ X
AS 119 .96+ Presto 35+ 0,22 | Viking 34+ 2
Delta a Guoro Rosso 87 _+ 4,15 | Deltaa Cuoro Rosso X + 050 | Bitolski 34+ ¥
Benifuku Fuyngosi 5 Sun 83+ 1,60 | Bolero ¥ + 022 | GoldPak 34+ .
Presto 47+ 1,65 | Hekinan Senko 5sun . + 029 | Ch: et Horn .30+ X
Stupicka k Rychleni 43+ 254 AS103 + 0,15 | Vitaminaja .28+ X
Hakata Kintoki 29+ 2,65 | Nantes Liva ¥ + 0,20 | Benifuku Fuyngosi5 Sun 21+ .
Purple Haze F1 .13+ 1,74 | Shinsuu Senkou Oonaga ¥ + 015 | Flakkeer Regina 20+ X
Hekinan Senko 5sun 98+ 145 Master 25+ 0,06 | Shortn'Sweet 16+ .
AS 190 .58+ 1,97 | Benifuku Fuyngosi5 Sun + 0,05 | Hakata Kintoki + .
Nantes Liva 27 _+ 093 | Berlicumer Bercoro RS ¥ + 005 | Red Elephant 15+ X
Berlicumer Bercoro RS .22+ 037 | Lange Rote Stumpfe ohne Herz 1 X + 003 | Beriicumer Bercoro RS 13+ 02
AS 156 09+ 0,49 | Pariser Markt 3 + 020 | Nantesliva 12+ 12
Pariser Markt .82+ 0,78 | PusaKesar + 001 | Pariser Markt + .01
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4.4 Ergebnisse der zweijahrigen, zweiortigen Feldversuche Krakow-Quedlinburg

4.4.1 Carotinoidkonzentrationen in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow
und Quedlinburg

Fir die Feldstudien wurden an den beiden Standorten Krakow und Quedlinburg in den
Jahren 2008 und 2009 jeweils dieselben zehn Genotypen Kulturméhren angebaut und die
Gehalte der vier Zielcarotinoide untersucht.
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Abbildung 4-4-1: Carotinoidkonzentrationen in den Sorten "White Satin’, "Yellowstone’, "710015", "Nutrired” und "Santa
Cruz” in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow (K) und Quedlinburg (Q)
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Abbildung 4-4-2: Carotinoidkonzentrationen in den Sorten ‘Nerac F1’, ‘Deep Purple F1°, “Anthonina’, ‘Blanche "2 longue
des vosges’ und ‘Pusa Kesar’ in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow (K) und
Quedlinburg (Q)

In den Abbildungen 4-4-1 und 4-4-2 sind die Carotinoidkonzentrationen in den zehn
Kulturméhren "White Satin’, "Yellowstone”, "710015", ‘Nutrired”, "Santa Cruz’, ‘Nerac F1,
‘Deep Purple F1°, "Anthonina’, ‘Blanche 'z longue des vosges’ sowie "Pusa Kesar’
dargestellt, die in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow und Quedlinburg im
Freiland angebaut wurden. Wie nicht anders zu erwarten, weisen die beiden weiBen
Karottensorten "White Satin® und 'Blanche '2 longue des vosges” nur sehr geringe
Carotinoidkonzentrationen auf, sodass sie flr die Betrachtung der Entwicklung der
Carotinoidkonzentrationen in Abhangigkeit von Standort und Anbaujahr ohne Bedeutung
bleiben.

Sehr gut zu erkennen sind die teilweise groBen Unterschiede hinsichtlich der
Carotinoidgehalte sowohl zwischen den unterschiedlichen Anbauorten als auch den zwei
Anbaujahren. Deutlich sichtbar ist aber auch, dass es kaum ein festes Muster in der
Carotinoidverteilung abhangig von Standort und Jahr gibt. Fir die Sorten "Yellowstone’,
Nutrired’, "Anthonina” und "Pusa Kesar’ ist jedoch, zumindest fiir den B-Carotinoidgehalt,
ein solches Muster zu erkennen. Bei diesen vier Sorten sind die B-Carotinoidkonzentrationen
an dem Standort Quedlinburg in jeweils beiden Anbaujahren geringer als die
Konzentrationen in Krakow. Bei den Sorten "Nutrired” und "Pusa Kesar” nimmt bei beiden
Standorten der B-Carotinoidgehalt von 2008 zu 2009 zu.
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Die acht hier betrachteten  Kulturmdhren reagieren in Bezug auf ihre
Carotinoidkonzentrationen sehr unterschiedlich auf die verschiedenen Anbauorte und
Anbaujahre. Werden die Ergebnisse flr die verschiedenen Sorten an den beiden Anbauorten
betrachtet, so wird deutlich, dass besonders die Sorten ‘Nutrired” und "Pusa Kesar” am
Standort Krakow hohere Carotinoidkonzentrationen aufweisen. Auch fir die Ubrigen, am
Standort Quedlinburg gezogenen Sorten wurden regelméaBig keine deutlich hdheren
Carotinoidkonzentrationen gemessen als das bei den am Standort Krakow angebauten der
Fall war. Eine Ausnahme ergibt sich fur die "Nerac F1°, fir die in beiden Jahren am Standort
Quedlinburg gréBere Mengen an B-Carotin verzeichnet sind. Bemerkenswert ist auch die
abnehmende Reihe der Gehalte an B-Carotin bei ‘Nerac F1’, die in dieser GleichmaBigkeit
sonst nicht erkennbar war. Aussagen zum Einfluss des Wetters auf den Carotinoidgehalt
lassen sich wegen fehlender Wetterdaten fiir den Standort Krakow nicht treffen.

Bemerkenswert sind die z. T. groBen Standardabweichungen der Carotinoidkonzentrationen.
Sie differieren dartiber hinaus noch erheblich zwischen den unterschiedlichen Standorten
und Anbaujahren innerhalb der einzelnen Genotypen einerseits und zwischen den
unterschiedlichen Genotypen andererseits.

4.4.2 Polyacetylenkonzentrationen in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow
und Quedlinburg
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Abbildung 4-4-3: Polyacetylenkonzentrationen in den Sorten ‘White Satin’, “Yellowstone®, 710015, ‘Nutrired” und "Santa
Cruz’ in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow (K) und Quedlinburg (Q)
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Abbildung 4-4-4: Polyacetylenkonzentrationen in den Sorten ‘Nerac F1°, ‘Deep Purple F1°, “Anthonina’, ‘Blanche 2 longue
des vosges” und ‘Pusa Kesar’ in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow (K) und
Quedlinburg (Q)

In den Abbildungen 4-4-3 und 4-4-4 sind die Polyacetylenkonzentrationen in den zehn
untersuchten Genotypen in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow und
Quedlinburg dargestellt. Auch bei den Polyacetylenen ist deutlich zu erkennen, dass es z. T.
groBe Unterschiede in den Konzentrationen zwischen den Anbauorten und Jahren gibt. Des
Weiteren ist zu beachten, dass bei den Sorten "White Satin’, "Yellowstone”, "Nutrired’,
‘Santa Cruz” und ‘Deep Purple F1” die Polyacetylenkonzentrationen am Standort Krakow in
beiden Jahren Uber denen am Standort Quedlinburg lagen. Kein anderer Genotyp zeigt
jedoch ein entgegengesetztes Bild auf. Bei der Sorte "Nutrired” Iasst sich ein deutlicher
Standorteinfluss auf die Polyacetylenkonzentrationen feststellen. In beiden Jahren sind am
Standort Krakow die héheren FaDOH-Gehalte zu beobachten. Ob der Einflussfaktor Klima
oder Boden am Standort Krakow die FaDOH-Konzentrationen maBgeblich beeinflusst, kann
nicht beurteilt werden. Da jedoch am Standort Krakow, genau wie am Standort Quedlinburg,
ausschlieBlich eine Versuchsanlage fir die Feldversuche genutzt wurden, konnte der
Einflussfaktor Boden nicht eleminiert werden.

Aufféllig sind die hohen Konzentrationen an FaOH und FaDOH-3-Acetat bei den Sorten
"Anthonina” und "Deep Purple F1°.

Insgesamt sind die z. T. groBen Schwankungen bei den Polyacetylenkonzentrationen zu
beachten. Sie variieren stark von Genotyp zu Genotyp, schwacher jedoch innerhalb der
einzelnen Genotypen.
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4.4.3 Zuckerkonzentrationen in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow und

Quedlinbur
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Abbildung 4-4-5: Zuckerkonzentrationen in den Sorten "White Satin”, "Yellowstone”, "710015°, "Nutrired” und “Santa Cruz” in
den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow (K) und Quedlinburg (Q)
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Abbildung 4-4-6: Zuckerkonzentrationen in den Sorten ‘Nerac F1°, ‘Deep Purple F1°, "Anthonina’, ‘Blanche 'z longue des
vosges” und ‘Pusa Kesar” in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow (K) und Quedlinburg
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In den Abbildungen 4-4-5 und 4-4-6 sind die Zuckerkonzentrationen der zehn untersuchten
Kulturmdhrensorten an den Standorten Krakow und Quedlinburg in den Anbaujahren 2008
und 2009 dargestellt. Auch in Bezug auf die Zuckerkonzentrationen zeigen sich in den
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untersuchten Sorten in den Jahren 2008 und 2009 an den Standorten Krakow und
Quedlinburg z. T. groBe Schwankungen. Eine Ausnahme bilden die Sorten "White Satin’,
‘Nerac F1” und "710015°, bei denen die Zuckergehalte nur gering zwischen den zwei
Anbaujahren und zwischen den unterschiedlichen Anbauorten schwanken. Dagegen sind bei
den meisten anderen Genotypen deutliche Konzentrationsschwankungen zwischen den
Standorten und den Anbaujahren festzustellen. Ein Trend zugunsten des Standorts Krakow,
wie er bei den Carotinoid- und Polyacetylenkonzentrationen festgestellt werden kann, ist bei
den Zuckergehalten nicht erkennbar.

4.4.4 Bestimmung der Einflussfaktoren Standort und Jahr auf die nicht-fllichtigen

Inhaltsstoffe in der Karotte
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Abbildung 4-4-7: Hauptkomponentenanalyse der Mittelwerte der zehn Kulturméhrengenotypen aus den Feldversuchen
Krakow/Quedlinburg in den Jahren 2008/2009 (mit “F* gekennzeichnet) und denselben Genotypen aus
dem Assoziationsversuch | (mit “AS I gekennzeichnet)

In der Abbildung 4-4-7 ist eine Hauptkomponentenanalyse der Mittelwerte der zehn
untersuchten Genotypen Kulturméhren aus den Feldversuchen Krakow/Quedlinburg der
Jahre 2008/09 mit denselben zehn Genotypen aus dem ersten Assoziationsversuch, welcher
im Jahr 2008 im Gewachshaus durchgefiihrt wurde (AS 1), aufgezeigt. Die Abkirzungen
stehen fiir folgende Genotypen:



4 Ergebnisse 151

Tabelle 4-4-1: Untersuchte Genotypen in dem zweiortigen, zweijahrigen Feldversuch mit ihren Abkirzungen fir die
statistische Verrechnung

Genotyp Abkiirzung Farbe
White Satin WS weiB
Yellowstone Y gelb
710015 71 gelb
Nutrired Nu rot
Santa Cruz SC orange
Nerac F1 NF1 orange
Deep Purple F1 DP violett
Anthonina A violett
Blanche 2 longue des vosges Bl weiB
Pusa Kesar PK rot

Die Abkirzung ,F“ steht in der Abbildung 4-4-7 fir den Mittelwert aus den Genotypen,
welche in den Feldversuchen 2008 und 2009 in Krakow und Quedlinburg angebaut wurden,
wahrend die Abklrzung ,AS I fir den Mittelwert aus drei Wiederholungen aus dem ersten
Assoziationsversuch steht.

Durch den Vergleich der Carotinoid-, Polyacetylen- und Zuckerkonzentrationen in den zehn
untersuchten Genotypen, welche in zwei Jahren an zwei unterschiedlichen Standorten
gemessen wurden, mit den Ergebnissen, welche im Gewéachshaus erzielt wurden, konnte,
durch die Distanz zwischen den beiden ,Anbaubedingungen®, die Starke der beiden
Einflussfaktoren Standort und Anbaujahr ermittelt werden. Wie der Abbildung 4-4-7 zu
entnehmen ist, liegen die statistisch verrechneten Ergebnisse der einzelnen Genotypen,
angebaut im Feld und im Gewéachshaus, in den meisten Fallen recht dicht zusammen.

4.5 Ontogeneseversuche | und Il

4.5.1 Ontogenese von Kulturméhren am Beispiel der Sorten "Nevis” und ‘Rotin”

In den folgenden Abbildungen der Ontogenesestudie an Kulturpflanzen, durchgeflhrt an den
beiden Sorten 'Nevis” und ’‘Rotin’, sind die Carotinoid-, Polyacetylen und
Zuckerkonzentrationen Uber einen Wachstumszeitraum von 16 Wochen zuziiglich zwei
Wochen Wachstum in einer 6 °C kalten Vernalisationskammer und anschlieBender
Akklimatisationsphase von einer Woche eingetragen. Fir die Inhaltsstoffe, deren
Konzentrationen am héchsten waren, sind Trendlinien eingefiigt, die die Entwicklung dieser
Inhaltsstoffe verdeutlichen sollen.
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4.5.1.1 Bildungszeitpunkte von Carotinoiden in den Sorten "Nevis” und "Rotin” wéahrend des

Wachstumsprozesses
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Abbildung 4-5-1: Genmittelte Carotinoidkonzentrationen in mg/100 g FM aus fiinf Einzelpflanzen der Sorte ‘Nevis” fir jede
der 17 Erntestadien bei 19 Wochen Wachstumsdauer inklusive 2 Wochen Kaéltestress und 1 Woche
Akklimatisierung

In der Abbildung 4-5-1 ist die Entwicklung der Carotinoidkonzentrationen wéahrend des
Wachstumsprozesses der Kulturméhrensorte ‘Nevis” mit sich anschlieBendem Kaltestress
aufgeflihrt. Sehr deutlich ist eine kontinuierliche Zunahme des B-Carotins bis zur Vollreife in
der 15. Woche zu beobachten. Die Konzentrationen des Luteins und des a-Carotins liegen
deutlich unter der des B-Carotins. Eine Konzentrationszunahme ist beim Lutein nur bis zur 5.
Wachstumswoche zu erkennen, danach sind die Konzentrationen, bis auf die 14. Woche,
nicht mehr ,sichtbar”. Ahnlich verhilt es sich mit dem o-Carotin, dieses ist tber den
gesamten Wachstumsprozess in geringen Konzentrationen vorhanden. Auch die Ergebnisse
des ersten Assoziationsversuchs bestétigen diese Beobachtung. Dort wurden fiir die Sorte
‘Nevis” a-Carotinkonzentrationen von 1,71 mg/100g FM gemessen. Zu beachten ist
auBerdem das Abfallen der B-Carotinkonzentration nach der Vollreife in der 15. Woche sowie
der langsame Anstieg wahrend des induzierten Kéltestresses und das erneute Abfallen der
Konzentration nach der einwdchigen Akklimatisierungsphase. Bemerkenswert sind
auBerdem die teilweise sehr hohen Standardabweichungen beim B-Carotin zu den einzelnen
Erntezeitpunkten bei finf Einzelpflanzen je Genotyp.



4 Ergebnisse 153

180
160
140
120
100
80
60
T T e

et l]

I Lutein (Rotin) —3a-Carotin (Rotin)

==1B-Carotin (Rotin) —Linear (B-Carotin (Rotin))

=}

Konzentration (mg/100 g FM)

:

5. Woche (B+W)

EEEES eI

1. Woche Kéltestress [

[

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)
3. Woche (B+W)
7.Woche
8. Woche
9. Woche
10. Woche

11. Woche [

12. Woche [I
14. Woche

15. Woche -]

16. Woche -31

2. Woche Kaltestress [

1. Woche nach Kaltestress I

Abbildung 4-5-2: Gemittelte Carotinoidkonzentrationen in mg/100 g FM aus finf Einzelpflanzen der Sorte "Rotin” fur jede der
17 Erntestadien bei 19 Wochen Wachstumsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche
Akklimatisierung

In der Abbildung 4-5-2 ist die Entwicklung der Carotinoidkonzentrationen wéhrend des
Wachstumsprozesses der Kulturméhrensorte "Rotin” mit sich anschlieBendem Kaltestress
aufgeflihrt. Bei dieser Sorte ist sehr deutlich die kontinuierliche Zunahme des -Carotins bis
Uber das Vollreifestadium hinaus und innerhalb des induzierten Kaltestresses zu
beobachten. Einzig nach der Akklimatisierungswoche sinkt die B-Carotinkonzentration
geringfligig ab. Auch zu Beginn des Karottenwachstums, nach der sechsten
Wachstumswoche, durchlauft die B-Carotinkonzentration einen starkeren
Konzentrationsabfall. Dies ist durch die Umstellung von Blatt-Wurzel-Mischproben auf die
Einzelpflanzenanalytik der Wurzel zu erklaren. Die Konzentrationen des Luteins und des a-
Carotins liegen deutlich unter der des B-Carotins. Eine Konzentrationszunahme ist beim
Lutein wiederum nur bis zur 5. Wachstumswoche zu beobachten, danach sind die
Konzentrationen nicht mehr ,sichtbar“. Ahnlich verhalt es sich mit dem a-Carotin, dieses ist
Uber den gesamten Wachstumsprozess in geringen Konzentrationen erkennbar. Diese
Erkenntnisse decken sich mit denen aus dem ersten Assoziationsversuch, bei diesem
wurden flir die Sorte ‘Rotin” ebenfalls geringe a-Carotinkonzentrationen festgestellt
(3,08 mg/100 g FM).  Beachtlich  sind auBerdem die teilweise sehr  hohen
Standardabweichungen beim B-Carotin zu den einzelnen Erntezeitpunkten bei finf
Einzelpflanzen je Genotyp, die in der 16. Und 17. Woche ganz besonders ausgepragt sind.
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4.5.1.2 Bildungszeitpunkte von Polyacetylenen in den Sorten 'Nevis” und "Rotin” wahrend
des Wachstumsprozesses
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Abbildung 4-5-3: Gemittelte Polyacetylenkonzentrationen in mg/100 g FM aus finf Einzelpflanzen der Sorte ‘Nevis” fur jede
der 17 Erntestadien bei 19 Wochen Wachstumsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche
Akklimatisierung

In der Abbildung 4-5-3 sind die Polyacetylenkonzentrationen Uber die gesamte
Wachstumsdauer der Kulturméhrensorte "Nevis” mit sich anschlieBendem zweiwdchigen
Kaltestress sowie einer Akklimatisationsphase von einer Woche dargestellt. Wie aus der
Abbildung gut ersichtlich wird, waren zu den ersten vier Erntezeitpunkten, also in den ersten
finf Wochen, nur sehr geringe Polyacetylenkonzentrationen in den Wurzeln und Blattern
vorhanden. Auffallig ist jedoch, dass der FaDOH-Gehalt sowohl im Keimblattstadium als

auch im Primarblattstadium relativ hoch ist.

Der starke Anstieg der Polyacetylene, speziell von FaDOH ab der 7. Wachstumswoche und
der sich anschlieBende Abfall der Konzentration ist mit der Umstellung von Blatt-Wurzel-
Mischprobenanlytik auf Einzelpflanzenanalytik der Wurzel zu begriinden. Auch ist aus der
Abbildung erkennbar, dass der induzierte Kaltestress keinen signifikanten Einfluss auf die

Gehalte an Polyacetylenen hat.
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Abbildung 4-5-4: Genmittelte Polyacetylenkonzentrationen in mg/100 g FM aus flinf Einzelpflanzen der Sorte ‘Rotin” fir jede
der 17 Erntestadien bei 19 Wochen Wachstumsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche
Akklimatisierung

In der Abbildung 4-5-4 sind die Polyacetylenkonzentrationen tber die Wachstumsdauer der
Kulturméhrensorte “Rotin” mit sich anschlieBendem zweiwdchigen Kéltestress sowie einer
Akklimatisationsphase von einer Woche dargestellt. Es ist ganz deutlich zu erkennen, dass
zu Beginn des Wachstums die Polyacetylengehalte in geringen Konzentrationen in den
Blattern und Wurzel der Karottenpflanzen enthalten sind und anschlieBend bis zur 7. Woche

stark abnehmen.

Ab der der 7. Woche nimmt die Polyacetylenkonzentration von allen drei Polyacetylenen,
ganz besonders von FaDOH, sprunghaft zu und verlauft ab dort in Wellenform auf recht
hohem Niveau, jedoch mit leicht ansteigender Tendenz bis zur Erntereife. Der Kéltestress
scheint keinen signifikanten Einfluss auf die Polyacetylengehalte zu haben, da die
Konzentrationen in den Karottenwurzeln ab dem Stadium der Vollreife kontinuierlich
abnehmen. Beachtlich ist die recht hohe FaDOH-Konzentration zum Zeitpunkt der Vollreife,
welche bei etwa 12 mg/100 g FM liegt.
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4.5.1.3 Bildungszeitpunkte von Zuckern in den Sorten "Nevis” und "Rotin” wahrend des
Wachstumsprozesses
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Abbildung 4-5-5: Genmittelte Zuckerkonzentrationen in mg/100 g FM aus fiinf Einzelpflanzen der Sorte "Nevis” fir jede der 17
Erntestadien bei 19 Wochen Wachstumsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche
Akklimatisierung

In der Abbildung 4-5-5 sind die Konzentrationsverlaufe der drei Hauptzucker der
Karottensorte 'Nevis” Uber die Gesamtwachstumsdauer mit sich anschlieBendem
zweiwdchigen Kaltestress sowie einer Akklimatisationsphase von einer Woche dargestellt. In
Bezug auf die Zuckerkonzentrationen in der Karotte ist deutlich zu erkennen, dass in den
ersten 5 Wochen geringe Zuckerkonzentrationen mit den beiden AusreiBern Saccharose in
der 3. Wachstumswoche und Glucose in der 5. Woche in den Blatt-Wurzel-Mischproben
vorhanden sind. Ab der 7. Woche, also der Umstellung auf Einzelpflanzenanalytik der
Karottenwurzel, nimmt der Zuckergehalt aller drei Zucker bis zur 11. Woche in der Tendenz
zu. Ab dort gehen die Gehalte von Glucose und Fructose zugunsten des Saccharosegehalts
zurtick. Dieser steigt bis zur 14. Wachstumswoche an und nimmt dann wieder kontinuierlich
ab. Durch den induzierten Kaltestress nimmt die Saccharosekonzentration stark zu, wahrend
sie nach der Akklimatisationswoche wieder abnimmt. Zu beachten sind auBerdem die
teilweise sehr hohen Standardabweichungen zu den einzelnen Erntezeitpunkten innerhalb

von funf Einzelpflanzen.
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Abbildung 4-5-6: Genmittelte Zuckerkonzentrationen in mg/100 g FM aus finf Einzelpflanzen der Sorte "Rotin” fir jede der 17
Erntestadien bei 19 Wochen Wachstumsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche
Akklimatisierung

In der Abbildung 4-5-6 sind die Konzentrationsverldufe der drei Hauptzucker der
Karottensorte 'Rotin” Uber die Gesamtwachstumsdauer mit sich anschlieBendem
zweiwdchigen Kaltestress sowie einer Akklimatisationsphase von einer Woche dargestellt.
Die Zuckerkonzentrationen sind von Beginn an relativ hoch. Sie nehmen bis zur 11. Woche
kontinuierlich zu, wéahrend sie nach der 11. Wachstumswoche etwas einbrechen, um
anschlieBend wieder kontinuierlich anzusteigen. Sowohl die Glucose- als auch die
Fructosegehalte stabilisieren sich auf einem recht hohen Niveau, wahrend die
Saccharosekonzentrationen bis zur Vollreife stetig steigen. Auch durch den induzierten
Kéltestress wird diesem Trend kein Abbruch getan. Nach der Akklimatisierungswoche ist
eine deutliche Abnahme der Saccharosekonzentration zu beobachten. Beachtlich ist die
hohe Saccharosekonzentration zum Zeitpunkt der Vollreife sowie nach dem zweiwdchigen
Kaltestress, diese liegt bei ca. 1400 bzw. 1600 mg/100 g FM. Bemerkenswert sind auBBerdem
die teilweise sehr hohen Standardabweichungen zu den einzelnen Erntezeitpunkten

innerhalb von fiinf Einzelpflanzen.

4.5.1.4 Bildungszeitpunkte von Carotinoiden, Polyacetylenen und Zuckern in Karottenwurzel

und Blatt bei ‘Nevis” und "Rotin”

Neben der Analytik auf Carotinoide, Polyacetylene und Zucker in den Karottenwurzeln wurde
in der Ontogenesestudie der Kulturmoéhren auch das Blattmaterial auf dieselben nicht-
flichtigen Inhaltsstoffe untersucht. Zum Zwecke der Ermittlung einer Abhangigkeit zwischen
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nicht-flichtigen Inhaltsstoffen im Blatt und in der Wurzel wurde eine Korrelationsmatrix
erstellt. Diese ist im Anhang aufgefiihrt, siehe Tabelle A-7-4, und zeigt ganz deutlich, dass es
bei keinem Inhaltsstoff eine Korrelation zwischen den Konzentrationen im Blatt und in der
Waurzel gibt.

Ebenfalls im Anhang sind die einzelnen Abbildungen zu der Korrelationsmatrix aufgefthrt.
Aus diesen ist sehr gut die fehlende Korrelation zwischen den Inhaltsstoffen im Blatt und in
der Wurzel in Bezug auf Carotinoide, Polyacetylene und Zucker zu erkennen (Anhang A-7-
15 bis A-7-32).

Werden die Polyacetylenkonzentrationen im Blatt im Verhaltnis zu den Konzentrationen in
den Wurzeln betrachtet, fallt besonders auf, dass zum einen die Blatter einen nahezu
gleichhohen Gehalt an Falcarindiol-3-Acetat aufweisen wie die Wurzeln, zum anderen die
beiden anderen Polyacetylene FaDOH und FaOH in den Blattern in deutlich geringeren
Konzentrationen als in den Wurzeln vorliegen. Zu Beginn des Pflanzenwachstums entstehen
in den Wurzeln deutlich erhéhte Polyacetylenkonzentrationen, welche im Laufe der
Wourzelausbildung bis kurz vor der Ernte, also dem Erreichen des Vollreifestadiums
abnehmen (Abbildungen A-7-21 bis A-7-26 im Anhang).

Bei der Betrachtung der Carotinoid- und Zuckerkonzentrationen in den Wurzeln und Blattern
fallen zum einen, wie bei der Betrachtung der Polyacetylenkonzentration, die identischen
Konzentrationen zu den ersten vier Erntezeitpunkten auf; diese entstehen durch die Analyse
von Blatt-Wurzel-Mischproben. Die Verwendung von Mischproben zu den ersten vier
Erntezeitpunkten war aus Griinden der sehr geringen Biomassen von Blatt und Wurzeln und
der schlechten Trennbarkeit derselbigen nicht zu vermeiden. Zum anderen sind in den
folgenden Wachstumsstadien, sowohl bei der Sorte ‘Nevis” als auch bei der Sorte "Rotin’,
deutliche Konzentrationsunterschiede in den Blattern und Wurzeln ersichtlich, wie in den
Abbildungen A-7-15 bis A-7-20 und A-7-27 bis A-7-32 im Anhang im Einzelnen aufgefiihrt ist.
Auch in Bezug auf einen mdglichen Einfluss des simulierten Kéltestresses kann fur die
Carotinoid- und Zuckerkonzentrationen in den Wurzeln und Blattern keine Korrelation
festgestellt werden.

4.5.2 Ontogenese von Wildméhren am Beispiel der Genotypen DAL 377/00-10 und
GRCGGB 11057

In dem zweiten Ontogeneseversuch wurde die Bildung der nicht-flichtigen Inhaltsstoffe in
den Wildmohren am Beispiel der beiden Genotypen DAL 377/00-10 und GRCGGB 11057
untersucht. In der folgenden Abbildung der zweiten Ontogenesestudie sind die Carotinoid-
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und Polyacetylenkonzentrationen Uber einen Wachstumszeitraum von 12 Wochen
aufgetragen.

In allen folgenden Abbildungen zum zweiten Ontogeneseversuch (an Wildméhren) sind fir
die Inhaltsstoffe, deren Konzentrationen am hdéchsten waren, Trendlinien eingefligt, die die
Entwicklung dieser Inhaltsstoffe verdeutlichen sollen.

4.5.2.1 Bildungszeitpunkte von Carotinoiden in den Genotypen DAL 377/00-10 und
GRCGGB 11057 wahrend des Wachstumsprozesses
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Abbildung 4-5-7: Genmittelte ~Carotinoidkonzentrationen in mg/100 g FM aus funf Einzelpflanzen (ab der 8.
Wachstumswoche) des Wildméhrengenotyps DAL 377/00-10 fir jede der 11 Erntestadien bei einer
Wachstumsdauer von 12 Wochen

Aus der  Abbildung 4-5-7 der  Carotinoidkonzentrationen  wahrend  des
Gesamtwachstumsverlaufs fir den Wildm&hrengenotyp DAL 377/00-10 ist zu erkennen,
dass besonders in den ersten fiinf Wochen des Karottenwachstums hohe
Carotinoidkonzentrationen nachgewiesen werden. Dies liegt vor allem daran, dass bis zu
diesem Zeitpunkt Mischproben aus Blatt- und Wurzelmaterial analysiert wurden und somit
die hohen Carotinoidgehalte in den Blattern deutlichen Einfluss auf den
Gesamtcarotinoidgehalt dieser Mischproben haben. Ab der 5. Woche nehmen die
Carotinoidgehalte deutlich ab. Dies liegt daran, dass zwar immer noch Mischproben aus Blatt
und Wurzel analysiert wurden, jedoch die Wurzel deutlich Biomasse aufgebaut hat und somit
einen gréBeren Einfluss auf den Gesamtcarotinoidgehalt hat. Ab der 8. Wachstumswoche
wurde auf Einzelpflanzenanalytik der Karottenwurzel umgestellt. Dies zeigt sich deutlich in
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den Carotinoidkonzentrationen, die, wie nicht anders bei Wildméhren zu erwarten war, auf
einem sehr niedrigen Niveau bleiben. AusschlieBlich die B-Carotinkonzentrationen sind zu
erkennen, wahrend Lutein und a-Carotin nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen

vorhanden sind.
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Abbildung 4-5-8: Genmittelte Carotinoidkonzentrationen in mg/100 g FM aus finf Einzelpflanzen (ab der 8.
Wachstumswoche) des Wildméhrengenotyps GRCGGB 11057 flr jede der 11 Erntestadien bei einer
Wachstumsdauer von 12 Wochen

In der Abbildung 4-5-8 sind die Carotinoidgehalte wahrend des gesamten Wachstums des
Wildmoéhrengenotyps GRCGGB 11057 aufgefiihrt. Aus dieser Abbildung lassen sich analog
zum Genotyp DAL 377/00-10 hohe Carotinoidkonzentrationen in den ersten 4 Wochen des
Karottenwachstums beobachten. Auch hier sind die Carotinoidkonzentrationen aus den
Blattern verantwortlich fiir die hohen Konzentrationen in den Wurzel-Blatt-Mischproben. Ab
der 5. Wachstumswoche nehmen die Carotinoidkonzentrationen deutlich ab und bleiben bis
zur vollstdndigen Reife der Wildméhren auf einem konstant niedrigen Niveau. Die
Luteinkonzentrationen sind in den ersten 4 Wachstumswochen recht hoch, diese stammen
wiederum aus dem Blattmaterial und nehmen stark ab, bis sie ab der 5. Woche nicht mehr
sichtbar sind. Dasselbe nur in deutlich geringeren Konzentrationsbereichen, gilt fir die a-
Carotinkonzentrationen. Diese sind schon ab der 4. Woche nicht mehr in erwéahnenswerten
Konzentrationen vorhanden.
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4.5.2.2 Bildungszeitpunkte von Polyacetylenen in den Genotypen DAL 377/00-10 und

GRCGGB 11057 wahrend des Wachstumsprozesses
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Abbildung 4-5-9: Gemittelte ~ Polyacetylenkonzentrationen in  mg/100gFM aus fiinf Einzelpflanzen (ab der
8. Wachstumswoche) des Wildméhrengenotyps DAL 377/00-10 fir jede der 11 Erntestadien bei einer
Wachstumsdauer von 12 Wochen

Wie der Abbildung 4-5-9, welche die Polyacetylenkonzentrationen in dem
Wildmoéhrengenotyp DAL 377/00-10 Uber das gesamte Wachstum darstellt, zu entnehmen
ist, steigen die Polyacetylenkonzentrationen tendenziell bis zur Vollreife an. So ist besonders
die FaDOH-Konzentration zu Beginn des Karottenwachstums relativ hoch, nimmt bis zur
5. Woche kontinuierlich ab, steigert sich in dieser deutlich, um anschlieBend wieder sehr
stark abzufallen und schlieBlich bis zur 9. Wachstumswoche stark anzusteigen. Ab dieser
stabilisiert sich die FaDOH-Konzentration auf einem etwas niedrigeren Niveau bis zur finalen
Ernte in der 12. Woche. Ebenso wie beim Falcarindiol verhalten sich die Konzentrationen
des Falcarinol. Auch diese steigen sprunghaft in der 8. Wachstumswoche an und sinken bis
zur finalen Ernte leicht ab. Das Falcarindiol-3-Acetat ist nur in verschwindend geringen
Konzentrationen zu  finden.  Erstaunlich ist auBerdem die relativ geringe
Falcarindiolkonzentration zum Zeitpunkt der finalen Ernte. Diese liegt mit ca. 11 mg/100 g
FM deutlich niedriger als die FaDOH-Konnzentration in der Kulturm&hre “Rotin”.
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Abbildung 4-5-10:  Gemittelte Polyacetylenkonzentrationen in mg/100 g FM aus funf Einzelpflanzen (ab der 8.
Wachstumswoche) des Wildmohrengenotyps GRCGGB 11057 fiir jede der 11 Erntestadien bei einer
Wachstumsdauer von 12 Wochen

In der Abbildung 4-5-10 sind die Polyacetylengehalte wéhrend des gesamten Wachstums
des Wildmohrengenotyps GRCGGB 11057 aufgefUhrt.  Falcarindiol weist zu
Wachstumsbeginn eine geringe Konzentration auf. In der achten Wachstumswoche, in
welcher von Mischproben aus Blatt- und Wurzelmaterial auf Einzelpflanzenanlytik der
Karottenwurzel umgestellt wurde, steigt der Gehalt sprunghaft an. Von diesem, mit einer
Konzentration von ca. 14 mg/100g FM recht hohen Niveau steigern sich die FaDOH-
Konzentrationen bis zur letzten Ernte in der 12. Woche auf einen Gehalt von ca. 24 mg/100 g
FM. Zu beachten ist die Standardabweichung im letzen Wachstumsstadium, welche auf
groBe Konzentrationsunterschiede in den funf Einzelpflanzen zurlickzufiihren ist und in den
vorherigen Wachstumsstadien nicht zu finden war. Die Konzentrationen von FaOH und
FaDOH-3-Acetat sind bis zur 8. Wachstumswoche verschwindend gering, wahrend sie ab
dieser geringfligig ansteigen und zum letzten Erntetermin noch etwas ansteigen.
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5 Diskussion

5.1 Methodenentwicklung

Wie unter Punkt 3.4.3 beschrieben, sind zurzeit in der Literatur nur Methoden zur getrennten
Extraktion von Carotinoiden und Polyacetylenen aus der Karottenmatrix beschrieben. Es ist
bisher keine simultane Extraktion fiir diese beiden chemischen Stoffe bekannt. Die
Konzeption der Versuche flihrte aufgrund der erforderlichen Einzelpflanzenanalytik zu
immensen Probenmengen. Nur so konnten valide Daten generiert werden, um fundierte
Aussagen sowohl (ber die Variation der Inhaltsstoffe in 100 Genotypen Kulturm&hren als
auch in 104 Genotypen Wildmohren treffen zu kédnnen. Auch konnte eine verlassliche Basis
flr Rickschlisse des Standorteinflusses auf das Inhaltsstoffspektrum in Méhren und dessen
Variationen geschaffen werden und die Bildungszeitpunkte von Carotinoiden und
Polyacetylenen in zwei Sorten Kulturmdhren genauer bestimmt werden. Um die Analyse der
Probenmengen mit den vorhandenen Ressourcen in der erforderlichen Zeitndhe zur Ernte
bewdltigen zu konnen, war es notwendig den sehr aufwandigen Prozess der
Probenaufarbeitung zu beschleunigen. Ziel war es dariiber hinaus, neben den Faktoren Zeit
und Ressourcen den menschlichen Fehlerfaktor zu minimieren. Bei der gleichzeitigen Ernte
gréBerer Probenmengen ist es bei der Anwendung bekannter Methoden nur mit erheblichem
Personaleinsatz moglich, die Proben weitgehend gleichartig und zeitnah ohne Verluste zu
bearbeiten und zu analysieren. Eine zeitliche Streckung der Aufarbeitung und Analysen und
die damit verbundenen langen Standzeiten des Probenmaterials bergen die Gefahr eines
nicht verldsslich quantifizierbaren Abbaus der zu untersuchenden Inhaltsstoffe infolge
langerer Lagerung.

Bei der Ermittlung der den Anforderungen geniigenden ASE-Methode, basierend auf der
Methode von Breithaupt aus dem Jahr 2004 [Breithaupt, 2004], zeigte sich, dass noch ein
Optimierungsbedarf der Methode fiir die Carotinoidextraktion bestand. Gleichzeitig wurde
eine ASE-Methode fir die Extraktion der Polyacetylene aus gefriergetrocknetem
Karottenpulver entwickelt. Aus Vorversuchen zur Aufbereitung des Probenmaterials ergab
sich die Erkenntnis, dass aus gefriergetrocknetem Pulver im Vergleich zu Saft oder
Frischmaterial zum einen deutlich mehr Carotinoide und Polyacetylene herausgelést werden
konnten, zum anderen das gefriergetrocknete Pulver durch die Eigenschaften des Pulvers
und dessen guter Durchmischbarkeit die représentativste Mischprobe aus dem jeweiligen
Ausgangsmaterial darstellte. Uberdies war gefriergetrocknetes Pulver sehr gut zu lagern und
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fihrte durch die Gefriertrocknung zu einer Reduktion des a,-Wertes, was wiederum
potenziell die Senkung der Enzymaktivitat zur Folge hat.

Der Vergleich der Ergebnisse der Extraktionen nach der hier entwickelten ASE-Methode mit
denen, die aufgrund der in der Literatur beschriebenen gangigen Extraktionsmethoden zu
erreichen waren, zeigte eine deutliche Uberlegenheit der hier angewandten Methode. Es
konnten deutlich mehr Carotinoide und Polyacetylene aus den Proben herausgeldst werden,
als dies in herkémmlicher Weise méglich war. Hinsichtlich der Carotinoidextraktionen war
dies nicht weiter verwunderlich, da die ASE-Methode einerseits mit der SPE- und der
Soxhlet-Methode andererseits verglichen wurde. Bei der SPE-Methode werden die
Carotinoide ausschlieBlich aus dem Karottensaft herausgeldst, wahrend der Trester
verworfen wird. In diesem sind jedoch, an Proteine gebunden, noch Carotinoide vorhanden,
welche von der Extraktion von vornherein nicht erfasst werden. Bei der Soxhlet-Extraktion
wird versucht, mit kondensiertem n-Hexan Carotinoide aus der gefriergetrockneten
Karottenmatrix herauszulésen. Da jedoch das n-Hexan mit ca. 68 °C auf das Karottenpulver
trifft, ist davon auszugehen, dass dabei ein Teil der hitzelabilen Carotinoide zerféllt. Aufgrund
der groBen Probenmenge stand einer Soxhlet-Extraktion auBerdem entgegen, dass sich der
Extraktionsprozess flr eine Probe Uber 2 Stunden hinzieht. Eine parallele Extraktion von
mehreren Proben mit mehreren Soxhlet-Apparaturen gleichzeitig birgt die Gefahr
unterschiedlicher Extraktionsergebnisse allein infolge kleiner Unterschiede in den Soxhlet-
Apparaturen. Um dadurch mégliche Analysefehler zu minimieren, wéren fiir die gleichzeitige
Aufarbeitung der Proben baugleiche und kalibrierte Soxhlet-Apparaturen erforderlich

gewesen.

Bei dem Vergleich der Ergebnisse nach Extraktion der Polyacetylene mittels der hier
entwickelten ASE-Methode mit den Ergebnissen, die mit den Methoden der SPE und der
Soxhlet-Extraktion erreicht wurden, zeigte sich, dass die ASE-Methode auch hier die deutlich
besseren Extraktionsergebnisse lieferte. Bei der Betrachtung der Chromatogramme der
Extrakte fallt auf, dass bei der Soxhlet-Extraktion die Polyacetylene FaOH und FaDOH
detektiert werden konnten, wahrend bei Extrakten mittels SPE sich ausschlieBlich FaOH
zeigte. Der fehlende Nachweis von FaDOH-3-Acetat in gefriergetrocknetem
Wildmoéhrenpulver nach einer Soxhlet-Henkel-Extraktion beruht wahrscheinlich darauf, dass
die Probeneinwaagen bei allen drei Extraktionsmethoden zum Zweck der besseren
Vergleichbarkeit auf den Wert von 5g Frischgewicht, was einer Einwaage von 0,59
gefriergetrocknetem Pulver bei den Kulturméhren entspricht, festgesetzt wurde und eine
solch geringe Probenmenge fir die Extraktionen von Polyacetylenen nach der Soxhlet-
Henkel Methode nicht ausreicht. Denn die in der Literatur beschriebenen Analysen von
Méhren auf Polyacetylene, die gegenwartig groBtenteils nach Soxhlet-Henkel-Extraktionen
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durchgefiihrt werden [Miladi et al., 2008; Schinkovitz et al., 2008], geben teilweise auch
Gehalte von FaDOH-3-Acetat an. Die Extraktion von Polyacetylenen nach Soxhlet-Henkel
erfasst mithin grundsatzlich auch das FaDOH-3-Acetat.

Die im Vergleich der Ldsungsmittelkombinationen beste Eignung eines Gemisches aus
Essigsaureethylester, Petrolether und Methanol (1:1:1; v/v/v) fir die Extraktion sowohl der
Carotinoide als auch der Polyacetylene dirfte darauf zurlickzuflihren sein, dass es sich um
eine Mischung aus polaren und unpolaren L&sungsmitteln handelt, die das gesamte
Polaritatsspektrum abdeckt.

Die Ergebnisse der Versuche zur Reproduzierbarkeit von Extraktionsergebnissen bei der
entwickelten ASE-Methode zeigten fir Carotinoide und Polyacetylene deutlich
unterschiedliche Werte. Die Extraktionen von Polyacetylenen wiesen mit 5 bis 7 % eine
relativ geringe Schwankungsbreite auf, die sich angesichts der geringen Probenmengen im
Rahmen der unvermeidlichen Messtoleranzen bewegte. Hinsichtlich der Carotinoide war die
prozentuale Schwankungsbreite mit Werten zwischen 10 und 17 % demgegentber deutlich
gréBer. Dies war, wie sich bei naherer Betrachtung herausstellte, darauf zuriickzufiihren,
dass die Carotinoidextrakte ausschlieBlich aus Kulturméhren stammten und sich aufgrund
der hohen Zuckergehalte der Kulturméhren im Laufe der Aufkonzentration der Extrakte im
Rotations-Vakuum-Konzentrator an den Wandungen der braunen ProbengefaBe
Anhaftungen bildeten. Diese offenbar auch mit Carotinoiden versetzten Anhaftungen bei der
sich anschlieBenden Weiterbearbeitung mit frischem Lésungsmittel und Ultraschallbad von
den Wandungen zu I6sen, war nicht immer zu erreichen. Durch diese Verluste waren bei der
Analytik der Proben auf Carotinoide gr6Bere Schwankungen als bei den Polyacetylenen
festzustellen. Fir die Versuche zur Reproduzierbarkeit der ASE in Bezug auf die
Polyacetylene wurde wegen der darin enthaltenen hohen Polyacetylenkonzentrationen
ausschlieBlich Probenmaterial von Wildméhren verwendet. Aufgrund sehr geringer
Zuckerkonzentrationen in diesen Proben traten Probleme wegen Anhaftungen von Extrakten
in ProbengeféBen nicht auf.

Beim Einsatz der hier entwickelten Extraktionsmethode flr die Analytik von Carotinoiden in
Kulturméhren musste infolgedessen nach der Einengung der Proben und bei der
anschlieBenden Uberfiihrung in graduierte Probenrdhrchen in besonderem MaBe auf die
vollstéandige Loésung der Extrakte aus den AuffanggefaBen geachtet werden. Bei den
Analysen fir die Versuche wurde hierauf ein besonders Augenmerk gerichtet und dadurch
versucht, die darauf basierenden Ungenauigkeiten zu minimieren.
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Im Ergebnis kénnen daher sowohl fiir die Analytik der Polyacetylene als auch fiir die
Carotinoidanalytik aus der Probenaufarbeitung resultierende Schwankungen der
Extraktionsgehalte vernachlassigt werden.

Aus den Ergebnissen zur Berechnung der in den Proben verbleibenden Restgehalte an
Carotinoiden und Polyacetylenen ist zu ersehen, dass die entwickelte ASE-Methode, wie
nicht anders zu erwarten, die Carotinoide und Polyacetylene nicht annahernd vollstandig mit
der ersten Extraktion aus dem gefriergetrockneten Karottenpulver herauslésen kann. Die
Unterschiede des Umfangs der Restextrakte zwischen Wild- und Kulturméhren sind bei den
Polyacetylenen durch die héheren Polyacetylengehalte in den Wildmdhren zu erklaren. Bei
ihnen mussten gréBere Mengen Polyacetylene in der gleichen Extraktionszeit wie bei den
Kulturméhren herausgeldst werden, sodass die Aufnahmeféhigkeit der Lésungsmittel eher
nachlieB und daher auch mehr Polyacetylene in der Probe verblieben. Simultan verhielt sich
das Losungsmittelgemisch bei der Extraktion der Carotinoide. Dadurch sind die deutlich
héheren Restkonzentrationen an Carotinoiden in den Kulturm&hren gegenlber den
Wildméhren zu erkléaren.

Bei einem Blick in die Literatur ergibt sich, dass bei den beschriebenen ASE-Methoden zur
Extraktion von Carotinoiden oder Polyacetylenen [Breithaupt, 2004; Pferschy-Wenzig et al.,
2009] ausschlieBlich eine einzige (erste) Extraktion mit der ASE durchgefiihrt wurde. Uber in
den Proben verbliebene Restkonzentrationen an Carotinoiden bzw. Polyacetylenen wurde
allerdings nicht berichtet. Auch bei den Ubrigen in der Literatur beschriebenen
Extraktionsmethoden finden sich keine Angaben Uber restlose Extraktionen oder
Restkonzentrationen im Probenmaterial nach den Extraktionen. Um die Vergleichbarkeit der
mit den vorliegenden Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse mit den in der Literatur
beschriebenen Werten zu wahren, wurden die ermittelten Restgehalte nach einer ersten
Extraktion mittels der hier angewandten ASE-Methode nicht als Korrekturfaktoren in die
Berechnung der absoluten, auf das Frischgewicht der Proben bezogenen Konzentrationen
mit einbezogen. Gegen eine Einbeziehung eines generellen Korrekturfaktors fur die von der
Extraktion nicht erfassten, in den Proben verbleibenden Restegehalte spricht vor allem, dass
ein solcher Faktor nicht die konkreten Werte flr jede analysierte Probe wiedergibt, sondern
einen aus den Versuchen an drei Genotypen gewonnenen Durchschnittswert darstellt.
Gleichwohl kann fiir die Beurteilung der realen Gehalte von Carotinoiden und Polyacetylenen
in den untersuchten Karotten nicht nur linear von in den Ergebnistabellen wiedergegebenen
Werten ausgegangen werden. Vielmehr muss berlicksichtigt werden, dass Korrekturfaktoren
fir nicht erfasste Restkonzentrationen in die Berechnungen mit einflieBen und die ermittelten
Konzentrationen entsprechend erhdéht werden muissen. Als Anhalt fir die GréBenordnung



5 Diskussion 167

der Korrekturfaktoren kénnen die hier im Zuge der Methodenentwicklung festgestellten
Werte fur Restkonzentrationen genommen werden.

5.1.1 Aufkonzentration der Proben durch den Rotations-Vakuum-Konzentrator

Die nach der Extraktion mittels ASE folgende Einengung der Proben mit einem Rotations-
Vakuum-Konzentrator flgt sich passgenau in den Fluss einer automatisierten und
beschleunigten Probenaufarbeitung ein. Dafur kénnen die gewonnenen Extraktlésungen in
den AuffanggeféaBen verbleiben, was Ressourcen spart und menschliche Fehlerquellen beim
Umflllen vermeidet. Der Gefahr eines nicht kontrollier- und messbaren Abbaus der
Zielsubstanzen kann durch auf die Lésungsmittel und Zielsubstanzen optimal zugeschnittene
Temperaturwahl und Dauer des Vorgangs begegnet werden. Die untersuchten Alternativen
dazu stellen sich séamtlich als aufwandiger und fehleranfélliger dar.

Der sich der Extraktion durch die ASE anschlieBende Schritt der Probenaufkonzentration
wurde durch die Wahl eines Rotations-Vakuum-Konzentrator deutlich stérker automatisiert
als es mit den ,Ublichen* Methoden mdglich gewesen ware. So sind die Verfahren des
Rotationsverdampfers und das der Probeneinengung durch Stickstoff deutlich zeit- und
kostenintensiver. Beide Verfahren bendtigen die standige Aufsicht eines Mitarbeiters, im Fall
der Stickstoffverdampfung sind groBe Mengen an Stickstoff nétig. Bei der sehr verbreiteten
Nutzung des Rotationsverdampfers werden die Extrakte zusatzlich bis zur Trockne
eingeengt und anschlieBend im FlieBmittel der HPLC-Anlage aufgenommen. Durch dieses
Einengen bis zur Trockne wird den Substanzen die natirliche Hydrathllle genommen und
somit auch der Schutz vor Oxidationsreaktionen durch Luftsauerstoff. Aus diesem Grund darf
der angewendete Aufkonzentrationsschritt nicht bis zur vollstandigen Trockne durchgefuihrt
werden. Durch die Verwendung des Rotations-Vakuum-Konzentrator kénnen, wie schon
angesprochen, sechs Proben simultan eingeengt werden, ohne dass Stickstoff oder eine
Beaufsichtigung notwendig ist. AuBerdem ist es mdglich, durch entsprechende
Erfahrungswerte die Laufzeit des Gerates auf eine fur die Proben optimale Zeit einzustellen,
sodass die, wie in diesem Fall, gewlinschte Menge von ca. 2 ml in den Auffangglasern aus
der ASE, welche durch einen speziellen Einsatz direkt in den Rotations-Vakuum-
Konzentrator eingesetzt werden kénnen, verbleibt. Durch den speziellen Einsatz fiir den
Rotations-Vakuum-Konzentrator war es mdglich, dass die Probengléschen aus der ASE-200
exakt in die Aussparungen des Rotors hineinpassten, hierdurch konnte neben der
Einsparung eines weiteren Arbeitsschrittes, dem Umfillen der Proben, auch eine potenzielle
Fehlerquelle, welche durch Verschitten der Probe oder das Zurlickbleiben von
Probenmaterial in dem Probenglaschen entstehen kdénnte, eliminiert werden.
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5.1.2 HPLC-Methoden zum Nachweis von Carotinoiden und Polyacetylenen

Die Optimierung der Analysen bei der Detektion mittels HPLC hatte in erster Linie die
Beschleunigung des Prozesses zum Ziel. Die Auswertung der Chromatogramme ergab eine
saubere Trennung der Peaks sowohl bei den Carotinoiden als auch bei den Polyacetylenen.
AuBerdem fuhrte die Beschleunigung nicht zu einer merklichen Verschlechterung der
maximalen prozentualen Standardabweichungen, die mit Werten fir Lutein von 0,27 %, flr
a-Carotin mit 0,46 %, flr B-Carotin mit 0,19 % und flr Lycopin mit 2,19 % sehr gering
ausfielen. Die Standardabweichungen bei den Werten fir Polyacetylene (FaOH mit 2,47 %,
FaDOH mit 1,52 % und FaDOH-3-Acetat mit 3,14 %) fielen demgegeniber nur geringfligig
hoéher aus. Diese im Rahmen der Messtoleranzen liegenden Werte fiir 10 Injektionen aus
einem Vial bestatigten, dass die Optimierung keinen merklichen Einfluss auf die
Messergebnisse hatte. Die Abweichungen konnten daher bei der weiteren Betrachtung
vernachlassigt werden.

Durch die deutliche Beschleunigung der HPLC-Messungen bei einer gleichzeitig scharfen
Trennung der Zielsubstanzen war eine effizientere Analysemethode gefunden, die
insbesondere durch die Beschleunigung Zeit und Ressourcen (L&sungsmittel) sparte. Sie
erhdhte die Analysekapazitdten durch schnellere Bearbeitung der einzelnen Proben in
erheblichem AusmaB. Fir die hier erforderliche umfangliche Analytik stellte sich die
Optimierung als geeignetes Mittel dar.

5.1.3 Validierung der entwickelten ASE-Methode

Die in zeitlicher Nahe und mit sehr &hnlichen Methoden von Pferschy-Wenzig et al. zur
Konzentration von FaOH in der Kulturmdhre ‘Nerac F1° gewonnenen Werte boten die
M@oglichkeit zum  unmittelbaren Vergleich der Ausbeuten bei zwei &hnlichen
Extraktionsmethoden aus der identischen Kulturméhrensorte. Die im Ergebnis festgestellten
Unterschiede der Gehalte lagen im Bereich der Analysetoleranzen (7,07 %). Damit bestétigte
sich, dass die Extraktion von FaOH aus Karottenmaterial mittels ASE nach der hier
entwickelten Methode unter der gleichzeitigen Extraktion von Carotinoiden nicht leidet. Eine
gleichzeitige Extraktion von Polyacetylenen und Carotinoiden mit der hier entwickelten ASE-
Methode ist im Verhaltnis zur Einzelextraktion nicht weniger ergiebig und bei einer auf hohe
Durchsatze ausgerichteten Analytik mit demselben Grad an Verlasslichkeit und
Vergleichbarkeit wie die flr Polyacetylene und Carotinoide unabhéngig voneinander
vorgenommenen Extraktionen einsetzbar. Allerdings bedarf es bei gleichzeitiger Extraktion
nur des halben Aufwandes an Zeit und Ressourcen.
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Die im Zuge der hier durchgeflihrten Analysen auf Polyacetylene entwickelten
Umrechnungsfaktoren zur Ermittlung des Gehaltes je 100 g Frischmasse wurden bestéatigt.
Denn die Konzentrationswerte fiir FaOH, die hier nach exakter Versuchsdurchfiihrung, wie
bei Pferschy-Wenzig beschrieben, ermittelt und mit den eigenen Umrechnungsfaktoren
errechnet wurden, stimmten mit den von Pferschy-Wenzig publizierten Werten nahezu
vollstandig Uberein. Umrechnungsfehler, die die ermittelten Ergebnisse verfalschen kénnten,

kénnen fir die weitere Betrachtung mithin als ausgeschlossen angenommen werden.

5.1.4 Tiefkdhllagerung

Aus den unter Punkt 4.1.1 beschriebenen Ergebnissen der Lagerstabilitdt von
gefriergetrocknetem Karottenpulver in Bezug auf die Carotinoid- und
Polyacetylenkonzentrationen ist ersichtlich, dass die Carotinoide unter den gewahlten
Bedingungen deutlich lagerstabiler sind als die Polyacetylene. Wé&hrend es empfehlenswert
ist die Carotinoidanalytik, einschlieBlich etwaiger Wiederholungen, spéatestens vier Monate
nach der Vermahlung des Probenmaterials abgeschlossen zu haben, da ansonsten das
Risiko von Konzentrationsschwankungen und damit einer Verfélschung der
Analyseergebnisse  steigt, finden sich bei den  Polyacetylenen  deutliche
Konzentrationsschwankungen schon friiher. Bei diesen ist es somit ratsam, die Analysen auf
Polyacetylene spéatestens drei Monate nach der Vermahlung des gefriergetrockneten
Probenmaterials abgeschlossen zu haben, da es sonst zu deutlichem Abbau der
Polyacetylene im Material kommt und somit die Ergebnisse stark verfalscht werden kénnen.

Diese Empfehlung deckt sich mit den Ergebnissen von Kreutzmann et al. 2007(b) zum
Einfluss der Tiefklhllagerung auf die Veranderung der Polyacetylengehalte. Er kam zu dem
Schluss, dass die Langzeitlagerung einen groBen Einfluss auf die Konzentration von
Falcarindiol hat. Seine Versuche zeigten, dass nach 8 Monaten Tiefkiihllagerung sowohl bei
geschredderten Karotten als auch bei Karottensticks der Gehalt von Falcarindiol um 80 %
reduziert war. Die ermittelten Werte nach viermonatiger Lagerung wurden aufgrund der
genetischen Variabilitdt des Probenmaterials als nicht valide verworfen [Kreutzmann et al.,
2007(b)]. Im Unterschied zur konkreten Bestimmung der Abbauraten von Polyacetylenen in
gefrorenem Karottenfrischmaterial dienten die Gefrierversuche an gefriergetrocknetem
Karottenpulver der Bestimmung der Lagerstabilitdt von diesem Material. Es wurden keine
konkreten Abbauraten bestimmt, sondern die Zeitpunkte ermittelt, an welchen sich die
Konzentrationen bei Carotinoiden und Polyacetylenen signifikant veranderten. Gleichwonhl
konnte jedoch die Feststellung von Kreutzmann et al. 2007 [Kreutzmann et al., 2007(b)] zum
erheblichen Abbau des Falcarindiolgehaltes in Mohren bei langerer Tiefkiihllagerung
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bestatigt werden. Das Phanomen war auch in gefriergetrocknetem Karottenpulver
festzustellen. Als Konsequenz ergibt sich daraus, dass fir eine valide Bestimmung von
Polyacetylenkonzentrationen in Méhren eine mdéglichst umgehende Analytik notwendig ist,
da es sonst nach spéatestens drei Monaten zum Abbau der Polyacetylene und damit zur
Verfélschung der Ergebnisse kommt.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse wurden alle hier dargestellten Carotinoid- und
Polyacetylenanalysen in Zeitrdumen deutlich unter zwei Monaten nach der Vermahlung der
gefriergetrockneten Karotten durchgefuhrt. Ausgehend von den Ergebnissen des
Tiefkuhllagerungsversuchs wurde daher kein Korrekturfaktor fir Lagerungsverluste in die
abschlieBende Berechnung der Carotinoid- und Polyacetylenkonzentrationen einbezogen.

5.1.5 Restfeuchtegehalt des gefriergetrockneten Karottenpulvers

Die Versuche zum Restfeuchtegehalt des Karottenpulvers nach Gefriertrocknung ergaben
deutliche Unterschiede zwischen dem Material aus Wild- und Kulturméhren. Die
untersuchten Proben von finf verschiedenfarbigen Kulturmdhren wiesen Restfeuchtegehalte
zwischen 4,5 und 7 % auf. Die untersuchte Mischprobe aus Wildméhren hatte nur einen
Restfeuchtegehalt von 2,5 %. Auch wenn mit finf Proben aus Kulturméhren nur eine
reprasentative Stichprobe aus der Gesamtheit von 100 auf den Restwassergehalt untersucht
wurde, muss davon ausgegangen werden, dass in gefriergetrocknetem Pulver von
Kulturméhren generell wegen ihres im Verhéltnis zu Wildméhren héheren relativen
Wassergehalts des Frischmaterials bei gleicher Dauer der Gefriertrocknung hdhere
Wassergehalte verbleiben als dies bei gefriergetrocknetem Pulver von Wildmdéhren der Fall
ist. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden die Unterschiede im Restfeuchtegehalt des
untersuchten Karottenpulvers nicht durch einen Korrekturfaktor in die Berechnungen
einbezogen. Die Schwankungen der Restfeuchtegehalte bei Pulver aus Kulturm&hren waren
einerseits zu groB, der Probenumfang andererseits zu klein, um einen validen Mittelwert als
Korrekturfaktor bilden zu kénnen. Von den Wildmohren stand wegen der geringeren
Biomasse der Wurzeln eine deutlich geringere Menge Probenmaterial zur Verfligung, sodass
eine Validierung des Ergebnisses ausfiel. Die Datenbasis war infolgedessen nicht valide.
Darilber hinaus lagen die Restfeuchtegehalte sowohl fir Kultur- als auch fir Wildméhren nur
im einstelligen Bereich. Als Einflussfaktoren lagen die Ungenauigkeiten damit noch im
Rahmen des bei der Analytik zu erwartenden Schwankungsbereiches. Bei der Berechnung
der Absolutgehalte in mg/100 g FM wurden die Restfeuchtegehalte daher vernachlassigt.
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5.2 Erster und zweiter Assoziationsversuch

5.2.1 Erster Assoziationsversuch

5.2.1.1 Verteilungsmuster der Carotinoidkonzentrationen in 100 Kulturm&hrengenotypen

Der Erkenntnis von Mehwald [Mehwald, 1965], dass die Bodenart signifikanten Einfluss auf
die Carotinoidkonzentration hat, wohingegen weder die Sonnenscheindauer noch die
Niederschlagssumme einen nachweisbaren Einfluss auf die Carotinoidkonzentrationen
haben, wurde dadurch Rechnung getragen, dass eine einheitliche und reproduzierbare
Bodenmischung verwandt wurde. Damit wurde der Einfluss des Bodens auf die ermittelten
Carotinoidkonzentrationen fiir alle Genotypen vereinheitlicht.

Die jahreszeitlichen Einflisse von Licht und Temperatur wurden durch zusétzliche
Assimilationsbeleuchtung und Klimatisierung der Gewachshauskabinen kompensiert. Um
den Stress von Schadlingsbefall weitgehend auszuschlieBen, wurden Pflanzenschutzmittel
eingesetzt. Insgesamt fand das Pflanzenwachstum mithin unter definierten,
nachvollziehbaren Bedingungen statt, die fir alle angepflanzten Genotypen gleich waren.
Keine Berilcksichtigung fand der Umstand, dass mdglicherweise einzelne Genotypen
aufgrund genetischer Disposition auf die vorgegebenen auBeren Bedingungen durch
besonders ausgepragte und von dem Optimum abweichende Ausbildung der untersuchten
sekundéren Pflanzeninhaltsstoffe reagierten.

Die Wahl der maximalen Tagesh&chsttemperatur von 20 °C und einer ausreichenden und
gleichméaBigen Tropfchenbewasserung beriicksichtigt die Erkenntnisse von Roux aus dem
Jahr 1965. Danach férdern hohe Temperaturen und geringe Wasserverflgbarkeit die Reife
der Karottenwurzel und damit auch die Bildung von Carotinoiden, wéahrend hohe
Wasserverfligbarkeit und niedrige Temperaturen die Reife behindern und somit auch den
Carotinoidgehalt negativ beeinflussen [Roux, 1965].

Die individuelle Reifedauer der einzelnen Genotypen aufgrund der variierenden Genetik und
die damit verbundenen, fiir die Carotinoidbildung optimalen Kultivierungsdauern (vergleiche
Banga et al., 1955) [Banga et al., 1955] sind fir einen GroBteil der am Versuch beteiligten
Genotypen nicht bekannt. Der fur die Carotinoidbildung jeweils optimale Erntezeitpunkt fand
bei der Ernte der Versuchspflanzen keine Berlicksichtigung. Alle angebauten Genotypen
Kulturméhren wurden zum selben Zeitpunkt gesat und zum selben, an der regelmaBigen
Reifedauer von Kulturméhren orientierten Zeitpunkt geerntet. Auch insoweit war Ziel der
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Untersuchung nicht die Feststellung des nach den Spezifika des jeweiligen Genotyps
optimalen Gehaltes an den untersuchten Inhaltsstoffen, sondern die Herstellung einer
gréBtmdglichen Vergleichbarkeit der duBeren Bedingungen, um so die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse zu optimieren.

Mit einem einheitlichen Erntezeitpunkt wurde dartber hinaus dem in der Literatur
beschriebenen Phanomen begegnet, dass Polyacetylene wahrend des
Wachstumsprozesses der Karotten gebildet werden und somit der Zeitpunkt der
Probennahme/Ernte bzw. der Analyse einen groBen Einfluss auf die gemessene
Konzentration der Polyacetylene hat [Kreutzmann et al., 2008; Kidmose et al., 2004; Lund
und Bruemmer, 1991; Lund und Marion, 1990]. Damit wird dieser Einfluss auf die absoluten
Polyacetylengehalte und auf das Verhaltnis der einzelnen Polyacetylene in den Genotypen

sowie in den einzelnen Pflanzen ausgeschlossen.

In den gefriergetrockneten Karottenproben nehmen sowohl die Carotinoid- als auch die
Polyacetylenkonzentrationen wahrend deren Lagerung im Tiefklhlschrank ab (siehe 4.1.1).
Um die Abbauraten gering zu halten, wurden die Proben unverziiglich nach der Vermahlung
analysiert und das Probenmaterial kontinuierlich bei -68 °C gelagert. Gleichwohl konnte nicht
vermieden werden, dass sich sowohl Carotinoide als auch Polyacetylene innerhalb der Zeit
zwischen der Ernte und der Analyse abbauten. Die dadurch eingetretenen Ungenauigkeiten
konnten angesichts des geringen “Schwundfaktors” aber vernachlassigt werden.

Schwierigkeiten mit der Lycopinanalytik wahrend des ersten Assoziationsversuches fiihrten
dazu, dass die ermittelten Daten zu den Lykopinkonzentrationen als nicht hinreichend valide

verworfen wurden.

Bei der Betrachtung der Carotinoidkonzentrationen von 100 Genotypen Kulturméhren fallt
besonders die groBe Bandbreite der Konzentrationen auf. Diese reichen von
0,28 mg/100 g FM B-Carotin in dem roten Genotyp Hataka Kintoki bis zu 45,24 mg/100 g FM
B-Carotin in der orangenen Sorte “Santa Cruz”. Ausgehend von den in der Literatur [Souci et
al., 2000] beschriebenen durchschnittlichen B-Carotingehalten in den Karottenwurzeln von
12 mg/100 g FM (Inhaltsstoffe der Karotte in 100 g essbarem Anteil) erscheinen die
Konzentrationen der Sorte "Santa Cruz” mit 45,24 mg/100 g FM als deutliche Ausnahmen.
Auch Uber die Angaben von Simon und Wolff und Simon et al. aus den Jahren 1987 und
2000, welche ao- und B- Carotinkonzentrationen in Kulturméhren mit Gehalten von 9-
16 mg/100 g FM vorfanden [Simon und Wolff, 1987; Simon, 2000], gehen die in der Sorte
“Santa Cruz” gemessenen Konzentrationen an -Carotin deutlich hinaus.
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Betrachtet man die statistische Verrechnung, dargestellt in einem Dendrogramm, fallt
besonders auf, dass unter den fliinf Sorten, die sich am stérksten von den restlichen Sorten
unterschieden, neben vier orangenen Sorten auch eine violette Sorte zu finden ist. Diese
Beobachtung wird durch die Aussage von Alsalvar et al. aus dem Jahr 2001 bestatigt. Dieser
fand heraus, dass neben orangenen Karotten auch die violett gefarbten Karotten hohe
Gehalte an B-Carotin enthalten und deren Gehalte z. T. héher als die bei orange gefarbten
Karotten sind [Alasalvar et al., 2001], wobei Anthocyane die typisch orangene Farbe der
Carotinoide tberdecken und somit die Méhren violett/schwarz erscheinen lassen.

Auffallig sind auBerdem die z. T. groBen Schwankungen innerhalb eines Genotyps. Die
Standardabweichungen bei den Konzentrationen an B-Carotin Ubersteigen in einigen Fallen
die  absoluten  Konzentrationen  von  B-Carotin  anderer  Genotypen. Die
Konzentrationsschwankungen zwischen den einzelnen Pflanzen sind bei einigen Genotypen
mithin gréBer als die Unterschiede zu anderen Genotypen. Dass die genetische Variabilitat
in Bezug auf den Carotinoidgehalt in Kulturm&hren sehr grof ist, untersuchten schon 1987
Simon und Wolff. Diese fanden heraus, dass es eine groBe genetische Spannweite allein bei
den orangenen Karotten, also den Karotten, die durch den Menschen dem héchsten
zlichterischen Einfluss unterliegen, gibt [Simon und Wolff, 1987].

Die Ergebnisse des ersten Assoziationsversuches zeigen, dass Kulturméhren eine groBe
Bandbreite an Carotinoidkonzentrationen aufweisen und innerhalb einzelner Genotypen
erhebliche Schwankungen bei den Carotinoidgehalten auftreten. Die starken
Konzentrationsunterschiede zwischen den untersuchten Genotypen sind auf den Einfluss der
genetischen Veranlagung zur Ausbildung von Carotinoiden zuriickzufiihren.

5.2.1.2 Verteilungsmuster der Polyacetylenkonzentrationen in 100 Genotypen Kulturméhren

Die von Christensen und Kreutzmann 2007 und Kreutzmann et al. 2008 [Kreutzmann et al.,
2008(a); Christensen und Kreutzmann, 2007] gefundenen signifikanten Unterschiede der
Gehalte an Falcarinol, Falcarindiol und Falcarindiol-3-Acetat in unterschiedlichen Genotypen
fanden im ersten Assoziationsversuch im Wesentlichen Bestatigung. Bei den von
Kreutzmann et al. festgestellten Gehalten bei Falcarinol zwischen 2,97 und 6,70 mg/100 g
Frischmasse, bei Falcarindiol zwischen 0,48 und 4,04 mg/100 g FM und beim Falcarindiol-3-
Acetat zwischen 0,51 und 2,16 mg/100 g FM ist zu berlicksichtigen, dass die Studie eine
geringere Bandbreite an Genotypen als hier untersucht betraf. Aufgrund der gréBeren Anzahl
und genetischen Diversitét der untersuchten Genotypen im vorliegenden Versuch ist die
Aussagekraft hinsichtlich der Polyacetylenkonzentrationen in Kulturm&hren deutlich valider
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und zeigt, dass die Diversitat der Gehalte an Polyacetylenen in Kulturméhren noch sehr viel
ausgepragter und von gréBerer Bandbreite ist, als Kreutzmann dies festgestellt hat.

Wird die statistische Verrechnung und die damit verbundene Einordnung der Kulturméhren
nach ihren jeweiligen Gehalten an Polyacetylenen in die Betrachtung einbezogen, so
kristallisieren sich acht Genotypen mit besonders hohen Polyacetylengehalten heraus.
Beachtlich hierbei ist, dass die Sorte mit den héchsten Polyacetylengehalten die violette
Sorte Anthonina ist. Diese Beobachtung bestatigt die Feststellungen von Metzger und
Barnes aus dem Jahr 2009, die zeigten, dass violette Karotten den hdchsten Gehalt an
Polyacetylenen und anderen wichtigen Phytochemicals aufwiesen [Metzger und Barnes,
2009]. Neben der Sorte “Anthonina” sind noch drei weitere violette Karotten unter den acht
Sorten mit den hochsten Polyacetylengehalten zu finden. Auch wenn damit flinfzig Prozent
der Genotypen mit den hdchsten Polyacetylenkonzentrationen violetter Farbe waren,
bedeutet dies aber auch, dass allein aufgrund der violetten Farbe der Wurzel nicht auf einen
besonders hohen Gehalt an Polyacetylenen geschlossen werden darf. Denn die anderen
finfzig Prozent der Kulturm&hren mit dem hdchsten Gehalt an Polyacetylenen waren gelbe
oder orangene Mohren. Insofern bedurfen die Feststellungen von Metzger und Barnes der
Relativierung.

Die Betrachtung der Standardabweichungen bei den gemessenen Konzentrationen der
Polyacetylene bestatigt sehr anschaulich die Richtigkeit der Schlussfolgerungen von
Kreutzmann et al. 2008 zur Varianz innerhalb desselben Genotyps. Sie stellten fest, dass
sowohl bei Karottenschalen als auch bei geschélten Karottenproben innerhalb der
Karottenproben desselben Genotyps deutliche Unterschiede im Polyacetylengehalt auftraten
und gingen angesichts der guten Reproduzierbarkeit ihrer HPLC-Methoden davon aus, dass
der Ursprung der Konzentrationsschwankungen nicht auf einen systematischen Fehler in der
Analysemethode, sondern auf die Unterschiede im Karottenmaterial selbst zurlickzufihren
sind. Sie schlossen daher, dass der Polyacetylengehalt innerhalb eines Genotyps bei
gleichen Anbaukonditionen von Karotte zu Karotte schwankt [Kreutzmann et al., 2008(a)].
Auch wenn die Varianz von Genotyp zu Genotyp unterschiedlich groB ist, kdnnen die Thesen
dazu von Kreutzmann et al. angesichts der Haufigkeit und Deutlichkeit der
Schwankungsbreite bei dem groBen Probenumfang der Untersuchung als bestatigt

angesehen werden.

Die Feststellungen von Crawden et al. 1969, die Polyacetylene in verschiedenen Daucus-
Typen in unterschiedlichen Zusammensetzungen nachwiesen, in allen Genotypen aber das
Polyacetylen Falcarinol fanden [Crowden et al., 1969], werden durch die Ergebnisse dieses
Versuches bestatigt. Alle hier untersuchten 100 Genotypen von Kulturméhren enthielten
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FaOH, wenn z.T. auch nur in sehr geringen Konzentrationen (0,078 mg/100g FM als
Minimum).

Ebenfalls bestatigt werden konnte die Aussage von Czepa, Kidmose und Lund, nach der in
ungeschélten Karotten Falcarindiol als das Polyacetylen mit der héchsten Konzentration
vorkommt [Czepa und Hofmann, 2004; Kidmose et al., 2004; Lund und Marion, 1990; Lund
und Bruemmer, 1991].

Ausgehend von den nachgewiesenen hohen Polyacetylenkonzentrationen in einer Reihe von
Kulturméhrengenotypen stellt sich die Frage, ob diese Genotypen durch einen auffallend
bitteren Geschmack gustatorisch sehr einfach zu identifizieren sind. Dagegen sprechen die
beiden folgenden Umsténde: Zum einen besteht, wie die Auswertung der Daten zeigt, ein
hohes MaB an Wahrscheinlichkeit, dass Kulturméhren mit hohen Konzentrationen an
Polyacetylenen einen hohen Zuckergehalt aufweisen, der den bitteren Fehlgeschmack in
den Karotten durch den SiBgeschmack maskiert. Hinzu kommt, dass die Werte hoher
Konzentrationen an Polyacetylenen innerhalb eines Genotyps haufig mit groBen
Standardabweichungen versehen sind, die z. B. bei der Sorte “Anthonina’ teilweise Uber ein
Drittel der absoluten Konzentration ausmachen. Damit sinkt die Wahrscheinlichkeit, bei der
stichprobenartigen Verkostung eine bittere Méhre zu erhalten in solchem MaBe, dass der fir
die Praxis erforderliche Grad der Verlasslichkeit einer gustatorischen Identifikation erst bei
einer hinreichend groBen Mischprobe erreicht werden kann.

Die z. T. sehr hohen Konzentrationen an Polyacetylenen in einer Reihe von
Kulturméhrengenotypen eréffnen neben dem negativen Effekt des bitteren Fehlgeschmacks
auch positive Mdglichkeiten. So sind die Polyacetylene mit ihrer gesundheitsférdernden
Wirkung in den letzten Jahren stérker in den Fokus auch der pharmazeutischen Industrie
gerlckt. Durch die guten Mdglichkeiten maschineller Bearbeitung sowohl im Feld als auch
bei der spateren Weiterverarbeitung kdnnen Karotten bei der Gewinnung von Polyacetylenen
flr medizinische und therapeutische Zwecke groBe Vorteile bieten. Gegenwartig wird das fur
medizinische und therapeutische Zwecke verwendete Falcarinol hauptséchlich aus
Ginsengwurzeln gewonnen [Hansen und Boll, 1986]. Die Kultivierung von Ginseng ist jedoch
recht kostenintensiv. Hier kénnten Kulturméhren nach der gezielten Selektion von
polyacetylenreichen Sorten eine mdglicherweise wirtschaftlich interessante Alternative zum
Ginseng bieten.
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5.2.1.3 Verrechnung der  Carotinoid- und  Polyacetylenergebnisse in 100

Kulturméhrengenotypen

Bei der Betrachtung der Ergebnisse aus der statistischen Verrechnung von Carotinoid- und
Polyacetylenkonzentrationen in 100 Genotypen des ersten Assoziationsversuchs fiel auf,
dass sich zwar insgesamt flinfzehn Genotypen kaskadenférmig ansteigend von den
restlichen Genotypen in ihren Carotinoid- und Polyacetylenkonzentrationen unterscheiden.
Drei Genotypen ragen aber hinsichtlich ihrer auBerordentlich hohen Gehalte heraus. Bei
diesen handelte es sich zum einen um die beiden AusreiBer "Anthonina” und ‘Landrace” aus
der Verrechnung der Polyacetylendaten, zum anderen um den AusreiBer ‘Santa Cruz’,
welcher bei der Verrechnung der Carotinoiddaten hervorstach.

Bei der Verrechnung zeigte sich auBerdem, dass polyacetylenreiche Sorten durchaus auch
hohe Carotinoidkonzentrationen aufweisen kénnen. Hierdurch kann die schon zuvor
aufgestellte These bestatigt werden, dass nicht nur violett gefarbte Karotten, sondern auch
vollstandig orange geférbte Kulturméhrensorten hohe Polyacetylenkonzentrationen enthalten
kénnen.

5.2.1.4 Verteilungsmuster der fliichtigen Inhaltsstoffe in 100 Kulturméhrengenotypen

Bisher konnten bei rohen Méhren mehr als 90 Aromakomponenten identifiziert werden
[Simon et al., 1980(a); Seljasen et al., 2001(a,b); Rosenfeld et al., 2002; Varming et al.,
2004; Alasalvar et al., 2001; Howard et al., 1995; Shamaila et al., 1996; Alasalvar et al.,
1999; Kjeldsen et al., 2001; Kjeldsen et al., 2003; Buttery et al., 1968; Yoo et al., 1997;
Habegger und Schnitzler, 2005]. Weil sich aber bei JKI-OPV-internen Untersuchungen
herausstellte, dass 23 der Komponenten das Aromaprofil der Karotte fast vollstéandig
abdecken, wurde die Untersuchung auf flichtige Inhaltsstoffe auf die beschrieben 23
flichtige Substanzen beschrénkt. Bei der statistischen Verrechnung dieser Verbindungen fiel
auf, dass 11 Genotypen im Verhaltnis zu den restlichen Genotypen ein stark abweichendes
Aromamuster aufweisen. Eine Korrelation mit einer Wurzelfarbe ergab sich jedoch nicht.
AuBerdem stellte sich heraus, dass das Aromastoffmuster bei Mbéhren zwischen den
einzelnen Genotypen erheblich variiert. Dieses Phanomen hatte 2001 schon Kjeldensen et
al. beschrieben [Kjeldsen et al., 2001].

Das negative Ergebnis der vorliegenden Untersuchung auf Korrelationen zwischen dem
Gehalt an nicht-fliichtigen Inhaltsstoffen in der Wurzel und einem Aromamuster in den
Blattern schlieBt die Mdglichkeit eines Riickschlusses auf die wertgebenden Inhaltsstoffe in
der Karottenwurzel durch die Analyse der flichtige Komponenten im Blatt aus.
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5.2.1.5 Verteilungsmuster der Zucker in 99 Genotypen Kulturmdhren

Wie der Korrespondenzanalyse der Zuckerkonzentrationen in den untersuchten 99
Genotypen Kulturmdhren zu entnehmen ist, lagern sich die meisten Genotypen zwischen
den drei Zuckern an. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da das Disaccharid Saccharose aus
den beiden Monosacchariden Fructose und Glucose besteht und somit sehr eng mit diesen
LverknUpft” ist.

Die nahezu perfekte Normalverteilung der Saccharosekonzentrationen unter den 99
untersuchten Genotypen lasst den Schluss zu, dass die Zichtung kaum gezielten Einfluss
auf den Saccharosegehalt der Kulturmdhren genommen hat oder hat nehmen kénnen.

Die breite Streuung der Konzentrationsbereiche bei den erhobenen Zuckerdaten ist ebenfalls
auffallig. Aus der groBen Streuung und der anndhernden Normalverteilung der
Saccharidkonzentrationen ist abzuleiten, dass der gescreente Pool an Kulturm&hren breit
geféachert ist.

Im Vergleich mit den in der Literatur angegebenen Werten durchschnittlicher
Zuckerkonzentration fur Kulturméhren von 4,8 mg/100 g FM [Souci et al., 2000] sind die im
vorliegenden Versuch festgestellten Werte geringer, wie dem Verteilungsmuster der Tabelle
4.2.1 zu entnehmen ist. Dies ist vor allem durch die Kultivierung im Gewé&chshaus zu
erklaren. Bei einer solchen Kultivierung unterliegen die Karottenpflanzen keinen
Schwankungen im Bereich der Temperatur, Wasserversorgung oder der Mineralstoffe. Alle
Bedingungen sind in den Gewéachshausversuchen so gewahlt, dass sie zu einer optimalen
Entwicklung der Pflanze fuhren. Die natirlichen Schwankungen in der Versorgung mit
Wasser, Nahrstoffen oder bei der Temperatur, wie sie im Freiland zu finden sind und welche
zu erhéhten Zuckerkonzentrationen, z. B. durch Wassermangel oder erhdhte Temperaturen,
fihren kénnen, sind im Gewachshaus ausgeschlossen. Die im Verhaltnis zu den in der
Literatur beschriebenen niedrigen Zuckerkonzentrationen in den 100
Kulturméhrengenotypen sind somit kein Ausdruck von Krankheiten oder anderen Stérungen
in der natlrlichen Entwicklung der Pflanze, sondern Ausdruck fir gleichmaBige
Wachstumsbedingungen im Gewachshaus.

5.2.1.6 Validierung der erhobenen Ergebnisse mittels statistischer Methoden

Nach der Durchfiihrung einer Hauptkomponentenanalyse wird, wie in der Abbildung 4-2-14
dargestellt, ersichtlich, dass es einen logischen Zusammenhang zwischen den Ergebnissen
der durchgefiihrten Analysen auf Carotinoide, Zucker und Polyacetylene sowie deren
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chemischen Eigenschaften aus der Theorie gibt. Es zeigt sich, dass sowohl die beiden
Monosaccharide Glucose und Fructose eng zusammenliegen und das Disaccharid, welches
aus beiden Monosacchariden synthetisiert wird, sehr weit entfernt liegt. Die beiden Carotine
a- und B-Carotin liegen deutlich entfernt vom Xanthophyll Lutein, da dieses im Gegensatz zu
den Carotinen zwei OH-Gruppen besitzt. Plausibel ist ebenfalls, dass alle drei Polyacetylene
sehr dicht nebeneinander in einem Quadranten liegen was durch deren Herkunft aus einer
chemischen Gruppe zu erkléren ist. Somit kdnnen durch das Mittel der statistischen
Verrechnung die erhobenen Daten und ihre Beziehungen untereinander sehr Gbersichtlich
dargestellt und die ermittelten Ergebnisse validiert werden. Da keine Besonderheiten in der
PCA zu finden sind, ist der Schluss zulassig, dass die ermittelten Ergebnisse der Carotinoid-,
Polyacetylen- und Zuckerkonzentrationen logisch verteilt sind und die Analysen damit in sich
schllissige Ergebnisse zeigen.

Aufféllig und auch etwas lberraschend ist bei der PCA die Nahe von Saccharose und den
Polyacetylenen, also von den Geschmackseindriicken siiB und bitter. Die N&he der beiden
chemischen Gruppen weist darauf hin, dass es innerhalb des untersuchten Pools von
Kulturméhren nicht méglich ist, besonders siiBe Karotten zu finden, welche nicht auch einen
gewissen Bittergehalt haben. Dadurch wird die These gestlitzt, dass die durch Polyacetylene
in Karotten hervorgerufenen bitteren Geschmackseindriicke zumindest zu einem guten Teil
durch den Geschmackseindruck sii3 maskiert werden.

5.2.1.7 Ausblick

Uberraschendes Ergebnis des breiten Screenings von 100 Genotypen Kulturmdhren auf
wertgebende Inhaltsstoffe ist, dass diese z.T. sehr hohe Polyacetylenkonzentrationen
aufweisen. Daraus muss flr den Anbau und die Karotten-verarbeitende-Industrie der
Schluss gezogen werden, dass schon bei der Auswahl der Genotypen der Karotten auf
deren genetisch bedingte Polyacetylenkonzentrationen geachtet werden muss, damit es bei
unerwiinschtem Bittergeschmack der Karotten nicht zu wirtschaftlichen Schaden kommt.
Anhaltspunkte Uber die Polyacetylenkonzentrationen in den géangigsten Karottensorten,
welche weltweit angebaut werden sowie deren Carotinoid- und Zuckergehalte finden sich in
der Tabelle A-7-2 im Anhang dieser Arbeit.

Bei der Korrespondenzanalyse der Ergebnisse des Versuchs ist festzustellen, dass die
Polyacetylene und das Disaccharid Saccharose sehr dicht beieinander liegen. Daraus ergibt
sich, dass polyacetylenhaltige Kulturméhren immer Saccharose enthalten. Dieser Umstand
erklart, warum in Kulturméhren der bittere Geschmack der Polyacetylene vielfach gar nicht
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oder nur sehr schwach zu bemerken ist. Die in den Méhren enthaltene Saccharose maskiert
den bitteren Geschmack der Polyacetylene.

Die mit dem Versuch festgestellten z. T. sehr hohen Gehalte von Polyacetylenen in
Kulturméhren geben Anlass, die Méglichkeit der industriellen Gewinnung von Polyacetylen
daraus zu untersuchen. Die Sorte "Anthonina’, welche die hdchsten Polyacetylengehalte
aufwies, ist eine durchgeziichtete Kulturméhre. Sie ist zwar in unseren Breiten nicht sehr
weit verbreitet und findet auch in unseren Klimaten nicht optimale Wachstumsbedingungen
vor, bildet hier jedoch in sehr hohem MaBe Polyacetylene aus. Die Verwendung von
Kulturméhren fir die industrielle Gewinnung von Polyacetylenen hat gegenlber der
Verwendung von Wildméhren den Vorteil bekannter und planbarer Anbau-, Ernte- und
Verarbeitungsmethoden und den Vorteil der im Verhaltnis zu Wildméhren deutlich héheren
Ausbeuten an Biomasse der Einzelpflanzen.

5.2.2 Zweiter Assoziationsversuch

5.2.2.1 Verteilungsmuster der Carotinoidkonzentrationen in 104 Wildmdhrengenotypen

Werden die statistischen Verrechnungen der Carotinoidwerte genauer betrachtet, ergeben
sich sechs Wildmbéhrengenotypen mit erstaunlich hohen B-Carotinkonzentrationen. So liegen
die héchsten B-Carotingehalte bei 69,96 mg/100 g FM und damit deutlich Uber der héchsten
gemessenen B-Carotinkonzentration bei den Kulturmdhren. Dies ist besonders
Uberraschend, da die Wildméhren in aller Regel weiBe Fadenwurzeln ausbilden. Allerdings
kann die hohe Konzentration an B-Carotin an der Wurzel des Genotyps 171 auBerlich
erkannt werden. Anders als die meisten Wildtypen bildet dieser Genotyp Wurzeln in rétlicher
Farbe aus und weist eine gréBere Biomasse auf (siehe Abbildung A-7-33 im Anhang).

Ebenso erstaunlich wie die sehr hohen B-Carotinkonzentrationen ist die Anwesenheit von
Lycopin in zwei Genotypen. Dies war jedoch weder von auBen noch bei der
aufgeschnittenen Wurzel innen zu erkennen. Die fehlende Sichtbarkeit der roten Farbe des
Lycopins ist mit den sehr geringen Konzentrationen von 0,06 und 0,54 mg/100g FM zu
erklaren.

Zu beachten sind auBerdem die z. T. starken Standardabweichungen. Diese sind in einigen
Fallen innerhalb des Genotyps gréBer als die Unterschiede zwischen den Genotypen. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit dem Umstand der teilweise erheblichen
Standardabweichungen bei den Carotinoidkonzentrationen in Kulturméhren. Das lasst den
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Schluss zu, dass es zur genetischen Disposition von Moéhren insgesamt gehort, dass der
Carotinoidgehalt innerhalb eines Genotyps von Pflanze zu Pflanze in erheblichem Umfang

variieren kann.

5.2.2.2 Verteilungsmuster der Polyacetylenkonzentrationen in 104 Wildméhrengenotypen

Hinsichtlich der Polyacetylene sind eine Reihe von Phdnomenen in Wildméhren ebenso zu
beobachten wie in Kulturm&hren. So trifft der generelle Befund von Czepa, Kidmose und
Lund fur Kulturmdhren, wonach in ungeschélten Karotten Falcarindiol das Polyacetylen mit
der héchsten Konzentration war [Czepa und Hofmann, 2004; Kidmose et al., 2004; Lund und
Marion, 1990; Lund und Bruemmer, 1991], auch auf den hier untersuchten Pool an
Wildmohren zu. Die Ergebnisse der Untersuchung von Crowden aus dem Jahr 1969,
wonach sich die Polyacetylenzusammensetzung zwischen den unterschiedlichen Genotypen
von Kulturméhren unterschieden und wonach allen Genotypen Kulturméhren die Prasenz
des Polyacetylens Falcarinol gemeinsam war, [Crowden et al., 1969], treffen auch auf die
hier untersuchten Wildméhren zu. Die Aussage Kreutzmanns, dass die Gehalte fiir FaOH,
FaDOH und FaDOH-3-Acetat sich in Kulturmdhrengenotypen signifikant unterscheiden
[Kreutzmann et al., 2008(a)], konnte auch bei den Wildmé&hren festgestellt werden.

Das nicht nur fir Carotinoide, sondern auch bei Polyacetylenen fir Kulturmdhren
beschriebene Phanomen, dass innerhalb der Karottenproben desselben Genotyps deutliche
Unterschiede auftreten [Kreutzmann et al., 2008(a)], findet eine Entsprechung bei den hier
untersuchten Wildméhren. Der Schluss, dass der Polyacetylengehalt innerhalb eines
Genotyps bei gleichen Anbaukonditionen von Karotte zu Karotte schwankt, gilt grundséatzlich
also auch fiir Wildméhren.

Bestatigt werden konnten die 2005 von Baranska und Schulz sowie Schulz et al.
durchgefiihrten Screeningstudien von unterschiedlichen Genotypen, welche zu dem Schluss
kamen, dass der Gehalt an Polyacetylenen in den Wildformen deutlich héher liegt als in den
kultivierten Karotten [Baranska und Schulz, 2005; Schulz, 2005]. Die Verknipfung der hier
vorgestellten Ergebnisse der Analysen von Kultur- und Wildméhren bestatigen dies teilweise.
Wie sich aus Tabelle 4-3-5 sehr anschaulich ergibt, haben viele Wildformen deutlich héhere
Polyacetylengehalte als Kulturméhren. Allerdings sind in einem weiten Bereich der
gemessenen Konzentrationen an Polyacetylenen sowohl Kultur — als auch Wildméhren
vertreten. Aus dieser Abbildung geht ebenfalls sehr deutlich hervor, dass bei FaDOH sehr
viele Wildmdéhren mit sehr hohen Konzentrationen zu finden sind, wahrend bei FaDOH-3-
Acetat und FaOH schon deutlich mehr Kulturméhren mit hohen Konzentrationen aufzufinden
sind. Eine generelle Aussage, der Gehalt an Polyacetylenen in den Wildformen liege deutlich
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hoéher als in den kultivierten Karotten [Baranska und Schulz, 2005; Schulz, 2005] kann nach
den Ergebnissen dieser Assoziationsstudie nicht bestéatigt werden. Bei Betrachtung von 204
Genotypen Wild- und Kulturméhren ergibt sich ein deutlich differenzierteres Bild im Hinblick
auf die Konzentrationen von Polyacetylenen und die Uberraschende Erkenntnis, dass die
Polyacetylengehalte einer ganzen Reihe von Kulturméhren gréBer sind als die einer Vielzahl
von Wildméhren. Eine sorgfaltige Einzelbetrachtung der konkreten Genotypen ist daher

vonnéten.

Die in der Literatur fir Kulturméhren beschriebenen konkreten Polyacetylengehalte, welche
Kreutzmann et al. 2008 verdéffentlichten [Kreutzmann et al., 2008(a)], wurden bei den hier
vorgenommenen Untersuchungen an Wildméhren erwartungsgemdB bei Weitem
Uberschritten.

Werden die tabellarisch aufgefiihrten Polyacetylenkonzentrationen fir die 104 untersuchten
Genotypen Wildmoéhren (siehe Anhang A-7-3) mit dem in der Tabelle 3-4-1 ermittelten
Wassergehalt fir Wildméhren in Verbindung gebracht und in Relation zu den Werten fir die
Kulturméhren gesetzt (siehe Anhang A-7-1), so féllt auf, dass die Kulturmohren generell
deutlich héhere Wassergehalte haben und somit die Wildmé&hren, berechnet auf deren
Trockensubstanz, deutlich héhere Polyacetylengehalte aufweisen. Der absolute Gehalt an
Polyacetylenen je Karottenwurzel wird aber durch die deutlich hdheren Biomassen, welche
die Wurzel der Kulturméhre durchgéngig aufbringt, im Verhaltnis zu dem absoluten Gehalt
an Polyacetylenen je Wurzel in Wildméhren wieder angeglichen. Dieser Umstand ist bei den
Uberlegungen zu einer mdglichen industriellen Nutzung von Wildméhren als Lieferanten fir
Polyacetylene zu beachten.

5.2.2.3 Verrechnung der Konzentrationen von Carotinoiden und Polyacetylenen in 104

Genotypen Wildmdéhren

Bei der Verrechnung der Carotinoid- und Polyacetylenkonzentrationen war vor allem
auffallig, dass die meisten AusreiBer hohe Polyacetylengehalte aufwiesen, wahrend nur zwei
Genotypen deutlich erhohte Carotinoidgehalte zeigten. Eine weitere Besonderheit war der
Umstand, dass es zumindest einen Genotyp unter den Wildmoéhren, die Nummer 159, gab,
welcher gleichzeitig hohe Polyacetylen- und Carotinoidgehalte aufwies. Erstaunlich an den
Carotinoidgehalten dieses Genotyps war, dass der B-Carotin- und FaDOH-Gehalt deutlich
héher lagen als bei dem starksten AusreiBer, welcher bei den Kulturm&hren in der
Verrechnung der Carotinoide und Polyacetylene festgestellt werden konnte. Besonders der
hohe B-Carotingehalt ist fir Wildméhren erstaunlich, da diese fir gewdhnlich weif3 sind und
kaum bemerkenswerte Carotinoidgehalte aufweisen. Insgesamt sind Genotypen von
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Wildmohren vorhanden, von welchen aufgrund der weiBen Farbe erwartet wird, dass diese
nur sehr geringe Carotinoidkonzentrationen haben, gleichwohl deutlich hdéhere
Carotinoidkonzentrationen als vollstandig orange durchgeférbte Kulturméhren bei einem
gleichzeitig sehr hohen Polyacetylengehalt aufweisen. Ein sicherer Schluss aus dem
auBeren Bild der einzelnen Genotypen Wildméhren auf deren Gehalte an Carotinoiden und
Polyacetylenen ist daher nicht méglich. Auch hier ist eine sorgféltige Einzelbetrachtung der
Analysen der Inhaltsstoffe der konkreten Genotypen angezeigt.

5.2.2.4 Validierung der erhobenen Ergebnisse

Bei der Validierung der ermittelten Ergebnisse aus dem Assoziationsversuch Il zeigte sich
vor allem, dass die meisten Genotypen durch deren Konzentrationen an FaDOH und
FaDOH-3-Acetat gepragt werden. Auch die Lage der beiden Polyacetylene zueinander und
die groBere Distanz zum FaOH ist chemisch zu erklaren und somit valide. Die Splittung der
Carotinoide in die Gruppe a- und B-Carotin sowie der Gruppe Lutein lasst sich mit
chemischen Unterschieden zwischen Carotinen und Xanthophyllen erkléren. Die Distanz
zum Lycopin ist chemisch nicht zu erklaren, allerdings ist das geringe Auftreten des Lycopins
in den Wildméhren bei nur zwei Genotypen zu vernachléssigen und damit auch die ermittelte
Distanz zu den restlichen Carotinoiden. Ebenfalls bedingt durch die geringe Anzahl der
Genotypen, in welchen Lycopin auftritt, und damit vernachlassigbar ist die Gruppierung des
Lycopins in direkter Nahe zum FaDOH und FaDOH-3-Acetat. Somit fallt die Néhe zu den
Polyacetylenen nicht weiter ins Gewicht.

5.2.2.5 Ausblick

Durch die sehr hohen Polyacetylengehalte sind die Wildméhren eine Alternative fur die
industrielle Gewinnung von Polyacetylenen als gesundheitsférdernden Inhaltsstoffen.
Karotten sind im Allgemeinen besonders gut fiir eine maschinelle Ausbringung, Ernte und
Verarbeitung geeignet und kénnen, bei vergleichbaren Polyacetylengehalten, gegenuber
Ginseng-Wurzeln als natlrliche Lieferanten von Polyacetylenen wirtschaftliche Vorteile
bieten. Wildmdéhren bieten fir die Polyacetylengewinnung dariiber hinaus gegenlber
Kulturméhren den Vorteil, dass sie groBtenteils recht niedrige Carotinoidkonzentrationen
haben. Aus der statistischen Verrechnung der Carotinoid- und Polyacetylenkonzentrationen
in Wildméhren ist zu entnehmen, dass die Wildm&hrengenotypen mit den hdéchsten
Polyacetylenkonzentrationen sehr geringe Carotinoidkonzentrationen aufweisen. Dies spricht
zusatzlich fir eine Bevorzugung von Wildmoéhren bei der Gewinnung von natirlichen
Polyacetylenen. Das in der Verarbeitung stérende Carotin ist von vornherein nicht oder nur in
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geringen Konzentrationen vorzufinden. Einer industriellen Nutzung von Wildméhren steht
allerdings entgegen, dass die meisten Wildméhren sehr wenig Biomasse in den
Speicherwurzeln aufbauen und somit die Polyacetylenausbeute pro Wurzel sehr gering ist.
Dartiber hinaus sind, da es sich um Wildmaterial handelt, wichtige Parameter flr eine
wirtschaftliche Nutzung wie ein gleichmé&Biger Auflaufzeitpunkt, gleicher Zeitpunkt der
Vollreife und geringe Durchschossung im Laufe des Aufwuchses vor der Vernalisation, was
bei durchgeziichteten Kulturméhren selbstversténdlich ist, bei Wildm&hren nicht anzutreffen.
Vor einer industriellen Nutzung von Wildm&hren ist daher ein erheblicher zlichterischer
Aufwand erforderlich, um den heutzutage geltenden Voraussetzungen fiir den industriellen
Anbau von Karotten zu entsprechen.

5.3 Feldstudien 2008 und 2009

Bei der Durchfiihrung des zweiortigen, zweijahrigen Feldversuchs an den Standorten Krakow
und Quedlinburg lag das besondere Augenmerk auf der Fragestellung, inwieweit der
Einflussfaktor Standort Auswirkungen auf den Gehalt der nicht-fllichtigen Inhaltsstoffe hat.

5.3.1 Carotinoidgehalte in den Feldstudien 2008/2009

Die Daten der Carotinoidanalytik der Feldstudien der Jahre 2008 und 2009, welche unter
Punkt 4-4-1 dargestellt sind, ergeben hinsichtlich des Standorteinflusses ein heterogenes
Bild. Standortbedingte Unterschiede der Carotinoidkonzentrationen sind bei allen der zehn
Genotypen zu verzeichnen. Eine nahere Betrachtung ergibt, dass sich der Standorteinfluss
zum einen durch unterschiedlich starke Auspréagung der Differenzen der Carotinoidgehalte
zwischen den Standorten bemerkbar macht. Einige der untersuchten Genotypen zeigen
einen geringen Standorteinfluss ("Yellowstone’), andere (‘Pusa Kesar’) einen ausgepragten.
Zum anderen ist festzustellen, dass auch die Art des Standorteinflusses unterschiedlich sein
kann. Wéahrend bei vier der Genotypen am Standort Krakow im Verhaltnis zum Standort
Quedlinburg erhdéhte Gehalte an Carotinoiden festzustellen sind (besonders deutlich bei
‘Nutrired” und "Pusa Kesar’), ist das Verhaltnis bei ‘Nerac F1° umgekehrt. SchlieBlich zeigen
zwei Genotypen (‘Santa Cruz” und ‘Deep Purple F1°) von Jahr zu Jahr unterschiedliche
Ergebnisse: im einen Jahr finden sich in Krakow hohere Carotinoidkonzentrationen, im
anderen in Quedlinburg. Letzteres deutet darauf hin, dass bei diesen Genotypen weniger der
Boden und die allgemeinen klimatischen Bedingungen des jeweiligen Standortes als
vielmehr die Spezifika der Anbaubedingungen des jeweiligen Jahres wesentlichen Einfluss
auf die Carotinoidkonzentrationen haben.
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Die teilweise Prasenz und Absenz von Lycopin in den drei Genotypen ‘Nerac F17,
“Anthonina’” und "Santa Cruz” ist im Fall der Sorte "Nerac F1” mit dem Anbaujahr zu erklaren;
so ist deutlich Lycopin im Jahr 2008 in den Mo&hren beider Standorte zu beobachten,
wéhrend im Anbaujahr 2009 die Méhren beider Standorte kein Lycopin aufwiesen. Bei der
Sorte “Anthonina” konnte Lycopin nur am Standort Krakow im Erntejahr 2008 in sehr
geringen Konzentrationen nachgewiesen werden, sodass eine mégliche Erklarung fur das
Auftreten des Lycopins eine Schwankung im Genotyp sein kann. Bei der Sorte "Santa Cruz’
verhalt es sich genau umgekehrt, hier konnte das Lycopin nur im Jahr 2009 am Standort
Krakow nicht nachgewiesen werden, wohingegen zu den restlichen Erntezeitpunkten
Lycopin detektiert werden konnte. Auch hier wird angenommen, dass sich die
Schwankungen im Wesentlichen durch durch den Genotyp ergeben. Der Einfluss des
Standortes dirfte nicht maBgeblich gewesen sein, da im Jahr 2008 Lycopin am Standort
Krakow nachgewiesen werden konnte. Ein Wettereinfluss erscheint wenig wahrscheinlich, da
es am Standort Quedlinburg trotz unterschiedlicher Wetterbedingungen 2008 und 2009 zur
Bildung von Lycopin kam.

Aus diesen variantenreichen Ergebnissen lassen sich verallgemeinerungsfahige
Schlussfolgerungen ziehen: Der Einfluss des Anbaustandortes und damit die
Umweltbedingungen auf das AusmaB und die Erhéhung oder Verminderung der
Carotinoidkonzentrationen in Méhren ist deutlich vom jeweiligen Genotyp abhangig. Einige
Genotypen Kulturméhren sind hinsichtlich ihrer Carotinoidkonzentration weitgehend
standortunabhéngig. SchlieBlich werden die Carotinoidkonzentrationen bei einigen
Genotypen Kulturmdéhren weniger stark vom Standort als von den jeweiligen
jahrgangsspezifischen Bedingungen des Anbaus bestimmt.

Gemeinsam ist diesen Erkenntnissen, dass der genetische Einfluss auf die
Carotinoidkonzentration gegentiber den anderen Einflissen von ganz erheblichem Gewicht
ist. Der Einfluss wirkt sich in jeweils fir die untersuchten Genotypen spezifischer Weise aus.
Das jeweilige Zusammenspiel von konkretem Standort und Genotyp bedarf mithin genauerer
Beachtung, wenn die Carotinoidbildung wesentlichen Einfluss fur die Anbauentscheidung
haben soll.

5.3.2 Polyacetylengehalte in den Feldstudien 2008/2009

Die Ergebnisse der Polyacetylenanalytik des zweiortigen, zweijahrigen Feldversuchs
ergeben auf den ersten Blick ein ebenso heterogenes Bild wie die Ergebnisse der
Untersuchungen auf Carotinoidgehalte. Bei der Halfte der 10 Genotypen finden sich in
Krakow hohere Konzentrationen an Polyacetylenen als in Quedlinburg. Ein umgekehrtes
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Ergebnis fehlt vollig. Allerdings ist bei der anderen Hélfte der Genotypen ("710015", ‘Nerac
F17, "Anthonina’, "Blanche "2 longue des vosges” und "Pusa Kesar’) festzustellen, dass im
ersten Anbaujahr in Quedlinburg, im zweiten Anbaujahr in Krakow héhere Konzentrationen
an Polyacetylenen entwickelt wurden. Die Uberwiegende Zahl der untersuchten Genotypen
(8 von 10) haben auf die unterschiedlichen Standorte mit deutlichen Unterschieden in der
Polyacetylenkonzentration reagiert. Relativ gering waren die Unterschiede nur bei dem
Wildtyp “710015°, dem Genotyp ‘White Satin” waren die Unterschiede im ersten Jahr
deutlich, im zweiten Jahr nur maBig ausgeprégt. Insgesamt drangt sich der Eindruck auf,
dass der Standort Krakow auf die Bildung von Polyacetylenen in den untersuchten
Genotypen einen positiveren Einfluss auslbt als der Standort Quedlinburg. Ein solches
Ergebnis stimmt mit den Erkenntnissen von Kidmose aus dem Jahr 2004 Uberein, welcher
feststellte, dass der Standort der Karotten einen signifikanten Einfluss auf den
Polyacetylengehalt hat [Kidmose et al., 2004].

Bei einem Vergleich der Konzentrationen an Polyacetylenen mit den an Carotinoiden lassen
sich weder fir die einzelnen Genotypen noch insgesamt standortbedingte Gemeinsamkeiten
feststellen.

Wie bei den Carotinoidkonzentrationen ist auch bei den Konzentrationen der Polyacetylene
festzustellen, dass die unterschiedlichen Genotypen unterschiedlich ausgepragt auf die
Standortunterschiede reagieren. Die besonders intensiven Reaktionen bei der Bildung von
Polyacetylenen betreffen aber nicht dieselben Sorten, die bei den Carotinoidkonzentrationen
groBe Schwankungen zwischen den Standorten aufweisen. Eine Ausnahme macht die Sorte
‘Nutrired”. Sie hat in beiden Versuchsjahren am Standort Krakow deutlich hdéhere
Konzentrationen sowohl an Carotinoiden als auch an Polyacetylenen gezeigt als am
Standort Quedlinburg. Bei den Sorten "Anthonina” und ‘Deep Purple F1” fallen die hohen
Konzentrationen an FaOH und FaDOH-3-Acetat auf. Ein Abgleich mit den Ergebnissen aus
dem ersten Assoziationsversuch (Anhang A-7-2) zeigt, dass diese hohen Konzentrationen
an FaOH und FaDOH-3-Acetat typisch fur diese beiden Genotypen sind und somit nicht vom
Standort abhéngen.

Im Ubrigen legt der Vergleich der Polyacetylenkonzentrationen in den 10 Genotypen nach
den zweijahrigen, zweiortigen Feldversuchen denselben Schluss nahe, wie er sich beim
Vergleich der Carotinoidkonzentrationen ergibt: In den untersuchten Kulturméhren ist der
genetische Einfluss auf die Konzentration von Polyacetylenen gegeniiber den anderen
Einflissen von ganz erheblichem Gewicht. Der Einfluss wirkt sich flr die untersuchten
Genotypen unterschiedlich und in jeweils spezifischer Weise aus. Das Zusammenspiel von
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konkretem Standort und Genotyp der Kulturm&hre bedarf mithin genauer Beachtung, wenn
die Bildung von Polyacetylenen wesentlichen Einfluss fir die Anbauentscheidung haben soll.

5.3.3 Zuckergehalte in den Feldstudien 2008/2009

Die bei der Betrachtung der Zuckerkonzentrationen festgestellten starken Schwankungen
von Standort zu Standort und Jahr zu Jahr innerhalb desselben Genotyps kdénnen auf den
Standorteinfluss zurlickgeflhrt werden. Einzig die Sorten "White Satin’, ‘Nerac F1” und
710015 bilden mit ihren relativ stabilen Zuckerkonzentrationen eine Ausnahme. Bei diesen
drei Sorten scheint der Standort keinen bedeutenden Einfluss auf die Zuckerkonzentrationen
zu haben. Die Konzentrationsunterschiede zwischen zehn untersuchten Genotypen sind auf
die Variabilitat zwischen den Genotypen zurlickzufiihren. Es ist also ziemlich deutlich, dass
der Standort einen erheblichen Einfluss auf die Zuckerkonzentrationen in Kulturm&hren hat.
Ein deutlicher Einfluss eines der Standorte auf die Zuckerkonzentrationen in der Gesamtheit
der untersuchten Genotypen konnte nicht festgestellt werden.

5.3.4 Einfluss des Standortes auf die nicht-fliichtigen Inhaltsstoffe in Karotten

Der Hauptkomponentenanalyse, die in Abbildung 4-4-7 dargestellt ist, kann entnommen
werden, dass die zwei ermittelten Werte fiir neun der zehn untersuchten Genotypen fiir den
Anbau im Gewé&chshaus einerseits und auf dem Feld andererseits relativ dicht
beieinanderliegen. Bei starken &uBeren Einflussfaktoren, die mit dem Begriff ,Standort"
zusammengefasst sind, auf die Konzentrationen der nicht-flichtigen Inhaltsstoffe waren
groBere Distanzen zu erwarten gewesen.

Eine Ausnahme bildet der Genotyp Deep Purple. Bei ihm ist eine relativ groBe Distanz bei
der Hauptkomponentenanalyse zwischen den beiden unterschiedlichen Anbauarten
festzustellen. Diese relativ groBen Unterschiede der Ergebnisse zwischen dem Anbau im
Gewéachshaus und dem Anbau im Freiland sind durch die (Uberraschend hohen
Polyacetylenkonzentrationen zu erklaren, welche bei den Feldversuchen an beiden
Standorten und in den beiden Jahren erreicht wurden. Die starken Unterschiede zwischen
den Polyacetylenkonzentrationen bei Aufwuchs im Freiland einerseits und im Gewachshaus
andererseits deuten auf eine besondere genetisch bedingte Sensibilitat fir
Umweltbedingungen hin.

Abgesehen von der Sorte Deep Purple zeigen die Ergebnisse der Feldversuche deutlich,
dass die beiden untersuchten Einflussfaktoren, der Standort und das Anbaujahr, nicht den



5 Diskussion 187

maBgeblichen Einfluss auf die nicht-fliichtigen Inhaltsstoffe der beobachteten 10 Genotypen
haben. Die Verrechnung der nicht-fliichtigen Inhaltsstoffe der im Gewéachshaus unter
einheitlichen, definierten Bedingungen angebauten Moéhren mit den nicht-fliichtigen
Inhaltsstoffen der im Freiland angebauten Méhren desselben Genotyps weist in 9 der 10
Falle eine geringe Distanz auf. Wird berlicksichtigt, dass beim Anbau im Gewachshaus die
wesentlichen Einflussfaktoren der unterschiedlichen Standorte und Anbaujahre durch die
einheitlichen Bedingungen nahezu eliminiert werden, dréngt sich der Schluss auf, dass die
Einflussfaktoren Anbauort und Anbaubedingungen zusammen einen deutlich geringeren
Einfluss auf die Konzentrationen der nicht-flichtigen Inhaltsstoffe in Karotten haben als die
spezifischen genetischen Anlagen der unterschiedlichen Genotypen. Durch die Bedingungen
an einem konkreten Standort kann die Bildung der nicht-fllichtigen Inhaltsstoffe in Karotten
eines Genotyps in Folge seiner spezifischen Anlagen geférdert oder behindert werden.

5.3.5 Einfluss der Standorte Krakow/Quedlinburg auf die Konzentration nicht-fllichtiger

Inhaltsstoffe

Bei einer Gesamtbetrachtung der Ergebnisse kann die Vermutung geduBert werden, dass
der Standort Krakow tendenziell besser fiir den Karottenanbau geeignet ist als der Standort
Quedlinburg.

Allerdings spricht nach den Ergebnissen der Feldversuche viel dafiir, dass eine generelle
Aussage hinsichtlich der Eignung eines Standortes fir den Anbau von Karotten schlechthin
nicht getroffen werden kann. MaBgeblich ist der spezifische genetische Einfluss des
jeweiligen Genotyps auf die Bildung nicht-flichtiger Inhaltsstoffe. Dazu gehért auch die
Reaktion der unterschiedlichen Genotypen auf die konkreten Standortbedingungen, die
maBgeblich genetisch beeinflusst ist.

5.4 Ontogeneseversuche

Ziel der beiden Ontogeneseversuche war es, die Entwicklung der Konzentration von
Carotinoiden und Polyacetylenen in je zwei Genotypen von Wild- und Kulturméhren sowie
zusatzlich auch von Zucker in den beiden Kulturmdhrengenotypen Uber den gesamten
Wachstumsprozess zu ermitteln. Damit sollten Riickschlisse auf die Biosynthesezeitpunkte
in der Pflanze, speziell der Wurzel, ermdglicht werden. Ferner sollte durch exogenen
Kaltestress beobachtet werden, ob die Pflanzen Stressreaktionen durch Veranderung des
Inhaltsstoffspektrums zeigen.
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Da beide Versuche in Klimakammern unter konstanten Bedingungen und unter
vollstdndigem Ausschluss von &auBeren Umweltfakioren durchgefiihrt werden konnten,
wurden umweltbedingte Einflussfaktoren auf das Wachstum wie schwankende
Temperaturen, Regen, Trockenheit oder biotischer oder abiotischer Stress ausgeschlossen.
Dies lasst den Schluss zu, dass Unterschiede in den Konzentrationen der untersuchten
Zielsubstanzen in den Genotypen ausschlielich vom Genotyp, also der genetischen
Veranlagung abhéangig sind.

Durch die Wahl der Tageshdchsttemperatur von 20 °C in den Klimakammern wurde der
Untersuchung von Banga und De Bruyn Rechnung getragen, dass das Gleichgewicht des
Karottenstoffwechsels bei unter 20 °C zugunsten der Proteine und tber 20 °C zugunsten der
Carotinoide verschoben wird [Banga und De Bruyn, 1964]. Infolge des Gleichgewichts des
Karottenstoffwechsels, der bei dieser Versuchsanordnung zu erwarten ist, kann davon
ausgegangen werden, dass die Carotinoidbildung nicht durch die Temperatur beeinflusst

wurde.

Die Wahl der Bodenmischung, welche durch eine festgelegte Zusammensetzung
reproduzierbar war, trug einer Erkenntnis von Mehwald aus dem Jahr 1965 Rechnung.
Dieser fand heraus, dass der Boden einen signifikanten Einfluss auf die
Carotinoidkonzentration hat [Mehwald, 1965]. Wenn also ein Einfluss der Bodenmischung
auf die Karotten und somit auf die Carotinoidkonzentration bestand, wurde dieser durch die
reproduzierbare Bodenmischung nivelliert und galt fir alle in den beiden
Ontogeneseversuchen untersuchten Pflanzen.

Die Wahl der zwei wirtschaftlich bedeutenden Sorten ‘Nevis” und "Rotin” als Vertreter fir die
Kulturmdhren trug deren wirtschaftlicher Bedeutung im Agrarsektor Rechnung.

5.4.1 Zeitpunkte der Carotinoidsynthese in den Sorten "Nevis” und "Rotin”

Wie den Abbildungen in Kapitel 4.5.1.1 zu entnehmen ist, sind die Carotinoidkonzentrationen
in den ersten flnf Wachstumswochen bzw. zu den ersten vier Ernteterminen deutlich erhéht,
gefolgt von einem starken Abfall. Dies ist damit zu erklaren, dass die Karottenwurzeln in
diesen Stadien nicht ausreichend Biomasse fir eine Einzelpflanzenanalytik aufgebaut hatten
und somit Mischproben aus Blattern und Wurzeln untersucht wurden. Somit wurden die
Ergebnisse durch die in den Blattern enthaltenen Carotinoide verfalscht. Erst ab der
7. Wachstumswoche sind in der Analyse ausschlieBlich die Karottenwurzeln separat erfasst.
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Ausgehend von Habben, welcher 1972 ermittelte, dass vor allem der Reifezustand den
starksten Einfluss auf den Carotinoidgehalt in Karotten hat, wahrend Boden, Witterung und
Anbauzeitpunkt alle denselben Einfluss auf die Carotinoidkonzentration haben [Habben,
1972], wurden die Karotten bis deutlich tber ihr Vollreifestadium hinaus kultiviert, um diese
Aussage zu Uberprifen. Es stellte sich bei der Sorte 'Nevis” heraus, dass nach der
15. Woche der B-Carotinoidgehalt deutlich abnahm, wahrend dieser bei der Sorte "Rotin”
weiterhin konstant anstieg. Somit kann die Aussage von Habben nur fiir die Sorte ‘Nevis”
bestatigt werden, wahrend bei der Sorte 'Rotin” dieser Effekt nicht beobachtet werden
konnte. Die Annahme von Habben ist daher auf die von ihm untersuchten Karottensorten zu
relativieren. Einer fir alle Karotten glltigen Aussage, dass der Reifezustand den starksten
Einfluss auf den Carotinoidgehalt in Karotten hat, stehen die hier hinsichtlich der Sorte
‘Nevis™ festgestellten Ergebnisse entgegen. Es kann vielmehr angenommen werden, dass
der maximale Carotinoidgehalt sortenspezifisch zu unterschiedlichen Zeitpunkten anfallt.
Dies durfte Einfluss auf den optimalen Erntezeitpunkt dann haben, wenn der
Carotinoidgehalt, wie bei der Sorte ‘Nevis’, nach den regelméBigen Erntezeitpunkten
abnimmt.

Beide Genotypen der Kulturméhren verhielten sich in Bezug auf die Entwicklung der
Carotinoidgehalte wahrend des Wachstumsprozesses sehr einheitlich. Die Gehalte stiegen,
wie schon 1964 von Banga und De Bruyn beschrieben, bis zum Stadium der Vollreife an
[Banga und De Bruyn, 1964]. In Bezug auf die Absolutgehalte sind jedoch deutliche
Unterschiede zwischen den beiden Sorten ‘Nevis” und "Rotin” zu beobachten. Diese
Beobachtung baut auf der Erkenntnis von Simon und Wolff aus dem Jahr 1987 auf, welche
besagt, dass der Einflussfaktor Sorte auf den Carotinoidgehalt deutlich ist und dass es eine
groBe genetische Spannweite allein in den orangenen Karotten, die durch den Menschen
dem hdchsten zichterischen Einfluss unterliegen, gibt [Simon und Wolff, 1987].

Die Aussage von Baranska et al. aus dem Jahr 2006, wonach wahrend des Reifeprozesses
der Gehalt an a-Carotin im Gegensatz zum B-Carotin abnimmt, da das a-Carotin
hauptsachlich in jungen Pflanzen vorkommt und somit der Quotient von a- zu B-Carotin als
vergleichender Reifeindikator genutzt werden kann [Baranska et al., 2006], konnte fur die
beiden Sorten "Nevis” und "Rotin” nicht bestatigt werden. Es ist zwar korrekt, dass der (-
Carotingehalt mit dem Grad der Reife deutlich zunimmt, aufgrund der Datenlage des
Ontogeneseversuchs muss jedoch davon ausgegangen werden, dass der a-Carotingehalt
wahrend des Wachstumsprozesses zunimmt, nicht aber abnimmt.

Die groBen Standardabweichungen, welche bei den Analyseergebnissen bezliglich des B-
Carotingehalts fur beide Sorten zu beobachten waren, sind durch die Einzelpflanzenanalytik



5 Diskussion 190

von je funf Pflanzen und dem daraus gebildeten Mittelwert zu erklaren. Die Schwankungen
der B-Carotinkonzentrationen innerhalb des Genotyps lassen zum einen den Schluss zu,
dass auch bei zlchterisch hoch entwickelten Sorten eine genetisch bedingte Varianz der
Einzelpflanzen bei der Ausbildung von B-Carotin besteht. Zum anderen dréngt sich der
Schluss auf, dass die Auspragung der Varianz ihrerseits wieder sortenspezifisch und damit
genetisch geprégt ist.

Genaue Synthesezeitpunkte fir die Biosynthesen der Carotinoide konnten nicht gefunden
werden. Es zeigte sich allerdings, dass die B-Carotinkonzentrationen wahrend des
Reifeprozesses deutlich zunehmen, die Lutein- und a-Carotinkonzentrationen in deutlich
niedrigeren Konzentrationsbereichen angesiedelt sind und sie ebenso wie das B-Carotin
wahrend des Reifeprozesses zunehmen.

5.4.2 Synthesezeitpunkte der Polyacetylene in den Sorten ‘Nevis” und "Rotin”

Bei der Betrachtung der Polyacetylenkonzentrationen wéahrend des Wachstums der Sorten
‘Nevis” und ‘Rotin” fiel besonders auf, dass die Polyacetylenkonzentrationen erst ab der 7.
Wachstumswoche, also mit Beginn der Einzelpflanzenanalytik, deutlich anstiegen. Dies lie3
den Schluss zu, dass in den Karottenblattern deutlich weniger Polyacetylene gebildet werden
als in den Wurzeln. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der Untersuchungen des
Blatt- und Wurzelmaterials auf Polyacetylene bestatigt. Sie sind in den Abbildungen A-7-21
bis A-7-26 im Anhang dargestellt. Daraus wird erkennbar, dass die Blatter bei beiden Sorten
deutlich niedrigere Polyacetylenkonzentrationen aufwiesen als die dazugehérigen Wurzeln,
es sich jedoch beim FaDOH-3-Acetat genau umgekehrt verhélt. Auffallig ist auBerdem, dass
sowohl im Keimblatt- als auch im Keimblattstadium recht hohe Gehalte an FaDOH und auch
an FaOH auftreten.

Die Schwankungen, welche U(ber den gesamten Wachstumsprozess innerhalb der
Polyacetylenkonzentrationen und zwischen den Sorten "Rotin” und "Nevis” zu beobachten
sind, wurden durch Kidmose et al. im Jahr 2004 erklart. Sie zeigten, dass die Schwankungen
im Gehalt an Polyacetylenen in orangenen Karotten abhangig sind vom Genotyp, von den
Anbaubedingungen sowie biotischem und abiotischem Stress [Kidmose et al., 2004]. Eine
weitere Ursache fir die schwankenden Polyacetylengehalte ist, dass Polyacetylene wahrend
des Wachstumsprozesses der Karotten gebildet werden und somit der Zeitpunkt der
Probennahme/Ernte bzw. der Analyse einen groBen Einfluss auf die gemessene
Konzentration der Polyacetylene hat. Dies gilt sowohl fir einen Vergleich zwischen den
verschiedenen Genotypen als auch fir die Polyacetylengehalte in den einzelnen Genotypen
sowie die absoluten Polyacetylengehalte in den einzelnen Pflanzen [Christensen und



5 Diskussion 191

Kreutzmann, 2007; Kreutzmann et al., 2008(a); Kidmose et al., 2004; Lund und Marion,
1990; Lund und Bruemmer, 1991]. Die vorliegenden Versuche haben gezeigt, dass
ausgehend von hohen Konzentrationen an Polyacetylenen diese im Laufe der Wurzelreife
abnahmen. Diese Beobachtung lasst sich durch das Fehlen von biotischem und abiotischem
Stress  fur die  Pflanze  erklaren. Die zum  Wachstumsbeginn  hohen
Polyacetylenkonzentrationen kénnten auch deshalb reduziert worden sein, weil der
Wourzelkérper an Biomasse und Volumen zugenommen hat und somit deutlich weniger
empfindlich ist als die junge Pflanze. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Pflanze wegen
der fehlenden natlrlichen Stresseinflisse die Polyacetylenkonzentrationen in der
Karottenwurzel reduziert. Wie der plétzliche Anstieg zu erklaren ist, welcher sich in der 16.
Wachstumswoche bei der Sorte "Rotin” zeigt, bleibt offen.

Die Ursache flr die relative Abnahme der Polyacetylenkonzentrationen in den Wurzeln im
Lauf des Wachstums kénnte auch darauf zurlickzufihren sein, dass nach den
Untersuchungen von Christensen und Brandt 2006, Baranska et al. 2005 und Baranska und
Schulz 2005, Falcarindiol verstérkt in der Schale und in den duBeren Bereichen des Phloems
lokalisiert wurde [Christensen und Brandt, 2006; Baranska et al., 2005; Baranska und
Schulz, 2005]. Selbst wenn die Konzentrationen an Falcarindiol in der Schale und im
auBeren Bereich des Phloems relativ gleich blieben, wirde sich der Gehalt an Falcarindiol
bei einer Analyse der Gesamtbiomasse der Karottenwurzel im Laufe des Wachstums relativ
verringern, denn die Oberflache der Wurzel wachst im Verhélinis zur Biomasse nicht
proportional mit, sodass gleichbleibende Falcarindiolgehalte der Schale und des &uBeren
Phloems durch die stérker wachsenden Bereiche des inneren Phloems und Xylems

relativiert werden.

Wie den Abbildungen in Kapitel 4.5.1.2 zu entnehmen ist, war das Falcarindiol in beiden
Genotypen das Polyacetylen mit den hchsten Konzentrationen in der Karottenwurzel. Diese
Beobachtung bestéatigt die Erkenntnisse von Czepa, Kidmose und Lund, die herausfanden,
dass in ungeschalten Karotten das Falcarindiol das Polyacetylen mit der hdchsten
Konzentration sei [Kidmose et al., 2004; Czepa und Hofmann, 2004; Lund und Marion, 1990;
Lund und Bruemmer, 1991].

Auch in Bezug auf die Polyacetylenkonzentrationen konnten relativ groBe Schwankungen
innerhalb von funf Einzelproben eines Genotyps beobachtet werden. Dies entspricht den
Erkenntnissen von Kreutzmann et al. aus dem Jahr 2007. Danach treten innerhalb der
Karottenproben desselben Genotyps deutliche Unterschiede im Polyacetylengehalt sowohl
bei Karottenschalen als auch bei geschélten Karottenproben auf. Angesichts der guten
Reproduzierbarkeit ihrer HPLC-Methoden gingen Kreutzmann et al. davon aus, dass der
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Ursprung der Konzentrationsschwankungen in den Karottenproben nicht auf einen
systematischen Fehler in der Analysemethode, sondern auf die Unterschiede im
Karottenmaterial selbst zurlickzufihren war. Sie schlossen daher, dass der
Polyacetylengehalt innerhalb eines Genotyps bei gleichen Anbaukonditionen von Karotte zu
Karotte schwankt [Christensen und Kreutzmann, 2007(a)]. Diese Schlussfolgerung findet
durch die Ergebnisse dieses Ontogeneseversuchs Bestatigung. Basierend auf dieser
Erkenntnis ist es notwendig, neben den zuvor erwéhnten Einflussfaktoren auf den
Polyacetylengehalt in Karotten wie z. B. Standort, Genotyp und Anbaubedingungen auch
den Faktor der nach dem Genotyp spezifischen, individuellen Konzentrationsschwankungen
in zukiinftige Uberlegungen mit einzubeziehen.

Hinsichtlich des wirtschaftlichen Aspektes von Polyacetylengehalten in Kulturméhren, also
des Bitterstoffgehaltes in modernen, durchgezlchteten Sorten, zeigte sich, dass beide
Sorten ‘Nevis” und ‘Rotin” zum Zeitpunkt der Vollreife deutlich reduzierte Gehalte an
Polyacetylenen im Verhaltnis zum Wachstumsbeginn (7. Woche) aufwiesen.

Zu den Zeitpunkten der Bildung von Polyacetylen in den beiden Kulturmdhrensorten ‘Nevis”
und "Rotin” ergibt sich die Erkenntnis, dass die Polyacetylengehalte zum einen ganz deutlich
vom Wachstumsstadium, jedoch nicht vom Kaltestress abhéngig sind. AuBerdem ist
festzustellen, dass auch vollstandig durchgeziichtete Kulturmdhren wie die Sorten "Nevis’
und “Rotin” nicht frei von Polyacetylenen sind.

SchlieBlich folgt aus dem Ontogeneseversuch die Erkenntnis, dass es sinnvoll ist, die
Karotten der beiden Sorten ‘Nevis” und "Rotin” kurz vor der Vollreife, spatestens aber zur
Vollreife und nicht erst mit einiger Verzégerung, zu ernten, da in diesem Stadium die
Polyacetylenkonzentrationen noch relativ gering sind.

5.4.3 Zuckersynthesezeitpunkte in den Sorten "Nevis” und "Rotin”

Die Betrachtung der Zuckerontogenese startet wegen fehlenden Probenmaterials erst ab der
3. Woche nach der Aussaat. Die Feststellungen von Hasselbringer, Phan et al. und Werner
wurden hinsichtlich der Zunahme des Verhéltnisses von Saccharose zu den reduzierenden
Zuckern mit der Reife bestatigt. Diese hatten darlber hinaus ermittelt, dass diese
Verhéltnisse wéahrend der sich anschlieBenden Ernte und Lagerung wieder abnimmt
[Hasselbring, 1927; Phan et al., 1973; Phan et al, 1973; Werner, 1941]. Mangels
Lagerversuchen kann zu diesem Teil der Feststellungen keine Aussage getroffen werden.
Aufféllig ist jedoch, dass die Saccharose-, Glucose- und Fructosegehalte in den beiden
Sorten ‘Nevis” und ‘Rotin” nach dem induzierten Kéltestress von zwei Wochen deutlich
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abfallen. Dies kénnte zum einen dadurch erklart werden, dass die Pflanzen nach der
Vernalisiationsphase die Mono- und die Disaccharide aus der Speicherwurzel in das
Blattwerk zum Aufbau von Gerlstsubstanz, also Cellulose, transportieren. Flr diese
Annahme spricht, dass die Karotte ein zweijahriges Doldenblutlergewéchs ist und nach dem
ersten Jahr, in welchem eine Speicherwurzel ausgebildet wird, diese zugunsten des
GréBenwachstums, der Ausbildung von Bliten und letztendlich von Samen abbaut. Durch
den induzierten Kaltestress wurde fur die Pflanzen die natlrliche Kéltephase des Winters
simuliert, sodass die Pflanzen nach der Kéltephase zu schossen beginnen und somit
Cellulose aufbauen. Gegen die Annahme spricht allerdings, dass die kinstlich induzierte
Vernalisation flr gewdhnlich mehr als sechs Wochen Kalte erfordert. Als andere Erklarung
fir einen moglichen Abbau der Zucker kdmen die Feststellungen von Hasselbringer, Phan et
al. und Werner zur Abnahme des Zuckergehaltes wahrend der Ernte und Lagerung in
Betracht. Bei dieser Betrachtung wére die Karottenwurzel nach dem induzierten Kéltestress

schon uberreif und wirde beginnen die Zucker zu ,veratmen®.

Eine Doppelbestimmung zu den ersten sieben Ernteterminen war aufgrund fehlenden
Probenmaterials nicht méglich und auch nicht zwingend erforderlich, da die verwendete
Zuckeranalytik sehr robust ist.

Die relativ geringen Zuckerkonzentrationen zum Zeitpunkt der Vollreife, welche nicht den in
der Literatur zu findenden Konzentrationen von ca. 4,8 % entsprechen, sind mit der
Kultivierungsart in den Klimakammern zu erkldren. So ist es nicht verwunderlich, dass
Karotten im Freiland deutlich hdhere Zuckerkonzentrationen erzielen kdnnen, da diese z. B.
durch Trockenheit deutlich erhéht werden kénnen, wéhrend bei einer Kultivierung in
Klimakammern zu jeder Zeit optimale Bedingungen fir die gesamte Karottenpflanze
herrschen. Ein weiteres Argument fur die geringen Zuckergehalte sind die verwendeten
Sorten. Zwar handelt es sich bei den Sorten 'Nevis” und ‘Rotin” um durchgeziichtete
Kulturmohren, doch finden sich bei den durchschnittlichen Zuckerkonzentrationen auch keine
Sortenangaben. Somit kann es durchaus sein, dass die beiden verwendeten Sorten
aufgrund ihres genetischen Hintergrund geringere Mengen Zucker produzieren. Diese
Uberlegung kann durch die Ergebnisse des ersten Assoziationsversuchs, in welchem die
beiden Sorten ‘Nevis” und "Rotin” ebenfalls untersucht wurden, bestétigt werden. Bei dem
ersten  Assoziationsversuch zeigten die beiden Sorten ‘Nevis” und ‘Rotin”
unterdurchschnittliche Zuckergehalte auf.

Auch bei den Zuckern konnten keine festen Synthesezeitpunkte ausgemacht werden. Was
jedoch erstaunlich erscheint, ist, dass der induzierte Kéltestress anscheinend einen Einfluss
auf die Saccharosekonzentration in den Karottenwurzeln hat.
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5.4.4 Korrelation zwischen Inhaltsstoffen in Blatt und Wurzel in den Sorten "Nevis” und

"Rotin”

Eine signifikante Korrelation zwischen den nicht-flichtigen Inhaltsstoffen in den
Karottenwurzeln und den flichtigen Inhaltsstoffen in den Karottenblattern besteht
offensichtlich nicht. Dies kann der Tabelle A-7-1 im Anhang deutlich entnommen werden.
Damit entfallt die Mdglichkeit, mithilfe einer beschleunigten Analytik von Blattmaterial einen
Vorernteindikator fuir die Abschatzung der Gehalte von nicht-flichtigen Inhaltsstoffen in den
Karottenwurzeln zu entwickeln. Werden jedoch die Ergebnisse der Analytik auf nicht-
flichtige Inhaltsstoffe im Blatt und nicht-flichtige Inhaltsstoffe in der Wurzel genauer
betrachtet, so wird erkennbar, dass bei keinem der Inhaltsstoffe in den jeweiligen
Ontogensestadien annéhernd feste Verhaltnisse zwischen den Konzentrationen im Blatt und
in der Wurzel auszumachen sind. Was auBerdem ins Auge fallt sind die z. T. groBen
Unterschiede in den Konzentrationen der Inhaltsstoffe zwischen Blatt und Wurzel. So ist gut
erkennbar, dass die Polyacetylene FaOH und FaDOH deutlich héhere Konzentrationen in
der Wurzel als im Blatt aufweisen, wohingegen das FaDOH-3-Acetat eher hdhere
Konzentrationen im Blatt aufweist. Dies ist mdglicherweise mit der fungiziden und
mykotoxischen Wirkung der Polyacetylene zu begriinden, die die Karottenwurzel vor
Fressfeinden schiitzen soll. Was jedoch die hohen Konzentrationen des FaDOH-3-Acetats in
den Blattern zu bedeuten haben, bleibt offen.

Auch in Bezug auf die Zucker finden sich in der Karottenwurzel deutlich hdhere
Konzentrationen als im Blatt, dies ist durch die Speicherfunktion der Wurzel zu erklaren,
welche als Energiereserve fir die spatere Ausbildung von Bliten und Samen dient.

Bei den Carotinoidkonzentrationen ist das Verhaltnis zwischen Blatt und Wurzel nicht so
eindeutig ausgepragt. Infolge der Maskierung der Carotinoide durch das Chlorophyll sind die
Carotinoide im Blatt mit dem bloBen Auge nicht erkennbar. So schwankt die Verteilung
zwischen Blatt und Wurzel bei der Sorte "Nevis” deutlich, wahrend bei der Sorte "‘Rotin” das
Lutein besonders in den Blattern, a- und B-Carotin mit zunehmender Reife eher in den
Wourzeln in hdheren Konzentrationen auftreten. Zwar sind sowohl im Blatt (bis auf Lutein) als
auch in der Karottenwurzel relativ hohe Gehalte an Carotinoiden zu lokalisieren, aber
zwischen beiden Pflanzenbestandteilen bestehen keine Korrelationen. Dies lasst den
Schluss zu, dass es sich um zwei unterschiedliche Biosynthesewege handelt.
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5.4.5 Synthesezeitpunkte der Carotinoide in den Genotypen DAL 377/00-10 und GRCGGB
11057

Wie aus den Abbildungen in Kapitel 4.5.2.1 zu den Carotinoidkonzentrationen in den beiden
Wildmoéhrengenotypen hervorgeht, sind besonders zu den ersten drei Erntezeitpunkten, d. h.
den ersten vier Wachstumswochen, flir den Genotyp GRCGGB 11057 und einen
Erntezeitpunkt bzw. eine Woche spéater fir den Genotyp DAL 377/00-10 bei beiden
Genotypen relativ hohe Carotinoidkonzentrationen zu beobachten. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass zu diesem Zeitpunkt aufgrund von zu geringen Biomassen der
Karottenwurzeln Mischproben aus Blatt- und Wourzelmaterial untersucht wurden. Die
Verwendung von Mischproben war, wie in den Abbildungen gekennzeichnet, bis zur
7. Wachstumswoche notwendig. Gleichwohl weisen nur die ersten drei Erntestadien hohe
Carotinoidkonzentrationen auf. Das liegt daran, dass zu diesen drei ersten Erntezeitpunkten
die Karottenwurzeln nur Fadenwurzeln waren und der Hauptanteil der Mischprobe das
Blattmaterial ausmachte. Wie schon zuvor besprochen, enthalten die Blatter der Karotten,
maskiert durch das Chlorophyll, Carotinoide. In Bezug auf die beiden Wildméhrengenotypen
ist davon auszugehen, dass die hohen Carotinoidkonzentrationen hauptséachlich aus den
Karottenblattern und nur zu einem sehr geringen Anteil aus den Wurzeln stammen. Ab der 4.
Woche nimmt fir den Genotyp GRCGGB 11057 die Biomasse der Wurzel zu und damit auch
deren Anteil an der Mischprobe, sodass die Carotinoidkonzentrationen den Bereich
erreichen, in welchem sie sich bis zur finalen Ernte auch weiterhin bewegen. Ein identisches
Phanomen ist bei dem Genotyp DAL 377/00-10 eine Wachstumswoche spater zu
beobachten.

Zu den sich anschlieBenden Erntezeitpunkten konnten nur noch verschwindend geringe
Carotinoidkonzentrationen festgestellt werden. Dies ist, wie sich aus den Ergebnissen des 2.
Assoziationsversuches zeigt, bei fast allen Wildkarottengenotypen gleich. Daraus resultiert
wiederum die gr6Btenteils weiBe Farbe der Wildméhren. Die Wildkarotten, welche nicht vom
Menschen ziichterisch beeinflusst wurden und somit keine Selektion nach Farbe,
WaurzelgréBe und Zuckergehalt erfahren haben, weisen méglicherweise gerade aus diesem
Grund so geringe Carotinoidkonzentrationen in den Wurzeln auf.

Auch fUr die beiden Wildgenotypen war eine genaue Bestimmung der Biosynthesezeitpunkte
fr die Carotinoide nicht méglich. Festgestellt werden konnte, dass beide untersuchten
Wildmoéhrengenotypen Carotinoide enthalten, die immerhin in sehr geringen Konzentrationen

nachgewiesen werden konnten.
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5.4.6 Synthesezeitpunkte der Polyacetylene in den Genotypen DAL 377/00-10 und
GRCGGB 11057

Aus den Abbildungen zu den Polyacetylenkonzentrationen  wahrend des
Wachstumsprozesses der  beiden  Wildmdhrengenotypen DAL 377/00-10  und
GRCGGB 11057 ist deutlich zu erkennen, dass bei beiden Genotypen nach der Umstellung
der Analyse von Mischproben auf Einzelpflanzenanalytik die Gehalte aller drei Polyacetylene
deutlich  ansteigen. Dies lasst den Schluss zu, dass die hdchsten
Polyacetylenkonzentrationen innerhalb der Karottenpflanze in den Karottenwurzeln lokalisiert
sind.

Waéhrend flir den Genotyp DAL 377/00-10 die Polyacetylenkonzentrationen zuerst deutlich
ansteigen, um anschlieBend zu sinken, bis sie zum Zeitpunkt der finalen Ernte wiederum
leicht ansteigen, sinken beim Genotyp GRCGGB 11057 die Polyacetylengehalte zuerst
deutlich, bis sie zum Zeitpunkt der finalen Ernte sprunghaft ansteigen. Diese Schwankungen
in den Polyacetylengehalten sind, da die gesamte Ontogenesestudie unter konstanten
Bedingungen durchgefiihrt wurde, nicht auf auBere Einflisse wie Boden, Klima oder
biotischen oder abiotischen Stress zurlickzufuhren. Vielmehr verdeutlichen sie sehr
anschaulich die z. T. starken Konzentrationsschwankungen wéahrend des Wachstums eines
Genotyps, welche darliber hinaus auch noch von Pflanze zu Pflanze z. T. sehr groB sein
kénnen. Wie bereits im zweiten Assoziationsversuch dargelegt, sind die
Standardabweichungen hinsichtlich der Gehalte an untersuchten Polyacetylenen bei den
untersuchten 104 Wildm&hrengenotypen zum Teil extrem und erreichen Werte von
90,59 mg/100 g FM (siehe Tabelle 4.3.3). Ein weiterer Erklarungsansatz fir diese z. T.
starken Schwankungen innerhalb eines Genotyps aus den Wildmd&hren ist, dass es sich bei
diesem Material um Wildmaterial handelt, welches keinem menschlichen, zlchterischen
Einfluss ausgesetzt war und somit auch noch nicht in Bezug auf spezielle Inhaltsstoffgehalte
beeinflusst wurde. Die natirlichen Variationen bei Konzentrationen der Inhaltsstoffe in einem
Genotyp sind unbeeinflusst geblieben und zeigen sich in ganzer Bandbreite.

Die von Baranska und Schulz sowie von Schulz durchgeflihrten Screeningstudien von
unterschiedlichen Genotypen, welche ergaben, dass der Gehalt von Polyacetylenen in den
Wildformen von Méhren deutlich hdéher liegt als in den kultivierten Karotten [Baranska und
Schulz, 2005: Schulz, 2005], fanden in den beiden durchgeflihrten Ontogeneseversuchen
nur teilweise Bestatigung. So konnte zwar festgestellt werden, dass die Konzentrationen des
mengenmaBig am deutlichsten auftretenden Polyacetylens FaDOH im Endstadium des
Wachstums innerhalb der hier untersuchten Gruppe an Genotypen bei den Wildméhren tber
denen der Kulturméhren lagen. In Bezug auf die Maximalkonzentrationen trifft dies allerdings
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nicht zu. So zeigten sich fir den Genotyp DAL 377/00-10 FaDOH-Maximalkonzentrationen
von 1550 mg/100g FM, fir den Genotyp GRCGGB 11057 maximale FaDOH-
Konzentrationen von 23,49 mg/100g FM, wahrend flr die Sorten 'Nevis” FaDOH-
Maximalkonzentrationen von 26,05 mg/100 g FM und fir die Sorte "Rotin” maximale FaDOH-
Konzentrationen von 19,72 mg/100 g FM ermittelt wurden. Die Annahmen von Baranska und
Schulz aus 2005 und Schulz 2005 werden daher relativiert werden miissen.

Auch bei den Polyacetylenkonzentrationen konnten keine festen Synthesezeitpunkte fir die
Biosynthese der Polyacetylene ermittelt werden. Es wird jedoch erkennbar, dass nicht nur
die Schwankungen zwischen den Genotypen mitunter recht groB sind, sondern besonders
bei den Wildméhren die Schwankungen der Polyacetylengehalte zwischen den
Einzelpflanzen eines Genotyps z. T. erheblich sind.
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Im Zuge dieser Arbeit verwendete Geréte

Accelerated Solvent Extractor (ASE)

Analysenwaage

Autosampler fir GC

GC-MS

Gefriertrocknung

HPLC-DAD

HPLC-

MS

GC

Labormiihle

Laborwaage

Reinstwasseranlage

ASE-200
Dionex, Sunnyvale, Kalifornien, USA

Satorius portable, Master Serie
Satorius, Géttingen

MPS2
Gerstel, Miihlheim an der Ruhr

5973 MSD
Agilent Technologies, Bdblingen

Gamma 1-16 LSC (Ver. 2.233)
Christ, Osterode

Hewlett Packard - Serie 1100,
Agilent Technologies, Béblingen

Hewlett Packard - Serie 1200,
Agilent Technologies, Bdblingen

Esquire 3000 mit APCI — Quelle,
Bruker Daltonik GmbH, Bremen

6890 Gaschromatograph
Agilent Technologies, Béblingen

Typ MM 301
Retsch, Haan

Satorius universal

Satorius, Géttingen

Aquintus LS TI Ser.-Nr. RW061109
Membra Pure GmbH, Bodenheim
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Rotations-Vakuum-Konzentrator

Tiefstkihlschranke

Trockenschrank

Ultraschallbad

Winkelrotor fir Rotations-Vakuum-

Konzentrator

Schuttler

RVC 2-18
Christ, Osterode

Profiline Pegasus PLPE
National LAB GmbH, Mélin

Thermo Heraeus 6000
Thermo Electron GmbH, Langenselbold

Sonorex Super (RK 255 H)
Bandelin Electronic, Berlin

6 x 50 ml
Christ, Osterode

HS-250 basic
IKA Labortechnik, Staufen
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Tabelle A-7-2:
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Tabelle A-7-3.

Assoziationsversuch Il

Konzentrationen der nicht-fliichtigen Inhaltsstoffe in 104 untersuchten Wildmohrengenotypen aus dem

@ :'047 Spezies/ssp. FaDOH Stabw FaDOH-3-Acetat Stabw FaOH Stabw  Lutein Stabw  oCaroin  Stabw  B-Carotin  Stabw Lycopin  Stabw
AS101___D. aureus 467+ 141] 695 + 532] 851 + 479 006 004 | 002 =+ 001 ] 257 + 117] 000 + 000
AS 102 D.aureus 7241+ 180| 057 _+ ot6| 2568 + 002| 013 + 001 | 002 =+ o001 | 279 + o066] 000 + 000
AS103___D. aureus 581+ 809| 03 =+ o015| 08¢ + 039 011 = 018 | 002 = o001 | 325 = 152 000 + 000
AS104__D. guttatus 4058+ 619 185 _+ 034 1056 & 412 005 + 006 | 014 = 003 28 + 082] 000 & 000
AS105 D litoralis 429+ 260| 050 _+ 023| 580 + 549| 000 + 000 | 007 + 000 | 860 + 524 000 + 000
AS106 D, ittorals 335 + 143| 056+ o019| 877 + 059 000 000 000 : 000 000 : 000 000 = 000
AS107__D. muricatus 322+ 281 | 324 _+ 091 | 275 + 120| 001 + 002| 003 =+ 002| 483 =+ 33| 000 + 000
AS 109D muricatus 4439 & 344 | 149+ 011 | 678 + 349 820 + 15| 000 * 000| 8170 + 030 | 000+ 000
AS110__ D pusilus 4542+ 3968 | 137+ 094| 1303 + 1473 | 600 = 276 | 000 =+ 000 | 2005 = 1009 000 + 000
AS111_Dossphispidus 7542+ 8902 | 667+ G68| 825 + 05| 010 = 007 | 006 =+ 001 | 817 =+ 04| 000 + 000
AS112__ Dosspmartimus | 9179 = 4712 | 259 _+ 214] 660 + 369 008 = 009 | 007 =+ 006| 843 =+ 195] 000 + 000
AS118__D. 4538+ 1696 | 183+ 007] 181 + o078| 000 = 000| 000 + 000| 000 + 000] 000 * 000
AS114__ D.c.sspmaxinus 612+ 248| 129 + 056| 042 + 013 000 = 000 | 001 000 | 150 = 002 000 + 000
AS115__D. crinitus 981 _+ 508| 043 =+ o0o4a| 274 + 067 128 + 000 000 = 000 418 = 000] 000 = 000
AS 116D crinitus 2398+ 27902 | 144+ 187] 1011 + 1310 | 063 : 08 | 000 = 000| 000 + 000 000 * 000
AS117__ D involucratus 1102+ 728 09 + oi1| 086 + 035| 000 + 000| 020 =+ 017 | 2890 =+ 1372 000 + 000
AS118___D. involucratus 5798+ 051 | 431+ o014] 1050 + 804| 018 + o018 | 007 =+ 00| 681+ 59| 000 + 000
AS 119D involucratus 296+ 09| 088+ 004] 048 * 006] 000 * 000| 000  000| 2518 + 043 000 + 000
AS120 Do carota 4562+ 1640 | 199+ 044 | 1157 + 295| 027 + 010| 002 =+ 000| 142+ 014 | 000 + 000
AS 121 2048+ a474| 088 + 010| 230 + 169 000 = 000| 005 = 000| 000 = 000] 000 = 000
AS 122 Dcmaximus 2763+ 451 | 205 _+ 085 | 7605 + 934 | 024 + 019 | 002 _+ 001 | 168 + 027 000 + 000
[AS12s Dcmaximus 2357 = 1110 314+ 180 | 543 = 472| 030 = 014 | 009 = 002| 246 = o067 000 * 000
AS 124 Doc.carota 1355+ 679] 107+ 011 943 + 44| 143 + 019 | 095 =+ 074 | 3079 =+ 2242 | 000 + 000
AS125__ Docaroia o485+ 2025 | 707 =+ 121 ] 1816+ 1260 005 006 | 002 = o001 ] 169 017 | 000+ 000
AS 126 Docarota 9759 =+ 6351 | 1545  + 1581 | 1273 + 103 | 017 + 006 | 002 = 000 191 =+ 047 000 + 000
AS 127 Docanota 5002+ aao8| 702+ 370 | 464 + 215| 052 + 004| 005 & 000 | 215 + 139 000 + 000
AS 128 Dc.carota 5089 =+ 1141 150 _+ 005| 2167 + 245]| 078 + 006| 000 = 000 378 =+ 095 000 + 000
AS129__ Docarota %648 = 2009 292 + 12| 59 + 875| 083 + 008 | 000 = 000 227 =+ 082] 000 = 000
AS130 _ Daucusmurcatus | 3799+ 2767 | 413+ 073 | 4879 + 1160 011 = 019 | 005 =+ 001 | &1+ 219 000 + 000
AS131__ Dcmajor 5245+ 545 | 400 _+ 083 | 547 + 85| 000 = 000| 000 + 000| 000 + 000] 000 * 000
AS 132 Domajor 13895 + 3677 | 912 _+ 0839 | 2551 + 220| 019 = 018 | 004 = 000| 210 =+ 080 | 000 + 000
AS 133 Dauous broteri 1806+ 1595 | 462+ 802 559 + 288 000 000 000 =+ 000 1169 = 93| 000 + 000
AS 134 Daucus guttatus 4925+ 4606 | 198+ 165| 206 + 171| 008 = 014| 004 =+ 003| 55 + 111 | 000 + 000
AS 135 Daucus broteri 565 + a475| 285 <+ 278| 073 + 025| 008 004 | 008 =+ 004 476 = 835] 000 = 000
AS13 _ Daucus hispiiolus | 4211 = 1026 | 1442+ 218] 609 + 150 003 = 003 | 001 = 000] 122 =+ 024] 000 * 000
AS 137 Davous carota 6401+ 1627 | 663+ ai2| 1191 + 405| 007 = 008| 029 = 005| 42 =+ 211 ] 000 * 000
AS 138 Daucus carota 3160 + 520| 178+ 065| 2035 + 1363| 000 + 000 | 008 =+ 001 | 221 + 038| 000 + 000
AS 139 15558+ 12486 | 1424 = 942 3014 + 2657 | 016 = 015| 004 =+ 000 | 155 = 046 | 000 =+ 000
AS 141__Daucus carota 6819+ 3555 | 14+ 125| 428 & 133 | 011 + 006 | 014 = 001 | 226 + 064] 000 + 000
AS 142 Daucus carota 1116+ 7588 | 777+ 510 2228 + 1617 | 004 + 003 | 004 = 000| 274 = 104 | 054+ 094
AS 143 13418+ 6183 | 783+ 0915] 4906 + 2159| 000 = 000 | 0ot =+ 000| 209 =+ 089 | 000 + 000
AS 144__Domaximus 2245 190 | 230 = 103 ] 3980 + 546 | os1 017 |_o020 015|360 082 | 000+ 000
AS 145 D.cgummiter 15275+ 763 | 1567+ 752 6015 + 7387 | 006 + 003 | 002 + 001 | 192 =+ 076 | 000 + 000
AS146 Do martimus 46522+ 0059 | 5096 =+ 1588 o181 + 621 | 014 010 | o001 =+ o000 185 025 000+ 000
AS 147 _D.c.gadecai 13350+ 6843 | 1278+ 508 5423 + 1528 | 013 = 005 | 002 =+ 000| 218 =+ 040 | 000 + 000
AS 148D gummifer 13895+ 4906 | 1032+ 1433 1485 + 503 | 005 + 008 | 002 = 000| 257 = 02| 000 + 000
AS149__ Do commuats | 13243+ 6776 | 1494+ 1462 | 8716 + 4761 | 020 = 013 | 003 =+ 001 | 222 =+ 100 000 + 000
AS 150 D.c. hispanicus 2082+ 855 | 682+ 256 5057 + 570| 009 = 007| 005 =+ 0o0| 152 + o041 | 000 + 000
AS 151__Doc. drepanensis 8271 =+ 3163 | 2444+ 802 | 832 + 223 | 000 + 000 | 002 = 001 | 294 = 166] 000 + 000
AS152__ Do azorious 20258+ 5183 | 2103+ 879 2145 & 3g6| 012 + 009 | 002 =+ 000| 220 + 050 006 + 006
AS 153 D.c hispifolius 3006+ 783 | 942 _+ 061 | 430 + o0s1| 012 = 003| 001 =+ 000| 109 + 014| 000 + 000
AS 154 2991 = 724 689+ 2e3| 228 + 043 | oot 002 | 015 =+ oa7| 702 000+ 000
AS 156 ___D.fitoralis 109 =+ 049 o088 =+ 035| 6554 + 073 000 + 000| 000 =+ 000 | 248 000+ 000
AS157 D muricatus 2699 & 1707 | 847+ 360| 847 + 275| 000 + 000 | o018 =+ o2z | 2024 000+ 000
AS158 D pusilus 6149 =+ 2095| 104 =+ opt| 182 + 103]| 003 = o00s| 004 = o002| 627 000+ 000
AS159__D_involucratus 6323+ 6158 | 242+ 006] 427 + 65| 000 = 000| o0se =+ oas | ases 000+ 000
AS 160 D_gingidium 7248+ o452 | 474+ 146 1077 + 595| 000 + 000 | 000 =+ 000 259 000+ 000
AS161__D. halophius 96656 = 4980 | 890 + 413 1903 + 428 070 =+ o021 | o008 002 | 181 000+ 000
AS 162__D.montevidensis 5005+ 1161 | 087+ o026| 567 + 223 001 = o001 | 005 003 | 2a1 000+ 000
AS163___D.c.maximus 201,51 3920 | 893 = 19| 1157 * 658 004 | o002 000 | 1,01 000+ 000
AS 164 2411 2395 | 077 061 | a1z 315 020 | 006 003 | 278 0.00 0.00
AS165__ D carota 4875+ 2172 | 808+ 94| 405 + 023 000 | 000+ 000 | o000 000+ 000
AS 166D carota s412 = 890 | 407 _+ 05| 459 + 067 007 = 008| 002 = o001 | 18 =+ 033 000 + 000
AS167__Dc carota 2603+ 416 | 198+ 032] 422 + 122 000 : 000| 000 + 000] 000 + 000] 000 * 000
AS 168 Dec. carota 4011+ 1136 | 462+ 190| 489 + 891 | 061 = 010 | 003 + 004]| 205 =+ 033 000 + 000
AS171__ Do carota 123« = 68| 149 & 0381 146 + o0a4| 078 = 012 | 406 = 042 | 699 =+ 1140 | 000 + 000
AS172__Dc carota 5530+ 1020 | 2087 _+ 1544 | 579 + 067] 003 + 004 001 =+ 000| 117 =+ 003] 000 + 000
AS173 Do carota 10026+ 6669 | 532+ 20410730 + 4484 | 032 + 015| 003 = 001 | 226 = 076| 000 + 000
174 D.c.carota 6202+ 754 482 + 076| 4027 + 995| 005 + oo2| 002 =+ 000| 150 + 027 000 + 000
AS 175 B 11646+ 6021 | 256 = 091 276 x 057| 000 = 000 | 002 = 000| 135 = 009 | 000 x 000
AS 176 2 6422+ 860 | 215 _+ 139 | 436 =+ 09| 001 = 001 | 003 = 001 | 225 =+ 061 000 * 000
AS 177 7 5172+ 1260 | 354+ 208| 070 + o21| 009 : 009| o002 & 001 | 253 + 126 000 + 000
AS 178 ? 11045+ 8841 | 477 _+ 0953 | 1183 + 648| 000 = 000 | 004 = 000 | 165 =+ 024 | 000 + 000
AS 180 7 5778+ 2629 | 264+ 123 | 4272 + G239 024 = 019 | 014 = 008| 810 + 064 ] 000 * 000
AS 182 Daucus carota 9570+ 2303 | 143+ 120 | 406 + 347| 003 + 005| 000 + 000| 000 + 000 000 + 000
AS184__ D. %624+ 1551 | 488+ 1e4| 203 + 053] 060 + 004 007 = 000 179 =+ 005] 000 =+ 000
AS 185___Davcus carota 2750 =+ 1016 | 13 _ + o041 | 241 + 184]| 000 + 000 000 = 000 000 =+ 000] 000 + 000
[(AS186  Daucusmuricais | 7700 _+ 630 | 172+ 014| 5056 + 078| 000 + 000 | 000 =+ 000 195 + 058 000 + 000
[TAs 187 Daucus carota 4442+ 3213 375+ 161 | 250 + 301 001 + 001 | 001 =+ 000| 149 + 001 | 000 + 000
AS188__Domaxima 1128 = 181 | o087 & 029 168 + 00| 000 = 000| 000 =+ 000| 000 =+ 000] 000 =+ 000
AS 189 Davcus carota 9839 = 587 | 823+ 04| 18 + 067 000 = 001 | 001 = 000 151 = 002] 000 =+ 000
AS 190 Dauous carota 158+ 197 197 + 115| 0s8 + 028 000 = 000| 002 =+ 001 | 151+ 005] 000 * 000
AS 192 Daucus muricatus 366+ 148| 108+ 019] 144 + 034] 000 + 000 017 =+ 000 1259 =+ 016 000 + 000
AS 193 Daucus carota 5090 = 921 534 =+ 867 | 219 + 060 o001 001 | 000 = 000 161 = 015] 000 = 000
AS 194 Daucus carota 4565+ 449 | 210+ 094] 199 + 255 019 = 005| 001 = 000| 156 =+ 002 ] 000 * 000
AS 195 Daucus carota 4676+ 2090 | 652+ 285 | 936 + 103| 004 = 006| 000 + 000| 28 + 135] 000 + 000
AS 196 Davcus carota 444+ 200 | 157 _+ 077| 058 + 036 | 002 : 008| 001 = 000| 147 : 001 000 + 000
'AS 197 Davous carota 2103+ 1414 | 268+ 186 | 204 + 117| 006 = 009 | 000 =+ 000] 000 + 000] 000 * 000
AS 198 Daucus carota 474+ _214] 038 _+ 006] 085 + 03| 001 =+ 001 | 006 = 000 164 + 000 000 + 000
AS 199 Daucus carota 1359 = 707 | 223 + 262 106 + 048] 052 = o014| 008 = 003| 197 =+ 088] 000 =+ 000
'AS 200 Davcus carota 1768 261+ 160| 100 + o2 | 074 006 | o007 000 | 215+ 006 000 + 000
AS 201 Davous carota 27.74 121+ o75| 166 = o021 001 001 |_000 000 | 000 = 000] 000 =+ 000
AS 202 Daucus carota 5754 115+ o066 150 + 038 | 000 000 | 000 000 | 000 =+ 000 000 + 000
AS203__ Daucus carota 55,78 i 285+ 299| 843 + 197 000 000 | 000 000 | 000 = 000] 000 =+ 000
AS 204___Davcus carota 5803+ 3984 | 163+ 000 | 810 + 290 000 + 000 000 = 000 000 =+ 000 000 + 000
AS 205 Dauous carota 5798+ 1381 | 405+ 256| 132 + 030 000 = 000| 000 + 000] 000 + 000] 000 * 000
AS 207 Daucus carota 3641+ 1556 | 098+ 040 | 624 + 294 000 = 000| 000 =+ 000]| 000 =+ 000] 000 + 000
AS208__ Dauous carota 9519 = 425| 860 + 18| 159 + 015| 068 + 005| 006 = 000 173 = 080 000 = 000
AS 209 Daucus carota 2519+ 91| 143+ 081 | 217 + 09| 000 : 000| 000 =+ 000| 000 + 000 000 * 000
AS210 _ Daucus carota 2384+ 508| 213+ 027] 219 + 093] 063 = 006| 000 =+ 000| 164 + 008] 000 * 000
AS211__Daveus carota 5337 =+ 3284 | 262+ 109| 204 + 068 071 = 008| 010 = 002| 23 = 041 000 + 000
AS212__ Davous carota 4405+ 712 | 28+ 167] 174 + 21| 078 : 028| 000 =+ 000] 255 + 146] 000 * 000
AS213 _ Daucus carota 6222+ 2347 | 307 _+ 233 | 744 + 82| 000 + 00| 012 =+ 000| 285 + 000 000 + 000
AS214__ Daucus carota 1580 + 72| 182 + 18| 188 + 020] 000 + 001 | 000 : o000 185 & 000] 000 + 000
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Wurzel- und Knollengemiise reieretar, 1205 2

EBCH-Codierung der phanologischen Entwicklungsstadien
von Wurzel- und Knollengemiise

{M&hre = Daucus carofa L. ssp. safivus, Knollensellerie = Apium graveolens
L. var. rapaceum Gaud., Kohlrabi = Brassica oleracea L.

var. gongylodes, Rettich und Radies = Raphanus sativus L. ssp., Kohlribe =
Brassica napus L. sap. rapifera Metzg., Chicoree = Cicharium intybus L. var.
foliosum, Schwarzwurzel = Scorzonera hispanical.)

Code Beschreibung

Makrostadium 0: Keimung / Keimpflanzenentwicklung

oo Trockener Samen

01 Beqginn der Samenquellung

03 Ende der Samenquellung

05 Keimwurzel aus dem Samen ausgetreten

o7 Hypokotyl mit Keimblattern hat Samenschale durchbrochen
09 Auflaufen: Keimblatter durchbrechen Bodenoberflache

Makrostadium 1: Blattentwicklung (Hauptspross)

10 Keimblatter voll entfaltet; Vegetationspunkt oder Laubblattansat=
sichtbar

11 1. Laubblatt entfaltet

12 2. Laubblatt entfaltet

13 3. Laubblatt entfaltet

1. Stadien fortlaufend bis ...

19 9 oder mehr Laubblatter entfaltet

Makrostadium 4: Entwicklung vegetativer Pflanzenteile
(Erntegut)

41 Beginn des Dickenwachstums der Ribe, Wurzel bzw. Knolle
{Durchmesszer = 0.5 cm)

42 20% des zu erwartenden Roben-, Wurzel- bzw.
Knollendurchmessers emmeicht

43 30% des zu erwartenden Riben-, Wurzel- bzw.
Knollendurchmessers erreicht

44 40% des zu erwartenden Riaben-, Wurzel- baw.
Knollendurchmessers erreicht

45 50% des zu erwartenden Riben-, Wurzel- bzw.
Knollendurchmessers emeicht

46 60% des zu erwartenden Riaben-, Wurzel- bzw.
Knollendurchmessers ermreicht

47 T0% des zu erwartenden Riben-, Wurzel- baw.
Knollendurchmessers emeicht

48 50% des zu erwartenden Riben-, Wurzel- bzw.
Knollendurchmessers emmeicht

49 Dickenwachstum abgeschlossen; art-fsortentypische Form und

Grosse der Ribe, Wurzel bzw. Knolle erreicht
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Wurzel- und Knollengemiise reier et ai, 1905 2

BECH-Codierung der phanologischen Entwicklungsstadien
von Wurzel- und Knollengemise

Code Beschreibung

Makrostadium 5: Erscheinen der Blutenanlage (Hauptspross)
z.T. 2. Vegetationsjahr

51 Beginn der Streckung des Hauptsprosses

53 30% der zu erwartenden Lange des Hauptsprosses emeicht

55 Einzelbliten der Hauptinfloreszenz sichtibar (geschlossen)

57 Einzelbliten der sekundaren Infloreszenzen sichthar (geschlossen)
59 Erste Bliten voll entwickelt, aber noch geschlossen

Makrostadium &: Blate (Hauptspross)

60 ereinzelt erste Bliten offen

61 Beginn der Blite: 10% der Bluten offen

62 20% der Bliten offen

B3 30% der Bliten offen

B4 40% der Bliten offen

65 Yollblite: 50% der Blaten offen

67 Abgehende Blite: 70% der Bliten verbliht
69 Ende der Bliite

Makrostadium 7: Fruchtentwicklung

71 Erste Frichte ausgehbildst

T2 20% der Frichte haben artspezifische Grisse emreicht
73 30% der Frichte haben artspezifische Grisse erreicht
T4 40% der Frichte haben artspezifische Grisse erreicht
s 50% der Frichte haben artspezifische Grisse emeicht
76 60% der Frichte haben artepezifische Grisse erreicht
7 T0% der Frichte haben artspezifische Grisse emreicht
78 80% der Frichte haben artspezifische Grisse erreicht
79 Frichte haben artspezifische Grosse emeicht

Makrostadium &: Frucht- und Samenreife

81 Beginn der Reife: 10% der Frichte ausgereift bzw. 10% der
Samen art-'sortentypisch gefarbt, trocken und hart

8BS 50% der Frichte ausgereift bzw. 50% der Samen
art-fzortentypisch gefarbt, trocken und hart

89 Vollreife: Samen an der gesamten Pflanze art-/sortentypisch

ausgefarbt und hart

Makrostadium 9: Absterben

92 Beginn der Blatt- und Triebverfarbung
95 50% der Blatter und Stengel vergilbt bzw. abgestorben
97 FPflanze oder cberirdische Teile abgestorben

99 Erntequt (Samen)
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Wurzel- und Knollengemiise

© 1994: BEA und IVA

Abbildung A-7-6 bis A-7-8:  Wurzel- und Knollengemise — BBCH-Codierung der phanologischen Entwicklungsstadien von Wurzel-
und Knollengemiise nach Feller et al., 1995 [Feller et al., 1995]
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Tabelle A-7-4:

Korrelationsmatrix der sechs Zielsubstanzen in Karottenwurzeln (W) und Karottenblattern (B) tber 15

Ontogenesestadien

Fructose-B
Glucose-B
Saccharose-B
Lutein-B
a-Carotin-B
B-Carotin-B
FaDOH-8

FaDOH-3-Acetat-B

FaOH-B

-0,30
031
022
0,18
027
0,48
035
0,52

0,44

0,07
-0,44
051
0,09
0,05
050
0,16
031

0,09

0,01
-0,36
0,55
0,09
-0,51
0,23
-0,37
-0,45

0,43

014
-041

0,60

011
0,47
0,07
024
-030

0,39

0,26
0,18
0,27
015
0,05
011
051
0,47
0,45

0,29
0,15
0,18
0,02
0,14
0,08
032
0,39
0,19

0,17
0,15
0,25
0,04
0,07
011
0,41
038
0,42




7 Anhang 234

Vergleich der Konzentrationen der nicht-fliichtigen Inhaltsstoffe in Blattern und Wurzeln der Sorten

"Nevis” und "Rotin”

40

OLutein (Nevis-Wurzel) ® Lutein (Nevis-Blatt)

Konzentration (mg/100 g FM)

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)
3. Woche (B+W)

5. Woche (B+W)
7.Woche

8. Woche

9. Woche

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

14. Woche

15. Woche

16. Woche

1. Woche Kéltestress

2. Woche Kaltestress

1. Woche nach Kaltestress

Abbildung A-7-15: Lutein -Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierungsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem

Kéltestress

10
s Oa-Carotin (Nevis-Wurzel) ®a-Carotin (Nevis-Blatt)
w
g 8 .
o 1
5 :
E 6 1
5 |
g 4 EONN N B S T
c 1
° 1
c
o
X

7.Woche
8.Woche
9. Woche

3. Woche (B+W)

5. Woche (B+W)

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

14. Woche

15. Woche

16. Woche

1. Woche Kaltestress

2. Woche K&
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E E
S S
T T
g g
2 v
E &
Fol}
D :©
=
&E
o

1. Woche nach Kaltestress

Abbildung A-7-16: a-Carotin-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17
Erntezeitpunkten in 19 Wochen Kultivierungsdauer inklusive 2 Wochen Kéltestress und 1 Woche Regenerationszeit
nach dem Kéltestress
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160
@B-Carotin (Nevis-Wurzel) m B-Carotin (Nevis-Blatt)
140 T

120 +

100

Konzentration (mg/100 g FM)

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)
3. Woche (B+W)

5. Woche (B+W)
7.Woche

8. Woche

9. Woche

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

14. Woche

15. Woche

16. Woche

1. Woche Kaltestress

2. Woche Kaéltestress

1. Woche nach Kal

Abbildung A-7-17: B-Carotin-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17
Erntezeitpunkten in 19 Wochen Kultivierungsdauer inklusive 2 Wochen Kéltestress und 1 Woche Regenerationszeit

nach dem Kéltestress

40

OLutein (Rotin-Wurzel) ® Lutein (Rotin-Blatt)

Konzentration (mg/100 g FM)

3. Woche (B+W)

5. Woche (B+W)
7.Woche

8. Woche

9. Woche

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

14. Woche

15. Woche

16. Woche

1. Woche Kaltestress
2. Woche Kaltestress

Zweiblattstadium (B+W,
Primarblattstadium (B+W)
1. Woche nach Kaltestress

Abbildung A-7-18: Lutein-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Rotin” zu 17 Erntezeitpunkten in
19 Wochen Kultivierungsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kéltestress
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DOa-Carotin (Rotin-Wurzel) B o-Carotin (Rotin-Blatt)

Konzentration (mg/100 g FM)

T
1
1
'
1
1
]
]
1
|
i
{1
I

3. Woche (B+W)
5. Woche (B+W)
7. Woche

8. Woche

9. Woche

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

14. Woche

15. Woche

16. Woche

@
173
L
@
L
g
X
o
<
5]
E

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)
2. Woche Kéltestress

1. Woche nach Kaltestress

Abbildung A-7-19: a-Carotin-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte "Rotin” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierungsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem
Kéltestress

160
140
120
100

O B-Carotin (Rotin-Wurzel) @ B-Carotin (Rotin-Blatt)

Konzentration (mg/100 g FM)

7.Woche
8. Woche
9. Woche
11. Woche

3. Woche (B+W)
5. Woche (B+W)
10. Woche
12. Woche
13. Woche
14. Woche
15. Woche
16. Woche
1. Woche Kal
2. Woche Kaltestress

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)
1. Woche nach Kéltestress

Abbildung A-7-20: B-Carotin-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Rotin” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierungsdauer inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem
Kéltestress
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8
s OFaOH (Nevis-Wurzel) B FaOH (Nevis-Blatt)
w
o
S 6 T T
E i
E 1
s ¢4 !
© 1
z 1
8 2 !
c 1
o 1
x 1
E.,.I:-.,E-.,E‘i,. .
04

16. Woche

1. Woche Kaltestress P

15. Woche
2. Woche Kaéltestress

14. Woche | —
L]

3. Woche (B+W)
5. Woche (B+W)
7.Woche

8. Woche

9. Woche

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

1)
a
g
®
L
i
X
<
]
©
c
o
<
]
2

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)

Abbildung A-7-21: FaOH-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17 Erntezeitpunkten in
19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kéltestress

40

= BFaDOH (Nevis-Wurzel) B FaDOH (Nevis-Blatt)
g 35 i
> 1
=4 30 !
E 1
g 25 T 5

1
R —— .
E 1
R 1 e 1
[ 1
s 1
S L B 1 s 0 | .
< 1

4|

o o
3. Woche (B+W)
5. Woche (B+W)
7.Woche
8. Woche
9. Woche T
10. Woche :
11. Woche
12. Woche T
13. Woche j
14. Woche Fl
15. Woche t
16. Woche p
1. Woche Kaltestress ?
E—

2. Woche Kéltestress

1. Woche nach Kaltestress E

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)

Abbildung A-7-22: FaDOH-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kéltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kaltestress
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5
E O FaDOH-3-Acetat (Nevis-Wurzel) B FaDOH-3-Acetat (Nevis-Blatt)
S 4 i
o 1
= 1
E 3
c
L
= 2
€
8
c 1
o
C

04

Zweiblattstadium (B+W)
Primarblattstadium (B+W)
3. Woche (B+W)

5. Woche (B+W)

7. Woche

8. Woche

9. Woche

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

14. Woche

15. Woche

16. Woche

1. Woche Kaltestress

2. Woche Kéltestress

1. Woche nach Kéltestress

Abbildung A-7-23: FaDOH-3-Acetat-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte "Nevis” zu 17
Erntezeitpunkten in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach

dem Kaltestress
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E OFaOH (Rotin/Wurzel) B FaOH (Rotin/Blatt)
=
8 6
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8 4
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s 2
X
0 E.,EI,E.,\:-,

3. Woche (B+W)

5. Woche (B+W)
7.Woche

8. Woche

9. Woche

10. Woche

11. Woche

12. Woche

13. Woche

14. Woche

15. Woche

16. Woche

1. Woche Kaltestress
2. Woche Kéltestress

Zweiblattstadium (B+W,
Primarblattstadium (B+W)
1. Woche nach Kaltestress

Abbildung A-7-24: FaOH-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Rotin” zu 17 Erntezeitpunkten in
19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kéltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kaltestress
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40

E B FaDOH (Rotin/Wurzel) B FaDOH (Rotin/Blatt)
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Abbildung A-7-25: FaDOH-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte “Rotin” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kaltestress
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Abbildung A-7-26: FaDOH-3-Acetat-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte "Rotin” zu 17
Erntezeitpunkten in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach
dem Kaéltestress
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Abbildung A-7-27: Fructose-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kaltestress
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Abbildung A-7-28: Glucose-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kaltestress
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Abbildung A-7-29: Saccharose-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Nevis” zu 17
Erntezeitpunkten in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach

dem Kaltestress
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Abbildung A-7-30: Fructose-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Rotin” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kaltestress
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Abbildung A-7-31: Glucose-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Rotin” zu 17 Erntezeitpunkten
in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kéltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach dem Kaltestress
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Abbildung A-7-32: Saccharose-Konzentrationen in mg/100 g FM in Wurzel- und Blattmischproben der Sorte ‘Rotin” zu 17
Erntezeitpunkten in 19 Wochen Kultivierung inklusive 2 Wochen Kaltestress und 1 Woche Regenerationszeit nach

dem Kaéltestress
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Abbildung A-7-33: Foto des Wildméhrengenotyps 171
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