TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Fachgebiet Obstbau

EINFLUSS VON
KLIMA UND KULTURMASSNAHMEN

AUF WERTGEBENDE INHALTSSTOFFE DER ERDBEERE

Melanie Anke Josuttis

Vollstindiger Abdruck der von der Fakultidt Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir
Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitidt Miinchen zur
Erlangung des akademischen Grades eines

Doktor der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. J. Meyer

Priifer der Dissertation:

1. Univ.-Prof. Dr. D. R. Treutter

2. Univ.-Prof. Dr. W. Schwab

3. Prof. Dr. H. Dietrich (Hochschule Geisenheim)

Die Dissertation wurde am 12.11.2012 bei der Technischen Universitdt Miinchen
eingereicht und durch die Fakultidt Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir Erndhrung,

Landnutzung und Umwelt am 15.03.2013 angenommen.



Kurzfassung

Sekundére Pflanzeninhaltsstoffe sind verantwortlich fiir viele Funktionen im Pflanzenreich
wie z. B. Anpassung der Pflanzen an ihre Umwelt oder Abwehrmechanismen. Insbeson-
dere phenolische Verbindungen werden mit einer positiven Auswirkung auf die mensch-
liche Gesundheit in Zusammenhang gebracht. Erdbeeren (Fragaria x ananassa Duch.)
sind eine effiziente Quelle fiir solche bioaktiven Verbindungen. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Variation von bioaktiven Substanzen in Erdbeeren aufgrund von verschiedenen
Umweltbedingungen und Kultivierungstechniken untersucht. Um diese beiden
EinflussgroBen neben dem Genotyp zu beurteilen und um die Praxisrelevanz zu
beriicksichtigen, wurden z. B. Verdnderungen von konventionellen Qualitidtsparametern
wie Gesamtsdure, Trockensubstanz sowie agronomische Parameter wie Fruchtgrofe,
Ertrag und Blattfliche herangezogen. Antioxidative Testsysteme sind eine effektive
Moglichkeit, um eine Reihe von bioaktiven Substanzen schnell zu bestimmen. Daher
wurden die Testmethoden Gesamtphenole, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC) und Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) miteinander verglichen und
auf das Mikrotiterplattenformat optimiert. Auf diese Weise wurde im Vergleich zur
Kiivettenanwendung der Probendurchsatz erhoht, wodurch eine kiirzere Analysezeit
erreicht wurde.

In einem Basisexperiment wurde die Auswirkung verschiedener Luft- und Boden-
temperaturen auf die Gehalte von bioaktiven Substanzen der Erdbeeren (‘Elsanta') unter
Gewichshausbedingungen untersucht. Erdbeeren, die in einer kithlen Umgebung
(Tag/Nacht: 16 °C/12 °C) kultiviert wurden, hatten eine geringere antioxidative Kapazitit
(Gesamtphenole, TEAC, ORAC) als Erdbeeren, die in einer wirmeren Umgebung
(Tag/Nacht: 22 °C/16 °C) aufwuchsen. Dies war auf niedrigere Gehalte von Gesamt-
anthocyanen, Proanthocyanidinen (PAC), Ellagtanninen (ET) und Kémpferol-3-ma-
lonylglucosid zurlickzufiihren. Die Ascorbinsiduregehalte der Friichte, die in der kiihleren
Umgebung heranwuchsen, waren hoher im Vergleich zu denen, die in der wiarmeren Um-
gebung kultiviert wurden. Eine Erh6hung der Bodentemperatur auf 26 °C, bei der Variante
der wiarmeren Umgebung, flihrte zu keiner zusétzlichen Akkumulation von Anthocyanen
oder anderen Phenolen in der Frucht, mit Ausnahme von p-Cumaroyl-Glucose. Die PAC-
Gehalte waren sogar niedriger in Friichten, die auf der Variante mit beheiztem Boden her-
anreiften.

Weitere Einfliisse von Umweltfaktoren wurden unter Freilandbedingungen untersucht.

Dabei zeigten Untersuchungen zu saisonalen Effekten, dass die Gehalte an sekundiren
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Inhaltsstoffen der Erdbeere stark vom Probenahmezeitpunkt abhingen. Die
Monatsmittelwerte an bioaktiven Inhaltsstoffen verringerten sich wéhrend der Erntezeit
von Anfang Juli bis Ende September aufgrund kiihlerer Temperaturen und einer verkiirzten
Tagesldnge. Lediglich der Gehalt an Vitamin C wies wegen kiihlerer Temperaturen einen
Anstieg wihrend des Ernteverlaufs auf.

Dartiber hinaus wurde der Einfluss von vier verschiedenen Standorten in Europa — die
in einem Gebiet zwischen Stjerdal in Norwegen (63°36° N) und Conthey in der Schweiz
(46°12° N) lagen — auf bioaktive Substanzen in Erdbeeren an drei verschiedenen
Genotypen (‘Clery', ‘Elsanta’ und ‘Korona') erforscht. Innerhalb einer Sorte lieBen sich
anhand der Gehalte an bioaktiven Inhaltsstoffen die verschiedenen Standorte
unterscheiden. Dieser Effekt war stirker als die lokalbedingten Unterschiede durch den
Probenahmetermin oder den Jahreseinfluss. Als zentrales Ergebnis hatten die nérdlichen
Proben im Allgemeinen niedrigere Anthocyangehalte als die siidlichen. Im Gegensatz dazu
stieg — bezogen auf das Frischgewicht — der Gehalt an Vitamin C und die antioxidative
Kapazitit (Gesamtphenole, TEAC, ORAC) generell mit hoherem Breitengrad an. Wie
Messungen an PAC und einzelnen Polyphenolen (HPLC) zeigten, waren die hoheren
Gehalte vor allem auf Unterschiede der Tannin-Komponenten zuriickzufiihren. Um die
Tannin-Komponenten detaillierter zu untersuchen, wurden ausgewdihlte Proben mittels
einer  High-Throughput-Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie  (LC-MS)-
Methode und multivariater statistische Analyse analysiert. Erdbeersorten von
verschiedenen Standorten in Europa zeigten Unterschiede im ET/PAC-Gleichgewicht.
Zum Beispiel hatten Schweizer Friichte der Sorte ‘Elsanta’ im Vergleich zu Friichten aus
Deutschland und Dinemark hohere ET-Signale als diejenigen, die von PAC abgeleitet
wurden. Dieser allgemeine Trend zu verdndertem ET/PAC-Gleichgewichten wurde durch
konventionelle LC-MS-Analysen bestitigt. Spezifische Verdnderungen der ET-
Zusammensetzung waren fiir die Verschiebung des ET/PAC-Gleichgewichts verant-
wortlich.

Der Einfluss von Anbaumafinahmen auf bioaktive Inhaltsstoffe wurde anhand von
schwarzer und weiller Mulchfolie in Kombination mit dem ebenerdigen und dem
Dammanbau untersucht. Der grof3te Unterschied bestand zwischen der Kontrollvariante
(ebenerdiger Anbau, direkt im gewachsenen Boden) und dem Dammanbau mit schwarzer
Mulchfolie. Durch die Folienvariante wurden die antioxidative Kapazitit (Gesamtphenole,
TEAC, ORAC) um bis zu 30 %, einzelne farblose Phenole bis zu 20 %, Gesamtanthocyane

um 16 % und individuelle Anthocyane bis zu 67 % gesteigert. Dariiber hinaus wurde die
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Trockenmasse um 26 % und die Zucker (°Brix) um 18 % erhoht, was zu einer
Verbesserung der organoleptischen Eigenschaften der Friichte flihrte.

Um kultivierungsbedingte Einfliisse zu untersuchen, wurden in einem zweiten Versuch
Erdbeeren in einem Tunnel mit zwei Folien, die sich in ihrer UV-Transparenz
unterschieden, sowie unter Freilandbedingungen kultiviert. Die erste Folie war UV-B
undurchlissig, wohingegen die UV-B Transmission der zweiten verwendeten Folie 70 %
betrug. Erdbeeren waren in Bezug auf die Gehalte an Ascorbinsdure und
Summenparameter wie Gesamtanthocyane und antioxidative Kapazitit (Gesamtphenole,
TEAC, ORAC) UV-unempfindlich. Allerdings wurden einzelne Phenole durch die
Abwesenheit von UV-Strahlung beeinflusst. Im Vergleich zu Freilandfriichten wurde der
Gehalt des Anthocyans Cyanidin-3-glucosid und die Flavonole Quercetin-3-glucuronid
und Kémpferol-3-glucosid in den Friichten unter UV-blockierenden Bedingungen
verringert. Bei Verwendung der UV-B-transparenten Folie wurden die genannten
Substanzen bis anndhernd auf die Gehalte des Freilandniveaus gebildet. Als zentrales
Ergebnis kann festgehalten werden, dass die durch den Genotyp bedingten Effekte auf
sekundére Pflanzeninhaltsstoffe im Allgemeinen stirker waren als Umwelteffekte oder

kultivierungsbedingte Einfliisse.
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Abstract

Secondary plant compounds are attributed to many functions in the plant kingdom related
to environmental adaption or defense tools. Furthermore, especially phenolic compounds
are related to beneficial effects on human health. Strawberries (Fragaria x ananassa
Duch.) are an efficient source for such bioactive compounds. In this study, the variability
of bioactives in strawberry affected by different environmental conditions and cultivation
techniques was evaluated. In order to assess these changes and to classify the practice
relevance, a number of parameters were considered, e.g., climatic conditions, genotype,
conventional quality parameters like titratabel acidity or dry matter and agronomic
parameters like fruit size, yield, and leaf area. Antioxidant assays are an effective
possibility to quickly determine a number of bioactives. Therefore, the test methods total
phenols, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), and Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORAC) were compared and optimized on a microplate format. In
comparison to the use of cuvettes, the sample throughput was increased by achieving a
shorter analysis time.

As basic experiment, the effects of different air and soil temperatures on the levels of
bioactive components in strawberry fruit (‘Elsanta’') were studied under greenhouse
conditions. Strawberries grown in the cool environment (day/night: 16 °C/12 °C) had a
lower antioxidant capacity, in terms of their total phenols content, TEAC, and ORAC, than
strawberries produced in the warmer environment (day/night: 22 °C/16 °C). This was due
to lower concentrations of total anthocyanins, proanthocyanidins (PAC), total ellagitannins
(ET), and kaempferol-3-glucoside-malonate. On the other hand, ascorbic acid
concentrations in fruit grown in the cooler environment were higher compared to fruit
grown in the warmer environment. An increase in soil temperature to 26 °C in the warmer
environment did not result in any additional accumulation of anthocyanins, or any other
phenolics in the fruit, except for p-coumaroyl glucose. However, the concentrations of
PAC were even lower in fruit grown with heated soil.

Other environmental effects were investigated under open-field conditions. Investiga-
tions on seasonal effects showed that the sampling date affected strongly strawberry
bioactives. Moreover, the monthly mean results of phytochemicals decreased during the
harvest season from the beginning of July to the end of September due to cooler tempera-
tures and a shorter photoperiod. Only the content of vitamin C showed an increase or no

changes during the harvest period due to cooler temperatures.
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Furthermore, the effect of four different growing locations from Stjerdal, Norway
(63°36° N) to Conthey, Switzerland (46°12° N) on the composition of bioactives in
strawberry of three genotypes (cvs Clery, Elsanta and Korona) was evaluated. Differences
in bioactive compounds were distinguishable regarding different locations within a
cultivar. This effect was stronger than local variations by sampling date or even year-to-
year effects. As a result, the northern samples had principally lower anthocyanin amounts
than the southern ones. In contrast, the content of vitamin C and the antioxidant capacity
(total phenols, TEAC, ORAC) was generally increased with higher latitudes calculated on
a fresh weight basis. Results of PAC and individual polyphenols detected by high
performance liquid chromatography (HPLC) indicated that the higher contents were
mainly due to tannin-related components. Therefore selected samples were analysed with
the focus on compositional diversity of tannins using a high-through-put liquid
chromatography mass spectrometric (LC-MS) technique and multivariate statistical
analysis. Varieties grown at different locations across Europe showed differences in their
ET/PAC balance. For example, ‘Elsanta’ grown in Switzerland had higher levels of ET-
derived signals than those derived from PACs compared to the same variety grown in
Germany and Denmark. This general trend to altered ET/PAC balance was confirmed by
conventional LC-MS analysis which also highlighted that specific changes in ET composi-
tion, rather than increases in all ET components, was responsible for the shift in ET/PAC
balance.

The effects of cultivation technique on bioactives were assessed by comparing black
and white mulching foil in combination with flat, matted row, and high bed cultivation.
The strongest effect was observed between the control treatment (matted row bare soil) and
high bed cultivation covered with black plastic mulch. The latter treatment resulted in an
increase of antioxidant capacity (total phenols, TEAC and ORAC) of up to 30%, individual
colourless phenolics of up to 20%, total anthocyanins up to 16% and individual
anthocyanins of up to 67% in the fruit. Additionally, the dry matter was increased by 26%,
and the total sugar (°Brix) by 18% which led to an improvement in organoleptic properties
of the fruit.

In a second cultivation trial, strawberries were grown in a tunnel covered with two
films differing in their ultraviolet transparency, as well as under open-field conditions. One
applied film was not transparent for UVB radiation, whereas the second film transmitted
70% of incoming UVB radiation. Strawberries were UV-unresponsive in view of the

content of ascorbic acid and sum parameters such as total anthocyanins and antioxidant
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capacity (total phenols, TEAC, ORAC). However, individual phenolics were affected in
the absence of UV radiation. The contents of the anthocyanin cyanidin-3-glucoside and the
flavonols quercetin-3-glucuronide and kaempferol-3-glucoside were decreased in the fruit
grown under UV blocking film compared to open-field grown strawberries. By means of
the UV transparent film, the content of the mentioned flavonoids were enhanced up to
similar amounts like in open-field grown strawberries. In conclusion, effects of genotype
on secondary plant compounds were generally stronger than environmental or cultivation

effects.
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Einleitung & Zielsetzung 1.1 Hintergrund

1.1 Hintergrund

Das Erndhrungsverhalten und die Kaufentscheidung des Verbrauchers ist aufgrund eines
grofleren Gesundheitsbewusstseins im stetigen Wandel [1-3]. Funktionelle Lebensmittel,
die neben ihrem Beitrag zur Erndhrung zusitzliche positive Gesundheitseffekte aufweisen,
werden dabei immer wichtiger [4]. Zudem wird die Zufuhr von frischem Obst und Gemiise
aufgrund von dessen positiven Einflusses auf die Gesundheit durch verschiedene
Kampagnen wie z. B. ,,5-a-day* gefordert [5-7]. Die von der WHO bzw. World Cancer
Research Fund empfohlene Menge von iiber 400 g bis 600 g am Tag wird jedoch nur von
einem Teil der Bevolkerung konsumiert [8, 9]. Neben einem geringen kalorischen Wert
zeichnet sich frisches Obst und Gemiise durch nennenswerte Gehalte an Ballaststoffen,
Mineralstoffen, Vitaminen und sekundiren Pflanzeninhaltsstoffen aus. Zahlreiche Studien
beleuchten Gesundheitsvorteile, die sich aus sekunddren Pflanzeninhaltsstoffen ergeben.
Dabei werden diese zum grofiten Teil durch phenolische Inhaltsstoffe priasentiert, die durch
ihre antioxidativen Eigenschaften positiv auf den Organismus wirken kénnen [6, 10-17].
Phenolische Substanzen sollen wesentlich zur Verminderung von Risikofaktoren
chronischer Krankheiten und somit zur Prévention dieser beisteuern [18, 19]. Die zugrunde
liegenden Mechanismen wurden jedoch noch nicht vollstindig aufgeklért und verstanden.
Die Zusammensetzung der Sekunddrmetabolite in verschiedenen Lebensmitteln und deren
tagliche Aufnahme wurde detailliert untersucht [20-29].

Eine intensiv untersuchte Gruppe von Friichten hinsichtlich ihres Erndhrungswertes ist
das Beerenobst [10, 15, 30, 31]. In diesem Zusammenhang wird vor allem Erdbeeren
aufgrund von Okonomischen und agronomischen Faktoren eine hohe Relevanz
zugesprochen [32-35]. Im Vergleich zu anderen Beerenobstarten werden Erdbeeren am
starksten produziert [36, 37] und sind in Deutschland mit Beriicksichtigung auf die
Anbaufliche und Produktionsmenge nach dem Apfel die wichtigste Obstkultur [38].
Gleichzeitig sind diverse Arten der Erdbeerkultivierung sowohl im Freiland als auch
geschiitzt — im Gewédchshaus oder Folientunnel - mdglich [39, 40]. Neben den genannten
spezies-iibergreifenden Variationen in den Gehalten von gesundheitsrelevanten
Inhaltsstoffen werden Unterschiede innerhalb einer Fruchtart beschrieben, die vor allem
auf die Sorte zuriickzufithren sind [41-52]. Zudem beeinflussen externe Faktoren den
Gehalt an wertgebenden Pflanzeninhaltsstoffen [53, 54]. Wahrend des Pflanzenwachstums
und der Fruchtbildung konnen diese Inhaltsstoffe durch klimatisch bedingte
Umweltfaktoren oder durch angewandte Kulturmafnahmen in verdnderten Mengen

gebildet werden. Insbesondere aufgrund des Klimawandels und stindig optimierter
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Anbautechniken herrscht auf diesem Gebiet stetiger Forschungsbedarf. Untersuchungen zu

diesem Thema waren darum Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.

1.2 Problemstellung und Zielsetzung

Um der zukiinftigen Verbrauchererwartung, dass Obst und Gemiise eine ausgezeichnete
Qualitdt und einen hohen Erndhrungswert aufweist, gerecht zu werden, wurden im Rahmen
dieser Arbeit Untersuchungen auf dem Gebiet von Vorernteprozessen durchgefiihrt. So
wurde der Effekt von Kulturtechniken und klimatisch bedingten Umwelteinfliissen wie
Temperatur und Licht auf wertgebende Fruchtinhaltsstoffe der Erdbeere analysiert. Zu den
wertgebenden Inhaltsstoffen zédhlen in diesem Zusammenhang antioxidativ wirkende
Substanzen wie phenolische Komponenten und Ascorbinsdure sowie geschmacksgebende
Parameter wie Zucker und Séure. Die durchgefiihrten Studien sollten vor allem praxisnah
sein und Anbauern langfristig eine Hilfestellung leisten. Aufgrund dessen wurden fiir alle
beschriebenen Versuche ebenso Ertragsparameter dokumentiert. Die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten wertgebenden Inhaltsstoffe sollten somit auch unter diesem Aspekt
beurteilt werden.

Indem Erdbeeren als Modellpflanze gewihlt wurden, konnten zwei Vorteile beim
Anbau von Erdbeeren genutzte werden: eine verhdltnismiBig kurze Kulturzeit sowie eine
zeitliche Versetzung der Versuche. Letzteres war besonders durch die Wahl des
Pflanzmaterials wie Griinpflanzen, Frigopflanzen oder Traypflanzen oder dem Erdbeertyp
einmaltragend bzw. remontierend moglich [39, 55]. Zudem gibt es verschiedene mogliche
Kulturtechniken, die beim Anbau von Erdbeeren angewandt werden. Ausgewéhlte
KulturmaBnahmen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht [55]. Die wesentlichen

Ziele dieser Arbeit konnen wie folgt formuliert werden:

() Die Optimierung der Anwendung von Messmethoden zur Bestimmung von
antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen
(IT) Untersuchungen zum Einfluss von Temperatureffekten auf wertgebende
Fruchtinhaltsstoffe =~ der  Erdbeere unter Gewichshausbedingungen  als
Beurteilungsgrundlage fiir:
a) Die  Charakterisierung  konventioneller = und  erndhrungsrelevanter
Qualitdtsmerkmale = der  Erdbeerfrucht unter  Einflussnahme  von
unterschiedlichen Umgebungsbedingungen wie Klima oder im Rahmen eines

Saisonverlaufes unter Beriicksichtigung des Genotyps.
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b) Die Einflussnahme ausgewéhlter Kultivierungstechniken auf konventionelle

und erndhrungsrelevante Qualititsmerkmale der Erdbeerfrucht.

1.3 Struktur der Arbeit

Die vorliegende Arbeit besteht aus zehn Kapiteln. Nach einer kurzen Einleitung in Kapi-
tel 1 fasst Kapitel 2 die zum Thema dieser Arbeit wissenschaftlich angrenzende und iiber-
schneidende Literatur mit dem Schwerpunkt von Studien an Erdbeeren als Diskussions-
grundlage zusammen. In Kapitel 3 wird die Auswahl der angewandten Methoden erldutert,
die in den folgenden Kapiteln detailliert beschrieben werden. Die Kapitel 4 bis 9 umfassen
die Vorstellung der einzelnen durchgefiihrten Versuche und sind in Einleitung, Material &
Methoden, Ergebnisse und Diskussion gegliedert. Dabei werden in Kapitel 4 bis 7 Effekte
von Umweltfaktoren — teilweise unter Beriicksichtigung des Genotyps — vorgestellt, ge-
folgt von den Einfliissen (Kapitel 8 & 9), die kultivierungsbedingt festgestellt wurden. Die
wesentlichen aus dieser Arbeit hervorgegangenen Verdffentlichungen wurden so wie pu-
bliziert bzw. eingereicht direkt als Kapitel integriert. In Kapitel 10 werden die zentralen

Ergebnisse miteinander verkniipft und bewertet.
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2.1 Wertgebende Inhaltsstoffe der Erdbeere

Die Erdbeere gehort zur Familie der Rosaceae. Die oktaploide Kulturerdbeere (Fragaria x
ananassa) besitzt 56 Chromosomen [39]. Thre Friichte sind im botanischen Sinne
Sammelnussfriichte und keine Beeren, dennoch werden sie so wie Himbeer- oder
Brombeerfriichte im allgemeinen Sprachgebrauch zum Beerenobst gezéhlt [56, 57]. Die
Friichte sind bekannt fiir ihren einzigartigen Geschmack und gesundheitlichen Nutzen [39].
Erdbeeren bestehen zu iiber 90 % aus Wasser gefolgt von 4,9 % Zucker (Fructose, Glucose
und Saccharose), Ballaststoffen (2 %), organischen Séuren (0,9 %) und Mineralstoffen
(0,4 %) wie Kalium, Calcium, Magnesium, Eisen, Zink und Mangan.

Weiterhin sind Erdbeerfriichte mit durchschnittlich 588 pg g eine effiziente Quelle
fiir Vitamin C und enthalten signifikante Mengen an Folsédure, Vitamin E und den meisten
B-Vitaminen [58]. Neben den genannten Néhrstoffen enthalten Erdbeeren eine Reihe von
nicht-nutritiven Phytochemikalien, denen eine positive gesundheitliche Wirkung zu
geschrieben wird [34, 59]. Dazu zédhlen vor allem phenolische Substanzen wie
Anthocyane, Flavonole, Flavanole oder kondensierte Tannine (Proanthocyanidine),
Phenolcarbonsduren und hydrolisierbare Tannine (Gallotannine und Ellagtannine) [60-62].
Tab. 2.1 stellt als Ubersicht, die verschiedenen Gehalte dar. Die Anthocyane sind fiir die
Farbgebung der Friichte verantwortlich. Insgesamt wurden mehr als 25 verschiedene
Anthocyane in Erdbeeren identifiziert [63]. Pelargonidin-3-O-glucosid ist mit einem Anteil
von 70 bis 90 % das Hauptanthocyan der Erdbeere [41, 63, 64]. Daneben kommen in
nennenswerten Gehalten Pelargonidin-3-O-rutinosid, Pelargonidin-3-O-malonylglucosid,
Cyanidin-3-O-glucosid und Cyanidin-3-O-malonylglucosid vor (Tab. 2.1), aber es wird
auch Pelargonidin-3-O-glucosidsuccinat bzw. Cyanidin-3-O-glucosidsuccinat berichtet
[65, 66].

Eine weitere Untergruppe der Flavonoide sind Flavonole, diese sind im Vergleich zu
anderen phenolischen Verbindungen in geringeren Gehalten zu finden (Tab. 2.1). In
Erdbeeren finden sich Quercetin- und Kédmpferolglycoside [61, 62], wobei Quercetin-3-O-
glucuronid als Hauptvertreter dieser Substanzgruppe identifiziert wurde [41, 64]. Des
Weiteren sind hohe Mengen an Flavan-3-olen und Proanthocyanidinen (PAC)
nachzuweisen [64]. Hiufig werden die Gehalte an PAC in der Literatur jedoch
unterschitzt. Die Griinde hierfiir sind eine schlechte Wasserloslichkeit, ein geringer
Extinktionskoeffizient beim Absorptionsmaximum (280 nm), Koelution bzw. Uberlappung
von anderen phenolischen Verbindungen mit stiarkerer UV-Absorption und die schlechte
Trennbarkeit von PAC mit hoheren Polymerisationsgrad [41, 64]. Ferner wird von

Phenolcarbonséuren berichtet, wobei neben Cumarsidurekonjugaten teilweise auch

6



Stand des Wissens 2.1 Wertgebende Inhaltsstoffe der Erdbeere

Benzoesdure und Ferulasdure erwdhnt werden, deren Vorkommen vermutlich
sortenspezifisch ist [64, 67]. AuBBergewohnlich in Erdbeeren ist vor allem das Vorkommen
von hydrolisierbaren Tanninen, die in Friichten vergleichsweise selten auftreten und sich
hauptsdchlich auf Friichte der Rosaceae (Himbeere, Brombeere) und auf Niisse
beschrinken [68]. Ellagtannine bestehen aus Hexahydroxydiphensdure (HHDP) und
Gallussdureeinheiten, die mit Glucosebausteinen verestert sind. Ellagtannine wurden nach
saurer Hydrolyse bisher hdufig als Ellagsdure bestimmt [48, 69-71]. Jiingere Studien
hingegen identifizierten und quantifizierten auch die intakten Ellagtannine [41, 62, 64, 72].

Tab. 2.1: Phenolische Zusammensetzung und Vitamin C-Gehalt von verschiedenen Erdbeersorten.

Substanzgruppe Einzelverbindung (p;}?allj G) Quelle
Anthocyane Pelargonidin-3-O-glucosid 69—714 [41, 63-66, 70, 73]
Pelargonidin-3-O-malonylglucosid 0—208 [41, 73]
Pelargonidin-3-O-rutinosid 0—70 [41, 63-66, 70, 73]
Cyanidin-3-O-glucosid 2,8—42 [41, 63-66, 70, 73]
Cyanidin-3-O- malonylglucosid 0—10 [41]
Summe 85-913 [41, 63-66, 70, 73]
Flavonole Quercetin-3-O-glycoside 5—-52 [41, 63-66, 73]
Kéampferol-3-O-glycoside 0-21 [41, 63-66, 73]
Phenolcarbonsduren  p-Cumaroyl hexose 3-136 [41, 63-66, 73]
Ferulasdurederivat 0-21 [64]
Ellagsdurekonjugate  Ellagséureglycosid 1,0-39,4 [41, 64-66, 69]
Ellagséure 2,0—19,1 [41, 64-66, 69, 70, 73]
Ellagtannine Galloyl bis-HHDP 0—40 [64]
Sanguiin-H6 3-95 [64]
Lambertianin C 40—206 [64]
Agrimoniin 58138 [41]
Summe 97—832 [29, 41, 48, 64, 69-71,
74]
Flavanole Catechin 20—68 [41,71, 73]
Epicatechin 0—4,2 [75]
Proanthocyanidine Dimere 43—-161 [41,76]
Trimere 30—188 [41,76]
4 — 6mere 281 [76]
7 — 10mere 239 [76]
>10mere 758 [76]
Summe 5401680 [64, 76]
Gesamtsumme
phenolischer Inhaltsstoffe 753—3037
Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu 725—4434 [45, 69, 77-86]
Vitamin C 401 - 1120 [46, 59, 87-91]
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Damit ergibt sich eine Gesamtsumme an phenolischen Inhaltsstoffen in Erdbeeren
zwischen 753-303 pgg'. Diese Angaben harmonieren mit den Daten fiir die Ge-
samtphenole nach Folin-Ciocalteu (vgl. Tab. 2.1). Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass wie
auch bei anderen summarischen Methoden Vitamin C miterfasst wird [92].

Die eigentlichen Friichte der Erdbeerfrucht sind die Achénen, die auf dem verdickten
Bliitenboden verteilt sind [39, 93]. Bei der getrennten Untersuchung der Organe wie Acha-
nen, Fruchtfleisch oder Fruchthaut zeigte sich, dass sich die einzelnen Komponenten in der

phenolischen Zusammensetzung deutlich unterscheiden [94-98].

2.2 Funktion und Biosynthese von sekundéren Inhaltsstoffen der Erdbeere
Polyphenole kommen im Pflanzenreich ubiquitir vor und besitzen diverse sekundire
Stoffwechselfunktionen [99]. Dazu zihlen die Interaktionen mit Enzymen/Proteinen und
Phytohormonen oder die Farbgebung von Bliiten und Friichten und die damit verbundene
Bestdubung und Ausbreitung der Samen. Dariiber hinaus spielen diese sekundédren Pflan-
zeninhaltsstoffe eine wesentliche Rolle in der Pflanzenabwehr, indem sie als Schutz-
mechanismen gegen abiotische und biotische Stressoren wirken. Zu den abiotischen
Stressoren zdhlen z. B. Néhrstoffmangel, Salz- oder Trockenstress und zu den biotischen
Stressoren der Befall durch Herbivoren, Bakterien oder Pilze [99].

Die Biosynthese von Polyphenolen resultiert aus dem Shikimisdureweg [100]. Hieraus
geht zum einen Gallussdure, die im Stoffwechsel von Erdbeerfriichten als Ausgangs-
substanz fiir die Bildung der hydrolisierbaren Tannine wie Ellagtannine dient, und zum
anderen die Aminosdure Phenylalanin hervor [54, 73, 99, 101, 102]. Die letztgenannte
Substanz fungiert als Prekursor der Phenylpropanoide aus denen p-Cumarsédure synthe-
tisiert wird. Mittels Chalkon-Synthase (CHS) wird in weiteren Schritten das Flavonoid-
grundgeriist gebildet. Bis zur Stufe der Anthocyane sind weitere Syntheseschritte erforder-
lich, die durch Chalkon-Isomerase (CHI), Flavanon-3B-Hydroxylase (FHT), Dihydro-
flavonol-4-Reduktase (DFR) und Anthocyanidin-Reduktase (ANR) katalysiert werden.
Ausgehend von Dihydroflavonolen werden mit Hilfe von Flavonol-Synthasen (FLS)
Flavonole synthetisiert. Dagegen werden Flavan-3-ole durch Leucoanthocyanidin-Reduk-
tase (LAR) und Anthocyanidin-Reduktase (ANR) gebildet, die als Ausgangssubstanz fiir
die Proanthocyanidine dienen (Abb. 2.1). Allgemein katalysieren Flavonoid
3'-Hydroxylasen (F3'T) die Hydroxylierung am B-Ring, wodurch u. a. Kémpferol in
Quercetin metabolisiert wird. Flavonoid-Glycosyl-Transferasen (FGTs) sind fiir die Glyco-

sidierung der Endprodukte notwendig. Im Gegensatz zu sonstigen Kulturen werden in Erd-
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beeren Pelargonidine als Hauptanthocyan gebildet, widhrend in anderen Friichten eher

Cyanidine, Malvidine, Delphinidine und Peonidine dominieren [43, 70, 103-106].
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Abb. 2.1:
Vereinfachte Darstellung der Biosynthese von ausgewdhlten phenolischen Verbindungen der Erdbeere nach Halbwirth et
al. [101] und Almeida et al. [102].
Abkiirzungen: ANR, Anthocyanidin-Reduktase; ANS, Anthocyanidin-Synthase; C4H, Zimtséure-4-Hydroxylase; CHI,
Chalkon-Isomerase; CHS, Chalkon-Synthase; 4CL, p-Cumaroyl:CoA-Ligase; C3H; p-Cumaroyl-3-Hydroxylase; DFR,
Dihydroflavonol-4-Reduktase; FGTs, Flavonoid-Glycosyl-Transferasen; FHT, Flavanon 3f3-Hydroxylase; FLS, Flavonol-
Synthase; LAR, Leucoanthocyanidin-Reduktase; PAL, Phenylalanin-Ammonium-Lyase.

Die Genexpression der genannten Enzyme und somit auch die Bildung der einzelnen
phenolischen Verbindungen ist stark von der Fruchtentwicklung und somit vom Reifegrad
der Friichte abhédngig [73, 97, 102, 107, 108]. Bereits in der Bliite sind Proanthocyanidine
und Flavan-3-ole vorhanden [97, 109], was sich in den Gehalten der griinen Friichte wider-

spiegelt [73]. Im Verlauf der Reife nehmen die Gehalte jedoch stark ab (Abb. 2.2). Ahn-
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liches gilt fiir Ellagsdure, Ellagsdurederivate und den aus Ellagsdure aufgebauten pheno-
lischen Substanzen. Anthocyane und p-Cumarsédure hingegen sind in griinen Friichten nicht
enthalten [73, 97]. Diese phenolischen Gruppen werden etwa 20 Tage nach der Anthese
gebildet und steigen ab diesem Zeitpunkt stark an. Flavonole sind widhrend des Reife-

prozesses mit leichtem Abwirtstrend in konstanten Mengen vorhanden.
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Abb. 2.2:
Regulation des Flavonoidmetabolismus in Erdbeerfriichten nach Carbone et al. [73] wihrend der Reifung mit den
Reifestadien in Tagen nach der Anthese.
,,Griinl“ 7 bis 10 Tage, ,,Griin2 12-14 Tage, ,,Weill* ca. 20 Tage, ,,Rosa‘“ ca. 25 Tage und ,,Rot“ ca. 30 Tage nach der
Anthese. Die Gehalte der phenolischen Gruppen sind angegeben in pug g Frischgewicht.

Die Expression der involvierten Gene fiir die Enzyme des Flavonoidmetabolismus
wurde in drei Gruppen klassifiziert [73, 97, 101]. Carbone et al. [73] unterscheidet hier-
nach in:

- ,,Zwei-Phasen® Gene: CHS, CHI, FHT, LAR, ANS
- ,Ein-Phase“-Gene — hoch reguliert: DFR, FGT
- ,»Ein-Phase“-Gene — herunter reguliert: FLS, ANR, F3'H

Die Expression der ,,Zwei-Phasen“-Gene zeigt einen ersten Peak im friihen griinen
Stadium und einen zweiten Peak wéhrend der Farbgebung der Friichte von Weil3 zu Rot.
Die hochregulierten ,,Ein-Phase*“-Gene werden im Fruchtentwicklungsstadium von Weil3
zu Rot verstdrkt exprimiert. Dagegen sinkt das Transkriptionslevel der herunterregulierten

,Ein-Phase“-Gene stetig wihrend der Fruchtentwicklung. Glycosyl-Transferasen sind, wie
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bereits erwdhnt, fiir die Katalyse von aktivierten Zuckerbausteinen an den Substraten ver-
antwortlich. Dabei existieren je nach Zuckerrest und Substrat wie Anthocyanidinen,
Flavonolen oder Hydroxyzimtsduren verschiedenste Enzymgruppen [98, 107, 108]. So
katalysiert beispielsweise UDP-Glucose:Cinnamat-Glucosyl-Transferase die Glucosi-
dierung von Cumarsiure und Hydroxyzimtsdure [107]. Die erwidhnte Akkumulation von p-
Cumaroyl-Glucose wéhrend des spiten Reifestadiums von Erdbeeren harmoniert mit der
Enzymaktivitdt dieser FGT.

Der Fokus der bisherigen Untersuchungen der Biosynthese von phenolischen Inhalts-
stoffen, der unter dem Aspekt der Reifung von Erdbeeren erforscht wurde, lag haupt-
sdchlich bei den Flavonoiden. Ellagtannine werden zwar beschrieben, doch beschrianken
sich die meisten Studien auf die Metabolite. Untersuchungen zur Genexpression oder
Enzymaktivitdten sind bisher rar. Nichtsdestoweniger besteht auch auf der Ebene der
Flavonoidbiosynthese weiterhin Forschungsbedarf, da die Regulation durch Trankriptions-
faktoren in Erdbeeren bisher noch relativ unbekannt ist [73].

Als wichtiger antioxidativer Inhaltsstoff der Erdbeere ist neben den phenolischen
Inhaltsstoffen insbesondere das Vitamin C in Erdbeeren zu erwdhnen. Wiahrend der Rei-
fung konnten Tulipani et al. [91] an verschiedenen Erdbeersorten einen Trend zu héheren
Gehalten in den reifen gegeniiber den unreifen Friichten zeigen, allerdings waren diese
Unterschiede nicht signifikant. Ein &hnliches Ergebnis wurde von Olsson et al. [110] beo-
bachtet; der Vitamin C-Gehalt in Friichten der Sorte ‘Senga Sengana' unterschied sich
wihrend der Reifung nicht signifikant, wihrend bei der Sorte ‘Honeoye', die hochsten Ge-
halte in der reifen Frucht beobachtet wurden. Ahnliche Vitamin-C-Gehalte bei unter-
schiedlichen Reifestadien konnten auch in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten

Versuchen beobachtet werden [111].

2.3 Bioaktive Inhaltsstoffe in Erdbeeren aus Erndhrungssicht

In den letzten Jahren zeigten zahlreiche Studien, dass eine an Obst und Gemiise reiche
Erndhrungsweise mit positiven Gesundheitseffekten assoziiert ist und verschiedenen chro-
nischen Erkrankungen vorbeugt [112]. Als wichtigster Vertreter an hierfiir verantwort-
lichen Inhaltstoffen in Obst und Gemiise sind phenolische Inhaltsstoffe zu nennen, die
durch ihre antioxidative Wirkung die Féhigkeit besitzen, freie Radikale abzufangen. So
konnen Zellorganellen, DNA oder Zellmembranen vor oxidativen Schdden geschiitzt wer-
den [18, 19]. Verschiedene Friichte wurden hinsichtlich ihrer antioxidativen Wirkung
untersucht und verglichen. Dabei wurden in vitro unterschiedliche Testsysteme verwendet

[93, 113-115]. Bei dem in diesem Zusammenhang erstellten Ranking heben sich neben
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exotischen ,,Superfruits* wie Goji, A¢ai oder Granatapfel vor allem das heimische Beeren-
obst wie Heidelbeere (Vaccinium myrtillus), Brombeere (Rubus fruticosus agg.), Himbeere
(Rubus idaeus), Schwarze Johannisbeere (Ribes nigrum) oder Erdbeere ab. Dennoch ist zu
beriicksichtigen, dass diese Messungen nicht auf potentielle Gesundheitseffekte schlieBen
lassen [116, 117]. In diesem Zusammenhang spielt die gro3e Bandbreite und Variabilitét
von Polyphenolen in Friichten und die daraus folgende unterschiedliche Bioverfiigbarkeit
der einzelnen Substanzklassen, Absorptionsraten und die Bildung von aktiven Metaboliten
eine wesentliche Rolle [118]. So unterscheidet sich die Absorption nicht nur vom chemi-
schen Grundgeriist der phenolischen Inhaltsstoffe, wie Anthocyanen, Flavonolen oder
Tanninen, sondern auch durch die Art der Glycosidierung. Tannine werden nur in sehr ge-
ringem MaBe vom menschlichen Kdorper absorbiert, doch eine positive Wirkung beginnt
vermutlich schon im Magen und setzt sich im ganzen Verdauungssystem fort, wodurch
sich ein moglicher, vorteilhafter Gesundheitseffekt bereits ohne weitere Aufnahme ins
Plasma einstellt [119-121]. Ferner ist die natiirliche Fruchtmatrix und die damit verbun-
dene Zusammensetzung der sekundiren Inhaltsstoffe ein entscheidender Einflussfaktor. In
diesem Zusammenhang wurden Studien zur Erforschung des Einflusses von Erdbeeren auf
die Gesundheit durchgefiihrt, die im Review von Giampieri et al. [122] zusammengefasst
sind. Aufgefiihrt sind dort Untersuchungen, die eine Verbindung zwischen dem Verzehr
von Erdbeeren und einen positiven Effekt auf die menschliche Gesundheit wie Pravention
von Entziindungen, Oxidativem Stress, Diabetes Typ-II, Ubergewicht, verschiedenste
Krebserkrankungen bzw. kardiovaskuldre und neurodegenerative Erkrankungen herstellen.
Dennoch ist das Wissen auf diesem Gebiet immer noch spérlich und weitere Forschungen

mit humanen Langzeitstudien sind notwendig [30, 122].

12
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24 Optimierung der Fruchtqualitét durch wertgebende Inhaltsstoffe

Zur Klasseneinteilung von Obst und Gemiise werden dulere Eigenschaften wie Grof3e,

Farbe, Geruch und Beschaffenheit als Qualititsmerkmale definiert, die in der Durch-

fiihrungsverordnung (EU) Nr. 543/2011 geregelt sind. Dariiber hinaus werden weitere sen-

sorische Attribute wie die Konsistenz oder der Geschmack in die Beurteilung der Frucht-

qualitit einbezogen [123]. Aufgrund der erwdhnten bioaktiven Wirkung von sekundiren

Pflanzeninhaltsstoffen kann die Fruchtqualitit um diesen Parameter ergénzt werden. Dieser

tragt zusitzlich zur Steigerung der Pflanzenresistenz bei, wodurch verschiedene Ertrags-

parameter positiv verdndert werden konnen [54, 82, 124, 125]. Die Bildung von sekundé-

ren Pflanzeninhaltsstoffen ist nicht konstant. Darauf basierend wurden vor allem in den

letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um potentielle Einflussfaktoren

auf den Sekundirmetabolismus zu priifen. So sind Studien auf allen Stufen des ,,from-

farm-to-fork“-Prinzips vorzufinden, die sich mit der Manipulation und vor allem Akku-

mulation von sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen beschéftigen [54, 124, 126, 127].

Als wichtigste Beispiele sind in diesem Zusammenhang nennen:

o Auswahl des genetischen Hintergrunds unter Beriicksichtigung von Ziichtung und
biotechnologischen Faktoren [41, 45, 46, 52, 73, 84, 91, 108, 128-133],

. Einfluss des Anbaustandortes einschlieBlich Klima und anderen Umwelteinfliissen
[42, 53, 81, 134-142],

° Anwendung von Kulturmafinahmen [65, 77, 79, 86, 87, 132, 133, 143-170]

o Optimierungen von Nacherntebedingungen wie Lagerung, Begasung oder
Bestrahlung [80, 86, 165, 171-183] und

. Technologien in der Lebensmittelverarbeitung und —zubereitung [43, 78, 184-202].

Da im Rahmen dieser Arbeit vor allem die an zweiter und dritter Stelle genannten
Einflussfaktoren untersucht wurden, werden diese im Folgenden detaillierter vorgestellt.
Die wichtigsten Einflussfaktoren, die bei Erdbeeren in diesem Zusammenhang untersucht

wurden, sind in der Ubersichtstabelle 2.2 dargestellt.
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Tab. 2.2:
Ausgewihlte externe Einflussfaktoren wéihrend des Anbaus auf sekundére Fruchtinhaltsstoffe der Erdbeere.
Einflussfaktor Wirkung Quelle
Umgebungstemperatur — Eine hohere Umgebungstemperatur fiihrt zur verstirkten Bil- [147, 166]

dung von phenolischen Inhaltsstoffen und Verminderung des
Ascorbinsduregehaltes

Kohlenstoffdioxid — Erhohung der Kohlenstoffdioxidkonzentration in der Luft, fithrt [142]
zum Anstieg der antioxidativen Kapazitit und der Gehalte an
Flavonolen, Anthocyanen, p-Cumaroyl-Glucose und Ascorbin-
sdure in den Friichten

Licht - Eine Beschattung hat keinen Effekt auf die untersuchten Ge- [77]
samtphenole, Ellagsdure und antioxidative Kapazitét, lediglich
Anthocyane wurden in geringerem Ausmalf} gebildet

— Untersuchung von UV-Effekt durch Anbau unter Folie: kein [163, 203,
bzw. nur leicht positiver Einfluss (14 %) auf Gesamtphenole 204]
bzw. antioxidative Kapazitat; Synthese von Quercetin-3-
glucuronid und Cyanidin-3-O-glucosid stark UV-B-abhéngig,
aktuellste Studie zeigt Einfluss auf alle Anthocyane (+ 24 %)

Trockenstress — Erhohung der antioxidativen Kapazitét (Gesamtphenole, [134]
FRAP) mit der geringsten Wasserdosis pro Tag; kein bis gerin-
ger Einfluss auf Anthocyane und Vitamin C

Nihrstoffversorgung - Die Verdnderung der Gesamtndhrstoffzufuhr zeigten unter- [77, 144,
schiedliche Ergebnisse mit sowohl keinen als auch positiven 150]
und negativen Effekten

Salzstress - Je nach Sorte und Empfindlichkeit ist der Effekt von Salzstress [148, 205]
auf den Sekundidrmetabolismus von Erdbeeren positiv oder ne-
gativ; negativer Einfluss auf Vitamin C

Bodenbedeckungs- — Verschiedene Anwendungsbereiche wie Vergleich von unter- [65, 66,
mafnahmen schiedlichen Mulchmaterialien, Vliesabdeckung oder Damm- 77, 87,
anbau mit {iberwiegend positivem Effekt auf bioaktive Inhalts- 150, 169]
stoffe
Okologischer Anbau - Nicht eindeutig [86, 206,
207]
241 Variationen aufgrund des genetischen Hintergrundes

Innerhalb einer Pflanzenspezies konnen starke Unterschiede des duBeren Erscheinungs-
bildes auftreten. So werden Erdbeeren in verschiedenen Formen von ldnglich bis herz-
formig und Farbtonen von Weil3 bis Dunkelrot gebildet. Wie in Kapitel 2.1 beschrieben,
unterscheiden sich Erdbeersorten in der antioxidativen Kapazitit und der Zusammen-
setzung phenolischer Substanzen [41, 64]. Dariiber hinaus zeigte eine kanadische Studie,
dass einmaltragende Sorten eine hohere antioxidative Kapazitét besitzen als remontierende
Sorten [208, 209]. Um hohe Ertrdge und eine verbesserte Fruchtqualitit zu erreichen, stellt
die Erh6hung der antioxidativen Inhaltsstoffe bei der kiinftigen Ziichtung neuer Sorten ein
wesentliches Ziel dar [45, 131]. Dariiber hinaus sollen die Pflanzen robust und anpassungs-
fahig an neue klimatische und anbautechnische Bedingungen sein [10]. Um den Prozess
der klassischen Ziichtung zu beschleunigen, ist als wichtigstes Werkzeug die Genom-

forschung und ihre Kartierung zu nennen um verantwortliche Gene und Sequenzen zu
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identifizieren und zu lokalisieren. So werden z. B. Quantitative Trait Loci (QTL) kartiert,
die in erndhrungsrelevanten Eigenschaften von Friichten involviert sind [10]. Zur Charak-
terisierung von Kandidatengenen sind Expressionsanalysen notwendig, die mit Hilfe von
Transkriptomanalysen, Microarrayanalysen, RT-PCR (Reverse Transkription Polymerase-
Kettenreaktion), Sequenzierung oder RNA Interferenz untersucht werden. In der Metabo-
lomforschung konnten auf dem Gebiet der Erdbeerbiosynthese neue Erkenntnisse erzielt
werden [73, 97, 98, 107, 109, 210-212]. Bislang werden transgene Pflanzen jedoch kaum
eingesetzt um die erndhrungsrelevante Fruchtqualitit zu verbessern [213]. Hinzukommt die
fehlenden Verbraucherakzeptanz gentechnisch verdnderter Lebensmittel. Dariliber hinaus
sind Langzeitwirkungen genetischer Modifikationen bei Beerenobst kaum bekannt [10].
Insgesamt ist sowohl bei der beschleunigten Ziichtung als auch des Einsatzes gentechnolo-

gischer Verfahren ein hoher Forschungsbedarf vorhanden.

242 Beeinflussung der sekundéiren Inhaltsstoffe durch externe Faktoren wihrend des
Anbaus
Die Untersuchung von Einflussfaktoren auf bioaktive Pflanzeninhaltsstoffe wihrend des
Anbaus und Wachstums der Pflanze steht vor allem aufgrund von innovativen landwirt-
schaftlichen Techniken und des Klimawandels im Fokus. Dabei ist der letztgenannte Fak-
tor mit einer Steigerung der Durchschnittstemperatur, einem Anstieg des CO,-Gehaltes der
Luft, dauerhaften oder wechselnden Trockenperioden und anderen Wetterextremen ver-
bunden. Um auf diese Verdnderungen reagieren und die Herstellung von pflanzlichen Er-
zeugnissen bei Bedarf anpassen zu konnen, ist es notwendig, die Reaktion von Pflanzen
auf z. B. Temperatur, Tagesldnge oder Niederschlag auf allen Stufen der Produktion und

Kultivierung genau zu kennen [214-216].

243 Einfluss der Umgebungstemperatur

Im Review von Jaakola & Hohtola [53] werden Studien, die den Temperatureinfluss auf
die Flavonoidbiosynthese untersuchten, einander gegeniibergestellt. Vor allem zur Bildung
von Anthocyanen gibt es unter diesem Aspekt zahlreiche Versuche wie beispielsweise an
Apfeln oder Weintrauben, bei denen nachgewiesen werden konnte, dass kiihlere Bedin-
gungen einen positiven Effekt auf die Farbgebung haben [140, 217]. Dieser Effekt wurde
auch bei Untersuchungen an Heidelbeeren (Vaccinium myrtillus) verifiziert [138, 218,
219]. In Erdbeeren ist hingegen ein gegensitzliches Ergebnis beobachtet worden. Die
Kultivierung von zwei Erdbeersorten (‘Earliglow' und ‘Kent') bei vier Umgebungs-

temperaturen (Tag/Nacht in °C: 18/12, 25/12, 25/22 und 30/22) ergab einen drastischen
15
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Anstieg des Anthocyangehaltes von 317 pg g Pelargonidin-3-glucosid bei der kiihlsten
Umgebungstemperatur auf 864 pg g unter den wirmsten Bedingungen [147]. Dieser Ef-
fekt wurde durch Temperaturversuche im Rahmen dieser Arbeit bestétigt [166]. Dariiber
hinaus konnte in der Studie von Wang et al. [147] auch eine erhohte Bildung von
p-Cumaroyl-Glucose und Flavonolen wie Quercetinen und Kémpferolen festgestellt wer-
den. Die betreffenden Ergebnisse werden in Kapitel 4 detailliert vorgestellt und diskutiert.
Dartiber hinaus konnte auch bei anderen Beerenfriichten festgestellt werden, dass sich
niedrige Anbautemperaturen negativ auf deren Anthocyangehalte auswirken. So konnte in
Himbeeren bei Erh6hung der Umgebungstemperatur (12 °C, 18 °C und 24 °C) eine Steige-
rung der antioxidativen Kapazitit und der Gesamtanthocyane bezogen auf das Frisch-
gewicht beobachtet werden [161]. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass der Gesamt-
anthocyangehalt mit 73 % hauptsichlich durch die Anthocyane Cyanidin-3-O-sophorosid
und Cyanidin-3-O-glucosylrutinosid repriasentiert wird, wobei sich bei ansteigender Tem-
peratur das Gleichgewicht zwischen beiden Anthocyanen zum letztgenannten verschiebt.
Dariiber hinaus fiihrte die hohere Temperatur wéihrend der Reife zu einer Steigerung der
Fruchtgehalte an Ellagtanninen wie Lambertianin C (46 pg g FG, 72 pg g” FG und 83 pg
¢” FG) und Sanguiin H-6 (144 pg g FG, 159 pg g FG und 163 pg g"' FG) sowie an El-
lagsiureglycosid (6,3 pg g FG, 10,6 pg g’ FG und 18,6 ug g"' FG). Bezogen auf das
Trockengewicht der Friichte war der Temperatureffekt weniger stark ausgeprigt. Tempe-
raturversuche an Moltebeeren (Rubus chamaemorus) zeigten keinen durchgéngigen Trend
beziiglich der Fruchtgehalte an Gesamtphenolen und Gesamtanthocyanen [220]; eine nie-
drigere Temperatur von 9 °C wirkte sich positiv auf die Gehalte der Ellagtannine und
Flavonole im Vergleich zu hoheren Umgebungstemperaturen (12 °C, 15 °C und 18 °C) aus
[133].

Ein positiver Einfluss von kiihlen Wachstumsbedingungen auf den Gehalt von Ascor-
binsdure konnte pflanzeniibergreifend durch diverse Studien belegt werden [147, 161, 165,
166, 221, 222]. In der Studie von Remberg et al. [161] wurde dieser Effekt, bezogen so-

wohl auf das Frischgewicht als auch auf die Trockensubstanz, bewiesen.

2.4.3.1 CO,-Gehalt der Atmosphére

Der Einfluss des Kohlenstoffdioxidgehaltes der Umgebungsluft wiahrend der Kultivierung
wurde in einer Studie von Wang et al. [142] untersucht. Eine Anreicherung von CO; in
zwei Stufen mit 300 pmol mol™ und 600 pmol mol™ fithrte zu einem leichten Anstieg von
Ascorbinsdure um etwa 10 %. Dariiber hinaus konnte die antioxidative Kapazitdt erhoht

werden; pro g Trockengewicht wurde mittels ORAC-Test eine Erhohung von 131,9 pmol
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Troloxédquivalenten (TE) (Umgebungs-CO,) auf 181,9 umol TE (Umgebungs-CO, + 600
pmol mol™") bestimmt. Einzelne phenolische Inhaltsstoffe wurden noch stirker beeinflusst:
p-Cumaroyl-Glucose akkumulierte von 417 auf 735 pgg’ Trockensubstanz (TS),
Quercetinglycoside von 27 auf 108 pgg' TS, Kéimpferol-3-O-glucosid von 52 auf
84 ng g' TS, Pelargonidinglycoside von 2447 auf 4350 pg g TS, und Cyanidin-3-O-
glucosid von 561 auf 1153 pg g’ TS. Was die Synthese von Kiampferol-3-O-glucuronid

und Cyanidin-3-O-glucosidsuccinat betrifft, konnte kein CO,-Einfluss beobachtet werden.

2432 Einfluss von Licht und Tageslinge

Die Lichtqualitidt und -intensitdt hidngt von verschiedenen Faktoren wie Dauer, Einfalls-
winkel der Sonnenstrahlung oder des Lichtspektrums ab [53]. Studien an Nektarinen zeig-
ten positive Lichteffekte auf die Akkumulation von phenolischen Inhaltsstoffen [159, 223].
Weiterhin wurde die Anthocyanbildung in der Schale von Apfeln durch die Zufuhr von
Licht ausgelost [54, 145, 146]. Untersuchungen an Tafeltrauben zeigten dhnliche Ergeb-
nisse. So wurden bei geringer Lichtintensitit weniger Gesamtphenole und Anthocyane
gebildet [224, 225]. Durch Beschattung mit 32 % weniger Licht wurden im Vergleich zu
einer Kontrolle die Gehalte an Gesamtphenolen und Ellagsdure sowie die antioxidative
Kapazitiat (DPPH) in Erdbeeren nicht beeinflusst [77]. Die Anthocyane wurden bei dieser
Untersuchung um etwa 10 % weniger gebildet. Was den Einfluss des Lichts anbelangt,
wurde die UV-Strahlung mit ihrer Wirkung auf den Sekundirstoffwechsel am héufigsten
untersucht [50, 151, 203, 204, 226-228]. Dieser Einflussfaktor wird im Zusammenhang mit
dem Anbau von Erdbeeren in Folienhdusern in Kapitel 2.4.3.6.2 und 9 detaillierter

vorgestellt werden.

2433 Einfluss des Anbaustandortes

Temperatur, CO, und Licht sind die wesentlichen klimatischen Gréen, wodurch sich ver-
schiedene Anbauregionen unterscheiden. Studien, in denen der Einfluss des Breitengrades
durch die Auswahl von verschiedenen Anbauorten untersucht wurde, wurden bisher aller-
dings nur begrenzt durchgefiihrt [138]. Da fiir die Sortenwahl die Klimaregion ausschlag-
gebend ist, ist bei diesen Studien zu beriicksichtigen, dass teilweise nicht dieselben Geno-
typen miteinander verglichen wurden. So untersuchten Reyes-Carmona et al. [139] ver-
schiedene Inhaltsstoffe und die antioxidative Kapazitdt in Brombeeren, die an unterschied-
lichen Standorten in Oregon, USA und in Michoacan, Mexiko angebaut wurden, mit dem

Ergebnis dass der Genotyp bioaktive Inhaltsstoffe stirker beeinflusst als der Anbaustand-
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ort. Dabei wurden an den Standorten in den USA und in Mexiko nicht dieselben Sorten
verwendet. Variationen von Anthocyanen und Flavonolen in Vaccinium-Arten (Vaccinium
myrtillus und Vaccinium uliginosum) wurden von Litti et al. [229, 230] in zwei Studien an
verschiedenen Standorten Finnlands untersucht. In beiden Studien konnten in den nord-
licheren Regionen hohere Anthocyangehalte der Friichte beobachtet werden. Dariiber hin-
aus konnte die jlingere Studie von Litti et al. [230] einen positiven Einfluss auf Flavonole
mit Zunahme des Breitengrades feststellen. Akerstrom et al. [138] zeigten ebenfalls anhand
von Untersuchungen der Anthocyangehalte in Heidelbeeren (Vaccinium myrtillus), dass
dieser Effekt primédr auf den Genotyp zurlickzufiihren ist und nicht auf den Anbaustandort
bzw. den Breitengerad. Dies wurde durch die Kultivierung von Wildpopulationen ver-
schiedener Herkunft an einem Standort belegt. Die Gehalte phenolischer Substanzen in
Erdbeeren derselben Sorte wurden an zwei Standorten in Italien (Cesena: 44°09°N, Meta-
ponto: 40°23'N) wihrend der Reifung miteinander verglichen [73]. Es konnte gezeigt wer-
den, dass Friichte des nordlichen Standortes signifikant hohere Flavonolgehalte, ein stirker
ausgeprigtes Epicatechin:Catechin-Verhiltnis und einen hoéheren Polymerisierungsgrad
der Proanthocyanidine aufwiesen. Wéihrend sich die Unterschiede des Epicate-
chin:Catechin-Verhéltnisses iliber die gesamte Reifeentwicklung erstreckten, waren die
Unterschiede im Flavonolgehalt vor allem im letzten Stadium von Griin zu Rot zu be-
obachten und die des Polymerisierungsgrades der Proanthocyanidine im frithen griinen
Stadium.

Neben Auswirkungen des Breitengrades wurde auch der Einfluss von Hohenunter-
schieden untersucht. So konnte in Weintrauben zwar eine Steigerung von Anthocyanen mit
steigender Hohe (250 m bis 300 m bzw. 300 m bis 350 m) festgestellt werden, doch waren
die Gehalte an Proanthocyanidinen in denjenigen Friichten erhoht, die in geringerer Hohe
(100 m bis 150 m) angebaut wurden [231, 232]. Eine Schweizer Studie zeigte, dass Erd-
beeren, die auf 1050 m angebaut wurden, keine signifikanten Unterschiede im Gesamt-
anthocyangehalt aufwiesen, aber eine niedrigere antioxidative Kapazitit (TEAC:
9,2 umol TE g'1 FG) und einen reduzierten Vitamin C-Gehalt (0,7 mg g'1 FG) gegentiber
Friichten, die in einer Hohe von 480 m (TEAC: 11,0 pmol TE g'l FG, Vitamin C:
0,7 mg g"' FG) produziert wurden [233]. Bei den ermittelten Unterschieden handelte es
sich vermutlich lediglich um einen Verdiinnungseffekt, da bezogen auf das Trocken-
gewicht keine signifikanten Unterschiede erkennbar waren. Dieser Effekt wird auf einen

erhohten Niederschlag in der Region Bruson (1050 m) zuriickgefiihrt.
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2434 Trockenstress

Der Einfluss von Trockenstress auf die Fruchtqualitdt von Erdbeeren (‘Elsanta') wurde von
Terry et al. [134] mittels drei Behandlungen (50 mL, 100 mL und 200 mL Wasser pro Tag)
untersucht. Die hdchste Bewisserungsstufe sollte eine optimale Wasserversorgung
darstellen. Primdre und sekundire Friichte wurden getrennt voneinander analysiert. Bezo-
gen auf die Trockensubstanz konnte ein negativer Einfluss auf den Ascorbinsduregehalt
durch die geringste Wasserapplikation (6,24 mgg') im Vergleich zur héchsten
(7,66 mg g) festgestellt werden. Der Gehalt der Anthocyane wurde weder bezogen auf
das Frischgewicht noch auf die Trockensubstanz deutlich beeinflusst. Ein positiver Effekt
des Wasserdefizits war hinsichtlich der antioxidativen Kapazitdt der Friichte zu beobach-
ten. So wurde bei der Behandlung mit 50 mL Wasser pro Tag, bezogen auf das Frisch-
gewicht ein Wert von 10,3 mM Fe’'g”' (FRAP) bzw. 3,4 mg GAE g (Gesamtphenole)
ermittelt und bei 200 mL Wasser pro Tag ein Wert von 8,0 mM Fe** g bzw. 2,1 mg
GAE g Fiir den Parameter Gesamtphenole wurde dieser Effekt auch auf die Trocken-
substanz bezogen bestétigt. Atkinson et al. [124] erwdhnen in einem Review iiber Einfluss-
faktoren auf bioaktive Substanzen in Erdbeeren die Auswirkung von Trockenstress auf den
Ellagsduregehalt. Ein frither Trockenstress war im Vergleich zur Kontrolle kaum fest-
zustellen, wéhrend ein spéter Trockenstress im Mittel zu einer Verdopplung des Ellag-

sduregehaltes fiihrte.

2435 Einfluss der Néhrstoffzufuhr und Salzstress

Um einen hohen Ertrag und eine gute Fruchtqualitit zu gewihrleisten, ist es wichtig die
Pflanze optimal mit Néhrstoffen zu versorgen. Darliber hinaus fungieren Mineralstoffe als
Kofaktoren des Phenolstoffwechsels, wodurch eine Beziehung zwischen Nihrstoff-
versorgung und sekundéren Inhaltsstoffen hergestellt werden kann. Der Einfluss der Pflan-
zenversorgung auf den Phenolstoffwechsel von Kulturpflanzen wurde in einem Review
von Treutter [54] zusammengefasst. Die Wirkung auf phenolische Inhaltsstoffe in Erdbee-
ren durch drei verschiedenen Diingungsbehandlungen (ohne Nahrstofflosung, verdiinnter
Néhrstofflosung (1:2) und unverdiinnter Néhrstofflosung) im Zusammenhang mit dem
Einsatz von Kompost wurde von Wang et al. [144] untersucht. In dieser Studie konnte an
zweil Erdbeersorten (‘Honeoye', ‘Allstar') gezeigt werden, dass durch eine erhohte Nihr-
stoffzufuhr die Gehalte aller untersuchten phenolischen Inhaltsstoffe und der Ascorbin-
sdure in den Friichten gesteigert wurden. Der Einfluss auf den Ascorbinsduregehalt war in
diesem Zusammenhang zwar signifikant, doch nur in einem geringfiigigen Ausmaf} zu be-

obachten. So wurde ohne Diingung durchschnittlich ein Gehalt von 3,2 pmol g und mit
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Diingung ein Gehalt von iiber 3,3 pmol g (verdiinnte Nihrldsung) bzw. 3,5 pmol g'1 (un-
verdiinnte Nahrlosung) ermittelt. Die antioxidative Kapazitit und die Gehalte an pheno-
lischen Inhaltsstoffen wie p-Cumaroyl-Glucose, Anthocyanen, Ellagsdure und Kdmpferol-
glycosiden stiegen mit stirkerer Diingung an. Der Unterschied im Vergleich zur Kontrolle
betrug mindestens 10 % bis hin zur Verdopplung der Gehalte von Cyanidin-3-O-glucosid
bzw. Ellagsdure. Die ermittelten Resultate widersprechen allerdings den Ergebnissen der
Studie von Anttonen et al. [77]. Dort wurde an der Erdbeersorte ‘Bounty' gezeigt, dass ein
Anstieg der elektrischen Leitfahigkeit (EC-Wert: 0,6; 1,2; 2,4 mS cm'l) zu geringeren Ge-
halten an Quercetin, Kémpferol und Ellagsdure in Erdbeeren fiihrte. Hierbei ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass die Wirkung der mittleren und stdrksten Diingungsstufe nicht signi-
fikant voneinander abwich. Eine Studie von Hargreaves et al. [234] zeigte, dass eine kon-
ventionelle und organische Néhrstoffgabe auf die Hohe der antioxidativen Kapazitit von
Erdbeerfriichten der Sorte ‘Sable' keinen Einfluss hat. Ein negativer Einfluss von Diingung
auf die Bildung von Anthocyanen in Friichten der Erdbeersorte ‘Bounty' wurde in einer
Studie von Moor et al. [150] festgestellt. Was den Vitamin C-Gehalt anbelangt, konnte in
diesen Untersuchungen hingegen kein durchgédngiger Trend beobachtet werden.

Im Allgemeinen sind Erdbeeren gegeniiber Natriumchlorid empfindlich, doch exis-
tieren diesbeziiglich Sortenunterschiede [135, 148, 205, 235-237]. In Verbindung mit bio-
aktiven Inhaltsstoffen, konnte gezeigt werden, dass bei der weniger sensiblen Sorte ‘Ko-
rona' durch die Gabe einer mit Natriumchlorid angereicherten N#hrldsung (40 und
80 mmol NaCl L) die Gehalte an Anthocyanen und Gesamtphenolen in den Friichten im
Vergleich zur Kontrolle anstiegen [205]. Friichte der NaCl-sensiblen Sorte ‘Elsanta’ hin-
gegen zeigten bei der gleichen Behandlung keine Unterschiede im Gesamtphenolgehalt,
wihrend ein negativer Einfluss auf den Gehalt an Anthocyanen zu verzeichnen war. Der
Gehalt an Vitamin C in den Friichten wurde durch die Salzzufuhr bei beiden Sorten gegen-
iiber der Kontrolle reduziert, was am stérksten bei der Sorte ‘Elsanta’ ausgepriagt war. Alle
Ergebnisse bezogen sich auf das Frischgewicht der Friichte. Das durchschnittliche Frucht-
gewicht wurde durch die Applikation von NaCl negativ beeinflusst [148]. Eine zusétzliche

Auswertung bezogen auf die Trockensubstanz wére aus diesem Grund interessant.
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24.3.6 Anwendung verschiedener Kulturmafinahmen bei Erdbeeren

Eines der Hauptziele bei der Produktion von Erdbeeren ist neben der Erzielung hoher Er-
trage die Steuerung der Ernte, die zum einen iiber die Auswahl der Sorte und zum anderen
iiber die Anbauweise erreicht werden kann. Dabei gibt es verschiedene Moglichkeiten,
Erdbeeren zu kultivieren [238]. Neben dem konventionellen Anbau im gewachsenen Bo-
den existieren weit verbreitete Methoden wie z. B. Bodenbedeckungsstrategien und die
Anwendung von Ddmmen [39, 239]. Hierzu werden Ergebnisse im Zusammenhang mit
sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen in Kapitel 8 vorgestellt und der Stand der Wissenschaft
diesbeziiglich im néchsten Abschnitt zusammengefasst. Vor allem fiir die ,,Out-
of-Season“-Produktion spielt der geschiitzte Anbau eine wesentliche Rolle [238, 240]. In
diesem Zusammenhang hat sich der Anbau in Plastiktunneln in vielen Teilen Europas
durchgesetzt [238]. Diese Kultivierungsweise wird haufig mit der Verwendung von Sub-
straten kombiniert um eine Bodendesinfektion zu umgehen [55, 241]. Zudem finden auch

okologische Verfahren bei der Produktion von Erdbeeren Anwendung [242].

2.4.3.6.1 Anwendung von BodenbedeckungsmafBnahmen

Eine gingige Methode, Erdbeeren zu kultivieren, ist der Anbau mit Hilfe von Boden-
bedeckungsmaterialien wie beispielsweise Mulchfolie (vgl. Kapitel 8.1). Durch den Anbau
auf Ddmmen unter Verwendung von schwarzer Mulchfolie wird die Bodentemperatur er-
hoht, was zu einem unterschiedlichen Wachstums- und Fruchtungsverhalten der Pflanzen
fiihrt [39, 145, 146]. Hierzu wurde eine Reihe von Studien beziiglich sekundérer Pflanzen-
inhaltsstoffen durchgefiihrt. So untersuchten Atkinson et al. [87] Erdbeeren der Sorte ‘El-
santa' und ‘Flamenco' in Sdcken unter Verwendung von vier verschiedenen Mulchtypen
(braune Hessian-Folie, schwarze Polyethylenfolie, weile reflektierende Mulchfolie [Ex-
tenday] und ultra-reflektierende Folie). Ein Einfluss auf die Ellagsdure war nur bei Friich-
ten der Sorte ‘Flamenco' zu beobachten. So konnte der Gehalt um bis zu 40 % (Extenday-
Folie im Vergleich zur Hessian-Folie) gesteigert werden. Der Vitamin C-Gehalt hingegen
wurden nur in Friichten der Sorte ‘Elsanta’ signifikant beeinflusst, der durch den Einsatz
von reflektierender Folie (Extenday und ultra-reflektierend) um mehr als 10 % gesteigert
werden konnte. Anttonen et al. [77] verglichen den Einfluss von weiler und brauner
Mulchfolie (Dammanbau) auf die Bildung von sekundiren Inhaltsstoffen in Erdbeeren der
Sorte ‘Korona'. Hierbei wurde die antioxidative Kapazitdt (DPPH) nicht signifikant beein-
flusst, wiahrend die Gehalte an Gesamtphenolen (Folin-Ciocalteu) und Ellagsdure bei
Friichten der weilen Mulchvariante erhoht waren. Die braune Mulchfolie konnte im Ge-

genzug die Anthocyangehalte in den Friichten steigern. Wéhrend die erwédhnten Studien
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sich mit dem Vergleich von unterschiedlichen Folientypen befassten, konnten Moor et al.
[150] in einem Zweijahresversuch nachweisen, dass der Gehalt an Anthocyanen in Erd-
beerfriichten, die unter Verwendung von schwarzem Mulchmaterial erzeugt wurden, hoher
war als in jenen, die konventionell (mit Stroheinlage) kultiviert wurden. Die Wahl der An-
baumethoden zeigte keinen durchgingigen Effekt auf den Ascorbinsiduregehalt in den
Friichten. Ferner untersuchten Wang et al. bioaktive Inhaltsstoffe der Erdbeere unter dem
Einfluss des ebenerdigen Anbau im Vergleich zur Kultivierung auf schwarzer Mulchfolie
[65, 66]. In der zuerst publizierten Studie wurde die Mulchfolie auf Ddmmen angewandt
[66]. Friichte, die bei dieser Variante produziert wurden, enthielten hohere Gehalte an Vi-
tamin C (+~10 %), Ellagsdure (+~20 %), p-Cumaroyl-Glucose (+~50 %), Quercetin-
glycosiden (+~20 %) und Anthocyanen (+ ~20 %) und wiesen eine hohere antioxidative
Kapazitit (ORAC, +~15 %) auf. Der Gehalt an Kdmpferolglycosiden hingegen wurde
nicht beeinflusst. In der jiingeren Studie wurde der konventionelle Anbau mit dem Einsatz
von Mulchfolie im ebenerdigen Anbau verglichen und der Effekt einer neuen Anbau-
variante ,,compost socks* analysiert. Bei dieser Methode wird Kompost in schlauchartige
und feinmaschige Netze abgefiillt, auf denen die Pflanzen kultiviert werden [243]. Diese
Anbauvariante eignet sich als effektive Alternative zur nicht mehr erlaubten Boden-
entseuchung mit Methylbromid. Die Gehalte an Gesamtphenolen (Folin-Ciocalteu) und die
antioxidative Kapazitdt (ORAC) der Friichte wurde durch sie signifikant beeinflusst. Fiir
diese beiden Parameter lieBen sich folgende Abstufungen treffen: ebenerdiger Anbau <
schwarze Mulchfolie < ,,compost socks* (33,0 < 36,3 < 41,6 ORAC in umol TE g'l bzw.
1268 < 1343 < 1590 Gesamtphenole in ng GAE g'). Weiterhin konnten sowohl der Gehalt
der Gesamtanthocyane als auch die einzeln bestimmten Anthocyane durch den Einsatz von
schwarzer Mulchfolie (525 pg Gesamtanthocyane g™ FG) und ,,compost socks“ (559 pg
Gesamtanthocyane g FG) gegeniiber der Standardanbauweise (429 ng Gesamtanthocyane
g FG) gesteigert werden. Die farblosen phenolischen Inhaltsstoffe der Friichte wurden
durch die schwarze Mulchfolie weniger stark beeinflusst. Deswegen konnte in erster Linie
nur bei der ebenerdigen Variante und der Variante ,,compost socks* eine signifikante Stei-
gerung von Ellagsdure und Ellagsiureglucosid (36,5 und 45,6 pug g''), p-Cumaroyl-Glucose
(31,2 und 38,9 pgg), Quercetinglycosiden (11,5 und 14,4 pgg”') und Kimpferol-
glycosiden (4,7 und 5,8 pg g') beobachtet werden, die durch die letztgenannte Methode
ausgelost wurde. In einer kiirzlich publizierten Studie von Fan et al. [169] wurde auch der
Einfluss des ebenerdigen Anbaus mit dem Einsatz von Plastikfolie und zusitzlich der Ef-
fekt der Vliesabdeckung auf die Bildung von bioaktiven Inhaltsstoffen in Erdbeeren unter-

sucht. Bei der Anwendung von Mulchfolie (Farbe nicht angegeben) wurde nur ein gering-
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fiigiger Effekt beobachtet. Dagegen wurde der Gehalt aller analysierten phenolischen In-
haltsstoffe der Friichte, wie Ellagsdure, Flavonole, Hydroxyzimtsduren und Anthocyane
mit der Ausnahme von Kdmpferolen durch den zusitzlichen Einsatz einer weillen Reihen-

abdeckung (bis zum griinen Fruchtstadium) gesteigert.

2.4.3.6.2 Anbau in Folienhdusern

Um die Anbausaison auszuweiten, werden Erdbeeren in vielen Teilen Europas einschliel3-
lich Deutschland im Folientunnel kultiviert [240]. Auf dem Gebiet des Folienanbaus von
Erdbeeren gibt es, was sekundire Inhaltsstoffe betrifft, bislang nur wenige Studien [163,
203, 204]. Was dieses Thema anbelangt, untersuchte Ordidge et al. [203] in einer Zwei-
Jahres-Studie den Einfluss von drei Folienmaterialien (1. UV-Block-Film: Durchléssigkeit
im UV-B-Bereich 1 % bis 6 % und UV-A 1 % bis 4 %; 2. UV-Low-Film: Durchléssigkeit
im UV-B-Bereich 13 % bis 26 % und UV-A 22 % bis 77 %; 3. UV-Window-Film mit ei-
ner Durchldssigkeit von 60 % bis 78 % in einem Wellenldngenbereich von 260 nm bis
400 nm) auf wertgebende Inhaltsstoffe der Erdbeersorten ‘Elsanta’ und ‘Everest' an ver-
schiedenen Ernteterminen. Im Mittel unterschieden sich Friichte der Variante UV-Low und
UV-Window nicht. Allerdings waren im Vergleich zur Variante UV-Block die Gehalte an
Gesamtphenolen um etwa 12 % erhoht, die Gesamtanthocyane um ca. 6 % und die Phenol-
sduren um etwa 19 %. Dieser Trend war nicht an jedem untersuchten Termin signifikant.
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit [163] bestdtigten, dass durch verschiedene
Folienmaterialien nur ein geringfiigiger Einfluss besteht (vgl. Kapitel 9). Dennoch konnte
fiir einzelne phenolische Verbindungen wie Quercetin-3-glucuronid und Cyanidin-3-gluco-
sid eine starke UV-B Abhingigkeit gezeigt werden [163]. In diesem Zusammenhang ergab
eine jlingere Studie ebenfalls beim Anbau von Erdbeeren, dass sich UV-transparente (81 %
UV-Durchléssigkeit im Bereich 280 nm bis 400 nm) von UV-undurchléssige (3,5 % UV-
Durchléssigkeit im Bereich 280 nm bis 400 nm) Folie deutlich unterschied [204]. Die
Friichte wurden getrennt nach der Fruchtordnung in primér, sekundéir und tertidr unter-
sucht. Fiir die Gesamtphenole wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt, wobei durch den
Einsatz von UV-durchldssiger Folie der Gehalt im Mittel um etwa 14 % gesteigert werden
konnte. Die Flavonoidgehalte der Friichte wurden in einem &hnlichen Ausmal} beeinflusst.
Dabei wurden die Anthocyangehalte durch die UV-durchlédssige Folie durchschnittlich um
21 % gesteigert.
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2.4.3.6.3 Okologischer Anbau

Die nachhaltige Nutzung der Ressourcen und der Verzicht auf chemisch-synthetischen
Pestizideinsatz sind die wesentlichen Merkmale des 6kologischen Landbaus in der EU und
in Deutschland [244]. Aufgrund eines stirkeren Erndhrungsbewusstseins gewannen Bio-
produkte in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung [245]. Im Zusammenhang mit
sekundiren Inhaltsstoffen untersuchte Meltsch et al. [206] an der Sorte ‘Elsanta’ den Ein-
fluss des Okologischen Anbaus. Neben Vorteilen in sensorischen Attributen zeigten die
okologisch angebauten Friichte hohere Gesamtphenolgehalte im Vergleich zu konven-
tionell hergestellten Friichten. Jedoch konnten in dieser Studie keine Unterschiede in den
Gesamtanthocyan- und Phenolcarbonsdurengehalten ermittelt werden. In einer weiteren
Studie wurden konventionell und 6kologisch erzeugte Erdbeerextrakte zur Inhibierung von
Krebszellenproliferation eingesetzt [207]. Dabei wurden Extrakte der Erdbeersorten
‘Cavendish' und ‘Honeoye' miteinander verglichen. Der Gehalt an Vitamin C war in den
biologisch hergestellten Friichten der Sorte ‘Honeoye® hoher, wihrend sich die Anbau-
weise bei der Sorte ‘Cavendish® diesbeziiglich nicht auswirkte. Okologisch produziert
Friichte der Sorte ‘Cavendish' zeigten hohere Gesamtphenolgehalte im Vergleich zu kon-
ventionellen Friichten. Im Gegensatz dazu wurden bei ‘Honeoye' hohere Gesamtphenol-
werte in der konventionellen Variante analysiert. Dariiber hinaus wurden bei den biolo-
gisch erzeugten Erdbeeren der Sorte ‘Cavendish' hohere Gehalte an Ellagsdure, Hydroxy-
zimtsduren, Gesamtanthocyanen einschlieBlich Pelargonidinen und Cyanidinen im Ver-
gleich zur konventionellen Methode ermittelt. Demgegentiber unterschieden sich die bio-
logischen Friichte der Sorte ‘Honeoye' in ihrem Gehalt an Hydroxyzimtséduren von dem
konventioneller Friichter. Ein weiterer Vergleich wurde an den Sorten ‘Diamante’, ‘Lanai’
und ‘San Juan' durchgefiihrt [85]. Dabei zeigten biologisch angebaute Erdbeeren eine sig-
nifikant hohere antioxidative Kapazitit (TEAC), erhohte Ascorbinsduregehalte und Ge-
samtphenole von durchschnittlich 10 %. Einzelne phenolische Inhaltsstoffe wurden jedoch
ohne eindeutigen Trend beeinflusst. Jin et al. [86] wiesen anhand der Erdbeersorten ‘Ear-
liglow' und ‘Allstar' nach, dass die Gehalte der antioxidativ involvierten Enzyme, Ge-
samtphenole, Gesamtanthocyane und einzeln mittels HPLC bestimmten phenolischen In-
haltsstoffe in der biologischen Variante hoher lagen als in den konventionell angebauten

Erdbeeren.
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2.4.3.6.4 Weitere Mallnahmen im Rahmen der Kultivierung von Erdbeeren

Neben den zuvor erwdhnten Anbaumalinahmen konnen weitere Parameter bei der Kultivie-
rung von Erdbeeren variiert werden. So untersuchten Anttonen et al. [77] den Einfluss des
Pflanztermins in Abstand von drei Wochen in Abhéngigkeit von der Fruchtordnung auf die
sekundéren Erdbeerinhaltsstoffe der Sorte ‘Korona'. Es konnte gezeigt werden, dass die
Stellung der Friichte (vgl. Abb. 2.3) ausschlaggebend fiir die Gehalte von Gesamtphenolen
(Folin-Ciocalteu), Anthocyanen und Ellagsdure sowie die antioxidativen Kapazitit ist, wo-
bei die tertidren Friichte im Allgemeinen hohere Gehalte aufwiesen als die priméren
Friichte. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die Friichte klassifiziert nach Frucht-
ordnung je Pflanzdatum an unterschiedlichen Erntezeitpunkten geerntet wurden. Ein Ein-

fluss des Pflanzdatums konnte unter diesen Bedingungen nicht evaluiert werden.

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Fruchtstellung bei Erdbeeren.
1 = primére Friichte, 2= sekundére Friichte, 3 = tertiére Friichte.

Atkinson et al. [87] untersuchten bei den Sorten ‘Elsanta’ und ‘Florence' den Einfluss
von Bliitenausdiinnung auf den Gehalt von Ellagsdure (nach Hydrolyse) in Abhéngigkeit
von der Fruchtordnung (Abb. 2.3). Die vier Ausdiinnungsvarianten (1 = keine Ausdiin-
nung, Entfernung von 2 =primdren Bliiten, 3 =primidren und sekundiren Bliiten,
4 = sekundiren und tertidren Bliiten) zeigten keinen Einfluss auf den Gehalt an Ellagsdure.

Wang et al. [143] zeigten, dass der Gehalt von Resveratrol in Erdbeeren nach Appli-
kation mit Methyljasmonat, einem an Wachstum und Abwehrreaktionen beteiligten Phy-
tohormon, gesteigert werden konnte. Damit wurden vorangegangene in vitro Untersuchun-
gen im Zusammenhang mit Methyljasmonat und der Akkumulation von Anthocyanen in

Erdbeeren bestitigt [246].
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2.5 Analyse von phenolischen Inhaltsstoffen

Aufgrund der groBBen Vielfalt von phenolischen Substanzen im pflanzlichen Probenmate-
rial, werden je nach Matrix und Fragestellung unterschiedliche Untersuchungsverfahren
angewandt [247-250]. Dabei muss die Polaritdit und Loslichkeit der vorkommenden
Zielsubstanzen — sowie Grofle und Polymerisationsgrad, Glycosidierung und Position der
Zucker — bei der Extraktion, den Aufreinigungsschritten sowie Quantifizierungs- und
Identifizierungsmethoden beriicksichtigt werden [247, 248, 250, 251]. Allgemein erfolgt
nach einer geeigneten Probenvorbereitung eine Fliissigextraktion mit Hilfe eines Losemit-
tels. Bei Bedarf folgt als nédchster Schritt eine Aufreinigung oder Aufkonzentrierung. Der
so erhaltene Extrakt kann flir kolorimetrische oder chromatographische Verfahren einge-
setzt werden [248, 250, 251]. Im nédchsten Abschnitt werden die wichtigsten Methoden fiir

phenolische Substanzen in Friichten vorgestellt.

2.5.1 Probematerial und Extraktion

Nach einer repriasentativen Probenahme gibt es verschiedene Moglichkeiten, das Probe-
material fiir eine weitere Analyse auf sekundire Pflanzeninhaltsstoffe vorzubereiten. Altere
Studien untersuchten die Substanzen im Saft der Friichte [66, 147, 187]. Hierbei ist zu be-
riicksichtigen, dass der Saft weniger antioxidativ wirksame Substanzen wie Gesamtphenole
und Anthocyane aber auch weniger Vitamin C enthilt als das Ausgangsprodukt [78, 190].
Eine weitere Moglichkeit der Probenvorbereitung ist das Gefriertrocknen. Fiir Erdbeeren
konnte gezeigt werden, dass bei diesem Prozess Verluste der Gesamtphenole und Ascor-
binsdure von z. T. liber 40 % zu beobachten sind [79]. Allerdings wurde dieses Ergebnis
durch Bohm et al. [252] nicht bestitigt, denn in deren Studie zeigte sich bei der Bestim-
mung der antioxidativen Kapazitit (FRAP und TEAC-Test) zwischen frischen Erdbeeren
und gefriergetrocknetem Material keine signifikanten Unterschiede. Seeram et al. [253]
verglichen bei der Identifizierung von phenolischen Inhaltsstoffen der Erdbeere die HPLC-
Profile methanolischer Extrakte, die aus gefriergetrocknetem Material und frischen Friich-
ten gewonnen wurden. Es konnten Unterschiede in der Intensitét einzelner Peaks zwischen
beiden Ausgangsubstanzen beobachtet werden. Die Autoren untersuchten dariiber hinaus
den Einfluss des Extraktionsmittels. Darauf basierend konnten im HPLC-Profil keine we-
sentlichen Unterschiede zwischen Methanol und Aceton festgestellt werden. Bei einem
Vergleich von methanol- bzw. acetonhaltigen Extraktionsmittel in Kombination mit unter-
schiedlichen Séduren zeigte eine jiingere Studie fiir Erdbeeren, dass der Einsatz von Aceton
Vorteile bringt, besonders was die Extraktionsausbeute von Ellagsdurekonjugaten und Fla-

van-3-olen betrifft [254]. Bei dieser Untersuchung ist zu beriicksichtigen, dass nur eine
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Extraktion durchgefiihrt wurde. Dagegen zeigte eine Extraktionsstudie, in der eine zwei-
fache Extraktion von Himbeeren, Apfeln, Blaubeeren und Preiselbeeren durchgefiihrt
wurde, geringere Unterschiede beim Vergleich von 70 % Methanol und 60 % Aceton. Ex-
traktionsversuche von Schwarzen Johannisbeeren und die Analyse von deren Gesamt-
anthocyanen, Gesamtphenolen bzw. antioxidativen Kapazitit (TEAC, FRAP) zeigten
Vorteile von Methanol im Vergleich zu Aceton [255]. Aceton oder Aceton/Wasser/Saure-
Losungen wurden bei zahlreichen Studien an Erdbeeren verwendet [41, 64, 65, 169, 256].
Ebenso fand Methanol teilweise in Kombination mit Wasser und Sduren hidufig Anwen-
dung bei der Extraktion von phenolischen Komponenten in Erdbeerfriichten [73, 91, 173,
203, 205, 257]. Beschrieben wird auch die Verwendung beider Losemittel fiir verschiedene
Substanzgruppen [69, 96]. Zudem werden auch andere Losemittel wie Ethanol [81, 258]
oder Ethylacetat erwéhnt [61]. Neben der Fliissig-Extraktion gibt es weitere Moglichkeiten
der Extraktion bzw. deren Unterstiitzung. Dazu zdhlen die Fest-Fliissig-Extraktion, die
Verwendung von superkritischem Wasser, Mikrowellen oder Ultraschall [259]. Je nach
Fragestellung werden die Extrakte aufgereinigt oder aufkonzentriert. Die Festphasen-
extraktion wird genutzt, um Matrixeffekte durch stérende Fruchtinhaltsstoffe wie Sduren
und Zucker zu entfernen. Dazu wird an C18-Saulen [64, 72] bzw. an einer Sdulen, die mit
Amberlite XAD-7 gepackt ist, aufgereinigt [129, 260-262]. Das Verfahren eignet sich zu-
dem fiir die Abtrennung bestimmter Substanzgruppen wie beispielsweise den Ellagtanni-

nen mittels Sephadex LH-20 [72, 120, 263].

252 Bestimmung der antioxidativen Kapazitét

Fiir die Analyse von phenolischen Inhaltsstoffen aber auch anderen sekunddre Pflanzen-
inhaltsstoffen wie Vitaminen (z. B. Tocopherole, Ascorbinsdure) oder Carotinoiden wer-
den deren antioxidative Eigenschaften genutzt, um diese Inhaltsstoffe summarisch zu er-
fassen. Weit verbreitet sind aus diesem Grund unterschiedliche antioxidative Testsysteme
[264-266]. Dabei unterscheiden sich die Methoden hinsichtlich ihres chemischen Grund-
prinzips, die im Allgemeinen entweder auf einem Wasserstoffatomtransfer (HAT, Hydro-
gen Atom Transfer) oder einem Elektronentransfer (ET, Electron Transfer) basieren und
hiernach eingeteilt werden [265, 266]. Dabei werden fiir Erdbeeren vor allem die folgen-

den Tests eingesetzt:
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e  Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu [45, 69, 77-86],
e TEAC — Trolox Equivalence Antioxidant Capacity
[45, 52,78, 85, 148, 233, 267-269]
e ORAC - Oxygen Radical absorbance Capacity
[65, 66, 80, 83, 84, 86, 169, 256, 267],
e FRAP — Ferric Reducing Ion Antioxidant Power
[45, 78, 84, 148, 267, 268] oder
e DPPH - 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl
[69, 81, 86, 129, 267, 270, 271].

Zudem gibt es Methoden, die weniger tiiblich sind, wie den B -Carotin-Bleaching Test
[69, 84, 173] oder die Lipidperoxidation mittels Thiobarbitursaure [148].

Um die Ergebnisse der antioxidativen Kapazitit fiir pflanzliche Lebensmittel, Ole und
Getranke von verschiedenen Laboren vergleichen zu kdnnen, geben Péréz-Jiménez et al.
[272] eine Hilfestellung die vier meist genutzten in vitro Tests FRAP, TEAC, DPPH und
ORAC fiir zu vereinheitlichen. Wie bereits im Abschnitt zuvor erwihnt, ist eine optimale
Probenvorbereitung essentiell, so dass sich beispielsweise durch den Mahlprozess weder
Substanzen abbauen noch die Bildung neuer Antioxidantien hervorgerufen wird. Dabei ist
die PartikelgroBBe moglichst klein zu wéhlen, um die Oberfliche zu erhéhen und die Pene-
tration des LoOsungsmittels zu verbessern. Extraktionsmittel und -bedingungen (Dauer,
Temperatur, Anzahl) spielen bei der Effizienz eine wesentliche Rolle. Dariiber hinaus ist
zu bertiicksichtigen, dass u.a. die Polaritit des gewdhlten Extraktionsmittels auf das Test-
system starken Einfluss nimmt. Das zeigte eine Untersuchung von reinen Standards, die in
verschiedenen Ldsemitteln geldst waren [273]. Zudem finden Interferenzen mit weiteren
nicht-antioxidativ wirkenden Lebensmittelinhaltsstoffen wie Zucker, Pektinen oder Ami-
nosduren statt, die je nach gewéhltem Losemittel eine Verstirkung oder Suppression des
Signals hervorrufen konnen. Aufgrund von verschiedenen Vor- und Nachteilen der Metho-
den, Reaktionsmilieus und Mechanismen wird von Péréz-Jiménez et al. [272] empfohlen,
dass mindestens zwei der genannten Testsysteme zu verwenden sind, um die antioxidative
Kapazitit einer Probe zu charakterisieren. In diesem Zusammenhang spielen auch die un-
terschiedliche antioxidative Kapazitit von Reinsubstanzen und synergistische Effekte von
Gemischen insbesondere mit Ascorbinsiure je nach Testsystem eine Rolle [248, 274, 275].
Bei der Isolierung von zehn phenolischen Inhaltsstoffen der Erdbeere und der Bestimmung
der antioxidativen Kapazitit (TEAC) zeigten sich z. T. immense Unterschiede [276]. Wang

et al. [66] flihrten den Beitrag einzelner Flavonoide und Phenolcarbonsduren in Erdbeeren
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zur antioxidativen Kapazitit (ORAC) auf. Eine weitere Moglichkeit die Einzelsubstanzen
von Fruchtinhaltsstoffen auf ihre antioxidative Kapazitit zu testen ist die Fliissigkeits-
chromatographie gekoppelt mit einem antioxidativen Test wie TEAC mittels Nachsdulen-
derivatisierung [277]. Angewendet wurde dieses Verfahren zum einen bei der Bestimmung
der phenolischen Inhaltsstoffe der Erdbeere, um das erhaltene Chromatogramm zusétzlich
zu charakterisieren [268] und zum anderen bei der Schwarzen Johannisbeere, Blaubeere,
Himbeere, Rote Johannisbeere und Cranberry [103], um detailliert den prozentualen Bei-
trag der einzelnen antioxidativen Inhaltsstoffe wie Ascorbinsdure, Flavonole, Anthocyane,

Ellagtannine oder Proanthocyanidine zu bestimmen.

2.5.3 Weitere Summenparameter mittels kolorimetrischer Methoden

Neben den zuvor beschriebenen Antioxidantien-Tests gibt es weitere Moglichkeiten phe-
nolische Inhaltsstoffe photometrisch zu erfassen und zu quantifizieren. Im Falle der Pro-
anthocyanidine, den kondensierten Tanninen, finden hierbei die Vanillin-, DMAZA (Di-
methylammonium-Zimtaldehyd)- oder Butanol-HCI-Methode Anwendung [250]. Fiir die
hydrolisierbaren Tannine hingegen eignen sich Methoden unter Verwendung von Kalium-
iodat, Rhodanin und Natriumnitrat [250, 263, 278]. Eine héufig angewandte Schnell-
methode ist die Flavonoidbestimmung mit Aluminiumchlorid [279], wobei diese Methode
ebenfalls fiir die Untersuchung an Erdbeeren eingesetzt wurde [95, 96, 280]. Vielfach wird
die pH-Shift-Methode zur Bestimmung von Anthocyanen verwendet, die das Absorp-
tionsmaximum von Anthocyanen zwischen 490 und 550 nm und die damit verbundene rote
bis violette Farbe ausnutzt [281]. Diese Methode zeigt gute Korrelationen zur HPLC-Be-

stimmung und wird vielfach fiir Erdbeeren angewandt [282].

254 Chromatographische Verfahren und Detektionsmethoden

Fiir die Analyse von einzelnen phenolischen Verbindungen werden im Allgemeinen chro-
matographische Methoden gewihlt. Die in Kapitel 2.5.1 beschriebenen Extrakte werden
weiteren Verfahren zur Isolierung, Auftrennung, Quantifizierung oder Identifizierung un-
terzogen, deren Einsatz abhingig von der wissenschaftlichen Fragestellung ist. Um die
Inhaltsstoffe zu isolieren, kdnnen die Extrakte mittels Counter-Current Chromatographie
(CCC) bzw. High-Speed Centrifugal Counter-Current Chromatographie (HSCCC) fraktio-
niert werden [250]. Bei beiden Verfahren wird eine Fliissig-Fliissig-Extraktion mit nicht
mischbaren Losemitteln durchgefiihrt. Diese Methoden wurde zur Identifizierung von An-

thocyanen und weiteren Phenolen in Erdbeeren eingesetzt [ 129, 260].
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StandardmifBig wird fiir die Auftrennung von phenolischen Verbindungen die Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) verwendet [248-251]. Die Extrakte werden
in der Regel an RP-18 (reversed phase-C18)-Sdulen aufgetrennt, wobei 1. A. ein Gradien-
tenprogramm verwendet wird, das einen organischen Eluenten wie Acetonitril oder Me-
thanol und einen wéssrigen Eluenten enthilt, der mit Ameisensdure, Essigsédure oder Phos-
phorsdure angesduert ist [249-251]. Die verwendeten Detektionssysteme sind in der Regel
UV/VIS, PDA, MS, Fluoreszenz oder Coulometrie. Bei der Analyse von phenolischen
Inhaltsstoffen in Erdbeeren wird fiir vergleichende quantifizierende Untersuchungen in der
Regel der PDA-Detektor angewandt [65, 66, 83, 275]. Jede Verbindung zeigt, je nach phe-
nolischem Grundgeriist und Glycosidierung, ein charakteristisches Spektrum mit einem
Absorptionsmaximum zwischen 240 bis 285 nm und 300 bis 550 nm [283]. Fiir detaillier-
tere Strukturhinweise und die Ermittlung des Molekulargewichts von chemischen Verbin-
dungen ist die Massenspektrometrie (MS) die Methode der Wahl. Diese Methode spielt bei
der Identifizierung von phenolischen Komponenten eine grofle Rolle, wobei die LC-Sys-
teme in der Regel mit einer Elektrospray-Ionisation (ESI) und MS/MS gekoppelt sind
[248, 284]. Bei Erdbeeren wurden diese Methoden zur Charakterisierung und Identifizie-
rung von phenolischen Inhaltsstoffen angewandt [60-62, 129, 253, 257, 260]. Ein weiteres
Werkzeug zur Strukturanalyse ist die NMR (Nuclear Magnetic Resonance)-Spektrometrie,
die auch bei Erdbeerphenolen Anwendung fand [96, 262] und ebenfalls mit der Fliis-
sigchromatographie gekoppelt werden kann [248, 284].

Polyphenole sind wie bereits erwdhnt in der Regel mit Zuckern konjugiert oder liegen
verestert vor. Aus diesem Grund wird nach oder wihrend der Extraktion eine Sdurehydro-
lyse durchgefiihrt, um die auf diese Weise erhaltenen Aglycone zu quantifizieren [27].
Ebenso wird fiir die Bestimmung von hydrolisierbaren Tanninen eine methanolische Séu-
rehydrolyse durchgefiihrt. Dabei wird Hexahydroxydiphensdure (HHDP) freigesetzt, das
weiter zu Ellagsdure laktonisiert, die schlieBlich quantifiziert wird [29]. Ferner werden
metabolomische Untersuchungen unter Einsatz der oben genannten analytischen Verfahren
durchgefiihrt und mit chemometrischen Analysen verkniipft, um vergleichende Untersu-
chungen durchzufiihren [56, 72, 97, 133].

Die Untersuchung von Proanthocyanidinen gestaltet sich aufgrund von geringen Ab-
sorptionskoeffizienten und schlechter Trennbarkeit an RP-Phasen aufwendiger; daher wird
bei der Analytik dieser Substanzklasse auf Sdulen mit Normalphase [64, 102, 285] zuriick-
gegriffen bzw. eine Derivatisierung mit Phloroglucinol [64, 102, 286], eine thiolytische
Spaltung [102, 285, 287] oder eine Nachsdulenderivatisierung mittels DMAZA [288] an-

gewandt.
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3.1 Hintergrund und Aufbau

Genaue Angaben zu Material und Methoden einschlieSlich der Versuchsbeschreibungen
und der statistischen Auswertung finden sich in den einzelnen Kapiteln. Insbesondere in
den Publikationen der Kapitel 4, 6 und 9, wird die chemische Analytik detailliert beschrie-
ben. Deshalb wird an dieser Stelle auf eine zusétzliche Beschreibung der chemischen

Analytik verzichtet.

3.2 Pflanzmaterial und Versuchsautbau

Um externe Einflussfaktoren wihrend des Pflanzenwachstums auf wertgebende Fruch-
tinhaltsstoffe der Erdbeere, zu ermitteln wurden von 2007 bis Anfang 2010 verschiedene
Freiland- und Gewichshausversuche an Erdbeerpflanzen durchgefiihrt. Die Versuche be-
standen aus drei Wiederholungen a 40 bis 50 Pflanzen. Als Sorte wurde ‘Elsanta’ gewihlt,
die in Mitteleuropa eine der Haupterdbeersorten darstellt [39]. Ferner wurden die einmal-
tragenden Sorten ‘Korona' und ‘Clery’ im Rahmen des unten beschriebenen Klimaver-
suches (vgl. Kapitel 6) verwendet. Um die Versuche zeitlich zu versetzen und Variationen
der Saison von Sommer und Herbst zu untersuchen, wurde dariiber hinaus, die remontie-
rende Sorte ‘Everest' eingesetzt. Durch eine regelméBige Aufzeichnung von PAR (photo-
synthetisch aktiver Strahlung) und der Umgebungstemperatur wurden unterschiedliche
Wachstumsbedingungen der Versuche erfasst. Die Bodenfeuchte wurde zweimal wdchent-
lich gemessen, wobei bei Unterschreitung der Bodenfeuchte von 250 hPa einmalig bewds-
sert wurde. Des Weiteren wurde von Erdbeerpflanzen, aus ausgewédhlten Versuchsreihen,
die Blattfliche gemessen sowie die Entwicklungsdauer von der Bliite bis zur Reife der
Friichte durch eine Markierung der Bliiten bei Blithbeginn festgehalten. Die Friichte wur-
den in der Regel zwei Mal wochentlich geerntet und der Ertrag pro Pflanze dokumentiert.
Die Probenahme fiir die chemische Analyse fand an zwei Terminen in der ersten und
zweiten Erntewoche statt und bestand aus 500 g (mindestens 20 Stiick) unbeschédigter,

reifer Friichte, die direkt schockgefroren wurden.

33 Behandlungen und Versuchsbeschreibung
In den folgenden Kapiteln werden die wichtigsten Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche
vorgestellt. Je nach Untersuchungsziel konnten diese in zwei Hauptgruppen unterteilt wer-

den:
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IL

Einfluss von Umweltfaktoren einschlielich Klima- und Wetteranderungen auf
wertgebende Inhaltsstoffe

Dazu wurden die Friichte einer remontierenden Sorte iiber die gesamte Vegeta-
tionsperiode untersucht. Hierbei sollten der Einfluss der Entwicklungsdauer der
Friichte und duBlere Einfliisse wie Tageslange, Temperatur oder Einstrahlung be-
riicksichtigt werden. Desgleichen sollte durch den Anbau von Erdbeeren an fiinf
Standorten in Europa der Einfluss des Breitengrades und damit klimatischer Bedin-
gungen wiederum unter dem Aspekt Temperatur, Tageslédnge, und Einstrahlung er-
fasst werden. Zu diesem Zweck wurden Standorte in Norwegen, Dénemark,

Deutschland, Schweiz und Italien gewihlt.

Einfluss von KulturmaBnahmen auf die sekundaren Inhaltsstoffe und
Standardqualitatsparameter der Erdbeere.

Hierzu wurden Versuche zum Einfluss von BodenbedeckungsmaBBnahmen durchge-
fiihrt. Die Standardkulturfithrung ebenerdiger Anbau mit Stroheinlage wurde der
seit einigen Jahren vermehrt durchgefiihrten Dammkultur gegeniibergestellt. Au-
Berdem wurden sowohl beim ebenerdigen Anbau als auch bei der Dammkultur der
Einsatz weiller und schwarzer Mulchfolie verglichen. Weiterhin sollte der Einfluss
des Anbaus im Folientunnel erfasst werden. Da der iiberwiegende Teil der UV-B-
Strahlung durch die Standardfolie absorbiert wird und aus diesem Grund nicht auf
die Pflanze wirken kann, sollte der Einfluss von Strahlung in einem konventio-
nellen Folientunnel (UV-B-undurchlédssig) und einem Folientunnel mit UV-B
durchldssiger Folie (UVB-Window-Folie, die etwa 70 % der UV-B-Strahlung

durchldsst) im Vergleich zum Anbau im Freiland untersucht werden.

Um die Ergebnisse der Bodenbedeckungsversuche, des Klimaversuches und des loka-

len Wettereinflusses besser deuten zu konnen, wurden in einem Basisversuch Erdbeeren

unter zwei Temperaturfilhrungen im Gewédchshaus produziert. Zusitzlich wurde bei einer

Variante die Bodentemperatur erhoht.

Im Rahmen zweier Bachelorarbeiten wurde in Zusammenarbeit mit der Universitat

Gieflen dariiber hinaus eine Studie zum Einfluss der Fruchtordnung und des Reifegrades

auf die wertgebenden Inhaltsstoffe der Erdbeere durchgefiihrt [111, 289]. Die Ergebnisse

sollten Riickschliisse auf Variationen der Probenzusammensetzung geben.
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34 Wahl des Probenmaterials, Extraktionsbedingungen und Analysenparameter
Durch Vorversuche wurden die Probenvorbereitung und die Wahl des Extraktionsmittels
festgelegt. Bei diesen Versuchen wurden das Probenmaterial (frisch und gefriergetrock-
net), das Extraktionsmittel (Aceton 100 %, Aceton 80 % (v/v), Methanol 100 %, Methanol
80 % (v/v), und Methanol mit Ameisensdure 1 % (v/v)) und die Anzahl der Extraktions-
schritte variiert und miteinander verglichen. Fiir die Auswahl der Extraktionsbedingungen
waren das hohe Probenautkommen, eine ziigige Verarbeitung der Proben und die Wahl der
analytischen Methoden wie die Summenparameter und HPLC auschlaggebend. Bei drei
Extraktionsschritten verhielten sich die Peakintensititen des HPLC-Chromatogramms in
einem durchschnittlichen Verhéltnis von 7,0 : 2,5 : 0,5. Das HPLC-Profil zeigte vereinzelte
Variationen in Abhingigkeit vom Extraktionsmittel und vom Probenmaterial. Es konnten
jedoch keine wesentlichen Vor- und Nachteile in der Effektivitidt des Extraktionsmittels
evaluiert werden. Lediglich durch die Optimierung des Wassergehaltes konnte die Extrak-
tionsausbeute deutlich verbessert werden, wohingegen eine Ansduerung des Extraktes das
Signal einzelner Verbindungen nur leicht (ca. 5 %) verstirkte. Da eine Saurehydrolyse der
phenolischen Verbindungen oder die Bildung von Addukten wahrend der Lagerung der
Extrakte vermieden werden sollte, wurde auf die Zugabe von Ameisensdure verzichtet.
Aufgrund von schirferen Peaks im Vergleich zu Aceton wurde Methanol mit einem
Wassergehalt von 20 % als Extraktionsmittel gewéhlt.

Bei der Probenahme sollten personenbezogene Variationen vermieden werden, wes-
halb jene ausschliefSlich von einem Probenzieher durchgefiihrt wurde. Da die Erdbeersai-
son verhéltnisméBig kurz ist, musste beriicksichtigt werden, dass z. T. mehr als 30 Proben
(entspricht 15 kg Erdbeeren) an einem Tag gezogen wurden und verarbeitet werden muss-
ten. Da gefrorene Erdbeeren schwer hindelbar sind und beim Auftauen starke Verluste vor
allem des Vitamin C-Gehaltes zu beobachten sind, wurden die Friichte nach der Probe-
nahme geviertelt und schockgefroren und zu einem spéteren Zeitpunkt mit fliissigem
Stickstoff zu einem Pulver vermahlen.

Die extrahierten Fruchtproben wurden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitét
mit drei verschiedenen Methoden analysiert. Als Vertreter des HAT-Mechanismus wurde
der ORAC-Test [290], als Vertreter des ET-Mechanismus der TEAC-Test [291] und zu-
satzlich die Bestimmung der Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu [292] gewdhlt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden letztgenannten Methodiken vereinfacht, so dass
alle drei Testsysteme im 96-well-Plattenformat durchgefiihrt werden konnten. Die Etablie-
rung auf das Plattenformat wird im Kapitel 3.5 beschrieben. Die mengenméfig wichtigsten

antioxidativen Inhaltsstoffe in Erdbeeren sind Anthocyane, Ellagtannine, Proanthocyani-

34



Auswahl von Material und Methoden 3.4 Probenmaterial, Extraktion und Analysenparameter

dine sowie Ascorbinsdure (vgl. Kapitel 2.1). Darum wurden diese Substanzgruppen mit
folgenden Schnellverfahren analysiert: die Anthocyane mittels pH-Shift nach Giusti et al.
[281], Proanthocyanidine photometrisch nach Reaktion mit DMAZA [293, 294] und Ellag-
tannine nach Hydrolyse mittels HPLC als Ellagsdure [29]. Die Ascorbinsidure wurde im
Oxalsédureextrakt iodometrisch quantifiziert. Um die einzelnen phenolischen Inhaltsstoffe
zu bestimmen, wurde die Extrakte weiterhin mittels HPLC untersucht. Zur Beurteilung der
Variation an Tanninen wurde ausgewihlte Proben mit Sephadex LH-20 aufgereinigt und
mittels LC-MS/MS analysiert (vgl. Kapitel 7). Dartiber hinaus wurde um die konventionel-
len Qualititsparameter zu erfassen und Hinweise auf die sensorische Qualitét zu erhalten,
die Gesamtsdure potentiometrisch und die I6sliche Trockenmasse refraktometrisch be-
stimmt. Uberdies wurde die absolute Trockenmasse gravimetrisch bestimmt, um die Er-
gebnisse sowohl auf Trockensubstanz als auch auf Frischgewicht beziehen zu konnen. Die
genannte Methode wurden in Anlehnung an der Amtlichen Sammlung von Unter-
suchungsmethoden nach § 64 Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) durch-
gefiihrt. Zudem fand eine sensorische Beurteilung der Versuche statt, die in Kapitel 8
detaillierter erléutert wird. Die statistische Auswertung erfolgte wie in den Publikationen

beschrieben.
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Schlussfolgerung

Die Richtigkeit der vap-C-KFT-Methode zur Wasserge-
haltsbestimmung fester Lebensmittel wird in erster Linie
durch die optimale Ofentemperatur bestimmt. Fiir die un-
tersuchten Proben (Knickebrot, Kaffee, Kakao, Zwicback)
erwies sich eine Ofentemperatur von 120 °C als geeignet,
den adsorptiv gebundenen Wasseranteil in den Proben zu-
verldssig zu erfassen. Durch Standardadditionsversuche
konnte eine quantitative Wiederfindung des dotierten Was-
seranteils belegt werden. Vergleichbare Ergebnisse wurden
durch eine zusitzliche Vorextraktion der Proben mit Me-
thanol erzielt.
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Testsysteme zur Messung von antioxidativen Inhaltsstoffen: Anwendung, Moglichkeiten und

Grenzen — ein Methodenvergleich

Zusammenfassung

Antioxidanzientests sind eine effektive Maglichkeit, um etliche bioaktive
Stoffe summarisch schnell zu bestimmen. Dabei kommen verschiedene
Verfahren zur Anwendung. Es wurde die Bestimmung der Gesamtphe-
nole und des TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)-Tests mit ei-
ner konventionellen Kiivetten-Methode und einer Mikroplatten-Methode
verglichen. Beide Methoden unterschieden sich nur geringfiigig in ihrer
Genauigkeit. Die Ergebnisse waren untereinander vergleichbar. Die Me-
thode mittels Microplate-Reader ist kostengiinstiger und schneller. Es
wurden 33 Produkte frisch und nach drei Wochen Tiefkiihllagerung auf
Gesamtphenole, TEAG und ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
analysiert. Die antioxidative Kapazitat der Proben erwies sich als weitest-
gehend stabil. Alle drei vorgestellten Methoden sind fiir eine schnelle
und zuverlassige Messung der antioxidativen Kapazitat geeignet.

Summary

Antioxidant assays are an effective possibility in order to determine
a number of bioactives quickly. There are different procedures of the
application to do this. The determination of the total phenols and the
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) test with a conventional
cuvette method and a microplate method was compared. Both me-
thods were slightly different in their accuracy. The achieved results
were comparable. The method by means of microplate reader also

M. Josuttist2, D. Hofmann2, C.-D. Patz? und H. Dietrich?

* Hochschule RheinMain — University of Applied Sciences,
Fachbereich Geisenheim und

2 Forschungsanstalt Geisenheim, Fachgebiet Weinanalytik und
Getrankeforschung, Von-Lade-Str. 1, 65366 Geisenheim

offered a shorter analysis time besides economic advantages. 33 prod-
ucts were analyzed fresh and after three weeks storage at —18 °C onto
total phenols, TEAC and ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capac-
ity). The antioxidative capacity is stable during storage. All three pre-
sented methods were suitable for the measurement of the antioxidative
capacity.

Abbildung 5 finden Sie im Internet unter www.dlr-online.de
— DLR Plus, Passwort: Spargelsuppe

1 Einleitung

Bioaktive Inhaltstoffe in Lebensmitteln stehen im Interesse
von Verbrauchern, die eine gesundheitsbewusste Ernih-
rung anstreben. Zu diesen Verbindungen zihlen in erster
Linie sekundire Pflanzenstoffe, deren genaue Zahl bisher
unbekannt ist: Schatzungen gehen von 60 000-100 000
Substanzen aus (Watzl und Leitzmann, 1999). Im Mittel-
punkt stehen phenolische Inhaltsstoffe wie Flavonoide,
Phenolcarbonsiauren und Stilbene, die durch ihre antioxi-

dative Wirkung fiir viele gesundheitlich positive Effekte
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verantwortlich sein sollen. Sie spielen vor allem durch ihre
entziindungshemmende Wirkung und Vorbeugung von
Krankheiten wie Arteriosklerose, Herz-Kreislauferkran-
kungen und Krebs in der Forschung und Lebensmittelent-
wicklung eine zentrale Rolle (Cieslik et al., 2006; Del Rio
et al., 2010; Halliwell, 1996; Rodrigo und Bosco, 2003;
Scalbert et al., 2002; Spencer et al., 1988; Stoclet et al.,
2004; Wollgast und Anklam, 2000).

Aufgrund der groffen Variabilitit und Bandbreite der Ver-
bindungen ist es sinnvoll, die Polyphenole als Summenpa-
rameter zu erfassen. So ist die Messung als antioxidative
Kapazitit eines Lebensmittels oder Getrinkes in einem In-
vitro-Test Giblich (Huang et al., 2005; Prior et al., 2003).
Die Bestimmungsmethoden basieren hauptsichlich auf
zwel Mechanismen, dem Elektronentransfer (ET) und dem
Wasserstoffatomtransfer (HAT).

Vertreter des Elektronentransfers sind die Bestimmung der
Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu (Singleton und Rossi,
1965; Singleton et al., 1999), der 2,2-Diphenyl-1-picrylhy-
drazyl (DPPH)-Test (Jiménez-Escrig et al., 2000), der Fer-
ric lon Reducing Antioxidant Power (FRAP)-Test nach
Benzie und Strain (1996), oder der Trolox Equivalent Anti-
oxidant Capacity (TEAC)-Test (Miller et al., 1993), auch
in seiner modifizierten Form (Re et al., 1999). Die genann-
ten Tests finden im wissrigen Milieu statt. Hierbei wird
zum Beispiel ein farbiges, stabiles Radikal oder ein Metall-
komplex durch vorhandene Antioxidanzien in der zu un-
tersuchenden Probe reduziert und die Absorptionsinde-
Die
weiterhin hinsichtlich des pH-Wertes und der antioxidativ

rung gemessen. Testsysteme unterscheiden sich
wirksamen Bezugssubstanz.

Dem HAT-Mechanismus liegen der Oxygen Radical Ab-
sorbance Capacity (ORAC)-Test (Cao et al., 1993; Dava-
los et al., 2004; Huang et al., 2002a; Huang et al., 2002b;
Out et al., 2001; Oun et al., 2002), der Total Radical Trap-
ping Antioxidant Parameter (TRAP)-Test (Ghiselli et al.,
1995) oder Crocin Bleaching-Test (Bors et al., 1984) zu-
grunde. Die drei Testsysteme verwenden AAPH (2,2’-Azo-
bis(2-methylpropionamidin)dihydrochlorid) zur Generie-
rung von Peroxylradikalen, diese greifen ein farbiges
bezichungsweise fluoreszierendes (TRAP, ORAC) Molekiil
an. Diese Reaktion wird beim Vorhandensein von Anti-
oxidanzien verzogert. Weiterhin gibt es weniger verbreitete
wScavenging Tests®, welche die Kapazitit des Abfangens
von einzelnen reaktiven Sauerstoffspezies (z. B. Singulett-
sauerstoff, Hydroxylradikale) bestimmen.

Die bekannteste der oben genannten Methoden ist die Be-
stimmung der Gesamtphenole. Phenolische Substanzen er-
geben im alkalischen Milieu mit dem Folin-Ciocalteu-Rea-
genz, welches Wolframat und Molybdat enthilt, eine
Blaufirbung mit einem Absorptionsmaximum von 720 nm.
Als Bezugssubstanz wird Gallussiure oder Catechin ver-
wendet. Weiterhin haben sich im Bereich der Wein- und
Getrinkeanalytik der TEAC-Test, ein Vertreter des ET-Me-
chanismus sowie der ORAC-Test, ein Vertreter des HAT-
Mechanismus etabliert. Das Prinzip des ORAC-Tests be-

ruht darauf, dass Fluorescein mit Peroxylradikalen reagiert,
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was zu einer Vermindertung der Fluoreszenz fithrt. Bei An-
wesenheit von Antioxidanzien wird die Fluoreszenzminde-
rung durch das Abfangen der Peroxylradikale verzogert.
Der Test wird in einer schwarzen 96-Well-Platte durchge-
fithrt. Dabei wird der Probe Fluorescein und anschliefend
AAPH zugegeben und die Abnahme der Fluoreszenz wih-
rend 80 Minuten jede Minute gemessen. Quantifiziert wird
iiber dic Fliche der erhaltenen Kinetikkurve als Trolox-
dquivalente. Das wasserlosliche Vitamin E-Derivat Trolox
wird ebenso beim TEAC-Test als Bezugssubstanz verwen-
det. Bei diesem Test wird ein stabiles Radikal aus 2,2’-
Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonsiure (ABTS*)
generiert, welches bei 734 nm ein Absorptionsmaximum
besitzt. Die Entfirbung der Probelésung ist dann ein Mafd
fiir die antioxidative Kapazitit, welche in Trolox-Aquiva-
lenten angegeben wird. Die Bedeurung dieser beiden Anti-
oxidanzientests wird von Zuleta et al. (2009) detailliert
diskutiert.

So muss bei Getriankeentwicklungen in kurzer Zeit eine
Vielzahl von Rohstoffen, Siften, Konzentraten und Mi-
schungen und deren Verhalten bei der Lagerung getestet
werden. Ziel der Arbeit war daher die Ubertragung eta-
blierter Methoden auf ein schnelles Screening mittels eines
Microplate-Readers. Die Ergebnisse des Methodenver-
gleichs werden durch einen Praxistest erginzt, zusatzlich
erfolgte eine Kostenrechnung anhand eines einfachen Bei-
spiels beider Analyseverfahren.

2 Material und Methoden

2.1 Geritevergleich

Die antioxidative Kapazitit (TEAC) und die Gesamtphe-
nole wurden mit zwei Methoden (Microplate-Reader und
Fotometer) bestimmt. Zur Messung wurden ein Thermo
Spectronic Unicam 500 Spektralfotometer und ein Micro-
plate-Reader Tecan infinite M200 mit automatischer Injek-
tionseinheit verwendet. Im Gegensatz zum Fotometer wer-
den beim Microplate-Reader keine Kiivetten verwendet,
sondern Mikrotiterplatten. Dabei handelt es sich in der Re-
gel um 96-Well-Platten. Fiir fotometrische Messungen sind
die Kavititen flach geformt und haben ein optimales Ar-
beitsvolumen von 200 pl.

Die Produkte (z. B. Orangensaft, Limonaden) wurden so ge-
wihlt, dass man eine méglichst groffe Spannweite der Er-
gebnisse erhielt, wobei unterschiedliche Produktgruppen
mindestens fiinffach wiederholt wurden. Die Analysen wur-
den mittels Spektralfotometer so durchgefiihrt, dass jede
Messserie den Blindwert und alle Produkte beinhaltete
(TEAC-I, Gesamtphenole). Aufgrund der Schwankungs-
breite des TEAC-Wertes wurde dieser Test so gestaltet, dass
zwel Messserien in Zehnfachbestimmung mit dem gleichen
Produkt (Rotwein und Orangennektar) durchgefithrt wur-
den (TEAC-I). Die Analyseverfahren wurden hinsichtlich
Genauigkeit, Schnelligkeit und Kosten verglichen. Soweit es
moglich war, wurden fiir beide Systeme die gleichen Lo-
sungen, Standards und Verdiinnungen verwendet.
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2.2 Bestimmung des TEAC-Wertes

(mod. nach Re et al., 1999)

Alle Verdiinnungen und Lésungen wurden mit 50 mM Ka-
liumhydrogenphosphatpuffer (pH 7,2-7,4) hergestellt. Die
Trolox-Stammlésung bildete die Grundlage fiir die Auf-
nahme der Kalibriergeraden, mit welcher die Quantifizie-
rung erfolgte. Die Messung der Standards und der Proben
erfolgte jeweils nach genau sechs Minuten. Die Generie-
rung des stabilen ABTS*-Radikals erfolgte mit Kaliumper-
sulfat. Die ABTS*-Radikallésung wurde so zu einer Ar-
beitslosung verdiinnt, dass die Absorption bei 734 nm
0,800 = 0,050 betrug.

In die Kiivetten bzw. die 96-Well-Platte wurde zunichst
Probe bzw. Standardlésung vorgelegt. Die Reaktion wurde
anschliefend durch Zugabe der ABTS **-Arbeitslésung ge-
startet. Nach genau sechs Minuten wurde die Probe gegen
den Blindwert (Pufferlsung) gemessen. Tabelle 1 zeigt das
Pipettierschema.

Die Kalibrierfunktion wurde aus einer Verdiinnungsreihe
von 0,025 bis 0,400 mmol/l Trolox aufgenommen. Die
Stammlésung wurde dazu entsprechend mit Phosphatpuf-
fer verdiinnt. Die Aufnahme der Funkrtion erfolgre durch
Bildung der Differenz aus dem Mittelwert der Doppelbe-

Tab. 1 Pipettierschema TEAC-Test

Fotometer | Microplate-Reader
[pll [pll
ABTS-Arbeitslosung (Abs.=0,8) 1900 190
Probe (Standard, Blindwert) 100 10
Summe 2000 200

Tah. 2 Pipettierschema Gesamiphenole

Fotometer Microplate-Reader

[ml] [pl]
Wasser 7.5 -
Probe (Standard, Blindwert) 1.0 20
Folin-Ciocalteu-Reagenz 0.5 -
Verdiinntes Folin-Ciocalteu- - 160
Reagenz
Natriumcarbonatlosung 1,0 20
Summe 10 200

Relative Fluoreszenzintansitat

Zait [min]

Abb. 1 Beispiel fiir die Auswertung einer ORAC-Standardreihe (graue Fldche
entspricht Standard 1)

stimmung zum Blindwert. Die Kalibrierfunktion verliuft in
diesem Arbeitsbereich linear.

2.3 Bestimmung der Gesamtphenole

Als Referenzgrofle diente D(+)-Catechin-Hydrat. Die Pro-
ben wurden nach geeigneter Verdiinnung analysiert. In
einem Reagenzglas wurde bidestilliertes Wasser vorgelegt.
Dazu wurden Probe beziehungsweise Kalibrierstandard-
l6sung (Konzentration Standardlésung: Catechin 10 bis
100 mg/l) und Folin-Ciocalteu-Reagenz pipettiert. Auf der
96-Well-Platte wurde die Probe vorgelegt und mit Folin-
Ciocalteu-Lésung versetzt, die zuvor mit bidestilliertem
Wasser verdiinnt (15 ml Wasser + 1 ml Reagenz) wurde.
Der Reagenzienblindwert wurde durch Zusatz von bides-
tilliertem Wasser statt Probe ermittelt. Die Glaser wurden
mit Hilfe eines Vortexriihrers durchmischt, die Durchmi-
schung der Platte erfolgte mit der Schiittelfunktion des ver-
wendeten Gerites. Nach 3 bis 6 min wurde Na,CO,-Lé-
sung dazugegeben Das
Pipettierschema ist in Tabelle 2 dargestellt. Die Messung

und crncut  durchmischt.
erfolgte nach genau 60 min bei 720 nm gegen den Blind-
wert. Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in mg/l (bzw. mg/
kg) Catechineinheiten. Bei dem Versuch zur Lagerstabilitat
wurde die Bestimmung der Gesamtphenole mittels Analy-
senautomaten (Thermo Electron Corporation, Arena
20XTi) mit der hier beschriebenen Methode durchgefiihrt.

2.4 Bestimmung des ORAC-Wertes

Da die Bestimmung schr zeitintensiv ist, ist dieser Anti-
oxidanzientest nur mittels 96-Well-Platte sinnvoll. Alle
Verdiinnungen und Lésungen wurden mit 75 mM KH,PO,-
Puffer (pH 7,4) hergestellt. Es wurde 20 pl Probe bzw.
Standard (Standardlésungen Trolox 12,5 pM bis 100 pM)
in die Kavitaten einer schwarzen 96-Well-Platte vorgelegt.
Als Blindwert wurde Phosphatpuffer verwendet. Anschlie-
fend wurden 120 pl einer 120 nM Fluoresceinlésung hin-
zugefugt. Nach Messung der Fluoreszenzintensitit (= Start-
wert) bei einer Anregungswellenlinge von 485 nm und
ciner Emissionswellenlange von 520 nm wurden 60 pl ei-
ner 40 mM AAPH-Lésung zugegeben und sofort vermes-
sen. Der Startwert ist erforderlich zur Normierung der wei-
teren Messdaten, die jede Minute iiber 80 Minuten
gemessen wurden. Der Test wurde bei 37 °C temperiert.
Um Temperaturschwankungen zu vermeiden, wurden die
dufleren Kavititen (36 Wells) mit Puffer befiillt. Dies redu-
ziert die Probenanzahl bei einer Dreifachbestimmung auf
15 Proben je Platte. Es wurde die Fliche der normierten
Kinetik berechnet und durch Blindwertabzug korrigiert
(vgl. graue Fliche in Abb. 1). Aus der korrigierten Flache
wurde mittels linearer Regression eine Kalibriergerade be-
rechnet. Mit dieser wurde die Konzentration der Probe be-
rechnet. Die Angabe erfolgt in mmol Troloxiaquivalent pro
kg bzw. pro Liter.

2.5 Bestimmung des Vitamin C-Gebaltes
Der Gehalt an Ascorbinsiure wurde mittels iodometrischer

Titration bestimmt (MEBAK, 2002). 25 ml Getrink wur-
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den in ein Becherglas iiberfithrt und mit einer Spatelspitze
Kaliumiodid versetzt. Die Probe wurde anschliefend mit
15 ml H,50, (10 %) angesduert und mit 1/128 mol/l To-
did-lodat-Losung potenziometrisch titriert. Die Titration
erfolgte automatisch (Schott-Titrator: Titrinoline Alpha
Plus, Software: Titrisoft).

2.6 Anmwendungsbeispiele
Das antioxidative Potenzial unter Verwendung der Metho-

den TEAC, Gesamtphenole und ORAC wurde bei einer

Auswahl von 33 Bio-Getrinken zunichst direkt bestimmt. 5 - T

Die Proben wurden anschliefiend bei —18 °C tiefgefroren & =

und fiir drei Wochen gelagert. Nach dem Auftauen wurden |

die Proben erneut auf die drei Parameter analysiert. Die Brangennekiar Rotvein

Messungen einschlieflich der Kalibrierungen erfolgten am
Fotometer in Doppelbestimmung und beim Microplate-
Reader in Dreifachbestimmung, wegen einer méglichen
Bildung von Luftblasen.

3 Ergebnisse

3.1 Antioxidative Kapazitit (TEAC) mit Fotometer und
Microplate-Reader

In Tabellen 34 und in Abbildung 2 sind die Ergebnisse der
TEAC-1-Werte mit beiden Analysesystemen dargestellt. Mit
dem Microplate-Reader wurden geringfiigig hohere TEAC-
Werte gemessen. Die Streuung der Fotometermessung war
gegeniiber der automatisierten Messung grofler. Das liegt
daran, dass die Wiederholungen der Produkte in unter-
schiedlichen Messserien durchgefiihrt wurden und die Mess-

» Originalarbeiten 257

254 Methode
> Fotometer

O Plattenlesagerat

TEAC [mmol]

20+

= ]2
%I

Produkt

Abb. 2 Vergleich der TEAC-Ergebnisse aller Produkte, analysiert mit Fotome-
ter und Microplate-Reader (s. Tab. 3-4)

zeit nicht genau eingehalten werden konnte. Aufferdem ver-
liert das stabile Radikal wahrend der Messung an Intensitat.
Die Wiederholungen der automatisierten Messung wurden
ebenfalls nicht aufeinanderfolgend bestimmt, jedoch auf
derselben Platte mit der gleichen ABTS-Losung durchge-
fithrt. Der Einfluss durch den Farbabbau der ABTS-Lasung
wurde durch eine zweite Messserie (vgl. Tab. 5) bestatigt.
Diese beinhaltet zwei Untersuchungen je Produkt mit min-
destens fiinf Messungen. Hierbei waren manuelle und auto-
matisierte Messung vergleichbar. Dieses Experiment konnte
nicht bestitigen, dass mit dem Microplate-Reader systema-
tisch héhere TEAC-Werte bestimmt werden.

Tab. 3 TEAC-I-Werte Fotometer mit allen Produkten je Messserie (VF = Verdiinnungsfaktor)

TEAC-I (n = 5) Weilwein Limonadenwiirze Erdbeersaft Rotwein Erdbeerextrakt
(VF=10) (VF=25) (VF =100) (VF =200) (VF =500)
Mittelwert [mmol/l] 2,8 5,1 11,5 16,3 18,3
Spannweite [mmol/l] 0,5 09 2.3 5,1 7.8
Standardabweichung [mmol/l] 0,2 0,4 0,9 19 2,6
Relative Standardabweichung [%] 6.9 7.0 7.6 1,7 14,0
Tab. 4 TEAC-1-Werte Microplate-Reader mit allen Produkten je Messserie
TEAC-I (n = 5) WeiBwein Limonadenwiirze Erdbeersaft Rotwein Erdbeerextrakt
(VF=10) (VF = 25) (VF =100) (VF =200) (VF = 500)
Mittelwert [mmol/] 28 57 13,0 191 204
Spannweite [mmol/l] 0.4 0,2 1,0 1,0 18
Standardabweichung [mmol/l] 0,1 0,1 04 04 0,6
Relative Standardabweichung [%] 50 14 3.0 23 29

Tab. 5 TEAC-1I-Werte Fotometer und Microplate-Reader mit einem Produkt je Messserie

TEAC-II (n=10) Orangennekiar (VF = 10) Rotwein (VF = 200)

Fotometer Microplate-Reader Folometer Microplate-Reader
Mittelwert [mmol/I] 25 2,6 225 21,2
Spannweite [mmol/l] 0.4 0.2 1,3 35
Standardabweichung [mmol/l] 0,2 0,1 04 09
Relative Standardabweichung [%] 6,0 22 1.8 43
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3.2 Gesamtphenole mit Fotometer und Microplate-
Reader

Tabellen 6 und 7 und Abbildung 3 stellen die Ergebnisse
der Gesamtphenolbestimmung beider Systeme dar. Die

2000+ Metode
<> Fotometer

O Plattenlasagerat

$b

Analysendaten sind vergleichbar, wobei die Messdaten der 1500 -
Fotometermessung im Mittel grofler waren als die des

Microplate Readers. Die Differenz der beiden Systeme lag

Gesamtphenole [mg/]

mit Ausnahme des Weifweines unter 10 %. Im Gegensatz 1000

zum TEAC-Test ist die Bestimmung der Gesamtphenole ro-
buster. Dies ist an der vergleichbaren Messprazision der T
beiden Methoden erkennbar, die relative Standardabwei-

chung lag fiir alle Produkte unter 5 %, obwohl pro Mess-

500+

= e
o

serie unterschiedliche Produkte verwendet wurden.

Orangennektar

Ratwain

3.3 Vergleichbarkeit der Gerite Produkt

Die Vergleichbarkeit beider Methoden auf beiden Ana-

lysesystemen wurde statistisch iiberpriift. Die Priifung auf

Abb. 3 Vergleich der Gesamtphenolergebnisse aller Produkte, analysiert mit
beiden Methoden (s. Tab. 6-7)
signifikant verschiedene Mittelwerte per t-Test fiihrte

bei beiden Parametern zur Annahme der Nullhypothese

(s. Tab. 8), sodass die Ergebnisse der beiden verwendeten
Gerite vergleichbar sind.

3.4 ORAC

Im Vergleich zu den beiden anderen Methoden ist der
ORAC-Test zeitintensiver und aufwendiger aufgrund der
erforderlichen Temperierung der Reagenzien. In Tabelle 9

sind die Ergebnisse einer Serienuntersuchung von drei Pro-
dukten dargestellt.

3.5 Kostenvergleich Fotometer und Microplate-Reader

Die hier vorgestellte Betrachtung beschrinkt sich auf Ma-
terial- und Arbeitskosten. In die Berechnung flieffen aktu-
elle Marktpreise zufillig ausgewihlter Lieferanten ohne

Tab. 6 Gesamtphenole nach fotometrischer Bestimmung

Gesamiphenole Fotometer (n = 5) WeiBwein Orangennekiar Multivitaminsaft Rotwein Erdbeerextraki
(VF=10) (VF=10) (VF=50) (VF=100) (VF = 500)

Mittelwert [mg/1] 236 356 661 1482 2015

Spannweite [mg/l ] 16 38 32 43 172

Standardabweichung [mg/1] 6 16 12 20 69

Relative Standardabweichung [%] 26 45 19 14 34

Tab. 7 Gesamtphenole nach Bestimmung mit Microplate-Reader
Gesamiphenole Fotometer (n=5) WeiBwein Orangennektar Multivitaminsaft Rotwein Erdbeerextraki
(VF =10) (VF=10) (VF=50) (VF = 100) (VF = 500)

Mittelwert [mg/1] 197 343 630 1386 2043

Spannweite [mg/l ] 6 1 44 104 137

Standardabweichung [mg/1] 3 5 18 46 59

Relative Standardabweichung [%] 14 14 29 33 29

Tah. 8 Statistische Auswertung Geratevergleich der gemessenen Proben

Statistik bei gepaarten Stichproben TEAC [mmaol/1] Gesamiphenole [mg/1]
Fotometer Microplate-Reader Fotometer Microplate-Reader

Mittelwert 14 1.9 1129 1087

Standardabweichung 82 8.1 675 704

Korrelation B2 0,96 0,99

Steigung 0,976 1,017

Ordinatenabschnitt 0,67 -43,68

Vergleichstandardabweichung 1,14 50

Vergleichbarkeit 3.19 139

Relative Standardabweichung [%] 97 45
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Tab. 9 ORAC-Microplate-Reader

ORAC-Microplate-Reader (n = 15) WeiBwein (VF = 200) Smoothie 1 (VF = 500) Smoothie 2 (VF = 500)
Mittelwert [mmol/l] 39 15,3 12,9
Spannweite [mmol/l] 1,0 14 09
Standardabweichung [mmol/l] 0,3 0,5 04
Relative Standardabweichung [%] 8,2 29 27

Tab. 10 Preise der Produktionsfaktoren
Produktionsfaktoren Preis | Verpackungseinheit Dimension Anbieter Preis/Faktor

€]

Platten transparent 171 180 Stiick NuncVWR 0,95
Kiivetten 8,23 100 Stiick Brand/VWR 0,08
Folin-Ciocalteu-Reagenz 40,60 500 ml MerckVWR 40,60
Catechin 82,30 10 o Sigma-Aldrich 0,35
Natriumcarbonat 51,20 1000 g MerckVWR 10,24
Trolox 128 5 o Sigma-Aldrich 0,82
ABTS 46,10 1 o Sigma-Aldrich 3,55
Kaliumdihydrogencarbonat 56,50 1000 o MerckVWR 0,07
Dikaliumhydrogencarbonat 48,90 1000 g MerckVWR 0,35
Kaliumpersulfat 46,80 250 g MerckVWR 0,00
ABTS-Arbeitslosung 3,97 1 | manuell 3,97

Gewihrung von Kundenrabatten ein. Zugrunde gelegt Volumina iibrig, die fiir eine noch groflere Probenanzahl
wird die Analyse von 26 einzelnen Proben, die wahlweise  verwendet werden kénnten. Ein weiterer Punkt, der bei
in Doppelbestimmung mittels Fotometer oder in Dreifach-  dieser grundlegenden Betrachtung unberticksichtigt bleibrt,
bestimmung mittels Microplate-Reader auf die Parameter  ist das Thema Abfallentsorgung. Da bei der Bestimmung
TEAC und Gesamtphenole analysiert werden. Tabelle 10 der Gesamtphenole Schwermetallabfall anfille, der ge-
zeigt zunichst die Preise der verschiedenen einzusetzenden  trennt entsorgt werden muss, entstehen hier in der Praxis
Produktionsfaktoren bei beiden Input-Output-Systemen, weitere Kosten. Die beim Fotometer einzusetzenden Rea-
wobei der Faktoreinsatz in der letzten Spalte genannt ist. genzglaser aus Glas miissen gespiilt werden, wodurch auch
Alle angesetzten Losungen werden bei dem gewihlten Ver-  hier Folgekosten entstehen. Eine Kostenaufstellung zu bei-
suchsaufbau nicht vollstindig aufgebraucht. Die Restvolu-  den Analyseparametern auf beiden Input-Output-Systemen
mina an Losungen werden hier nicht cinzeln angegeben,  zeigt Tabelle 11. Besonders deutlich treten die Unterschiede
jedoch bleiben bei dem Microplate-Reader deutlich mehr  bei den Faktorgesamtkosten in den Vordergrund. Hier ist

Tab. 11 Kostenvergleich Fotometer und Microplate-Reader

Parameter Folometer Microplate-Reader
Testsystem TEAC Gesamiphenole TEAC Gesamtphenole
Anzahl Messungen 52 52 78 78
Anzahl Blindwerte 10 2 3 3
Anzahl Standards 10 10 15 15
Summe Einzelmessungen 72 64 96 96
Stiickkosten Microtiterplatten 0,95 0,95
Stiickkosten Kivetten/Kavitaten 0,08 0,08 0,01 0,01
Kosten Probengeféfe [€] 5,93 5,27 0,95 0,95
Fakioreinsatz je Batch [€]

ABTS 0,54 0,07

Folin 2,60 0,08
Natriumcarbonat 0,66 0,02
Stammldsung Standard 1,09 0,35 1,09 0,35
Fakiorgesamtkosien [€] 7,56 8,87 2,11 1,40
Messzeitaufwand [min] a0 115 30 88
Arbeitszeit a0 55 30 28
Lohnkosten [30 €/h bruttol 45 215 15 14
Gesamtkosten [€] 52,56 36,37 17,11 15,40
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Tab. 12 Ergebnisse vor dem Einfrieren der Proben

Produkt Produktbezeichnung TEAC Gesamiphenole 0ORAC Vitamin C
[mmol/I] [mo/1] [mmol/l] [mg/1l
Limonaden (n = 5) Limo Cola 0,5 92 n.b. 13
Limo Elderflower 0.6 64 07 9
Limo Ginger 0,7 67 0,7 10
Limo Lemonade 0.8 06 2,0 10
Limo Cranberry 1.1 120 3,1 12
Karottensafte (n = 3) Karottensaft 2,2 328 58 81
Karottensaft mit Honig 2.5 394 55 215
Karottensaft mit Honig 3 454 75 200
Tomatensifte (n = 2) Tomatensaft mit Meersalz 2.6 303 47 183
Tomatensaft mit Meersalz 2.8 330 58 190
Gemiisesafte (n=2) Gemisesaft 26 347 51 121
Gemiisesaft Direktsaft 2,8 329 56 140
Sauerkrautséfte (n = 2) Sauerkrautsaft milchsauer vergoren 4 463 49 365
Sauerkrautsaft milchsauer vergoren 45 482 6,2 380
Traubensaft Traubensaft — Direktsaft 49 647 77 n. b.
Orangensafte (n = 4) Orangensaft aus 0SK 45 688 10,8 308
Orangensaft, Direktsaft 47 726 105 asr
Orangensaft aus Konzentrat 5,0 734 08 464
Orangensaft aus 0SK 57 767 95 507
Apfelsafte (n = 8) Apfelsaft naturtriber Direktsaft 3,8 569 73 32
Apfelsaft naturtriib 45 551 109 28
Streuobst Apfel-Schorle 53 577 111 28
Apfel Direktsaft naturtriib 5,8 780 111 262
Apfelsaft naturtriib 6,7 788 1241 18
Streuobst Apfeldirekisaft naturtrib 9.0 1366 213 9
Streuobst Apfeldirektsaft naturtriib 9.0 1033 226 10
Apfelsaft — Direktsaft naturtriib 10,5 1296 20,8 9
Mischsafte (n = 3) Apfel-Mango-Saft Direktsaft 58 859 149 118
Aptel-Kirsch-Saft Direktsaft 7.2 923 16,8 39
Apfel-Holunder Saft 171 1912 32,7 10
Johannisbeernektar Johannisbeernektar schwarz 15,4 1575 12,0 163
Rote Beteséfte (n = 2) Rote Betesaft naturtriib, Direktsaft 13.3 1415 17,0 88
Rote Bete Saft 176 2314 24,0 705

zu beachten, dass diese Kosten beim Fotometer um 50 %
hoher erschienen, wenn man statt der Doppelbestimmung
eine Dreifachbestimmung ausfiihrte. Dies wiirde sich na-
hezu idquivalent auf den Faktor Arbeit auswirken. Als
Lohnansatz werden 30 € Bruttolohn/Stunde angenommen.
Die Kostenvorteile des Microplate-Readers liegen auf der
Hand. Bei beiden Parametern betragen die Ersparnisse iiber
50 % der Gesamtkosten, wihrend bei den Faktoreinsatz-
kosten Gesamrtersparnisse von iiber 70 % auftreten. Nimmt
man eine Analysenzahl von 1300 Proben je Geschiftsjahr
an, in denen beide Parameter bestimmt werden, so liegt die
Einsparung durch den Microplate-Reader bei 2821 €.

3.6 Amwenderbeispiel Bio-Getrinke, Produktvergleich

Eine Auswahl von 33 Bio-Getrinken wurde analysiert, an-
schliefend wurden die Proben tiefgefroren, drei Wochen
lang gelagert und nach dem Auftauen erneut auf TEAC,
Gesamtphenole und ORAC untersucht. Tabelle 12 zeigt

die Analysenergebnisse vor dem Einfrieren.

Zur besseren Ubersicht sind in Abb. 4 die Mirtelwerte aller
drei Antioxidanzientests fiir jede Produktgruppe nebenein-
ander aufgetragen.

Zu erkennen ist die gute Korrelation zwischen dem
TEAC-Wert und den Gesamtphenolen. Die Werte des
ORAC sind hoher als die des TEAC-Tests, ausgenommen
ist der Schwarze Johannisbheernektar. In Tabelle 13 sind die
Korrelationskoeffizienten der Antioxidanzientests im Uber-
blick dargestellt.

Tah. 13 Korrelationen zwischen den Antioxidanzientests

R? TEAC Gesamiphenole 0RAC
TEAC 1 - -
Gesamtphenole 0,95 1 -
ORAC 0,81 0,91 1
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Statistik bei gepaarten Stichproben TEAC [mmol/I] Gesamiphenole [mg/l] ORAC [mmaol/I]
Termin 1 Termin 2 Termin 1 Termin 2 Termin 1 Termin 2
Mittelwert 57 57 709 646 10,6 10,8
Standardabweichung 47 49 537 503 74 79
Korrelation R? 0,99 0,99 0,99
Steigung 1,04 0,93 1,06
Ordinatenabschnitt -0,2 -14 04
Wiederholstandardabweichung 0.4 56,5 0,79
Wiederholbarkeit 1,15 158,2 222
Relative Standardabweichung [%] 7,22 83 761
250 Die ORAC-Bestimmung erfolgte
' mittels TECAN Microplate-Reader.
B Gesamiphenole [mg/ 00 mi] Fiir die Stichproben beider Termine
20,0 [] TEAC [mmol/l] ist der Betrag des berechneten
E ORAC [mmol/] t-Wertes auch hier kleiner als der
150 tabellierte t-Wert. Das bedeutet,
) dass fiir den ORAC bei den gleichen
Proben zu beiden Terminen keine
10,0 signifikant unterschiedlichen Mess-
ergebnisse erzielt wurden. Die Mit-
telwerte dieser Stichproben sind
50 gleich, die auftretende Abweichung
ist rein zufillig. Der ORAC sinkt
1 bei der Lagerung also nicht.
# o@ @
K 0&9 @@3 ‘a&p 6’\'\‘7? i z«s'*?@ @)“’a& ﬁg \,9@‘2 \.‘-\\‘?& aé& é@@? 4 Schlussfolgerungen
¢ & F ¢ S & &
Bs’& Die in dieser Arbeit vorgestellten
Abb. 4 Vergleich der Mittelwerte der Produktgruppen von TEAC, Gesamtphenolen und ORAC Analysensysteme  arbeiten  ver-
gleichbar. Durch die Automatisie-
rung im Fall des Microplate Rea-
3.7 Versuch Lagerstabilitiit ders ergeben sich insbesondere beim TEAC-Test

Die Proben wurden im Abstand von drei Wochen analy-
siert und statistisch ausgewertet. Tabelle 14 zeigt die Er-
gebnisse bei allen drei untersuchten Parametern.

Die TEAC-Bestimmung erfolgte bei Termin 1 per Thermo
Unicam 500 Fotometer, bei Termin 2 mittels TECAN
Microplate-Reader. Der t-Test auf signifikante Unterschiede
der Mittelwerte der gepaarten Stichproben ergab, dass fiir
den TEAC-Test bei den gleichen Proben zu beiden Termi-
nen keine signifikant unterschiedlichen Messergebnisse er-
zielt wurden. Die Mittelwerte dieser Stichproben sind ver-
gleichbar, folglich bleibt die antioxidative Kapazitat
wihrend der Lagerung (drei Wochen bei —18 °C) erhalten.
Mittels Analyseautomaten (Arena) erfolgte die Bestimmung
der Gesamtphenole. Der t-Test zeigt, dass die Mittelwerte
ungleich sind. Das bedeutet, dass fiir die Gesamtphenole
signifikant unterschiedliche Messergebnisse erzielt wurden.
Die Proben altern bei =18 °C wiihrend drei Wochen gering-
fiigig. Es treten vermutlich auch Effekte beim Auftauen ein,
die zu einer Abnahme der Gesamtphenole fithren. Ein ge-
ringer systematischer Fehler von rund =14 mg/l ist messbar.
Die Ubereinstimmung der Werte zu beiden Zeitpunkren ist
dennoch sehr hoch, wie in Abbildung 5 und Tabelle 14 zu
erkennen ist.
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messtechnische Vorteile, da die Reaktionszeit genauer ein-
gehalten wird. Zusitzlich ergeben sich durch die kiirzere
Arbeitszeit und den geringeren Verbrauch an Chemikalien
betriebswirtschaftliche Vorteile bei Verwendung des Micro-
plate Readers im Vergleich zum Fotometer. Bereits ab vier
Proben rechnet sich der Einsatz des Microplate Readers
hinsichtlich der Stiickkosten je Analyse. Vor allem bei ho-
hem Probenaufkommen ist die Messung mittels Fotometer
nicht mehr praktikabel. Ein Microplate-Reader stellt hier-
bei ein leistungsstarkes System dar, mit dem problemlos ein
Vielfaches der taglichen Probenleistung eines Fotometers
bearbeitet werden kann. Die Starken eines Microplate-Rea-
ders liegen in der hohen Probenleistung bei gleichzeitig ge-
ringen Kosten je Analyse, der Automatisierbarkeit des
Analysenablaufes — speziell bei Zeitreaktionen, der auto-
matischen Berechnung der Ergebnisse aus den Rohdaten
mit dircktem Export der Werte ins Excel-Format sowie
dem geringeren Chemikalienbedarf, der das Abfallaufkom-
men verringert. Nachteile sind die Bildung von Luftblasen
in den Kavititen der Platten, die Entstehung eines Fliissig-
keitsfilmes am Injektor, welcher bei jedem Plattenwechsel
manuell gereinigt werden muss sowie die erschwerte Innen-
reinigung des Gerites. Um externe Einfliisse zu kompensie-
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Testsysteme zur Messung von antioxidativen Inhaltsstoffen: Anwendung, Mdglichkeiten und
Grenzen — ein Methodenvergleich
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Abb. 5 Streudiagramme der Tests vor (T1) und nach Lagerung (T2: 3 Wochen
bei —18 °C)
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ren, miissen Proben und Standards auf derselben Platte ge-
messen werden. Bei der Analyse der Gesamtphenole mit
der hier verwendeten Methode kann es aufgrund der Dichte
des Natriumcarbonates zu unvollstindiger Durchmischung
in den Kavitaten kommen. Auch die Schittelfunktion des
Microplate Readers reicht nicht aus, um die Reagenzien
vollstindig zu durchmischen.

Die Tests TEAC und Gesamtphenole zeigen iiber alle un-
tersuchten Produktgruppen die hochste Korrelation unter-
einander. Es scheint daher nicht erforderlich, beide Tests
parallel anzuwenden, da fiir die hier untersuchten Proben
keine zusitzlichen Informationen gewonnen werden.

Das Einfrieren von Proben iiber drei Wochen zeigte keine
Verdnderung der antioxidativen Kapazitit und ist somit
geeignet, Proben vor der Analyse aufzubewahren. Alle drei
verwendeten Antioxidanzientests eignen sich daher als
schnelle und einfache Screeningmethode zur Bestimmung
des antioxidativen Potenzials.
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SUMMARY

The effects of different air and soil temperatures on the levels of bioactive components in strawberry fruit (cv. Elsanta)
were studied under Winter greenhouse conditions, as were agronomic parameters such as fruit yield, fruit size, and leaf
area. The following three temperature Treatments were applied: A, cool (day/night: 16°C/12°C); B, warm (day/night:
22°C/16°C): and C, warm with soil heating to 26°C during the day. Increasing the air temperature in the greenhouse,
or the soil temperature, decreased the average fruit weight. Fruit quality attributes such as dry matter and soluble
solids contents, and titratable acidity, were not significantly influenced by the different treatments. Strawberries grown
in the cool environment (Treatment A) had a lower anti-oxidant capacity, in terms of their total phenolics (TP)
content, trolox equivalent anti-oxidant capacity (TEAC), and oxygen radical absorbance capacity (ORAC), than
strawberries produced in the warmer environment (Treatment B). This was due to lower concentrations of total
monomeric anthocyanins, total pro-anthocyanidins, total ellagitannins, and kaempferol 3-glucoside-malonate. On the
other hand, ascorbic acid concentrations in fruit grown in the cooler environment were higher compared to fruit grown
in the warmer environment. An increase in soil temperature in the warmer environment (Treatment C) did not result
in any additional accumulation of anthocyanins, or any other phenolics in the fruit, except for p-coumaroyl glucose.
However, the concentrations of pro-anthocyanidins were even lower in fruit grown with heated soil. These results
showed that air and soil temperatures have a significant influence on the phenolics composition of strawberries.

erry fruit contain a large number of phytochemicals  the biochemical composition of fruit affected by changes
with potentially beneficial effects on human health in temperature (Wang and Camp, 2000; Wang and
(Maitta-Riihinen et al., 2004; Seeram et al., 2008). The Zheng, 2001), but key agronomic parameters such as leaf
best known are phenolic compounds, although their true  area, fruit yield, and fruit size are also influenced
natural function is to contribute to plant resistance (Crespo et al.,2010; LeMiére et al., 1998) and can interact
against environmental stresses (Treutter, 2005). with the biosynthesis of phenolic compounds.
Strawberry (Fragaria X ananassa Duch.) is one of the To evaluate the influence of growth temperature on
most popular berry fruit and is produced in almost all ~ the nutritional value of strawberry fruit, we compared
parts of Europe. The fruit contain a diversity of phenolic ~ warm and cold growing conditions in a greenhouse. In
components such as ellagitannins, pro-anthocyanidins,  addition, the soil temperature was increased, under the
p-coumaroyl glucose as the main phenolic acid, flavonols warm environment, in order to simulate growing
(e.g., quercetins and kaempferols), and pelargonidin conditions during hill plasticulture with a black plastic
3-glucoside as the predominant anthocyanin (Aaby etal.,  mulch.
2007). The concentrations of these bioactive compounds
in strawberry, including ascorbic acid, are largely
dependent on variety (Capocasa et al., 2008). In addition, MATERIALS AND METHODS
the effects of environmental conditions on the relative  Plant material and cultivation
contents of health-promoting substances have been The experiment was carried out in a greenhouse at the
studied extensively (Anttonen et al.,2006; Atkinson etal., ~ Geisenheim Research Center, Germany. Cold-stored
2006; Josuttis ef al., 2010; Treutter, 2010; Wang et al., strawberry tray plants (Fragaria X ananassa Duch. cv.
2002). Two factors which change with climate and Elsanta) were set in peat bags, each 1.0 m in length, with
cultivation technique (e.g., tunnel cultivation vs. hill  eight plants per bag (BVB Substrates, De Lier, The
plasticulture) are air and soil temperatures. Not only is ~ Netherlands) in mid-October 2009. All plants (n = 372)
were grown at day/night temperatures of 22°C/16°C until
*Author for correspondence. they flowered 1 month later. At this time, three different
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temperature Treatments were applied using two
compartments in the greenhouse:

Treatment A, a cool environment (day/night temperatures
of 16°C/10°C) in greenhouse compartment 1;

Treatment B, a warm environment (day/night temperatures
of 22°C/16°C) in greenhouse compartment 2;

Treatment C, a warm environment as in Treatment B, but
with increased soil temperature (day/night air temperatures
of 22°C/16°C; plus soil at 26°C from 05.00 — 18.00 h) in
greenhouse compartment 2.

From the start of the trial, the peat bags in Treatment
C were heated to 26°C between 05.00 — 18.00 h (Figure
1) using a floor heater (Hotbox Heizmatte; Bahrs
Technik GmbH & Co., KG, Briiggen, Germany) and
insulated with polystyrene boards to avoid temperature
exchanges with the ambient air. For each Treatment,
three replications, each with 48 plants, were used per
plot. The day-length was 14 h throughout the trial and,
when the photosynthetically-active radiation (PAR) was
lower than 40 pmol m™ s™', supplementary lighting was
applied using high pressure sodium lamps (Philips
SON-T 400W) to a measured intensity of approx.
50 umol m™ s™' in the canopy of the plants. During the
experiment, air temperatures, soil temperatures (at 5 cm
depth), and PAR were measured every 10 min and
collected using a data-logger (Figure 1). Automatic
fertigation with a nutrient solution (118 mg I' N, 45 mg
1! P and 210 mg 1" K) having electrical conductivities of
1.50 mS cm™ and 1.75 mS cm™ before and after
flowering, respectively, was applied daily. Bumblebees
were used for pollination, and fruit were harvested each
week. Fruit yields and fruit weights were recorded. For
each sample. a minimum of 25 healthy, non-damaged
fruit per replication per treatment were collected in the
second and third weeks of harvest.

The total leaf areas of five complete plants per
replication per Treatment were measured directly after
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z
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K]
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= Air temperatures in Treatments B/C (din: 22°C/16°C)
= = = Soil temperature in Treamtent B (dm: 225C/16%C)
5.0 01 temperature in Treament C (d/n: 22°C'16°C) (added soil heating to 26°C)
Air temperature in Treatment A (d'n: 167C/10°C)
" = = = Sqil temperaur Treatment A (d/n: 16°C/10°C)
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Time (h)
FiG. 1

Average (24 h) daily air and soil temperature profiles for the three
different Treatments (A—C) applied to ‘Elsanta’ strawberry plants in two
greenhouse compartments. (d/n = day/night).

the harvest period using a leaf area meter (LI-3100C;
LI-COR, Lincoln, NE, USA).

Chemical analyses

Sample preparation: Each fruit sample included a
minimum of 25 strawberries. Fruit were quartered on the
day of sampling. Two quarters were immediately frozen
in liquid nitrogen, stored at —28°C, then later ground to a
powder using a laboratory mill (IKA A 11 Basic; IKA®-
Werke GmbH & Co., KG, Staufen, Germany). The other
two quarters were homogenised using a hand-blender
and the resulting purée was used to determine the
soluble solids content (SSC), dry matter (DM) content,
and titratable acidity (TA), as reported by Josuttis et al.
(2010). Each replicate (n = 3) included 48 plants from
each Treatment and was analysed separately on two
independent sampling dates: Treatments B and C in
December 2009, and Treatment A in January 2010.

Ascorbic acid (AA), total monomeric anthocvanins
(TMA), and total phenolics (TP) contents, trolox
equivalent anti-oxidant capacity (TEAC), oxygen radical
absorbance capacity (ORAC), and total monomeric
pro-anthocyanidin  (PAC) content: Samples were
analysed as described previously (Josuttis et al., 2010). In
brief, 5.0 g of frozen strawberry powder from each
sample was extracted twice with 2% (w/v) oxalic acid to
determine its AA concentration by iodometric titration.

For all other parameters, 5.0 g of strawberry powder
was extracted twice with 10 ml 80% (v/v) methanol and
made-up to a final volume of 25 ml. TMA
concentrations were determined by the pH-differential
method (Giusti and Wrolstad, 2001) and the results were
expressed as pg pelargonidin 3-glucoside g' fresh
weight (FW) fruit, using a molar absorption coefficient
of 15,600 I mol™ em™.

Anti-oxidant capacity (AC) was analysed using three
different assays: TP contents were determined by the
Folin-Ciocalteu method (Singleton et al., 1999) using
gallic acid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
equivalents (GAE) as the reference compound and were
expressed in pg GAE g FW.The TEAC assay (Re ef al.,
1999) was carried out using ABTS {[2.2’-azino-bis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)]; Sigma-Aldrich).
The ABTS radical cation was generated overnight with
potassium persulphate to a final absorbance of 0.800 +
0.050 at 734 nm. Anti-oxidant capacity was expressed in
umol Trolox (Sigma-Aldrich) equivalents (TE) g FW.
The ORAC assay was applied according to Huang er al.
(2002) using fluorescein, a black 96-well plate, and a
microplate reader (Infinite M200; Tecan, Crailsheim,
Germany). Fluorescence was recorded every minute for
90 min at 37°C, with an excitation wavelength of 485 nm
and an emission wavelength of 520 nm. ORAC values
were calculated by linear regression of the area under
the kinetic curve using Magellan software (Tecan) and
expressed as pmol TE g FW.

PACs were analysed colorimetrically using 0.1% (w/v)
4-dimethylaminocinnamaldehyde (DMAC; Agros
Organics, Geel, Belgium) dissolved in 50% (v/v) ethanol
acidified with 3 M hydrochloric acid according to Prior
et al. (2010). A diluted sample, blank, or 1 — 20 mg I"'
catechin (Carl Roth GmbH & Co., KG, Karlsruhe,
Germany) standards were mixed in a 1:4 (v/v) ratio with
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TABLE I
Effects of air and soil temperatures on agronomic parameters in strawberry

Day/night Single leaf Total leaf area Leaf area/ fruit Fruit yield Mean fruit
Treatment temperatures (*C) area (cm?) (cm?/plant) yield ratio (cm? g) (g/plant) weight (g)
A 16/10 474 a 248la 153a 162 a 126 a
B 22/116 44.0a 1378¢ 120b 115b 97b
C 22/16 (soil 26) 41.7a 1814 b 17.7a 102 b 81c

Mean values (n = 3) followed by a different lower-case letter in each column were significantly different at P < 0.05 by Tukey's test.

the DMAC solution and the absorbance was measured
at 640 nm after 30 min. The results were expressed as pg
catechin equivalents g FW.

Analyses of phenolic compounds and ellagitannins after
hydrolysis: High performance liquid chromatography
using a photodiode array detector (HPLC-PDAD) was
performed as previously reported (Josuttis et al., 2010).
Phenolics profiles were detected in the methanolic
extracts described above. The main peaks were analysed
and calculated using ellagic acid, coumaric acid (Sigma-
Aldrich), cyanidin 3-O-glucoside, kaempferol 3-O-
glucuronide, pelargonidin 3-O-glucoside (Extrasynthése,
Genay Cedex, France), and quercetin 3-D-glucuronide
(Carbosynth, Compton, UK) as standards. Ellagitannins
were analysed, after hydrolysis, as ellagic acid (EA)
equivalents according to Hiikkinen et al. (2000) because
no standards were available. The amount of EA was
calculated by its absorbance at 255 nm and expressed, as
for the other phenolics, in pg g FW.

Statistical analysis

All data were analysed statistically by analysis of
variance using SPSS (Version 17; SPSS Inc., Munich,
Germany). Mean values (n = 6) of all parameters on the
two sampling dates were compared using Tukey’s test.
Differences at P < .05 were considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION
Plant growth and agronomic performance

The difference in mean air temperature between the
two greenhouse compartments was 6°C, and the
temperature of the soil heated in Treatment C was, on
average, increased by 5.6°C compared to Treatment B
(Figure 1). Clearly, strawberry plant performance, fruit
yield, and fruit size were all influenced by these
temperature changes (Table I; Figure 2).

Leaf area was greatest in the cool environment of
Treatment A. The main reason for this was the delay in
harvest and 5-week-longer period of vegetative growth.
The heated soil in Treatment C resulted in an increased
leaf area compared to Treatment B, with ambient
temperature soil. These differences were caused by an
increased number of leaves, and not by the enhancement
of single leaf areas (Table I). This result confirmed
studies by Le Miere ef al. (1998) who reported increased
leaf areas with decreasing temperature due to the longer
time between planting and first harvest. Moreover, the
rate of leaf production increased with a higher
temperature. This explains the higher leaf areas observed
in our study of plants in Treatment C with soil heating,
where the first harvest date was comparable to that in
Treatment B without soil heating. Thus, the conclusions
in the study by Le Miére et al. (1998) can be extended to
changes in soil temperature. The start of harvest was

180 17
A B
160 4 15
4

140 133
: 120 ‘
2 120
= PP
< C
Z 100 1 ‘za;
é ; 9]
£ 80 5
3 =7
3 60+
E
O 51

40

—4— Treatment A (d/n: 16°C/10°C)
2 &~ Treatment B (d/n: 22°C/16°C) 3
—8- Treatment C (d/n: 22°C/16°C plus soil 26°C)
o ¥ . . : , : : 1 ‘ . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 B 5 6
Harvest number Harvest number
FiG. 2

Cumulative fruit vields over all harvests (Panel A) and marketable fruit weight per plant (Panel B) for each harvest. Each value is a mean = SD (n = 3).
Treatment A (low air temperature) permitted two additional fruit harvests (Panel A).
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TasLE IT
Effects of air and soil temperatures on DM, S5C, TA, TMA, TE TEAC, ORAC, and PAC* values in strawberry fruit sampled in 2009 and in 2010

Week of

PAC
(Heg” FW)

ORAC
(mmol g ' FW)

TEAC
(mmol g "FW)

TMA TP
(ngg” FW)

(ngg FW)

A
(g FW)

Fruit fresh
harvest weight (g) DM (%) S5C (%) TA (%)

Day/night
temperatures ("C)

Treatment

198
221

27.1
26.7

16.2
16.9

1,397
1,530

336
391

842
738

0.94
0.85

6.2
7.0

8.9
7.8

144
117

16/10

210 b
239

269b

16.6¢c

364 b
593

790 a
721

0.9a
105

6.6a

8.4a
8.2

8.3

13.0b°
123

Mean

1464 ¢
1,739
1,692

334

19.6

—
k=

2216

50 (2009)
51(2009)
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226
232a
183
201
192 b

® -

;; E?; 1 started 5 weeks later than in Treatments B and C. The
cumulative fruit yields for each Treatment at each
harvest were similar (Figure 2A). However, two
additional harvests were recorded for Treatment A.

@ which resulted in a higher total fruit yield per plant

g% ;;g (Table I). Treatments B and C, in compartment 2 with or

yield.

650

621 a 1716 a
602 1546
649 1,646
625a 1,596 b

667
694 b
673
683
678 b

emerged.

0.90
098 a
0.92
0.86
0.89 a

acid (AA) content

D= o
L =R =l =

6.4a

6.5
6) followed by a different lower-case letter in each column were significantly different at P < 0.05 by Tukey's test.

83a
4

8.7

8.6a

87
9.7
82
9.0a

10.5a

50 (2009)
51 (2009)

2116
(soil 26)

Mean values (n
*DM, dry matter content; SSC, soluble solids content; TA, titratable acidity; TMA,, total monomeric anthocyanins; TP, total phenolics, expressed as gallic acid equivalents; TEAC, trolox equivalent anti-oxidant capacity,

expressed as trolox equivalents; ORAC, oxygen radical absorbance capacity, expressed as trolox equivalents; PAC, pro-anthocyanidins content, expressed as catechin equivalents.

Mean
Mean

interaction between soil

t

51

influenced mainly by air temperature. Further increases
in soil temperature did not affect the progress of harvest.
Thus, in greenhouse compartment 2, harvest started 9
weeks after planting in both Treatment B and Treatment
C. Although the plants in Treatment A had been grown
until flowering at the same temperature as the plants in
the warmer compartment 2, the harvest in compartment

without soil heating, showed no difference in total fruit

Among all Treatments, average fruit weights were
significantly different. Treatment A resulted in the
largest fruit, followed by Treatment B. The smallest fruit
were observed under the heated soil conditions of
Treatment C (Figure 2B; Table I). Consequently, higher
soil or air temperatures decreased mean fruit size. The
total number of fruit per plant (calculated by total fruit
yield divided by mean fruit weight) was 12, and was not
affected by temperature treatment. In contrast, Le Miére
et al. (1998) showed a negative correlation between fruit
number and growth temperature. However, in Le Micre
et al. (1998), the different temperature treatments were
applied after only a brief period (3 d) for plant
establishment, while, in our trial, the Treatments were
applied after 4 weeks growth under the same (warm)
conditions, when the inflorescences had already

Fruit quality attributes: dry matter (DM) content, soluble
solids content (S8C), titratable acidity (TA), and ascorbic

Mean DM, SSC, and TA values were not significantly
different between all three Treatments (Table II).
Consequently, the above-mentioned differences in
average fruit weight (Table I), and in the fruit weight of
each sample (Table II), did not result in a dilution effect;
thus, calculations on a DM basis were not necessary. In
contrast, Wang and Camp (2000) reported that the
highest SSC and TA values were found in fruit grown
under the lowest temperature.
conclusions may be due to genotypic variation, different
methods of temperature application, or fertigation
effects. Nevertheless, strawberry fruit in Treatment A
showed the greatest variation in DM content between
the two sampling dates. In contrast, recent studies on
raspberry fruit showed that DM, SSC, and TA values
increased with increasing temperature and decreasing
berry weight (Remberg et al., 2010). Indeed, AA
concentrations were enhanced in fruit from Treatment A
(Table II), confirming the above-mentioned studies
(Remberg et al., 2010; Wang and Camp, 2000). This
observation supported the positive effect of cooler
conditions on A A concentration. However, an increased
soil temperature did not affect the concentration of AA,
which agreed with Moor et al. (2005) who found no
consistent effect of using a black polyethylene mulch to
increase soil temperature compared to a straw mulch.
Moreover, Atkinson ef al. (2006) observed no direct
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5' = E concentration. In contrast, Wang er al. (2002) found an
L;"EI_E "mEo Mmo ~~o| & increased AA concentration in fruit produced using hill
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- E B B B & Increased anthocyanin concentrations in berry fruit
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. = E';,, 3-glucoside contents decreased by only 32% (Table III).
= E ‘= © MERE Fruit from Treatment B and Treatment C did not differ in
= o = son| B0 g . 5 5 == z .
OF|Seig gy cige 3=t their concentrations of individual anthocyanins. This
SAARR SR ERA| 02 observation contradicts Anttonen ef al. (2006) and Wang
g ?jg'“;; et al. (2002), who found differences in individual
d 82 anthocyanin contents under different -cultivation
[ F i o — _— L& -y -
S8 22 88 22 E,,fg conditions, as mentioned above for TMA contents.
§ Elgg 8ga gag Tt e Nevertheless, the concentration of pelargonidin
=TT ®mE @@ | g y5 3-glucoside-malonate tended to increase in fruit from
%) ég g Treatment C compared to fruit from Treatment B, which
= 855 agrees with the results of Wang and Zheng (2001) and
58 = O O ) = 3&‘. ']
25|28 = 28 |&s58 Wang ef z_zl: (2002). _ o
&g L Q SEE 2 5é In addition, the concentration of ellagic acid, from the
a g gé% hydrolysis of high molecular weight ellagitannins, was
= %g‘; lowest in fruit from Treatment A, whereas levels in fruit
- ggﬂg from Treatments B and C were the same and higher
c 235 (Table IIT). However, fruit from plants in Treatment C
g g g g gd% had a tendency towards increased ellagitannin levels
Bl 2@ Zvu Z|<as (Table I11), although the concentration of this free ellagic
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acid derivative was not significantly affected by
temperature. Remberg et al. (2010) found a positive
effect of temperature on the concentrations of
ellagitannins and free ellagic acid derivatives in
raspberry fruit, which agrees with our results.
Nevertheless, co-elution during HPLC analysis, or lost
information due to hydrolysis, requires further research
to obtain more details on the chemical structure.

Concentrations of p-coumaroyl glucose were
enhanced in fruit from Treatment C compared to fruit
from Treatment B and Treatment A. Concentrations of
the flavonols, quercetin 3-glucuronide and kaempferol
3-glucuronide/kaempferol 3-glucoside were not affected,
whereas Wang et al. (2001) found a positive relationship
between temperature and the concentrations of these
flavonols. The latter conclusion was not completely
confirmed by more recent studies (Wang and Millner,
2009), especially for the concentrations of quercetins and
kaempferols. Kaempferol 3-glucoside-malonate levels
decreased in fruit from Treatment A, but an increased
soil temperature (Treatment C) did not affect this
flavonol. Wang et al. (2001) also confirmed that
kaempferol derivatives were not strongly affected by
temperature changes. In view of the fact that ultraviolet-
B radiation is almost absent in a greenhouse (Dannehl,
2010), the concentrations of quercetin 3-glucuronide in
fruit were relatively low, and cyanidin 3-glucoside was
not detectable, as recently shown by Josuttis et al. (2010).
Such low concentrations (or absence) could mask
putative temperature effects.

In conclusion, the relative levels of these bioactive
substances are dependent on the growth temperature of
the fruit (Remberg et al., 2010; Wang and Camp, 2000;
Wang and Zheng, 2001). All measured parameters were
relatively similar on both sampling dates under
greenhouse conditions (Table II; Table III), which is
generally not the case under open-field conditions
(Josuttis et al., 2009). Nevertheless, fruit size was
enhanced by a lower temperature. Therefore the fruit
surface:volume ratio was not the same for all Treatments.
Most phenolics are located in the outer layer of
strawberry fruit (Josuttis et al., 2010), therefore the
adverse effects of Treatment A were due, in part, to its
effect on fruit size. The contributions of fruit yield, leaf
area, or the leaf area: fruit yield ratio, to the
concentrations of bioactives in strawberry fruit appeared
less important, in agreement with Crespo et al. (2010).

However, in practice, temperature is not the only
important growth parameter. Moreover, it is possible
that day-length and light intensity can interact with
temperature to have synergistic or repressive effects;
however, detailed investigations on this topic are scarce
(Jaakola and Hohtola, 2010; Martinez-Ballesta et al.,
2008).

In the context of applying different soil temperatures,
our results are not fully applicable to hill plasticulture. In
our case, the soil was heated from below while, in hill
plasticulture, the soil is heated from above. In addition,
plasticulture hills are not insulated like the plastic bags in
our trial, and the air temperature at plant height could
also be increased compared to straw mulch.

Other possible factors include light reflectance or root
morphology. Compared to bare soil, the greatest
temperature differences when applying black hill
plasticulture were 3.5° — 6.2°C higher at 5 cm depth. At
10 cm depth, the temperature difference was only 2°C
(Himelrick et al., 1993). Twenty-five to 50% of roots were
located at a depth of 8 em or less, approx. 25% — 40%
were at a depth of 8 — 15 ecm (Hancock, 1999), and the
remaining roots were deeper. Thus, most roots were in
cooler areas; whereas, in our study, grow-bags 10 cm in
height were used, providing a more homogeneous
temperature and more even root distribution.

During previous studies on hill plasticulture
(Anttonen et al., 2006; Wang et al., 2002; Wang and
Millner, 2009), the results were expressed on a FW basis,
and the SSC values of the treatments were different.
Thus fruit produced on a black polyethylene film had
higher DM contents, and previous results calculated on a
DM basis would therefore be less affected by
temperature and more comparable to our observations.
Furthermore, PAC and ellagitannin contents were rarely
reported in earlier studies (Anttonen et al., 2006; Wang
et al., 2002; Wang and Millner, 2009). Pre-harvest
temperature effects have an important role during the
biosynthesis of tannins and anthocyanins, as observed in
raspberry fruit (Remberg et al., 2010) and further
research on this topic is necessary.

We acknowledge the Department of Ornamental
Crops for providing two greenhouse compartments, and
Manfred Fischer for controlling the lighting and
temperature. We thank the Department of Pomology for
excellent assistance in these experiments.
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5.1 Einleitung

Der Einfluss von Sorte und KulturmaBBnahmen auf sekundére Fruchtinhaltsstoffe der Erd-
beere wurde in zahlreichen Studien erfasst [48, 65, 66, 77, 87, 147], wobei der Erntezeit-
punkt oft unberiicksichtigt ist. So spielt nicht nur der Jahreseinfluss eine Rolle [91, 209],
sondern auch der Verlauf einer Saison, mit der Folge, dass sich die Gehalte an bioaktiven
Inhaltsstoffen in Erdbeeren wéhrenddessen stark unterscheiden [81, 158, 163, 166, 295].
Dies wird auch durch Versuche an der Sorte ‘Korona' von Anttonen et al. [77] bestétigt. In
dieser Studie wurden wihrend eines Gewéchshausversuches Variationen durch Pflanzung
an drei verschiedenen Terminen untersucht. Die Friichte wurden je nach Fruchtart (primar,
sekundir, tertidr) zwischen Kalenderwoche 19 und 25 geerntet. Dabei waren die grof3ten
Ergebnisunterschiede 1,5-fach fiir Gesamtphenole und antioxidativen Kapazitit (DPPH),
2,1-fach fiir Ellagsédure und 2,4-fach fiir Anthocyane.

In diesem Teil der Arbeit sollten wertgebende Inhaltsstoffe einer Erdbeersorte wih-
rend der Saison detailliert untersucht werden. Unter Beriicksichtigung von zwei Versuchs-
jahren wurden zeitlich versetzt und in regelméfBigen Abstinden Probenahmen durch-
gefiihrt. Da remontierende Erdbeersorten im Gegensatz zu den Standard-Kurztagssorten
kontinuierlich Bliiten bilden, bis eine kritische Tagesminimumtemperatur erreicht ist [39],
wurde dieser Erdbeertyp fiir die Untersuchung gewihlt. Dadurch konnte der Versuch tiber
einen langeren Zeitraum durchgefiihrt und der Effekt von unterschiedlichen Wachstums-

bedingungen erfasst werden.

5.2 Material & Methoden

5.2.1 Versuchsaufbau

Die Versuche fanden im Jahr 2008 und 2009 unter Verwendung der Sorte ‘Everest' am
Standort Geisenheim statt. Die Pflanzen wurden Ende April (2008) bzw. Mitte Mai (2009)
in dreifacher Wiederholung a 100 Pflanzen direkt in den gewachsenen Boden gepflanzt.
Die ersten Bliitenstinde wurden, wie es fiir remontierende Sorten tiblich ist, entfernt [39].
Dariiber hinaus wurden die Ertrége, die durchschnittliche wochentliche Lufttemperatur und
die Einstrahlungswochensummen als PAR sowie die UV-B-Strahlung gemessen. Des
Weiteren wurden die Bliiten von fiinf Pflanzen je Wiederholung bei Bliihbeginn markiert,
so dass die Entwicklungszeit von der Anthese bis zur Reife erfasst wurde. Zusétzlich wur-
den die Friichte nach ihrer Fruchtordnung in primér, sekundédr und tertidr klassifiziert,
wodurch die einzelnen Anteile im Verlauf der Saison dokumentiert werden konnten. Die
Probenahme fand, soweit ausreichend Probenmaterial zur Verfligung stand, alle zwei Wo-

chen statt.
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52.2 Chemische Analyse

Die Analysen der Qualititsparameter Zucker, Gesamtsdure und Trockenmasse sowie die
bioaktiven Substanzen wurden so durchgefiihrt, wie in den Publikationen Josuttis et al.
[163, 166] aus den Jahren 2010 und 2011 beschrieben (vgl. Kapitel 4, 6 und 9). Alle
Ergebnisse beziehen sich auf das Frischgewicht (FG).

52.3 Statistische Auswertung

Zur Untersuchung des Saisoneinflusses wurden die Analysenergebnisse der Erntemonate
Juli (fiinf Probenahmetermine [n = 15] bis einschlieBlich KW 31), August (drei Probe-
nahmetermine [n=9] bis einschlieBlich KW 35) sowie September (drei Probenahme-
termine [n = 9] bis einschlieBlich KW 39) beider durchgefiihrten Versuchsjahre miteinan-
der verglichen. Die Ergebnisse der insgesamt elf Probenahmetermine wurden je Termin
(n = 3) statistisch mittels Tukey-Test (P < 0,05) ausgewertet und der Ubersichtlichkeit hal-
ber tabellarisch im Appendix (Kapitel 12) aufgelistet. Zusdtzlich wurden Mittelwerte der
Versuchsjahre 2008 (n = 18) und 2009 (n = 15) verglichen, die in denselben Tabellen zu
finden sind. In allen Abbildungen und Tabellenspalten sind signifikante Unterschiede mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet. Dariiber hinaus werden Korrelationsresul-
tate nach Pearson beschrieben. Die Ergebnisauswertung wurde mit SPSS durchgefiihrt. Zur
Beschreibung des Fruchtgewichts, der Fruchtart und der Dauer von der Bliite bis zur Reife
wurden mittels Excel 2010 die Funktionen 1. Ordnung (lineare Regression) oder 2. Ord-

nung eingesetzt, um die Ergebnisinterpretation zu unterstiitzen.

53 Ergebnisse
5.3.1 Umweltfaktoren
Die wesentlichen &uferen Einfliisse, die sich wihrend der Versuchsdauer von Anfang Juli
bis Ende September verdnderten, waren Temperatur, Tagesldnge, Einstrahlung (PAR,
UV-B) und Niederschlag. Uber die gesamte Versuchsdauer wurden die Pflanzen bei Be-
darf bewdssert (vgl. Kapitel 3.2), wodurch eine niederschlagsunabhingige Wasserversor-
gung der Pflanze gegeben war. Der Niederschlag wurde daher nicht beriicksichtigt.

Die Tagesldnge ist von der Jahreszeit abhidngig und @ndert sich im Jahresverlauf je
nach Breitengrad. Wéhrend der Versuchsdauer verkiirzte sich die Tagesldnge daher von

etwa 16 Stunden in Kalenderwoche (KW) 27 auf etwa 12 Stunden in KW 39 (Abb. 5.1).
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Abb. 5.1:
Wochentliche Einstrahlungssumme gemessen als PAR (mol m?) bzw. UVB (W m™) und Tageslédnge (h) wéhrend der
Versuchsdauer von Anfang Juli bis Ende September 2008 und 2009.

Die als PAR und UV-B gemessenen Einstrahlungswochensummen reduzierten sich
ebenfalls. Jedoch konnte hier keine stetige, kontinuierliche Abnahme beobachtet werden
(Abb. 5.1). 2008 und 2009 wurden von KW 27 bis KW 32 PAR-Summen zwischen 200
und 250 mol m™ Woche™ aufgezeichnet. Wihrend diese Strahlungssumme im Jahr 2008 ab
KW 33 in den Bereich von 150 bis 200 mol m™ pro Woche absank, geschah dies 2009 erst
nach KW 36. Wiéhrend der letzten drei Wochen dieser Versuchsperiode pendelte sich
durchschnittlich eine Wochensumme von 175 mol m™ ein. Im Jahr 2008 fand zu jenem
Zeitpunkt (KW 36) eine weitere Reduzierung statt; so wurde in dieser KW die niedrigste
PAR-Summe mit 109 mol m™? Woche gemessen. Anschliefend stieg die PAR-Wochen-
summe wieder leicht an und lag in den letzten drei Wochen dieses Versuchsjahres durch-
schnittlich bei 125 mol m™? Woche™. Die gemessene UV-B-Strahlung zeigte einen ver-
gleichbaren Verlauf (Abb. 5.1). Im Mittel betrugen die wochentlichen PAR-Summen (UV-
B-Strahlungssummen) 2008 182 mol m™ (135 W m™) und 2009 203 mol m™ (143 W m™).
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Abb. 5.2:

Wochentlich durchschnittliche Tagestemperatur (Mittel), Tagesminimumtemperatur (Min) und Tagesmaximum-
temperatur (Max) in °C wihrend der Versuchsdauer von Anfang Juli bis Ende September 2008 und 2009.

Die Temperaturen zeigten in beiden Versuchsjahren im Rahmen der Versuche dhnli-
che Verldufe mit vereinzelten Unterschieden. Im Jahr 2008 stiegen die Temperaturen vor
allem ab KW 29 an. In KW 30 und 31 wurde die hochste durchschnittliche Tagesmaxi-
mumtemperatur gemessen (Abb. 5.1). Ein dhnlicher Anstieg fand im Jahr 2009 ab KW 31
statt. Allerdings unterschieden sich ab diesem Zeitpunkt in erster Linie die durchschnitt-
lichen Tagesmaximumtemperaturen der beiden Versuchsjahre, wihrend die Tagesmini-
mumtemperaturen nur geringfiigige Unterschiede aufwiesen. Ab KW 35 war in beiden
Jahren eine dhnliche Temperaturabnahme zu beobachten. In KW 38 (2009) stieg die
durchschnittliche Temperatur von im Mittel 15,9 °C auf 18,4 °C an, wohingegen sie sich
2008 in diesem Zeitraum weiter auf 10,7 °C abkiihlte.

Da die Ergebnisse im Folgenden auf die Erntemonate bezogen werden, werden in Tab.
5.1 zum Vergleich die mittleren Temperaturen sowie PAR, UVB-Strahlung und die Tages-
lange der Monate Juli, August und September der beiden Versuchsjahre und die Jahresun-

terschiede 2008 und 2009 zusammengefasst.
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Mittlere klimatische Daten wéhrend des Saisonverla&??l.nsjlllii, August und September bzw. wiahrend der gesamten

Saison 2008 und 2009.

Juli August September 2008 2009

Titter (°C) 19,9 19,7 15,0 17,6 19,0

Thax (°C) 25,7 25,9 20,4 23,2 25,0

Thnin (°C) 14,1 13,5 10,1 12,2 13,4

PAR Wochensumme (mol m?) 221 199 150 215 214

UV-B Wochensumme (W m?) 165 144 100 157 149

Tageslénge (h) 15:52 14:26 12:45 - -

Ty = durchschnittliche Tagestemperatur , T, = durchschpmuc?e Tageiminimumtemperamr und Tyna, = durchschnittliche Tages-
maximumtemperatur

532 Ertrag, FruchtgroBBe und Verteilung der Fruchtart
Die agronomisch ermittelten Daten waren in beiden Versuchsjahren einander &dhnlich. 2008
wurde mit 1122 g/Pflanze ein vergleichbarer Ertrag erzielt wie im Versuchsjahr 2009 mit
1186 g/Pflanze. Im Versuchsverlauf verzogerte sich die Ernte 2009 jedoch um etwa drei
Wochen, was durch den spiteren Pflanztermin und kiihlere Durchschnittstemperaturen im
Mai (2008: 18,7 °C; 2009: 17,3 °C) und Juni (2008: 20,3 °C; 2009: 18,3 °C) bedingt war
(Abb. 5.3, vgl. Kapitel 8: Abb. 8.3).

200

180

160

140

120

100

80

Ertrag in g/Pflanze

60

40

20 4

0 T T
23 25 27 29 31 33 35 37 39
Kalenderwoche

Abb. 5.3:
Waochentlicher Ertrag in g pro Pflanze und Probenahmen wihrend der Versuchsdauer von Anfang Juli bis Ende
September 2008 und 2009.

# Probenahmetermin 2008, *Probenahmetermin 2009
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Ahnlich wie bei einmaltragenden Sorten ist auch bei remontierenden Sorten wihrend des
Ernteverlaufs ein Ertragsmaximum festzustellen; dieses war 2008 in KW 30 und 2009 in
KW 34 zu beobachten (Abb. 5.3). Abbildung 5.3 stellt weiterhin die einzelnen
Probenahmetermine dar, die fiir die chemische Analyse herangezogen wurden.

Das durchschnittliche Fruchtgewicht (Friichte > 25 mm) betrug am Saisonanfang iiber
20 g und nahm dann bis etwa zur KW 35 im Verlauf der Ernte in beiden Jahren ab (Abb.
5.3). Mit dem weiteren Fortschreiten der Saison stagnierte es bei einem Gewicht von ca.
15 g bzw. stieg vor allem im Versuchsjahr 2009 leicht auf 16 g wieder an. Diese Abhin-
gigkeit des durchschnittlichen Fruchtgewichts vom Erntezeitpunkt konnte in beiden Jahren
mit einer Funktion 2. Ordnung beschrieben werden (R? = 0,85; 2008 bzw. R? = 0,90; 2009)
(Abb. 5.4).
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Abb. 5.4:
Durchschnittliches wochentliches Fruchtgewicht in g wéihrend der Versuchsdauer von Anfang Juli bis Ende September
2008 und 2009.

Abb. 5.5 stellt die Tage vom Bliihbeginn bis zur Fruchtreife dar. Die Verldufe dhnelten
sich in beiden Versuchsjahren. Am Anfang der Saison wurde die kiirzeste Reifezeit be-
obachte, die sich im Lauf der Versuchsperiode aber verldngerte. 2008 betrug die fiir die
von Bliite bis Reife bendtigte Dauer durchschnittlich 25 Tage und erstreckte sich iiber
einen Zeitraum von 20 bis 31 Tagen, wéhrend sie 2009 durchschnittlich 23 Tage mit einer
Spannweite von 22 bis 27 Tagen betrug. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die
ersten Daten im Versuchsjahr 2009 erst drei Wochen spiter aufgezeichnet wurden als im
Versuchsjahr 2008. Wird fiir 2008 der gleiche Zeitraum wie 2009 betrachtet, verldngert
sich 2008 die durchschnittliche Dauer von Bliite bis zur Reife auf 26 Tage. Mittels linearer
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Regression konnte annidhernd die Dauer von Bliihbeginn bis Fruchtreife in Abhédngigkeit
von der Kalenderwoche beschrieben werden. 2008, und entsprechend fiir 2009, ergab sich
eine Steigung von 1,03 und 0,75 mit einem Korrelationskoeffizienten R? von 0,81 bzw.

0,65 (Abb. 5.5).
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Abb. 5.5:
Durchschnittliche Dauer in Tagen vom Bliithbeginn bis zur Fruchtreife wiahrend der Versuchsdauer von Anfang Juli bis
Ende September 2008 und 2009.

Die Verteilung der geernteten Friichte hinsichtlich der Fruchtart (primére, sekundire

und tertidre Friichte, vgl. Kapitel 2 Abb. 2.3) war in beiden Versuchsjahren &hnlich.
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Abb. 5.6:

Wachentliche Fruchtverteilung primérer (m), sekundédrer (¢) und tertidrer (A ) Friichte wiahrend der Versuchsdauer von
Anfang Juli bis Ende September 2008 (links) und 2009 (rechts).
Die priméren Friichte nahmen durchschnittlich einen Anteil von 31 % ein, wohingegen
der Anteil der sekundéren Friichte 46 % und jener der tertidren Friichte 23 % betrug. Im
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Verlauf der Saison blieb der Anteil sekundirer Friichte verhdltnisméBig konstant. Der An-
teil der tertidiren Friichte erhohte sich dagegen stetig, wobei sich der Anteil der priméiren
Friichte kontinuierlich verringerte (Abb. 5.6). Im Jahr 2009 war der Anstieg bzw. Abfall
steiler, doch ist auch hier zu beriicksichtigen, dass die Datenaufzeichnung etwa drei Wo-

chen spiter begann.

533 Konventionelle Qualitdtsparameter

Der Qualititsparameter Zucker (16sliche Trockenmasse) der Friichte schwankte wihrend
der Versuchsperiode in beiden Jahren zwischen 6,5 °Brix und 9,3 °Brix und die absolute
Trockenmasse zwischen 8,4 % und 10,5 %, jeweils ohne signifikanten Saisontrend (Tab.
12.1, Abb. 5.7). Die beiden Parameter zeigten eine hohe Korrelation mit r = 0,650. Der
ermittelte Gesamtsduregehalt der Friichte lag zwischen 6,2 pg ¢ und 8,9 pg g (Tab.
12.1). Anders als bei den zuvor genannten Parametern konnte ein Saisontrend beobachtet
werden (Abb. 5.7). Der Gesamtsduregehalt verringerte sich mit dem Fortschreiten des
Erntezeitpunkts. Im Monat Juli war der mittlere Gesamtsduregehalt der Friichte am hochs-

ten gefolgt von den Monaten August und September.

14
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Gesamtsaure Zucker Trockenmasse Zucker/Saure -
[ug g-1] [°Brix] [%] Verhaltnis
Abb. 5.7:
Mittlere Fruchtgehalte der konventionellen Qualitétsparameter wihrend der Saison im Juli, August und September (2008
und 2009).

Dieser Beobachtung lag in Bezug auf die Kalenderwoche ein Regressionskoeffizienten von

R? = 0,83 zugrunde. Das Zucker/Saure-Verhéltnis variierte wihrend der Saison zwischen
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9,0 und 13,3 (Tab. 12.1). Bedingt durch die Unterschiede des Gesamtsduregehaltes konn-
ten auch hier signifikante Unterschiede mit ansteigendem Trend beobachtet werden

(Abb. 5.2). Insgesamt gab es keine Jahresunterschiede bei den beschriebenen Parametern

(Tab. 12.1).

534 Gesundheitlich relevante Inhaltsstoffe

5.34.1 Bioaktive Inhaltsstoffe als Summenparameter

Zur Ermittlung der antioxidativen Kapazitit wurden drei verschiedene Testsysteme ver-
wendet: die Bestimmung der Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu, der TEAC-Test und
der ORAC-Test (Abb. 5.8). Des Weiteren wurden die Summenparameter der anteilig wich-
tigsten bioaktiven Inhaltsstoffe der Erdbeere wie Gesamtanthocyane, Proanthocyanidine,

Ellagsédure nach Hydrolyse und der Vitamin C-Gehalt verglichen (Abb. 5.9).
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Abb. 5.8:

Mittlere antioxidative Kapazitét bestimmt als Gesamtphenole in ug Gallusduredquivalent je g Frischgewicht, ORAC und
TEAC als pmol Troloxéquivalent je g Frischgewicht der Friichte wéhrend der Saison im Juli, August und September
(2008 und 2009).

Der Gesamtphenolgehalt der Friichte war im Juli signifikant héher als im August und
September. Die TEAC- und ORAC-Werte wiesen im Gegensatz dazu wihrend der Saison
im Mittel keine Unterschiede auf (Abb. 5.8). Der Mittelwert der Gesamtphenole der beiden
Versuchsjahre unterschied sich nicht (Tab. 12.2). Demgegeniiber waren die TEAC-Werte
2008 mit 23,8 pmol TE g niedriger als 2009 mit 27,7 umol TE g™'. Fiir den Parameter
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ORAC, dem ein anderes chemisches Prinzip zugrunde liegt als den zuvor genannten Anti-
oxidantien-Tests [266], zeigten im Jahr 2008 geerntete Friichte mit 45,1 pmol TE g im
Mittel einen héheren Wert als 2009 mit 40,3 umol TE g (Tab. 12.2). Der Parameter
ORAC zeigte nach Pearson keine Korrelation mit dem Gesamtphenolgehalt und eine
schwach negative Korrelation zu dem TEAC-Wert (r = -0,370). Die drei Antioxidantien-
Tests variierten zwischen den einzelnen Ernteterminen 1,4- bis 1,5-fach (Tab. 12.2).

Die Summe der Gesamtanthocyane, der Ellagsdure nach Hydrolyse, der Proanthocya-
nidine und des Vitamins C war weitestgehend konstant und zeigte maximal 1,2-fache Un-
terschiede zwischen dem groBten (1959 pg g ™) und dem kleinsten Wert (1649 pg g™ (Tab.
12.3). Im Saisonverlauf wurde im September ein um weniger als 8 % signifikant niedri-
gerer summarischer Gehalt ermittelt als in den Monaten Juli und August (Abb. 5.9). Die
einzelnen Parameter hingegen zeigten breitere Variationen. Die Werte fiir Vitamin C lagen
zwischen 570 ug g und 740 pg g (Tab. 12.3). Im Vergleich zu allen anderen Parametern
war der Vitamin C-Gehalt der einzige Parameter, der wihrend der Saison tendenziell nicht
abnahm. So wurde der niedrigste Gehalt im Juli beobachtet, der sich signifikant von dem
im August allerdings nicht von dem Gehalt im September unterschied (Abb. 5.9).

Die tanninischen Phenole wiesen folgende Resultate auf: Die mittleren PAC-Gehalte
der Monate Juli, August und September zeigten keine signifikanten Unterschiede (Abb.
5.9). Der hochste Gehalt an PAC in den Friichten betrug 336 pgg' in 2008 bzw.
286 pg g in 2009 wihrend 2008 die niedrigsten Gehalte im Mittel 270 pg g betrugen
und 2009 bei 222 nug g™ lagen (Tab. 12.3). Aus diesen Werten ist erkennbar, dass die PAC-
Gehalte 2009 im Saisonmittel mit 256 ug g geringer waren als 2008 mit 292 pg g”' und
sich signifikant voneinander unterschieden (Tab. 12.3). Der als Ellagsiure bestimmte
Ellagtanningehalt der Friichte verringerte sich im Vergleich zu den kondensierten Tanni-
nen mit fortschreitender Saison (Abb. 5.9). Der mittlere Ellagtanningehalt war im Juli
signifikant hoher als die Gehalte im August und im September. Die Schwankungsbreite
zwischen einzelnen Ernteterminen war bei beiden Tanningruppen dhnlich und betrug ma-
ximal das 1,6-Fache (Tab. 12.3). Die Ellagtanningehalte korrelierten stirker mit den Ge-
samtphenolgehalten (r=0,717) und TEAC-Werten (r = 0,603) als mit dem ORAC-Wert
(r=-0,158). Die kondensierten Tannine wurden hingegen stirker mit dem ORAC-Test
(r=0,658) als mit den anderen Methoden (Gesamtphenole r = 0,410; TEAC r = 0,717)

erfasst.
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Mittlere Fruchtgehalte bezogen auf das Frischgewicht an Vitamin C, Proanthocyanidinen (PAC), Ellagsiure (bestimmt
nach Hydrolyse der Ellagtannine) und Gesamtanthocyanen sowie Summe dieser wéhrend der Saison im Juli, August und

September (2008 und 2009).

Was die Anthocyangehalte anbelangt, wurde zwar wihrend der Saison ein abnehmen-

der Trend beobachtet, jedoch ohne signifikante Unterschiede. Bei einzelner Betrachtung

der Ergebnisse der verschiedenen Kalenderwochen wurde nach einem leichten Anstieg der

Gesamtanthocyangehalte eine Abnahme beobachtet (Tab. 12.3). Dieser Trend wurde durch

den letzten Untersuchungstermin im Jahr 2009 unterbrochen (Tab. 12.3), der durch einen

Temperaturanstieg Ende September erklart werden kann (Abb. 5.2). Insgesamt variierten

die Anthocyangehalte der Friichte um das 1,7-Fache. Die Einzelanthocyanergebnisse wer-

den im niachsten Abschnitt detailliert erldutert.
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5.3.4.2 Anthocyane und farblose Phenole (HPLC)

Die Summe der mittels HPLC bestimmten Anthocyangehalte (Abb. 5.10) zeigte nach Pear-
son eine hohe Korrelation (r=0,894) zu den Anthocyangehalten, die mittels pH-Shift
Methode bestimmt wurden (vgl. Kapitel 5.3.4.1). Auch hier wurde eine dhnliche Schwan-
kungsbreite zwischen minimalen und maximalen Wert von 70 % errechnet. Dieses Ergeb-
nis war iiberwiegend auf den Gehalt des Hauptanthocyans Pelargonidin-3-O-glucosid zu-
riickzufiihren, das fiir die untersuchte Sorte einen Anteil von etwa 70 % einnahm. Der iib-
rige Anthocyananteil setzte sich zusammen aus 18 % Pelargonidin-3-O-malonylglucosid,
5,5 % Pelargonidin-3-O-rutinosid, 4,5 % Cyanidin-3-O-glucosid, 0,8 % Cyanidin-3-O-
malonylglucosid und 0,2 % eines weiteren Pelargonidinderivates (Tab. 12.4, Abb. 5.10).
Die Summe der Anthocyane war im Juli am hochsten gefolgt vom Monat August und sig-
nifikant niedriger im September (Abb. 5.10). Fiir Pelargonidin-3-O-glucosid war der
Fruchtgehalt im Juli im Mittel am hochsten jedoch nicht unterscheidbar zu den darauf-
folgenden Monaten. Fiir die iibrigen Anthocyane war eine &hnliche Abfolge
(Juli > August > September) zu beobachten. Mit Ausnahme von Pelargonidin-3-
O-malonylglucosid, dessen Gehalt im August am hochsten war und sich signifikant von

dem Gehalt im September unterschied.

60 W uli ‘ a

i August
50 b

M September b

sy
o

Gehaltin ug g?
w
o

N
o
I

10

a 3 b

a a a
0! - i Seea
CYA 3-GLU PEL RUT PEL Derivat  CYA 3-GLU-MAL PEL 3-GLU-MAL L3-GLU  Summe
Abb. 5.10:

Mittlere Fruchtgehalte bezogen auf das Frischgewicht an Cyanidin-3-O-glucosid (CYA 3-GLU), Pelargonidin-3-
O-rutinosid (PEL 3-RUT), Pelargonidinderivat (PEL Derivat), Cyanidin-3-O-malonylglucosid (CYA 3-GLU-MAL),
Pelargonidin-3-O-malonylglucosid (PEL 3-GLU-MAL), Pelargonidin-3-O-glucosid (PEL 3-GLU) und die Summe aller
Anthocyane wiahrend der Saison im Juli, August und September (2008 und 2009).

Ein signifikanter Jahresunterschied zwischen den einzelnen Anthocyanen konnte aus-
schlieBlich bei den Pelargonidinen beobachtet werden (Tab. 12.4). 2009 waren die Gehalte

an Pelargonidin-3-O-glucosid in den Friichten etwa um 14 % und die Gehalte an Pelargo-
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nidin-3-O-rutinosid um 30 % gegeniiber 2008 erhoht. Im Gegensatz dazu war der Gehalt
an Pelargonidin-3-O-malonylglucosid 2008 um 30 % héher als 2009 (Tab. 12.4).

Fiir die farblosen Phenole konnte ein dhnlicher Trend wie bei den Anthocyanen
beobachtet werden (Abb. 5.11). Der Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose war im August am
hochsten gefolgt, von den Monaten Juli und September. Ein vergleichbarer Saisoneinfluss
war beim Pelargonidin-3-O-malonylglucosid (Abb. 5.10). Der Gehalt an freiem
Ellagsdurederivat war im Monat Juli durchschnittlich am hochsten und signifikant unter-
schiedlich zu den Ergebnissen im August und September. Die Gehalte an Quercetinen und
Kéampferolen unterschieden sich in den drei untersuchten Monaten nicht signifikant. Bei
allen einzeln analysierten farblosen phenolischen Verbindungen konnte ein
Jahresunterschied beobachtet werden. So wurden 2008 im Verlgeich zu 2009 im Mittel
etwa 30 % hohere Gehalte an Quercetin-3-O-glucuronid und Kémpferol-3-O-glucosid
jedoch durchschnittlich 20 % geringere Gehalte an Kémpferol-3-malonylglucosid und p-
Cumaroyl-Glucose ermittelt (Tab. 12.5).

35
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Abb. 5.11:

Mittlerer Fruchtgehalt an p-Cumaroyl-Glucose (p-CUM GLU), Ellagsdurederivat (EA Derivat), Quercetin-3-
O-glucuronid (QUER 3-GLU), Kdmpferol-3-O-glucosid einschlieBlich Kdmpferol-3-O-glucosid (KAE 3-GLU),
Kéampferol-3-O-malonylglucosid (KAE 3-GLU-MAL) wihrend der Saison im Juli, August und September (2008 und
2009).

Die ermittelten Flavonoide sowie Phenolcarbonsduren setzten sich aus p-Cumaroyl-
Glucose (19 %), Ellagsdurederivat (16 %), Quercetin-3-O-glucuronid (49 %), Kiampferol-
3-O-glucosid (12 %) und Kémpferol-3-O-malonylglucosid (4 %) zusammen (Tab. 12.5).

Deren Summe zeigte einen dhnlichen Verlauf wie die der Anthocyane. Die Summen der
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Anthocyane und farblosen Phenole korrelierten nach Pearson mit r = 0,474, wohingegen
die farblosen Phenole mit 1,5-fachen Schwankungen eine hohere Konstanz zeigten als die
Anthocyane (1,7-fach). Im Einzelnen konnte ein Zusammenhang von r > 0,5 zwischen den
erwdhnten Anthocyanen und der p-Cumaroyl-Glucose, dem Ellagsidurederivat und dem
Kéampferol-3-O-malonylglucosid beobachtet werden. Obwohl der Anteil an Quercetin-3-
O-glucuronid an der Gesamtsumme der aufgefiihrten farblosen Phenole der grofite war,
korrelierten die Anthocyane weder mit diesem Flavonoid noch mit dem Kadmpferol-3-O-
glucosid. Unter den farblosen Phenolen zeigten Kémpferol-3-O-glucosid und Quercetin-3-
O-glucuronid die stirkste Korrelation nach Pearson (r = 0,746). Die {ibrigen drei erwéhnten
phenolischen  Verbindungen  korrelierten nicht mit  Quercetin-3-O-glucuronid
(-0,2 <r <0,2). Weiterhin zeigte Kédmpferol-3-O-malonyl-glucosid eine hohe Korrelation
(r = 0,741) mit dem Ellagsdurederivat. Die p-Cumaroyl-Glucose wies hingegen eine
weniger stark ausgebildete Verbindung (Ellagsidurederivat: r= 0,356 Kéampferol-3-

O-malonyl-glucosid: r = 0,352) zu den zuvor genannten Substanzen auf.

5.4 Diskussion

Bedingt durch den Jahresverlauf verringerten sich in beiden Versuchsjahren vor allem ab
KW 34 Temperatur, PAR und UV-B-Strahlung (Abb. 5.1 und Abb. 5.2). Die lingere Ent-
wicklungsdauer von Bliite bis Reife zum Ende der Vegetationsperiode (Abb. 5.5) ist auf
diese Umstidnde zuriickzufithren und stimmt mit Ergebnissen von Temperaturversuchen an
Erdbeeren iiberein [296, 297]. Werden die Kalenderwochen beider Versuchsjahre direkt
miteinander verglichen, zeigt sich, dass die Friichte im Jahr 2009, bedingt durch hohere
Wachstumstemperaturen, um etwa drei Tage schneller heranreiften als 2008 (Tab. 5.1,
Abb. 5.2 und 5.5). Weiterhin wurde im Verlauf der Erntesaison ein Ertragsmaximum und
eine Abnahme des durchschnittlichen Fruchtgewichts festgestellt, die u. a. auf einen hohe-
ren Anteil an tertidren Friichten zuriickzufiihren ist (Abb. 5.4 Abb. 5.6) [40].

Beim Vergleich der Monate Juli, August und September zeigte sich ein negativer Ef-
fekt der Saison auf die Parameter Gesamtsdure, Gesamtphenole, einzelne Anthocyane und
Ellagsdurederivate. Im Verlauf der Saison verringerten sich tendenziell zudem die Gehalte
an Quercetin-3-O-glucuronid und Kémpferol-3-O-glucosid. Weitere signifikante Effekte
ohne eindeutigen Saisontrend zeigten die Parameter Vitamin C, Pelargonidin-3-
O-malonylglucosid und p-Cumaroyl-Glucose. Fiir die Parameter Zucker, Trockenmasse,
antioxidative Kapazitit (ORAC, TEAC), PAC und Kémpferol-3-O-malonyl-glucosid hin-

gegen war im Rahmen dieser Untersuchungen kein Einfluss der Saison zu beobachten.
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Anhand der gemittelten Klimadaten (Tab. 5.1) waren im Juli und August dhnliche
Durchschnittstemperaturen zu beobachten. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass im Jahr
2009 warmere Bedingungen vorherrschten als 2008 und die mittleren Ergebnisse flir die
Friichte im Monat August sich aus zwei Terminen des ersten Versuchsjahres und einem
Termin des zweiten Versuchsjahres ermittelt wurden (Abb. 5.3). Aus diesem Grund koénn-
ten kiihlere Temperaturen fiir die oben beschriebenen Effekte durchaus eine Rolle spielen.
Weiterhin konnte eine geringere Strahlungsintensitdt und Tagesldnge im August im Ver-
gleich zum Juli die ermittelten Gehalte beeinflusst haben. Die Effekte des Monats Septem-
ber kdnnten auf einen zusitzlichen Temperaturabfall zuriickgefiihrt werden, doch auch hier
sollte der Temperaturanstieg in der zweiten Septemberhilfte des Versuchsjahres 2009 be-
rlicksichtigt werden. Die gemittelten Klimadaten sollten also nur als erster Hinweis heran-
gezogen werden. Bei der Betrachtung der Ergebnisse einzelner Termine ergab sich viel-
mehr eine Verdnderung der analytischen Daten, die durch kurzzeitige Wetterumschlége
bedingt war (vgl. Tab. 12.1 bis Tab. 12.5, Abb. 5.1 und Abb. 5.2). Der kurzfristige Einfluss
von Umgebungsbedingungen auf sekundire Pflanzeninhaltsstoffe wird durch die erwéhnte
Studie von Anttonen et al. [77] bestitigt. Dort konnte ein Effekt nur schwer evaluiert wer-
den, da durch unterschiedliche Erntetermine von priméren, sekundédren und tertidren
Friichten die Untersuchungen zuséitzlich erschwerten. Die Summe der anteilig bedeut-
samsten Substanzklassen mit bioaktiver Wirkung (Vitamin C, Gesamtanthocyane, Ellag-
tannine und PAC) verringerte sich im Saisonverlauf signifikant (Abb. 5.9). Im Vergleich
zu anderen Parametern wies diese Summe aber eine hohe Konstanz auf. Zwischen den bei-
den Versuchsjahren und einzelnen Probenahmeterminen wurden nur geringfiigige Unter-
schiede von maximal 20 % in Bezug auf das Frischgewicht detektiert (Abb. 5.9, Tab.
12.3).

Der Gehalt an Vitamin C wird in Erdbeeren und auch in anderen Friichten durch kiihle
Temperaturen und eine hohe Lichtintensitit positiv beeinflusst [147, 165, 166, 298]. In der
vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass am Anfang der Saison die Gehalte an
Vitamin C im Mittel niedriger waren als in der Erntemitte bzw. zum Ende der Saison. Im
Juli wurden im Mittel die geringsten Vitamin C-Gehalte detektiert gefolgt von den Mona-
ten September und August. Die nicht unterscheidbaren mittleren Gehalte im Monat August
und September konnen durch einen Ausgleich von Effekten wie kiithle Temperaturen in
Verbindung mit niedrigen PAR-Wochensummen begriindet werden. Auch an den einzel-
nen Ernteterminen ermittelten Fruchtgehalte an Vitamin C lassen sich aus den aufgenom-
men Temperaturen und PAR-Werten weitestgehend ableiten (Tab. 12.3, Abb. 5.1 und Abb.
5.2). Im Versuchsjahr 2008 kann der Anstieg von Vitamin C im Zeitraum von KW 31 bis
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35 mit einem Abfall der Temperatur erklért werden, der auch in KW 39 zu verzeichnen
war und zusétzlich durch hohe PAR-Werte begiinstigt wurde. Der Temperaturanstieg in
KW 35 scheint eine untergeordnete Rolle zu spielen oder wird durch die hohen PAR-
Summenwerte in dieser KW ausgeglichen (Abb. 5.1 und Abb. 5.2). Zudem sind die gerin-
gen Gehalte aus KW 29 in beiden Versuchsjahren durch hohe Temperaturen zu erkliren.
Insgesamt wurden im Jahr 2008 tendenziell hohere Vitamin C-Gehalte gefunden als 2009.
Erklart werden kann diese Beobachtung mit den niedrigeren mittleren Temperaturen im
Versuchsjahr 2008.

Studien, die ebenfalls saisonale Effekte auf sekundére Pflanzeninhaltsstoffe von Erd-
beeren untersuchten, zeigten bei einem Vergleich von Sommer- (Twin 14,5 °C, Tiax
27,8 °C, Globalstrahlung 190 Wm'z) und Winterernte (T 6,3 °C, Tmax 14,9 °C, Glo-
balstrahlung 58 W m™) in Argentinien keine Unterschiede der Vitamin C-Gehalte [81],
was vermutlich durch einen Ausgleich der Effekte von Licht und Temperatur bedingt war.
Eine kiirzlich publizierte brasilianische Studie fand in Friichten der Sorte ‘Camino Real'
im Juli mit Durchschnittstemperaturen von 18,9 °C und einer Tagesldnge von 9 Stunden
die hochsten Vitamin C-Gehalte mit 685 mg kg™, gefolgt vom Monat Mai mit 491 mg kg™
(Thitter 20,1 °C, Tageslédnge 8,2 h) und Monat September mit 392 mg kg'1 (Thitter 23,1 °C,
Tageslidnge 7,8 h) [89]. Eine kiirzere Tagesldnge war mit hoheren Temperaturen verbun-
den, was sich in den ermittelten Gehalten widerspiegelt.

Zusatzversuche im Rahmen einer Bachelorarbeit zeigten, dass wéihrend der Fruchtreife
der Vitamin C-Gehalt in den Friichten verhiltnismadBig konstant war [111]. Dies wird
durch andere Studien bestitigt, wobei jedoch auch Trends zu héheren und niedrigeren Vi-
tamin C-Gehalten im Reifeverlauf beobachtet wurden [81, 91, 258, 299]. Diese Studien
bieten eine Erklirung dafiir, dass die Gehalte an Vitamin C nicht durch kurzfristige Ande-
rungen des Wetters beeinflusst werden. Vielmehr erstreckt sich der witterungsbedingte
Einfluss auf die Vitamin C-Gehalte iiber die gesamte Entwicklungsdauer der Friichte.

Die Anthocyangehalte in Erdbeeren hdngen in erster Linie von der Wachstumstempe-
ratur wihrend der Reifung ab [147, 166], was durch die in dieser Studie erzielten Ergeb-
nisse bestitigt wird. Die Gesamtanthocyane (pH-Shift), die einzeln bestimmten An-
thocyane (HPLC) und deren Summe wiesen bis auf Pelargonidin-3-O-malonylglucosid den
hochsten Wert im Juli und den niedrigsten im September auf. Ebenso lagen die genannten
Gehalte bis auf Pelargonidin-3-O-malonylglucosid im wérmeren Jahr 2009 in der Regel
hoher als 2008 (Tab. 5.1, Tab. 12.3, Tab. 12.4). Der Temperaturverlauf wihrend der Saison
spiegelt sich in den ermittelten Anthocyangehalten wider. Anders als bei Vitamin C ist der

Temperatureinfluss auf Anthocyane in Erdbeeren kurzfristiger, was durch einen Tempera-
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turanstieg in KW 38 (2009) bestitigt wurde (Abb. 5.2). Die Temperaturen fielen in den
Wochen zuvor ab. Dennoch konnten beim letzten Probenahmetermin 2009, bedingt durch
einen Temperaturanstieg in KW 39, verhéltnismiBlig hohe Anthocyangehalte beobachtet
werden, die sich nicht von den Anthocyangehalten in KW 31 bis 33 unterschieden. Auch
die saisonale Studie von Pineli et al. [89] bestitigt die temperaturabhédngige Bildung von
Anthocyanen in Erdbeeren vor allem im letzten Reifestadium. Im Gegensatz hierzu zeigte
die Studie von Ferreyra et al. [81] aus Argentinien keinen Unterschied der Anthocyan-
gehalte im Winter und im Sommer der siidlichen Hemisphire, obwohl die Temperaturen
sich in beiden Wachstumszeitrdumen stark unterschieden. Dies widerspricht dem oben
beschriebenen aktuellen Kenntnisstand, dass eine warmere Umgebung einen positiven Ein-
fluss auf den Anthocyangehalt in Erdbeeren ausiibt [147, 166]. Da Anthocyane erst im
spaten Reifestadium gebildet werden, konnte das Ergebnis der argentinischen Studie mit
kurzzeitig hoheren (Kultivierung im Winter) bzw. niedrigeren (Kultivierung im Sommer)
Umgebungstemperaturen vor der Probenahme erkldrt werden, doch wurden die entspre-
chenden Daten nicht angegeben. Diese Vermutung wird durch die verschiedenen Verhilt-
nisse zwischen den Anthocyangehalten von Sommer- und Winterfriichten bestétigt [81].

Der starke Zusammenhang zwischen Anthocyanen und p-Cumaroyl-Glucose konnte
auf der Akkumulierung dieser phenolischen Inhaltsstoffe im spiten Reifestadium beruhen
(vgl. Kapitel 2.2). Im Mittel zeigte p-Cumaroyl-Glucose einen dhnlichen saisonalen Ver-
lauf wie Pelargonidin-3-O-malonylglucoside. Da Anthocyane Folgeprodukte von
Flavonolen wie Quercetin oder Kédmpferol sind, kann die geringe Korrelation zwischen
diesen beiden Gruppen begriindet werden. Uber die Saison zeigten die Mittelwerte der
Flavonoide Quercetin und Kédmpferol einen dhnlichen Verlauf wie bei den Anthocyanen,
allerdings ohne signifikante Unterschiede. In der Studie von Pineli et al. [89] wurde eben-
falls der Gehalt an Quercetin iiber die Saison untersucht, der sich aber im Juli und Septem-
ber nicht unterschied, obwohl die beiden Monate hinsichtlich Temperatur und Tageslédnge
die groBte Differenz aufwiesen. Im Mai hingegen war der Quercetin-Gehalt mit 4,9 mg kg’
! lediglich halb so hoch wie in den beiden zuvor genannten Monaten.

Temperaturversuche im Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass der PAC-Gehalt in der rei-
fen Frucht temperaturabhingig ist (vgl. Kapitel 4) [166]. Diese Beobachtung konnte auf
den hier beschriebenen Versuch nicht tibertagen werden. Diese Substanzgruppe zeigte we-
der im Verlauf der Saison einen Trend, noch wies sie eine Beziehung zu den Jahresdurch-
schnittstemperaturen (2008: 17,6 °C; 2009: 19,0 °C) auf. Im Gegensatz zu Anthocyanen,
treten PAC in hohen Mengen in griinen unreifen Friichten auf und verringern sich im Laufe

der Reifung. Ein Einfluss durch die Wachstumsbedingungen auf den Gehalt in der reifen
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Frucht kann somit — anders als bei der Akkumulation von Anthocyanen, die im letzten Sta-
dium gebildet werden — iiber den gesamten Reifungsprozess hinweg stattfinden. Dem-
gegeniiber nahm der Gehalt an Ellagtanninen, deren Vorkommen ebenso temperaturabhin-
gig ist [166], im Einklang mit den abnehmenden Temperaturen im Verlauf der Saison ten-
denziell ab.

Tulipani et al. [91] zeigten an verschiedenen Genotypen, dass zwischen zwei Anbau-
jahren die antioxidative Kapazitit um das Zweifache variieren kann. Andere in dieser Stu-
die untersuchten Genotypen wiesen allerdings stabilere Werte auf. Desgleichen zeigten
Ferreyra et al. [81] an der Sorte ‘Selva' bis zu zweifache Unterschiede im Gesamtphenol-
gehalt und der antioxidativen Kapazitdt zwischen Winter- und Sommerernte. In der Studie
von Pineli et al. [89] enthielten die untersuchten Friichte im Juli und September die hochs-
ten Gehalte an Gesamtphenolen mit etwa 2650 mg kg und im Mai die niedrigsten mit
1790 mg kg™, was sich auch in der antioxidativen Kapazitit (FRAP, DPPH) ausdriickt.

Generell erhohen kiihlere Wachstumsbedingungen zwar das durchschnittliche Frucht-
gewicht von Erdbeeren [166, 300]. Wihrend des Versuches verringerte sich das Frucht-
gewicht, obwohl die Temperaturen sanken. Dies war bedingt durch den Ernteverlauf. Da
ein GroBteil der phenolischen Inhaltsstoffe auf der Oberfliche bzw. den Achénen lokali-
siert ist [163], weisen kleinere Friichte aufgrund ihres anderen Oberflichen:Volumen-Ver-
héltnisses prinzipiell hohere Gehalte pro Frucht auf. Dieses Phidnomen koénnte einen
negativen Temperatureinfluss wieder ausgleichen. Bei den oben vorgestellten Ergebnissen
von Ferreyra et al. [81] und Pineli et al [89] ist zu beachten, dass nur ein Versuchsjahr be-
riicksichtigt wurde. Pineli et al. [89] untersuchte pro Monat lediglich einen Erntetermin, so
dass drei Probenahmetermine miteinander verglichen wurden. Vor dem Hintergrund der in
der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten ist es allerdings fraglich, ob die beiden letzt-
genannten Studien ausreichend reprisentative Daten liefern, um Saisoneffekte beschreiben
zu konnen. In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt elf Termine untersucht (Abb.
5.3). Auch bei der Beurteilung der vorliegenden gemittelten Daten sind zwingend die
Ergebnisse der einzelnen Termine einzubeziehen. Die vorgestellten Durchschnittsdaten
eignen sich fiir eine tlibersichtliche Darstellung, doch machte die Einzelbetrachtung der
Termine im Saisonverlauf deutlich, dass eine klare saisonale Tendenz aufgrund vereinzel-
ter Schwankungen der Ergebnisse nicht zu erkennen war (Tab. 12.1 bis Tab. 12.5). Der
Versuch zeigte, dass bei der Evaluierung von Umwelteinfliissen auf bioaktive Substanzen
in den Friichten verschiedene Faktoren beriicksichtigt werden miissen. Dabei kénnen viele
Wirkungsweisen im Freiland nicht individuell erfasst werden. So waren hohe Temperatu-

ren hiufig mit einer héheren Einstrahlung verbunden und konnten aus diesem Grund nicht
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von letzterer getrennt beurteilt werden. Neben der FruchtgroBe spielte vermutlich auch die
Dauer der Reifung und die damit verbundene Biosynthese einzelner Phenole in den jewei-
ligen Reifestadien eine Rolle. Diese Reifeabhdngigkeit des Flavonoidmetabolismus und die
Verbindung der phenolischen Substanzen zueinander erschwert es, Riickschliisse auf po-
tentielle Einflussfaktoren zu ziehen.

Insgesamt ist festzuhalten, dass wéhrend der Saison einzelne phenolische Inhaltsstoffe
z. T. Uber dreifache Unterschiede zwischen den Extremwerten aufwiesen (Tab. 12.1 und
Tab. 12.5). Die antioxidative Kapazitit hingegen variierte maximal nur um das 1,4-Fache
(Tab. 12.2) und die Summe der anteilig wichtigsten antioxidativen Substanzen (Vitamin C,
Ellagtannine, PAC und Anthocyane) sogar nur um das 1,2-Fache (Tab. 12.3). Die mittleren
Gehalte der Monate Juli, August und September wiesen hingegen eine hohe Konstanz auf.
So unterschied sich die Summe zwischen Juli und September nur um 8 % (Abb. 5.8 bis
Abb. 5.11). Um die vorliegenden Ergebnisse bestitigen zu konnen, sollte der Versuch wie-
derholt werden, damit Schwankungen stirker kompensiert werden konnen. Weiterhin
konnten Variationen, die bedingt durch kurzfristige Wettereinfliisse auftreten, durch eine
Verkiirzung der Probenahmeintervalle ausgeglichen werden. Eine Aussage beziiglich ge-
sundheitlicher Vor- oder Nachteile auf den menschlichen Organismus, von Erdbeeren aus

unterschiedlichen Saisonabschnitten ist auf Grundlage dieser Studie derzeit nicht mdglich.
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Abstract. The effect of four different growing locations from Stjgrdal, Norway (63°36'N) to Conthey, Switzerland (467 12'N) on
the composition of bioactives in strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) of three genotypes (cvs Clery, Elsanta and Korona)
was evaluated. Principal component analysis (PCA) was used to characterize differences in bioactives between genotypes within
a location. Despite harvest period and year-to-year effects. a clear clustering related to the effects of the cultivars was shown.
Furthermore, PCA was able to separate locations within a cultivar due to differences in bioactive compounds and this effect
was stronger than local variations by temporary weather changes or even year-to-year effects. As a result, the northern samples
had principally lower anthocyanin amounts than the southern ones and, morcover, distribution of individual anthocyanins was
different. In contrast, the content of vitamin C and the antioxidant capacity (TEAC, ORAC, total phenols) was generally increased
with higher latitudes calculated on a fresh weight basis. Results of proanthocyanidins and individual polyphenols detected by high
performance liquid chromatography indicated that the higher contents were mainly due to tannin-related components. For all these
observations, cultivars responded in general similarly. A North-South division was identified but no clear trend towards latitude
could be recorded, mainly since one major impact factor for the biosynthesis of phenolics and ascorbic acid is temperature, which
is altering not only by latitude. but also by the shift of the harvest period and the current weather conditions prior to harvest. In
conclusion, genetic effects were generally stronger than environmental effects.

Keywords: Fragaria x ananassa, anthocyanins, environment, antioxidant activity, polyphenols, vitamin C

1. Introduction

Strawberry is the most important berry crop in Europe [3]. The fruit is not only a rich source for ascorbic acid.
but also for a diversity of polyphenols including anthocyanins. phenolic acids. flavonols, flavanols, ellagitannins or
proanthocyanidins [1, 8]. A number of epidemiological studies showed that these components may play a significant
role due to their antioxidant capacity in the prevention of degenerative diseases such as cancer or cardiovascular burden
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[16, 41, 46]. Internal and external factors as cultivar and environment contribute to the content and composition of
these secondary plant metabolites in the fruit [4, 5, 8, 11, 34, 40, 45]. Until now, little is known about variability in
health-promoting substances in berry fruit affected by growing locations at different latitudes [20]. Strawberries are
produced in almost all parts of Europe differing in harvest season, locally adapted cultivars and cultivation systems
[14]. The main environmental effects changing with latitude are the temperature and the day length including light
quality as well as quantity of the solar radiation. Earlier studies showed that high temperature during fruit development
increases the content of several bioactives in strawberry and raspberry [21, 37, 49], whereas results connected to the
impact of light are scarce and limited to UVB radiation [22, 32] and shading [4]. These results indicated that the
content of bioactives may decrease in strawberries from northern parts of Europe due to low temperatures. The aim
of our study was to evaluate the differences of four growing locations with a distance of more than 2000 km located
from Norway to Switzerland with respect to the impact of genotype, harvest period, and year.

2. Materials and methods
2.1. Field experiments and climatic data

The trial was conducted in 2008 and 2009 at the locations Stjgrdal, Norway =N (63°36'N), Geisenheim, Ger-
many =D (49°59'N), and Conthey, Switzerland=CH (46°12'N). In 2009, strawberries were also collected in
Copenhagen. Denmark = Dk (55°40'N). At each side. strawberries were purchased from local nursery companies and
cultivated typically for the mentioned growing regions as described by Kriiger et al. [24]. The experiments were car-
ried out under open-field conditions using three June-bearing strawberry cultivars (Fragaria x ananassa Duch.); cv.
Elsanta was grown as standard at all locations. Additionally. cv. Korona as cultivar adapted to the Northern European
climate conditions was planted at the northern regions (N, DK, D) and cv. Clery was cultivated at the southern ones
(D, CH) as cultivar with major importance in Central and Southern Europe. The experimental set up at the different
locations involved three replications with 15 to 40 plants per plot. On all areas air temperature and photosynthetically
active radiation (PAR) were measured and calculated during the fruit development period starting 28 days before the
first harvest sampling (Table 1).

2.2, Sampling and sample preparation

Three independent biological replications were collected at the second and third week of the harvest period at each
location per cultivar. All samples contained not less than 500 g of non-damaged and healthy fruit including green

Table 1

Growing conditions of the different locations 28 days prior to first picking®

Origin Norway Denmark Germany Switzerland

Year 2008 2009 2009 2008 2009 2008 2009

Latitude 63736'N 55°40'N 49° 59'N 46°12'N

Soil type Silty loam Sandy loam Sandy loam Sandy loam

Day length at harvest begin [h] 203 17.5 15.8 15.1

Sum PAR per day [mol m—2 d~!] 46.0a 42.2a 24.7b 28.2b 31.4b 45.9a 41.7a

Begin of flowering 26.05 04.06 11.05 26.04 16.04 25.04 17.04

Harvest begin 03.07 03.07 16.06 27.05 18.05 16.05 18.05
Daily temperature

Mean [°C] 13.8d 15.9bed 14.2cd 19.2a 16.3be 17.1ab 17.4ab

Min [°C] 8.9¢cd 10.6 be 9.8 bed 13.8a 8.3d 11.1b 11.0b

Max [°C] 18.1¢c 20.9bc 184c 25.2a 24.0ab 23.0ab 24.1ab

#Means within the same row followed by different letters were significantly different at p <0.05 (Tukey’s test).
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calyx. Each fruit was sliced and shock frozen in liquid nitrogen as previously described by Josuttis et al. [22] and
milled to powder later. The tfrozen powder from all locations was sent on dry ice to the Geisenheim Research Center,
where the following analysis were performed as reported [22].

2.3. Quality attributes: Soluble solids content (SSC), titratable acidity (TA), and dry matter (DM)

After thawing the frozen strawberry powder, the resulting puree was directly measured with a digital refractometer
(A. Kriiss Optotronic GmbH, Hamburg, Germany) for soluble solids content (SSC). The dry matter (DM) content
was determined by mixing the powder (5 g) with sea sand and drying for 4 h hours at 103°C. For the determination of
titratable acidity (TA) five grams of powder was homogenized in 50 mL water, equilibrated for one hour and titrated
with 0.33 mol L™! sodium hydroxide solution to a pH value of 8.1. All results were expressed as % of fresh weight.

2.4. Ascorbic acid (AA)

Due to high ascorbic acid (AA) contents in strawberry fruit it was possible to determine the concentration by
iodometric titration adapted to Ballentine [6] and Matissek and Steiner [28]. Therefore, the frozen strawberry powder
(5 g) was extracted twice with 10 mL of 2% oxalic acid (w/v), centrifuged. the collected supernatants were acidified
with 10% sulfuric acid (v/v), and immediately titrated potentiometrically with 1/128 mol L™! iodide-iodate-solution.
Results were calculated as pg AA per g fresh weight.

2.5. Antioxidant capacity: Total phenols (TP), frolox equivalent antioxidant capacity (TEAC), and oxygen
radical absorbance capacity (ORAC)

All parameters were analysed from the methanolic extracts as previously described [22]. Briefly, frozen strawberry
powder (5 g) was extracted twice ultrasound-assisted for 30 min with 80% methanol. Total phenols (TP) were analysed
by Folin-Ciocalteu method as gallic acid equivalents (GAE) according to Singleton et al. [42]. Therefore, the diluted
extract was mixed with Folin-Ciocalteu reagent and after five minutes saturated sodium carbonate solution was added.
The absorbance was measured after 60 min at 760 nm. Results were expressed in pg GAE per g fresh weight. The
TEAC value was determined according to Re et al. [36]: thus an ABTS [2,2"-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)] radical cation solution was generated overnight with potassium persulfate and a final absorbance of
0.800 £ 0.050. This solution was mixed in a ratio of 1:5 with the diluted extracts. The absorbance was measured
after 6 min at 734 nm. The ORAC assay was carried out using fluorescein and a black 96-well plate according to Ou
et al. [33] and Huang et al. [19]. The analysis was carried out on a black 96-well plate with a microplate reader
(Infinite M200, Tecan). Each well was filled with a 20 pL diluted sample, blank or Trolox standard and 120 pL of
fluorescein. After 5 min incubation 60 L of AAPH-solution was added. The fluorescence was recorded every minute
for 90 min at 37°C with an excitation wavelength of 485nm and an emission wavelength of 520 nm. The ORAC
values refer to the net area under the quenching curve and were calculated after linear regression of the AUC. The
ORAC as well as the TEAC results were expressed as trolox equivalents (TE) in g per g fresh weight.

2.6. Total monomeric anthocvanins (TMA)

Total monomeric anthocyanins were analysed by the pH differential method. The above mentioned methanolic
extracts were diluted with two buffers in a ratio of 1: 10 (v/v) at pH 1 with 0.025 mol L™! potassium chloride buffer
and at pH 4.5 with 0.4 mol L™! sodium acetate buffer. The diluted sample was measured at a wavelength of 500 nm
and 700 nm. The results were calculated with a molar absorption coefficient of 15.600 L mol~! cm™! as pelargonidin
3-glucoside in pg per g fresh weight [12].

2.7. Proanthocyanidin (PAC) content

The content of proanthocyanidins (PAC) was determined colorimetrically using 0.1% (w/v)
4-dimethylaminocinnamaldehyde (DMAC: Agros Organics, Geel. Belgium) according to Prior et al. [35].
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Fig. 1. HPLC chromatograms of phenolic compounds obtained at 280, 360, and 500 nm (cv. Elsanta). Peaks: | =unknown!, 2 =unknown2,
3 = galloyl bis HHDP-glucose, 4 = proanthocyanidins, 5 =p-coumaroyl glucose (p-COUM-GLU), 6 =p-coumaroyl glucose derivative (p-COUM-
GLU derivative), 7=cyanidin 3-glucoside (CYA 3-GLU), 8 = pelargonidin 3-glucoside (PEL 3-GLU) 9 = ferulic acid derivative. 10 =ellagitannin1
(ET_I). 11=ellagitannin2 (ET2), 12=pelargonidin 3-malonylglucoside (PEL 3-GLU-MAL). 13 =ellagic acid derivative (EA-derivative),
14 =ellagitannin3 (ET_3), 15 =quercetin 3-glucuronide (QUER 3-GLC), 16=kaempferol 3-glucoside and kaempferol 3-glucuronide (KAE
3-GLU), 17 =kaempferol 3-malonylglucoside (KAE 3-GLU-MAL), 18 =cyanidin 3-malonylglucoside (CYA 3-GLU-MAL), 19 = pelargonidin
3-derivative (PEL derivative).
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Diluted samples were mixed in a ratio of 1:4 with a solution of 0.1% DMAC solved in 50% of ethanol (v/v) and
acidified with hydrochloric acid. The absorbance of this mixture was measured after 30 min at 640 nm and calculated
as catechin (CAT) equivalents in pg per g fresh weight.

2.8. High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis of individual phenolics

For separating and quantifying individual phenolics, HPLC analysis was performed with the prepared methanolic
extracts using a ThermoFinnigan Surveyor HPLC system coupled with a photodiode array detector (PDA), pump,
and autosampler controlled by Chromquest 4.1 software. The sample was injected using a Reprosil-PurC18AQ (Dr.
Maisch GmbH, Ammerbuch-Entringen. Germany) column (150 x 2mm, 3 pum). Eluent A was 2% acetic acid and
Eluent B contained acetonitrile/water/acetic acid (50/49.5/0.5) according to the following gradient: 0-31.5 min, 55%
B: 31.5-37.5 min, 100% B; 37.5-41.0 min, 10% B with a flow of 200 wL min~! and an equilibration time of 10 min.
The three channels 280 nm, 360 nm, and 500 nm were scanned and the main phenolic substances (Fig. 1) were
calculated with available standards and expressed as pg per g fresh weight (Tables 2, 3).

2.9. Determination of ellagic acid after methanolic hydrolysis

Conjugated ellagic acid and ellagitannins were analysed after hydrolysis as ellagic acid equivalents. Frozen straw-
berry powder (1.5¢g) was suspended with 5mL of 50% methanol containing 1.2mol L~ hydrochloric acid and
incubated at 80°C for 8 h according to Hikkinen et al. [13]. The hydrolyzed extract was made-up to final volume of
10 mL in a volumetric flask, filtrated, and analysed with the same HPLC system as described above on an ODS-A (Dr.
Maisch GmbH., Ammerbuch-Entringen, Germany) column (125 x 2 mm, 5 pum). The mobile phase was 5% formic
acid (A) and methanol (B) according to the following gradient: 0-25 min, 50% B; 25-37 min, 90% B: 37 min—39 min;
10% B: 39 min—46 min, 10% B with a flow of 200 L min—". The amount of ellagic acid was calculated at a wavelength
of 255 nm and given in pg per g fresh weight.

2.10. Statistical analysis

The data were analysed statistically with analysis of variance using SPSS version 17. The means of all samples
at each harvest were compared with Tukey’s test or Tamhane’s test to calculate significant differences (P < 0.05,
Tables 2—4). For the latter, homogeneity of variances is not necessary. In order to improve the clarity of the results
and to understand the relationship of this data set a principal component analysis (PCA) was performed with XLSTAT
2010 including the bioactive compounds (Figs. 2, 4-7). In this way, the influence of all parameters can be illustrated
simultaneously. For this reason, the score plot was used to display the distribution of samples of the data set and the
loading plot to explain a possible grouping of samples and, furthermore, to show importance and interactions of the
variables. To provide comparable weights for all parameters, all obtained data were autoscale-preprocessed. Therefore,
each variable was mean centered and variance was scaled to unity. For PCA, ascorbic acid (AA), total monomeric
anthocyanins (TMA), total phenols (TP), TEAC. ORAC, ellagic acid (EA) after hydrolysis. proanthocyanidins (PAC)
and the main peaks of the HPLC analysis (peak no. 1, 2. 5-8, 11, 16, 17 in Fig. 1) were considered. To avoid an
overweight of anthocyanins, only the results of the individual anthocyanins pelargonidin 3-glucoside, as the main
pelargonidin related anthocyanin and cyanidin 3-glucoside, as the main cyanidin related anthocyanin, were integrated.

3. Results and discussion
3.1. Effect of genotype, harvest period, and vear on bioactive components
Different genotypes are distinguished not only by plant performance, yield and fruit quality [24], they can as well

be classified by their bioactives [8—10, 44]. For all detected parameters a significant effect of the cultivar was detected
(Tables 2—4). Principal component analysis (PCA) was used to characterize three cultivars grown in Germany sampled
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Fig. 3. Average daily temperature profile at the different locations using the hourly mean temperature during ripening (28 days before first picking)
in 2008 (A) and 2009 (B). D, Germany; CH, Switzerland; Dk, Denmark; N, Norway.

at four dates in two years (Fig. 2). A clear clustering of these samples by the three genotypes was achieved (Fig. 2A).
The separation was mainly due to principal component (PC) 1 with an explanation of 49.49%. The main differences
of the cultivars occurred among cv. Korona and cv. Elsanta. In fact, cv. Clery was located between these two cultivars,
but showed more similarities to cv. Elsanta than to cv. Korona. This observation agrees with the genetic background
of the cultivars since cv. Elsanta is one parent of cv. Clery (Breeder: Consorzio Italiano Vivaisti). Cutivar Korona was
specified by increased ORAC levels, whereas cv. Elsanta was more characterized by a high antioxidant capacity using
TP or TEAC assay. Throughout this cultivar dependent comparison, cv. Korona was described by the anthocyanin
contents like pelargonidin 3-glucoside and cyanidin 3-glucoside and by the phenolic acid p-coumaroyl glucose,
containing around 80% (33%) more pelargonidin 3-glucoside than cv. Elsanta (Clery). The amount of cyanidin 3-
glucoside was about 6-fold higher than of the other two cultivars and the level of p-coumaroyl glucose was twice as
high (Table 3). These substances were linked to the antioxidant capacity measured by ORAC. p-Coumaroyl glucose
and anthocyanins have in common, that they are. in contrast to other flavonoids, accumulated very late during the
fruit development at the turning ripening stage from white to red [9]. However, cv. Elsanta was better described by
PAC and ascorbic acid, which were associated to TEAC and TP. Furthermore, the flavonol quercetin 3-glucuronide
and all analysed kaempferols were linked to the latter and played a major role in characterizing the cvs Elsanta and
Clery. PC2 explained 16.42% of the data and described primarily the variation of harvest period and year. In several
publications, a year-to-year effect is mentioned [45]. In the present study the day of sampling during the harvest
period within one year affected the composition of bioactives to some extend similarly strong as the year (Tables 2—4,
Fig. 2A). Regarding the distribution of the samples no clear trend was notable: More exactly, a general rule of effects
by sampling year or first and second sampling during the harvest period could not be established. This result was also
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Fig. 4. Principal component analysis (PC1 and PC2) of cv. Elsanta grown at four different locations (D, Germany: CH, Switzerland; Dk, Denmark;
N. Norway) displayed in the score plot (A) characterized by bioactive components shown in the loading plot (B). Kaempferol 3-glucoside includes
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confirmed by data from the other locations (Figs. 4A, 5A). In fact, from beginning to the end of the harvest different
proportion of primary and secondary fruit arise [10]. Although fruit order affects the content of bioactives [4, 31], the
present study showed according to the previously mentioned result that this influence is compared to other factors
such as genotype and environment of minor importance. Accordingly, short-term weather changes could be sufficient
affecting the biosynthesis of bioactives.

3.2. Emvironmental impact on bioactives of strawberry fruit

3.2.1. Growing conditions of strawberries at different latitudes

The growing conditions of the different locations and the effects on harvest period, growth, yield. and fruit quality
of strawberry such as firmness. soluble solids content, total acidity were discussed in detail throughout the connected
publication by Kriiger et al. [24]. Therefore, the main characteristics of the growing locations will be mentioned
herein only briefly. The four sites were located in a distance of 17 degrees of latitude. The beginning of flowering
and the harvest period started later at the northern locations, which resulted in an extended day-length during the
harvest periods (Table 1). However, no direct relation was observed considering the day-length and PAR values of the
locations (Table 1). The average annual temperature of the different locations was lower with higher latitude causing
a delay of harvest season [24]. As a result, the mean temperature and the current weather during the fruit maturation
were not directly dependent by the degree of latitude (Table 1., Fig. 3). The northern and southern locations differed in
the daily temperature profiles during the ripening process (Fig. 3). Whereas the southern locations have a steep curve
progression with a daily maximum at the early afternoon, moreover, the daily maximum temperature was reached
later. The daily temperature profile at the northern locations was shallower because of minor temperature differences
during the day.

3.2.2. Latitude contribute to the composition of bioactives

The growing location affected the content of several bioactives in strawberries. Plants of cv. Elsanta were grown at
all Jocations and a comparison of strawberry fruit samples from four different origins was possible. Likewise, PCA
was used to characterize the influence of latitude and the result were displayed by PC1 and PC2 explaining 57.07%
of the data (Fig. 4). PC1 (41.72%) was mainly responsible for the separation by origin, whereas PC2 explained
the distribution of year and harvest period by only 15.35%. This indicated that latitude had a stronger impact on
bioactives than local and temporary weather changes or even year-to-year differences. The major differences were
observed between samples from Germany and Denmark. During ripening, the daily sum of PAR was not different for
these two locations, but the temperature in Denmark was lower than in Germany (Fig. 3, Table 1). The samples from
Norway were located between these two clusters and showed the highest variation among the observations affected
by harvest period and experimental year (Fig. 4). Furthermore, minor homogeneity of the three replications within
this cultivar existed for the Norwegian samples compared to the other origins. which was shown by the distance of
the observations (Fig. 4). In contrast, the temperature at the two locations was similar. It could be concluded by the
assessment of these environmental factors that the effect of PAR was less important. The Swiss and German samples
were located very close, although the average sum of daily PAR during ripening was higher in Switzerland than in
Germany (Table 1). On the one hand the Swiss and German samples were very similar despite different PAR values
and on the other hand German and Danish samples showed overall the greatest differences although PAR values were
very similar.

The content of total anthocyanins was one factor to segregate the samples of different locations. The southern
fruit samples contained more total anthocyanins than the northern ones (Table 2, Fig. 4). As expected, the total
anthocyanin content was strongly related to the major anthocyanin pelargonidin 3-glucoside, however, no or only
a weak interaction with cyanidin 3-glucoside was observed for samples of cv. Elsanta (Fig. 4). In addition, the
content of total anthocyanins was connected to the kaempferol content. The northern samples were directed to a high
antioxidant capacity measured using all three assays TEAC, ORAC, and TP. As shown in Fig. 4, this effect was related
to the contents of PAC, ellagitannis, p-coumaroyl glucose, quercetin 3-glucuronide, and two unknown components
(peak 1 and 2 in Fig. 1). For the Danish samples only one-year results were available, which showed for cv. Elsanta
the highest contents in antioxidant capacity and tannin-related components like PAC and ellagitannins determined
after hydrolysis (Table 3). The samples from cooler regions contained generally higher ascorbic acid levels (Fig. 4.
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Fig. 5. Principal component analysis (PC1 and PC2) of cv. Korona grown at three different locations (D, Germany: Dk, Denmark; N, Norway)
displayed in the score plot (A) characterized by bioactive components shown in the loading plot (B). Kaempferol 3-glucoside includes kaempferol
3-glucuronide. The number indicates the experimental year 08 for 2008 and 09 for 2009. The ending _d1 indicates the sampling during the harvest

period in week 1 and _d2 the sampling in week 2 of the harvest period.
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Table 4). Regarding only one of the mentioned parameter, a location effect was notable, but this effect was masked
due to high variation of harvest period and year (Tables 2—4).

Principal component analysis (PCA) of cv. Korona were displayed by PC1 and PC2 explaining 58.28% of the data
(Fig.5). The samples were clustered by origin, but additionally. strongly by the year. Especially the Norwegian samples
showed a high variation within the harvest period and years and were thus not completely distinguishable from the
Danish samples. Nevertheless, a north (Dk, N) to south partition (D) was observed (Fig. 5) by PC1 explaining 37.58%
of the data. The data were splitted because of their contents of anthocyanins and kaempferol 3-malonylglucoside. In
contrast to the previous cv. Elsanta, the anthocyanin cyanidin 3-glucoside was definitely related to the content of total
anthocyanins and pelargonidin 3-glucoside for cv. Korona. However, in agreement with the results of cv. Elsanta,
cyanidin 3-glucoside and quercetin 3-glucoside were connected (Fig. 5). The impact of kaempferol 3-glucoside was
very low, possibly due to low contents of cv. Korona compared to the other cultivars (Table 3). As well as for cv.
Elsanta, it was confirmed that fruit of cv. Korona from the northern regions tended to elevated ascorbic acid and
p-coumaroyl glucose levels. Antioxidant capacity determined by TP, TEAC, and ORAC was linked to the contents
of PAC, ellagitannins, and the two unknown components (peak | and 2 in Fig. 1).

The third analysed cv. Clery was not discriminable by the origin. Precisely, the variability of the yearly means
was stronger than potential latitude effects (Tables 2—4). The yearly mean values showed that the Swiss and German
samples were very similar for all analysed parameters although the PAR values differed greatly. Hence, cv. Clery was
less sensitive to environmental changes than cv. Elsanta, which is discussed below and fits to recent studies [10].

Finally, the result indicated that putative impact factors such as origin of plant material, soil composition or
precipitation are minor contributors on bioactives compared to the influence of genotype and latitude. Indeed, several
earlier studies showed that environmental effects especially cultivation techniques can affect bioactives in fruit
significantly [4, 18, 21, 30, 31, 48-50], however. the sampling and year-to-year effect can be in many cases more
pronounced than cultivation effects which was predominantly not considered by these studies. The effect of sampling
and year is mentioned, but has not yet been evaluated in detail [22, 23, 45].

The above presented results showed the effect of genotype at one location and the one of location for one genotype.
In the following the impact of latitude and genotype on bioactives was assessed by analysing two genotypes from
two sites (Figs. 6, 7). It was shown that the effect of genotype was stronger than the location effect. Figure 6 showed
a PCA of the cvs Korona and Elsanta from Norway and Germany. The cultivar differences were explained by PCI
(44.34%) due to variations in the contents of anthocyanins, p-coumaroyl glucose, PAC, ascorbic acid, and flavonols.
The two cultivars were clearly distinguished, but responded similarly; PC2 (21.90%) was mainly responsible for
the location effects. The Norwegian samples were located at the positive scale of PC2 and the German ones at the
negative scale (Fig. 6) with weak interferences. Antioxidant capacity (TEAC, TP, ORAC), ellagitannins, PAC, and
the unknown components were increased in the northern fruit samples (Table 3). Interestingly, the ORAC value was
linked to these parameters and, not like described above, responsible for the separation of the two cultivars (Fig. 2).
Additionally, sample variation at both sites was comparable regarding the two cultivars and was lower among the
German observations (Fig. 6).

A comparison of cvs Clery and Elsanta at the locations Germany and Switzerland was shown in Fig. 7. These two
cultivars were, as described above, more similar than the cvs Elsanta and Korona. The cultivar effects were caused
by the PCI as well, but described the data set only by 31.51%, which could be explained by a greater similarity
of these two cultivars. Cv. Clery was characterized by higher contents of anthocyanins, ellagic acid derivatives and
ellagitannins after hydrolysis, whereas cv. Elsanta showed higher levels of PAC and ascorbic acid. For cv. Elsanta the
two sites Germany and Switzerland differed particularly due to antioxidant capacity (TEAC, ORAC, total phenols),
p-coumaroyl glucose, and pelargonidin 3-glucoside (Fig. 7, Tables 2, 3).

A recently published review by Jaakola and Hohtola [20] focused on the effect of latitude on flavonoid biosynthesis
with the result of an existing lack of knowledge to this topic. Most publications were focused on single effects of
light or temperature or different genotypes were compared for different latitudes [2, 25, 34, 38]. An interesting
comparison was done during a developmental study at two locations in Italy with the same strawberry genotypes
[9]. As a result, the main differences of origin were observed in the contents of proanthocyanidins and flavonols, but
in this framework no climate data was considered. Our study showed that bioactives were affected by the location
including a strong dependence of temperature. However, the importance of location was clearly less important than
the genetic background (Figs. 6, 7).
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Fig. 6. Principal component analysis (PC1 and PC2) of two cultivars (K = Korona. E = Elsanta) grown at two locations (D, Germany; N, Norway)
displayed in the score plot (A) characterized by bioactive components shown in the loading plot (B). Kaempferol 3-glucoside includes kaempferol
3-glucuronide. The number indicates the experimental year 08 for 2008 and 09 for 2009. The ending _d 1 indicates the sampling during the harvest
period in week 1 and _d2 the sampling in week 2 of the harvest period.
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Fig. 7. Principal component analysis (PC1 and PC2) of two cultivars (C = Clery. E = Elsanta) grown at two locations (D, Germany; CH, Switzerland)
displayed in the score plot (A) characterized by bicactive components shown in the loading plot (B). Kaempferol 3-glucoside includes kaempferol
3-glucuronide. The number indicates the experimental year 08 for 2008 and 09 for 2000. The ending _d1 indicates the sampling during the harvest

period in week 1 and _d2 the sampling in week 2 of the harvest period.
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In general, cultivars responded similarly, but displayed different sensitivity to environmental parameters as shown
for cv. Clery. A lower content of total anthocyanin in the northern fruit samples was observed as an overall cultivar
effect (Table 2). This result could be due to lower mean temperatures in the northern regions (Fig. 3, Table 1). In con-
trast to other crops [43], strawberry anthocyanins increase with higher temperature [21, 49]. Additionally, the extended
day length in the northern regions played a minor role in the biosynthesis of anthocyanins in strawberries. This fact
is in agreement with similar studies in respect to protected cultivation and UV-B radiation [22, 32]. Nevertheless,
information about effects of photoperiod on anthocyanin biosynthesis in strawberry is still scarce. The biosynthesis of
kaempferols is induced by higher temperatures during ripening as well [21, 49], in general, this flavonol was accumu-
lated in fruit from southern regions (Figs. 4, 5, Table 3). Furthermore, Wang et al. [49] found also a high relationship
between temperature and the quercetin 3-glucuronide content. This observation could not be confirmed by the present
study because in most cases the level in the fruit was not dependent by the origin (Figs. 4, 5, Table 3). However, the
content of this flavonol is also highly dependent on UV-B radiation [22], which could be a possible explanation of
the results. A measurement of the UV-B radiation during such a trial would be helpful to elucidate this possibility.

Additionally, northern samples tended to an increased antioxidant capacity despite of low anthocyanin contents.
Generally, the tannin-related components like PACs and ellagitannins were increased in the northern fruit samples.
This result is conflicting with studies of temperature effects conducted recently [21]: strawberries produced in a
cooler environment contained lower contents of PAC and ellagic acid after hydrolysis. During this study, the different
temperature treatments were applied with the beginning of flowering. In the present study the higher contents of
PAC and ellagitannins in fruit from the northern samples compared to the southern ones can be explained with
the extended day length and different temperature profiles during the day. In consideration of the above mentioned
greenhouse experiments, the daily temperature profiles of these experiments (day/night: 16°C/10°C and 22°C/16°C)
were not comparable with those of the natural climates of the different locations in the present study (Table 1). A
second assumption can be argued by temperature effects during flower emergence. This is supported by a recent
developmental and environmental study of strawberry flavonoids [9] where tannin-related bioactives occur in the
fruit very early in high contents. A significant effect of the two sites within Italy was observed in the proanthocyanidin
composition. More precisely, the epicatechin/catechin ratio was affected by the growing location during the whole
ripening process; starting from small green to full ripe fruit. In contrast, no clear effects were observed in ellagic acid
related components. A possible explanation could be the distance of the two locations, which was only approximately
4° of latitude. Within the presented study, the investigations were focused on a comparison of sum parameters of
ellagitannins and PAC content. Anyway, a detailed characterization of these compounds would be remarkable.
Tannin-related components are often a disregarded class of polyphenols in strawberry studies [4, 49], likely, because
of missing analytical methods, although they strongly contribute to the antioxidant capacity [7] and have putative
health effects [29, 39]. Within our study PAC showed the highest correlation coefficient of 0.817 with TP which was
the highest of all determined parameters.

Significant temperature effects on the content of ascorbic acid in crops were detected in earlier studies with a
positive influence of low temperature [21, 27, 37, 47]. In addition, shading affected negatively the ascorbic acid
content in strawberries [17]. The results in the present study have shown that the ascorbic acid content in strawberries
was increased depending on cooler regions with extended day length (Figs. 4, 5), however with only marginal effects
(Table 4).

Besides bioactives, the quality attributes dry matter, soluble solids content, and titratable acidity varied between the
origins (Table 4). The presented results were discussed on a fresh weight basis; however, a calculation based on the
dry matter content as reference parameter is possible, too and would decrease the contents in the fruit of the northern
regions due to lower water contents (Table 4). In addition, not only dry matter should be considered, also the fruit size
should be attended. The major content of phenols is located in the peel of the fruit [22]. Hence, the larger the fruit the
lower is the surface to flesh ratio. Consequently, the total phenol content is higher in smaller strawberries agreeing
to other publications [4, 31]. Investigations of temperature showed an increase of fruit size with cooler temperatures,
which is possibly depending on the cultivar [21, 26, 47], but not directly linked to the growing location [24].

3.2.3. Effects of latitude on the anthocyanin distribution

As described above, total anthocyanin content was strongly affected by the growing location, but also the rela-
tive distribution of individual anthocyanins was influenced. Generally, cv. Elsanta fruit from the northern locations
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had with about 82% a higher fraction of pelargonidin 3-glucoside and with 14% a lower percentage of pelargoni-
din 3-malonylglucoside than the southern ones (pelargonidin 3-glucoside: 75%, pelargonidin 3-malonylglucoside:
21%). This observation is as well valid for cv. Korona with similar values. The strong influence on pelargonidin
3-malonylglucoside by latitude may be explained by temperature effects; other studies showed that the formation of
this pelargonidin derivative is the most temperature inducible anthocyanin in strawberry [21, 22, 49]. Additionally,
for cv. Elsanta the percentage of cyanidin 3-glucoside was significantly enhanced for the northern samples com-
pared to the southern ones, although this anthocyanin can be influenced by temperature positively [49]. The absolute
amount of cyanidin 3-glucoside was significantly enhanced only in 2008 for cv. Korona in Germany. Similar contents
depending on different latitudes may be explained by similar UV-B response as describes above for the content of the
flavonol quercetin [22] e.g. the extended day length. The anthocyanin composition of cvs Elsanta and Clery samples
from Germany and Switzerland was very similarly, however, the pelargonidin 3-rutinoside fraction in cv. Clery was
higher in the German samples (Table 2). Both locations showed low differences in temperature during ripening,
whereas PAR was different (Table 1). This result indicated that PAR contributed less to the anthocyanin composition
compared to temperature.

4. Conclusion

This evaluation showed that genotype was the major contributor to composition of bioactive components in
strawberries. However, the growing location affected the content of phenolic components and ascorbic acid as well.
In general, the effect of north-south locations (17 degree of latitude) was stronger than year-to-year differences or the
effect of harvest period. Other factors, e.g. soil type, precipitation or irrigation seemed to play a less important role
than temperature or day length. Furthermore, the effect of temperature is presumably stronger than the impact of light.
This assumption is consistent regarding the content of anthocyanins, studied earlier. The hypothesis that northern
latitudes might tend to lower content of bioactive compounds was rejected. A strong effect was observed on increased
tannin-related components resulting in higher antioxidant capacity in samples from the north but the putative impact
factors were difficult to evaluate. In this context further research is necessary with standardised experimental design
including samples during the maturation with respect to yield, fruit size and leaf to fruit ratio. This study showed
that short-term weather changes can have a high impact on the biosynthesis of bioactives and it is essential to clarify
the most susceptible developmental state of the fruit for each class of flavonoids or even flowers where secondary
metabolites already occur [15].
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ABSTRACT: Strawberry cultivars grown at different locations in Europe showed genotype- and environment-dependent
variation in total phenol and anthocyanin contents. This study focused on the compositional diversity of tannins from these
cultivars using a high-throughput liquid chromatography—mass spectrometric (LC-MS) technique. Cultivars grown in Germany
showed differences in the relative amounts of proanthocyanidins (PACs) and ellagitannins (ETs). Cultivars grown at three
different European locations showed differences in their PAC/ET balance. ‘Elsanta’ grown in Switzerland had higher levels of
ET-derived than PAC-derived signals compared to ‘Elsanta’ grown in Germany and Denmark. The trend to increased ET-derived
signals was also noted for ‘Clery’ grown in Switzerland over Germany and was apparent for ‘Korona’ grown in Denmark over
Germany. The altered ET/PAC balance was confirmed by conventional LC-MS analysis, which highlighted specific changes in
composition rather than a general increase in ET components. These findings are discussed with respect to the environmental

conditions at the different European locations.

KEYWORDS: strawberries, ellagitannins, proanthocyanidins, latitude, origin, cultivars, polyphenols

B INTRODUCTION

Although the sensorial and organoleptic properties of
strawberries remain key to consumer acceptability, the selection
of strawberry cultivars has been increasingly influenced by their
content of health beneficial components, which may play a role in
the prevention of chronic diseases." Strawberries are commonly
ingested in significant amounts and, as such, are an important
source of vitamin C and other bioactive compounds, such as
polyphenols, that are reported to exhibit beneficial physiological
effects.” Polyphenols influence strawberry quality, contributing
to both sensorial and organoleptic attributes, such as color, flavor,
and astringency. The main phenolic classes in strawberries are
anthocyanins (responsible for their red color), flavonols,
flavanols, hydroxycinnamic derivatives, proanthocyanidins,
ellagitannins, and ellagic acid derivatives.*°

Strawberries are the leading soft fruit, with production in the
European Union (EU) and global production increasing over the
period 1990—2010 by 17 and 77%, to 1.433 amd 4.3667 M
tonnes, respectively (FAOSTAT, 2010; http://faostat‘fao‘org/)‘
As a consequence of their wide availability and popularity,
strawberries are a major dietary source of ellagic acid-containing
components, ellagitannins, and proanthocyamdins.7 Over the
past few years, interest has been refocused on the tannin
components of berries, such as the proanthocyanidins and
ellagitannins, due to their high antioxidant potcnti:ds’S and
potential bioactivities relevant to cancer progression,”'® vaso-
relaxation,"' and enzyme inhibition relevant to glycemic
control'® or obesity."® Strawberries are unique among berries
in that they contain substantial amounts of both proanthocya-
nidins and ellagitannins.'*"> The polyphenol profiles of
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strawberries from diverse genetic backgrounds have been studied
and reveal substantial cultivar-to-cultivar differences'®”
ing within the tannin components.®

This study assesses the variation in polyphenol composition in
strawberry cultivars grown in different locations across Europe
under comparable agronomic conditions. A previous study
confirmed that genotype was the major influence on phenolic
composition of strawberry cultivars grown at different latitudes.
However, comparison of the same cultivars grown at more
northern latitudes revealed lower relative anthocyanin contents
than those grown in the south, which suggested that the higher
relative total phenol contents were possibly due to increased
levels of tannin (proanthocyanidin and ellagitannin) compo-
nents. This study employs a high-throughput LC-MS techni-
que22 and focuses on differences in tannin composition between
cultivars grown at different locations.

20.
includ-

B MATERIALS AND METHODS

Plant Material. In 2009, strawberries (Fragaria X ananassa Duch.)
of four different cultivars (‘Elsanta’, ‘Korona’, ‘Clery’, and ‘Everest’) were
grown at an experimental open field in three replications with 40 plants
per plot in a randomized order at the Geisenheim Research Center,
Germany (D) (49 °N). Fruit of cv. ‘Elsanta’, produced under
comparable growing conditions, that is, open field, plant number,
plant density, randomization, etc.), were obtained from two other
locations in Europe: University of Copenhagen, Denmark (DK) (55
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Table 1. Total Anthocyanins, Total Phenols, Antioxidant Capacity, and Ascorbic Acid in Four Strawberry Cultivars from Different

Locations®
cultivar location total ant]mLykminslJ total phenols® TEACY ORAC* ascorbic acid
“Elsanta’ Germany 345 +£20 cd 1891 + 41 bed 240 +£04cd 31.8+22¢ 980 + 24 a
“Elsanta’ Switzerland 389 +8¢ 2312+90b 304+19b 380+ 10b 777 +24b
‘Elsanta’ Denmark 266 +30d 3090 £ 259 a 377 +£21a 552+ 18a 853 £ 36 ab
“Clery’ Germany 596 +57b 1844 + 35 od 25.6 £+ 0.5bcd 35.7 £ 2.5 bc 751+ 11b
‘Clery’ Switzerland 659 + 18 ab 2211 +83 be 299 +0.7b 353+ 12be 816 + 66 b
“Korona’ Germany 726+ 21 a 1574 £ 36 d 229 +09d 357 + 2.1 be 592 +63 cd
“Korona’ Denmark 566+ 16 b 1987 + 152 bed 282 + 1.3bc 387+ 1.7b 586 +41d
“Everest’ Germany 416 +42 ¢ 1931 + 109 bed 27.5 £2.0bcd 37.1 + 0.4 be 730 +23 be

“Data are expressed as the mean + standard deviation (n = 3). Means within the same column followed by different letters were significantly
different at p < 0.01. ®Data are expressed as micrograms of pelargonidin 3-glucoside equivalents per gram of fresh weight. “Data are expressed as
micrograms of gallic acid (GAE) equivalents per gram of fresh weight. “Data are expressed as micromoles of Trolox equivalents per gram of fresh
weight. “Data are expressed as micrograms of pelargonidin 3-glucoside equivalents per gram of fresh weight.

°N), and Agroscope, Changins-Widenswil, Switzerland (CH) (46 °N).
In addition, a second cultivar adapted to the local climate (cv. ‘Korona’
in DK, cv. ‘Clery’ in CH) was examined. Therefore, eight samples were
examined.

Agronomic procedures (mulching, irrigation, weeding, fertilizer use,
etc.) were not standardized but were the commercial standard for each
site, and as such the fruit was as close as possible in quality to that
available to the consumer in that locale. The temperature during the
ripening period was averaged over the 28 days of harvest and was 14.2
°C at the growing site in DK, 16.4 °C in D, and 174 °C in CH. Further
detailed climatic and agronomical data including radiation, precipitation,
yield, and altitude are available in related publications.”">* One week
after the start of harvest, samples containing ~500 g of healthy and
undamaged ripe fruit were taken. The date of sampling for each location
and cultivar is given in Table 1. Each fruit was sliced into quarters. To
avoid bias, two counterparts of the fruit quarter were immediately snap-
frozen in liquid nitrogen, stored at —28 °C, and pulverized later to a fine
powder using a mortar and pestle. The soluble solid content of the
thawed powder was measured directly using a digital refractometer (A.
Kriiss Optotronic GmbH, Hamburg, Germany). For each treatment
listed in Table 1, the three biological replicates were extracted separately,
and the resultant extracts were analyzed twice as described below (i.e,,
24 samples = 3 X 8).

Sample Extraction. Samples were extracted as described
previously.”® For ascorbic acid content, 5.0 g of frozen strawberry
powder from each sample was extracted twice with 2% (w/v) oxalic acid.
For all other parameters except LC-MS analysis of tannin composition,
5.0 g of powder was extracted twice with 10 mL of 80% (v/v) methanol
and made up to a final volume of 25 mL.

Determination of Total Phenols (TP), Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORAC), Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC), Ascorbic Acid (AsA), and Total Monomeric
Anthocyanin Content (TMA). Ascorbic acid (AsA) concentration was
estimated by iodometric titration.?!
determined by the pH differential method,?* and the results were
expressed as micrograms pelargonidin-glucoside per gram fresh weight
(FW) using a molar absorption coeficient of 15600 L mol™ em™.
Antioxidant capacity was analyzed using three different assays: total
phenol (TP) contents were determined by the Folin—Ciocalteu
method® using gallic acid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) as
the reference compound and expressed in micrograms gallic acid
equivalents (GAE) per gram FW. The TEAC assay © was carried out
using 2,2’ -azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) with
slight modifications. The ABTS radical cation was generated overnight
with potassium persulfate to a final absorbance of 0.800 + 0.050 at 734
nm. Antioxidant capacity was expressed in micromoles Trolox
equivalents (TE) per gram FW. The ORAC assay was applied27 using
fluorescein, a black 96-well plate, and a microplate reader (Infinite
m200; Tecan, Crailsheim, Germany) Fluorescence was recorded every
minute for 90 min at 37 °C, with an excitation wavelength of 485 nm and
an emission wavelength of 520 nm. ORAC values were calculated by

TMA concentrations were
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linear regression of the area under the kinetic curve using Magellan
software (Tecan) and expressed as micromoles TE per gram FW.
Extraction Procedure and Sephadex LH-20 Fractionation for
Tannin-Rich Fractions. Five grams of frozen strawberry powder was
extracted with S mL of acetonitrile containing 0.2% formic acid by
shaking vigorously for 1 h in the dark and then centrifuged at 4000g for
10 min at 4 °C. The supernatant was evaporated by rotary evaporation,
and then the dried extracts were dissolved in 2.5 mL of 50% (v/v)
ethanol. The procedure utilized the differential binding of tannins to
Sephadex LH-20 in aqueous alcohol and aqueous acetone (see http://
www.users.muohio.edu/hagermae/). Sephadex LH-20 was swollen (5 g
in 50 mL of 70% (v/v) acetone) and then equilibrated in 50% (v/v)
ethanol overnight. A slurry was produced by resuspending the settled
material in 10 mL of 50% ethanol. For fractionation, a 1 mL aliquot of
the Sephadex LH-20 slurry was mixed with 1 mL of dissolved extracts,
centrifuged, and washed four times with 1 mL of 50% ethanol. Further
washing did not elute further unbound phenolics. The tannin-rich
fraction was eluted with 2 X 1.0 mL of 70% acetone. The bound samples
routinely had a TPC around 4000 g GAE/mL. The supernatants were
collected, evaporated to dryness, and resuspended in 200 uL of 5%
acetonitrile/water containing 0.1% formic acid for further analysis.
Liquid Chromatography—Mass Spectrometry (LC-MS). Sam-
ples of resolubilized extracts were analyzed on a LCQ-DECA system,
comprising a Surveyor autosampler, pump, and photodiode array
(PDA) detector and a ThermoFinnigan mass spectrometer ion trap
controlled by Xcalibur software. The PDA detector scanned three
discrete channels at 280, 365, and 520 nm. Solvent A was 0.1% formic
acid in ultrapure water, and solvent B was 0.1% formic acid in
acetonitrile. The mass data were collected in a negative mode scanning
over the mass range m/z 80—2000. The MS detector was tuned against
ellagic acid in a negative mode. Two scan events were employed in all
LC-MS runs; full scan analysis was followed by data-dependent MS/MS
of the most intense ions using collision energies of 45% source voltage
(set at 3 kV). The capillary temperature was set at 250 °C, with sheath
gas at 60 psi and auxiliary gas at 15 psi. The extracts were analyzed with
two methods: an abbreviated chromatography mass spectrometry
(ACMS) method, developed previously McDougall et al,? was
employed. The ACMS method uses a rapid, partial separation on a
short Cg column (Synergi; 20 X 2 mm, 2.5 gm; MAX-RP 100A
Mercury; Phenomenex Macclesfield, UK)422 The samples were eluted
with a gradient of 98:2 solvent A/B at time = 0 min, 50:50 at time = 3
min, 35:65 at time = 5 min, and 5:95 at time = 6.5 min at a flow rate of
200 pL min~". The duration of each run was 10 min. Each sample was
analyzed in triplicate in a randomized order. The variation in peak area
by PDA between replicate ACMS runs was <2% (results not shown).
For detailed investigations, the samples were analyzed using our
conventional LC-MS method. This employed a longer column (Synergi
Hydro-RP C18 80A; 150 X 4.6 mm, 4 yim; Phenomenex) with a gradient
of 95:5 solvent A/B at time = 0 min to 55:45 A/B at time = 30 min. The
duration of each run was 45 min with a flow of 400 gL min~". Each
sample was analyzed in duplicate in a randomized order. After
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Figure 1. UV chromatograms and MS spectra from the ACMS method on two strawberry tannin-rich samples: (A) UV chromatogram of ‘Elsanta’
sample from Switzerland; (B) UV chromatogram of ‘Elsanta’ sample from Denmark (the figure in the top right corner is the full scale deflection of the
PDA detector at 280 nm ); (C) MS spectra of of ‘Elsanta’ sample from Switzerland, FSD = 9.9¢6; (D) MS spectra of ‘Elsanta’ sample from Denmark, FSD

= 8.6e6.

identification of putative components by their mass spectra, the peak
area of the specific m/z value for each molecule was obtained using the
extracted ion chromatogram facility of the Xcalibur software. The
advantage of this method is that a complete separation of the peaks is not
necessary for their quantification. For the proanthocyanidin compo-
nents, only the percentage distribution was estimated because of the lack
of available standards and some overlap of peaks. The ellagitannin
components were expressed as ellagic acid equivalents based on m/z
peak areas. This approach probably consistently underestimates
ellagitannin content, but the results are comparable between samples.
Statistical Analysis. The mass spectrum for each sample of the main
included peak over 3—7 min (Figure 1) resulting from the partial
separation was exported to a Microsoft Excel data sheet. The data were
normalized by dividing each mass intensity (m/z 100—2000) by the
total intensity of the combined total masses. A principal component
analysis (PCA) was performed using Unit Variance (UV) scaling, which
gives equal weight to all masses. This analysis was performed using
SIMCA P+ version 12 (Umetrics, Crewe, UK). All other data were
analyzed statistically with analysis of variance using SPSS (version 17).
Variances highlighted a lack of homogeneity; therefore, Tukey’s
honestly significant difference (HSD) test was applied with a level of
significance of 99%. Results were given as the mean + standard
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deviation. Furthermore, the correlation of all results was tested by
Spearman.

B RESULTS

Total Monomeric Anthocyanin (TMA), Total Phenol
Content (TP), and Antioxidant Capacity. There was a large
variation in total phenol content (TP) between cultivars and
within cultivars grown in different locations (Table 1). For
example, ‘Elsanta’ grown in Denmark had significantly higher TP
than ‘Elsanta’ grown in Germany and Switzerland but,
conversely, significantly lower anthocyanin content. The
cultivars gave different levels of AsA, with ‘Korona’ yielding the
least, but this component did not vary significantly between
growing locations. In fact, the variation in TP between ‘Elsanta’
grown in the three locales was 1.6-fold, whereas AsA content
varied 1.26-fold. There was a large variation in TMA, and this was
especially apparent when expressed as percent of TP; for
example, ‘Korona’ (Denmark) had 46% anthocyanin content,
whereas ‘Elsanta’ (Denmark) had 8%. Despite previous results,>"
there was no obvious correlation between latitude of growth and
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Table 2. Spearman Correlations of Total Anthocyanins, Total Phenols, Antioxidant Capacity (TEAC, ORAC), Ascorbic Acid, Sum
of Proanthocyanidins (PAC), and Sum of Total Ellagitannins (ET) in Four Strawberry Cultivars Grown at Different Locations

total anthocyanins

total anthocyanins 1

total phenols —0.545 1
TEAC —0.405 0.923
ORAC —0.324 0.498
ascorbic acid —0.615 0.508
sum PAC (peak area) —0.783 0.409
sum ET (peak area) 0.031 0.439

total phenols

TMA, TP, or indeed the proportion of TA compared to TP in the
cultivars.

TP correlated with TEAC (r = 0.952) but less well with ORAC
(r = 0.606), which may reflect the different basis of this
antioxidant measurement (Table 2).*® Interestingly, TP + AsA
slightly improved the correlation with TEAC (r = 0.966).
Correlation between TP by Folins and other antioxidant
measurements has been well established in berry samples® and
may arise because the two methods essentially measure different
aspects of redox reactions.”®

Characterization of Tannin Diversity of Strawberry
Samples Using ACMS. An ACMS method, developed
prcv'u;)usly,22 was employed to assess the diversity of tannin
composition in strawberry cultivars grown in three European
locations (Denmark, Germany, and Switzerland). This method
uses the MS spectrum (Figure 1C,D) obtained across the
retained components from each sample (e.g, RT 3—7 min;
Figure 1A,B), which then can be collated and compared using
multivariate statistical approaches.

The ACMS spectra of the strawberry tannin extracts were
similar to those derived from direct infusion MS (DIMS)
methods®®?" and were dominated by signals characteristic of ET's
and PACs. For example, masses at 1869, 1567, 1401, 1265, 1085,
935,933,783, 633,451, and 301 are characteristic of ETs,S’SO’SZ’33
whereas signals at 1729, 1441, 1425, 1153, 865, 849 577,575, and
289 are characteristic of procyanidin and propelargonidin
PACs.>** Overall, the ACMS method has advantages over
DIMS; it is quick and reproducible and reduced problems with
ion suppression as the short but steep gradient sufficiently
separates and discretely presents the components to the MS
detector, leading to higher sensitivity.

PCA plots generated from the ACMS data revealed a distinct
separation between the four cultivars grown in Germany (Figure
2A). ‘Elsanta’ and ‘Korona’ were clearly separated, mainly on the
horizontal axis, from ‘Clery’ and ‘Everest’. The loading plot for
this PCA (Figure 2B) suggested that the main differences were in
the relative amounts of PACs and ET's in ‘Korona’ and ‘Elsanta’
versus ‘Clery’ and ‘Everest’, with the former cultivars having
higher amounts of signals attributable to PACs (m/z 1729, 1441,
1153, 865, 577, 575, and their isotopic masses; annotated in
Figure 2B) and with ‘Clery’ and ‘Everest’ having higher amounts
of signals characteristic of ETs (m/z 1717, 1085, 935, 933, 783,
633, 301, and their isotopic masses). However, it is notable that
certain ET-associated signals (most notably m/z 1401), which
can be assigned to lambertianin C-like structures, were not so
tightly associated with the positive aspect of PCl (the
aforementioned ET side) and therefore may not have such a
strong role in driving this separation.

When the ACMS data were re-examined using orthogonal
partial least-squares discriminant analysis (OPLS-DA) to
maximize the differences between the cultivars grown in
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Figure 2. Principal component analysis (PC1 and PC2) of four cultivars,
‘Elsanta’, ‘Clery’, ‘Korona’, and ‘Everest, grown at one location
(Geisenheim, Germany). Score plot (A) was generated from the
samples of the partial separation and loading plot (B) of the mass ions
creating the segregation of the observations.

Germany, the same underlying masses were uncovered (see
Supporting Information, Figure Sla,b). In addition, separation
between cultivars in the vertical axis (especially ‘Korona’ from
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‘Elsanta’ and ‘Clery’ from ‘Everest’) was associated with the
presence of certain masses (m/z 269, 431, 473, and their isotopic
masses; results not shown), which are almost certainly due to the
carry-over of higher amounts of anthocyanin derivatives
(pelargonidin-3-O-glucoside, M — H = 431, 269; and
pelargonidin-3-O-glucoside malonate, M — H = 473, 269; results
not shown).

The PCA of the ACMS data from the cultivars grown at
different European locations showed another clear separation
dependent on location (Figure 3A). It was clear that ‘Elsanta’
grown in Switzerland separated from those grown in Denmark
and Germany along PC1. Similarly, ‘Clery’ grown in Switzerland
separated from ‘Clery’ grown in Germany, albeit to a lesser
extent. In addition, there was a separation between ‘Korona’
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Figure 3. Principal component analysis (PC1 and PC2) of the cultivars
‘Elsanta’, “Clery’, and ‘Korona grown at three different locations
(Denmark, Germany, Switzerland). Score plot (A) was generated from
the samples of the partial separation and loading plot (B) of the mass
ions creating the segregation of the observations.
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grown in Denmark and ‘Korona’ grown in Germany driven by
both PC1 and PC2.

An examination of the loading plot (Figure 3B) suggests that,
as earlier, the ET-related components were predominantly
gathered in the positive region of LD1. Indeed, PCA plots of the
separations between individual cultivars grown at the different
locations confirmed this trend to higher ET contents at locations
outside Germany (results not shown). Nevertheless, the impact
of cultivar seems to be stronger than an effect of latitude and
growing condition.

In all cases, the PCA explained only a small portion of the
variation in the sample sets (i.e., maximum ~7% ). This highlights
that the ACMS spectra from the strawberry tannin samples
contain many similar signals (within the possible 1920 m/z
values of the spectra) and these contribute to considerable
“background noise”. Indeed, none of the PCA models reached
the threshold to be deemed robust (Q* > 0.5). However, all
OPLS-DA models generated from the same data (e.g. Supporting
Information, Figure S1) were all robust (Q” > 0.5). Nevertheless,
it is remarkable that obvious and consistent differences within the
variable element of ~7% were noted.

Characterization of Tannin Diversity of Strawberry
Samples Using LC-MS. Certain ellagitannin and proanthocya-
nidin peaks could be assigned using conventional LC-MS (Table
3) and their peak areas assessed (Figures 4 and ). As noted
previously, ET and PAC components do not separate completely
on reverse phase C,g HPLC,* so some of the estimated peak
areas may be affected by in-source competition from other
partially coeluting components. However, the estimates are
carried out on the same basis, and the peak areas are compared
between samples. Overall, the trends noted using ACMS were
confirmed by the conventional LC-MS results (Tables 4 and §).
The LC-MS results revealed that the main differences between
the cultivars were in the amounts of the ET components and that
the PAC components did not vary significantly. The marked
separation between the cultivars grown in Germany based on
ACMS data (Figure 2A) fits with the higher ET content of
‘Everest’ and ‘Clery’ over ‘Korona’ and ‘Elsanta’ (i.e, 181 and 203
vs 109 and 145, respectively). In addition, it is apparent that only
certain ETs were increased in abundance. In ‘Elsanta’, it was most
notable that the amounts of castalagin- and potentillin-like
masses increased (m/z 933 and 935; peaks 16 and 17 but not 19)
with a significant increase in a cornusiin-B-like ET (m/z 1085;
peak 24 but not peak 25). This fits with the suggestion from the
ACMS data that there was no overall increase in ET species.
Correlations between the LC-MS and ACMS results may be
partly obscured by in-source fragmentation in ACMS as, for
example, increased signals at im/z 935 may also increase signals at
m/z 63, but peak 15 (strictinin) may not have increased in its
own right. In addition, doubly charged ions ([M — H] *7) may
also complicate any correlation. This is illustrated by the “peak”
at m/z 934 (peak 19, Figure §), which largely coelutes with the
peak at m/z 1869 (peak 21, agrimoniin, Figure 5) and is due to
doubly charged ions ([M — H] ).

Although ETs were increased in ‘Clery’ grown in Switzerland
rather than Germany, the pattern is different with the overall
increase (which was higher than in ‘Elsanta’) being spread across
a wider range of ET species. It is notable that ‘Korona’ grown in
Germany had lower levels of ET's than those grown in Denmark.
In addition, the changes were subtly different from the other
cultivars. This fits with the trend in the ACMS data (Figure 3
A,B), where the separation between these samples was less
obvious.

dx.doi.org/10.1021/jf303725¢ | J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 790800



Genetic and environmental effects on tannin composition in strawberry

Journal of Agricultural and Food Chemistry

Table 3. Putative Assignments of Peaks Analyzed by LC-MS

mfz [
peak  putative component® RT A M-—H]” MS*
1 PAC trimer (EC3) 81 250  865.1, 695.0, 577.0, 574.9,
574.9, 451.1, 289.0
289.0
2 PAC trimer (EC3) 113 245 865.1 695.0, 577.0, 407.0
3 PAC trimer (EC2F) 11.6 240 849.1 §77.0, 558.9, 407.1
4 PAC dimer (EC2) 147 240 5771 4510, 424.9, 4069,
289.0
S PAC dimer (EC2) 152 240 5771 451.1, 424.9, 4069,
289.0
6 PAC tetramer (EC4) 15.7 240 1153.1 N.D.
7 PAC trimer (EC3) 165 245  865.1, 6950, 577.1, 404.1
577.1
8  DPACtetramer (EC4) 181 245 11531  N.D.
9 PAC trimer (EC2F) 186 245 849.1 §77.0, 558.9, 407.1
10 PAC trimer (EC3) 192 240 865.1, 451.0, 424.9, 4069,
577.1 289.0
11 PAC pentamer/ 19.6 240 14410, N.D.
tetramer (EC4/5) 1153.1
12 peduncalagin 120 240  783.1, 4809, 301.1, 275.1
301.1
13 peduncalagin 13.0 240  783.1, 4809, 301.1, 275.1
301.1
14 peduncalagin 14.5 245 783.1, 4809, 301.1, 275.1
301.1
15 galloyl-HHDP glucose 158 245 633.1 463.0,301.1
16  sanguiin H6 minus 18.6 245 17169 1414.8, 1235.1,
galloyl 11129, 932.9
915.0, 783.1
17  castalagin-like ET 19.5 245 933.1 897.0, 631.0, 451.1,
301.1
18  potentillin-like ET 20.0 240 935.0 633.0,480.9, 301.1
19  ET (933 + HHDP) 202 245 1235.0 933.0, 631.0, 468.9
20  castalagin-like ET 209 245 933.1 633.0,451.1, 301.1
21 agrimonin 209 240 18689 1566.9, 1414.9,
1265.1,1235.0,
933.0, 631.1
22 lambertianin C 21.3 240 1401.2 1868.9, 1566.7,
12649, 1234.8,
9349
23 castalagin-like ET 225 240 933.0 6309, 451.1, 301.1
24 castalagin-like ET 239 245 933.1 631.0,451.1, 301.1
25 cornusiin B-like ET 24.1 245 1085.0 897.0, 783.0, 633.1,
451.1
26 cornusiin B-like ET 262 240  1085.0 897.0, 783.0, 633.1,
451.1

“Putative assignments are supported by data from previous
papers.“’30’3z’3s’57 EC, epicatechin unit; EC3, procyanidin trimer;
EC2F, propelargonidin trimer containing one epiafzelchin (F) unit.
bm/z values in bold were the predominant ions. “Underlined m/z
values were the main MS? fragments. ND, not determined.

A range of peaks were identified with m/z values consistent
with proanthocyanidins previously identified in strawberry**®
including m/z signals at 577, 865, 1153, and 1441 characteristic
of procyanidin dimers, trimers, tetramers, and pentamers.>*
Other peaks with m/z signals characteristic of propelargonidin
proanthocyanidins (i.e., proanthocyanidins containing at least
one (epi)afzelechin unit), for example, at 849, were also evident
(Table 2). Signals characteristic of other propelargonidin
proanthocyanidins (m/z 833, 1425, etc.) were noted in ACMS
spectra, but these more minor components could not be
identified as distinct peaks in the conventional LC-MS runs.
Strawberry fruit has been found to contain a complex mixture of
PACs ranging from dimers, trimers, tetramers, etc, to
p()lymerss’34 of both procyanidin and propelargonidin types.
The mean degree of polymerization has been defined at 63>
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Figure 4. Extracted ion chromatograms of proanthocyanidin
components: (A) UV trace at 280 nm; (B) m/z 577; (C) m/z 865;
(D) m/z1153; (E) m/z1441; (F) m/z 849. Peak numbers refer to Table
4.

5,30
»>" and the use of

RP-HPLC does not completely separate PACs,
these MS techniques cannot report on higher polymerized PACs
(the limit of detection is 2000 amu). However, analysis of higher
molecular weight PACs is feasible, for example, using MALDI-
ToF-MS methods to characterize up to 12-mers.”” However, in
this study, the conventional LC-MS approach reported on only
up to pentamer PACs (m/z 1441), although signals from
putative hexamers (m/z 1729, etc.) were noted in the ACMS
spectra. Nevertheless, 11 PAC oligomers were identified and
quanitified in the strawberry cultivars (Figure 4; Tables 3 and §).
Interestingly, the detected PAC composition did not vary
significantly and was not influenced by either cultivar or origin
(Table 5). Differences were abserved only in the sum of the total
peak area. The sum of detected PACs showed a strong negative
correlation to the total anthocyanin content (Table 2). ETs were
not correlated to total anthocyanins and only slightly negatively
correlated to PACs. The contribution to total phenols and TEAC
was comparable for both tannin groups (ETs and PACs).

B DISCUSSION

It is well-known that different cultivars of strawberries differ in
their phenolic content and composition.'®'** Most obviously,
strawberry cultivars may differ in coloration, which may be
caused by increased levels of anthocyanins or differences in the
proportion of pigmented tissues.”>***® The strong genotypic
determinant underlying phenolic content is the basis for
breeding efforts to increase the total phenolic content or
modulate the phenolic composition, such as increasing (specific)
anthocyanin content.*' However, the effects of interactions
between genotype and environment on phenolic content have
been less well-defined.*” Many studies have focused on one
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Figure 5. Extracted ion chromatograms of ellagitannin components. M — H m/z values are annotated. Peak numbers refer to Table 4.

cultivar under different field conditions or at different locations
or have focused on one possible stressor such light quality,
temperature, or water supply.”>**~* However, others have
examined a range of genotypes over a number of growing
seasons. For example, there was substantial year-to-year variation
in TP and TMA overlying the genotypic ranking of the
strawberry cultivars and lines, possibly due to differing growing
temperatures between seasons.*® Another study®” reported that
four strawberry cultivars grown at two locations in Switzerland
that differed in altitude (480 and 1060 m above sea level) and
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other agronomic conditions showed no significant interactions
between site and cultivar for TMA or antioxidant capacity and
showed the same ranking of genotypes in both locations.
However, the yield was significantly decreased at higher altitudes.

The effects of G X E interactions on phenolic composition
have been less examined in strawberry. Our study suggested that
the tannin compositions of strawberry cultivars grown at
different locations differ in their ET/PAC balance. In particular,
cultivars grown in Switzerland had higher ET levels than those
grown in Germany. In addition, cultivars grown in Denmark had
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Table 4. Ellagitannin Components in Four Strawberry Cultivars from Different Locations

‘Elsanta’ ‘Clery’ ‘Korona’ ‘Everest’
peak Germany Switzerland Denmark Germany Switzerland Germany Denmark Germany
12 “3.1+ 0.6 bc 40+05b 30+ 05bc 3.7+04Db 70+12a 19+01c¢ 2.6 + 0.8 be 38+04b
13 1.5+ 0.2 be 20+03b 18+ 03b 1.9+ 04b 36+09a 08 +0.1c 1.3 + 04 be 20+04b
14 3.2+ 0.6 bed 42+04Db 34 +04bc 3.8+ 04 bc 71+13a 20+02d 2.6 +0.8 cd 4.0 +0.5bc
15 44 + 0.8 bc 68+10b 4.5 + 0.8 bc 61+11b 122+23a 35+ 04c 44 + 08 bc 44 + 0.8 bc
16 27+05cd 34+02cd 40+ L3cd 55+06¢ 85+1b 15+04d 45+32c¢ 139+1a
17 9.7 + 1.2 de 180+ 1.1b 116 =23 cd 9.8 + 0.8 de 23.1+28a 74+08e 114 + 29 cde 153 +2.2bc
18 229+41cd 345+ 38cd 252 +35cd 60.0 + 41b 87.7 + 14.8a 206 +21c¢ 28.7 +8.3d 357+£49¢
19 35+05cd 5.7+ 12bc 49 + 1 bcd 5.1+ 09 bed 72+08b 31+03d 5.5+ 21bc 95+08a
20 17.7 £ 42a 189+33a 243+ 53a 172 +£35a 195+43a 154 +31a 164 £35a 166+25a
21 4.3 + 6.3 bc 49.3 +44ab 605+ 15.1a 39.8 + 4.8 bc 39.5 +54be 3l2+37c¢ 40.7 + 8 be 369 +2.5bc
22 14+£05a 13+04a 24+ 14a 19+05a 20+£03a 08 £04a 18+07a 22+07a
23 34+0.7cd 6.8+06Db 3.6+ 12cd 28+03cd 94+ 12a 21+03d 42+ 14cd 45+12c¢
24 33 +04de 5.3 £ 0.4 be 35+05de 6.0+ 04D 123+ 15a 24+02d 39+09cd 41+06cd
25 172+ 22de 27.0 + 1.7 be 17.1 £ 2.3 de 31.1+24b 62.5+7.6a 128 +09e 19.4 + 3.7 cde 221 +4cd
26 65+05c¢ 94+15b 7.1+ 13bc 8.1+ 0.7 be 162+ 1.6a 3.6+05d 57 + 14 cd 61+1lc
sum 1449 + 16.7 cd 1964 +42.2 be 177.1 + 312 bc 2029+ 17.1b 3178 +422a 1090 +9.7d 152.8 + 33.5 bed 181.1 +17.2 be

“Data are expressed as the mean + standard deviation (# = 6). Means within the same row followed by different letters were significantly different at
p < 0.01 and are highlighted in bold. Data are expressed as micrograms of ellagic acid equivalents per gram of fresh weight.

Table 5. Percentage Distribution of Proanthocyanidin Components in Four Strawberry Cultivars from Different Locations”

‘Elsanta’ ‘Clery’ ‘Korona’ ‘Everest’
peak Germany Switzerland Denmark Germany Switzerland Germany Denmark Germany
1 14+02ab 17 +£04a 1.1 £03b 19+ 02a 1.7+ 03a 14 +£0.1ab 1.4+ 03ab 19+ 02a
2 03+00a 04+0.1a 03+0.1a 0.5+0.1a 04+0.1a 03+00a 04+0.1a 04+0.1a
3 02+00b 02+01b 01+01b 05+01a 04+01a 03+01b 03+0.1b 05+01a
4 1.0+ 0.1 be 10+ 0.2bc 0.9 + 0.2 be 1.4+ 0.2ab 1.2 £ 0.2 abc 0.8+01¢ 1.2 + 0.3 abe 1.5+£03a
S 22+04a 2+02a 26+ 12a 23+03a 22+06a 1.7+02a 1.7+ 04 a 20+ 04a
6 109+ 10b 11.8 +£ 0.7 ab 11.1 + 2 ab 132+ 16a 122 +23ab 99 +09b 123 + 3.1 ab 131 +4a
7 12.4 + 0.7 abc 13.2 + 0.4 ab 12.6 + 0.5 abc 136+03a 12.9 + 0.3 abc 1.7 £ 0.7 ¢ 12.1 + 1.2 be 12.6 + 0.6 abc
8 273+12a 266 £ 1.3a 273+ 42a 265+ 1.7a 253+12a 272+ 1a 258+ 1.8a 235+ 18a
9 21+06b 22+07b 2+03b 3.6+ 06ab 4+05a 29 + 0.6 ab 27+ 1ab 32+ 12ab
10 6.7+0S5a 65+ 1la 65+ 16a 61+12a 6.6+15a 6.6+ 1a 65+ 14a 62+ 12a
11 35.6+23a 345+ Llab 352+32a 306+ 12b 345+ 14ab 372+ 15a 357+3a 351+ 2la
Y peak 6.13 % 10°b 467 % 10° ¢ 7.65 % 107 a 231x10°d 238%10°d 3.17x 10°d 2.63 % 10°d 3.02x10°d
area
% peak 100.0 76.2 124.8 38.8 37.7 493 429 517

area

“Data are expressed as the mean + standard deviation (n = 6). Means within the same row followed by different letters were significantly different at

p <001

higher ET levels than those grown in Germany. It is notable that
the ACMS method discriminated between the samples on the
basis of cultivar and location and was generally accurate in
highlighting the trend toward increased ET content. However, it
is clear that the alterations in ET /PAC balance are not a simple
matter of latitude and may result from differing climatic
conditions or agronomic practices at the different sites Of
course, this study is only indicative as the data are from only one
year and require further research to tease out influences due to
differences in agronomic procedures and local climatic
conditions.

One of the main observations of the ACMS study was that the
relative levels of signals characteristic of PACs and ET's differed in
cultivars grown in different locations in Europe. The LC-MS
analysis confirmed these differences in ET/PAC balance and
suggested that the levels of PACs in individual cultivars were
relatively unaffected by the latitude of growth but that the ET

797

107

composition was more plastic in response. Previous work has
shown significant environmental eftects on PAC composition in
strawberry cultivars grown in northern and southern Italy,*® but
the differences in composition (i.e., catechin/epicatechin ratio
and mDP) were not accompanied by altered total PAC content.
However, although this study also indicated higher flavonol
content in the northern cultivars, the levels of ellagitannins were
not studied.

The reasons for the observed alteration in ET/PAC balance
are not known. The effects of latitude on phenolic composition
have been discussed in a recent review.*® A trend toward higher
anthocyanin content with elevated growth temperature has been
noted in strawberries,* but it is difficult to factor out other
influences such as differences in rainfall, sunlight, day length, etc.
A study of raspberries (cv. ‘Glen Ample’) grown under tightly
controlled conditions where only temperature was altered
showed that levels of the main ellagitannins (sanguiin H-6 and
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lambertianin C) increased with increasing temperature.*® These
results are in agreement with temperature studies on strawberry,
where ET's were lower in fruit grown under cooler conditions.’
Allowing for considerable cultivar-dependent variation, the
ellagitannin levels of the strawberry fruit in our study were
generally higher in Switzerland and Denmark thanin Germany.
Therefore, the average temperatures during fruit development in
Switzerland, Denmark, and Germany (17.4, 14.2, and 16.4 °C,
respectively) do not support a simple role for temperature in ET
levels in these fruit. Mean fruit weight was increased by lower
growth temperature without affecting dry matter. ! Increased
fruit size may increase the ratio of flesh to achenes. As the content
of ET compounds can be up to 100 times higher in achenes than
in flesh,®® this could reduce ET levels. After consideration, our
results may be influenced the effect of temperature through
relative achene content or perhaps achene size. ET's differ in their
spatial location, and ET composition may differ at the organ level
(e.g., many castalagin-like ET's occur mainly in the seeds, whereas
agrimoniin-like ETs are mainly located in the receptacle™).
Therefore, further research is necessary to clarify the occurrence
of ET distribution in achenes and flesh and to elucidate the role
of temperature.

The effect of environmental stresses on the levels of different
polyphenol components must be controlled at the biosynthetic
level. ET biosynthesis remains refractory,” but ETs are believed
to originate from gallic acid, which is formed from shikimate.
Proanthocyanidins arise from catechin units, and therefore
regulation of their biosynthesis must occur at different levels of
the biosynthetic pathway. Indeed, the correlation of anthocyanin
content with PAC content but not with ET content suggests
differential control of accumulation or biosythesis. Ellagitannins
and proanthocyanidins are generally synthesized early in fruit
development™®* and tend to decline in fresh weight terms
during ripening. In contrast to the majority of the ETs, PACs are
found both in the flesh and in achenes.3>*

ET levels contribute substantially to antioxidative capacity in
strawberry® and are second only to vitamin C levels. Various
studies have suggcsted that ETs may have potentially important
bioactivities.”®” Therefore, variation in ET content and
composition may be an important criterion for selection of
fruits for health benefits. Monitoring phenolic, and tannin,
composition of fruit grown under different conditions using high-
throughput techniques such as ACMS will help us understand
the interplay of genetic or environmental influences to aid in the
selection of new cultivars with enhanced qualities for a changing
climate.
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8

Untersuchungen zum Einfluss von
Bodenbedeckungsmalinahmen auf
wertgebende Inhaltsstoffe der Erdbeere
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8.1 Einleitung

Erdbeeren werden derzeit sowohl im traditionellen ebenerdigen Anbau direkt im gewach-
senen Boden und zum anderen als Dammkultur angebaut [39, 40, 91]. Bei beiden Verfah-
ren kann Polyethylenfolie zur Bodenbedeckung zum Einsatz kommen. In der Regel wird
schwarze Mulchfolie eingesetzt, da durch diese Strahlung absorbiert wird, die Bodentem-
peratur im Vergleich zum konventionellen Anbau ansteigt und die Ernte auf diese Weise
verfritht werden kann [39, 40, 91]. Die Vorteile dieser Methode sind die Hemmung des
Unkrautwachstums und somit die Verminderung des Herbizideinsatzes, die Ernteerleich-
terung und eine damit verbundene verbesserte Pfliickgeschwindigkeit, sauberere Friichte,
die Privention von Bodenerosion, eine effizientere Bewidsserung und Fertigation und die
Steigerung der Fruchtqualitit [66, 169, 301, 302]. Ddmme konnen ein- bis vierreihig be-
pflanzt werden und haben in der Regel eine Hohe von 15 c¢cm bis 25 cm. Der Pflanzabstand
zwischen den Einzelreihen betrdgt 30 cm bis 35 cm [39, 40, 91]. Wihrend in Nordeuropa
dem ebenerdigen Anbau ohne Mulchfolie eine bedeutendere Stellung zukommt, wird in
Stideuropa die Dammkultur fiir die Erdbeerproduktion standardmdBig angewandt. In
Deutschland verbreitet sich der Anbau auf Ddmmen immer stirker [40]. Ausschlaggebend
fiir die Auswahl der Anbaumethode ist neben der leichten Durchfiihrbarkeit und dem ge-
ringen Kostenaufwand vor allem das Bodenfrostrisiko im Winter [39, 169]. Das Boden-
frostrisiko steigt beim Anbau auf Ddmmen an, da diese eine groBBere Angriffsflache bieten.
Um irreversible Frostschidden zu vermeiden, wird in nordlicheren Regionen deshalb der
ebenerdige Anbau bevorzugt. Bisherige Studien zeigten, dass nicht nur die Qualititspara-
meter Zucker und Sdure, sondern auch bioaktive Inhaltsstoffe wie Vitamin C und Poly-
phenole durch die beiden Anbauvarianten beeinflusst werden [65, 66]. Dabei spielt die
Farbe des Mulchmaterials eine entscheidende Rolle. Anttonen et al. [77] zeigten, dass mit
brauner Mulchfolie hohere Anthocycangehalte in Erdbeeren erzielt werden konnten als mit
weiBler Folie. Dagegen war der Gesamtphenolgehalt und der Gehalt an Ellagsdure in
Friichten, die auf weiler Folie angebaut worden waren, héher als von denen, die auf brau-
ner Mulchfolie kultiviert wurden (vgl. hierzu auch Kapitel 2.4.3.6.1). Das Ziel der im
Folgenden beschriebenen Studie war es, die Einfliisse von weiller und schwarzer Mulch-
folie auf wertgebende Inhaltsstoffe von Erdbeeren direkt zu vergleichen. Zusitzlich wur-
den dabei der Damm- und ebenerdige Anbau beriicksichtigt. Teile der Untersuchung wur-

den bereits publiziert [158].
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8.2 Material & Methoden

8.2.1 Versuchsaufbau

Um den ebenerdigen Anbau mit dem Anbau auf Dammen unter Verwendung zweier ver-
schiedener Polyethylenfolien zu vergleichen, wurden in den Jahren 2008 und 2009 Versu-
che an der Sorte ‘Elsanta' durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden jeweils im August des Vor-
jahres als Griinpflanzen gesetzt. Folgende fiinf Anbauweisen wurden miteinander vergli-

chen.

L. Kontrolle: ebenerdig im gewachsenen Boden mit Stroheinlage wihrend der Bliite-
zeit (“Kontrolle*)
II.  Ebenerdiger Anbau unter Verwendung von Mulchfolie (70 cm breit):
a) mit weiller Polyethylenfolie (BayWa AG, Miinchen) bedeckt
(,ebenerdig WF*)
b) mit schwarzer Polyethylenfolie bedeckt
(,»ebenerdig SF*)
[II. Dammanbau (30 cm hoch x 70 cm breit):
c) mit weiller Polyethylenfolie (,,Damm WF¥)
d) mit schwarzer Polyethylenfolie (,,Damm SF*)

Im nachfolgenden Text werden diese Anbauweisen mit den Angaben in Klammern
genannt. Der Versuch wurde in beiden Jahren mit allen Varianten in dreifacher Wiederho-
lung a 40 bis 50 Pflanzen durchgefiihrt. Es wurden Ertridge, Bodentemperatur und photo-
synthetisch aktive Strahlung (PAR) sowie die Bodenreflektion in 50 cm Hohe iiber den
unter I. und II. aufgefiihrten Varianten gemessen. Die Bodenfeuchte wurde zweimal wo-

chentlich mittels Tensiometer tiberpriift und der Versuch bei Bedarf bewissert.

8.2.2 Sensorische Beurteilung

Eine sensorische Beurteilung wurde von einem geschulten Panel durchgefiihrt, das aus
mindestens zwolf Teilnehmern pro Termin bestand. Die Friichte der Varianten ,,Damm
WF*, ,,)Damm SF* und ,,Kontrolle* wurden mittels einer Rangordnungspriifung (1 = beste
Qualitdt, 3 = schlechteste Qualitit) und einer deskriptiven Sensorik verglichen. Das Panel
sollte bei der Rangordnungspriifung beurteilen, welche Friichte favorisiert werden und bei
der deskriptiven Sensorik die Friichte unter den Aspekten Gesamtqualitdt, Sdure, Zucker,
Zucker/Saure-Verhiltnis, Typizitdt, Reife, Fremdartigkeit, Festigkeit und Saftigkeit be-

werten.
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8.2.3 Chemische Analyse
Die Analyse der Qualitdtsparameter Zucker, Séure, Trockenmasse und bioaktive Substan-

zen wurde so durchgefiihrt, wie in den Publikationen von Josuttis et al. [163, 166] aus den

Jahren 2010 und 2011 beschrieben.

8.2.4 Auswertung

Die Ergebnisse der Kontrollvariante jedes einzelnen Termins wurden tabellarisch darge-
stellt, um die Schwankungsbreite aufgrund des Probenahmezeitpunkts darzustellen. Die
Ergebnisse aller anderen Varianten wurden zur besseren Ubersichtlichkeit prozentual im
Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert jedes Termins = 100 %) dargestellt und statistisch
mittels Tukey-Test (P < 0,05) ausgewertet. In den Abbildungen und Tabellen sind signifi-

kante Unterschiede mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.

8.3 Ergebnisse

8.3.1 Umweltfaktoren

Durch das unterschiedliche Reflektionsverhalten von Mulchfolien, die im Erdbeeranbau
eingesetzt werden, wird in erster Linie die Bodentemperatur beeinflusst. Wie oben be-
schrieben wurde beim ebenerdigen Anbau zur Bliitezeit Stroh eingelegt um saubere und
intakte Friichte zu erwirtschaften. Die Messungen ergaben, dass die Bodentemperatur der
,Kontrolle* stark von der Stroheinlage abhing (Abb. 8.1 A). So wurde bei dieser Variante
vor der Stroheinlage der Tagesmaximalwert der Bodentemperatur an einem ausgewihlten
Tagesbeispiel um etwa 11.00 Uhr beobachtet wihrend er bei den anderen Varianten, bei
denen Polyethylenfolie zum Finsatz kam, erst um 17.00 Uhr erreicht wurde. Dieser Effekt
hing nicht mit verwendeten Folienfarbe zusammen. Im weiteren Tagesverlauf kiihlte sich
der Boden bei allen Varianten stetig ab und die Bodentemperatur erreichte am folgenden
Tag um etwa 6.00 Uhr einen Minimalwert. Die niedrigste Temperatur wurde fiir die
,,Kontrolle® ermittelt. Nachdem der Boden der ,,Kontrolle® mit Stroh bedeckt worden war,
dhnelte der Temperaturverlauf dem der vier Folienvarianten. Die Bodentemperatur der
,Kontroll“~-Variante war iiber den gesamten Tag hinweg kiihler als die der anderen Vari-

anten. Dartiber hinaus waren die Temperaturschwankungen geringer (Abb. 8.1 B).
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Abb. 8.1:

Beispielhafter Tagesverlauf der Bodentemperatur vor (21.April 2009, links) und nach (25. Mai 2009, rechts) Stroheinlage
in 5 cm Tiefe.

Uber die gesamte Bliih- und Ernteperiode war die Bodentemperatur der Behandlung
,2Damm SF“ im Mittel am hochsten. Im Vergleich zur Kontrollvariante war sie durch-
schnittlich um 0,9 °C (2009: 1,4 °C) bzw. nach der Stroheinlage sogar um durchschnittlich
3,8 °C (2009: 3,0 °C) erhoht. Die Bodentemperatur erreichte durch die Variante ebenerdig
SF wihrend des Tages dhnliche Werte wie der ,,Damm SF“. Der Boden des ebenerdigen
Anbaus kiihlte sich nachts stirker ab als der des Dammes (Abb. 8.1), wodurch sich etwas
niedrigere Temperaturabweichungen im Vergleich zur ,,Kontrolle* ergaben. Dariiber
hinaus war vor der Stroheinlage die Temperatur der Varianten mit weiler Folie im Mittel
um etwa 0,3 °C niedriger als die Kontrollvariante und nach der Stroheinlage um 1,5 °C bei
der Behandlung ,,ebenerdig WF* erhoht bzw. um 1,9 °C bei der Variante ,,Damm WF*.
Die Bodentemperatur zwischen den beiden weillen Varianten (AT = 0,3 °C) war dhnlicher
als zwischen den schwarzen Varianten (AT = 0,7 °C), wobei jeweils hohere Temperaturen

beim Dammsystem aufgezeichnet wurden.

Tab. 8.1:
Durchschnittliche Bodentemperaturdifferenzen zwischen Kontrollvariante vor und nach Stroheinlage und
Bodenbedeckung mit Polyethylenfolie ebenerdig bzw. Dammanbau.

Temperaturdifferenz April 2008 Mai 2008 April 2009 Mai 2009
zur , Kontrolle* (vor Stroheinlage) (mit Stroheinlage) (vor Stroheinlage) (mit Stroheinlage)

ebenerdig WF - - -0,3°C +1,5°C

ebenerdig SF - - +0,8 °C +2.2°C

Damm WF -0,4°C +1,9°C -0,2°C +1,9°C

Damm SF +0,9°C +3,8°C +1,4°C +3,0°C
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Dariiber hinaus ist bei der Anwendung von Polyethylenfolie ein verdndertes Strah-
lungsspektrum auf die Pflanze zu erwarten, was durch die Reflektion der Einstrahlung be-
dingt ist. Im Jahr 2008 war die Reflektion des Strohs hoher als die der weillen Folie, ge-
folgt von der schwarzen Folie. Diese Unterschiede waren im Jahr 2009 weniger deutlich.
Eine Verdopplung der Blattfliche im zweiten Versuchsjahr (Tab. 8.1) erklirte diese Be-
obachtung, weil mit fortschreitender Vegetationsperiode in erster Linie die Reflektion der

Blatter gemessen wurde.

Tab. 8.2:
Durchschnittliche Blattfliche pro Pflanze zum Ernteende.”

Jahr  Blattfliche (cm?)
2008 2259 a
2009 5089 b

" Daten werden als Mittelwert (n = 15) angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind pro Spalte mit verschiedenen Buchsta-
ben gekennzeichnet (P < 0,05).

Erkennbar ist dies vor allem am Verlauf der Reflektionsmessung iiber die Vegetations-
periode; zum Ende der Datenaufnahme sind die Bodenbedeckungen Stroh (Variante
,Kontrolle®), weille Folie (Varianten ,,ebenerdig WF*“ und ,,Damm WF*) und schwarze
Folie (Varianten ,,ebenerdig SF* und ,,Damm SF*) wegen des Zuwachses der Blattflache
in ihrer PAR Reflektion kaum noch voneinander zu unterscheiden (Abb. 8.2). Eine direkte
Reflektionsmessung der Folien ohne Pflanzen ergab, dass die weille Folie bis zu 45 % der

einfallenden PAR reflektierte und die schwarze Folie nur 7 %.
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Abb. 8.2:

Prozentuale Reflektion photosynthetisch aktiver Strahlung der eingesetzten Mulchmaterialien im Vergleich zur Ein-
strahlungsintensitét (links 2008, rechts 2009).
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Die Unterschiede in der Pflanzenentwicklung in beiden Jahren sind auf die Umge-
bungstemperaturen zuriickzufiihren. So hatten die Pflanzen 2009 einen stirkeren Kilteein-
fluss im Januar, wohingegen es in der ersten April-Hilfte im Vergleich zu 2008 wesentlich
wiarmer war (vgl. Abb. 8.3), was ein verstérktes vegetatives Wachstum erkldren konnte. Im
Jahr 2009 war die Blattfldche bereits Anfang Mai so grof3, dass das Einbringen des Strohs
im Vergleich zu 2009 keine Erhohung der Reflektion mehr hervorrief. Die gewéhlte
Messmethode zeichnete lediglich die Reflektion der Blétter auf und nicht die der Boden-
bedeckung.

30.0

250 | e 2008 ——2009

20.0

15.0

10.0 -

5.0 -

0.0

1.3 163 313 154 304 155 305 146 296

Tagesdurchschnittstemperaturin °C

-10.0 A

-15.0

Abb. 8.3:
Tagesdurchschnittstemperatur in Geisenheim von Januar bis Ende Juni 2008 und 2009.

8.3.2 Ertrag und Fruchtgrof3e

Die Ertrdge, die mit den Varianten erzielt wurden, unterschieden sich teilweise signifikant
voneinander (Tab. 8.3). 2008 wurden im ebenerdigen Anbau mit Mulchfolie die hochsten
Ertrage erreicht, die sich signifikant von den erzielten Ertragen unter Bedingungen der
,Kontrolle® bzw. des ,,Damms WF* unterschieden. Der geringste Ertrag wurde von Pflan-
zen der Variante ,,Damm SF* erzielt, der nur 42,5 % im Vergleich zur ,,Kontrolle* aus-
machte. Dieses Phdnomen wurde im ersten Versuchsjahr durch eine Unterentwicklung der
Pflanzen dieser Variante hervorgerufen. Um diesen Effekt im ndchsten Versuchsjahr aus-

zuschlieBen, wurden die Anbauarten so weit moglich randomisiert, so dass der Rand-
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reiheneffekt minimiert und die Verteilung des Pflanzmaterials optimiert wurden. 2009
wurde der hochste Ertrag in der ,,Kontroll“-Variante erzielt, der sich trotz Umstruktu-
rierung des Versuches signifikant von jenem der Variante ,,Damm SF* unterschied. Alle
anderen Varianten waren hingegen nicht unterscheidbar. Im Hinblick auf die beiden Ver-
suchsjahre wurde 2009 im Schnitt varianteniibergreifend ein doppelt so hoher Ertrag erzielt
wie 2008. Dariiber hinaus kann festgehalten werden, dass das durchschnittliche Frucht-
gewicht nicht durch die Anbaumethode beeinflusst wurde. Im Jahresvergleich war das
durchschnittliche Fruchtgewicht 2009 signifikant um 10 % erhoht. Der Erntebeginn wurde
durch die schwarze Folie verfriiht: Bei zwei bis drei Ernten pro Woche konnte die Variante
,Damm SF*“ zwei Termine frither und die Variante ,,ebenerdig SF* einen Termin eher im
Vergleich zu den anderen Varianten geerntet werden.
Tab. 8.3:

Gesamtertrag pro Pflanze, durchschnittliches Fruchtgewicht und Erntebeginn verschiedener
BodenbedeckungsmaBnahmen-Varianten im Jahr 2008 und 2009."

2008 2009

Durch- Durch-

schnittliches schnittliches

Ernte- Ertrag Fruchtgewicht Ernte- Ertrag Fruchtgewicht

beginn  (g/Pflanze) > 25 mm (g) beginn (g/Pflanze) > 25 mm (g)
Kontrolle 25.05. 541+ 5b 1494+05a 29.05. 1222+160a 17,8+1,5a
ebenerdig WF  25.05.  663+25a 152+04a 29.05. 1140£53ab 172+13a
ebenerdig SF 22.05.  699+32a 158+05a 26.05. 1024+76ab 174+1,7a
Damm WF 25.05. 461+24b 159+18a 29.05. 982+77ab 16,8+t 1,6a
Damm SF  20.05. 230+52c¢ 15,7+06a 23.05. 888+32b 17,2+0,7a

" Daten werden als Mittelwert (n = 3) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind pro Spalte mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05).

833 Konventionelle Qualitatsparameter

Die Fruchtgrofle nimmt bei einmaltragenden Sorten in der Regel im Verlauf der Ernte ab,
was durch Variationen der Anteile an primédren, sekundidren bzw. tertidren Friichten be-
dingt ist [40, 303]. Beim Variantenvergleich konnte dieser Faktor aufgrund des Verfrii-
hungseffektes von schwarzer Folie eine Rolle spielen. Neben den Qualitdtsparametern
(Gesamtsdure, Zucker und Trockenmasse) wurde daher das durchschnittliche Frucht-
gewicht der Probe bestimmt (Tab. 8.4, Abb. 8.4). Der Vergleich der einzelnen Termine
(Tab. 8.4) zeigte fiir die Friichte der , Kontrolle” im ersten Versuchsjahr keine Unter-
schiede und im zweiten Versuchsjahr eine deutliche Fruchtgewichtsabnahme fiir den
zweiten Probenahmetermin. Der Gesamtsduregehalt der Friichte wies die hochste Konstanz
auf. Eine Abweichung war lediglich beim zweiten Probenahmetermin 2008 zu beobachten.
Losliche Trockenmasse und Trockenmasse waren in beiden Versuchsjahren beim zweiten

Termin hoher als beim ersten.
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Tab. 8.4:
Qualitiitsparameter der Kontrollvariante an zwei Probenahmeterminen (1. und 2. Erntewoche) im Jahr 2008 und 2009.”
16sliche durchschnittliches
Gesamtsdure  Trockenmasse Trockenmasse Fruchtgewicht der
Termin Jahr (gkg™ (°Brix) (%) Probe (g)

1 2008 7.8+02a 6,1 £0,4b 73+0,4c¢ 162+1,5b

2 2008 6,5+0,2b 82+03a 9,8+0,5a 16,5+ 1,5b

1 2009 77+03a 6,3+0,2b 88+0,1b 21,4+04 a

2 2009 7,3+£0,5ab 7,7+0,6 a 9,3+0,6 ab 143+0,6 b

"Die Daten werden als Mittelwert (n = 3) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind pro Spalte mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05).

Der Variantenvergleich zeigte (Abb. 8.4), dass durch den Einsatz von weiller Folie
(,,ebenerdig WF* und ,,Damm WF*) der Gesamtsduregehalt erhoht wurde. Dagegen konnte
mit der schwarzen Folie die Gehalte an 16slicher Trockenmasse (°Brix) gesteigert werden.
Die Trockenmasse wurde in Friichten der Variante ,,Damm SF“ im Vergleich zur ,,Kon-
troll“~-Variante um 26 % erhoht. Das durchschnittliche Fruchtgewicht der Probe wurde
durch die unterschiedlichen Varianten nicht beeinflusst. Es zeigte sich dennoch eine Ten-
denz zu niedrigeren Fruchtgewichten, wenn die Friichte unter Verwendung von schwarzer

Folie angebaut wurden.
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H Kontrolle 100% 100% 100% 100%
u ebenerdig WF 108% 105% 102% 100%
M ebenerdig SF 104% 112% 106% 93%
H Damm WF 115% 109% 109% 97%
 Damm SF 108% 118% 126% 95%
Abb. 8.4:

Vergleich konventioneller Qualitétsparameter verschiedener Bodenbedeckungsmafinahmen Varianten. Dargestellt als
Mittelwert der prozentualen Abweichung der ,,Kontrolle* pro Probenahmetermin. Daten werden als Mittelwert (n = 12,
»~Damm SF“ n = 9) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind mit verschiedenen

Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05).
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8.3.4 Sensorische Qualitit

Die Grundlage fiir eine wohlschmeckende Frucht ist der Gehalt an Zucker und S&ure und
das Verhiltnis dieser Parameter zueinander [40, 304]. Das Zucker/Séure-Verhéltnis vari-
ierte zwischen 7,6 und 14,4 und war im Vergleich zur ,,Kontrolle* von Friichten der Vari-
anten mit schwarzer Folie am hdchsten (Tab. 8.5). Bedingt durch hdhere Sduregehalte
konnte bei den Friichten der Varianten mit weiller Folie im Vergleich zu den anderen Vari-
anten tendenziell ein niedrigeres Verhdltnis beobachtet werden (vgl. Kapitel 8.3.3). Im

Vergleich zur ,,Kontrolle* zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede.

Zucker/Saure-Verhiltnis der Friichte der Bodenbedecku-rl—lzls)ﬁlzi;ﬁahmen-Varianten nach der Rangfolge im Jahr 2008 und
2009.
Termin Jahr Kontrolle ebenerdig WF  ebenerdig SF Damm WF Damm SF
1 2008 7,8+ 0,4 ab 7.9+0,4 ab 8,3+0,2ab 7,6+04b 8,5+03a
2 2008 129+0,4b 12,8 £0,4b 14,4+0,6 a 12,4+0,4b -
1 2009 8,3+0,2b 8,2+0,2b 9,3+0,6a 8,0+0,2b 9,6+03a
2 2009 10,2 + 0,3 ab 9,4+0,5b 11,0+ 0,7 a 94+05b 11,2+0,2a

"Daten werden als Mittelwert (n = 3) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind pro Zeile mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05).

Die sensorische Beurteilung beschrinkte sich auf die Bewertung von Friichten der
,Kontrolle® und der Variante ,,Damm WF*“ und ,,Damm SF*“ (Tab. 8.6). Diec Werte des
Zucker/Saure-Verhiltnisses spiegelten sich auch in der sensorischen Bewertung der
Friichte wider, wobei in einer Rangordnungspriifung der ,,Damm SF*“ am besten bewertet
wurde. Friichte der Kontrollvariante und des ,,Damms WF* unterschieden sich nicht von-

einander.

Tab. 8.6:
Sensorische Bewertung der Friichte der Varianten ,,Kontrolle, ,,Damm WF* und ,,Damm SF* nach der Rangfolge im
Jahr 2008 und 2009."

Rangmittel Rangsumme
Kontrolle 242D 92
Damm WF 2,11b 80
Damm SF 1,47 a 56

"Signifikant unterschiedliche Ergebnisse (Anzahl der Priifer, n = 38) sind pro Spalte mit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P <
0,05).

Diese Rangfolge ergab sich aufgrund einer besseren Bewertung der Gesamtqualitét
und einer stirkeren Typizitit der Friichte ,,Damm SF* (Abb. 8.5A). Zudem wurden die
Friichte im zweiten Versuchsjahr als signifikant siiler beurteilt (Abb. 8.5B). Dieses Ergeb-
nis wurde durch das hohere Zucker/Saure-Verhéltnis und den gleichzeitig hoheren Zucker-
gehalt im Vergleich zur ,,Kontrolle* im betreffenden Versuchsjahr bestitigt. In beiden Jah-

ren zeigten die drei sensorisch untersuchten Varianten die gleichen Trends.
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typisch*
10

Gesamtqualitat* 8 fremdartig

Reifezustand Saftigkeit
Zucker/Saure Festigkeit
Sdure SuRke
(A)
typisch*
10
Gesamtqualitat* 8 fremdartig
Reifezustand Saftigkeit
Zucker/Saure Festigkeit
Kontrolle
——Damm WF
Sdure SuRke* —m-Damm SF
(B)

Abb. 8.5:
Deskriptive Sensorik von Friichten der Varianten ,,Kontrolle®, ,,Damm WF* und ,,Damm SF*“ 2008 (A) und 2009 (B).
Signifikant unterschiedliche Ergebnisse wurden mit einem * gekennzeichnet.

8.3.5 Einfluss auf gesundheitlich relevante Inhaltsstoffe

8.3.5.1 Antioxidative Kapazitit, Gesamtanthocyane und Vitamin C

Durch die Tests Gesamtphenole, ORAC und TEAC werden antioxidative Inhaltsstoffe in
threr Gesamtheit erfasst. Die Analysenwerte der vier Termine von Friichten der ,,Kon-
troll“~-Variante zeigten im Vergleich folgende Schwankungen: Die Werte des Ge-
samtphenolgehalts lagen 2008 etwa 15 % hoher als im Versuchsjahr 2009, wohingegen die
ermittelten ORAC Werte 2008 tendenziell niedriger waren. Diese Abweichungen waren
jedoch wie im Falle der TEAC Resultate nicht signifikant (Tab. 8.7). Die

Gesamtanthocyangehalte lagen bei Termin 2 im ersten Versuchsjahr im Mittel um 50 %
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hoher als bei allen anderen Probenahmeterminen. Die grofite Variation zwischen einzelnen
Terminen zeigte der Gehalt an Vitamin C. 2009 wurden bis zu 50 % hdhere Werte beo-
bachtet als im Jahr 2008. Weiterhin wies in beiden Versuchsjahren der zweite Termin ge-

ringere Vitamin C-Werte auf als der erste Termin.

Tab. 8.7:
Antioxidative Kapazitdt (Gesamtphenole, ORAC, TEAC), Gesamtanthocyane und Vitamin C in Friichten der
Kontrolle®, bezogen auf das Frischgewicht an zwei Probenahmeterminen (1. und 2. Erntewoche) im Jahr 2008 und

2009."
Gesamtphenole ORAC TEAC Gesamtanthocyane Vitamin C
Termin Jahr (ng g (umol Trolox g!) (umol Trolox g™) (ngg?) (uggh)
1 2008 2294+193a 28,0+32a 26,8+ 1,8a 358+ 9b 753+£32¢
2 2008 2085=+118 ab 269+54a 232+26a 539+24a 608 +42d
1 2009 1891+41b 31,8+2,1a 24,0+ 04 a 345+20b 980+24 a
2 2009 1886+45b 304+03a 23,6+12a 389+54b 849 £40b

"Daten werden als Mittelwert (n = 3) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind pro Spalte mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05).

Bei den Ergebnisse der antioxidativen Kapazitéit konnte fiir alle drei Testsysteme eine
allgemeine Reihenfolge festgehalten werden: ,,Kontroll“-Variante < ebenerdig Folie
(,,ebenerdig WF* und ,,ebenerdig SF*) < Damm mit Folie (,,Damm WF* und ,,Damm SF*

(Abb. 8.6).
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Gesamtphenole ORAC TEAC ariisoac;nz:;\e Vitamin C
M Kontrolle 100% 100% 100% 100% 100%
i ebenerdig WF 110% 113% 104% 106% 102%
M ebenerdig SF 110% 115% 105% 108% 101%
H Damm WF 118% 129% 112% 109% 109%
i Damm SF 120% 131% 109% 116% 107%

Abb. 8.6:

Vergleich der antioxidativen Kapazitit, des Gesamtanthocyangehaltes und des Vitamin C-Gehaltes verschiedener
BodenbedeckungsmafBnahmen-Varianten. Dargestellt als Mittelwert der prozentualen Abweichung der ,,Kontrolle* pro
Probenahmetermin.

Die Daten werden als Mittelwert (n = 12, ,,Damm SF* n = 9) + Standardabweichung angegeben. Signifikant
unterschiedliche Ergebnisse sind mit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05).
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Die Farbe der eingesetzten Mulchfolie iibte dabei keinen Einfluss aus. Die Unter-
schiede in der antioxidativen Kapazitidt waren bei den ORAC-Werten zwar stiarker ausge-
pragt als bei den anderen beiden Testmethoden, doch zeigte dieser Test auch eine hohere
Standardabweichung im Vergleich zu den beiden {ibrigen eingesetzten Tests. Der Gesamt-
anthocyangehalt unterschied sich nur bei den Friichten ,,Damm SF* und der Kontrollvari-
ante signifikant. Der Vitamin C-Gehalt war durch den Einsatz von Mulchfolie und Damm-

anbau nicht beeinflussbar.

8.3.5.2 Einfluss auf phenolische Verbindungen
8.3.5.2.1 Anthocyane

Die mittels HPLC bestimmten Anthocyane erreichten im Vergleich zu den photometrisch
bestimmten Anthocyanen in der Summe etwa 25 % geringere Werte. Dabei waren die Er-
gebnisse hinsichtlich des Varianteneinflusses vergleichbar (Abb. 8.7). Durch die HPLC-
Analyse wurde iiberdies fiir Friichte der ,,Kontrolle* die hochsten Anthocyangehalte am
zweiten Probenahmetermin 2008 sowohl in der Summe der einzelnen Anthocyane, als
auch bei den einzeln detektierten Anthocyanen bestimmt (Tab. 8.8). Der Anteil des
Hauptanthocyans Pelargonidin-3-O-glucosid betrug zwischen 70 % und 77 %, gefolgt von
Pelargonidin-3-O-malonylglucosid mit 18 % bis 23 % und Cyanidinen mit 3 % bis 6 %.

Tab. 8.8:
Anthocyane in Friichten der Kontrollvariante an zwei Probenahmeterminen (1. und 2. Erntewoche), bezogen auf
Frischgewicht im Jahr 2008 und 2009.

CYA 3-GLU PEL3-GLU _ PEL Derivat CYA 3-GLU-MAL _ PEL 3-GLU-MAL
Termin _ Jahr (nggh (nggh (uggh (nggh (nggh
1 2008 6,9+02b 1968+ 8,0b 1,0+0,1 a 33+03b 46,1+ 83 b
2 2008 152+09a 281,7+58,4a 2240,1b 74+09a 925136 a
1 2000  54+03¢ 1897+ 84b 10022 28+05b 527+ 27 b
2 2009  6,140,6bc 216,4 +32,8 ab 1,1£04a 41+04b 69,1 + 15,0 ab

"Daten werden als Mittelwert (n = 3) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind pro Spalte mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05). Abkiirzungen: Pelargonidin-3-O-malonylglucosid (PEL 3-GLU-MAL), Cyanidin-
3-O-malonylglucosid (CYA 3-GLU-MAL), Pelargonidinderivat (PEL Derivat), Pelargonidin-3-O-glucosid (PEL 3-GLU), Cyanidin-3-
O-glucosid (CYA 3-GLU).

Die Varianten beeinflussten die einzelnen Anthocyangehalte der Friichte, wie im nach-
folgenden Text aufgefiihrt wird (Abb. 8.7): Die Bildung von Pelargonidin-3-O-glucosid
wurde durch den Einsatz von Mulchfolie tendenziell gesteigert. Signifikant unterschieden
sich mit 19 % hoheren Gehalten nur Friichte der Variante ,,Damm SF* von der ,,Kontroll*-
Variante. Eine vergleichbare Tendenz war beim Pelargonidinderivat zu verzeichnen, des-
sen Gehalt in Friichten der Variante ,,Damm SF* um durchschnittlich 43 % hoher lag als in
den Kontrollfriichten. Ferner war fiir Pelargonidin-3-O-malonylglucosid eine signifikante

Erhohung um 26 % durch die Variante ,,Damm SF* im Vergleich zu der Kontrollvariante
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zu beobachten. Dagegen war der zuvor genannte Trend bei diesem Pelargonidin nicht ge-
geben, da die Werte der anderen Folienvarianten in der Ndhe von denen der Kontrollvari-
ante lagen (Abb. 8.7).

Cyanidin-3-O-glucosid und Cyanidin-3-O-malonylglucosid wurden durch die Varian-
ten im dhnlichen Ausmal beeinflusst. Bei beiden Anthocyanen war allerdings eine tenden-
zielle Abnahme im Falle der Variante ,,ebenerdig WF* im Vergleich zur Kontrollvariante
zu beobachten. Dariiber hinaus unterschied sich die Variante ,,ebenerdig WF* fiir beide
Anthocyane mit 29 % (Cyanidin-3-O-glucosid) bzw. 21 % (Cyanidin-3-O-malonylgluco-
sid) geringeren Gehalten signifikant von Friichten der Variante ,,ebenerdig SF*“. Ebenso
enthielten die Friichte der Variante ,,Damm SF* hohere Gehalte der beiden genannten An-
thocyane als die der Variante ,,Damm WF*“. Weiterhin ist festzuhalten, dass sich die Be-
handlung ,,Damm WF* nicht von der Behandlung ,,ebenerdig SF* unterschied. Im Ver-
gleich zur ,,Kontrolle* zeigten diese beiden Varianten einen um mehr als 20 % erhohten
Cyanidingehalt. Durch den Einsatz der Dammbkultur mit schwarzer Mulchfolie wurde der
Gehalt von Cyanidin-3-O-glucosid im Durchschnitt um 67 % bzw. der von Cyanidin-3-O-

malonylglucosid um durchschnittlich 36 % im Vergleich zur ,,Kontrolle* erhoht.
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CYA 3-GLU PEL 3-GLU PEL Derivat CYA 3-GLU-MAL PEL 3-GLU-MAL
H Kontrolle 100% 100% 100% 100% 100%
i ebenerdig WF 87% 103% 115% 93% 104%
i ebenerdig SF 122% 107% 127% 117% 106%
H Damm WF 125% 107% 128% 122% 96%
i Damm SF 167% 119% 143% 136% 126%
Abb. 8.7:

Vergleich der Anthocyanzusammensetzung in den Friichten der untersuchten Varianten prozentual zur Kontrollvariante
wihrend der Saison 2008 und 2009.

Daten werden als Mittelwert (n = 12, ,,Damm SF* n = 9) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche
Ergebnisse sind mit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05). Abkiirzungen: Cyanidin-3-O-glucosid (CYA
3-GLU, Pelargonidin-3-O-glucosid (PEL 3-GLU), Pelargonidinderivat (PEL Derivat), Cyanidin-3-O-malonylglucosid
(CYA 3-GLU-MAL), Pelargonidin-3-O-malonylglucosid (PEL 3-GLU-MAL).
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8.3.5.2.2 Farblose Phenole

Die einzeln analysierten Gehalte farbloser Phenole zeigten in den Friichten der Kontroll-
variante 1,1-fache bis 1,8-fache Schwankungen zwischen den einzelnen Probenahmetermi-
nen (Tab. 8.9). Dabei wiesen die Gehalte an Proanthocyanidinen und Kémpferol-3-O-ma-
lonylglucosid eine hohere Stabilitdt auf als die librigen Substanzen. Ellagsiure, bestimmt
nach der Hydrolyse der Ellagtannine, wies in beiden Jahren héhere Gehalte beim zweiten
Termin auf, wihrend die Werte fiir p-Cumaroyl-Glucose im Versuchsjahr 2009 héher wa-
ren als 2008. Die Ergebnisse fiir Quercetin-3-O-glucuronid und Kémpferol-3-O-glucosid

waren hingegen 2008 im Mittel hoher als 2009.

Tab. 8.9:
Farblose Phenole in Friichten der ,,Kontrolle® an zwei Probenahmeterminen (1. und 2. Erntewoche), bezogen auf das
Frischgewicht im Jahr 2008 und 2009.

PAC EA nach KAE-3- KAE-3-
. % Hydrolyse ~ EA Derivat p-CUM GLU QUER-3-GLC  GLU GLU-MAL
Termin  Jahr (ngg) 3 1 1 1 2 -
(ngg) (ngg) (ngg) (ngg) (ngg) (ngg)

1 2008 290+ 7a  389+17b  148+32a 142+23b 295+20a 64+05b 62+1,1a
2 2008 254+27a  470+12a  129+32a 165+3,1b 337+19a 90+07a 82+18a
1 2009 274+ 5a  351+21b 92+0,6a 232+0,7a 246+07b 51+£02b 60+0,7a
2 2009 280+17a  407+40ab 113+0,6a 180=1,8ab 248+21b 57+05b 63=13a

"Daten werden als Mittelwert (n = 3) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche Ergebnisse sind pro Spalte mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05). Abkiirzungen: Proanthocyanidine (PAC), Ellagséure (EA), p-Cumaroyl-
Glucose (p-CUM GLU), Quercetin-3-O-glucuronid (QUER 3-GLU), Kédmpferol-3-O-malonylglucosid (KAE 3-GLU-
MAL), Kdmpferol-3-O-glucosid einschlieBBlich Kdmpferol-3-O-glucuronid (KAE 3-GLU).

Die Gehalte an PAC konnten trotz der konstanten Gehalte an den einzelnen Terminen
(Tab. 8.9) durch die Anbaumethode beeinflusst werden (Abb. 8.8). So zeigten sich signi-
fikante Unterschiede von durchschnittlich 14 % zwischen den Friichten der ,,Kontroll*-
Variante und der Variante ,,Damm WF*. Dagegen wurden die ebenso im Gehalt konstante
Substanz Kémpferol-3-O-malonylglucosid und das Ellagsdurederivat durch die Anbau-
methode nicht beeinflusst (Abb. 8.8). Die Ellagtannine zeigten bis auf die Variante ,,eben-
erdig WF* einen signifikant hoheren Gehalt von etwa 25 % im Vergleich zu Friichten der
Kontrollvariante. Ahnlich wie das Anthocyan Pelargonidin-3-O-glucosid wurde auch die
p-Cumaroyl-Glucose durch die Behandlungen beeinflusst (vgl. Kapitel 8.3.5.2.1, Abb.
8.7). Dabei enthielten die Friichte ,,Damm SF* 16 % hohere Gehalte an p-Cumaroyl-Glu-
cose als die ,,Kontrolle®. Signifikante Unterschiede waren auch zwischen der Variante
»ebenerdig WF* und ,,Damm SF* zu beobachten. Im Vergleich war der Effekt des Einsat-
zes der Mulchfolie von den verschiedenen Varianten auf Quercetine und Kampferole &hn-
lich zu dem auf die Cyanidine (vgl. Kapitel 8.3.5.2.1, Abb. 8.7). Die Variante ,,ebenerdig
WF* beeinflusste die Gehalte der genannten Flavonole im Vergleich zur Kontrolle tenden-

ziell negativ. Eine Steigerung wurde durch die Varianten ,,ebenerdig SF* hervorgerufen,
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gefolgt von ,,Damm WF* und ,,Damm SF*“. Signifikante Unterschiede im Quercetin-3-O-
glucuronid-Gehalt wurden zwischen ,,Damm SF* und allen Varianten des ebenerdigen
Anbaus (,,Kontrolle®, ,,ebenerdig WF* und ,,ebenerdig SF*) sowie zwischen ,.ebenerdig
WEF*“ und ,,Damm WF* festgestellt. Die Unterschiede im Kémpferol-3-O-glucosid waren
hingegen nur zwischen ,,Damm SF* und ,,Kontroll“-Variante bzw. ,,ebenerdig WF* signi-

fikant.
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PAC Hiﬁ:;\cge EADerivat | p-CUMGLU | QUER3-GLC | KAE 3-GLU KAEJ:ELU'
M Kontrolle 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
i weile Folie 102% 125% 91% 105% 85% 93% 103%
M schwarze Folie 106% 119% 97% 108% 96% 102% 98%
H weiler Damm 114% 126% 101% 109% 107% 108% 105%
u schwarzer Damm 109% 126% 93% 116% 120% 113% 104%
Abb. 8.8:

Vergleich der Zusammensetzung von farblosen Phenolen in den Friichten der untersuchten Varianten prozentual zur
Kontrollvariante wéhrend der Saison 2008 und 2009.
Daten werden als Mittelwert (n = 12, ,,Damm SF* n = 9) + Standardabweichung angegeben. Signifikant unterschiedliche
Ergebnisse sind mit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (P < 0,05). Abkiirzungen: Proanthocyanidine (PAC),
Ellagsdure (EA), p-Cumaroyl-Glucose (p-CUM GLU), Quercetin-3-O-glucuronid (QUER 3-GLC), Kéampferol-3-O-
malonylglucosid (KAE 3-GLU-MAL), Kidmpferol-3-O-glucosid einschlieflich Kédmpferol-3-O-glucuronid (KAE 3-
GLU).

8.4 Diskussion

Die Versuche zeigten, dass durch den Einsatz von Mulchfolie und den Anbau auf Ddmmen
viele sekundére Inhaltsstoffe verstarkt gebildet wurden. Beim alleinigen, ebenerdigen Ein-
satz von Mulchfolie war diesbeziiglich zwar immer eine Tendenz zu beobachten, doch
waren die Unterschiede im Vergleich zur ,,Kontrolle* nur z. T. signifikant. Das Verhiltnis
zwischen dem ebenerdigen Einsatz von Mulchfolie und ihrem Einsatz auf dem Damm ist
dhnlich einzuordnen. Als zentrales Ergebnis stiegen die bioaktiven Inhaltsstoffe in der fol-
genden Reihenfolge auf das Frischgewicht bezogen wie folgt an:

Kontrollvariante < ebenerdige Folie < Damm mit Folie
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Der Effekt der Mulchfarbe und eine damit verbundene Reflektion bzw. Verdnderung
der Bodentemperatur war weniger stark ausgepriagt. So zeigten sich zwischen den einge-
setzten Folienfarben signifikante Unterschiede nur bei den Cyanidinen. Friichte wiesen
hohere Gehalte dieses Anthocyans bei der Verwendung von schwarzer Mulchfolie auf.
Eine gleiche Tendenz konnte auch fiir Pelargonidine, Quercetine und Kémpferole beo-
bachtet werden, so dass flir diese Parameter im Allgemeinen folgende Reihenfolge in den
Friichten gegeben war:

weille Folie < schwarze Folie

In friheren Studien ergab ein Vergleich von Erdbeerfriichten (‘Korona'), die auf
Déammen mit brauner und weiller Mulchfolie erzeugt wurden, keine Unterschiede in der
antioxidativen Kapazitdt zwischen diesen beiden Varianten [77]. Bei der braunen Variante
konnte ein erhohter Anthocyangehalt (+10 %) beobachtet werden. Ellagsdure (+8 %) und
Gesamtphenole (+6 %) waren hingegen bei Friichten der weilen Variante leicht erhoht.
Fiir Unterschiede in dieser Grof3enordnung (10 %) konnten im Rahmen des durchgefiihr-
ten Versuchs keine signifikanten Unterschiede erfasst werden. Eine tendenziell positive
Wirkung auf den Gehalt an Anthocyanen durch dunkle Mulchfolie wurde jedoch bestétigt.
Atkinson et al. [87] zeigte beim Vergleich verschiedener Folientypen an den Sorten ‘El-
santa' und ‘Flamenco' einen positiven, aber sortenabhédngigen Einfluss von hochreflektie-
render Folie auf die Ellagsduregehalte der Friichte.

Die hier aufgefiihrte Reihenfolge der Anbauvarianten und prozentuale Steigerung ein-
zelner bioaktiver Fruchtinhaltsstoffe bestitigt weitestgehend die Untersuchungen von
Wang et al. zum Vergleich des Einflusses des ebenerdigen Anbaus mit und ohne schwarze
Mulchfolie (Sorte ‘Chandler' und ‘Allstar') und zum Vergleich ebenerdiger Anbau mit
dem Dammanbau unter Verwendung von schwarzer Mulchfolie an vierzehn verschiedenen
Sorten [66] (vgl. Kapitel 2.4.3.6.1). So zeigte sich bei der jiingeren Studie von Wang et al.
[65], dass durch den Einsatz von schwarzer Mulchfolie die Anthocyane um 20 % erhdht
werden konnen (Erhohung nach eigener Untersuchung je nach Anthocyan zwischen 6 %
und 27 % bzw. bei Gesamtanthocyanen um 8 %, vgl. Abb. 8.6 und Abb. 8.7) und bei den
farblosen Phenolen um etwa 5 % was auch der mittleren Steigerung im Rahmen der vorlie-
genden Untersuchung entspricht, die je nach phenolischer Verbindung zwischen —4 % und
+19 % lagen (vgl. Abb. 8.8). Durch den Anbau auf Ddmmen mit schwarzer Folie konnten
folgende Erhohungen gegeniiber dem konventionellen ebenerdigen Anbau festgestellt wer-
den [66]: Die Anthocyane waren im Vergleich zur vorliegenden Arbeit (je nach Anthocyan
Erh6éhung um +19 % bis +67 %) in einem dhnlichen Ausmall um 22 % erhoht. Die farblo-

sen Phenole wurden in der betreffenden Studie im Vergleich zur Kontrollvariante mit
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durchschnittlich 20 % stérker erhoht als bei der eigenen Untersuchung mit im Mittel 13 %
(je nach phenolischer Verbindung um —7 % bis +26 %). Vor allem p-Cumaroyl-Glucose
und Quercetine wurden in beiden Studien durch den Damm mit schwarzer Folie wesentlich
beeinflusst, wihrend der Effekt auf Kémpferole geringfiigiger ausfiel.

Eine Steigerung des Vitamin C-Gehaltes um etwa 10 % wie in der Studie von Wang et
al. [66] konnte durch die Versuche im Rahmen dieser Arbeit nicht belegt werden. Die hier
aufgefiihrte Beobachtung (vgl. 8.3.5.1) wurde durch die Studie von Moor et al. [ 150] besta-
tigt, in der vereinzelt signifikante Effekte beobachtet wurden. Im Mittel wurde durch den
Einsatz von Mulchfolie kein signifikanter Effekt auf den Vitamin C-Gehalt der Friichte
beobachtet. Dies steht auch im Einklang mit fritheren Studien, in denen ebenfalls kein ein-
deutiger Trend beobachtet wurde [87, 150, 305]. Die Beobachtung von Wang et al. [66]
beruht zwar auf einer hohen Anzahl an Genotypen, war aber nur auf ein Versuchsjahr be-
schrankt. Beim Einsatz von schwarzer Mulchfolie stellten Moor et al. [150] weiterhin eine
Erh6hung des Anthocyangehaltes von Erdbeeren fest und bestétigten dadurch die hier vor-
liegenden Ergebnisse. Auch Fan et al. [169] untersuchten den Einfluss von Mulchfolie im
ebenerdigen Anbau (ohne Angabe der Mulchfarbe) im Vergleich zum konventionellen,
ebenerdigen Anbau und konnten, wie in der vorliegenden Studie, nur geringfiigige Ein-
fliisse auf sekundire Fruchtinhaltsstoffe detektieren.

Bei der Beurteilung der vorliegenden Daten ist jedoch zu beachten, dass die Trocken-
masse in den Friichten der Variante ,,Damm SF*“ gegeniiber der ,,Kontrolle um durch-
schnittlich 26 % erhoht war. Bezogen auf die Trockensubstanz diirfte daher kein Einfluss
auf die bioaktiven Substanzen zu messen sein. Da die FruchtgroBe aller untersuchten Vari-
anten allerdings dhnlich ist und die Gesamtsiduregehalte sich im Vergleich zur ,,Kontrolle*
nicht unterschieden, ist nicht von einem Verdiinnungseffekt auszugehen.

Bei allen genannten vorangegangenen Studien blieben Bodentemperaturdaten, Ein-
strahlung und die konventionellen Qualitdtsparameter wie Ertrag, Fruchtgroe oder Zu-
cker- und Sduregehalt der Friichte weitestgehend unberiicksichtigt und sollten daher im
Rahmen dieser Arbeit erfasst werden. Allein in der Studie von Atkinson et al. [87] wurden
alle Parameter ausfiihrlich betrachtet. Dort wurden die Pflanzen allerdings in Sacken kulti-
viert, so dass die Daten nicht direkt mit denen der vorliegenden Untersuchung vergleichbar
sind. Atkinson et al. [87] stellten die Temperaturen von verschiedenen Folienvarianten
einander gegeniiber und zeigten, dass die Unterschiede der Tagesmaximumtemperatur di-
rekt unter und {iber der Folie am stirksten sind. Die Bodentemperatur, in 5 cm Tiefe ge-
messen, zeigte eine geringere Differenz. Die Abweichungen nahmen wihrend der Saison

ab, wobei sich die Tagesmaximumwerte am stérksten im Juni und am wenigsten im No-

128



Bodenbedeckungsmalinahmen & wertgebende Erdbeerinhaltsstoffe 8.4 Diskussion

vember voneinander unterschieden. Dies kann neben sinkenden Temperaturen durch ein
Ansteigen der Blattfliche begriindet werden. Vor allem das Wachstum der Pflanzen und
die damit verbundene VergroBBerung der Blattfliche spielt, wie beschrieben, auch in der
vorliegenden Untersuchung eine wesentliche Rolle. Durch Reflektionsmessungen der
PAR-Strahlung (vgl. Abb. 8.2) konnte gezeigt werden, dass sich mit fortschreitender Sai-
son die Reflektion zum einen verringerte und zum anderen die Differenzen zwischen den
Varianten kleiner wurden. Dies wurde auch durch die durchgefiihrten Reflektionsmessun-
gen von Atkinson et al. bestdtigt [87]. Der Einsatz von reflektierenden Folien ist aus die-
sem Grund im Gewéchshaus vermutlich effektiver, in dem zum einen Lichtmangel herrscht
und zum anderen die Blattfliche der Pflanzen im Allgemeinen geringer ist (vgl. Ergebnisse
der Blattflichenmessungen in Kapitel 4 und Kapitel 8.3.1). Zusétzlich kann die Folie nicht
nur zur Kultivierung der Pflanzen in Sdcken verwendet werden, sondern beispielsweise
auch auf dem gesamten Boden ausgelegt werden. In der vorliegenden Arbeit sind die gro-
Beren Unterschiede zwischen Kontroll- und Dammuvariante im Vergleich zum alleinigen,
ebenerdigen Einsatz von Mulchfolie ebenfalls durch das Pflanzenwachstum erkldrbar. Der
Bodenbereich eines Dammes bietet eine groflere Oberfléche als der ebenerdige Anbau mit
Mulchfolie, wodurch die seitlichen Bereiche eine Aufwiarmung der Bodentemperatur bis
zum Ende der Saison erfahren. Interessant wére es deshalb, Kenntnisse {iber Temperaturen
in tieferen Bodenschichten als 5 cm und damit im Hauptwurzelraum der Erdbeere zu er-
langen (vgl. hierzu auch Kapitel 4). Dies wire vor allem wegen der Sonderstellung der
,Kontroll“-Variante interessant, d. h. es miisste hierbei gepriift werden, wie sich die Bo-
dentemperatur vor und nach der Stroheinlage verdndert.

Im hier dargestellten Versuch wies der Anbau auf die Variante ,,Damm SF* zwar Er-
tragsnachteile gegeniiber der ,,Kontrolle* auf, doch wurde die FruchtgroBe durch die An-
bauvarianten nicht beeinflusst. Diese Beobachtung wurde fiir ‘Elsanta’ durch frithere Ver-
suche von Eis et al. [239] bestétigt, wahrend bei anderen Sorten sogar ein positiver Ein-
fluss auf den Ertrag beobachtet wurde. Weitere Studien an der Sorte ‘Elsanta’ wie die von
Krieghoff et al. [306] hingegen stellten fest, dass eine zweireihige Durchfiihrung des
Dammanbaus keine Ertragsnachteile nach zieht. Zudem konnte kein Effekt der Folienfarbe
auf den Gesamtertrag beobachtet werden, wohl aber der Nachteil, dass die Fruchtgrof3e -
wenn auch geringfiigig - bei der Verwendung von weiller Mulchfolie abnahm [306]. Im
Gegensatz hierzu zeigten Neuweiler & Husistein [307] in einem Vergleich von weillem
und schwarzem Damm, dass die der Verwendung von weifler Mulchfolie einen geringeren
Ertrag verursacht, aber keine Nachteile fiir das durchschnittliche Fruchtgewicht nach sich

zieht. Die unterschiedlichen, vorgestellten Forschungsergebnisse zeigen, dass eine eindeu-
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tige Aussage zu Vor- und Nachteilen des Dammanbaus hinsichtlich der Ertragsparameter
nicht moglich ist. Vielmehr hingt der Anwendungserfolg zusitzlich von den Standortbe-
dingungen und dem Anbaujahr ab.

Als eindeutiges Ergebnis kann die Steigerung der inneren Standardfruchtqualitidt durch
den Einsatz von Ddmmen mit schwarzer Mulchfolie festgehalten werden. So enthielten die
Friichte des schwarzen Dammes eine hohere Trockenmasse und hohere Zuckergehalte
(°Brix) und wiesen damit ein verbessertes Zucker/Saure-Verhéltnis [40] auf als die anderen
Varianten. Dies spiegelte sich in beiden Versuchsjahren in einer hoheren Beliebtheit bei
der sensorischen Bewertung wider, da die Gesamtqualitdt und Typizitdt der Friichte besser
beurteilt wurde als fiir die Friichte der ,,Kontrolle® bzw. des weilen Dammes. Aromaana-
lysen wéren in diesem Zusammenhang interessant, um das Ergebnis zu spezifizieren.

Obwohl durch den Erntetermin bedingte saisonale Unterschiede auftraten, lieBen sich
in Relation zu der Kontrollvariante der Gehalt an sekundéren Inhaltsstoffen und den oben
genannten konventionellen Qualitdtsparametern der Friichte prinzipiell steigern, wenn
Damme und Mulchfolie zur Bodenbedeckung verwendet wurden. Als Gesamtfazit kann
der Anbau auf Ddmmen durchaus empfohlen werden. Allerdings sollten die Vorteile der
Qualitatsparameter gegen die Kosten und Umweltfaktoren (z. B. Einsparung von Ressour-
cen wie Wasser oder Herbiziden, dafiir aber eine erhohte Aufkommen von Folienabfall

[302]), genau abgewogen werden.
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Strawberries (Fragaria x ananassa Duch. cvs. Everest, Elsanta) were grown in a tunnel covered with two
films, which were distinguished in their uliraviolet transparency, as well as under open-field conditions. One
applied film was not transparent for UVB radiation, and the second film transmitted 70% of UVB radiation.
During the present study, the nufritional value and quality parameters of the fruits were evaluated.
Strawberries were UV-unresponsive in view of the content of ascorbic acid and sum parameters like total
anthocyanins and antioxidant capacity measured with TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity),
ORAC (oxygen radical absorbance capacity) and total phenols. These parameters were mainly affected
by sampling date and cultivar. However, HPLC analysis showed that individual phenolics were affected in
the absence of UV radiation. The content of the anthocyanin cyanidin 3-glucoside and the flavonols
guercetin 3-glucuronide and kaempferol 3-glucoside was decreased in the fruits grown under UV blocking
film compared to open-field grown strawbemies. By means of the UV transparent fim the content of the
mentioned flavonoids could be enhanced up to similar amounts like in open-field grown strawberries. All
other phenolics were not consistently affected by UV radiation. This result was independent of cuktivar.

KEYWORDS: Strawberries; antioxidant; cultivation; anthocyanins; flavonoids; ascorbic acid; TEAC;
ORAC; UV radiation; total phenols

INTRODUCTION

During the past decade health-promoting components of plant
products have received increasing attention. Particularly berry
fruits are assumed to play an essential role in the prevention of
cardiovascular diseases or cancer (/, 2). In strawberries, phenolic
compounds and ascorbic acid are main contributors to the
antioxidant capacity of the fruits and their nutritional value (3).
More than 40 phenolic compounds including anthocyanins,
proanthocyanidins, ellagitannins, phenolic acids or flavonols
have been identified in these fruits until now (4). However,
cultivars differ in their phenolic composition (3, 6). In addition,
environmental effects like temperature, altitude, salt stress or deficit

Nowadays, the use of polyethylene tunnels for out-of-season
production in Europe 1s common to produce strawberries (/4).
Additionally, this method offers advantages like increased plant
density, protection from hail and rain or reduction of certain
fungal diseases (15). However, less is known about changes of
nutritional ingredients in fruits grown in plastic tunnels. The main
used plastics are standard polyethylene foils, which are not
transparent for UVB radiation.

However, different materials are available, which vary in their
transparency for UV radiation (/6). Plants often respond to UV
light, which affects flavonoid biosynthesis genes (/7). Phenolics
can act as UV-protectors e.g. because of their absorption of light
between 270 and 290 nm. Detailed investigations of different UV

irrigation influence the formation of strawberry bioactives (7 —10).
Several studies were directed to the effect of cultural systems e.g.
mulch color, high beds or planting date, which may interact with
the synthesis of phytochemicals in strawberry (11—13).
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transparent plastic foils were focused on bioactives in let-
tuce (/8, 19). Furthermore, research on ultraviolet radiation
and phenolic substances was performed with grapes, tomatoes
and apples (20—22). The treatments with reduced UVB irradia-
tion generally resulted in lower contents of secondary plant
metabolites in the crops. In contrast, also increases of individual
phenolics were observed during UVB absence in grapes (20).
Recently, studies with strawberries grown under plastic films,
which differ in their UV transparency, affected neither the content
of anthocyanins nor the antioxidant capacity (23).

©2010 American Chemical Society
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Article

In the present study, the influence of tunnel cultivation with
two different films compared to open-field grown strawberries
was investigated. The aim was to analyze the impact of UV
radiation on bioactives in strawberries with respect to agronomi-
cal and quality parameters like leal area:yield ratio, soluble solids
confent and titratable acidity. Therefore the content of ascorbic
acid, total anthocyanins and antioxidant capacity was deter-
mined. High performance liquid chromatography (HPLC) anal-
ysis was performed to detect alteration of the major individual
polyphenols. In a subtrial the external (“peel”) and internal
tissues (“flesh™) of strawberries cv. Everest were analyzed sepa-
rately to determine the distribution of phenols in strawberry and
to evaluate putative UV-protectors. To avoid influences of the
sampling date fruits from the three treatments; blocking film,
window film and open-field were sampled and compared on the
same day with consideration of the [ruit size.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Folin—Ciocalteu’s phenol reagent was purchased from
VWR (Darmstadt, Germany); L-(+)-ascorbic acid from Carl Roth GmbH
(Katlsruhe, Germany); 2,2-azino-bis-( 3cthylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt (ABTS), (£)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-
2-carboxylic acid (Trolox), 2,2"-azobis(2-methylpropionamidine)dihydrochlo-
ride (AAPH), gallic acid monohydrate (3,4, 5-trihydroxybenzoic acid)
and fluorescein sodium salt was from Sigma Aldrich (Steinheim,
Germany). The standards for HPLC analysis were ellagic acid and
coumaric acid obtained from Sigma Aldrich, cyanidin 3-0-glucoside,
kaempferol 3-O-glucuronide and pelargonidin 3-O-glucoside from Extra-
synthése (Genay Cedex, France) and quercetin 3-p-glucuronide from
Carbosynth (Berkshire, U.K.).

Plant Material and Field Experiments. In 2008, ever-bearing
strawberry plants (Fragaria % ananassa Duch. L. cv. Everest) were grown
at Landwirtschaftskammer Kéln-Auweiler (Germany) soilless in peat
bags under a four span plastic tunnel (Haygrove, length 34 m, width of
each span 5.5 m) with automatic control of irrigation and fertilization.
Two spanswere covered with a standard film (blocking film) and the other
two with a UV transparent film (window film). Plastic films were
purchased from folitec Agrarfolien-Vertriehs GmbH (Westerburg,
Germany). The blocking film was UV M 42 (clear, thickness 190 um,
transmittance 89/90%, UVB transparency 0%) and window film was UV
B window (clear, thickness 190 gm, transmittance 89/90%, UVB trans-
parency 70%). The assured transparency of the films was confirmed by
photometric measurements (Figure 1). A control was cultivated under
open-field conditions and covered with a net for crop protection against
birds. The harvest started for the open-field treatment June 29 and was
completed September 28. Strawberry plants in the high-tunnel were
harvested from May 25 to November 2. Protected cultivation extended
the harvest period of the ever-bearer cv. Everest because of increased
temperatures. [n 2009, the trial was repeated with the same film types at the
Geisenheim Research Center (Germany). In addition, the June-bearer cv.
Elsanta was planted. Both cultivars were set in the middle of May in bare
soil, irrigated and covered with an open-sided tunnel (Haygrove, length 30
m, width 8 m) June 10. The harvest period for cv. Elsanta was from June 29
to July 27 outside and in the tunnel from June 25 to July 27. The first
inflorescences of cv. Everest were removed as is common for ever-bearers,
and the harvest began for all treatments on July 16 and was stopped on
Augusi 20.

For the period of the trials, air temperature and photosynthetically
active radiation (PA R) were measured every 10 min for all treatments and
collected using a data-logger in both years. The two plastic films
transmitted similar amounts of PAR, which was comparableto the outside
treatment with net in 2008 (around 98% of natural light under the net). In
2009, PAR radiation in the mnnel was 87% compared to the open-field
only, because of the missing net. All trials were carried out in three
repetitions with a minimum of 40 plants per plot and harvested in a three/
four day rhythm. 500 g of healthy, nondamaged fruits from each treatment
and replication were collected twice: for cv. Everest at the beginning of the
harvest and two weeks later and for cv. Elsanta at harvest beginning and
already one week later because of its shorter harvest period, respectively.
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Figure 1. Spectral transmission of the blocking film in comparison to the
window film used in this study.

Leaf Area. In 2009, the leaf area was analyzed; five complete plants per
treatment and repetition were measured directly after the harvest period
with a leaf area meter (LI-3100C, Licore, Lincoln, NE, USA).

Sample Preparation. The fruits were quartered and, to avoid bias, the
counterparts of the fruits were immediately snap frozen in liquid nitrogen
at sampling date, stored at —28 °C and milled to powder later on. The
other two quarters of the fruits were homogenized with a hand blender,
and the resulting puree was used for determinations of soluble solids
content, titratable acidity and dry matter. Each biological replicate was
analyzed separately.

To evaluate the distribution of phenolics in strawberry fruits, an
additional sampling date of the cv. Everest in 2009 was fixed for a tissue
trial. Therefore the sliced fruits were lyophilized, and the external tissue
(peel, 2.5 mm) was separated from the intemal tissue (flesh) and milledto a
fine powder, which was used for determination of total phenol content and
HPLC analysis.

Soluble Solids Content (SSC), Dry Matter and Titratable Acidity.
The puree was directly measured with a digital refractometer (A. Kriiss
Optotronic GmbH, Hamburg, Germany) to determine S8C in %. For
total dry matter content five grams of puree per sample was mixed with sea
sand and dried for approximately four hours at 103 °C until the last
weighing step was stable. The dry matter content was expressed in % of
fresh weight. Titratable acidity was determined by resuspending five grams
of strawberry puree with 50 mL of water. This mixture was automatically
titrated (Schott-Titrator, Titrinoline Alpha; software, Titrisoft) with
0.33 mol-L ™" sodium hydroxide. Results were expressed as citric acid in %
of fresh weight.

Ascorbic Acid. The ascorbic acid content was determined by iodo-
metric titration. Five grams of frozen strawberry powder was extracted
twice with 10 mL of oxalic acid (2%, w/v) and centrifuged. The super-
natants were collected, acidified with sulfuric acid (10%) and determined
with automatic potentiometric titration (Schott-Titrator, Titrinoline Al-
pha Plus; software, Titrisoft) with a 1/128 mol-L ™" iodide—iodate solu-
tion. Results were expressed as ascorbic acid in ug per g fresh weight.

Total Anthocyanins and Total Phenols Content. Five grams of
frozen strawberry powder was extracted twice ultrasound-assisted for 30
min with 10 mL of 80% methanol. For thetissue trial 500 mg of yophilized
powder was used for the extraction. Supernatants were collected and the
methanol was added to a volume of 25 mL for the following analysis as
previously described (24). Briefly, total anthocyanins were determined by
the pH differential method (25) and the extracts were diluted with two
buffer solutionsat pH 1 and 4.5. The absorbance was measured at 500 and
700 nm, and the results were calculated as ug of pelargonidin 3-glucoside per g
fresh weight with a molar absorption coefficient of 15,600 L-mol™'-cm™
for pelargonidin 3-glucoside. Total phenols were determined by the
Folin—Ciocalten method (26) using gallic acid as reference compound.
The absorbance was measured after 60 min at 760 nm, and the total phenol
content was expressed as ug of gallic acid equivalents per g fresh weight.

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) Assay. The
TEAC assay was carried out as previously described (24). In brief,
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Table 1. Effect of Cultural System on Agronomical Parameters in 2009°

Josuittis et al.

cultivar treatment single leaf area (cm?) leaf area per plant (cm?) leaf area:yield ratio (cm?/g) yield (g/plant) mean fruit wt (g)

'Everest’ blocking Btdc 2210 + 616 ¢ 58+1.0b 390 +£90b 142+ 08b
window T +4be 2451 £ 591 ¢ 76+11b 321 £8bc 145+ 04b
open-field 1+4a 3790 + 982 b 75+06b 505 +£35a 178+ 02a

'Elsanta’ blocking 2T+Te 2399 + 549 ¢ 143+1.1a 168 + 13d 118+ 04¢
window 2d+4de 2181 £ 675¢ 152 +15a 143 + 15d 116+ 02¢
open-field 2+5d 4622 + 1150 a 151+£1.1a 5 +25¢ 119+ 06¢

Significance”

freatment * " ns " "

cultivar " ns " " "

treatment x cultivar ns ns ns ns "

#Data are expressed as the mean + standard deviation (n = 3). Means within the same column followed by different letters were significantly differert at p < 0.05. Png=

nonsignificant. *Significant at p < 0.05. **Significant at p< 0.01.

45 mmol- L™ potassium persulfate was added to a 7mmol: L' ABTS solu-
tion in 50 mmol-L™" phosphate buffer (pH 7.4) to generate a stable ABTS
radical cation solution overnight. Before measuring, the ABTS'™ solution
was diluted with phosphate buffer to an absorbance of 0.800 £ 0.050. This
solution was mixed with the buffer diluted supernatants from the extracts
described abovein a ratio of 1:20. The absorbance was measured after 6 min
at 734 nm. Trolox was used as a reference compound, and the antioxidant
capacity was expressed in gmol of Trolox eguivalents per g of fresh weight.

Oxvygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) Assay. For the
measurement of the antioxidant capacity by a hydrogen atom transfer, the
ORAC assay was applied after Huang et al. (27). The analysis was carried
out on a black 96-well plate with a microplate reader (Infinite M200,
Tecan). Each well was filled with a 20 4L sample (diluted supernatants
from the methanolic extracts described above), blank or Trolox-
standard (12.5 gmol-L™" to 100 gmol-L™") and 120 L of fluorescein
(120 nmol-L™"). After 5 min incubation 60 uL of AAPH-solution
(40 mmol-L™") was added. The fluorescence was recorded every minute
for 90 min at 37 °C with an excitation wavelength of 485 nm and an
emission wavelength of 520 nm. The ORAC values refer to the net area
under the quenching curve (AUC). The final ORAC values were calcu-
lated by linear regression of the Trolox standards with the Magellan
software and expressed as gmol per g of fresh weight.

HPLC Analysis of Phenolic Compounds. The methanolic extracts
described above were directly analyzed using a ThermoFinnigan Surveyor
HPLC system coupled with a photodiode array detector (PDAD), pump,
and autosampler to separate and quantify individual phenolic compounds,
which was controlled with Chromguest software 4.1. A 3 uL filtrated
sample was injected using a Reprosil-PurC18AQ (Dr. Maisch GmbH,
Ammerbuch-Entringen, Germany) column (150 x 2 mm, 3 gm) with a
guard column. The mobile phase was acidified water containing 2% acetic
acid (A) and acetonitrile/water/acetic acid (50/49.5/0.5) (B) with the
following gradient: 0—31.5 min, 55% B; 31.5—37.5 min, 100% B;
37.5—41 min, 10% B with a flow of 200 4L -min~" and an equilibration
time of 10 min. The PDAD scanned 250 to 600 nm with three discrete
channels at 280, 360, and 500 nm. The main peaks were analyzed and
calculated with available standards. The results were given ingg per g fresh
weight. Peaks were identified by HPLC ESI-MS on an Accela HPLC
system coupled to a LXQ mass spectrometer (Thermo Scientific, Dreieich,
Germany) equipped with an ESI source and a linear ion trap mass
analyzer. HPLC conditions were the same as described above. The whole
system was controlled by the Xcalibur software. For polyphenols, the mass
spectrometer was operated in the positive and the negative mode with the
following conditions: source voltage 4.5 kV; capillary voltage 26 V;
capillary temperature 275 °C. Dependent scans were carried out on target
peaks for MS" scans with a collision energy of 35%.

Analysis of Conjugated Ellagic Acid and Ellagitannins after
Hydrolysis. Because of nonavailable standards ellagitannins were analyzed
after hydrolysis as ellagic acid equivalents. 1.5 g of strawberry powder and
150 mg of lyophilized strawberry powder for the tissue trial, respectively,
was mixed with 5 mL of 50% methanol with 1.2 mol- L™" hydrochloric acid
and incubated at 80 °C for 8 h according to Hikkinen et al. (28). The
hydrolyzed suspension was filled to 10 mL, filtrated and analyzed with the
same HPLC system as described above on an ODS-A (Dr. Maisch GmbH,
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Ammerbuch-Entringen, Germany) column (125 » 2 mm, 5gm). The mobile
phase was 5% formic acid (A) and methanol (B) according to the following
gradient: 0—25 min, 50% B; 25—37 min, 90% B; 37—39 min; 10% B; 39—46
min, 10% B with a flow of 200 L-min~". The amount of ellagic acid was
calculated at a wavelength of 255 nm and given in ug per g fresh weight.

Statistical Analysis. All data were analyzed statistically with analysis
of variance using SPSS (version 17). The means of all parameters were
compared with Duncan'’s test. Differences of P < (.05 were considered as
significant. Results were given as a mean + standard deviation (SD). A
principal component analysis (PCA) was performed with XLSTAT 2010
for the bioactive components to get an overview of the relationship
between the analyzed data. PCA is an effective tool for reducing dimen-
sions of a data set by creating a matrix and describing major trends. The
score plot visualizes the distribution of the sample, which can be use for
grouping the observations. The loading plot shows the importance and
interactions of the variables correlating with the distribution of the
samples. To suppress the effect of sampling, each value was divided with
the mean of the open-field value per each sampling date. The data were
autoscaled to supply comparable weights for all parameters. Accordingly,
the four sampling dates for cv. Everest in 2008 and 2009 were compared
and also the two sampling dates for cv. Elsanta in 2009.

RESULTS

Agronomical Parameters: Not Affected by UV Radiation. The
three different treatments blocking film, window film and open-
field were distinguished mainly in temperature and the films in
UV transparency (Figure 1). The mean temperature outside was
19.5 °C + 1.0 °C for each date calculated for four weeks prior to
sampling. In 2008, the average daily mean temperature under the
films was +2.0 °C (blocking film) or +2.5 °C (window film) and
the average daily maximum temperature +6.5 °C (blocking film)
to 8.0 °C (window film) higher than the open-field treatment. In
2009, the temperature differences were lower than in 2008 due to
the use of an open-sided tunnel and better air exchange (mean
temperature: +1.1 °C to +1.4 °C and maximum temperature
+2.6 °C to +3.4 °C, respectively) Despite the fact that a single
tunnel was used in both experimental years, temperature under
the window film was higher than under the blocking film. The
window [ilm was transparent for radiation from 230 nm and the
blocking film from 340 nm (Figure 1).

Theenvironmental parameters affected the plant performance,
ie., leafarea, yield or fruit size (Table 1). In the first experimental
year the yields of the two tunnel treatments (blocking film 1152 g/
plant, window film 1138 g/plant) were significantly enhanced
compared to the open-field yield (850 g/plant) because of an
extended harvest period of the ever-bearer cv. Everest. In the
second year, a higher yield of around 150 g more per plant was
observed under open-field conditions for both cultivars compared
to tunnel cultivation (Table 1). In addition, open-field grown
plants of each cultivar had the highest total and single leaf area.
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Table 2. Effects of Cuttural System on Quality Parameters Like Dry Matter, Titratable Acidity and Soluble Solids®

cultivar/year sampling date treatment mean fruit wt of the sample (g) dry matter (%) titratable acidity (%) soluble solids content (% Brix)
'Everest' 2008 T blocking 137+ 20d 73+£01h 0.77 £ 0.05 bed 63+01h
window 138+ 18d 7.8+02hg 0.83+003b 6.3+01h
open-field 154 + 2.1 be 9.2 +£03f 0.72 £ 0.02 def 8.0+ 0.1de
T2 blocking 15.0 + 0.7 be B2+05¢g 0.67 £ 0.03 f 7.0+02¢g
window 177+ 08b 81+05¢ 0.66 + 0.01 f 70+01g
open-field 146 + 09 cd 9.1 £05f 0.81 £ 0.01 be 7.7 +£03ef
'Everest’ 2009 T blocking 177 +10b 10.5 =+ 0.5 bede 093+004a 9.2+06b
window 153+ 12bc 10.6 = 0.1 bede 097 +£003a 95+01b
open-field 176+21b 10.3 = 0.2 cde 088+001a 91+01b
T2 blocking 138+ 08d 10.0 + 0.4 de 0.76 + 0.01 cde 744061
window 137+ 08d 10.6 & 0.4 bede 0.84 £+ 0.01 be 8.0 £0.3 cde
open-field 213+35a 10.4 = 0.1 bede 0.83 £+ 002 be 83+03cd
'Elsanta’ 2009 T blocking 130 + 04 d 10.7 = 0.4 bed 0.78 £ 0.05 be 84+02cd
window 128+ 06d 11.6+03b 0.76 £ 0.03 be 85+03¢
open-field 166 + 1.3 bc 10.5 = 0.3 bede 0.79 + 0.03 be 83+02cd
T2 blocking 76+ 071 11.3+08b 0.71 £ 0.04 ef 10.3+03a
window 76+02f 125+06a 0.72 £ 0.05 def 105+03a
open-field 102 +02e 10.9 + 0.2 be 0.70 + 0.04 f 9.1+03b
Significance”
treatment e ns ns ns
cultivar " " " -
sampling e ns e *

treatment < cultivar
treatment < sampling
treatment < cultivar < sampling

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns

# Data are expressed as the mean + standard deviation (n = 3). Means within the same column followed by different letiers were significantly different at p < 0.05. Pns =

nonsignificant. *Significant at p < 0.05. **Significant at p< 0.01.

For both cultivars none of the parameters were affected by the
different film types and were therefore UV independent (Table 1).
Furthermore, the leal area:yield ratio was not significantly
affected by the treatments. However, plants under the blocking
film showed a tendency toward a closer leaf area:vield ratio than
plants of the other two treatments. The mean fruit weight was
increased for fruits of the cv. Everest in both years. In 2008, the
mean [ruit size of tunnel grown fruits was 15.5 g and significantly
different for open-field fruits with 17.4 g. This effect was not
observed for cv. Elsanta when grown under open-field conditions.

Quality Parameters. For both cultivars UV radiation did not
affect the fruit size. In general, the fruit size of ever-bearers like cv.
Everest alternates during their long harvest period. This was
confirmed in our study. In contrast, the fruit size of June-bearers
decreases continuously during the harvest period. The beginning
of the June-bearer cv. Elsanta, harvested in the open-field, was
four days later than in the tunnel, consequently the tunnel-grown
fruits cv. Elsanta were smaller than open-field fruits at the same
sampling date (Table 2).

Dry matter, titratable acidity and SSC were only inconsistently
affected by the different treatments. Only in 2008, the open-field
treatment increased significantly the dry matter and SSC in the
fruits at both sampling dates, but no influence of UV radiation
was observed (Table 2).

Overview UV-Effects on Bioactive Compounds: Characteriza-
tion with Principal Component Analysis (PCA). For PCA only the
17 health-related parameters ascorbic acid, antioxidant capacity,
colorless phenols and anthocyanins were considered. The result
was displayed for principal component (PC) 1 and PC2, which
explained for cv. Everest 70.9% of the data and for cv. Elsanta
56.5% (Figures 2 and 3). The 17 variables discriminated for cv.
Everest mainly the treatment blocking film while the treatments
window film and open-field were not clearly separated. Separa-
tion of the UV treatments was mainly caused by the content
of anthocyanin cyanidin 3-glucoside, the flavonols quercetin
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3-glucuronide, kaempferol 3-glucoside and the TEAC value. All
other analyzed anthocyanins were correlated with the total
anthocyanin content and split window film and blocking film
of the first cultivation year (2008) from all other samples.
Antioxidant capacity measured by ORAC, TEAC and total
phenols was not correlated with anthocyanins except for cyanidin
3-glucoside, but with the ellagic acid content after hydrolysis,
quercetin 3-glucuronide and kaempferol 3-glucoside. p-Coumar-
oyl glucose was for this cultivar negatively correlated to the
anthocyanins and not correlated to all other parameters
(Figure 2). For cv. Elsanta all three treatments were clearly
clustered (Figure 3). The three flavonoids quercetin 3-glucuro-
nide, kaempferol 3-glucoside including kaempferol 3-glucuronide
and cyanidin 3-glucuronide separated UV-treated and UV-un-
treated fruits correlating negatively with p-coumaroyl glucose. All
other health-related parameters were independent of these two
groups with strong interactions (Figure 3).

Ascorbic Acid, Total Anthocyanins and Antioxidant Capacity.
Overall, the treatments did not afTect the content of ascorbic acid
and total anthocyanins in fruits of both cultivars. Ascorbic acid
was significantly affected by cultivar only and total anthocyanins
by cultivar and the sampling date (Table 3). However, in 2008 the
content of total anthocyanins was enhanced in strawberries ofcv.
Everest growing under plastic, but no effect was observed among
the treatments in 2009 ( Table 3). The antioxidant capacity of both
cultivars measured with the three assays total phenols, TEAC and
ORAC was significantly affected by the treatment, but no clear
UV-effects were observed (Table 3). In general, significant differ-
ences among the treatments were lower than 15% and the
variation among the sampling dates was partially higher than
between the three treatments. The cultivars were distinguished
only in antioxidant capacity measured by the ORAC-assay
(Table 3).

Composition of Individual Anthocyanins. At all sampling dates
significant effects for both cultivars were observed only for
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Figure 2. Principal component analysis (PC1 and PC2) of the different treatments blocking fim, window film and open-field on cv. Everest score plot (A) and
loading plot of the bioactives (B). The ending _y1 indicates the samples of the first experimental year (2008) and _y2 of the second experimental year (2009).

Kaempterol 3-glucoside includes kaempferol 3-glucuronide.

cyanidin 3-glucoside and pelargonidin 3-glucoside-malonate con-
tent (Table 4). For each sampling date the content of cyanidin
3-glucoside was significantly reduced in fruits grown under
blocking film compared to those grown under the window film
or under open-field conditions, respectively (Table 4). The con-
tent ranged in fruits of cv. Everest (cv. Elsanta) treated with
blocking film from 11.1 g to 18.9 ug (1.9 ug to 49 ug) and in
fruits treated with window film or open-field fruits from 16.6 ug to
257 ug (5.7 pg to 15.0 ug) per g fresh weight. As a result the
formation of cyanidin 3-glucoside was influenced by UV radia-
tion predicted by the PCA (Figures 2 and 3). The pelargonidin
3-glucoside-malonate content was decreased in open-field grown
fruits of cv. Everest only in 2008, but in this year all other
pelargonidin related anthocyanins were decreased, too (Table 4).
Concerning cv. Elsanta the amount of pelargonidin 3-glucoside-
malonate was decreased in open-field fruits only at the first
sampling date. The PCA results showed that only cyanidin
3-glucoside was independent from all other anthocyanins while
pelargonidin 3-glucoside-malonate was correlated with them
(Figure 2). Consequently, this anthocyanin was not affected by
UV radiation. Both cultivars were significantly different for all
analyzed anthocyanins. Sampling date influenced all anthocyanins
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except for pelargonidin 3-rutinoside incv. Everest, which was not
detected in cv. Elsanta.

Composition of the Major Colorless Polyphenols. The main
effect on colorless phenols was observed on the content of
quercetin 3-glucuronide and kaempferols in both cultivars
(Figures 2 and 3, Table 5). The absence of UV radiation decreased
strongly the content of quercetin 3-glucuronide at each sampling
date. Fruits of cv. Everest and cv. Elsanta produced under
blocking film contained only approximately 835% and 75% less
of this flavonol, respectively, compared to open-field grown
fruits, whereas the strawberries treated with window film con-
tained approximately 40% less quercetin 3-glucuronide com-
pared to open-field fruits in 2008. In 2009, they reached up to
similar amounts as the open-field grown strawberries in both
cultivars (Table 5). The impact on kaempferol-derivatives was not
as strong as on quercetins and dependent on glycosylation.
Kaempferol 3-glucoside and kaempferol 3-glucuronide, respec-
tively, were for both cultivars negatively affected by missing UV
radiation and correlated with the quercetin content (Figures 2 and 3).
Incv. Everest approximately 35% less kaempferol 3-glucoside under
blocking film and 15% under window film compared to the open-
field fruits were found. For cv. Elsanta this kaempferol content was
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Figure 3. Principal component analysis (PC 1 and PC 2) of the different freatments blocking film, window film and open-field on cv. Elsantascoreplot (A) and
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decreased in fruits produced under the blocking film, too, but no
differences were observed between the other two treatments, window
film and open-field (Table 5). The formation of kaempferol 3-gluco-
side-malonate was not obviously affected by UV radiation (Table 5).
PCA results showed that this kaempferol was for both cultivars cor-
related with all pelargonidin related anthocyanins (Figures 2 and 3).

The content of ellagic acid after hydrolysis of the ellagitannins
and the ellagic acid derivative was significantly influenced by the
treatment and by the sampling date, but no effects of UV
radiation could be ascertained (Table 5). Ellagic acid after
hydrolysis was correlated with antioxidant capacity for both
cultivars. However, for cv. Everest no interaction of the ellagic
acid after hydrolysis with the ellagic acid derivative was observed.

Overall, the content of p-coumaroyl glucose was not affected
by the treatment or by the sampling date but by the cultivar
(Table 5). Nevertheless, there was no or a negative correlation
with this phenolic acid and all other bioactive compounds. Forcv.
Everest, p-coumaroyl glucose correlated negatively with pelargo-
nidin related anthocyanins, kaempferol 3-glucoside-malonate
and ellagic acid derivative but not with the UV affected param-
eters like quercetin 3-glucuronide, kaempferol 3-glucoside and
cyanidin 3-glucoside, whereas for cv. Elsanta, p-coumaroyl
glucose was negatively correlated with these three flavonoids,
consequently the content was enhanced in UV-untreated fruits.
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However, no correlation of p-coumaroyl glucose with all other
bioactives was observed (Figures 2 and 3).

Distribution of Polyphenols in Strawberry Flesh and Peel.
To work out if the determined effects are limited to the surface
of strawberry fruits, external and internal tissues were analyzed
separately. The peel contained higher amounts of total phenols
(3800 mg per 100 g dry weight) than the flesh (2300 mg per
100 g dry weight) (Table 6). All detected phenols except for
p-coumaroyl glucose were up to 10 times higher in the peel than in
the flesh (Tables 6 and 7). The content for p-coumaroyl glucose
was similar in both tissues and enhanced in the peel of UV-
untreated fruits as observed in cv. Elsanta. The previous result,
which was determined in the whole fruits, was mainly confirmed
by this additional sampling. However, significant effects for
quercetin 3-glucuronide, kaempferol derivatives (Table 6) and
cyanidin 3-glucoside (Table 7) were only observed in the peel of
the fruits. The results for the flesh showed the same tendency as
the external tissue.

DISCUSSION

The main objectives when applying different cultural systems
are out-of-season production or high yields with high quality
fruits. However, it is important that the nutritional value is not
disregarded. In order to estimate the effect of UV radiation on
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Table 3. Effects of Cultural System on Ascorbic Acid, Total Anthocyanins and Antioxidant Capacity®
cultivar/year sampling date treatment ascorbic acid® total anthocyanins® total phenols? TEAC® ORAC®
"Everest’ 2008 d1 blocking 551+ 33f 647 =262 2097 + 23 bede 230+ 05] 32.4 £ 2.4 ghi
window 564 + 30 f 641 = 36a 2341 +85ab 26.5 =+ 0.9 defgh 37.1 % 1.4 def
open-field 609 + 20 ef 553 = 41b 2254 + 195 abe 24.4 4 2.7 hi 36.8 & 2.7 def
d2 blocking 563+ 15f 692 + 30a 1822 +71f 207+ 08k 29.1+1.31
window 559+ 16 692 + 19a 1869 -+ 60 ef 202+ 0.5k 35.2+ 1.5¢6fg
open-field 614 + 15 ef 484 + 21de 2254 + 202 abe 24,0 £ 1.3 hi 34.4 £ 2.1 1gh
'Everest’ 2009 di blocking 753+ 3¢ 383 + 36 ghi 2327 =121 ab 28.9 =+ 1.5 bed 37.0 % 0.1 def
window 675 + 14 de 382 + 9 ghi 2460 +234 a 316+09a 39.0+ 0.1cde
open-field 574+ 9f 418 £ 331gh 2224 + 106 abc 286 + 0.1 bed 36.4 + 1.2 def
d2 blocking 730 + 23 cd 426 + 331g 1897 + 177 def 25.2 + 1.6 efghi 34+23h
window 740 + 29 cd 409 £ 38 igh 2423 +94 a 298+ 2.1 be 38.4 4+ 2.5 cde
open-field 740 + 33 cd 409 + 42 igh 1937 + 109 def 27.3+ 2.0 cdelg 37.4 + 0.4 def
'Elsanta’ 2009 di blocking 893+ 30a 362 =+ 24 hi 2195 + 30 abc 266 + 0.1 bede 39.6 % 0.6 bed
window 855 + 30 ab 369 £ 12 hi 2416 =228 a 26.8 + 0.8 defg 43.3+31a
open-field 896+ 15a 343 + 221 2196 =+ 138 bed 27.7 + 1.4 cdefg 41.2+ 1.8bc
d2 blocking 768+ 24 ¢ 497 + 14d 2277 £ 89 ab 25.8 + 0.3 efghi 411+ 2.6bc
window 796 + 69 be 573+ 25b 2275 + 164 ab 300+24ab 456+ 22a
open-field 866+ 45a 540 + 48 be 2052 = 140 cdef 25.0 = 1.5 fghi 321+ 1.5¢ghi
Signifinance"
treatment ns ns * * "
cultivar " * ns ns “
sampling ns " " ns "

freatment x cultivar
treatment = sampling
freatment » cultivar » sampling

ns
ns
ns

ns
ns
ns

* o

ns
ns
ns

o

ns
ns

#Data are expressed as the mean -+ standard deviation (n=3). Means within the same column followed by different letters were significantly different at p < 0.05. " Data
are expressed in micrograms per gram of fresh weight. “Data are expressed as micrograms of pelargonidin 3-glucoside equivalents per gram of fresh weight. ? Data are
expressed as micrograms of gallic acid (GAE) equivalents per gram of freshweight. ® Data are expressed as micromoles of Trolox equivalents per gram of freshweight. "ns=

nonsignificant.

bioactives in this study, two films differing in UV transparency
(Figure 1) were used. Moreover, tunnel-grown strawberries and
open-field grown fruits were compared focusing on health-
beneficial components, for the first time to our knowledge.

Strawberry fruits contain a complex mixture of polyphenols,
which contribute, together with ascorbic acid, to their antioxidant
capacity in different ways, depending on the used assay, chemical
constitution, content or synergistic effects of individual compo-
nents. Considering these bioactives, PCA was able to discriminate
among the fruits of the three treatments; blocking film, window
film and open-field. The main characterization of both cultivars
was caused by the content of the flavonols quercetin 3-glucoside,
kaempferol 3-glucoside including kaempferol 3-glucuronide and
the anthocyanin cyanidin 3-glucoside and separated UV-treated
and UV-untreated fruits. All other health-related parameters did
not explain a UV effect.

At one point in the sampling dates we could observe significant
effects of the treatments in antioxidant capacity, but the differ-
ences were generally lower than 15% (Table 3). Fruits grown
under blocking film had tended to a lower antioxidant capacity
than under the window film, but also open-field grown fruits
often showed the lowest values. This result was not sufficient for
a certain conclusion of UV-effects on antioxidant capacity and
agrees with the published research of soft fruits (23). The main
research on tunnel cultivation and health-related compounds
focused on leafy vegetables (/8, 19) and tomato fruits (27). In
these studies the content of total phenols was enhanced with UV
treatment.

Regarding the total anthocyanin result, UV radiation did not
affect the content in our study. Other investigations observed
positive UV effects for lettuce on the total anthocyanin con-
tent (/8, 19,23 ) but not for strawberries and other soft fruits (23).
However, in 2008 we could observe less total anthocyanins
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(Table 3) and pelargonidin related anthocyanins (Table 4) in
open-field fruits at both sampling dates. This observation could
be explained by higher temperature differences measured during
the first experimental year compared to the second. Wang
et al. (/0) found a strong correlation between temperature and
anthocyanin content. In the face of the enhancement of total
anthocyanins in 2008, it is astonishing that the formation of
cyanidin 3-glucoside was inhibited in the absence of UV radiation
for all sampling dates. In 2009, this result was confirmed, and a
higher cyanidin 3-glucoside content was observed in both culti-
vars. Nevertheless, cyanidin 3-glucoside-malonate and all other
pelargonidin related compounds were not affected by UV radia-
tion. In strawberries, cyanidins are minor pigments, but they
occur as major anthocyaninsin the lettuce Lollo Rosso and there-
fore explain the detected enhancement of the total anthocyanins
in these studies. The skin of several apple varieties contains
cyanidin-related anthocyanins, which are mainly formed on the
sun exposed side (22). Postharvest treatments with UVB radiation
could enhance the total anthocyanin content, too (29).

During this study the main effect of UV radiation on straw-
berries was observed in the enlarged formation of quercetin
derivatives. Strawberries grown without UV radiation contain
only 15% to 25% of the amount compared to open-field grown
fruits. By means of a UV transparent film, quercetin contents were
increased from 50% up to similar contents as in open-field grown
fruits (Table 5). Kaempferol 3-glucoside and kaempferol 3-glu-
curonide were decreased in the absence of UV radiation but less
than quercetin, while kaempferol 3-glucoside-malonate was not
affected. In addition, the lack of UV radiation caused by the
blocking film increased the content of p-coumaroyl glucose in the
whole fruits of cv. Elsanta and also in the peel of cv. Everest, while
their flesh was affected in tendency, only. More research in this
context is required to clarify if this result is a cultivar effect or an
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sampling cyanidin pelargonidin pelargonidin pelargonidin cyanidin 3-glucoside-  pelargonidin 3-glucoside-
cultivarlyear  date  treatment 3-glucoside® 3-glucoside® 3-rutinoside® ¢ derivative® malonate® malonate®
‘Everest' 2008  d1 blocking 128 =14 ef 357.9+254a 327+23a 21£0.1de 5.3+ 0.5bcd 758 £ 4.6de
window 21.0 £16bc 377.0 407 a 346+30a 26+09cd 6.8 +06ab 742 +126e
open-field 23.8 +35ab 307.6 +296b 261 +£29b 2.0 £ 0.3 defg 5.3+ 0.6 bed 56.5 + 5.2 fg
d2  blocking 189 +£25cd 3729+ 163a 36.0+26a 33+04b 80+04a 87.7+45¢
window 247 £19ab 3763+ 126a 333+1.0a 3.1+£0.1bc 79+07a 84.7+1.3cd
open-field 257 =39a 271.4 =9.0bc 251 +£08b 1.4 £ 0.2 fgh 6.2 £ 0.7 abc 474+ 12¢h
‘Everest' 2009 di blocking 11.1 £07fg 219.5 + 22.8 defg 252 +15b 12+03h 3.4+ 0.8defg 426+6.0h
window 17.9+24cd 201.6+235fg 216+25¢ 1.3+ 04gh 4.3 +0.1cde 39.0+43h
open-field 166 =2.0de 229.8 + 18.7 defg 247 +24bc 1.4 £ 0.3 efgh 3.0+ 0.2efg 405+ 32h
d2  blockng 118 +£29f 236.5 = 15.4 cdefg 276 +£19b 1.4 £ 0.1 fgh 4.0=£0.1de 46.8 £ 3.0 gh
window 191 =08 cd 243.8 +29.7 cde 276+41b 12£0.1h 3.6 = 0.7 def 474 +£6.2¢h
open-field 18.3 + 34 cd 240.2 + 21.1 cdef 275+24b 1.6 = 0.2 efgh 4.9 + 0.5 bede 419+23h
'Elsanta’ 2009 d1 blocking 1.9+ 0.2i 203.5 + 10.2 efg nd 2.1 + 0.4 def 14+07g 612+ 35f
window 57+ 16hi 200.6 +4.9fg nd 1.9 + 0.2 defg 1.8+ 05fg 59.6 +4.9f
open-field 7.8+ 07gh 1957 +133¢ nd 1.6 = 0.2 efgh 1.7+£091g 475+39¢h
d2  blocking 494+04hi 2476+9.8cd nd 41+03a 4.2 £ 0.7 cde 1009 £4.0b
window  15.0 + 2.7 def 2924 + 264 b nd 44+ 06a 6.3+ 12abc 111.8+92a
open-field 12.7 + 1.2 ef 2895+ 265b nd 40+05a 5.1 £ 0.7 bede 999+9.0b
Significance’
treatment * ns ns ns ns *
cultivar " - " " "
sampling * * ns * * **
treatment » cultivar ns ns ns ns ns
treatment » sampling ns ns ns ns ns ns
treatment x cultivar x sampling  ns ns ns ns ns

4Data are expressed as the mean + standard deviation (n = 3). Means within the same column followed by different letters were significantly different at p < 0.05. ® Data are
expressed as cyanidin 3-glucoside in micrograms per gram of fresh weight. °Data are expressed as pelargonidin 3-glucoside in micrograms per gram of fresh weight. nd = not

detected. “ns = nonsignificant. *Significant at p < 0.05. Significant at p < 0.01.

effect of distribution between peel and flesh tissue. Other studies
showed a decrease in phenolic acids in tomatoes when UV
untreated (27).

The content of polyphenols in strawberries was increased in the
external tissue except for p-coumaroyl glucose, agreeing with
other studies (30). This observation approves the UV-protection
function of flavonoids. Especially quercetins in the strawberry
external tissue seem to play a key role in the context with
ultraviolet radiation agreeing with other studies (/8, 19, 22).
The main part of total phenol content was detected in the external
tissue. Thus, the occasional above-mentioned low antioxidant
capacity of open-field grown fruits compared to tunnel grown
fruits can be explained by the fruit weight: A higher berry size
results in a lower epidermal tissue:fruit size ratio; consequently
larger fruits must have lower total phenol contents than smaller
fruits. Anttonen et al. (//) also described that primary [ruits,
which have the highest berry size, contain a lower antioxidant
capacity than secondary or tertiary fruits, respectively.

Quercetins are besides kaempferols one of the major flavonols
occurring in strawberries, but compared to the complex antiox-
idant mixture of anthocyanins, ellagitannins, proanthocyanidins
or ascorbic acid the content is relatively low. That is one reason
why the intense changes of quercetins by the treatments were not
detected by the antioxidant assays like TEAC or ORAC. Borges
et al. (3/) analyzed soft fruits by HPLC-PDA with online
antioxidant detection (TEAC). They showed that quercetins in
raspberries did not provide antioxidant capacity and also that the
contribution of quercetins detected in blackcurrant, redcurrant
and cranberry was low. Recently, Ordidge et al. (23) postulated
that UV radiation does not affect bioactives in soft fruits, but in
this study individual components were not regarded. Hence,
present quercetin derivatives in blueberries or raspberries are
supposedly influenced by UV radiation, too.
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The flavonoid biosynthesis pathway (32) comprehends that
eriodyctyol and dihydroquercetin, respectively, are precursors of
quercetin and cyanidin, whereas kaempferol and pelargonidin
result from naringenin and dihydrokaemplerol. For this reason
the main effect was found on the linked components cyanidin and
quercetin derivatives. Accordingly, the expression of genes which,
are involved in quercetin synthesis are inducible by UV radiation.
In the case of kaempferol, our assumption is that the synthesis is
little affected by UV, but one part of the glycosylation because
kaempferol 3-glucoside-malonate was not affected by UV radia-
tion. Results of 2008 and other investigation (/0) indicated that
especially the content of kaempferol 3-glucoside-malonate could
be temperature sensitive like anthocyanins. Supplementary re-
search, which includes the responsible genes is required. Already
published metabolomic (33) or proteomic (34) work during fruit
ripening should be estimated with caution because the used
strawberries were produced in tunnels. The “original” flavonoid
biosynthesis pathway for the mentioned studies is probably
affected by the absence of UV radiation. Faith et al. (33) showed
the highest quercetin 3-glucuronide content through the big green
stage of unripe strawberry fruits, followed by a decline until full
ripeness of the fruits. It is possible that this development is not in
agreement with the quercetin accumulation in open-field grown
fruits. Evidence for this hypothesis in our study is provided by the
first and second sampling results of cv. Elsanta: Although the
plants had been covered with the film at the first sampling for a
shorter time (less than three weeks) than for the second, where
already small green fruits were observable, we found the same
relationship for the three treatments for both sampling dates.
Consequently, the major formation of quercetins has to be at a
later fruit stage agreeing with other publications (35, 36).

Further investigations of individual phenolics in berries grown in
tunnels are necessary, especially because the protected production
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Table 5. Effects of Cuttural System on Main Colorless Polyphenols®
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ellagic acid after ellagic acid p-coumaroyl quercetin kaempferol 3-glucoside + kaempferol kaempferol 3-glucoside-

cultivar/year samplingtreatment hydrolysis” derivative” glucose® 3-glucuronide? 3-glucuronide® malonate®

‘Everest' 2008 T1 blocking 360+ 35fg 58+ 0.1def 288+37fy 61+06¢g 47 + 0.3 ghij 3.8+02d

window 415+ 11def 57+ 1.1defg 285 +47fg 195+02e 6.0 £ 0.4 def 41+04d

open-field 481+ 26 cd 45+ 03h 409+47ab 339+24c¢ 75+ 08b 27+02e

T2 blocking 480+ 41 cd 67 +£05cd 207+ 14h 48+11g 5.1 £ 0.2 fghi 45+01d

window 479+ 13 cd 61+ 03def 174£07h 223 +0.9de 72+ 03bc 42+01d

open-field 481+ 26 cd 33+£01i 277+18¢g 405 +08b 100+16a 25+02e

‘Everest' 2008 T1 blocking 454 +38cde 56 + 0.6efgh 419+ 21a 35+04g 37 +01] 25+01e

window 577+ 39 ab 6.3+ 0.4cde 362+ 34bcd 248+33d 59 £ 0.8ef 23+02e

open-field 590 + 74 ab 55+ 0.4efgh 346 +30cde 241+17d 6.1 £ 0.4 def 23+01e

T2 blocking 536+ 48abc 51+ 1.0fgh 371+ 10abed 52+08¢ 42 £ 0.4 24+03e

window 520 + 84 be 61+ 06def 377 £44abc 261 +35d 6.1 £ 0.5 def 25+02e

open-field 532+ 20abc 46+ 08gh 3B7+27abc 346+21c 76+09b 23+02e

‘Elsanta’ 2008 T1 blocking 427 £50def 32+011 318+ 12defg 103 £1.4f 4.5 £ 0.2 hi 6.8+ 048
window 383+ 32efg 33+089i 305+05efg 41.0+07b 54 + 0.1efgh 59+02¢
open-field 313+ 12¢g 30+02i 274+18g 488+20a 57 + 0.3 efg 58+03c
T2 blocking 425+ 30def B80+02ab 333+ 16cdef 11.0£1.7f 51 £ 0.11ghi 6.9+ 048
window 603+ T71a B7+06a 3I4+16efg 453+17a 7.0 £ 0.6 bed 72+02a
open-field 415+ 45def 73 +£1.0bc 306+ 10efg 404 146D 64 £ 0.3 cde 6.5+02b
Signif'r:ance"

freatment * * ns * ” ”
cultivar - ns ns * * “
sampling * " ns ns " ns
freatment = cuttivar - ns ns " " ns
freatment > sampling ns ns ns ns ns ns
freatment :« cuttivar » samplng  * ns ns " ns ns

# Data are expressed as the mean =+ standard deviation (n= 3). Means within the same column followed by different letters were significantly different at p <0.05. Data are
expressed as ellagic acid equivalents inmicrograms per gram of fresh waig ht. ® Data are expressed as coumaric acidin micrograms per gram of fresh weight. ° Data are expressed
as quercetin 3-glucuronide in micrograms per gram of fresh weight. Data are expressed as kaempferol 3-glucuronide in micrograms per gram of fresh weight. 'ns =
nonsignificant. *Significant at p < 0.05. **Significant at p < 0.01.

Table 6. Distribution of Polyphenols in Strawbeny Flesh and Pesl®

ellagic acid after ellagic acid p-coumaroyl quercetin kaempferol 3-glucoside + kaempferd  kaempferd 3-glucoside-
tissuetreaiment hydrolysis” derivative” glucose® 3-glucuronide” 3-glucuronide® malonate® total phenols’
flesh blocking 241 +22a 23+06c 556+20a 25+06d 1.7+01d 1.9+ 01c 2248 £ 217 b
window 292+ 35a 21+02c 496+14a 24+02d 1.9+02d 1.6+02¢ 2205+ 55b
open-field 318 +15a 21+07c 512+29a 77+10cd 22+01d 16+02¢ 2329+ 121b
peel blocking 680 £ 65b 93+17a 5H40+28a 10x+19¢ 47+ 03¢ 36+ 04a 3865 £ 242 a
window 677 £133b 68+06b 3¥9+38b 359+25b B8+ 07b 25+ 040 3899 + 262 a
open-field 683+ 10b 67+02b 407+50b 552+73a 85+1.0a 28+01b 3748 £ 123 a
Significance?
freatment ns * * " " " ns
fissue - - - " - - -
freatment x  ns * ns " " * ns

tissue

#Data are expressed as the mean - standard deviation (n = 3). Means within the same column followed by different letters were significantly different at p <0.05. "Data are
expressed as ellagic acid equivalents in miligrams per 100 grams of dry weight. ©Data are expressed as coumaric acid in milligrams per 100 grams of dry weight. @ Data are
expressed as quercetin 3-glucuronide in milligrams per 100 grams of dry weight. ® Data are expressed as kaempferal 3-glucuronide in milligrams per 100 grams of dry weight.
'Data are expressed as GAE in milligrams per 100 grams of dry weight. ?ns = nonsignificant. * Significant at p < 0.05, ** Significant at p< 0.01.

of soft fruits is increasing and fruits do not react like leafy
vegetables, e.g., lettuce, or other crops like apple or tomato.

The reduced content of quercetin 3-glucuronide of UV-
untreated strawberries could impair the nutritional value of the
fruits regarding that this flavonol has putative health effects (37).
Quercetin is one of the most predominant flavonols occurring
ubiquitously in fruits and vegetables. The most famous source for
quercetins is onions, with a content of 284—486 ug of quercetin
per g fresh weight (38) and accordingly more than 10-fold higher
than in strawberries grown under open-field conditions. In
Germany, the per capita consumption of onions per year was
in 2008 around 7.1 kg and that of strawberries 3.3 kg. The

140

strawberry is a seasonal fruit whereas onions are consumed
constantly all over the year. Even in this short season strawberry
consumption is only 2-fold higher compared to onions (39, 40).
Regarding this information the quercetin content in strawberries
compared to onions seems to be less important. However, the
only benefit of strawberries is that the main occurrence of this
flavonol is quercetin 3-glucuronide as quercetin is present in
plasma (47). Quercetins are available in onions only as glucosides,
which could be a disadvantage in bioavailability.

Considering the agronomical and quality parameters, tem-
perature effects covered possible UV effects. Tunnel-grown plants
tended to lower yields for the same harvest period (Table 1),
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Table 7. Distribution of Anthocyanins in Strawbemy Flesh and Peel®
cyanidin pelargonidin pelargonidin pelargonidin cyanidin 3-glucoside- pelargonidin 3-glucoside-

tissuetreaiment  3-glucoside” 3-glucoside® 3-utinoside® derivative® malonate” malonate®

fleshblocking 26+05¢ 164.2 +6.8¢ 14.4 + 08¢ 06+0.1b 18+03b 408+ 15d
window  35+01¢ 141.0+£13.9¢ 138+ 08¢ 04 +01b 16+£02b 34.7+36d
open-field 3.1 +07¢ 148.1 £13.5¢ 16.0 £ 09¢ 05+0.2b 15+02b 357+39d

peel blocking 201 = 1.1b 3108 L£16.1a 315+25a 11+ 04a 75+10a 698+ 36a
window 240+ 3.4ab 2524 +£219b 243 +13b 12+01a B5+13a 531+ 48¢
open-field 266 +4.9a 3027 £104a 315+22a 13+ 03a 78+12a 60.3+1.7b

Significance?

treatment ns ” * ns ns "

fissue " " o " o "

freatment x ns ns " ns ns ns

tissue

# Data are expressed as the mean -t standard deviation (n= 3). Means within the same column followed by different letters were significantly different at p < 0.05. "Data are
expressed as cyanidin 3-glucoside in milligrams per 100 grams of dry weight. “Data are expressed as pelargonidin 3-glucoside in milligrams per 100 grams of dry weight.

“ns = nonsignificant, ** significant at p < 0.01.

which may be an effect of temperature (42). However, protected
cultivation can extend the season, which resulted particularly for
ever-bearer in higher total yields as shown in 2008. Higher
temperature decreases the average fruit weight, but cv. Elsanta
showed only marginal reduction by mean temperatures higher
than 20 °C (42). During this trial the temperature outside was on
average 20 °C, and | °C higher under the standard film, not
affecting the fruit size of cv. Elsanta Elsanta but of cv. Everest
(Table 1). The ever-bearer cultivar seemed to be more tempera-
ture sensitive; lower fruit weights of tunnel-grown strawberries
were observed in both experimental years. The window film
inclined to slightly higher temperatures. However, no significant
effects were observed by application of the window film for single
leafl area, total leal area per plant, yield or mean fruit weight
compared to the blocking film (Table 1), although lettuce
decreased leaf area with UV radiation (18). The plant perfor-
mance of strawberries seems to be mainly UV unresponsive and
more temperature dependent. Over all sampling dates, the open-
field fruits had the highest average fruit weight (Table 2).

For most parameters, the sampling dates had a stronger impact
on the fruits than the treatment. [n principle, one should bear in
mind that the growth stage of field-grown plants is delayed to that
of tunnel-grown plants; consequently the comparability of the
fruits on the same sampling date is only restrictedly possible.
Generally, the treatments did not differ in quality parameters like
titratable acidity, SSC or dry matter and consequently the
irrigation in the tunnel was not deficit.

Insummary, we could estimate losses of several flavonols in the
absence of UV radiation by the use of standard UVB blocking
films in strawberry fruits, although open-field grown strawberries
are delayed compared to tunnel-grown {ruits and the sampling
date strongly affects the content of bioactives. The main observa-
tions caused by UV radiation were not cultivar dependent. The
deficits can be partially avoided by the application of UVB
transparent films. Most bioactives, which contribute to the
antioxidant capacity, were not affected by UV radiation. In our
study we could not provide any disadvantages of the use of UV
transparent films in plant performance or yield compared to
standard blocking films.

ACKNOWLEDGMENT

The authors appreciate Gerhard Milller and collaborators for
excellent coordination and assistance of the field experiments,
Gerold Schmidt for temperature and PAR measurements and
Anna Gresch and Jeannette Zacharias for analytical support.

141

LITERATURE CITED

(1) Seeram, N. P. Berry fruits for cancer prevention: Current status and
future prospects. J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 630—635.

(2) Zafra-Stone, S.; Taharat, Y.; Bagchi, M.; Chatterjee, A.; Vinson,
J. A.; Bagchi, D. Berry anthocyanins as novel antioxidants in human
health and disease prevention. Mol. Nutr. Food Res. 2007, 51,
675—683.

(3) Meyers, K. I.; Watkins, C. B.; Pritts, M. P.; Liu, R. H. Antioxidant
and antiproliferative activities of strawberries. J. Agric. Food Chem.
2003, 51, 6887—6892.

(4) Aaby, K.; Ekeberg, D.; Skrede, G. Characterization of phenolic
compounds in strawberry (Fragaria x ananassa) fruits by different
HPLC detectors and contribution of individual compounds to total
antioxidant capacity. J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 4395—4406.

(5) Buendia, B.; Gil, M. L; Tudela, J. A;; Gady, A. L.; Medina, J. J;
Soria, C.; Lopez, J. M.; Tomés-Barberan, F. A. HPLC-MS analysis
of proanthocyanidin oligomers and other phenolics in 15 strawberry
cultivars. J. Agric. Food Chem. 2010, 58, 3916—3926.

(6) Tulipani, S.; Mezzetti, B.; Capocasa, F.; Bompadre, S.; Beckwilder,
J; de Vos, C. H. R.; Capanoglu, E.; Bovy, A. G.; Battino, M.
Antioxidants, phenolic compounds, and nutritional quality of dif-
ferent strawberry genotypes. J. Agric. Food Chem. 2008, 56,
696—704.

(7) Crespo, P.; Bordonaba, I. G.; Terry, L. A.; Carlen, C. Characterisa-
tion of major taste and health-related compounds of four strawberry
genotypes grown at different Swiss production sites. Food Chem.
2010, 122, 16—24.

(8) Keutgen, A. 1.; Pawelzik, E. Quality and nutritional value of strawberry
fruit under long term salt stress. Food Chem. 2008, 107, 1413—1420.

(9) Terry, L. A.; Chope, G. A.; Bordonaba, J. G. Effect of water deficit
irrigation and inoculation with Botrytis cinerea on strawberry
(Fragaria » ananassa) fruit quality. J. Agric. Food Chem. 2007, 55,
10812—10819.

(10) Wang, 8. Y.; Zheng, W. Effect of plant growth temperature on
antioxidant capacity in strawberry. J. Agric. Food Chem. 2001, 49,
49774982,

(11) Anttonen, M. J.; Hoppula, K. I; Nestby, R ; Verheul, M. I.; Karjalainen,
R. O. Influence of fertilization, mulch color, early forcing, fruit order,
planting date, shading, growing environment, and genotype on the
contents of selected phenolics in strawberry (Fragaria * ananassa duch.)
fruits. J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 2614—2620.

(12) Atkinson, C. J.; Dodds, P. A. A.; Ford, Y. Y.; Le Miere, I.; Taylor,
J. M.; Blake, P. 8; Paul, N. Effects of cultivar, fruit number and
reflected photosynthetically active radiation on Fragaria x ananassa
productivity and fruit ellagic acid and ascorbic acid concentrations.
Ann. Bot. 2006, 97, 429—441.

(13) Wang, S. Y.; Millner, P. Effect of different cultural systems on
antioxidant capacity, phenolic content, and fruit quality of straw-
berries (Fragaria » ananassa Duch.). J. Agrie. Food Chem. 2000, 57,
9651—9657.



Solar UVB response of bioactives in strawberry

12702  J. Agric. Food Chem., Vol. 58, No. 24, 2010

(14) Lieten, P. Strawberry production in central europe. Int. J. Fruit Sci.
2006, 5, 91— 105.

(15) Daugovish, O.; Larson, K. D. Strawberry production with protected
culture in southern California. Acta Hortic. 2009, 842, 163—166.

(16) Krizek, D. T.; Clark, H. D.; Mirecki, R. M. Spectral properties of
selected UV-blocking and UV-transmitting covering materials with
application for production of high-value crops in high tunnels.
Photochem. Photobiol. 2005, 81, 1047—1051.

(17) Shitley, B. W. Flavonoid biosynthesis: 'new’ functions for an "old’
pathway. Trends Plant Sci. 1996, 1, 377—382.

(18) Tsormpatsidis, E.; Henbest, R. G. C.; Davis, F. J.; Battey, N. H.;
Hadley, P.; Wagstaffe, A. UV irradiance as a major influence on
growth, development and secondary products of commercial im-
portance in Lollo Rosso lettuce "Revolution’ grown under polyethy-
lene films. Environ. Exp. Bot. 2008, 63, 232-239.

(19) Garcia-Macias, P.; Ordidge, M.; Vysini, E.; Waroonphan, S.; Battey,
N. H.; Gordon, M. H.; Hadley, P.; John, P.; Lovegove, J. A;
Wagstaffe, A. Changes in the flavonoid and phenolic acid contents
and antioxidant activity of red leaf lettuce (Lollo Rosso) due to
cultivation under plastic films varying in ultraviolet transparency
J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 10168—10172.

(20) Kolb, C. A.; Kopecky, J.; Riederer, M.; Pfiindel, E. E. UV screening
by phenolics in berries of grapevine (Vitis vinifera). Funct. Plant Biol.
2003, 30, 1177-1186.

(21) Luthria, D. L.; Mukhopadhyay, S.; Krizek, D. T. Content of total
phenolics and phenolic acids in tomato (Lycopersicon esculentum
Mill.) fruits as influenced by cultivar and solar UV radiation. J. Food
Compos. Anal. 2006, 19, T71-777.

(22) Solovchenko, A.; Schmitz-Eiberger, M. Significance of skin flavo-
noids for UV-B-protection in apple fruits. J. Exp. Bot. 2003, 54,
1977—1984.

(23) Ordidge, M.; Garcia-Marcias, P.; Battey, N. H.; Gordon, M. H.;
Hadley, P.; John, P.; Lovegove, J. A.; Vysini, E.; Wagstaffe, A.
Phenolic contents of lettuce, strawberry, raspberry, and blueberry
crops cultivated under plastic films varying in ultraviolet transpar-
ency. Food Chern. 2010, 119, 1224—1227.

(24) Hartmann, A.; Patz, C. D.; Andlaver, W.; Dietrich, H.; Ludwig, M.
Influence of processing on quality parameters of strawberries
J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 9484—9489.

(25) Giusti, M. M.; Wrolstad, R. E. Characterization and measurement
of anthocyanins by UV-visible spectroscopy. In Current Protocols in
Food Analytical Chemistry; Wrolstad, R. E., Acree, T. E., An, H;
Decker, E. A, Penner, M. H,, Reid, D. S., Schwartz, S. J., Shoemaker,
C.F, Sporns, P., Eds.; John Wiley & Sons, Inc.: New York, 2001; p 1.

(26) Singleton, V. L.; Orthofer, R.; Lamuela-Raventos, R. M. Analysis of
total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by
means of Folin-Ciocalteu reagent. In Methods in Enzymology
Oxidants and Antioxidants Part A; Lester, P, Ed.; Academic Press:
1999; Vol. 299, pp 152—178.

(27) Ou, B.; Hampsch-Woodill, M.; Prior, R. L. R. Development and
validation of an improved oxygen radical absorbance capacity assay
using fluorescein as the fluorescent probe. J. Agric. Food Chem. 2001, 49,
4619—4626.

(28) Hakkinen, 8. H.; Mykkanen, H. M.; Heinonen, 1. M.; Térrénen, A. R.
Ellagic acid content in berries: Influence of domestic processing and
storage. Eur. Food Res. Technol. 2000, 212, 75—80.

142

Josuttis et al.

(29) Ubi, B. E.; Honda, C.; Bessho, H.; Kondo, 8.; Wada, M.; Kobayashi,
S.; Moriguchi, T. Expression analysis of anthocyanin biosynthetic
genes in apple skin: Effect of UV-B and temperature. Plant Sci. 2006,
170, 571—-578.

(30) Gil, M. L; Holeroft, D. M.; Kader, A. A. Changes in strawberry
anthocyanins and other polyphenols in response to carbon dioxide
treatments. J. Agrie. Food Chem. 1997, 45, 1662—1667.

(31) Borges, G.; Degeneve, A.; Mullen, W_; Crozier, A. Identification of
flavonoid and phenolic antioxidants in black currants, blueberries,
raspberries, red currants, and cranberries. J. Agric. Food Chem. 2009,
38, 39013909,

(32) Almeida, J. R. M.; D’ Amico, E.; Preuss, A.; Carbone, F.; de Vos,
C. H.R.; Deiml, B.; Mourgues, F.; Perrotta, G.; Fischer, T. C.; Bovy,
A. G.; Martens, 8.; Rosati, C. Characterization of major enzymes
and genes involved in flavonoid and proanthocyanidin biosynthesis
during fruit development in strawberry (Fragaria x ananassa). Arch.
Biochem. Biophys. 2007, 465, 61—T1.

(33) Fait, A.; Hanhineva, K.; Beleggia, R.; Dai, N.; Rogachev, 1
Nikiforova, V. I; Fernie, A. R.; Aharoni, A. Reconfiguration of
the Achene and Receptacle Metabolic Networks during Strawberry
Fruit Development. Plant Physiol. 2008, 148, 730—750.

(34) Bianco, L.; Lopez, L.; Scalone, A. G.; Di Carli, M.; Desiderio, A.;
Benvenuto, E.; Perrotta, G. Strawberry proteome characterization
and its regulation during fruit ripening and in different genotypes
J. Proteomics 2009, 72, 586—607.

(35) Wulf, J. S.; Rilhmann, S.; Rego, L; Puhl, I.; Treutter, D.; Zude, M.
Nondestructive application of laser-induced fluorescence spectros-
copy for quantitative analyses of phenolic compounds in strawberry
fruits (Fragaria * ananassa). J. Agric. Food Chem. 2008, 36,
28752882,

(36) Halbwirth, H.; Puhl, 1.; Haas, U.; Jezik, K.; Treutter, D.; Stich, K.
Two-phase flavonoid formation in developing strawberry (Fragaria
xananassa) fruit. J. Agric. Food Chem. 2000, 54, 1479—1485.

(37) Boots, A. W.; Haenen, G. R. M. M.; Bast, A. Health effects of
quercetin: From antioxidant to nutraceutical. Eur. J. Pharmacol.
2008, 585, 325-337.

(38) Nemeth, K.; Piskula, M. K. Food content, processing, absorption
and metabolism of onion flavonoids. Crit. Rev. Food Sei. 2007, 47,
397409,

(39) Behr, H.-P. AMI-Markthilanz Gemiise 2010: Daten, Fakten, Entwicklun-
gen, Deutschland, EU, Welt, 2010

(40) Wiirtenberger, E.; Schockemdhle, U. AMI-Markthilanz Obst 2010:
Daten, Fakten, Entwicklungen, Deutschland, EU, Welt; 2010.

(41) Wittig, J.; Herderich, M.; Graefe, E. U.; Veit, M. Identification of
quercetin glucuronides in human plasma by high-performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. J. Chromatogr., B
2001, 753, 237243,

(42) Le Miére, J.; Hadley, P.; Darby, 1.; Battey, N. H. The effect of
thermal environment, planting date and crown size on growth,
development and yield of Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta.
J. Hortic. Sei. Biotechnol. 1998, 73, T86—795.

Received for review July 28, 2010. Revised manuscript received October
22, 2010. Accepted October 22, 2010, We thank Stiftung Gisela for
financial assistance.



10

Bewertung, Fazit & Ausblick

143



Bewertung, Fazit & Ausblick 10.1 Zentrale Ergebnisse der Zielsetzung

10.1 Zentrale Ergebnisse der Zielsetzung
Die Ergebnisse der in der Einfilhrung vorgestellten Ziele beziiglich wertgebender Inhalts-
stoffe der Erdbeere konnen wie folgt zusammengefasst werden:

e  Optimierung der Anwendung von Messmethoden zur Bestimmung von antioxidativ
wirksamen Inhaltsstoffen (Kapitel 3.5)

Die Implementierung der ORAC-Methode sowie die Vereinfachung der Methoden
fiir Gesamtphenole und TEAC wurden im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich eta-
bliert. Dadurch konnten im Wesentlichen die Analysenzeit und -kosten minimiert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten sich aber auch die Grenzen dieser Me-
thoden. Bestimmte Verdnderungen hinsichtlich der Zusammensetzung bioaktiver
Substanzen wie z. B. der Quercetin-Gehalt bei der Untersuchung von UV-B-
Strahlung konnten mit diesen Testmethoden nicht immer erfasst werden.

e Untersuchungen zum Einfluss von Temperatureffekten auf wertgebende Frucht-
inhaltsstoffe der Erdbeere unter Gewéachshausbedingungen (Kapitel 4)
Vitamin C wurde unter kiihleren Bedingungen (Tag/Nacht: 16 °C/12 °C) verstirkt
gebildet. Hohere Temperaturen (Tag/Nacht: 22 °C/16 °C) hingegen beeinflussten
die Biosynthese von Anthocyanen, Kédmpferol-3-malonylglucosid, Proanthocyani-
dinen und Ellagtanninen und die damit verbundene antioxidative Kapazitit in Erd-
beeren positiv. Eine zusitzliche Erhohung der Bodentemperatur auf 26 °C wihrend
des Tages steigerte den Gehalt von p-Cumaroyl-Glucose um 19 %. Die Ubertrag-
barkeit dieser Ergebnisse auf die Freilandversuche wird im nédchsten Abschnitt dis-
kutiert.

e Charakterisierung konventioneller und erndhrungsrelevanter Qualitdtsmerkmale

der Erdbeerfrucht unter unterschiedlichen Umgebungsbedingungen (Kapitel 5 bis
7)

Klimaunterschiede sowie der Saisonverlauf beeinflussten die Zusammensetzung
der bioaktiven Substanzen wesentlich. Dabei konnte bestdtigt werden, dass hohe
Temperaturen die Synthese von Anthocyanen verstirkten. Vor allem fiir den Kli-
maversuch (Kapitel 6) wurde eine wesentliche Verédnderung bei Ellagtanninen und
Proanthocyanidinen beobachtet. Ausgewidhlte Proben wurden zur Abtrennung der
tanninnischen Substanzen mit Hilfe von Sephadex LH-20 extrahiert und massen-
spektrometrisch untersucht. Unterschiede in der Zusammensetzung der Ellag-
tannine wurden detektiert, doch konnte die Ursache dafiir groftenteils nicht evalu-
iert werden. Dariliber hinaus konnte herausgestellt werden, dass der Genotyp der

relevanteste ,,Basis‘“-Faktor fiir bioaktive Inhaltsstoffe ist.
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e Einflussnahme ausgewahlter Kultivierungstechniken auf konventionelle und ernah-
rungsrelevante Qualitatsmerkmale der Erdbeerfrucht

A Einfluss von BodenbedeckungsmaRnahmen (Kapitel 8)

Durch den Einsatz von Mulchfolie konnten bioaktive Substanzen in Erdbeeren gestei-
gert werden. Vor allem durch die Kombination schwarze Mulchfolie und Dammanbau
ergaben sich im Vergleich zu Friichten, die auf konventionelle Art direkt im gewach-
senen Boden kultiviert wurden signifikante Steigerungen an Quercetin, Kdmpferol und
einzelnen Anthocyanen. Zusétzlich wurde die antioxidative Kapazitit um bis zu 30 %

gesteigert.

B. Einfluss des geschiitzten Anbaus unter Verwendung unterschiedlicher UV-B
durchlassiger Folien (Kapitel 9)

Die Synthese von Quercetin-3-glucuronid, Kdmpferol-3-glucosid und Cyanidin-3-glu-
cosid wurde durch fehlende UV-B-Strahlung wesentlich beeintrachtigt. Die Bildung
der weiteren untersuchten Flavonoide, Anthocyane und der antioxidativen Kapazitit

sowie des Vitamins C war hingegen UV-B-unabhéngig.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden im Folgenden einander gegeniibergestellt

und abschlieflend diskutiert.

10.2 Gegeniiberstellung der Ergebnisse und Abschlussdiskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen durchgefiihrt, um Vorerntefaktoren auf
die Bildung von wertgebenden Fruchtinhaltsstoffen der Erdbeere zu evaluieren. Die Ver-
suche gliederten sich hierbei in Untersuchungen mit klimatischem Hintergrund (Kapitel 4
bis 7) sowie kulturtechnische Untersuchungen (Kapitel 8 & 9), in denen anthropogen ge-
zielt eingegriffen wurde, eingeteilt werden. In beiden Versuchsgruppen konnte die Wirk-
samkeit der betreffenden Einflussfaktoren auf bioaktive Substanzen nachgewiesen werden
Dies wird auch bei der versuchsiibergreifenden Gegeniiberstellung der Ergebnisse in Tab.
10.1 am Beispiel der Sorte ‘Elsanta’ deutlich. Eine kiirzlich publizierte Studie von Pince-
mail et al. [209] belegte ebenso, dass bei saisonalen und kulturellen Variationen an der
Sorte ‘Elsanta’ sekundire Inhaltsstoffe stark beeinflusst werden. Der zentrale Einfluss-
faktor ist jedoch, wie durch viele andere Studien bestétigt wurde, der Genotyp [45, 73, 122,
209, 233, 308]. Durch multivariate Statistik konnte diese Feststellung auch durch die in
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse abgesichert (vgl. Kapitel 6) werden [295]. Der
Sortenvergleich von ‘Elsanta’ und ‘Korona' an den Standorten Norwegen und Deutschland

belegte weiterhin, dass verschiedene Genotypen in der Regel dhnlich reagieren (vgl. Kapi-
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tel 6). Dies zeigte u. a. der Vergleich der Vitamin C -, Gesamtphenol- und Anthocyan-
gehalte der Friichte, die bei allen drei untersuchten Sorten am Standort Deutschland ge-
geniiber Norwegen erhoht (Anthocyane) bzw. verringert (Gesamtphenole, Vitamin C) wa-
ren. Dennoch ist festzuhalten, dass die untersuchten Sorten unterschiedlich sensitiv waren
(vgl. Kapitel 6), was auch andere Studien an Erdbeeren zum Thema Salzstress [148, 237],
Bioanbau [77], Anwendung von verschiedenen Mulchfolien [87] oder Untersuchungen zu

Jahreseinfliissen [91] bestdtigten.

Tab. 10.1:
Gegeniiberstellung ausgewéhlter Ergebnisse unterschiedlicher Versuche unter Verwendung von verschiedenem
Pflanzmaterial am Beispiel der Sorte ‘Elsanta’.

Frigo A+ Frigo A+
Traypflanzen, Pflanzen, Griinpflanzen,F Pflanzen, Griin-pflanzen,
Gewichshaus Folienhaus, reiland, Freiland, Freiland,
(Glas), Standort Standort: Standort: Standort: Standort:
Geisenheim Geisenheim Geisenheim Geisenheim Nordeuropa®
(Kapitel 4) (Kapitel 9) (Kapitel 8) (Kapitel 9) (Kapitel 6)
Erntezeitpunkt Januar Juli Mai/Juni Juli Juni/Juli
2010 2009 2008/2009 2009 2008/2009
Losliche Trockenmasse (°Brix) 6,4 c 9,4 ab 7,1b 8,7b 9,6 a
Trockenmasse (%) 8,4b 11,5a 8,8b 10,7 a 112a
Gesamtsdure (%) 0,92 a 0,74 b 0,73b 0,75b 0,90 b
Vitamin C (ug g™ 821 ab 833 ab 798 b 881 a 800 b
Gesamtphenole (pg g) 1592d 2291 b 2039 ¢ 2124 be 2604 a
Gesamtanthocyane (ug g™ 537a 450 ab 408 b 442 b 278 ¢
EA nach Hydrolyse (ug g™) 254 ¢ 460 ab 404 b 3691 506 a
PAC (nggh) 211 ¢ - 274b - 358a
p-CUM GLU (ug g 10,3 ¢ 31,5a 18,0b 29,0 a 21,6 b
QUER 3-GLC (pgg™) 7,6 d 10,65 ¢ 28,2 b 44,6 a 294 b
(Standard)
43,15a
(UV-B Folie)
KAE 3-GLU (ug g'l) 6,1 ab 5,5 ab 6,6 a 6,1 ab 5,6b
KAE 3-MAL-GLU (ug g™") 12,5a 6,7b 6,7b 6,2b 42b

"Mittelwerte der Standorte Kopenhagen (Dinemark) und Stjerdal (Norwegen). Abkiirzungen: Proanthocyanidine (PAC),
Ellagsiure (EA), p-Cumaroyl-Glucose (p-CUM GLU), Quercetin-3-O-glucuronid (QUER-3-GLU), Kéimpferol-3-O-malonylglucosid
(KAE-3-GLU-MAL), Kéimpferol-3-O-glucosid einschlieBlich Kampferol-3-O-glucuronid (KAE-3-GLU).

Saison- und standortbedingte Variationen

Saisonale Untersuchungen an der remontierenden Sorte (vgl. Kapitel 5) konnten zeigen,
dass die Summe der mengenméfig wichtigsten bioaktiven Inhaltsstoffe der Erdbeere wie
Anthocyane, Vitamin C, Ellagtannine und Proanthocyanidine eine hohe Konstanz aufwies
und im Mittel 1807 pug g”' FG betrug. Dies steht im Einklang mit einer Studie von Griesser
et al. [108], die durch Silencing der Glucosyltransferase eine Verringerung der Anthocyan-
gehalte und eine gleichzeitige Erhohung der Flavan-3-ol-Gehalte feststellten. Ebenso
zeigten die untersuchten einmaltragenden Sorten unabhédngig vom Standort vergleichbare
Gehalte an Anthocyanen, Ellagtanninen, Proanthocyanidinen und Vitamin C (vgl. Kapitel

6). Die Summe dieser Gehalte betrug jeweils, bezogen auf das FG fiir ‘Clery' 1907 pg g™,
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fiir ‘Korona' 1811 pg g und fiir ‘Elsanta' 1917 pg g, wobei alle Anbaustandorte der
vorliegenden Studie einbezogen wurden. Dennoch wurden deutliche Unterschiede bei ein-
zelnen Substanzen festgestellt.

Die Ergebnisspannweite einzelner bioaktiver Inhaltsstoffe in Erdbeeren vergroferte
sich mit der Anzahl an Standorten in Europa an denen diese produziert wurden (vgl. Kapi-
tel 6) [295]. Am meisten variierten die untersuchten Parameter fiir die Sorte ‘Elsanta’
(Standorte: Schweiz, Deutschland, Danemark, Norwegen), wobei 1,3-fache bis 7,3-fache
Schwankungen beobachtet werden konnten. Bei der Sorte ‘Korona', die an drei Standorten
(Deutschland, Dianemark, Norwegen) kultiviert wurde, variierten die Gehalte um das 1,3-
bis 4,0-Fache. Die Ergebnisse hinsichtlich der Sorte ‘Clery', die an zwei Standorten
(Schweiz, Deutschland) angebaut wurde, schwankten zwischen 1,1-fach und 2,8-fach.

Bedingt durch den jeweils unterschiedlichen Breitengrad herrschten ungleiche Klima-
und damit auch Wachstumsbedingungen, die einen Einfluss auf die Gehalte der bioaktiven
Inhaltsstoffe ausiibten (vgl. Kapitel 6). Da wegen der Versuchsstandorte starke klimatische
Unterschiede zu jeder Jahreszeit bestanden, war es schwierig, einen Zeitpunkt der Ein-
flussnahme zu fixieren. Weiterhin dndern sich gleichzeitig verschiedene Umweltfaktoren
wie Temperatur, Bodenbeschaffenheit, Niederschlag, Tagesldnge und photosynthetisch
aktive Strahlung (PAR). Dadurch sind synergistische oder suppressive Effekte auf die
Pflanzenbiosynthese moglich [53, 168]. Bereits das Wachstum der Pflanzen, der Beginn
der Ernte und die Fruchtgrof3e wurden wesentlich durch die Anbauregion gelenkt [309].

Wesentliche Unterschiede zwischen Friichten der Anbauregionen bestanden in ihren
Gehalten an tanninischen Inhaltstoffen (vgl. Kapitel 6). Bei ausgewéhlten Proben wurden
nicht nur die Summenparameter untersucht, sondern auch, ob in der Tanninzusammenset-
zung strukturelle Unterschiede bestanden (vgl. Kapitel 7). Zum einen konnte gezeigt wer-
den, dass das PAC/ Ellagtannin-Verhiltnis je nach Sorte und Anbaustandort unterschied-
lich war [310]. Zum anderen unterschieden sich die Ellagtannine sowohl in der Zusam-
mensetzung als auch den Gehalten je nach Genotyp und Anbaustandort. Weil die Ellag-
tannine hauptsdchlich in den Achénen und in deutlich geringeren Mengen im verdickten
Bliitenboden zu finden sind [94, 184, 311], konnten die Ursachen fiir dieses Ergebnis nicht
direkt geklart werden. Unklar ist z. B., ob die Ellagtannine der Achinen vollstindig oder
nur oberfldchlich erfasst wurden. Weiterhin wurde der Anteil der Niisschen pro Frucht, der

das Ergebnis mafigeblich beeinflusst, fiir die Untersuchung nicht beriicksichtigt.
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Temperatureinfluss unter Bertcksichtigung von GWH- und Freilandversuchen

Die Ergebnisse des Temperaturversuches (2009/2010) im Gewachshaus an der Sorte ‘Els-
anta' (vgl. Kapitel 4) sollten die Auswertung und Interpretation der Daten des Klimaver-
suches (vgl. Kapitel 6) bzw. des Versuches zur Untersuchung des Saisonverlaufes (vgl.
Kapitel 5) unterstiitzen und Aufschluss iiber mogliche Temperatureinfliisse geben. Wéh-
rend des Gewidchshausversuches (vgl. Kapitel 4) zeigten Friichte, die unter kiihleren
Wachstumsbedingungen (Tag/Nacht: 16 °C/12 °C) herangereift waren, geringere Gehalte
an Ellagtanninen (bestimmt als Ellagsédure nach der Hydrolyse) als Friichte, die der wéirme-
ren Behandlung (Tag/Nacht: 22 °C/16 °C) unterzogen wurden [166]. Ebenso zeigten die
Ergebnisse beziiglich der remontierenden Sorte, dass die Gehalte an Ellagtanninen wéh-
rend der Saison tendenziell abnahmen (vgl. Kapitel 5), was eine Temperaturabhingigkeit
bestitigen konnte. Sowohl beim Freilandsaisonversuch (vgl. Kapitel 5) als auch beim Ge-
wichshausversuch (vgl. Kapitel 4) verdnderte sich das mittlere Fruchtgewicht. Beim
Saisonversuch verringerte sich das Fruchtgewicht wihrend des Versuchsverlaufs, so dass
theoretisch eine hohere Anzahl Achénen pro g Gesamtfrucht vorhanden war. Im Gewéchs-
haus (vgl. Kapitel 4) konnte unter kiihleren Bedingungen hingegen ein hoheres Frucht-
gewicht nachgewiesen werden [166]. Wird das Ellagtannin-Ergebnis des Gewichshaus-
versuches auf das durchschnittliche Gesamtfruchtgewicht (vgl. Kapitel 4, Table II) bezo-
gen und nicht auf die BezugsgroBle Frischgewicht, sind die Gehalte bei allen drei Varianten
vergleichbar. So enthielten die Friichte der kiihleren Variante 2,7 mg Ellagtannin pro
Frucht, die Friichte der wiarmeren Variante 2,8 mg und die Friichte, die unter Erhéhung der
Bodentemperatur auf 26 °C heranreiften 2,6 mg Ellagtannine pro Frucht. Eine Temperatur-
abhingigkeit der Ellagtannine kann auf dieser Basis nicht bestdtigt werden.

Der Klimaversuch ergab, dass in Friichten der nordlicheren Regionen die PAC-Ge-
halte hoher waren als in jenen der siidlicheren Standorte (vgl. Kapitel 6 & 7). Dieses
Ergebnis wurde durch massenspektrometrische Untersuchungen und die Erfassung einzel-
ner Substanzgruppen nur z.T. bestitigt (vgl. Kapitel 7). Im Gegensatz zu den
hydrolisierbaren Tanninen variierten die PAC-Werte hauptsichlich in den absoluten Ge-
halten und nicht in ihrer Zusammensetzung. Allerdings erhohten sich die Gehalte an PAC
bei kiihleren Temperaturen nicht (vgl. Kapitel 4), so dass eine generelle Schlussfolgerung
hinsichtlich des Einflusses der Temperatur auf die Biosynthese von PAC nicht moglich ist
[166]. Interessant ist in diesem Zusammenhang, auch die PAC-Gehalte auf das durch-
schnittliche Gesamtfruchtgewicht zu beziehen. Dann ergibt sich, dass die Friichte der kiih-
leren Variante 27,3 mg PAC pro Frucht und jene der wiarmeren Variante 24,4 mg enthiel-

ten. Die durchschnittlichen Fruchtgewichte waren beim Klimaversuch (vgl. Kapitel 6) fiir
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die nordlicheren Standorte in der Regel kleiner oder gleich grof3 [309] im Vergleich zu den
stidlicheren Standorten, was die gegensitzlichen Ergebnisse erkliaren konnte.

Neben Variationen der Tanninkomponenten wiesen die Friichte der nordlicheren Re-
gionen niedrigere Anthocyangehalte und hohere Vitamin C-Gehalte auf (vgl. Kapitel 6).
Fiir Friichte, die unter Gewichshausbedingungen kultiviert wurden (vgl. Kapitel 4), konnte
belegt werden, dass der Vitamin C-Gehalt und die Anthocyanakkumulation temperatur-
abhéngig ist. Wahrend der Vitamin C-Gehalt durch kiihlere Umgebungstemperaturen posi-
tiv beeinflusst wird [147, 165, 166, 298], wird die Biosynthese von Anthocyanen durch
wirmere Bedingungen angeregt [147, 166]. Dieses Phdnomen wurde auch durch den Sai-
sonversuch bestitigt (vgl. Kapitel 5). Aufgrund der oben erwidhnten wechselnden Umwelt-
faktoren wihrend der Freilandversuche und der Effekte durch die Kultivierung im Ge-
wichshaus konnten die Ergebnisse der geschiitzten Versuche kaum auf alle anderen Sub-
stanzen iibertragen werden. So wurden Quercetin-3-O-glucuronid und Cyanidin-3-O-glu-
cosid in Gewéchshausfriichten nur in geringen Mengen detektiert, da ihre Synthese durch
die UV-B-Strahlung stark beeinflusst wird (vgl. Kapitel 9) [163]. Die Gesamtphenol-
gehalte in den Gewéchshausfriichten waren die geringsten, die in dieser Studie fiir ‘El-
santa' gemessen wurden (vgl. Kapitel 4, 6 & 8). Im Vergleich zum konventionellen
ebenerdigen Anbau (vgl. Kapitel 8) war der mittlere Gesamtphenolgehalt wie auch der
TEAC-Wert in den Gewichshausfriichten um 25 % verringert. Der mittlere ORAC-Wert
hingegen war unter Gewéchshausbedingungen um 9 % gegeniiber den Freilandfriichten
erhoht. Im Hinblick auf die spezifischen phenolischen Inhaltsstoffe zeigten sich neben den
erwihnten UV-B-abhéngigen Phenolen wie z. .B. Quercetine Unterschiede zwischen Frei-
land und Gewéchshaus bei der p-Cumaroyl-Glucose, das in den Gewidchshausfriichten in
deutlich geringeren Mengen (-58 %) gebildet wurde als in den Freilandfriichten. Der Ge-
halt von Kdmpferolen unterschied sich beim Glucosid im Vergleich zu den Freilandfriich-
ten nicht (vgl. Tab. 10.1), der Gehalt an Kémpferol-3-O-malonylglucosid war hingegen in
den Friichten, die im Gewichshaus erzeugt wurden, doppelt so hoch. Unklar ist in diesem
Zusammenhang, ob das Mengenverhéltnis zwischen diesen Kémpferolglycosiden durch
fehlende UV-B-Einwirkung oder andere Faktoren hervorgerufen wird. Was die mengen-
miBig bedeutendsten phenolischen Inhaltsstoffe anbelangt, zeigte sich bei Friichten aus
dem Gewiéchshaus fiir die Ellagtanningehalte, bestimmt als Ellagsdure nach Hydrolyse, im
Vergleich zu jenen aus dem Freilandanbau eine Abnahme um 40 % und fiir die Proan-
thocyanidine um 22 %. Der Gehalt an Vitamin C war bei den Gewéchshausfriichten ledig-
lich um 10 % verringert wihrend die Anthocyane verstdrkt mit einer Erh6hung von 34 %

gebildet wurden. Diese Unterschiede stehen im Einklang mit den Korrelationen des Sai-
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sonversuches an der remontierenden Sorte ‘Everest' (vgl. Kapitel 5), bei dem insgesamt
eine stirkere Verbindung zwischen Ellagtanninen und dem TEAC- und Gesamtphenolwert
bestand und fiir den ORAC-Wert eine stirkere Verbindung zu den Gehalten an PAC er-
mittelt wurde.

Da die Gewidchshausversuche im Spétherbst stattfanden, wurden die Pflanzen bis zum
Versuchsbeginn ungewo6hnlich lange kiihl gelagert. Wahrend der Kiihllagerung verringert
sich der Kohlenhydratgehalt im Rhizom in Abhéingigkeit von der Lagerdauer [312]. Dies
spiegelte sich z. T. mit 6 °Brix auch in verhiltnismaBig niedrigen Zuckergehalten der
Friichte wider (vgl. Tab. 10.1). Da Zucker Ausgangsprodukte des Shikimisdureweges und
damit auch der Ellagtannin- und Flavonoidbiosynthese sind [313, 314], konnte zum einen
der niedrige Kohlenhydratgehalt der Grund fiir die deutlich geringeren Gehalte an bioakti-
ven Fruchtinhaltsstoffen sein. Zum anderen konnten flir die Diskrepanzen die einge-
schriankten Lichtverhdltnisse zu jener Zeit verantwortlich sein. Die letzte These wider-
spricht allerdings dem ermittelten Vitamin C-Gehalt, da die Synthese lichtabhingig ist
[165, 298] und die festgestellten Unterschiede zwischen Freiland- und Gewéchshaus-
friichten mit nur 10 % geringfiigig waren.

Trotz niedriger Gesamtphenolgehalte und niedriger antioxidativer Kapazitit enthielten
die diskutierten Gewichshausfriichte einen verhdltnismaBig konstanten summarischen Ge-
halt der mengenméfig bedeutendsten bioaktiven Inhaltstoffe (Anthocyane, Vitamin C,
Ellagtannine, PAC) von iiber 1732 pg g’'. Dieser Wert war gegeniiber den Freilanderd-
beeren am deutschen Standort nur um weniger als 8 % (1876 pg g, vgl. Kapitel 8) verrin-
gert. Anthocyane und Vitamin C besitzen einen geringeren Einfluss auf die antioxidative
Kapazitit als Proanthocyanidine oder Ellagtannine [89, 103, 315]. Die Summe von An-
thocyanen, Proanthocyanidinen, Ellagsdure und Vitamin C-Gehalten zeigte keine Verbin-
dung zu der antioxidativen Kapazitit (ORAC und TEAC) und nur eine leichte Korrelation

(nach Pearson r = 0,3) zu den Gesamtphenolen.

Bodenbedeckungsmallnahmen & erhéhte Bodentemperatur unter GWH-Bedingungen

Die bisherigen Ergebnisse der Versuche zum Einfluss von Bodenbedeckungsmafinahmen
stimmten weitestgehend mit bisher durchgefiihrten Studien iiberein (vgl. Kapitel 8 in
Verbindung mit Kapitel 2.4.3.6.1). So konnten die meisten bioaktiven Fruchtinhaltsstoffe
durch den Dammanbau gesteigert werden. Die groBten Unterschiede wiesen hierbei
Friichte der Kontrolle (ebenerdiger Anbau im gewachsenen Boden mit Stroheinlage) und
des Damms, der mit schwarzer Mulchfolie bedeckt war, auf. Bei der letztgenannten Vari-

ante waren die bioaktiven Inhaltsstoffe gegeniiber der ,,Kontrolle* um bis zu 30 % erhoht.
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Die Versuche wurden zwar bewissert, doch ist unter der Mulchfolie in Abhéngigkeit von
der Jahreszeit von einem anderen Mikroklima im Vergleich zur ,,Kontrolle* auszugehen.

Der Haupteinflussfaktor bei diesem Versuch war die Bodentemperatur, darum sollte
durch eine Erhdhung der Bodentemperatur und Kultivierung in Sicken im Gewichshaus
der Dammanbau simuliert werden (vgl. Kapitel 4) [166]. Als einziger vergleichbarer Para-
meter unter Gewéchshausbedingungen konnte p-Cumaroyl-Glucose durch die Erhéhung
der Bodentemperatur um 18 % signifikant gesteigert werden, der auch in auf dem schwar-
zen Damm erzeugten Erdbeeren im Mittel um 16 % (vgl. Kapitel 8) erhoht war. Die iibri-
gen ermittelten Ergebnisse waren jedoch nicht direkt iibertragbar. So waren bei diesem
Versuch im Gewédchshaus der Gesamtphenolgehalt, der TEAC-Wert sowie der Gehalt an
PAC aufgrund der Erhéhung der Bodentemperatur sogar um 7 %, 9 % bzw. 17 % verrin-
gert. Der ORAC-Wert und die Gehalte an Anthocyanen bzw. Vitamin C wurden nicht be-
einflusst. Die Ellagtannine waren durch die Erhohung der Bodentemperatur nur tendenziell
um 7 % erhoht. Allerdings muss an dieser Stelle beriicksichtigt werden, dass auch die
Trockenmasse im Gegensatz zum Dammversuch im Freiland durch die Erh6hung der Bo-
dentemperatur nicht beeinflusst wurde (vgl. Kapitel 8).

Der Ergebnisvergleich der beiden Versuche zeigt erneut, dass die Ergebnisse ,,stati-
scher* Gewiéchshausversuche nicht direkt auf ,,dynamische Freilandversuche iibertragbar
sind. Wie bereits aufgefiihrt, weichen viele Faktoren im Freiland von denen unter Ge-
wichshausbedingungen ab und variieren stirker. Fiir den Freilandversuch wurden die
Pflanzen bereits im August des Vorjahres unter dem Einsatz von Mulchfolie und Dammen
kultiviert. Die Einfliisse der Anbauvarianten bestanden damit iiber einen wesentlich ldnge-
ren Zeitraum, wodurch die Beziehung zwischen den Varianten im Freiland zudem von der
Jahreszeit abhing. Bedingt durch die groBere Oberfldche des bepflanzten Bodens wird die
Bodentemperatur der Damme im Vergleich zur Variante mit Stroheinlage wéhrend der
Saison stdrker aufgeheizt. Hingegen konnen im Winter beim Einsatz von Ddmmen we-
sentlich kiihlere Temperaturen vorherrschen [39]. Dariiber hinaus wird die Bodentempe-
ratur beim Damm von oben aufgeheizt und ist auf den oberen Wurzelbereich beschrinkt
[301]. Im Gegensatz hierzu wurde beim durchgefiihrten Gewéchshausversuch der Wurzel-
bereich von unten erwédrmt (vgl. Kapitel 4) [166]. Die durch Einsatz von Mulchfolie er-
zielte Bodentemperaturerhdhung wirkt sich auch auf die Temperatur im Pflanzenbestand
aus [87]. Durch Isolierung der Sicke trat dieser Effekt beim Gewéchshausversuch nicht
auf. [166]. Weiterhin war die Bodentemperatur beim Gewichshausversuch in der Regel

hoher als die Umgebungstemperatur, wihrend beim Anbau im Freiland die Temperatur der
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Umgebungsluft zu Saisonbeginn tagsiiber wesentlich héher und nachts kiihler als die Bo-

dentemperaturen war (vgl. Kapitel 8.3.1 Abb. 8.1).

Einfluss von UV-B-Strahlung bei Anwendung des geschitzten Anbaus

Der Vergleich des Freilandanbaus mit dem geschiitzten Anbau im Wandertunnel unter
Verwendung von zwei Folientypen (UV-B-durchlissig und -undurchléssig) zeigte, dass die
Gehalte an bioaktiven Substanzen und die antioxidative Kapazitit bei diesen grundver-
schiedenen Kultivierungsweisen verhéltnisméBig konstant waren (vgl. Kapitel 9) [163].
Dennoch konnte wegen der fehlenden UV-B-Strahlung eine deutliche Verringerung der
Gehalte an Quercetin-3-O-glucuronid, Cyanidin-3-O-glucosid und Kémpferol-3-O-gluco-
sid von z. T. liber 80 % nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse geben Aufschluss iiber
Einflussfaktoren auf die Induktion der Flavonoidbiosynthese.

In diesem Zusammenhang ist festzuhalten, dass Untersuchungen zur Biosynthese von
phenolischen Inhaltsstoffen im Gewéchshaus sich nur bedingt eignen. Bei der Bezugnahme
auf bereits publizierte Studien unter Gewéchshausbedingungen zu den absoluten Gehalten
von Quercetin-3-O-glucuronid [64] und auf metabolomische Untersuchungen wihrend der
Fruchtreife [97] sollte dieses Ergebnis beriicksichtigt werden.

Im Gegensatz zu den erzielten Ergebnisse wurde in einer Studie mit UV-durchldssiger
und undurchldssiger Folie von Tsormptsidis et al. [204] an drei Terminen der Bliihbeginn
von Erdbeerpflanzen nach der Fruchtstellung (primir, sekundér, tertidr) markiert. Die
Friichte wurden bei kommerzieller Reife unter der UV-undurchléssigen Folie geerntet, so
dass die Friichte aller Varianten unabhéngig vom Reifegrad dasselbe chronologische Alter
besaBen. In der betreffenden Studie konnte bei der getrennten Untersuchung von priméren,
sekundédren und tertidren Friichten ein positiver Effekt von UV-B-Strahlung auf An-
thocyane, Gesamtflavonoide und Gesamtphenole festgestellt werden, der von den Autoren
mit dem Einfluss von UV-B-Strahlung begriindet wurde (vgl. auch Kapitel 2.4.3.6.2). Ein-
zelne phenolische Inhaltsstoffe wie Quercetine oder Cyanidine blieben jedoch unberiick-
sichtigt. Die detektierten Unterschiede zwischen den in jener Studie [204] erzielten Ergeb-
nissen und denen, die im Rahmen dieser Arbeit bzw. denen, die von Ordidge et al. [203]
gewonnen wurden, werden von Tsormptsidis et al. [204] durch eine Maskierung aufgrund
vollstdndiger Untersuchung des Probenmaterials begriindet. Allerdings wurden Tempera-
turunterschiede zwischen den beiden Varianten von Tsormpatsidis et al. [204] nicht be-
achtet. Obwohl im Rahmen der vorliegenden Arbeit lediglich ein Tunnel mit zwei Ein-
deckmaterialien (UV-B-undurchldssige Folie und der UV-B-durchldssige Folie) unter

standiger Beliiftung verwendet wurde, konnten unter dem UV-B-durchldssigen Material
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hohere Temperaturen beobachtet werden [163]. Bei der Untersuchung von Tsormpatsidis
et al. [204] handelte es sich im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen um geschlos-
sene Systeme, bei denen die Temperatur, bedingt durch die UV-B Strahlung, im Vergleich
zur Variante ohne UV-B-Strahlung noch stérker ansteigen konnte. Die erzielten Ergebnisse
wiren demnach das Resultat eines Temperaturanstieges und nicht der Effekt von UV-
Strahlung. Zudem wurden die Friichte mit exakt desselben Alter unabhéngig vom Reife-
grad geerntet. Da die Fruchtreife bei hoheren Temperaturen aber schneller voranschreitet
[39, 309], konnte dies auch bedeuten, dass die Friichte aus dem Folienhaus mit UV-un-

durchléssiger Folie moglicherweise noch nicht vollstindig reif waren.

Chemisch-analytische Aspekte & Bezugsgrofien

In vielen Studien wurden die Tanninkomponenten nicht beriicksichtigt, obwohl sie anteilig
zu der wichtigsten phenolischen Gruppe in Erdbeeren zdhlen [65, 77, 83, 95, 173, 280].
Ein Grund hierfiir ist, dass diese Substanzen analytisch schwieriger zu erfassen sind als die
iibrigen Phenole. So lassen sich Proanthocyanidine (PAC) an RP-Phasen nur schlecht tren-
nen und sind daher nur bedingt geeignet zur Quantifizierung von PAC [64, 102, 285]. Da
in der vorliegenden Arbeit aufgrund eines hohen Probenaufkommens Schnellmethoden
(vgl. Kapitel 1.1) zur Bestimmung der kondensierten und hydrolisierbaren Tannine
verwendet wurden, war mit analytischen Ungenauigkeiten zu rechnen. So wurden die PAC
in der vorliegenden Arbeit in erster Linie photometrisch mittels DMAZA bestimmt, eine
Methode, die nur die Endgruppen von PAC erfasst [316]. Aus diesem Grund werden hoher
polymerisierte Verbindungen nicht oder nur z. T. erfasst. Die Methode fiihrt folglich héu-
fig zu einer Unterschiatzung der PAC-Gehalte. Ebenso wurden die Ellagtannine nach einer
sauren Hydrolyse als Ellagsaure quantifiziert.

Durch diese Methode werden die in der Frucht vorherrschenden Strukturen zerstort, so
dass Informationen z. B. iiber die Molekiilgrof8e und die Verteilung einzelner Substanzen
nicht mehr gewonnen werden konnen. Neben anderen jlingeren Studien [56, 72, 133]
zeigten auch Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit (vgl. Kapitel 7), dass sich
chromatographische Schnellmethoden in Verbindung mit der Massenspektrometrie (LC-
ESI-MS) und mit Auswertehilfe statistischer Verfahren eignen, um eine hohe Anzahl von
Proben zu bewerten [317]. Die zu detektierenden Molekiilmassen sind bei LC-ESI-MS
geratetechnisch in der Regel auf m/z 2000 begrenzt, weshalb auch diese Methoden nur ein-
geschriankt genutzt werden konnen und durch andere Verfahren wie z. B. MALDI-TOF
oder NMR zu ergénzen sind [318]. Zudem wird die Analytik durch das gleichzeitige Vor-

kommen von PAC und Ellagtanninen in Erdbeeren verkompliziert [72].
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Die Schnellmethode zur Bestimmung der Anthocyane in Erdbeeren mittels pH-Shift
erwies sich hingegen als effektiver Ersatz von Messungen mittels HPLC. Dadurch, dass bei
der erstgenannten Messung keine Kalibriergerade, sondern nur ein theoretischer Extink-
tionskoeffizient verwendet wurde, waren die HPLC- Ergebnisse niedriger als die der pho-
tometrischen Methode. Dennoch zeigte sich zwischen den ermittelten Werten der beiden
Methoden eine hohe Korrelation von iiber r = 0,9.

Dartiber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit die Bestimmung der antioxidativen
Kapazitit (TEAC) und der Gesamtphenole optimiert und auf das 96-well Format {ibertra-
gen (vgl. Kapitel 3.5) [319]. Die beiden Methoden wurden damit wesentlich beschleunigt
und effizienter gestaltet. Wie bereits erwéhnt ist bei der Bestimmung der antioxidativen
Kapazitit zu beriicksichtigen, dass bestimmte phenolische Substanzen stérker erfasst wer-
den als andere [89, 92, 103, 315]. Viele Verdnderungen von bioaktiven Inhaltsstoffen wer-
den daher nicht detektiert (vgl. Kapitel 9). Zur Untersuchung von antioxidativen
Inhaltsstoffen sollten darum weitere Methoden mitgefiihrt werden, um alle wichtigen Sub-
stanzgruppen zu erfassen. Da zur Analyse von bioaktiven Substanzen keine standardisier-
ten Probenvorbereitungs-, Extraktions- und Analysemethoden existieren (vgl. Kapitel 2.5),
sind die Ergebnisse insgesamt nur eingeschrinkt mit denen anderer Studien vergleichbar.
Insgesamt stimmten die Bereiche der ermittelten Gehalte mit denen der Literatur iiberein
(vgl. auch Kapitel 2.1, Tab. 2.1) [308].

Die Ergebnisse der analysierten Substanzen wurden in der vorliegenden Arbeit auf das
Frischgewicht bezogen. Bei anderen Studien wurden die Ergebnisse z. T. auch auf die
Trockensubstanz ausgedriickt [134, 161]. Wie die Ergebnisse des Bodenbedeckungsmate-
rial- (vgl. Kapitel 8) und des Klimaversuches (vgl. Kapitel 9) zeigten, kann sich das Ergeb-
nis mit Bezug auf die Trockensubstanz stark verdndern. Unklar ist in diesem Zusammen-
hang, ob von einer Art Verdiinnungseffekt auszugehen ist, was allerdings den konstanten
Gehalten der Parameter wie der Gesamtsdure widersprechen wiirde. Wahrscheinlicher ist
eine erhdhte Synthese von Zuckerbausteinen bzw. eine kompaktere Entwicklung der Zel-
len. Fiir die Interpretation der Daten sollten daher auch zukiinftig beide BezugsgroB3en be-
riicksichtigt werden. Dartiiber hinaus sollte, wie oben beschrieben, ebenso die Fruchtgréfe
beachtet werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch der Zeitpunkt der Probenahme ausschlag-
gebend ist. Die erste Probe der Friichte, die unter Verwendung des schwarzen Dammes
kultiviert wurde, konnte nicht mit den Ergebnissen der anderen Varianten verglichen wer-

den, die wenige Tage spéter gezogen wurden. Bei der ersten Probe waren die Anthocyan-
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gehalte wesentlich niedriger (—33 %) und die Gesamtphenolgehalte hoher (+15 %) als bei
Friichten, die an den darauffolgenden Terminen geerntet wurden [158].

Zudem steht im Zusammenhang mit bioaktiven Inhaltsstoffen immer wieder der Ein-
fluss der Fruchtstellung im Fokus [77, 87, 204, 320, 321]. So enthalten tertidre Friichte
z. T. hohere Gehalte an sekundéren Inhaltsstoffen als primére. Die Fruchtgrof3e nimmt mit
der Fruchtordnung ab [321]. Darum ist diese Beobachtung, wie bereits oben beschrieben,
auf Unterschiede des Oberflachen/Volumen-Verhiltnisses zuriickzufiihren und nicht ur-
sachlich auf die Fruchtordnung. Einerseits sind phenolische Inhaltsstoffe hauptsdchlich in
der Haut der Friichte lokalisiert (vgl. Kapitel 9), andererseits befinden sich Ellagtannine
primir in den Niisschen auf der Frucht [94, 95, 163, 184, 311].

Potentielle Wirkungen von verdnderten Gehalten an antioxidativen Inhaltsstoffe in
Erdbeeren
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass bioaktive Inhaltsstoffe in Friichten je nach Ge-
notyp, Klima und KulturmaBnahmen variieren kdénnen, die Summe der anteilig bedeu-
tendsten Inhaltsstoffe hingegen schwankte nur geringfiigig. Um Schlussfolgerungen be-
ziiglich des Erndhrungswertes ziehen zu konnen, sind weitere Studien notwendig, die
Bioverfiigbarkeit, synergistische Effekte der einzelnen Substanzgruppen und die Matrix
beriicksichtigen. Meyers et al. [280] zeigten, dass verschiedene Erdbeersorten unterschied-
lich starke antiproliferative Aktivitdten aufwiesen. Doch weder die antioxidative Kapazitét
noch der Gehalt an Anthocyanen zeigte hierzu einen direkten Zusammenhang. Diese Be-
obachtung wurde durch Versuche an Brombeeren bestitigt [322].
Ob sich die phenolischen Inhaltsstoffe, wenn sie iiber die Erndhrung aufgenommen wer-
den, positiv auf die menschliche Gesundheit auswirken und Krankheiten wie Krebs, koro-
narer Herzerkrankungen oder Alzheimer vorbeugen, konnen daher nicht direkt mit der an-
tioxidativen Kapazitit von Lebensmitteln in Verbindung gebracht werden. Aus diesen
Griinden zog die USDA’s Nutrient Data Laboratory ihre die Datenbank von ORAC-Wer-
ten verschiedener Lebensmittel kiirzlich zuriick [323].

Neben positiven Effekten der Friichte auf die menschliche Gesundheit wird die Wider-
standsfahigkeit von Pflanzen und deren Friichte im Allgemeinen bzw. deren Haltbarkeit
und Stabilitit erforscht [82, 134, 148, 205, 237], was vor allem im Zuge des Klimawandels

von hoher Relevanz sein konnte.
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10.3 Fazit und Ausblick

Bioaktive Inhaltsstoffe der Erdbeere werden in erster Linie durch den Genotyp gepragt.
Dartiber hinaus zeigten sich KulturmaBBnahmen und die Herkunft als zentrale Einflussgrofe
von sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen. Die Sorten wiesen im Allgemeinen ein &hnliches
Verhalten auf, was am Beispiel des Klimaversuches und des UV-B-Versuches belegt wer-
den konnte. Dennoch sind auf diesem Gebiet weitere Untersuchungen erforderlich. Trotz
detaillierter Messung von Umgebungsbedingungen wie Temperatur oder PAR konnten die
Ursachen fiir eine unterschiedliche Synthese der Sekundarmetabolite nur vereinzelt zuge-
ordnet werden. Dies liegt vor allem daran, dass im Rahmen dieser Arbeit nur die reifen
Friichte analysiert wurden. Bioaktive Inhaltsstoffe werden je nach Substanzgruppe in den
verschiedenen Stadien der Fruchtreife gebildet [73]. Aus diesem Grund ist eine Verkniip-
fung von Klimadaten und einzelnen Reifestadien der Friichte notwendig, um die Einfluss-
faktoren auf die Biosynthese kléren zu konnen. Die Herkunft beeinflusst die Zusammen-
setzung bioaktiver Substanzen in unterschiedlichen Reifstadien der Erdbeere wesentlich
[73], die moglichen klimatischen Ursachen hierflir wurden allerdings in der Studie von
Carbone et al. [73] nicht berticksichtigt. Hier sind weitere Untersuchungen erforderlich, um
z. B. den Einfluss des Klimawandels bewerten und vor allem die Anpassungsfahigkeit der
Pflanzen aufkldren zu koénnen.

In der vorliegenden Arbeit blieb weitestgehend unklar wie die Ellagtannine beeinflusst
werden und welchen Beitrag die Niisschen, in denen Ellagtannine in erster Linie vorkom-
men, dazu leisten. Darum sollte in weiteren Studien eine getrennte Untersuchung von
Fruchtfleisch und den Achénen in Erwidgung gezogen werden.

Die Steuerung der Biosynthese von Quercetin-3-glucuronid und Cyanidin-3-glucosid
durch UV-B-Strahlung konnte weiterhin Aufschluss tiber Regulationsfaktoren der
Flavonoidbiosynthese geben. Somit konnten gezieltere Untersuchungen auf dem Gebiet
der Expressionsanalyse stattfinden, um herauszufinden, warum Pelargonidin-basierte An-
thocyane nicht durch UV-B-Strahlung beeinflusst wurden. Alle Ergebnisse sollten darauf-
hin gepriift werden, ob sie auf andere Arten iibertragbar sind, da die phenolische Zusam-
mensetzung stark von der jeweiligen Kultur abhéngt [76, 93, 103, 287, 324]

Durch die erzielten Ergebnisse konnten insgesamt Verschiebungen in der Zusammen-
setzung von sekundiren Fruchtinhaltsstoffen beobachtet werden. Die Summe der anteilig
bedeutendsten Substanzen blieb allerdings verhidltnismaBig konstant. Hinsichtlich des Er-
ndhrungswertes und moglicher positiver Gesundheitseffekte kann derzeit keine Aussage
getroffen werden, weil Kenntnisse zur Wirkung bioaktiver Substanzen auf den mensch-

lichen Organismus im Detail sowie der unterstiitzenden Wirkung bestimmter Substanz-
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gruppen wie z. B. Vitamin C fehlen. Die Studie von Meyers et al. [280] zeigte Sortenunter-
schiede bei antiproliferativen Eigenschaften, die unabhidngig von der gemessenen antioxi-
dativen Kapazitdt bzw. den Anthocyangehalten der Friichte waren. Darum sollten weiter-
fiihrende Untersuchungen bewerten, auf welchen sekundéren Inhaltsstoffen die Unter-
schiede beruhen und inwieweit Untersuchungen in vivo durchfiihrbar sind. Erst dann sind
Empfehlungen zu bestimmten Sorten oder KulturmafBnahmen wie z. B. beziiglich der
Frage, ob der Dammanbau mittels Polyethylenfolien angewendet werden soll oder nicht,
moglich. Denkbar wire in diesem Zusammenhang in erster Linie, dass, um einen gleich
bleibenden gesundheitlichen Effekt zu erzielen, bei derselben Sorte unterschiedliche Ver-
zehrmengen in Abhdngigkeit von der Herkunft oder Kulturtechnik angegeben werden. In-
teressant wire weiterhin zu untersuchen, wie sich Unterschiede der phenolischen Zusam-
mensetzung der Rohware auf Verarbeitungsprodukte wie Saft oder Konfitiiren auswirken.
Hierbei konnte zum einen die Produktstabilitit eine Rolle spielen und zum anderen Ande-
rungen der Bioverfiigbarkeit, die sich durch den Verarbeitungsprozess ergeben.

Was die Praxis des Anbaus von Erdbeeren betrifft, kann festgehalten werden, dass bis
dato mit Ausnahme der fehlenden UV-B-Strahlung beim Tunnelanbau unter Verwendung
von Standardpolyethylenfolie keine wesentlichen Nachteile einzelner kulturtechnischer
Verfahren zu erwarten sind. Bei Verwendung von UV-B-durchldssiger Folie beim Anbau
im Wandertunnel kann die Synthese der oben aufgefiihrten Flavonoide gewéhrleistet wer-
den. Die Versuche zeigten, dass sich im Laufe der Saison die Inhaltsstoffe innerhalb einer
Sorte wesentlich unterscheiden kénnen. Beim Anbau vor allem unter Freilandbedingungen

wird es stindig Faktoren geben, die sich einer Beeinflussung entziehen.
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Appendix

Appendix | zu Kapitel 5.3

Variationen von konventionellen Qualitdtsparametern wéhrend der Saison (Remontierer) im Jahr 2008 und 2009,

Tab. 12.1:

angeordnet nach der Kalenderwoche.

16sliche
Kalender- Trockenmasse Trockenmasse Gesamtsiure Zucker/Séure -
woche Jahr (°Brix) (%) (%) Verhiltnis
27 2008 8,0+0,1de 9,8+0,2cd 0,89+0,01b 90+0.2f
29 2008 7,7+04¢ 9,0+0,3f 0,84 £0,04 ¢ 9,1+0,5f
2009 9,1 £0,7 ab 10,3+0,2 ab 0,92+0,07a 9,5+0,7 ef
31 2008 7,7+03e 89+0,3f 0,81+0,03d 11,0+0,5 be
2009 83+04cd 10,5+0,4 ab 0,80 + 0,04 de 10,9+ 0,4 be
33 2008 8,6 £0,3 bc 9,8+0,4cd 0,78+ 0,03 ¢ 133+0,2a
35 2008 8,8+0,1 bc 9,5+0,2 de 0,81+0,01d 9,9+0,1 de
2009 7,0+03f 9,3+0,2ef 0,77+0,03 ¢ 10,4 +0,1 cd
37 2009 76+0,1e 10,1 +£0,2 be 0,67+0,01 f 9,1+0.2f
39 2008 93+0,5a 10,3+0,1 ab 0,70 £ 0,05 f 11,3+£0,7b
2009 6,5+0,1f 84+02¢g 0,62+0,01 g 10,4 +£0,4 cd
Mittel 2008 8,1a 84a 9,6 a 10,6 a
Mittel 2009 7,6 a 7,7 a 9,7 a 10,1 a
Tab. 12.2:
Variationen der antioxidativen Kapazitdt wahrend der Saison (Remontierer) im Jahr 2008 und 2009, angeordnet nach der
Kalenderwoche.
Kalender- Jahr Gesamtphen_(l)le TEAC ; ORAC ;
woche (ugGAEg")  (umolTEg')  (umol TE g’
27 2008 2373 +97a 27,2+9,4ab 48,8+5.8a
29 2008 1996 +31 be 25,2+3,0 bc 38,9+0,6 ¢
2009 2251 +58a 292+3,7a 36,3+0,9 ¢
31 2008  2050£153b 25,5+1,7bc 514+2,1a
2009 1931 +£28bce 27,5+1,7ab 37,1 £0,4c
33 2008 1849 £ 115 ¢ 22,1 +2,1cd 50,1 £0,3a
35 2008 1960 + 106 bc 223+12cd 40,6 £0,1 be
2009 1997 £109 be 29,3+0,4a 41,2+£2,0bc
37 2009  1565+113d 24,9 +3 be 46,6 £ 0,4 ab
39 2008 1843 +20¢ 20,7+2,9d 40,9 + 0,6 bc
2009 1921 £23be 27,8+3,4ab 40,4 +0,9 be
Mittel 2008 2012 a 238b 45,1 a
Mittel 2009 1933 a 27,7 a 40,3 b
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Tab. 12.3:
Variationen von bioaktiven Inhaltsstoffen wihrend der Saison (Remontierer) im Jahr 2008 und 2009, angeordnet nach der
Kalenderwoche.
Ellagsdure
nach Gesamt-
Kalender- Vitamin C PAC Hydrolyse anthocyane Summe
woche  Jahr  (uggh) (nggh (nggh (nggh (nggh
27 2008 610+22bc  336+12a 665+22a  347+18de 1959a
29 2008 568+23cde 294+40bc 560+5bc  366+7cde 1788 ab
2009 574+58cde 248+54ef 590+21b  406+3abc 1818 ab
31 2008 601+41bc  309+29ab 492+20cd 465+79a 1868 ab
2009 674+47ab  222+47f 532+3bc  416+58bc 1844 ab
33 2008 695+20ab  274+34cde 420+14d  363+57cde 1752ab
35 2008 746+33a 278+ 74cde 438+2d 389+9bed 1851 ab
2009 650+42b  286+20bcd 581+8b 371+43 cde 1889 ab
37 2009 625+13b  271+46cde 428+36d  326+18e¢  1649b
39 2008 730+30a  265+50cde 441+33d  266+14f  1702b
2009 s86+21cde 254+29ef 482+1lcd 435+4ab 1758 ab
Mittel 2008 658 a 293 a 503 a 366 a 1820 a
Mittel 2009 622a 256 b 523a 391 a 1791 a
Tab. 12.4:
Variationen der einzelnen Anthocyane wihrend der Saison (Remontierer) im Jahr 2008 und 2009, angeordnet nach der
Kalenderwoche.
Kalende CY(A 3-GLU  PEL3-GLU PEL-3-RUT  PEL Derivat G%EAN? AL PELI\/?/'&LU'
rwoche  Jahr pggr) (ngg?) (nggh) (nggr) (ug &) (ug &)
27 2008 122+1,5cde 1749+21,8bc 153+1,7c¢d 0,5+0,1b  27+0,1ab 57,0+7,2bc
29 2008 11,3+1de 186,8+83bc  134+1,0de 04+01b 1,7+03b 53,1 +2,1bc
2009 16,6+2ab 2298+18,7a  247+24b 1,4+£03a 3,0+1,0ab 405+32de
31 2008 134+13cd 241,7+189a  167+16¢ 0,7+02b  24+0,1b  64,5+8,5ab
2009 183+34a 2402+21,1a  275+24a 1,6+02a 49+10a  41,9+23de
33 2008 15,1+1,7bc  178,0+162bc 152+14cd 05+0,1b 22+04b  723+149a
35 2008 14+04bed  1950+223b  13,6+08de 0,6+0,1b 22+0,1b  614+37ab
2009 102+09e 1884+172b  178+0,8¢ 06+0,1b 23+04b  47,1+33cd
37 2009 10,0+1,8¢ 1709+169bc  123+0,8¢ 05+0,1b 1,6+01b  475+89cd
39 2008 91+13e 1457+92 ¢ 87+09f 04+03b 1,1+0,1b  37,1+48e
2009 9,7+14¢e 2452+123a  130+0,8de 0,7+0,1b 15+0,1b  438+54de
Mittel 2008 12,5a 187,0 b 13,8b 0,5b 2,1a 57,6 a
Mittel 2009 130a 2149 a 19,0 a 1,0a 27a 4420

Abkiirzungen: Pelargonidin-3-O-malonylglucosid (PEL 3-GLU-MAL), Cyanidin-3-O-malonylglucosid (CYA 3-GLU-MAL),

Pelargonidinderivat (PEL Derivat), Pelargonidin-3-O-glucosid (PEL 3-GLU), Cyanidin-3-O-glucosid (CYA 3-GLU).
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Variationen der farblosen Phenole wéhrend der Sais-(l)—tél1 ?}.{]e-:tzllliiltierer) im Jahr 2008 und 2009, angeordnet nach der
Kalenderwoche.
p-CUM GLU EA Derivat QUER-3-GLC KAE-3-GLU KAE-3-GLU-
Kalender-—  (ugg) (hg ") (nge?) (gg!)  MAL(ugg)
27 2008 11,2+1,5cd 84+15¢c 334+1,7b 8,2+ 1,3 abc 2,0£0,1b
29 2008 8.4+04ef 8,5+0,5¢ 27,6 +3,2cd 6,9 +0,7 bed 1,8+£0,1b
2009 12,7+0,6bc 193+1,1a 24,1 +3,1de 6,1 +£1,4cd 2,8+02a
31 2008 12,0+1,1cd 9,1+13¢c 39,6t27a 93+13a 2,2+04 ab
2009 14.5+28ab 148+12b 34,6+ 4.8 ab 7,6 0,8 abc 2,9+0,5 ab
33 2008 9,8+0,7de 6,4+29c 356+4,3ab 8,7+2,2ab 1,9+£09b
35 2008 13, 1+1bc 76+£1,8¢ 31,2+1,7be 7,6 £0,4 abc 1,9+02b
2009 149+04a 9,1£1,0¢ 258+21cde  54+09d 19+02b
37 2009 11,1+0,6cd 74+10c 242 +4,3de 6,1 £0,6 cd 2,0+02b
39 2008 7,1=L1f 83+25¢c 36,7+3,8ab 7,3 +£0,8 bed 2,0+£02b
2009 11,7+0,1cd 86+1,8c 21,5+13e 6,2+04cd 2,4+0,6 ab
Mittel 2008 10,3 b 8,0b 34,0a 8,0a 2,0b
Mittel 2009 129a 11,8a 26,0 b 6,30 24a

Abkiirzungen: Ellagsdure (EA), p-Cumaroyl-Glucose (p-CUM GLU), Quercetin-3-O-glucuronid (QUER 3-GLU), Kémpferol-3-O-
malonylglucosid (KAE 3-GLU-MAL), Kampferol-3-O-glucosid einschlieBlich Kampferol-3-O-glucuronid (KAE 3-GLU).
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