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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Pflanzen leben unter stetigem Einfluss ihrer Umgebung. So kénnen z.B. das Wasser-
und Nahrstoffangebot, die Umgebungstemperatur oder auch der Standort selbst das
Wachstum sowohl positiv als auch negativ beeinflussen (Schlee, 1986). Das Licht mit

seinem breiten Wirkungsspektrum spielt in dieser Hinsicht eine besondere Rolle.

1.1 Stand des Wissens

Schon seit langerem ist bekannt, dass Licht in ablaufende Prozesse der Pflanze
eingreift. UV-B-belichtete Pflanzen zeigen unter anderem einen starken Rickgang in
ihrer Wachstumsrate und Biomasseproduktion (Frohnnmeyer und Staiger, 2003). Die
Gen-Mutation auslosende Wirkung von UV-Licht bei Pflanzen wird gezielt in der
Zlichtung eingesetzt (Strasburger, 1983), um z.B. neue Farb- oder Wuchsvarianten
zu erzielen. Die Grundlagen der Photobiologie und der Einfluss von UV-Licht stehen
seit geraumer Zeit im engeren Betrachtungsfeld der Wissenschaft (Hader und Tevini,
1987). Eine Beschadigung des Photosyntheseapparates und die begleitende
Reduktion der Netto-Assimilationsrate wird auf diese Belichtungsbedingungen
zuruckgefuhrt (Tevini, 1993). Jedoch sind die bendétigten Lichtstarken, welche
ernsthafte Schaden dieser Art hervorrufen, etwa eine 10er-Potenz hoher als die, die
eine Anderung in der Genexpression bestimmter Enzyme bewirken (Brosché und
Strid, 2003). Die Pflanze hat also die Moéglichkeit durch eine sensitive Wahrnehmung
der Strahlung auf deren destruktives Potenzial zu reagieren. Durch eine UV-B-
Belichtung wird z.B. die Synthese von Flavonoiden und/oder Anthocyanen angeregt
(Stapleton, 1992). Deren Produktion ist eng mit einer gesteigerten Aktivitat und
Expression von Chalconsynthase verbunden (Jansen et al., 1998 und Reuber et al.,
1996). Phenylpropanoid-Derivate, auch Phenolsauren, wie z.B. Hydroxyzimtsauren,
dienen der Pflanze als UV-Schutzschild und sind sowohl in der unteren, aber vor
allem in der oberen Epidermis angesiedelt. So wird dadurch z.B. das Photosystem Il
vor einer UV-B bedingten Schadigung geschutzt (Kolb et al., 2001 und Kolb, 2003).

Der Photosyntheseapparat wird zusatzlich durch die in ihm enthaltenen Chlorophylle
und Carotinoide vor Schaden durch Licht mit zu hohem Energieinhalt bewahrt.
Carotinoide nehmen die belichtungsbedingte Uberschissige Energie in Form von

Strahlung auf und geben z.B. Warme ab (Demming-Adams und Adams, 1996). Von
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Bolink et al. (2001) konnte eine sensitive Reaktion von Erbsenpflanzen auf eine
UV-B-Belichtung beschrieben werden. In diesen Untersuchungen wurde eine
Erhdhung im Gehalt an Xanthophyll-Zyklus-Pigmenten und von Lutein nach UV-
Bestrahlung gefunden. In Frichten von Tomatenpflanzen wurde, in Abhangigkeit von
Erntezeitpunkt und Sorte, sowohl ein Anstieg als auch eine Abnahme im Gehalt
einzelner Carotinoide belegt (Giuntini, 2005).

Die UV-Licht bedingte Synthese von Sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen (SPI), vor
allem von Phenylpropanoiden, kann in 2 primare Aufgabenbereiche eingeteilt
werden. Zum einen dienen sie als Schirmpigment zur UV-Absorption. Eine weitere
Aufgabe ist das Scavenging der durch die Belichtung entstandenen Reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) (Jordan, 2002). Diese induzierte ROS-Entstehung
(z.B. O2") wird wiederum mit einer vermehrten Synthese protektiver, antioxidativer
Schutzpigmente in Verbindung gebracht (Brosché und Strid, 2003 und Santos et al.,
2004). Es wurden Untersuchungen an A. thaliana L. durchgefuhrt, die eine
Entstehung bzw. Beteiligung von O," bei UV-B bedingten Mechanismen belegen
(Mackerness et al., 2001). Barta et al. (2004) konnten in Blattern von Spinat
zusatzlich dokumentieren, dass in diesen die Produktion von Singulettsauerstoff
('0,) von der Wellenlange innerhalb des UV-Bereichs abhangt.

Eine Reaktion der Pflanze gegen dieses verstarkte Auftreten von ROS ist eine
vermehrte Synthese von Antioxidantien. Des Weiteren kann sich aber auch die
Qualitat der entsprechenden SPI andern. Es werden z.B. bevorzugt Phenole mit
hoherem Hydroxylierungsstatus oder einer o-Diphenolstruktur gebildet, die eine
hohere AK aufweisen (Parr und Bolwell, 2000, Cotelle, 2001 und Ernst et al., 2004).

In letzter Zeit werden immer wieder die Mdglichkeiten einer gezielten Einflussnahme
auf das Inhaltsstoffspektrum von Pflanzen diskutiert, um deren Qualitdt und den
ernahrungsphysiologisch wertvollen Gehalt an SPI, z.B. von Phenolen, positiv zu
beeinflussen (Parr und Bolwell, 2000). Ein Weg ist es, in die genetischen
Bedingungen direkt durch Gentechnik (,genetic engineering®) einzugreifen und
transgene Pflanzen mit einem erhdhten bzw. veranderten Gehalt an SPI zu erzeugen
(Schijlen et al., 2004). So wird z.B. unter dem Begriff des ,metabolic engineering“ in
die Prozesse der Flavonoidbiosynthese eingegriffen, um neue Blutenfarben zu

erzielen (Martens et al., 2003).
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Da die Akzeptanz gegentber gentechnisch veranderten Organismen sehr kontrovers
gestaltet sein kann, werden auch andere Wege gegangen. Eine Strategie ist es, die
Umweltbedingungen von Pflanzen zu verandern und die Pflanze unter suboptimalen
Bedingungen zu kultivieren. Diese Konditionen kdnnen z.B. niedrige Temperaturen,
Verwundungen, Pathogenattacken, Nahrstoffmangel und/oder eine UV-Belichtung
sein. Innerhalb dieser kontrollierten Anwendung von Stressbedingungen (,precision
stressing®) ist ein durch UV-Licht verandertes Inhaltsstoffspektrum von Pflanzen zu
beobachten (Heuberger et al., 2004). So kann z.B. der Phenylpropanoid-
Metabolismus durch Stress induziert werden und das Flie3gleichgewicht von
Enzymen dieses Stoffwechselweges steigt somit an (Dixon und Paiva, 1995). Auch
ist durch die oben beschriebenen Prozesse ein Anstieg von ROS und die begleitende
Akkumulation antioxidativer Schutzpigmente die Folge, was sich auf die

Produktqualitat auswirken kann (Bergmann et al., 1999).

1.2 Ziele der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit werden Spinacia oleracea L. (Chenopodiaceae) und
Gynura bicolor (Willd.) DC. (Asteraceae) unter kontrollierten Bedingungen im
Gewachshaus angebaut und mit neuartigen UV-Wachstumslampen bestrahlt. Diese
Lampen emittieren Strahlung sowohl im PAR- und UV-A- als auch im UV-B-Bereich

(siehe Material und Methoden).

Spinat wird als eine der bedeutsamsten, antioxidativ wirkenden Gemdisearten
beschrieben. So enthalt er Phenolsauren (Watzl und Rechkemmer, 2001) und
erreicht mit 1000 mg/kg einen sehr hohen Gehalt an Flavonoiden (Lomnitski et al.,
2003). Spinat wird deshalb sogar als ,brain food“ bezeichnet (Kaur und Kapoor,
2001). Diese Verbindungen weichen von den sonst in Obst und Gemuise weit
verbreiteten Inhaltsstoffen ab und werden als Spinacetine bezeichnet (Edenharder et
al., 2001, Ferreres et al., 1997 und Howard et al., 2002). Weiterhin enthalt Spinat
Carotinoide, deren potentielles antioxidatives Potential bekannt ist (Paiva et al., 1999
und Miller et al., 1996). Der Gehalt an SPI in Spinat ist sortenabhangig und unterliegt
einer sehr breiten genetischen Variation (Kidmose, 2001). Weitere Einflussfaktoren
konnen die Anbauverhaltnisse (z.B. Wasser- und Nahrstoffversorgung oder die
Strahlungsbedingungen) sowie biotischer und abiotischer Stress sein (Howard et al.,

2002). Es besteht also die Mdoglichkeit, durch eine kontrollierte Anwendung von
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Stressbedingungen den Gehalt und die Zusammensetzung von in Spinat vor-
handenen SPI zu modifizieren.

Gynura bicolor (Willd.) DC. ist eine von Nordwest-Indien bis nach Ost-Asien
verbreitete Salatpflanze (Davies, 1978). In der chinesischen Kiiche sind die pikant
sauerlich schmeckenden Pflanzenteile eine Spezialitdt und werden sowohl roh als
auch gekocht verzehrt (Nitz, 2005; unveroffentlicht). Die Gynura ist aber nahezu un-
verbreitet in Europa und somit ist auch tber die Anbaubedingungen der Pflanze und
ihren Inhaltsstoffgehalt wenig bekannt. In der Literatur sind nur sehr vereinzelt
Angaben Uber die AK von Gynura zu finden, die aber zum Teil Uber der von Spinat
liegt (Chu et al., 2000). Verwandte innerhalb der Spezies (z.B. Gynura procumbens
und Gynura elliptica) werden traditionell in der asiatischen Krautermedizin eingesetzt
und ihnen werden gesundheitsfordernde Eigenschaften, wie z.B. eine entzindungs-

hemmende Wirkung, zugeschrieben (Lin et al., 2000 und Iskander et al., 2002).

Gegenstand der Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit ist die Frage, ob sich
durch eine UV-Belichtung der Gehalt und die Zusammensetzung an phenolischen
Pflanzeninhaltsstoffen und Carotinoiden von Spinacia oleracea L. und Gynura bicolor
(Willd.) DC. gezielt verandern lasst. Parallel dazu wird in unterschiedlichen
biochemischen in vitro -Testsystemen (Xanthin/Xanthinoxidase- und ABTS-
Testsystem) Uberprift, wie sich die antioxidative Kapazitat entsprechender phenol-

und carotinoidhaltiger Blattextrakte durch diese UV-Belichtung entwickelt.



2 Material 5

2 Material

2.1 Pflanzenmaterial, Kultursubstrat und Dunger

Die Anzucht von Spinacia oleracea L. wird mit Saatgut der Firma Juliwa (Julius
Wagner GmbH), Sorte "‘Poncho’, Artikelnummer 8390, durchgefuhrt. Als Substrat fur
die Aussaat dient im ersten Anbaujahr ,TKS 1“ der Firma Euflor GmbH. Das
Topfsubstrat ist ,Floragard“ der Firma Floragard Vertriebs GmbH fiur Gartenbau, mit
10% Perliteanteil.

Im zweiten Anbaujahr kommen hierfir, wegen Lieferschwierigkeiten der obigen
Topfsubstrate, das Aussaatsubstrat ,Potground“ der Firma Klasmann-Deilmann
GmbH und das Topfsubstrat ,Cultural F“ der Firma Euflor GmbH, mit einem Anteil
von 10% Perlite, zum Einsatz.

Far die Belichtungsversuche mit Gynura bicolor (Willd.) DC. werden Kopfstecklinge
von am Lehrstuhl kultivierten Mutterpflanzen geschnitten und bewurzelt. Das
verwendete Substrat zur Stecklingsanzucht und der anschlieRenden Topfkultur ist in

beiden Anbaujahren ,Cultural F* der Firma Euflor GmbH.

Als Dunger wird fur beide Gemusearten ,Flory 9 hydro® (Euflor GmbH) verwendet.

2.2 Reagenzien und Chemikalien

Tab. 1: Verwendete Chemikalien bei durchgefuhrten Versuchen
Verbindung Abklrzung/Formel | M [g/mol]] Firma | Artikelnummer

Aceton CsHe0 58,08 [Fisher A/0606/17
Scientific

Acetonitril CH3CN 41,05 [Fisher A-0627/ 17
Scientific

1-Aminocyclopropan- |ACC 101,1 [Sigma A-3903

1-carboxylsaure

Ammoniumacetat CH3COONH,4 77,08 [Fluka 17836

B-Apo-8’-carotenal C3oH400 416,65 |Fluka 10810




2 Material

MeOH

Verbindung Abklrzung/Formel | M [g/mol] |[Firma Artikelnummer
p-Aminobenzol- CeHsN202S 172,2 |Sigma S-9251
sulfonamid
(Sulfanylamid)
2,2’-Azinobis-(3-ethyl- |C1gH18N4OsS4*(NH3) | 548,7 |Merck A-1888
benzothiazoline-6- (ABTS)
sulfonsaure)
tert-Butylhydroxytoluol |C15H240 (BHT) 220,36 |Merck 822021
p-Carotin CaoHse 536,87 |[Fluka 22040
Chlorogensaure C16H1809 354,31 |ACROS 109240010
Chlorophyll a Cs5H72MgN4O5 893,52 |Sigma C5753-5MG
Chlorophyll b Cs5H70MgN4Og 907,51 |Sigma C5878-5MG
Dichlormethan CH2Cl> 84,93 |Merck 106050
Di-Natriumhydrogen- [Na;HPO,4 141,96 |ACROS 424375000
phosphat
Ethanol C,HsO (EtOH) 46,07 |Merck 818760
Ethen-Prifgas Messer
Ethylacetat CH3COOC;Hs5 88,11 |Merck 109623
Essigsaure (Eisessig) |[CH3;COOH 60,1 |Fisher A/0400/PB15

Scientific
Folin-Ciocalteu- Merck 3264
Reagenz
Gallussaure C7HsOs 170 |ACROS 41086
Hexan CeH14 86,18 |[Merck 1.04374
Hydroxylamin NH,OH*HCI 69,49 |[Sigma H-9876
Kaffeesaure CoHgO4 180,16 |ACROS 114930050
Kaliumcarbonat K2CO3 138,21 |Merck A755828
a-Keto-y-methiol- CsH;03SNa 170,2 |Sigma K-6000
buttersaure KMB
Luteolin C40H560:2 568,9 |Phytoplan 4205.90
Methanol CH.O 32,04 |Roth 4627.5
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Verbindung Abklrzung/Formel | M [g/mol] [Firma Artikelnummer
Myoglobin 18800 |[Sigma M-0630
() -Naringenin C15H120s5 272,3 |Sigma N-5893
Natriumcarbonat Na,CO3 58,44 |ACROS 2078
Natriumchlorid NaCl 58,44 |ACROS 207790010
Natriumdihydrogen-  [NaH,PO4* 2H,0O 177,99 Merck 106.580
phosphat Dihydrat
Natriumhydroxid NaOH 40,01 |Roth 6771.2
Natriumhypochlorit NaOCI 74,44 |Sigma 23,930-5
N-(1-Naphtyl)- C12H14N2*2HCI 259,18 |Roth 43421
ethylendiamin- NED
dihydrochlorid
Phosphorsaure H3PO,4 98 Merck 565
Salzsaure HCI 36,5 |Merck 100.317
Triethylamin CsH1sN 101,19 |Riedel 16.304
Tetrahydrofuran C4HsO (THF) 72,11 |Roth 7344 1
\Wasserstoffperoxid-  |H20-2 34,01 |Merck 1.07209
Lésung (30%)

Xanthin CsH4N4O> 152,11 |Fluka 95490
Xanthinoxidase XOD [20 u/ml] |Roche 92411725

2.3 Puffer und andere Losungen

Soweit nicht anders angegeben, werden alle Losungen mit HyOyigest hergestelit.

e Phosphatpuffer (0,2 M) fir das ABTS- und XOD-Testsystem:

Lésung A: 0,2 M NaH,POq4 (27,9 g/l)
Lésung B: 0,2 M Naz;HPO4 (35,6 g/l)

Der pH-Wert von 7,4 wird am pH-Meter mit Losung A und Losung B

eingestellt.
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2.4 Gerate und Leuchten

2.4.1 Gerate

Gaschromatograph

Fractovap 4200 (Carlo Erba)
Ofentemperatur 80 °C

Injektortemperatur 125 °C
Detektortemperatur 125 °C

Integrator SP 4290 (Spectra Physics)
Elektrometer Modell 180 (Carlo Erba)

Saule:
Tragergas:
Brenngase:

Prifgas:

Gefriertrocknung:

Aluminiumoxidsaule, Lange 2 m, 1/8°
Stickstoff 5.0 (Linde), Flussrate 35 ml/min
Wasserstoff 5.0 (Linde), Flussrate 60 ml/min
Ethen (Messer)

VirTis SQ 25 LE-6, Genesis

VirTis 12 LL,

Genesis

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Apparatur [:
Pumpe:

Autosampler:

Degasser:
Saulenofen:
Detektor:
Saule:
Vorsaule:
Software:

Apparatur |I:
Pumpe:

Autosampler:

Saulenofen:

High Precision Pump, Modell 480, Gynkotek

GINA 160, Gynkotek

DG 503, Gynkotek

Gynkotek

Spectra Physics SP 8450, Gynkotek

Synergy 4um Hydro RP, 250 mm x 4,6 mm, Phenomenex
C18 ODS, 4 mm L x 3 mm ID, Phenomenex

Chromeleon 6.01, Dionex

Dionex P 580
Dionex GINA 50
STH 585 Column Oven, Dionex
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Detektor:
Saule:
Vorsaule:

Software:

Apparatur lll:

Pumpe:
Saulenofen:
Detektor:
Saule:
Vorsaule:

Software:

Apparatur |V:

Pumpe:

Autosampler:

Interface:
Saulenofen:
Detektor:
Saule:
Vorsaule:

Software:

UVD 340S PDA Detektor, Dionex

Synergy 4um Hydro RP, 250 mm x 4,6 mm, Phenomenex

C18 ODS, 4 mm L x 3 mm ID, Phenomenex

Chromeleon 6.01, Dionex

L-6200 A Intelligent Pump, Merck Hitachi

L-5025 Thermostat, Merck

UV/VIS Spectromonitor, Thermo Separation Products
RP Aqueous Develosil, C 30,5 um, 250 mm x 4,6 mm
C18 ODS, 4 mm L x 3 mm ID, Phenomenex

Omega, Perkin EImer

L-6200 A Intelligent Pump, Merck Hitachi

AS-2000 A, Merck Hitachi

D-6000, Merck Hitachi

L-5025 Thermostat, Merck

UV-VIS-Detektor L-4250, Merck Hitachi

RPDevelosil Aqueous, C 30,5 um, 250 mm x 4,6 mm
C18 ODS, 4 mm L x 3 mm ID, Phenomenex

D-7000 HPLC System Manager 4.1, Merck Hitachi

Planetenschnellmihle, Retsch
Achatgefalle, Mahlzeit 10 min

pH-Meter

pH-Meter Set Qph 70, VWR International

Quantensensor

LI-COR Modell LI-189
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Trockenschrank
Modell 800, Memmert

Ultraschallbad

Transsonic Digital EIma

Sonorex Super 10 P Bandelin

UV-Vis-Spektrophotometer

Pharmacia LKB Biochrom 4060

Vakuumkonzentrator

Concentrator 5301, Eppendorf

Vortexer

Heidolph REAX top
Heidolph REAX 2000
Eurolab Merck

Waagen

Elektrische Halb-Mikro- und Analysewaage RC 210, Sartorius
Elektrische Analysewaage 1702 MP 8, Sartorius

Wasserbad

Typ 1092, Gesellschaft fur Labortechnik mbH

Zentrifuge

Laborzentrifuge 2-15, Sigma
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2.4.2 Leuchten
a) Pflanzenleuchten (PAR):

Leuchte: Modell HSTM 423, Hortilux Schréder
Lampe: Hochdruck-Natrium-Dampflampen ,SON-T AGRO*, 400 W, Phillips
Abb. 1 zeigt das Strahlungsspektrum dieser PAR-Lampen.
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Abb. 1: Strahlungsspektrum der eingesetzten PAR-Lampen; Messung mit
Lampe in Leuchte bei 50 cm Abstand unter Lampenmitte

b) Pflanzenleuchten (UV)

Leuchte: SGR 200, Phillips
Lampe: Hochdruck-Metallhalogendampflampe ,MHL 400/E 40 400 W,
BLV Licht- und Vakuumtechnik GmbH

Abb. 2 stellt das Strahlungsspektrum der verwendeten UV-Lampen dar.
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3 Methoden

3.1 Versuchsaufbau, PAR- und UV-Belichtung

Es werden die Wirkungen unterschiedlicher UV-Belichtungsvarianten auf Gehalt,
Zusammensetzung und AK phenolischer Pflanzeninhaltsstoffe und von Carotinoiden
untersucht. Wahrend des ersten Anbaujahres werden Spinat und Gynura fur 14 Tage
belichtet. Im zweiten Anbaujahr wird die Wirkung von zwei unterschiedlich langen
Belichtungszeitraumen erforscht. Zum einen werden die Pflanzen wiederum fir 14
Tage belichtet (Langzeitbelichtung). Zum anderen werden ausgewahlte Pflanzen der
Praxiskontrolle (ohne Zusatzlicht) nach dieser 14-tagigen Versuchsdauer direkt
anschliellend fur weitere drei Tage im selben Versuchsaufbau mit einer UV-

Belichtung weiterbehandelt (Kurzzeitbelichtung). Die Versuchsvarianten sind:

a) Praxiskontrolle (SGP): ohne Zusatzbelichtung

b) PAR-Kontrolle (PAR): Belichtung mit PAR-Lampen
c) UV-Freiland (FGC): PAR + 1 kJ/m?d UV-Bge

d) UV-Intensiv (INT): PAR + 2 kJ/m?d UV-Bge

e) UV-Permanent (PER): PAR + 6 kJ/m?d UV-Bgge

Die belichteten Versuchsvarianten werden rundum mit schwarzer Folie abgeschirmt.
Die unterschiedlichen Lichtsummen der Belichtungsvarianten ergeben sich aus
verschiedenen Belichtungszeiten und Aufhangungshéhen der Leuchten und
aufgrund der Leuchtenanzahl innerhalb der Versuchvarianten. Aus Tab. 2 gehen die
Aufhangungshohen und die taglichen Belichtungszeiten der SON-T- und UV-Lampen

hervor.
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Tab. 2: Aufhangungshéhen und tagliche Belichtungszeiten der SONT-T- und
UV-Lampen
\ariante SON-T UV-Lampe
Hoéhe [cm] Zeit Hbéhe [cm] Zeit

PAR 60 7 —-17 Uhr - -

FGC 50 7 —17 Uhr 50 10 — 14 Uhr

INT 53 7 —17 Uhr 50 8 — 16 Uhr

PER 110 7 —17 Uhr 50 0 — 24 Uhr

Die Aufhangungshohe in cm bezieht sich auf die Pflanzenreferenzebene, d.h. auf
das Hauptblatterdach. Der Abstand zwischen den Lampen betragt von Lampenmitte
zu Lampenmitte:

PAR: 67 cm zwischen den PAR-Lampen

UV-Varianten: 57 cm zwischen PAR- und UV-Lampen

Die Unterschiede der Strahlungsquellen bezlglich der Strahlungsintensitaten und

Lichtsummen werden in Tab. 3 dargestellt.

Tab. 3: Strahlungsintensitaten und Lichtsummen der unterschiedlichen

Strahlungsquellen der belichteten Varianten

\Variante SONT-T : PAR UV-Lampe: PAR [UV-Lampe : UV-Bge
Strahlungs-| Licht- |Strahlungs-| Licht- |Strahlungs-| Licht-

starke summe starke summe starke |summe
[umol/m?s] |[mol/m3d] | [umol/m?3s] |[mol/m3d]| [W/m?] |[J/m3d]

PAR 414 14,89 0 0 0 0

FGC 360 12,96 134 1,93 0,0693 998
INT 306 11,03 134 3,86 0,0693 1996
PER 90 3,3 134 11,58 0,0693 5988

Die Angaben zur UV-Belichtung beziehen sich auf den Messpunkt 50 cm senkrecht
unter der Leuchte. Die Angaben zur PAR-Strahlung sind die Werte der Flache auf

Pflanzenreferenzebene (Hauptblatterdach).
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In der ersten Anbauphase werden die Gemdusepflanzen auf einer Flache von ca.
40 x 60 cm unterhalb der UV-Lampen im Verbund aufgestellt. So wird gewahrleistet,
dass die oben beschriebene UV-Bge-Strahlungsstirke von ca. 0,0693 W/m? erreicht
wird. Abb. 3 zeigt die Verteilung der UV-Bgg-Strahlung unterhalb der UV-Leuchten.
Die Messung wurde bei der GSF in Neuherberg durchgeflihrt.

125

Entfernung zur
Lampenmitte
[cm] in
Querrichtung
des Tisches

[10,06-0,08
[10,04-0,06
m0,02-0,04
@0-0,02

83,3

125
125 83,3 41,7 0 41,7 83,3 125

Entfernung zur Lampenmitte [cm] in
Langsrichtung des Tisches

Abb. 3: Verteilung der UV-Bge-Strahlungsstéarke in W/m? unter einer einzelnen
UV-Leuchte

Die theoretische Berechnung ergibt nach Addition der PAR-Summen aus den
SON-T- und UV-Lampen fiur alle Pflanzen eine PAR-Gesamtlichtsumme von 14,89
mol/m?d (siehe Tab. 2). Da aber aufgrund ihrer GroRe nicht alle Pflanzen im Bereich
direkt unter den Lampenmitten stehen kdonnen, sind sie im ersten Versuchsjahr auch
auf Bereiche verteilt, die Uber oder unter diesem Wert liegen. Abb. 4 zeigt diese, mit
einem Quantensensor ausgemessenen Bereiche, am Beispiel der permanent UV-
belichteten Variante (PER).
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Abb. 4: PAR-Lichtsummen in mol/m?d am Beispiel PER

Um eine einheitliche PAR-Summe fir alle untersuchten Varianten zu erreichen,
werden im zweiten Anbaujahr alle Pflanzen nur noch im Bereich von 10-12 mol/md
aufgestellt. Abb. 5 zeigt eine Versuchsaufstellung des zweiten Anbaujahres am

Beispiel von PER (Gynura).

Abb. 5: Versuchsaufstellung des zweiten Anbaujahres (Gynura), Variante PER

nur im 10-12 mol/m?d Bereich
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3.2 Anbau und Ernte

Die An- und Aufzucht beider Gemusepflanzen findet im Gewachshaus 1, Abteil 1 des
Lehrstuhls fur Gemusebau der Technischen Universitat Minchen, Versuchsanlage
Durnast statt. Die gesamten Belichtungsversuche werden im Haus 2, Abteil 2
durchgefuhrt.

Spinacia oleracea L.

Die Aussaat des Spinats fur das erste Anbaujahr erfolgt am 03.09.2002 in
Erdpresstopfe mit jeweils zwei Korn. Die Temperatur im Gewachshaus betragt
22/20 °C (Tag/Nacht). Am 23.10.2002 werden die Pflanzen mit je zwei
Einzelpflanzen in 12er Topfe gepflanzt. Start des Belichtungsversuches ist der
08.11.2002 und die Pflanzen werden im Verbund in der jeweiligen Versuchsvariante
aufgestellt. Die Temperatur im Gewachshaus betragt 17/15 °C. Ab dem 12.11.2002
ist die Temperaturfuhrung 17/14 °C. Die Anstaubewasserung startet je nach Bedarf
(Saugspannung ca. 100-120 hPa) mit einer Nahrlosung aus Leitungswasser (EC-
Wert 2,0 mS/cm), wobei die Anstauhdhe 2 cm und die Anstaudauer 20 min betragt.
Am 22.11.2002 endet der Versuch und die Spinatpflanzen werden nach der 14-
tagigen Versuchs- und Belichtungsphase kurz tUber dem Topfrand mit einer Schere

abgeschnitten.

Der Aussaattermin flir den zweiten Anbauversuch ist der 17.12.2003. Die
Temperatur im Gewachshaus betragt 22/20 °C. Getopft wird der Spinat mit je zwei
Einzelpflanzen in 12er Topfe am 19.01.2004. Der Belichtungsversuch startet mit der
Aufstellung der Pflanzen innerhalb der Versuchsbereiche am 06.02.2004. Die
Gewachshaustemperatur betragt jetzt Uber die gesamte Versuchsdauer 18/16 °C.
Die Anstaubewasserung startet je nach Bedarf mit einer Saugspannung von ca. 100-
120 hPa. Geflutet wird mit einer Nahrlésung aus Umkehrosmosewasser (EC-Wert
2,0 mS/cm), wobei die Anstauhdhe 2 cm und die Anstaudauer 10 min betragt.

Die Pflanzen der Langzeitbelichtung werden am 20.02.2004 und die der

Kurzzeitbelichtung entsprechend am 23.02.2004 geerntet (siehe oben).
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Gynura bicolor (Willd.) DC.
Am 30.05.2003 werden aus der laufenden Stecklingsproduktion Kopfstecklinge fur

den ersten Versuch willkurlich ausgewahlt, gesteckt und bewurzelt (22/20 °C). Start
des Belichtungsversuches ist der 30.06.2003 und die Pflanzen werden im Verbund in
der jeweiligen Versuchsvariante aufgestellt. Die Temperatur im Gewachshaus
betragt 18/16 °C. Die Anstaubewasserung startet je nach Bedarf (Saugspannung ca.
100-120 hPa) mit einer Nahrlosung aus Umkehrosmosewasser (EC-Wert 2,0
mS/cm), wobei die Anstauhdhe 2 cm und die Anstaudauer 10 min betragt. Am
14.07.2003 endet der Versuch und von den Gynura werden die Terminalen mit den
obersten zwei bis drei Blattern von Hand geerntet. Der Rest der Pflanze wird nicht

verwertet.

Der Beginn der Stecklingsproduktion fur den zweiten Versuch ist der 30.04.2004 mit
einer Gewachshaustemperatur von 22/20 °C. Die Gynurapflanzen werden am
01.06.2004 auf ca. 5-7 verbleibende Blatter von Hand zurlckgestutzt. Der
Belichtungsversuch beginnt am 17.06.2004 mit der Aufstellung der Pflanzen im
jeweiligen Versuchsbereich. Die Gewachshaustemperatur betragt jetzt Uber die
gesamte Versuchsdauer 18/16 °C. Die Anstaubewasserung startet je nach Bedarf
(Saugspannung ca. 100-120 hPa) mit einer Nahrlosung aus Umkehrosmosewasser
(EC-Wert 2,0 mS/cm), wobei die Anstauhdhe 2 cm und die Anstaudauer 5 min
betragt.

Die Pflanzen der Langzeitbelichtung werden am 01.07.2004 und die der

Kurzzeitbelichtung entsprechend am 04.07.2004 beerntet (siehe oben).

Alle geernteten Pflanzenteile jeder Variante werden sofort nach der Ernte innerhalb
einer Versuchsvariante zu einer Mischprobe verarbeitet, vakuumverpackt und bei
-20 °C tiefgefroren. Zur weiteren Analyse und Messung der AK mussen die Pflanzen
unter dreitagiger Temperaturstaffelung (-5, +7 und + 14 °C) gefriergetrocknet und
anschlielfend gemahlen werden. Das so gewonnene Pflanzenpulver wird dann bis

zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.
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3.3 Probenaufbereitung

3.3.1 Bestimmung der Trockensubstanz

Direkt nach der Pflanzenernte von Spinat und Gynura wird die Trockensubstanz (TS)
der einzelnen Varianten bestimmt. Hierzu werden von jeder Versuchsvariante drei
Wiederholungen mit ca. 15-25 g Frischsubstanz (FS) in Becherglaser eingewogen
und durch dreitagige Temperaturstaffelung (60, 90 und 105 °C) unter Frischluftzufuhr
im Trockenschrank getrocknet. Im Anschluss wird die verbleibende TS rickgewogen
und unter Bildung eines Mittelwertes der TS-Gehalt aus dem Verhaltnis TS/FS

bestimmt.
3.3.2 Extraktion verschiedener sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe (SPI)

3.3.2.1 Polyphenole

Als erster Schritt fur die Extraktion phenolischer Stoffe werden 0,4 g gefrier-
getrocknetes, gemahlenes Probenpulver in ein Plastikreagenzglas eingewogen.
Diese Probe wird anschlief3end in Anlehnung nach Tura und Robards (2002) mit 4 ml
Methanol (80%) versetzt. Kommt fir HPLC-Analysen ein Interner Standard (IS)
hinzu, werden anstelle der 4 ml nur 3 ml Methanol (80%) und zusatzlich 1ml
Naringenin-Losung (1 mM in 80% Methanol) verwendet.

Die so hergestellten Proben werden eine Minute gevortext und dann fir 30 Minuten,
bei ca. 10 °C ins Ultraschallbad gestellt. Danach werden die Proben 10 Minuten bei
10000 U/min zentrifugiert. Aus dem so erhaltenen Uberstand werden 2 ml
abgezogen und in ein 2 ml Reagiergefal filtriert (0,45 pym).

Rohextrakt: Von diesem Filtrat werden 250 pl in Reagiergefalde (2 ml) pipettiert und
im Vakuumkonzentrator bis zur Trocknung eingedampft.

Phenolhaltige Extrakte: 1,2 ml des Filtrats werden in Rundboden-Zentrifugen-
rohrchen (10 ml) Uberfahrt, mit 1,8 ml H,O und 2,5 ml Ethylacetat (EA) versetzt. Die

Réhrchen werden verschlossen und fur eine Minute gevortext. Anschlieliend wird

das Gemisch fir 3 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Nun kénnen 1,8 ml der EA-
Phase (obere Phase) in 15 ml Spitzboden-Zentrifugenrohrchen abgezogen werden.
Nach der anschlieRenden Zugabe von 1,8 ml reinem EA zum vorhandenen

Methanol/EA-Gemisch wiederholt sich der oben beschriebene Vorgang (vortexen,
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abziehen und zugeben) 5mal, bis sich nach insgesamt 6-maligem Abziehen 10,8 ml
der EA-Phase in den 15 ml Spitzboden-Zentrifugenrohrchen befinden.

Anthocyanhaltige Extrakte: Nach der Extraktion der phenolhaltigen Extrakte wird die

noch vorhandene EA-Phase mit einer Pipette durchstochen und 500 ul der unteren
Methanol/H,O-Phase in 2 ml Reagiergefale abgezogen.
Die gewonnenen Extrakte werden im Vakuumkonzentrator bis zur Trocknung

eingedampft und bei — 20 °C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren.

Werden phenol- oder anthocyanhaltige Extrakte fir den Einsatz in den
Testsystemen, der HPLC-Analyse oder im Folin-Ciocalteu-Test angeldst geschieht
dies fur alle genannten Extrakte auf die gleiche Weise:

Der Extrakt wird mit 2 ml 10%igem CH3;CN versetzt und anschlieBend fur 1 min
gevortext. Danach wird das 15 ml Spitzboden-Zentrifugenréhrchen bei ca. 10 °C fur
15 min ins Ultraschallbad gestellt. Nach dieser Zeit kénnen mit Hilfe von
Plastikrihrspateln Extraktionsrickstande vom Rand des GefalRes gelost werden. Der
Spatel verbleibt im Reagiergefall. Nun wird die Probe nochmals bei 10 °C fur 15 min
ins Ultraschallbad gestellt. Anschlieend wird das Zentrifugenrohrchen fir 30
Sekunden gevortext und danach der Spatel entfernt. Da sich in dem verwendeten
Losungsmittel nicht alle im Extrakt vorhandenen Inhaltsstoffe 16sen konnen, 10%iges
CH3CN aber fur alle die hier verwendeten Testsysteme optimal ist, wird der Extrakt in
2 ml Reagiergefalle gefiltert (0,45 pm). Der so gewonnene Extrakt kann nun fur die
oben genannten Zwecke weiter verwendet werden.

Wird Rohextrakt im Folin-Ciocalteu-Test eingesetzt, kann dieser in 2 ml 100% EtOH
(Spinat) oder in 80% MeOH (Gynura) geldst werden.

Phenolhaltige Extrakte werden aus 1,2 ml des Rohextraktes gewonnen. Zur
Konservierung des Rohextrakts selbst werden aus versuchstechnischen Griinden zur
Begrenzung der Abdampfzeit nur 250 pl verwendet (siehe oben). Bei einem
Vergleich der Rohextrakte und der phenolhaltigen Extrakte im Folin-Ciocalteu-Test
ist deren unterschiedliches Extraktionsvolumen zu beachten. Da der Rohextrakt in
diesem Test im gleichen Volumen (2 ml) wie der phenolhaltige Extrakt aufgenommen
wird, entsteht ein Verdinnungsfaktor von 4,8. In den Tabellen zum Phenolgehalt der
Rohextrakte der verwendeten Gemusearten (Tab. 9 und Tab. 10) sind die
Ursprungswerte mit diesem Faktor multipliziert. So lassen sich die beiden

Extraktarten direkt miteinander vergleichen.
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3.3.2.2 Carotinoide
Bei dieser Extraktion (in Anlehnung an Hart und Scott, 1995), werden 0,1 g des

lyophilisierten und gemahlenen Pflanzenpulvers in 2 ml Reagiergefal’e eingewogen.
AnschlieRend werden in einem weiteren Schritt 0,01 g Kaliumcarbonat dazugegeben.
FUr die Extraktherstellung zur Analyse mittels HPLC wird das Pulver mit 0,18 ml
B-Apo-8’-carotenal-Losung (IS) (0,5 mM in Tetrahydrofuran/Methanol 1:1) und
0,72 ml Tetrahydrofuran/Methanol (1:1) angeldost. Die Proben werden eine Minute
gevortext und drei Minuten ins Ultraschallbad gestellt. Anschlielend werden 0,5 ml
Hexan mit 0,1% BHT und 0,5 ml 10%ige Natriumchlorid-Lésung zupipettiert. Jetzt
werden die Proben erneut 15 Sekunden gevortext und nochmals fur 3 Minuten ins
Ultraschallbad gestellt. Danach werden sie 3 Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert.
AnschlieBend kdénnen 500 ul der oberen Phase (Hexan/THF) abgezogen und in
15 ml Spitzboden-Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt werden. Es folgt die Zugabe von 0,5
ml Hexan/BHT(0,1%) in das 2 ml Reagiergefal®. Dieses wird wieder 15 Sekunden
gevortext und kommt fur drei Minuten ins Ultraschallbad, bevor es 3 Minuten bei
4000 U/min abzentrifugiert wird. Ab hier kdnnen immer 600 pl der oberen Phase
abgezogen und auch 600 pl Hexan/BHT (0,1%) wieder zugegeben werden. Das
Abziehen und Uberfiihren in 15 ml Spitzboden-Zentrifugenréhrchen erfolgt insgesamt
5-mal.

FUr Extrakte zum Einsatz in die Testsysteme werden diese zu Beginn mit 0,9 ml
Methanol/THF (1:1) versetzt. In allen weiteren Schritten wird anstelle des Gemisches
Hexan/BHT(0,1%) reines Hexan verwendet. Die Anzahl der Arbeitschritte und die
Mafdangaben sind identisch.

Die in 15 ml Spitzboden-Zentrifugenrohrchen uberfuhrten Extrakte werden nach
Abschluss der Extraktion bis zur Trocknung im Vakuumkonzentrator eingeengt und
bei —20 °C tiefgefroren.

Die carotinoidhaltigen Extrakte fur die HPLC-Analysen werden in 2 ml 90%igem
Aceton angeldst und fur 30 Sekunden gevortext. AnschlielRend werden die Extrakte
fur 5 Minuten ins Ultraschallbad gestellt, danach werden sie nochmals fur 30
Sekunden gevortext und in 2 ml Plastikreagiergefalie gefiltert (0,45 um). Im ABTS-
Testsystem ist das verwendete Losungsmittel EtOH. Der Vorgang des Anlosens ist

wie oben beschrieben.
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3.4 Testsysteme zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat (AK)

3.4.1 Xanthin/Xanthinoxidase (XOD)-Testsystem

Das Xanthin/Xanthinoxidase-System ist ein biochemisches in vitro Modell far
schadigende Prozesse bei ischamischen Zustanden und der folgenden Reperfusion
(Elstner, 1993).

In der normal mit Sauerstoff versorgten Zelle liegt das Enzym in Form der
Xanthindehydrogenase (EC 1.1.1.204) vor. Diese oxidiert Hypoxanthin Uber Xanthin
zur Harnsaure. Wahrend der Ischamie wird die Xanthindehydrogenase durch
Proteolyse zur XOD (EC 1.1.3.22) umgewandelt. Die Oxidation zur Harnsaure lauft
nun unter Produktion schadlicher Nebenprodukte wie H,O, bzw. O," ab. Danach
kann unter Beteiligung von Ubergangsmetallionen Uber die Haber-Weiss-Reaktion
das sehr reaktive Hydroxylradikal (OH") gebildet werden (Halliwell und Gutteridge,
1999):

Fe* +0,” —Fe” +0,

Fe?* + H,0, — Fe* + OH + OH’

Abb. 6 zeigt die durch XOD katalysierte Oxidation von Xanthin zu Harnsaure, O,"
und H202.

OH OH
v [ | + 0.+ ro " T\ H,0, (bzw.0,")
] + Q24 M | + 20, (bzw. 0,
HO)\N N/I HO/KN N/kOH
H H
Xanthin HarnsGure
Abb. 6: Xanthinoxidase-katalysierte Oxidation von Xanthin

3.4.1.1  Superoxid-katalysierte Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit

Superoxid katalysiert die Oxidation von Hydroxylamin (NH>,OH) zu Nitrit:
2 0, + H,O5 + NH,OH — NOy™ + 2 H,O + Oy + OH'

Nitrit kann nach Azokupplung (Griess-Reaktion) photometrisch nachgewiesen

werden. Hydroxylamin wird durch Hydroxylradikale nicht zu Nitrit oxidiert. So weist
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dieses Testsystem sensitiv Radikalfangereigenschaften der eingesetzten Extrakte

gegenuber Superoxidradikalen nach.

Testansatz:
Konzentration i. A.:

Phosphatpuffer, pH 7,4 0,1M

NH,OH 1 mM

Xanthin 0,5 mM

Extrakt div. Konz.

XOD 0,04 U/ml

H>O ad 1 ml

Die Reaktion wird mit Zugabe von XOD gestartet und dann fiar 30 min im
Wasserruttelbad bei 37 °C inkubiert. Ist die Inkubation abgeschlossen, werden dem
Ansatz 300 uyl entnommen und diese zu 300 pl Sulfanylsaure (1% Sulfanylamid in 8%
Salzsaure) gegeben. Die Azokupplung wird mit anschlieender Zugabe von 300 ul
0,02% Naphtylethylendiamin gestartet. Nach 15 min Reaktionszeit kann der
entstandene Azofarbstoff im Photometer bei A = 540 nm analysiert werden.

Reagiert das eingesetzte Antioxidans mit dem O, oder wird die O,"-Bildung
gehemmt, entsteht weniger Nitrit (Elstner und Heupel, 1976). Somit kann im
Vergleich zur Kontrolle (= 100% Farbereaktion) eine antioxidative Wirkung anhand

der Farbstoffbildung im Photometer abgelesen werden.

3.4.1.2 Oxidation von a-Keto-y-S-Methyl-Buttersaure (KMB) zu Ethylen

o-Keto-y-S-Methyl-Buttersaure (KMB) zerfallt nach dem Angriff verschiedener ROS,
z.B. OH’, unter Freisetzung von Ethylen (Halliwell und Gutteridge, 1999):

CH3S-CH,-CH,-CO-COOH + OH® = 1/2(CH3S)2 + OH™ + CO, + CH»=CH>

Die Reaktion findet in gasdicht verschlossenen Reagenzglasern statt. So kann das
entstandene Gas nach Abschluss der Inkubationszeit mit Insulinspritzen aus dem
Gasraum abgezogen und gaschromatographisch quantifiziert werden. Fur die
Quantifizierung des entstandenen Ethylens wird die Head-Space-Technik verwendet:
Die Reaktion findet in gasdicht verschlossenen Reagenzglasern mit einem mittleren

Volumen von 13 ml statt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min, bei 37 °C im
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Ruttelbad, wird mit einer Insulinspritze 1 ml Gas aus dem Reagenzglas abgezogen.
Die in diesem Milliliter enthaltene Ethylenmenge kann nun gaschromatographisch
quantifiziert werden. Die im Ansatz (i. A.) enthaltene Ethylenmenge berechnet sich

wie folgt:

Area * (Gesamtvolumen [ml] — Probenvolumen [ml])
= Ethylen [pmol]

Eichfaktor [ml/pmol]

Der Eichfaktor wird taglich mit Hilfe von Prifgas neu ermitttelt.

Je weniger Ethylen in einem Ansatz vorhanden ist, desto besser wirken die

eingesetzten Extrakte der Oxidation von KMB entgegen.

Testansatz:
Konzentration i. A.:

Phosphatpuffer, pH 7,4 0,1 M

KMB 1 mM

Xanthin 0,5 mM

Extrakte div. Konz.

XOD 0,04 U/ml

H20 ad 2 ml

Die Reaktion wird mit der Zugabe von XOD gestartet. AnschlieRend werden die

Ansatze fir 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

3.4.1.3 Harnsaurebestimmung im XOD-Testsystem

Die enzymatische Aktivitdt der XOD kann durch verschiedene Substanzen, z.B.
phenolische Verbindungen, allosterisch oder kompetetiv gehemmt werden (Cotelle,
2001). Dadurch entstehen weniger ROS. Die Nachweisreaktionen des XOD-Systems
erkennen dies als eine antioxidative Kapazitat. Ob eine vorhandene AK der
eingesetzten Extrakte auf einem Abfangen der Radikale oder einer Hemmung der

XOD beruht, wird durch folgendes Untersuchungsprinzip festgestellt:
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Die Xanthinoxidase setzt Xanthin zu Harnsaure, H,O, und O, um. Der Einfluss
eines Extraktes auf die XOD-Aktivitat kann folglich Uber die Bildung des Produkts
Harnsaure gemessen werden.

Um einen Einfluss auf die Enzym-Aktivitat zu untersuchen, wird folgender

Reaktionsansatz verwendet.

Testansatz:
Konzentration i. A.:
Phosphatpuffer, pH 7,4 0,1M
Xanthin 500 uM
Extrakte div. Konz.
XOD 0,04 U/mli.A.
H20 ad 1 ml

Der Ansatz wird flr 10 min bei 37 °C im WasserrUttelbad inkubiert und die Reaktion
anschlieBend mit 50 yl 10 M HCI (36%) abgestoppt. In der HPLC (A = 285 nm) wird
das Verhaltnis von produzierter Harnsaure zu eingesetztem Xanthin untersucht.
Bleibt dieses im Vergleich zu der Kontrolle ohne Extrakt stabil, kann davon
ausgegangen werden, dal® der Extrakt mit dem O,* abreagiert und die XOD-Aktivitat
nicht beeinflusst. Kommt es zu einer Stimulation der Reaktion, sind die eingesetzten
Substanzen in der Lage die XOD selbst oder die Harnsaure vor Oxidation zu
schitzen. Es kann aber auch sein, dass die Phenole ein zusatzliches Substrat fir die

XOD sind und so mehr Harnsaure entsteht (Pritsos, 2000).

Die Laufbedingungen der HPLC-Analyse (Apparatur |) sind:
Flussrate: 1 ml/min
Laufmittel (A): 0,5% Essigsaure in H,0O
Laufbedingungen: 0 min =12 min 100% A
Injektionsvolumen: 100 pl
Saulentemperatur: 25 °C
Detektion: A =285 nm
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Die Quantifizierung der Harnsdure und des Xanthins in der HPLC erfolgt Uber
kaufliche Standards.

Die Regressionsgleichung fur Xanthin lautet:
Peakflache [mV*min] = 0,329 [mV*min*uM] * Xanthin [uM]

R=0,99;sd=7,75;n=5; p<0,0001

Die Regressionsgleichung fur Harnsaure lautet:
Peakflache [mV*min] = 0,914 [mV*min*uM] * Harnsaure [uM]

R =10,99;sd =27,03; n=5; p<0,0001

3.4.2 2,2°-Azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS)-Testsystem

Das ABTS-Testsystem stellt ein in vitro Modell zum oxidativen Stress und der
Wirkung antioxidativer Substanzen dar (Miller et al., 1993). ABTS-Molekule werden
durch Myoglobin und H>O;, zum intensiv grin gefarbten ABTS-Radikalkation oxidiert,

das sein Absorptionsmaximum bei 734 nm aufweist (Abb. 7).

0

CO———C0
J ABTS L

o
S
o

H,C CH,
Myoglobin
H,O
o o 2Y2 o /O'
's? S S S;0
JN+Q NL
H,C CH,

ABTS Radikalkation
grin gefarbt

Abb. 7: ABTS-Oxidation zum ABTS-Radikalkation

Antioxidantien sind unterschiedlich gut in der Lage die Radikalentstehung zu
reduzieren. Je geringer die Farbung des Reaktionsansatzes, desto hoher ist die AK
der in das Testsystem eingesetzten Extrakte. Eine Anderung der Absorption Uber die

Zeit wird spektrophotometrisch nachgewiesen (Yu und Ong, 1999).
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Testansatz:
Konzentration i. A.:
Phosphatpuffer, pH 7,4 0,1M
ABTS 0,175 mM
Myoglobin 2,5 uM
H20, 0,1 mM
Extrakte div. Konz.
H.0 ad 2 ml

Alle Substanzen, aulter H,O,, werden in einer Kivette vorgelegt. Im Photometer wird
die Reaktion dann durch Zugabe von H,O, gestartet. Die Messung erfolgt bei
A =734 nm Uber einen Zeitraum von 15 Minuten und einem Messintervall von 20
Sekunden.

Da ABTS und Myoglobin in Lésung eine Eigenfarbung aufweisen, werden die
Ansatze gegen eine Referenz ohne H,O, und Extrakt gemessen. Der 100%-Wert
ergibt sich aus einem Ansatz, in dem anstelle des Extraktes nur dessen
Losungsmittel (z.B. 10% CH3CN) hinzugefugt wird und somit die Reaktion

ungehindert ablaufen kann.

3.5 Folin-Ciocalteu-Test

Der Folin-Ciocalteu-Test dient in dieser Arbeit zur Quantifizierung des
Phenolgehaltes der eingesetzten Extrakte. Durch reduzierende Verbindungen (z.B.
Phenole) wird die Folin-Ciocalteu-Lésung zu blauem Farbstoff umgesetzt. Der
entstehende Farbstoffkomplex wird photometrisch bei 720 nm quantifiziert (Singleton
et al., 1998).

Verwendete Losungen:
Folin-Ciocalteu-Lésung (10%)
NazCOs3 (7% )

Extrakt (div. Konz.)

Die phenol- und anthocyanhaltigen Extrakte werden zur Bestimmung ihres

Phenolgehaltes in 2 ml 10%igem Acetonitril gelést. Der Rohextrakt aus Spinat ist in
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der gleichen Menge 100%igem Ethanol, der Gynurarohextrakt in 80% Methanol
gelost.

AnschlieBend werden 150 pl des entsprechenden Extraktes in eine Kuvette
vorgelegt. Es werden nun 1 ml des Folinreagenz hinzu pipettiert und diese Mischung
wird fur 2 Minuten inkubiert. Danach folgt die Zugabe von 1 ml Na,CO3; mit einer
folgenden Inkubationszeit von einer Stunde. Die Messung am Photometer erfolgt bei
720 nm.

Die Phenolgehalte der eingesetzten Extrakte kdnnen anhand einer mit Gallussaure
erstellten Kalibrationsgeraden bestimmt und anschlielend in Gallussaureaquivalente

(GAE) [mM] umgerechnet werden. Die resultierende Regressionsgleichung lautet:
Absorption [720 nm] = 1,353 Absorptionseinheiten [720 nm] * Gallussaure [mM]

R =0,99; sd =0,05; n=6; p <0,0001

3.6 Inhaltsstoffanalytik der Pflanzenextrakte

Die in den Extrakten enthaltenen Inhaltsstoffe werden mit Hilfe der High Performance

Liquid Chromatographie (HPLC) aufgetrennt.

3.6.1 Polyphenole

Die hier verwendete Analysemethode ist in Anlehnung an Schieber et al. (2003)
leicht modifiziert.

Phenol- und Anthocyanhaltige Extrakte

Die zu analysierenden Proben werden in 2 ml Acetonitril (10%) angeldst, fur 60
Sekunden gevortext und bei ca. 10 °C fur 30 Minuten ins Ultraschall gestellt. An-
schlielend werden sie noch einmal gevortext (30 Sekunden), filtriert (0,45 um) und
an der HPLC analysiert.

Die Laufbedingungen flir die HPLC- Analyse (Apparatur | und Il) sind:

Flussrate: 0,6 ml/min
Laufmittel A: 2,0% Essigsaure in H,0O
Laufmittel B: 0,5% Essigsaure in H,O/CH3CN (1:1)
Gradient: 0 min 75% A
0 min — 5 min 75% A

5 min — 50 min 55% A
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50min—-90min 0% A
90 min—-95min  75% A
95 min—-112min  75% A

Injektionsvolumen: 100 pl

Saulentemperatur: 25 °C

Detektion: A =285 und 530 nm

Hydrolyse der Rohextrakte:

Die Analyse der hydrolysierten Rohextrakte wird mit der selben HPLC-Methode und
Apparatur Il durchgeflhrt.

Vor dem Start der Analyse werden die Extrakte in 1 ml, bestehend aus zwei Teilen
Ethanol und 8 Teilen CH3CN (10%), aufgenommen und fur 60 Sekunden gevortext.
Danach werden sie filtriert (0,45 ym) und 600 pl dieses Uberstandes werden mit
75yl einer 37%igen Salzsaure vereint. Anschlielend wird die Probe fur zwei
Stunden bei 80 °C in ein Wasserrlttelbad gestellt. Nach dieser Inkubationszeit
werden auf den hydrolysierten Extrakt 75 ul Natronlauge (5 M) pipettiert und das
Gemisch fur 15 Sekunden gevortext. Zum Schluss wird der so entstandene Extrakt
nochmals in HPLC-Vials gefiltert (0,45 um) und an der HPLC analysiert.

Als interner Standard wird Naringenin (0,5 mM) eingesetzt. Die resultierende

Gleichung der Regression lautet:
Peakflache [mV*min] = 1923,933 [mV*min*uM] * Naringenin [mM]

R =0,99; sd =48,93; n =6; p < 0,0001

3.6.2 Carotinoide

Fir die HPLC-Analyse der carotinoidhaltigen Extrakte werden diese in 2 ml Aceton
(90%) angelost, eine Minute gevortext und fur 5 Minuten Ultraschall behandelt.
Danach werden sie nochmals fur 30 Sekunden gevortext, gefiltert (0,45 um) und an
der HPLC analysiert.
Die Laufbedingungen fir Apparatur lll und IV sind:

Flussrate: 1 ml/min

Laufmittel A: Methanol + 0,05% Triethylamin

Laufmittel B: Aceton
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Laufmittel C: H,O + 0,05 M Ammoniumacetat

Gradient: 0 min 10% B 4% C
0 min — 25 min 30% B 4% C
25 min — 45 min 60% B 4% C
45 min— 70 min 90% B 4% C
70 min — 75 min 100% B 0% C
75 min — 85 min 100% B 0% C
85 min — 90 min 10% B 4% C
90 min — 105 min 10% B 4% C

Saulentemperatur: 30 °C
Injektionsvolumen: 20 pl

Wellenlange: 450 nm

Als interner Standard wird B-Apo-8’-carotenal eingesetzt. Die Gleichungen der

Regression fir zwei Chargen des IS lauten:
Charge 1: Area [mV*min] = 7718 [mV*min*uM] * B-Apo-8’-carotenal [mM]
Charge 2: Area [mV*min] = 36580 [mV*min*uM] * B-Apo-8’-carotenal [mM]

Zur ldentifizierung und Quantifizierung kommen im ersten Jahr der Untersuchungen

(Apparatur Ill) zusatzlich Chlorophyll a und b, B-Carotin und Lutein zum Einsatz.

Chlorophyll a:

Y = 19143 x ; bei R? = 0,98

Chlorophyll b:

Y = 96234 x ; bei R? = 0,99

B-Carotin:

Y = 186245 x ; bei R = 0,99

Y = 185028 x ; bei R? = 0,99

Im zweiten Jahr der Untersuchungen (Apparatur 1V) werden nur noch p-Carotin und

Lutein als externe Referenzsubstanzen eingesetzt:
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B-Carotin:
Y = 51466 x ; bei R*= 0,98
Y = 49013 x ; bei R? = 0,98

3.7 Statistische Auswertung der Messergebnisse

Alle Versuche werden mit jeweils drei Parallelen an zwei verschiedenen Tagen
durchgefiihrt. Bei eindeutigen Ergebnissen werden die Wiederholungen, wenn im
Ergebnisteil nicht anders angefuhrt, nicht verrechnet. Die Messwerte stellen also
Mittelwerte aus mindestens drei Parallelen mit dazugehoriger Standardabweichung

dar. Die Berechnung der Standardabweichung erfolgt nach der Formel:

- :\/Zx —(Zx) /n

n-—1

Die Auswertung und graphische Darstellung der Messergebnisse erfolgt
computergestutzt mit folgender Software: Microsoft Word 2000, Microsoft Excel
2000, Microsoft Origin 4.1 und Microsoft Origin 5.0.
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4 Ergebnisse

4.1 Pflanzenhabitus vor und nach der Belichtung mit UV-B

Spinacia oleracea L. 'Poncho” und Gynura bicolor (Willd.) DC. werden im
Gewachshaus mit unterschiedlichen UV-B-Belichtungsvariationen angebaut. Die hier
dargestellten Pflanzen zeigen den Habitus von Spinat und Gynura unmittelbar vor

Start des Belichtungsversuches und zum Erntezeitpunkt.

Spinacia oleracea L.

Abb. 8 zeigt exemplarisch einen Spinatbestand vor Beginn eines Belichtungs-
versuches.

Abb. 8: Spinat vor Beginn des Belichtungsversuches (2. Anbaujahr)

Aus Abb. 8 geht hervor, dass der Pflanzenbestand sowohl in Gestalt und Grol3e als
auch in der Blattfarbe und —form sehr homogen ist.

In Abb. 9 werden nun die Unterschiede der Pflanzenhabitus nach 14-tagiger
Belichtung verdeutlicht (erstes Anbaujahr). Von links nach rechts ist SGP, PAR,
FGC, INT und PER abgebildet.
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Abb. 9: Spinat nach 14-tagiger Belichtung; von links nach rechts: SGP, PAR,
FGC, INT und PER (1. Anbaujahr)

Hinsichtlich der Pflanzengrof3e ist zwischen SGP, PAR, FGC und INT kein deutlicher
Unterschied zu sehen. PER hingegen hebt sich durch die Ausbildung eines
Blutenstandes deutlich von den anderen Varianten ab. In den UV-B-Varianten nimmt
mit Starke der Belichtung die Anzahl der hellgrin-gelblichen Blatter zu. PER zeigt die
hellste Blattfarbe, die Blattform war kleiner und rundlicher.

Im zweiten Anbaujahr werden Spinatpflanzen wiederum einer zweiwochigen
Belichtungsphase unterzogen (im Folgenden als Langzeitbelichtung bezeichnet).
Ausgewahlte Pflanzen der unbelichteten Variante (SGP) kommen nach Abschluss
der 14-tagigen Versuchsperiode in die Belichtungskammern und der Versuch wird fur
weitere 3 Tage fortgesetzt. Diese Pflanzen sind im Folgenden mit Kurzzeitbelichtung
bezeichnet.

Abb. 10 stellt Spinatvarianten aus dem zweiten Anbaujahr nach Langzeitbelichtung

dar.
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Abb. 10: Spinat nach Langzeitbelichtung; von links nach rechts: PER, INT, FGC,
PAR und SGP (2. Versuchsjahr)

Im Gegensatz zum ersten Anbaujahr zeigt diese Abbildung, dass PAR und SGP
kleiner als die anderen Varianten sind. PER weist die grote Wuchshdhe auf,
produziert die starksten Blattstiele und zeigt als einzige Variante an den Blattern
stark eingerollte Rander. Die Blatter der UV-belichteten Pflanzen sind im Vergleich
zu SGP etwas heller, fester und etwas verdickt. PAR ist am kompaktesten und hat
die grunsten Blatter. SGP besitzt den am wenigsten verzweigten Wuchs.

Abb. 11 halt den Habitus der Kurzzeit belichteten Spinatpflanzen fest.

g/«r‘s; &

Abb. 11: Spinat nach Kurzzeitbelichtung; von links nach rechts: PER, INT, FGC,
PAR und SGP (2. Anbaujahr)
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In Abb. 11 sind kaum Unterschiede im Habitus der Varianten zu erkennen, weder in
der Stiel- oder Blattdicke noch in der Ausfarbung der Blatter. Lediglich PER zeigt
wieder eingerollte Blattrander. Dieses Kennzeichen permanent UV-B-belichteter

Spinatpflanzen aus Lang- und Kurzzeitbelichtung ist in Abb. 12 dargestellt.

Abb. 12: Spinat (PER) nach Kurzzeitbelichtung (2. Anbaujahr)



4 Ergebnisse

36

Gynura bicolor (Willd.) DC.

Abb. 13 zeigt Gynura aus dem ersten Anbaujahr vor Beginn der Belichtung.

Abb. 13:

& 4

. I.'rf A 1‘.& :..m’ a8
7'1 _tl ) @ |

Gynura vor Beginn des Belichtungsversuches (1. Anbaujahr)

Aus Abb. 13 geht die Homogenitat des gesamten Pflanzenbestandes hinsichtlich

Habitus und Alter hervor.

Nach einer Belichtungsdauer von 14 Tagen sind folgende Unterschiede zwischen

den Varianten zu erkennen (Abb. 14).

Abb. 14:

Gynura nach 14-tagiger Belichtung; von links nach rechts: SGP, PAR,
FGC, INT und PER (1. Anbaujahr)
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Hinsichtlich der Wuchshoéhen gilt es festzuhalten, dass PER am gedrungensten ist,
gefolgt von INT. PER und INT bilden haufig keine echte Terminale aus, sondern
doppelte und dreifache Triebspitzen. Hinzu kommen verkirzte Internodien und
verdickte Blattstiele. Die Blatter dieser Varianten sind auch deutlich griiner als die der
anderen Pflanzen. Zwischen FGC, PAR und SGP gibt es keine wesentlichen
Unterschiede.

Abb. 15 dokumentiert den Ausgangszustand der Gynurapflanzen vor Start der

Belichtung im zweiten Jahr der Untersuchungen.

Abb. 15: Gynura vor Beginn des Belichtungsversuches (2. Anbaujahr)

Der Habitus des hier dargestellten Pflanzenbestandes ist sehr homogen. Die
Pflanzen sind jedoch aufgrund technischer Probleme beim Versuchsaufbau 16 Tage
alter als die des ersten Jahres und wurden eine Woche vor Versuchsbeginn gestutzt.
Abb. 16 zeigt Gynura aus der zweiten Versuchsperiode nach einer Belichtung von 14
Tagen (Langzeitbelichtung).
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Abb. 16: Gynura nach Langzeitbelichtung; von links nach rechts: SGP, PAR,
FGC, INT und PER (2. Anbaujahr)

In Abb. 16 ist zu sehen, dass im zweiten Versuchsjahr kein deutlicher Unterschied
bezlglich der Pflanzengrofle, Blattfarbe und -form der einzelnen Varianten
feststellbar ist. Auch das Phanomen der Ausbildung von doppelten oder dreifachen
Triebspitzen, wie im ersten Jahr beobachtet, tritt nicht auf. Die Festigkeit des
Pflanzengerustes ist jedoch bei INT und PER erhdht, was sich in einem aufrechterem
Wuchs widerspiegelt. PER zeigt zusatzlich Ansatze dickerer Stiele und Blatter.

Eine Kurzzeitbelichtung ausgewahlt homogener Pflanzen aus SGP fuhrte zu keiner

Veranderung des Habitus.

4.2 Trockensubstanzgehalte

Direkt nach der Pflanzenernte von Spinat und Gynura wird die Trockensubstanz (TS)

der einzelnen Varianten bestimmt.

Spinacia oleracea L.

In Tab. 4 werden die TS-Gehalte aller Anbauvarianten von Spinat dargestellt (TS in

% * Standardabweichung).
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Tab. 4: Trockensubstanzgehalte von Spinat
TS in %

1. Jahr 2. Jahr 2. Jahr

Langzeit Langzeit Kurzzeit
SGP 6,25+0,29 |9,35+0,47 | 9,24+0,19
PAR 7,22+0,65 |10,31 +0,20, 10,69 = 0,44
FGC 7,96 +0,43 |10,12+0,11| 10,91 +0,15
INT 7,69+0,12 |10,29+0,18| 10,84 + 0,91
PER 590+0,21 | 7,14 +£0,13 | 10,32 £ 0,51

Es ist zu erkennen (Tab. 4), dass sich der TS-Gehalt der Pflanzen durch die
Belichtung verandert. PER kommt im ersten Jahr mit 5,90% auf den geringsten TS-
Anteil, gefolgt von SGP mit 6,25%. Fur PAR (7,22%), INT (7,69%) und FGC (7,96%)
werden hohere TS-Gehalte festgestellt.

Beim TS-Gehalt des Langzeit belichteten Spinats (zweites Anbaujahr) kann kein
eindeutiger Unterschied zwischen PAR (10,31%), FGC (10,12%) und INT (10,29%)
festgehalten werden. SGP liegt mit einem TS-Gehalt von 9,35% unter diesen drei
Belichtungsvarianten. PER besitzt mit 7,14% den geringsten TS-Wert.

Durch eine Kurzzeitbelichtung entsteht keine wesentliche Differenz zwischen den
belichteten Varianten. Die Werte dieser Varianten (PAR 10,69%, FGC 10,91%, INT
10,84% und PER 10,32%) liegen sehr dicht zusammen. Nur SGP weist mit 9,24%
einen geringeren TS-Gehalt auf. Der Gehalt an TS nimmt hier also mit Belichtung zu.

Alle Werte liegen Uber denen des ersten Jahres.

Gynura bicolor (Willd.) DC.

Im weiteren Verlauf werden die TS-Gehalte (%) von Gynura aus dem ersten und
zweiten Anbaujahr dargestellt (Tab. 5). Die TS-Gehalte von Gynura aus
Kurzzeitbelichtung konnten durch die versuchsbedingt begrenzte Pflanzenanzahl

nicht bestimmt werden.
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Tab. 5: Trockensubstanzgehalte von Gynura
TS in %

1. Jahr 2. Jahr

Langzeit Langzeit
SGP 8,561+0,24 | 5,93+0,36
PAR 7,96 +0,05 | 5,96 £0,10
FGC 747+0,36 | 591+0,18
INT 8,04 +0,13 | 6,02+0,27
PER 7,60+0,20 | 6,06 +0,90

Tab. 5 zeigt im Vergleich mit SGP, dass im ersten Jahr der Untersuchung durch eine
Belichtung der TS-Gehalt der Gynura-Varianten abnimmt. So weist SGP einen
TS-Gehalt von 8,51% auf. INT (8,04%) und PAR (7,96%) liegen ebenso wie PER
(7,60%) und FGC (7,47%) unter diesem Wert.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der Gehalt an TS von Gynura im zweiten
Anbaujahr durch eine Langzeitbelichtung nicht verandert. Alle Varianten kommen auf

einen TS-Gehalt von ca. 6% und liegen unter den Werten des ersten Jahres.
4.3 Testsysteme zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat (AK)

4.3.1 Xanthinoxidase (XOD) -Testsystem

Das XOD-System ist ein Modell fir schadigende Prozesse bei ischamischen
Zustanden und der folgenden Reperfusion. Wahrend der Ischamie wird die
Xanthindehydrogenase zur XOD umgewandelt und die Oxidation von Harnsaure lauft
unter Produktion schadlicher Nebenprodukte wie H,O, und O," ab. Weiterhin kann

Uber die Haber-Weiss-Reaktion das sehr reaktive OH* gebildet werden.

Superoxid-katalysierte Oxidation von Hydroxylamin (NH>OH) zu Nitrit

O," katalysiert die Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit, das nach Azokupplung
(Griess-Reaktion) photometrisch bei 540 nm nachgewiesen werden kann. Es wird
untersucht, inwieweit die Reaktion durch die eingesetzten Extrakte gehemmt wird.

Hemmt das eingesetzte Antioxidans die XOD oder reagiert es mit dem O," entsteht
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weniger Nitrit. Somit kann im Vergleich zur Kontrolle (=100% Farbereaktion) die

antioxidative Kapazitat anhand der Farbintensitat im Photometer abgelesen werden.

Spinacia oleracea L.

Abb. 17 zeigt die Wirkung phenolhaltiger Extrakte aus Spinat des ersten

Anbaujahres.
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Abb. 17: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 1. Anbaujahres auf die
NH,OH-Oxidation

In Abb. 17 ist zu sehen, dass alle Extrakte bei einer Konzentration i. A. von 1/100 die
Reaktion nur zu 16-17% hemmen. Eine Erhéhung der Extraktkonzentrationen auf
1/50 ergibt fir SGP und FGC 19%, PAR, INT und PER kommen auf 21%. Die
zweitniedrigste Stufe von 1/20 i. A. erbringt bei SGP eine Wirkung von 17%. PAR
(20%), FGC (21%), INT und PER (22%) fuhren zu keiner eindeutigen Verbesserung.
Die niedrigste Verdlinnungsstufe (1/10) erreicht bei den Belichtungsvarianten PAR,
FGC, INT und PER nun eine Hemmung von 27-29%. SGP bewegt sich mit 23%
leicht darunter.

Aus Abb. 18 und Abb. 19 ist der Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte aus Lang-

und Kurzzeitbelichtung des zweiten Jahres zu entnehmen.
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Abb. 18: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Langzeit-
belichtung) auf die NH,OH-Oxidation

Aus Abb. 18 kann keine eindeutige konzentrationsabhangige Wirkung flr die
eingesetzten Phenolextrakte abgeleitet werden. Bei einer Konzentration von 1/100 im
Ansatz zeigen die Extrakte keinen deutlichen Einfluss (PAR 0%, PER 1%, SGP 2%,
FGC 3% und INT 6%). Dies wird in der Konzentration i. A. von 1/50 mit PAR (leichte
Stimulation mit + 4%), FGC (0%), SGP (2%), INT und PER (4%) bestatigt. Erst ab
1/20 i. A. wird die Hemmwirkung etwas besser. PAR beeinflusst hier die Reaktion
nicht (0%). SGP, FGC und INT sind mit 6% Hemmung schlechter als PER (18%). Fur
1/10 i. A. kann dieses Maximum nicht mehr erreicht werden (PER 16% und INT
17%). SGP hat einen Hemmwert von 9%. PAR und FGC kommen nur auf 7%. PER
erreicht hier im Rahmen der Standardabweichungen den Bereich der hochsten

Hemmwirkung.
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Auch die Werte in Abb. 19 kdnnen fur phenolhaltige Extrakte aus Kurzzeitbelichtung
keine starke Wirkung auf die NH,OH-Oxidation belegen. Fast alle Hemmwirkungen
der in das Testsystem eingesetzten Extraktkonzentrationen bewegen sich innerhalb

der Schwankungsbreite des Systems.
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Abb. 19: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Kurzzeit-
belichtung) auf die NH,OH-Oxidation

In der hdochsten Verdinnung von 1/100 tritt eine leichte Stimulation durch FGC (+2%)
und INT (+4%) auf. PER (0%), SGP und PAR (1%) beeinflussen die Reaktion nicht.
Bei 1/50 i. A. haben SGP und PAR mit +1% den geringsten Einfluss. FGC und INT
verringern die Absorption um 3%, PER um 5%. 12% (PER) ist bei 1/20 i. A. die beste
Hemmwirkung. Es folgen INT (8%), FGC (4%) und SGP und PAR mit 2%. PER
(1/10) entfaltet mit 14% die hochste Hemmwirkung im Testsystem. INT (12%), PAR
und FGC (8%) sowie SGP (7%) bewegen sich in einem niedrigeren Bereich.

Fir bei der NH,OH-Oxidation eingesetzte, phenolhaltige Spinatextrakte gilt es
abschlieBend nur fur die erste 14-tagige Anbauphase eine deutliche Uber 20%ige
hemmende Wirkung festzuhalten (Abb. 17).
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Gynura bicolor (Willd.) DC.
In den Abbildungen 20 — 23 wird der Einfluss phenol- und anthocyanhaltiger Extrakte

aus Gynura auf die NH,OH-Oxidation dargestellt.
Abb. 20 lasst erkennen, dass phenolhaltige Gynuraextrakte des ersten
Versuchsjahres in der Lage waren, die Reaktion konzentrationsabhangig zu

hemmen.
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Abb. 20: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die
NH2OH-Oxidation

Bei einer Konzentration i. A. von 1/400 ist fur FGC nur ein 5%iger Hemmeffekt zu
beobachten. SGP (10%) kann diese Leistung bereits verdoppeln. INT (12%), PAR
(13%) und PER (15%) steigern diese nochmals leicht. Bei einer Konzentration i. A.
von 1/200 betragt die Hemmung fir SGP 13%, wo hingegen FGC (15%), INT (20%),
PAR (23%) und PER (25%) besser im System wirken. Eine Verdinnung von 1/100 i.
A. liefert folgendes Ergebnis: SGP 25%, FGC 26%, INT 33%, PAR 35% und PER
38%. Fur 1/50 i. A. bietet sich bei SGP (37%) als schwachste Variante ein dhnliches
Bild. FGC erzielt eine 40%ige Hemmung. INT (47%), PAR (48%) und PER (49%)
hemmen die NH,OH-Oxidation starker. Bei 1/20 i. A. pendeln sich SGP bei 52% und
FGC bei 54% ein. PAR und INT kommen auf eine Hemmleistung von 60%. Diese
wird nur von PER (61%) tendenziell Ubertroffen. Die maximale Hemmleistung von
67% erreicht INT bei 1/10 i. A.. PER (66%) und PAR (65%) bewegen sich in einem
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ahnlichen Bereich. Mit 60% (FGC) bzw. 57% (SGP) sind auch hier diese beiden
Varianten schlechter in ihrer Wirkung. PAR, INT und PER hemmen ab der
Verdunnungsstufe 1/200 die Reaktion immer starker als FGC und SGP.

Abb. 21 zeigt die Wirkung anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des ersten Anbaujahres
auf die Oxidation von NH,OH.
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Abb. 21: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die

NH>,OH-Oxidation

Alle eingesetzten anthocyanhaltigen Extrakte fluhren zu einer konzentrations-
abhangigen Hemmung (Abb. 21). Bei einer Konzentration i. A. von 1/400 kann SGP
eine Wirkung von 13% entfalten. INT (14%), PER (15%), FGC (16%) und PAR (18%)
liegen im gleichen Schwankungsbereich. In der zweith6chsten Stufe (1/200) ist wie in
allen weiteren Verdinnungen kein eindeutiger Unterschied bezuglich der Varianten
festzustellen. Der Hemmwert (1/200 i. A.) liegt hier fur INT bei 26%. SGP hemmt zu
27%, FGC zu 28%, PAR zu 28% und PER zu 30%. Bei 1/100 i. A. liegt die
Hemmung zw. 38% (FGC) und 42% (PAR). In der Verdinnungsstufe von 1/50 i. A.
kommt SGP auf 51%. FGC (52%), PER/PAR (54%) und INT mit 55% bewegen sich
leicht Uber diesem Wert. Die starkste Wirkung von 78% wird bei einer Konzentration
von 1 zu 10 im Ansatz von PAR entfaltet. FGC und SGP hemmen um 3%, INT und
PER um 2% schlechter.



4 Ergebnisse 46

Im Vergleich zwischen obigen Abb. 20 und Abb. 21 qilt, dass die anthocyanhaltigen
Gynuraextrakte die Reaktion um ca. 10-15% besser als die phenolischen hemmen.
Ein Unterschied zwischen den Varianten, wie er bei den phenolhaltigen Extrakte

erkennbar ist, existiert nicht.

Abb. 22 halt den Einfluss phenolhaltiger Extrakte aus Gynura der Langzeitbelichtung
des zweiten Anbaujahres fest.
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Abb. 22: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Langzeit-
belichtung) auf die NH,OH-Oxidation

In Abb. 22 ist zu sehen, dass die Phenolextrakte auch hier in Abhangigkeit ihrer
Konzentration im Testsystem wirken. Konzentrationen i. A. von 1/400 konnen fur
FGC eine 6%ige Hemmung bewirken. SGP (9%), PAR (10%), INT und PER (12%)
steigern diesen Effekt. Bei 1/200 i. A. erreicht FGC 16%. PER (18%), INT/SGP (19%)
und PAR (20%) sind tendenziell etwas besser. Die nachste Stufe (1/100) zeigt in der
Reihenfolge ihrer Hemmwirkung folgendes: FGC (26%) < SGP (28%) < PAR/PER
(29%) < INT (30%). Fur 1/50 i. A. hat wiederum FGC mit 35% Hemmung den
geringsten Einfluss. Es folgt SGP/PER mit 38% und PAR/INT mit 39%. In der
zweithdchsten Konzentration i. A. (1/20) ist die Hemmleistung von FGC 50%. SGP
und PER kommen auf 51%, PAR auf 53% und INT auf 55%. Die grofte Inhibition im
System erreicht mit 62% (INT) die Verdunnungstufe von 1/10 i. A.. PAR (61%), SGP
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(59%), FGC (59%) und PER (58%) liegen dicht dahinter. Eine eindeutige
Differenzierung hinsichtlich der Hemmwirkung der einzelnen Varianten ist in keiner
Konzentration maoglich.

Abb. 23 verdeutlicht den Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte der Kurzzeit

belichteten Versuchsvarianten.
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Abb. 23: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Kurzzeit-
belichtung) auf die NH,OH-Oxidation

In dieser Grafik (Abb. 23) ist zu erkennen, dass alle Extrakte eine deutliche Wirkung
im Testsystem zeigen. Die hochste Verdinnungsstufe (1/400) hat mit 8%
Hemmeffekt fur SGP, PAR und FGC die niedrigste Wirkung im System. INT (11%)
und PER (13%) reagieren etwas besser. Die permanente UV-Belichtung (PER)
bewirkt ab einer Konzentration i. A. von 1/200 bis zum Ende der Konzentrationsreihe
eine bessere Hemmung im Vergleich zu den anderen Varianten. Bei 1/200 i. A.
erreicht PER 22%. INT ist mit 17% die nachste Variante. SGP (16%), FGC (15%)
und PAR (14%) haben einen etwas grolReren Abstand. Dieser vergroRert sich bei
1/100 i. A.: PAR (20%) < FGC (23%) < SGP (24%) < INT (26%) < PER (32%). Fur
1/50 i. A. betragt die Hemmung fir PAR 32%. Es folgen FGC (34%), SGP (35%), INT
(36%) und PER (41%). Ein Abstand bleibt auch bei 1/20 i. A. erhalten. Hier kommt
FGC auf 47% Hemmung. PAR (48%), SGP (49%), INT (50%) und PER (54%)

verbessern die Leistung nochmals.
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Die absoluten Hemmeffekte der 1/10 Verdinnungen sind mit ca. 56% (PAR) bis 62%
(PER) mit dem der Langzeitbelichtung zu vergleichen. SGP/FGC (57%) und INT

(59%) liegen zwischen diesen Werten.

Die nachsten beiden Abbildungen beschreiben die Wirkung anthocyanhaltiger
Gynuraextrakte der Langzeit- (Abb. 24) und Kurzzeitbelichtung (Abb. 25) des zweiten
Anbaujahres auf die NH,OH-Oxidation.
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Abb. 24: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres
(Langzeitbelichtung) auf die NH,OH-Oxidation

Auch anthocyanhaltige Gynuraextrakte der Langzeitbelichtung (Abb. 24) fihren zu
einer von der Extraktkonzentration abhangigen Wirkungskurve. Je niedriger die
Verdinnungsstufe, desto starker ist die erzielte Hemmung im Testssystem. Bei 1/400
i. A. wird bei FGC eine Hemmung von 11% festgestellt. INT und PER erreichen beide
eine Wirkung von 12%. SGP (13%) und PAR (15%) sind leicht besser. In der
Verdunnungsstufe 1/200 i. A. kommen FGC und INT auf 21%. PER erzielt 22%, SGP
und PAR 25%. Werden die Extrakte in einer Konzentration i. A. von 1/100 in das
Testsystem eingesetzt, ergibt sich folgende Reihe: FGC (29%) < INT = PER (33%) <
SGP (34%) < PAR (35%). Die drittniedrigste Stufe von 1/50 i. A. stell fir FGC eine
41%ige Hemmung fest. Es folgen PER/INT (43%), SGP (45%) und PAR (47%). Bei
1/20 i. A. kann FGC eine Inhibition von 55% erlangen. PER kommt auf 57%, INT und
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SGP auf 59%. Besser ist PAR mit 61% Wirkung. Die héchste Hemmwirkung hat mit
71% PAR/SGP bei einer Konzentration von 1/10 i. A.. INT und PER erreichen hier
69%. FGC liegt mit 68% Hemmung knapp darunter. Zwischen den Varianten gibt es
in keiner Verdlinnungsstufe einen deutlichen Unterschied. Tendenziell bewegen sich
FGC und PAR mit dem groRten Abstand zueinander. Die Hemmwerte der
anthocyanhaltigen Extrakte liegen um ca. 10% Uber dem der entsprechenden
Phenolextrakte.

Abb. 25 zeigt die Untersuchungsergebnisse der Kurzzeitbelichtung bei

anthocyanhaltigen Extrakten.
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Abb. 25: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres
(Kurzzeitbelichtung) auf die NH,OH-Oxidation

Bei einer Verdinnung von 1/400 i. A. liegen alle Werte zwischen 8% (FGC) und 11%
(SGP/INT). PAR erreicht 10%, PER 9%. Fur die Konzentration von 1/200 erhoht sich
die Hemmung: INT (15%), PAR (18%), SGP/FGC (21%) und PER (22%). Fir eine
Konzentration i. A. von 1/100 sind FGC und PAR (27%) die schlechtesten Varianten.
Die anderen (SGP 29%, INT 32% und PER 34%) sind starker in ihrer Hemmwirkung.
Die Werte aller Varianten streuen aber stark, so dass nicht von Unterschieden
hinsichtlich der Hemmleistungen ausgegangen werden kann. Erst bei der 1/50
Verdunnung ist ein leichter Unterschied zu beobachten. FGC (38%), INT (39%) und
PAR (40%) hemmen die Reaktion weniger als SGP (45%) und PER (46%). Bei 1/20
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i. A. hat PER mit 63% den grofdten Effekt. INT (59%) und SGP (58%) pendeln sich
etwas niedriger ein. PAR und FGC liegen mit 55% nochmals darunter. Die hochste
Konzentration i. A. (1/10) bewirkt wiederum eine Steigerung der Hemmung auf 72%
(PER), die ubrigen Varianten (SGP 70%, FGC/INT 68% und PAR 66%) liegen unter

diesem Wert.

Oxidation von a-Keto-y-S-Methyl-Buttersdure (KMB) zu Ethylen

KMB zerfallt nach dem Angriff durch reaktive Sauerstoffspezies (v.a. OH®) unter
Freisetzung von Ethylen. Das durch die Reaktion entstandene Gas wird mittels
Headspace-Technik gaschromatographisch nachgewiesen. Die entstandene Menge
an Ethylen ist das Mal fur die AK der in das Testsystem eingesetzten Extrakte. Je

weniger Ethylen entsteht, desto besser wirkt das Antioxidans.

Spinacia oleracea L.

Abb. 26 stellt die Wirkung phenolhaltiger Extrakte aus Spinat des ersten Anbaujahres
auf die Oxidation von KMB dar.
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Abb. 26: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 1. Anbaujahres auf die KMB-

Oxidation

Die eingesetzten Extrakte sind in der Lage die Reaktion zu hemmen. Die Wirkung
der Extrakte variiert bei 1/100 i. A. von 9% (SGP) uber 14% (INT), 15% (FGC) und
17% (PAR) bis zu 24% (PER). Eine Extraktkonzentration von 1/50 i. A. bewirkt bei
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SGP und INT eine Hemmwirkung von 17%. PAR kommt auf 18% Hemmung. FGC
(23%) und PER (27%) konnen die Wirkung nochmals steigern. Ab einer
Konzentration i. A. von 1/30 erreicht die Hemmkurve ein Plateau. Die maximale
Hemmleistung wird durch PER (44%) erreicht. Mit 43% liegen FGC und INT dicht
dahinter. PAR (37%) und SGP (35%) erreichen diese Werte nicht. Durch eine
Erniedrigung der Verdunnung auf 1/10 i. A. Iasst sich das Hemmniveau nicht mehr
steigern. Die Werte schwanken zwischen 42% (PER) und 30% (SGP) Hemmung.
FGC (33%), PAR (36%) und INT (37%) bilden die Mitte.

Abb. 27 halt die Wirkung phenolhaltiger Spinatextrakte der Langzeitbelichtung

(zweites Anbaujahr) graphisch fest.
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Abb. 27: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Langzeit-
belichtung) auf die KMB-Oxidation

Fir die Verdinnungsstufen 1/100 und 1/50 kann keine Hemmung im Testsystem
beobachtet werden (Abb. 27). Bei einer Konz. i. A. von 1/100 stimulieren FGC (+8%),
PAR (+4%) und INT (+3%) die Reaktion leicht . PER (0%) beeinflusst die Reaktion
nicht. SGP kommt auf einen Hemmeffekt von 4%. Bei 1/50 i. A. erzielen INT und
PER Werte von +11%. FGC hemmt wie PAR die Reaktion zu 2%. SGP zeigt wieder
4% Einfluss. Bei einer Konzentration von 1/20 i. A. bewirkt PER einen 16%igen
Hemmeffekt. Alle anderen Varianten (INT 5%, FGC 4% und PAR/SGP 3%) sind
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deutlich schlechter in ihrer Wirkung. Der Einfluss von PER erhoht sich bei 1/10i. A.
auf 23%. Die Einflisse von SGP (5%), PAR (6%), FGC (10%) und INT (13%)
bewegen sich hier im Rahmen der Standardabweichungen unterhalb von PER.

Beim Einsatz phenolhaltiger Spinatextrakte der Kurzzeitbelichtung (Abb. 28)
erreichen Extrakte in der Verdunnungsstufe 1/100 i. A. keine hemmende Wirkung bei
der Oxidation von KMB. SGP (+1%), PAR (+2%) und FGC (+4%) liegen Uber den
100% der Kontrollreaktion. INT (0%) hat keinen Einfluss und PER nur einen Wert von

1% unterhalb der Kontrolle.
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Abb. 28: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Kurzzeit-
belichtung) auf die KMB-Oxidation

Eine lediglich schwache Anderung ergibt eine Verdinnung der Extrakte von
1/50i. A.. SGP und PAR kommen hier auf +2% bzw. +3% im Vergleich zur Kontrolle.
FGC (0%) zeigt keine Reaktion. INT und PER liegen 3% unter dem Anfangswert von
100%. Einen deutlicheren Effekt bewirkt eine Konzentration i. A. von 1/20. Hier
erreicht PER eine Hemmung von 15% und INT kommt auf 8%. FGC (3%), SGP (2%)
und PAR (+1%) kdénnen nur eine leichte Reaktion hervorrufen. In der hdchsten
eingesetzten Extraktmenge (1/10 i. A.) hemmen PAR (6%) und SGP/FGC (9%) die
Ethylenproduktion weniger als INT (14%) und PER (20%). Die Schwankungsbreiten

und die Standardabweichungen lassen jedoch keine eindeutige Unterscheidung
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zwischen SGP, PAR, FGC und INT zu. PER hemmt die Reaktion in den

Verdinnungsstufen 1/20 und 1/10 tendenziell am besten.

Gynura bicolor (Willd.) DC.

Abb. 29 stellt nun den Einfluss phenolhaltiger Extrakte aus Gynura des ersten

Anbaujahres auf die Oxidation von KMB dar.
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Abb. 29: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die
KMB-Oxidation

Eine konzentrationsabhangige Wirkung der in das Testsystem eingesetzten
Gynuraextrakte ist zu erkennen. SGP hemmt mit 9%, 21%, 41% und 54% in allen
Verdinnungsstufen (1/100, 1/50, 1/20 und 1/10 i. A.) die Reaktion am geringsten.
FGC (16, 28, 52 und 61%) hat im Vergleich zu SGP eine immer um etwa 7-11%
bessere Hemmwirkung. Bereits in der Konzentration von 1/100 i. A. kdnnen PAR
(25%), INT (23%) und PER (24%) eine starkere Hemmwirkung entfalten. In der
Verdinnung 1/50 erhdhen sich die Hemmleistungen dieser Varianten auf PAR
(32%), INT (37%) und PER (44%). Bei 1/20 i. A. ist der Abstand zu SGP und FGC
am grofdten. PAR und INT erreichen eine Hemmung von 57% und PER von 58%. In
der hochsten Konzentration i. A. von 1/10 kommen PAR, INT und PER auf
Hemmwerte von 67%, 68% und 69%. Der Abstand zu SGP und FGC bleibt hier
konstant. Eine Ausnahme stellt die 1/50 Verdinnung dar. Hier verringert FGC bei
einer Hemmung von 28% seinen Abstand zu SGP und PAR (32%). PER hingegen
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vergroRert mit 44% den Abstand leicht. INT bewegt sich mit ca. 37% Hemmung
innerhalb der gewohnten Differenz.

In Abb. 30 ist die Wirkung anthocyanhaltiger Gynuraextrakte aus dem ersten

Anbaujahr dargestellt.
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Abb. 30: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die
KMB-Oxidation

In dieser Dosis-Wirkungskurve wird als niedrigste Konzentration i. A. eine
Verdunnung von 1/200 eingesetzt. Durch die versuchstechnisch bedingte
Eingrenzung auf 4 Konzentrationen wird so die Hemmwirkung anthocyanhaltiger
Extrakte besser abgebildet. Alle Extrakte hemmen in dieser Verduinnungsstufe die
Reaktion in einem engen Bereich (PER 25%, SGP, FGC und INT 26% sowie PAR
29%). In der Verdunnungsstufe 1/100 i. A. zeigen die belichteten Varianten PAR
(43%), PER (41%), INT (40%) und FGC (39%) eine etwas bessere Wirkung als SGP
(36%). Ab einer Konzentration i. A. von 1/50 erreichen SGP (54%) und FGC (56%)
eine weniger starke Hemmung als INT (61%) und PAR (63%). PER (65%) kann
diesen Abstand nochmals vergroRern. PER und PAR erzielen bei 1/20 i. A. eine 90%
bzw. 88%ige Hemmwirkung im System. Fur INT kann eine 86%ige Hemmung
festgehalten werden. Danach kommen FGC mit 83% und SGP mit 80%. Diese
beiden Varianten hemmen also in den Verdinnungsstufen 1/100, 1/50 und 1/20 i. A.

die Reaktion am geringsten.
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Abb. 31 zeigt die Hemmeffekte phenolhaltiger Gynuraextrakte der Langzeitbelichtung

des zweiten Anbaujahres wahrend der KMB-Oxidation zu Ethylen.
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Abb. 31: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Langzeit-
belichtung) auf die KMB-Oxidation

Es ist zu sehen, dass alle eingesetzten Extrakte in Abhangigkeit ihrer Dosen in der
Lage sind, die Reaktion zu hemmen. In der Verdunnungsstufe 1/100 i. A. zeigen INT
und FGC mit 24% und 18% den tendenziell groRten Unterschied zueinander. SGP
erreicht eine Hemmung von 20%. PAR und PER koénnen die Ethylenbildung um 21%
verringern. Bei 1/50 i. A. hat FGC mit 36% den geringsten Einfluss. SGP (37%),
PER/PAR (38%) und INT (39%) liegen leicht Gber diesem Wert. In der zweithéchsten
Konzentration i. A. (1/20) erzielen FGC (49%) und SGP/PER (52%) niedrigere
Hemmwerte als PAR (55%) und INT (57%). Werden die Extrakte in der
Konzentration i. A. von 1/10 in das Testsystem eingesetzt, hat INT (68%) gefolgt von
SGP (67%) das beste Hemmergebnis. PAR und PER erreichen eine Hemmung von
66%. FGC erzielt mit 64% das schlechteste Ergebnis. Eine eindeutige
Unterscheidung der untersuchten Varianten ist aufgrund der Standardabweichungen
jedoch nicht maoglich.

Den Sachverhalt fur phenolhaltige Extrakte aus Gynura der Kurzzeitbelichtung stellt
Abb. 32 dar.
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Abb. 32: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Kurzzeit-
belichtung) auf die KMB-Oxidation

In der hochsten Verdinnungsstufe von 1/200 i. A. pendeln sich PAR (13%), SGP
(14%) und FGC (15%) auf ahnlichem Niveau ein. INT (17%) und PER (21%)
erreichen hohere Werte. Fur Extrakte der Konzentrationen 1/100 i. A. bewegen sich
INT (19%), PAR (19%), SGP (21%) und FGC (21%) in einem niedrigeren Bereich als
PER (29%). Bei 1/50 i. A. liegt PER bei 48%, SGP, FGC und INT sind im Bereich von
36% bis 40%. PAR erzielt nur eine 32%ige Wirkung. Es ist zu erkennen, dass PER
tendenziell in allen Verdinnungsstufen die Reaktion am besten hemmt. Der
deutlichste Unterschied bezuglich den anderen Varianten ist bei einer Konzentration
i. A. von 1/20 festzuhalten. Hier erzielt PER eine Hemmung von 61%. Es folgen INT
mit 55%, SGP (50%), FGC (48%) und PAR mit 45%.

Abb. 33 gibt den Einfluss anthocyanhaltiger Extrakte aus Langzeit belichtetem

Gynura des zweiten Anbaujahres wider.
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Abb. 33: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres
(Langzeitbelichtung) auf die KMB-Oxidation

In Abb. 33 ist bei einer Konzentration von 1/100 i. A. schon eine 25%ige (FGC),
26%ige (INT und PAR) und 28%ige (PER) Hemmung zu sehen. SGP hat in dieser
Verdunnungsstufe nur einen Einfluss auf die Reaktion von 10%. In der nachsten
Stufe von 1/50 i. A. erreicht SGP (36%), INT und PER (38%) haben das gleiche
Niveau. FGC (33%) und PAR (43%) unterscheiden sich. FGC (54%) bleibt bei 1/25 i.
A. der schlechteste Extrakt. SGP, INT und PER bewegen sich weiter auf einer Linie
und bewirken eine 60%ige Hemmung. PAR hemmt auch hier mit 65% die Oxidation
von KMB am besten. In der héchsten Konzentration i. A. (1/10) ist wiederum PAR mit
86% am effektivsten. Die Ubrigen Varianten (INT 82%, PER 81%, FGC und SGP
79%) bewegen sich in einem etwas niedrigeren Bereich. Es ist also zu beobachten,
dass ab 1/50 i. A. PAR am besten antioxidativ wirkt. Eine deutliche Differenz kann in
den Konzentrationen 1/50 und 1/25 i. A. zwischen PAR als beste und FGC als
schlechteste Variante festgestellt werden.

Abb. 34 stellt die Hemmwirkung anthocyanhaltiger Gynuraextrakte aus der

Kurzzeitbelichtung graphisch dar.
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Abb. 34: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres
(Kurzzeitbelichtung) auf die KMB-Oxidation

Alle Extrakte zeigen einen konzentrationsabhangigen Einfluss auf die Reaktion. Bei
der hdochsten Verdunnungsstufe (1/200) schwanken die Werte sehr stark um die
jeweiligen Standardabweichungen. Somit lasst sich kein Unterschied der Varianten in
den Hemmbereichen von 5% (INT), 15% (PAR), 17% (FGC), 20% (SGP) und 22%
(PER) feststellen. Eindeutige Differenzen der Varianten untereinander sind bei 1/100
i. A. nicht vorhanden. Sie decken einen Bereich von 26% (PAR), INT (27%) bis SGP
(29%) und FGC (30%) ab. PER erreicht mit 35% die beste Hemmwirkung. SGP
(49%), PAR/INT (51%), FGC (52%) nahern sich in der nachsten Verdinnung (1/50 i.
A.) weiter an. Nur PER kann mit 55% einen etwas deutlicheren Einfluss ausiben. Bei
einer Konzentration i. A. von 1/20 bleibt PER mit 76% Hemmung tendenziell weiter
besser als die restlichen Varianten (FGC 73%, SGP, PAR und INT 71%).

Harnsaurebestimmung im XOD-Testsystem

Die Xanthinoxidase setzt Xanthin zu Harnsdure und O,” um. Der Einfluss eines
eingesetzten Extraktes auf die XOD-Aktivitat kann folglich Uber die Bildung des
Produkts Harnsaure gemessen werden. In der HPLC wird das Verhaltnis von
produzierter Harnsaure zu Xanthin untersucht. Bleibt dieses Verhaltnis im Vergleich
zur Kontrolle ohne Extrakt stabil, kann davon ausgegangen werden, dass der Extrakt
die XOD-Aktivitat nicht beeinflusst.
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Ob sich die Harnsaureproduktion durch den Einsatz ausgewahlter phenolhaltiger
Gynura- und Spinatextrakte mit einer Konz. i. A. von 10% andert, ist in Abb. 35
ersichtlich. Fur die Harnsaurebestimmung werden aufgrund der versuchsbedingt
begrenzten Pflanzenanzahl nur folgende Extrakte des zweiten Anbaujahres (Lang-
zeitbelichtung) verwendet:

A Gy SGP: anthocyanhaltige Gynuraextrakte (SGP)

A Gy PER: anthocyanhaltige Gynuraextrakte (PER)

Ph Gy PER: phenolhaltige Gynuraextrakte (PER)

Ph Sp SGP: phenolhaltige Spinatextrakte (SGP)
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Abb. 35: Harnsaurebestimmung im XOD-System mit Extraktkonzentration i. A.
10%

Es ist zu erkennen, dass die getesteten Extrakte, im Vergleich zur Kontrollreaktion,
zu einer Stimulation der Harnsaureproduktion fuhren. Die Stimulation erreicht bei
anthocyanhaltigen Gynuraextrakten (PER) bis zu ca. 21%. SGP-Extrakte dieser Art
kommen auf ca. 19%. Phenolhaltige Extrakte aus Gynura (SGP) stimulieren die
Reaktion zu ca. 12%. Spinatextrakte (SPG) entwickeln nur einen leicht
stimulierenden Einfluss (ca. 1%) auf die Harnsaureproduktion. Die eingesetzten

Extrakte fuhren also nicht zu einer Hemmung der XOD.
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4.3.2 2,2’-Azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS)-Testsystem

Das ABTS-Testsystem stellt ein allgemeines in vitro Modell zum oxidativen Stress
und der Wirkung antioxidativer Substanzen dar. ABTS-Molekile werden durch
Myoglobin und H20, zum intensiv grin gefarbten ABTS-Radikalkation oxidiert, das
sein Absorptionsmaximum bei 734 nm aufweist. Eine Anderung der Absorption (iber
die Zeit wird spektrophotometrisch nachgewiesen. Je geringer die Farbung des
Reaktionsansatzes, desto hoher ist die AK der in das Testsystem eingesetzten
Extrakte. Die absolute Hemmleistung der Extrakte wird im Folgenden immer mit der
Absorptionsdifferenz (AD), angegeben in Absorptionseinheiten (AE), im Verhaltnis
zur Kontrollreaktion ohne Extrakt angezeigt.

In diesem Testsystem werden sowohl phenol- und anthocyanhaltige als auch

carotinoidhaltige Extrakte auf ihnre AK hin untersucht.

Polyphenolextrakte aus Gynura bicolor (Willd.) DC. und Spinacia oleracea L.

Spinacia oleracea L.

Abb. 36 zeigt die Wirkung phenolhaltiger Spinatextrakte des ersten Anbaujahres
nach einer 14-tagigen Belichtungsperiode (Konzentration i. A.: 1/20).
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Abb. 36: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 1. Anbaujahres auf die
ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/20
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PER kann die Farbereaktion im Verlauf der Zeit mit einer absoluten Hemmleistung
von 0,49 AE am besten verzogern. Die Varianten SGP (0,40 AE), PAR (0,41 AE),
FGC (0,42 AE) und INT (0,42 AE) sind aufgrund ihrer Standardabweichungen nicht
eindeutig in ihrer Wirkung zu unterscheiden. Werden die Extrakte mit hdheren Ver-
dinnungsstufen (siehe Anhang Tab. 14) in das System eingesetzt, nimmt die Hem-
mung mit jeder Stufe entsprechend ab. Die AD betragt bei 1/50 i. A. fur PER 0,28
AE. INT; FGC und SGP erreichen eine AD von 0,25 AE. PAR kommt auf 0,23 AE
und hat damit den grof3ten Abstand zu PER. Bei einer Konzentration von 1/100 i. A..
und durchschnittlich 0,10 AE ist eine Differenzierung der Extrakte untereinander nicht

mdglich. Bei 1/200 i. A. verringert sich der Abstand zur Kontrollreaktion nochmals.

Abb. 37 verdeutlicht den Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte der

Langzeitbelichtung des zweiten Anbaujahres bei einer Konzentration i. A. von 1/20.
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Abb. 37: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Langzeit-
belichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/20

Hier wird die beste absolute Hemmung wiederum von PER mit 0,39 AE erbracht.
FGC (0,30 AE) und INT (0,31 AE) liegen sehr dicht zusammen, verzdgern die ABTS-
Oxidation aber besser als SGP (0,24 AE) und PAR (0,25 AE). Beim Einsatz
niedrigerer Verdinnungen (siehe Anhang Tab. 14) verringert sich die Hemmleistung

konzentrationsabhangig. Bei 1/50 i. A. erreichen die Varianten folgende Werte: SGP
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(0,12 AE), PAR (0,13 AE) und FGC sowie INT (0,15 AE). PER ist mit 0,20 AE am
besten in seiner Wirkung. Weitere Konzentrationen konnten aufgrund der begrenzten
Probenanzahl nicht untersucht werden.

Abb. 38 stellt die Hemmung phenolhaltiger Spinatextrakte aus Kurzzeit belichtetem

Spinat des zweiten Anbaujahres mit einer Konzentration von 1/20 i. A. dar.
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Abb. 38: Einfluss phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Kurzzeit-
belichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/20

In Abb. 38 ist zu sehen, dass die Wirkung der einzelnen Extrakte unterschiedlich
stark ist. PAR mit 0,23 AE und SGP (0,26 AE) sind die am wenigsten wirksamen
Extrakte. Es folgen FGC mit 0,29 AE und INT mit 0,33 AE. PER zeigt durch eine AD
von 0,38 AE die beste Verzogerung der Reaktion und hat den deutlichsten Abstand
zu den ubrigen Varianten. Eine Konzentration i. A. von 1/50 (PAR und SGP 0,11 AE;
FGC 0,13 AE; INT 0,15 AE und PER 0,18 AE) ist entsprechend schwacher in ihrer
Wirkung (siehe Anhang Tab. 14). Weitere Konzentrationen konnten aufgrund der be-

grenzten Probenanzahl nicht untersucht werden.
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Gynura bicolor (Willd.) DC.

Phenolhaltige Extrakte aus Gynura erzielen im ABTS-Testsystem eine starkere

Hemmwirkung als Spinatextrakte. Alle im Testsystem untersuchten Gynuraextrakte
mit einer Konzentration von 1/20 i. A. fuhren zu einer 100%igen Hemmung der
Reaktion wahrend des 15minutigen Zeitverlaufs. Abb. 39 stellt dies exemplarisch an

phenolhaltigen Extrakten aus Gynura des ersten Anbaujahres dar.
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Abb. 39: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die
ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/20

Jede der eingesetzten Varianten erreicht hier eine AD von = 0,53 AE (SGP). Im
weiteren Verlauf werden nur noch Testansatze mit Verdinnungen Uber 1/20 i. A.
dargestellt. Hierdurch werden Unterschiede zwischen den einzelnen Extrakt- und
Anbauvarianten deutlich.

Abb. 40 halt den Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des ersten Anbaujahres mit

einer Konzentration i. A. von 1/50 fest.
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Abb. 40: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die
ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/50

SGP und FGC hemmen die Reaktion zu 0,29 AE und 0,30 AE. INT erreicht eine AD
von 0,43 AE. Es folgen PAR (0,46 AE) und PER (0,49 AE) die hier am besten
hemmen. Extrakte mit 1/100 i. A. (siehe Anhang Tab. 14) fuhren zu einem ahnlichen
Bild, nur dass sich die Hemmleistung entsprechend der Verdlinnungsstufe verringert.
SGP als schlechteste Variante kommt mit FGC auf 0,16 bzw. 0,17 AE. INT, PAR und
PER bewegen sich in einem Bereich von 0,23 Uber 0,26 bis 0,27 AE. Eine
Konzentration i. A. von 1/200 nahert sich von 0,15 AE (PER) bis 0,08 AE (SGP) der
Kontrolle an. INT (0,12 AE), PAR (0,14 AE) und FGC (0,09 AE) liegen zwischen
diesen Werten.

Abb. 41 stellt den Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des ersten Anbaujahres
in der Verdinnungsstufe 1/50 im ABTS-System dar.
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Abb. 41: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die

ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/50

Im Vergleich zu phenolhaltigen Extrakten (1. Anbaujahr) (Abb. 40) wird die
Hemmwirkung von SGP (0,52 AE) und FGC (0,54 AE) gesteigert. Mit einer AD von
0,60 AE (INT), 0,61 AE (PER) und 0,62 AE (PAR) hemmen diese drei Varianten die
Reaktion am sarksten. Bei einer Konzentration von 1/100 i. A. wirken die Extrakte im
Bereich von 0,30 AE (FGC), 0,32 AE (SGP) bis 0,34 AE (PER und INT). PAR hebt
sich mit einer AD von 0,38 AE leicht ab (siehe Anhang Tab. 14).

Phenolhaltige Gynuraextrakte der Langzeitbelichtung (zweites Anbaujahr) fuhren bei

einer Konzentration von 1/50 i. A. zu folgendem Ergebnis (Abb. 42):
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Abb. 42: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Langzeit-
belichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/50

Die AD in Abb. 42 betragt in der Reihenfolge der Hemmwirkung fir SGP 0,28 AE,
FGC 0,30 AE und PAR 0,31 AE. Mit einem Abstand von 0,06 AE folgt INT (0,37 AE),
PER erreicht 0,39 AE und diese beiden Varianten somit die beste Hemmung im
Testsystem. Werden die Extrakte mit einer Konzentration von 1/100 getestet,
vermindert sich die Hemmleistung und folgende Werte (AE) werden gemessen: SGP
0,14; FGC 0,16; PAR 0,19; INT 0,21 und PER 0,24. Die Hemmleistung ver-
schlechtert sich zwar, aber die Abstdnde zwischen den einzelnen Varianten sind
etwas groler. Der absolute Abstand zw. SGP und PER bleibt mit 0,10 AE im
gleichen Bereich (siehe Anhang Tab. 14).

Abb. 43 hat den Einfluss phenolhaltiger Extrakte aus Gynura der Kurzzeitbelichtung

(zweites Anbaujahr) zum Inhalt.



4 Ergebnisse 67

064 —=— Kontrolle 0,6

R it

£ | v FeC EEEEEE _
5 049 4 INT EEEE 04

~ { —o-PER EEE -
8 034 EEE 403

s ) EEEEE ]
g 0 /I/I/EE v,,vIIIIIIil_ 0.2

? ] /I”I v YT .
2 0,14 II/I/I - e i'/I - S do1
0,0 E cerrrnankEEL fﬁ ,,,,,,,,,, o IﬁﬁIIIIIIIII_ 0,0

0 0200 0400 0G:00 0800  10:00 1200  14:00

Reaktionszeit [min]

Abb. 43: Einfluss phenolhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Kurzzeit-
belichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/50

Es ist hier zu sehen (Abb. 43), dass bei einer Konzentration i. A. von 1/50 FGC mit
0,36 AE die schlechteste Wirkung entfaltet. PAR mit 0,38 AE ist nur unwesentlich
besser in seiner Wirkung. Im Mittelfeld bewegt sich SGP und INT mit einer AD von
0,42 AE. PER wirkt mit einem deutlichen Abstand und 0,52 AE am besten. Eine
Verdinnung der Extrakte auf 1/100 i. A. (siehe Anhang Tab. 14) hat wiederum eine
Verringerung der Hemmwirkung zur Folge. PER bleibt mit 0,36 AE die effektivste
Variante. Die Ubrigen Varianten befinden sich in einem Bereich von 0,27 AE (INT)
und 0,26 AE (SGP) bis 0,22 AE (PAR) und 0,21 AE (FGC). Der absolute Abstand
zwischen der schlechtesten (FGC) und der besten Variante (PER) verringert sich in
dieser Konzentration i. A. nur von 0,16 AE (1/50 i. A.) auf 0,15 AE.

Abb. 44 gibt die Wirkung anthocyanhaltiger Extrakte (1/50 i. A.) der Langzeit

belichteten Gynura (zweites Anbaujahr) wider.
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Abb. 44: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Lang-
zeitbelichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A.
1/50

Hier (Abb. 44) entfaltet FGC die schlechteste Hemmung. Mit einer AD von 0,29 AE
liegt sie um 0,03 AE unter der Hemmung von SGP und INT (0,32 AE). PAR erreicht
mit 0,34 AE eine starkere Inhibition als FGC. PER kann die Oxidation von ABTS mit
ca. 0,36 AE am starksten verzogern. Werden die Extrakte mit einer Verdinnung von
1/100 in das Testsystem eingesetzt, verkleinern sich die Abstande nochmals (siehe
Anhang Tab. 14). Die Wirkung der Extrakte (AE) betragt fir FGC und SGP 0,15 AE
(PAR und INT 0,18 AE). PER erreicht eine AD von 0,20 AE.

In Abb. 45 ist die Wirkung von anthocyanhaltigen Gynuraextrakten der Kurzzeit-

belichtung mit der Konzentration von 1/50 i. A. abgebildet.
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Abb. 45: Einfluss anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Kurz-
zeitbelichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A.
1/50

In Abb. 45 werden FGC mit 0,33 AE und PAR (0,34 AE) als schlechteste Varianten
identifiziert. INT erreicht eine Hemmung von 0,38 AE und liegt somit Gber FGC und
PAR aber unter SGP (0,41 AE) und PER (0,43 AE). Extrakte der Verdinnungsstufe
von 1/100 i. A. erreichen folgende Hemmwerte: FGC und PAR 0,19 AE; INT 0,22 AE;
SGP und PER 0,24 AE (siehe Anhang Tab. 14). Die Abstande zwischen den unter-
suchten Varianten werden also in dieser Verdlinnungsstufe zum Teil egalisiert. Auch

die absolute Hemmleistung geht zurtck.

Carotinoidhaltige Extrakte aus Spinacia oleracea L. und Gynura bicolor (Willd.) DC.

Die folgenden Ausfuhrungen stellen die Wirkung carotinoidhaltiger Extrakte aus
Spinat und Gynura wahrend der ABTS-Oxidation dar. Extrakte in einer
Verdinnungsstufe von 1/20 konnten aufgrund ihrer Eigenabsorption nicht in das

System eingesetzt werden.

Spinacia oleracea L.

Abb. 46 zeigt den Einfluss von Spinatextrakten des ersten Anbaujahres in der

Konzentration von 1/50 i. A..
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Abb. 46: Einfluss carotinoidhaltiger Spinatextrakte des 1. Anbaujahres auf die
ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/50

Es ist eine starke Hemmung der Reaktion zu erkennen. Alle eingesetzten Extrakte
sind in der Lage, die Farbstoffbildung um 0,41 AE (PER), 0,42 AE (INT) bis 0,43 AE
(SGP, PAR und FGC) zu reduzieren. Da sich hier alle Werte innerhalb eines engen
Bereichs bewegen, sind die Unterschiede zwischen den Anbauvarianten nicht
eindeutig. Ein Einsatz der Extrakte mit einer Konzentration von 1/100 i. A. verschiebt
die Hemmleistung auf 0,26 AE fur INT. PER und SGP erreichen eine AD von 0,28
AE. FGC und PAR hemmen zu 0,29 AE (siehe Anhang Tab. 14). In einer weiteren
Verdinnungsstufe (1/200) wird keine Verbesserung der Differenzierung erreicht. Die
Werte bewegen sich zwischen 0,16 AE (PER) und 0,19 AE (PAR).

Carotinoidhaltige Extrakte aus Langzeit belichtetem Spinat des zweiten Anbaujahres
(1/100 i. A.) haben folgende Wirkung im Testsystem (Abb. 47) (R. Schauer,

Diplomarbeit; unveroffentlicht):
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Abb. 47: Einfluss carotinoidhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Langzeit-
belichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/100

Eine Unterscheidung der Extrakte untereinander ist hier nicht moglich. Die AD von
PER, INT und FGC betragt mit 0,24 AE nur 0,01 AE weniger als die von SGP und
PAR (0,25 AE). Werden die Extrakte mit einer Konzentration i. A. von 1/40 in das
Testsystem eingesetzt, erhdht sich die Hemmwirkung fur PER und INT auf 0,38 AE.
SGP, FGC und PAR erlangen eine Wirkung von 0,39 AE (siehe Anhang Tab. 14).
Abb. 48 stellt die Wirkung carotinoidhaltiger Extrakte der Kurzzeitbelichtung in einer
Verdinnung von 1/100 dar.
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Abb. 48: Einfluss carotinoidhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres (Kurzzeit-
belichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/100

Die eingesetzten Extrakte hemmen die Bildung des ABTS-Radikalkations um 0,22
AE (PER, PAR und SGP). INT und FGC haben eine AD von 0,23 AE. Fur
Konzentrationen von 1/40 i. A. wird fur alle eingesetzten Extrakte aul’er PER (0,34
AE) eine AD von 0,35 AE festgestellt (siehe Anhang Tab. 14).

Gynura bicolor (Willd.) DC.

Auch carotinoidhaltige Extrakte aus Gynura werden im ABTS-Testsystem auf ihre
antioxidative Kapazitat getestet. Abb. 49 zeigt die Einflisse carotinoidhaltiger

Gynuraextrakte des ersten Anbaujahres in einer Konzentration von 1/50 i. A..
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Abb. 49: Einfluss carotinoidhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres auf die

ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A. 1/50

Es ist eine deutliche Hemmwirkung zu erkennen. SGP und PAR erreichen in einer
Konzentration i. A. von 1/50 eine AD von 0,35 AE, bzw. 0,36 AE. FGC und INT
bewegen sich mit 0,37 AE innerhalb des Bereichs der Standardabweichung. Einen
etwas grofReren Einfluss zeigt PER mit 0,39 AE. In der Verdinnungsstufe von 1/100
(siehe Anhang Tab. 14) ergibt sich folgendes: PAR 0,22 AE, SGP (0,22 AE), INT
0,23 AE, FGC 0,24 AE und PER erreicht 0,25 AE. Der tendenziell grofdte Abstand
wird zwischen PAR und PER erzielt. Selbst eine Verdunnung der Extrakte auf 1/400
weist noch eine AD von ca. 0,06 (SGP) bis 0,09 AE (PER) auf. PAR, FGC und INT
(0,08 AE) bewegen sich zwischen SGP und PER.

In Abb. 50 werden die Ergebnisse carotinoidhaltiger Extrakte aus Gynura der

Langzeitbelichtung des zweiten Anbaujahres dargestellt.
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Abb. 50: Einfluss carotinoidhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Lang-
zeitbelichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A.
1/50

In Abb. 50 kann kein eindeutiger Unterschied zwischen den Versuchvarianten
festgestellt werden. INT erreicht eine AD von 0,33 AE. Die Inhibition durch SGP und
PAR betragt 0,35 AE. FGC kann mit 0,38 AE und PER mit 0,40 AE die Reaktion
tendenziell am besten hemmen. Mit einer Konzentration von 1/100 i. A. (siehe
Anhang Tab. 14) sind die Differenzen zwischen SGP (0,23 AE), PAR (0,24 AE) und
INT (0,23 AE) nicht deutlicher. FGC (0,26 AE) und PER (0,28 AE) beeinflussen die
Reaktion etwas deutlicher. Bei einer Konzentration von 1/200 i. A. liegt die Hemmung
bei allen Varianten im Bereich von 0,18 AE (PER) bis 0,15 AE (PAR).

Wird Gynura Kurzzeit belichtet, stellt sich der Einfluss seiner carotinoidhaltigen

Extrakte in einer Konzentration von 1/50 i. A. wie folgt dar (Abb. 51).
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Abb. 51: Einfluss carotinoidhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres (Kurz-
zeitbelichtung) auf die ABTS-Oxidation mit Extraktkonzentration i. A.
1/50

Auch hier ist eine Differenzierung der Extrakte hinsichtlich ihrer Hemmwirkung im
Testsystem nicht eindeutig. Die Hemmung durch PER betragt 0,28 AE. FGC liegt mit
0,30 AE in einem ahnlichen Bereich. INT kommt auf eine AD von 0,31 AE und PAR
auf 0,32 AE. SGP erreicht mit 0,33 AE den hochsten Wert. Bei 1/100 i. A. liegen PER
und FGC mit 0,19 AE direkt aufeinander. INT erreicht 0,18 AE. PAR (0,20 AE) und
SGP (0,21 AE) haben etwas bessere Werte. Fur Konzentrationen von 1/200 i. A.
bewegen sich INT, FGC und PAR in der Region von 0,11 - 0,12 AE. PER (0,10 AE)
ist um ca. 0,02 AE schlechter in seiner Hemmwirkung. SGP kann sich mit 0,13 AE
am weitesten von PER differenzieren. Doch auch in dieser Verdlinnungsstufe Gber-

lappen die Standardabweichungen einander stark (siehe Anhang Tab. 14).

4.4 Folin-Ciocalteu-Test

Der Folin-Ciocalteu-Test dient in dieser Arbeit zur Quantifizierung des Phenol-
gehaltes der eingesetzten Extrakte. Durch reduzierende Verbindungen (z.B.
Phenole) wird die Folin-Ciocalteu-Losung zu blauem Farbstoff umgesetzt. Der
entstehende Farbstoffkomplex wird photometrisch bei 720 nm quantifiziert. Die

Phenolgehalte der eingesetzten Extrakte konnen anhand einer mit Gallussaure
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geeichten Kalibrationsgeraden bestimmt und anschlieBend in Gallussaure-
aquivalente (GAE) [mM] umgerechnet werden.

Der Phenolgehalt fur Spinatextrakte des ersten und zweiten Anbaujahres wird in
Tab. 6 dargestellt. Im ersten Anbaujahr kann aufgrund des begrenzten Rohmaterials

kein unverdunnter Extrakt untersucht werden.

Folin-Ciocalteu-Test fur phenolhaltige Spinatextrakte

1. Jahr 2. Jahr 2. Jahr

Langzeit | Langzeit Kurzzeit
Konz. i. A. 1/2,5  |unverdinnt | unverdinnt

Variante GAE [mM]

SGP 0,17 £0,00(0,22 + 0,01|0,21 + 0,01
PAR 0,14 +0,00(0,23 £ 0,01|0,20 £+ 0,01
FGC 0,18 +0,01(0,26 + 0,00 0,23 £+ 0,01
INT 0,17 £0,00(0,25 + 0,010,26 + 0,01
PER 0,23 +0,01|0,36 £ 0,01|0,32 £ 0,02

Es ist deutlich zu erkennen, dass PER stets die hochsten GAE erreicht. Im ersten
Anbaujahr erzielt PER (1/2,5 i. A.) einen Gehalt von 0,23 mM. SGP und INT (0,17
mM) ordnen sich nach FGC (0,18 mM) ein. SGP weist nur 0,14 mM GAE im Test vor.
Unverdunnte Extrakte der Langzeitbelichtung geben folgendes Bild wider: SGP liegt
mit 0,22 mM nahe an PAR (0,23 mM). Es folgen INT (0,25 mM) und FGC (0,26 mM).
Den héchsten Gehalt an GAE hat PER (0,36 mM). Auch Kurzzeit belichteter Spinat
kann PER wiederum als gehaltvollsten Extrakt bestatigen (0,32 mM). INT ist mit 0,06
mM Differenz die zweitbeste Variante. Die Ubrigen Varianten sind in der Reihenfolge
FGC (0,23 mM), SGP (0,21 mM) und PAR (0,20 mM) eingeordnet.

In Tab. 7 werden die Phenolgehalte der Gynuraextrakte beider Anbaujahre

dargestellt.
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Tab. 7: Folin-Ciocalteu-Test flr phenolhaltige Gynuraextrakte
1. Jahr 2. Jahr 2. Jahr
Langzeit Langzeit Kurzzeit
Konz. i. A. unverdunnt
Variante GAE [mM]
SGP 0,38 + 0,03 0,53 + 0,03| 0,76 + 0,04
PAR 0,58 + 0,02 0,53 + 0,00 0,61 + 0,02
FGC 0,44 + 0,02 0,50 + 0,01| 0,66 + 0,02
INT 0,58 + 0,02 0,61 £ 0,01} 0,72 £ 0,02
PER 0,68 + 0,01 0,72 + 0,01} 0,91 + 0,03

Im ersten Jahr erreicht die Belichtungsvariante SGP 0,38 mM GAE. FGC kommt auf
einen GAE-Gehalt von 0,44 mM. INT und PAR befinden sich mit 0,568 mM auf
gleichem Niveau. PER enthalt mit 0,68 mM die héchsten GAE. Aus phenolhaltigen
Extrakten von Langzeit belichtetem Gynura sind FGC (0,50 mM) sowie PAR und
SGP (0,53 mM) weniger phenolreich als INT (0,61 mM) und PER (0,72 mM). Werden
entsprechende Extrakte der Kurzzeitbelichtung untersucht, enthalt PAR die
wenigsten GAE (0,61 mM). Es folgen FGC (0,66 mM), INT (0,72 mM), SGP
(0,76 mM) und PER (0,91 mM). Somit ist PER in allen drei Anbauphasen die
Variante mit den hochsten GAE. Extrakte aus Kurzzeit belichteten Gynurapflanzen
enthalten mehr GAE als die anderen.

Tab. 8 stellt die GAE fur anthocyanhaltige Gynuraextrakte beider Anbaujahre vor.
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Tab. 8: Folin-Ciocalteu-Test flr anthocyanhaltige Gynuraextrakte
1. Jahr 2. Jahr 2. Jahr
Langzeit Langzeit Kurzzeit
Konz. i. A. unverdunnt
Variante GAE [mM]
SGP 1,08 +£0,02| 0,65 + 0,02 0,75 + 0,01
PAR 1,31+ 0,02 0,73 + 0,02 0,58 + 0,02
FGC 1,16 £ 0,01| 0,55 + 0,01| 0,60 + 0,02
INT 1,21 + 0,01/ 0,69 + 0,01 0,67 + 0,01
PER 1,31 £ 0,04 0,67 £ 0,01 0,73 + 0,01

Im ersten Anbaujahr kann mit jeweils 1,31 mM ein hoher Gehalt an GAE fur PAR und
PER festgestellt werden. INT erreicht 1,21 mM, gefolgt von FGC (1,16 mM) und SGP
(1,08 mM). Die Langzeitbelichtung des zweiten Anbaujahres erreicht mit 0,73 mM
GAE (PAR) nicht die Gehalte des ersten Jahres. INT (0,69 mM), PER (0,67 mM) und
SGP (0,65 mM) sind etwas schlechter in ihrem Gehalt an GAE. FGC kommt nur auf
ca. 0,55 mM und ist damit die Variante mit den wenigsten GAE. Bei einer
Kurzzeitbelichtung pendeln sich SGP (0,75 mM) und PER (0,73 mM) in einem
ahnlichen Bereich ein. Etwas geringere GAE erzielt in diesem Test INT mit 0,67 mM.
FGC (0,60 mM) und PAR (0,58 mM) haben noch geringere Werte.

Des weiteren werden Rohextrakte von Spinat mit 100% EtOH sowie Gynura
(80% MeOH) eingesetzt und auf ihren Phenolgehalt hin Gberpruft. Rohextrakte des
ersten Anbaujahres konnten aufgrund des nur begrenzt zur VerfiUgung stehenden
Pflanzenmaterials nicht untersucht werden.

Tabellen 9 und 10 zeigen die entsprechenden GAE der im Folin-Ciocalteu-Test
untersuchten Varianten. Rohextrakte aus Spinat der Lang- und Kurzzeitbelichtung
des zweiten Jahres in 100% EtOH geldst und in den Folin-Ciocalteu-Test eingesetzt,

fuhren zu folgendem Ergebnis (Tab. 9).
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Tab. 9:

Folin-Ciocalteu-Test fir Rohextrakte aus Spinat gel6st in 100% EtOH

2. Jahr 2. Jahr
Langzeit Kurzzeit
Konz. i. A. unverdunnt
Variante GAE [mM]
SGP 0,83 £ 0,01 0,87 + 0,03
PAR 0,89 + 0,02 0,92 + 0,02
FGC 0,97 £ 0,03 1,04 + 0,02
INT 1,00 £ 0,03| 1,07 + 0,02
PER 0,96 + 0,01| 1,10 + 0,04

SGP stellt sich sowohl bei der Langzeit- als auch der Kurzzeitbelichtung (0,83 mM

und 0,87 mM) als schlechtester Extrakt heraus. PAR erreicht mit 0,89 mM und 0,92

mM GAE etwas bessere Werte. Bei Langzeitbelichtung liegen die UV-Varianten FGC
(0,97 mM), INT (1,00 mM) und PER (0,96 mM) im gleichen Bereich. Eine Steigerung
der Zunahme an GAE durch Belichtung zeigen auch die Kurzzeitvarianten. FGC, INT

und PER bewegen sich z. B. von 1,04 Uber 1,07 bis 1,10 mM GAE. Eine eindeutige

Differenzierung ist aber aufgrund der Standardabweichungen nicht mdglich.

Aus Tab. 10 lasst sich der GAE-Gehalt von Gynura-Rohextrakten beider Anbaujahre
(geldst in 80% MeOH) entnehmen.
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Tab. 10: Folin-Ciocalteu-Test fir Rohextrakte aus Gynura geldst in 80% MeOH
1. Jahr 2. Jahr 2. Jahr
Langzeit Langzeit Kurzzeit
Konz. i. A. unverdunnt
Variante GAE [mM]
SGP 0,85+ 0,01 0,70 + 0,01} 0,77 + 0,00
PAR 0,91 + 0,01 0,73 £ 0,00 0,65 + 0,00
FGC 0,88 + 0,03 0,63 + 0,01 0,65 + 0,01
INT 0,94 + 0,01 0,71 + 0,01} 0,72 + 0,01
PER 1,01 £ 0,00/ 0,70 + 0,00 0,80 + 0,01

Gynura-Rohextrakt des ersten Anbaujahres enthalt in ansteigender Reihenfolge
folgende GAE [mM]: 0,85 (SGP), 0,88 (FGC), 0,91 (PAR), 0,94 (INT) und 1,01
(PER). In der zweiten Anbauphase erzielt PAR bei Langzeitbelichtung mit 0,73 mM
die héchsten GAE. Es folgen INT (0,71 mM), SGP und PER (0,70 mM). FGC
kennzeichnet sich durch einen Gehalt an GAE von 0,63 mM. Nach einer
Kurzzeitbelichtung erreicht wiederum PER mit 0,80 mM den héchsten Wert. SGP
(0,77 mM), INT (0,72 mM) und PAR/FGC (0,65 mM) haben niedrigere GAE.

4.5 Inhaltsstoffanalytik

Die Inhaltsstoffanalyse der Pflanzenextrakte erfolgt sowohl fur Phenole als auch
Carotinoide mittels HPLC. Zuerst werden alle Extrakte analysiert und anschliefend
ausgewahlte Peaks auf Veranderungen durch die Belichtung untersucht. Durch ein
Ubereinanderlegen der Chromatogramme sind Unterschiede zwischen den
Versuchvarianten gut erkennbar. Ein weiterer Schritt der Untersuchungen ist die

Identifizierung einzelner Peaks mit externen Standards.

451 Phenole

Spinacia oleracea L.

Der groite Teil der Peaks von phenolhaltigen Extrakten aus Spinat kann durch einen
Spektrenvergleich der Gruppe der Phenolsduren zugeordnet werden. Aufgrund

fehlender Ubereinstimmung der Retentionszeiten der eingesetzten externen
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Standards konnen keine Peaks eindeutig identifiziert werden. Alle im Folgenden
dargestellten Werte beziehen sich auf 0,12 g Trockensubstanz (TS).
Aus dem ersten Anbaujahr flir Spinat werden folgende, mit Buchstaben gekenn-

zeichnete Peaks ausgewahlt (Abb. 52).
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Abb. 52: Chromatogramm phenolhaltiger Spinatextrakte (SGP und PER)
(1. Anbaujahr); A = 285 nm

SGP unterscheidet sich von PER durch Peakhohen und -flachen. Bei der Auswahl
der Peaks a-k wird darauf geachtet, von Anfang bis Ende des Gradienten eine
gleichmafige Verteilung zu erreichen. Auch werden Peaks die sich bezuglich ihrer
Peakhdhe unterscheiden bevorzugt. Die detektierten Unterschiede zwischen den

Varianten werden in Abb. 53 in einem Peakflachendiagramm dargestellt.
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Abb. 53: Diagramm phenolhaltiger Spinatextrakte (1. Anbaujahr); A = 285 nm

Peak a zeigt durchweg eine Substanzabnahme bei Belichtung. Die starkste
Abnahme hat PAR zu verzeichnen, doch je starker der UV-Anteil wird, desto
schwacher ist die Abnahme. Bei den Peaks b, c, e, f, g und h ist PER stets die
Variante mit den grof3ten Peakflachen. Es wird bei den Peaks f und h im Vergleich
zur meist schlechtesten Variante (PAR) dieser Peaks (c, e, f und h) eine
Verdoppelung bis Verdreifachung erreicht. PAR und INT sind bei Peak b und g nicht
deutlich zu unterscheiden. Die Peaks e, f und g haben jedoch schon ohne eine
Belichtung mit SGP die zweitgroRte Peakflache. Bei Peak d wird zwar PAR als
kleinste Flache detektiert, die grote jedoch bei INT. SGP, FGC und PER sind nicht
zu unterscheiden. FGC kann bei Peak i als beste Variante detektiert werden. Es
folgen geordnet nach der Peakflache PER, SGP, INT und PAR, wobei die
Differenzierung der beiden letzteren nicht eindeutig moglich ist. Fur Peak j ist eine
tendenzielle Zunahme der Flachen mit einer Belichtung zu erkennen, die sich jedoch
im Maximum bei INT und PER einstellt. PAR und FGC kdnnen nicht unterschieden
werden. Bei Peak k gibt es bei SGP keine eindeutigen Differenzen. Tendenziell
steigen mit PAR, FGC und INT die Areas an, um anschlielend mit PER wieder
abzunehmen. Eine Berechnung der Wiederfindungsrate ist hier ohne den Einsatz

eines Internen Standards (IS) nicht mdglich.
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In Abb. 54 ist nun ein Chromatogramm phenolhaltiger Spinatextrakte des zweiten

Anbaujahres der Langzeitbelichtung zu sehen.
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Abb. 54: Chromatogramm phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres
(Langzeitbelichtung) (SGP u. PER); A = 285 nm

SGP und PER haben unterschiedliche Profile. Die HPLC-Chromatogramme des
ersten (Abb. 52) und zweiten Jahres (Abb. 54) stimmen nicht zu 100% Uberein. Nach
einem Wechsel der HPLC-Anlage ergibt ein Abgleich der Retentionszeiten
Unterschiede bezuglich der Detektion von Peaks des ersten und zweiten Jahres.

Identische Peaks der Lang- und Kurzzeitbelichtung des zweiten Anbaujahres werden
mit den Nummern 1-10 bezeichnet. Kann eine Ubereinstimmung mit Peaks des
ersten Jahres detektiert werden, steht der entsprechende Buchstabe in Klammern.
Durch den zusatzlichen Einsatz eines Internen Standards (IS), hier Naringenin
(150 uM i. A.), ist eine Berechnung der Wiederfindungsrate moglich. Die Bandbreite
dieser Rate bewegt sich bei der Langzeitbelichtung phenolhaltiger Spinatextrakte
zwischen 68,5 bis 83,6% (< 76,3%). Weiterhin wird durch die Bildung eines
Quotienten [Areas (Substanz) / Areas (IS)] ein Mal} fur die Konzentration der
detektierten Komponenten eingefuhrt. Da erst im zweiten Versuchsjahr bei Lang- und
Kurzzeitbelichtung von Spinat der Einsatz eines IS moglich war, mussen die

Ergebnisse des ersten Jahres diesbezuglich gesondert betrachtet werden.
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Abb. 55 stellt die detektierten Unterschiede ausgewahlter Peaks phenolhaltiger
Spinatextrakte der Langzeitbelichtung dar.
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Abb. 55: Diagramm phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres
(Langzeitbelichtung); A = 285 nm

Mit diesem Diagramm werden deutliche Unterschiede zwischen den Varianten der
Langzeitbelichtung und ihren Einzelsubstanzen belegt. Aligemein sind die Gehalte
der Substanzen sehr verschieden. Sie variieren von z.T. nicht detektiert bei #5 (SGP
und PAR) bis zu einem Quotienten von 0,29 (PER) fur #7.

Im Folgenden wird verstarkt auf die Unterschiede der Belichtungsvarianten innerhalb
der Einzelkomponenten eingegangen. #1 (b) zeigt als Reaktion im Vergleich zu SGP
(0,053) eine Abnahme durch PAR (0,047). Diese verstarkt sich bei FGC (0,035) und
INT (0,033). PER (0,089) hingegen vergroRert den Quotienten. Bei #2 ist mit
ansteigender Belichtung durchgehend eine Zunahme an Substanz festzustellen
(SGP 0,005 < PAR 0,009 < FGC 0,014 < INT = FGC 0,017). Dieser Anstieg kann
auch bei #6 sehr gut beobachtet werden. Hier hat FGC (0,058) im Vergleich zu SGP
(0,023) eine uber 100%ige Zunahme erreicht. Durch PER (0,085) wird ein 3,7facher
Wert erreicht. #3 (c) steigert sich im Gehalt mit PER (0,16) im Vergleich zu SGP
(0,053) auch um Faktor 3. PAR (0,078), FGC (0,087) und INT (0,094) liegen
zwischen SGP und PER. #4 (d) hat durch FGC (0,19) den besten Quotienten und
INT (0,18) hdhere Werte als PAR (0,16) und PER (0,16). SGP hat mit 0,12 den

niedrigsten Quotienten. #5 bildet die Ausnahme. Hier wird durch die UV-Varianten



4 Ergebnisse 85

(FGC 0,008 < INT 0,014 < PER 0,034) eine Substanz gebildet, die bei SGP und PAR
nicht detektiert werden kann. Bei #7 ist bei PAR (0,15), FGC (0,15) und INT (0,14)
ein ahnlicher Substanzgewinn gegenuber SGP (0,083) zu verzeichnen. PER (0,29)
kann den Wert im Vergleich zu SGP mehr als verdreifachen und erzielt den hdchsten
Quotienten der gesamten Untersuchung. Eine Zunahme durch eine Belichtung wird
fur #8 (i) beobachtet. PAR (0,11) gefolgt von FGC (0,10) hat ein besseres Verhaltnis
von Substanz/IS als INT (0,09) und PER (0,09), die sich auf gleichem Niveau
bewegen. Fur #9 (j) gilt folgendes: SGP (0,045) < INT (0,05) < FGC (0,053) < PAR
(0,061). PER (0,041) hat den kleinsten Quotienten. #10 (k) kann keine deutlichen
Unterschiede hinsichtlich SGP, PAR, FGC und INT (0,05) aufzeigen. Durch PER
(0,019) wird jedoch eine Abnahme der Substanz festgestellt.

Abb. 56 beinhaltet die HPLC-Auswertung von Spinat der Kurzzeitbelichtung des

zweiten Anbaujahres.
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Abb. 56: Diagramm phenolhaltiger Spinatextrakte des 2. Anbaujahres
(Kurzzeitbelichtung); A = 285 nm

Abb. 56 zeigt eine deutliche Varianz der Einzelsubstanzen. Die Werte reichen von
zum Teil nicht detektiert bei #5 (SGP und PAR) bis zu ca. 0,19 fur PER (#4). Der
maximale Wert der Langzeitbelichtung bei #7 (PER 0,29) kann bei dieser
Belichtungsstrategie nicht erreicht werden. Fur #1 wird eine Abnahme durch PAR
(0,046), FGC (0,047) und INT (0,047) festgestellt. PER (0,06) erreicht ein ahnliches
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Niveau wie SGP (0,058). #2 zeigt mit SGP (0,007), PAR (0,007), FGC (0,012), INT
(0,014) und PER (0,023) ahnlich wie in Abb. 55 eine sukzessive Zunahme an
Substanz durch eine Belichtung. Die Reihenfolge PAR (0,059) < SGP (0,062) < FGC
(0,08) < INT (0,091) < PER (0,14) wird an #3 festgestellt. #4 hat mit PER (0,19) den
besten Quotienten erreicht. FGC (0,17) und INT (0,16) befinden sich kurz darunter
und SGP/PAR (0,14) folgen auf einem etwas niedrigeren Level. Eine Ausnahme
bildet wiederum #5. Hier wird durch die UV-Varianten FGC (0,014) < INT (0,035) <
PER (0,062) eine Substanz gebildet, die bei SGP und PAR nicht detektiert werden
kann. Eine Abnahme im Vergleich zu SGP (0,029) hat bei #6 PAR (0,024) zur Folge.
Doch FGC (0,073), INT (0,11) und PER (0,17) steigern sich um das 3, 4 und 6fache.
Dieser Einfluss von PER ist der hochste der gesamten Spinatuntersuchungen. Bei #7
kann die Tendenz, dass PER (0,17) das Verhaltnis Substanz/IS am starksten
beeinflusst, bestatigt werden. SGP (0,11), FGC (0,10) und INT (0,10) zeigen keine
deutlichen Unterschiede. PAR erzielt einen Wert von 0,09. #8 zeigt zuerst eine
Abnahme durch PAR (0,06) und FGC (0,06) bevor INT (0,07) wieder das
Ausgangslevel von SGP (0,07) erreicht. Auch hier ist PER (0,09) tendenziell am
besten. Die beiden Peaks 9 und 10 stellen eine andere Reaktion dar. Hier ist keine
Veranderung zwischen SGP (0,05), PAR (0,05), FGC (0,05) und INT (0,05)
festzustellen. Jedoch nimmt der Substanzgehalt durch eine permanente UV-
Belichtung (PER 0,03) ab. Die Bandbreite der Wiederfindungsrate fur Kurzzeit
belichteten Spinat betragt 68,98 bis 87,28% (J 78,99%). Eine ldentifizierung von
Einzelkomponenten ist bei Spinatextrakten weder fir die Lang- noch fur die

Kurzzeitbelichtung maglich.

Gynura bicolor (Willd.) DC.

Auf den nachsten Seiten wird die HPLC-Analyse der eingesetzten Gynuraextrakte
dargestellt. Durch den Einsatz des Internen Standards (IS) Naringenin (150 uM i. A.),
ist eine Berechnung der Wiederfindungsraten und die Bildung eines Quotienten
Substanz/IS als relatives Mal} fur die Konzentration der detektierten Komponenten
moglich. Ein genaue ldentifizierung einzelner Substanzen ist aufgrund fehlender
Ubereinstimmung der Retentionszeiten von detektierten Peaks und eingesetzten
Standards nur flr eine Substanz der phenolhaltigen Gynuraextrakte des zweiten

Anbaujahres moglich. Diese Substanz wird als Chlorogensaure identifiziert. Eine
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Hydrolyse des Rohextraktes (siehe Abb. 61) identifiziert als weitere Substanz
Kaffeesaure.

In Abb. 57 ist exemplarisch ein HPLC-Profil von phenolhaltigen Gynuraextrakten
(SGP und PER) des ersten Anbaujahres zu sehen.
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Abb. 57: HPLC-Profil phenolhaltiger Gynuraextrakte SGP u. PER (1. Anbaujahr);
A =285 nnm

In Abb. 57 sind deutlich die unterschiedlichen Peaks der beiden Chromatogramme
(SGP und PER) zu erkennen. Anhand dieser Unterschiede und unter BerUck-
sichtigung einer gleichmaligen Verteilung der Peaks werden im ersten Jahr der
Untersuchung zwdlf Peaks gewahlt und naher untersucht. Weiterhin kann durch
einen Spektiren- und Retentionszeitabgleich #1 als Chlorogensaure identifiziert
werden.

Abb. 58 stellt den Substanzgehalt der 12 ausgewahlten Peaks phenolhaltiger
Gynuraextrakte des ersten Anbaujahres anhand des Quotienten Areas Substanz /

Areas IS dar.
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Abb. 58: Phenolhaltige Gynuraextrake des 1. Anbaujahres (A: Peaks < 0,05;
B: Peaks > 0,05); A = 285 nm

In Abb. 58 A sind zum einen Peaks mit einem Quotienten kleiner als 0,05 abgebildet.
Abb. 58 B stellt Peaks dar, die den Wert 0,05 Uberschreiten. #1, identifiziert als
Chlorogensaure, zeigt bei PAR mit einem Quotienten von 0,75 im Vergleich zu SGP
(0,64) zunachst eine Zunahme, um mit FGC (0,60) im Rahmen der
Standardabweichung wieder abzunehmen. INT (0,86) und PER (0,93) fihren beide
zu einer deutlichen Akkumulation. Bei #2 kommt es durch eine Belichtung zu einem
Riickgang (SGP 0,12; FGC 0,076; INT 0,071 und PER 0,074), wobei PAR (0,1) dies
noch am geringsten betrifft. In #3 ist INT (0,59) der groRte Peak, gefolgt von PER
(0,53). Die Quotienten der anderen Varianten (SGP 0,51 > PAR 0,48 > FGC 0,47)
liegen etwas niedriger. Auch bei #4 kommt es zuerst durch PAR (0,26) und FGC
(0,25) zu einer Abnahme, bevor sich INT (0,29) und PER (0,28) wieder auf das
Niveau von SGP (0,29) einpendeln. Eine Zunahme des Quotienten ist bei #5 fur PER
(0,21) zu beobachten. Eine eindeutige Differenzierung ist aber aufgrund der hohen
Standardabweichungen von PAR (0,09) und FGC (0,12) nicht mdglich. Peak 7



4 Ergebnisse 89

erreicht die hochsten Werte. Hier steigern sich im Vergleich zu SGP (0,60) alle
Varianten. PER (1,69) erzielt kurz vor INT (1,59) den hochsten Wert. PAR (1,33) liegt
hier vor FGC (0,96) an dritter Stelle. PAR (0,67) ist bei #8 die Variante mit dem
héchsten Quotienten. Es folgt PER (0,57). INT (0,44) und FGC (0,44) liegen auf
einem Level Uber SGP (0,39).

Fur Substanzen mit einem Quotienten unter 0,05 hat #6 mit PER (0,047) den
hochsten Gehalt. PAR kommt hier auf einen Wert von 0,04. INT (0,012), SGP (0,009)
und FGC (0,007) akkumulieren weniger stark. Bei # 9 kann fur FGC kein Quotient
mehr errechnet werden, da der Peak nicht mehr detektiert wird. SGP ist mit 0,004
der schlechteste Quotient. INT (0,006), PAR (0,022) und PER (0,029) steigern sich
jedoch. #10 hat fur SGP (0,003), PAR (0,004) und INT (0,003) ahnliche Werte
vorzuweisen. FGC (0,006) und PER (0,013) heben sich leicht von den anderen ab.
Eine Detektion von SGP bei #11 ist nicht mehr méglich. PAR (0,005), FGC (0,004)
und INT (0,005) werden hingegen detektiert. PER (0,006) hat den besten Quotienten.
Fur #12 kommen im Vergleich zu SGP (0,005), INT (0,006), PAR und PER (0,007)
auf etwas hohere Werte. FGC liegt mit 0,004 unter SGP. Die Wiederfindungsrate
liegt im ersten Jahr der Untersuchung zwischen 71,57 bis 82,36% (< 76,59%).

Abb. 59 stellt den Gehalt phenolhaltiger Gynuraextrakte der Langzeitbelichtung dar.
In dieser Abb. sind die Peaks 2, 6, 9 und 10 in Teil A und die Peaks 1, 3, 4, 5, 7 und
8 in Teil B dargestellt. #11 und #12 werden im Vergleich zum ersten Versuchsjahr

nicht mehr detektiert.
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Abb. 59: Diagramm phenolhaltiger Gynuraextrake des 2. Anbaujahres
(Langzeitbelichtung) (A: Peaks < 0,25; B: Peaks < 2,05); A = 285 nm

In Abb. 59 sind zum einen Peaks mit einem Quotienten bis 2,05 abgebildet (B). Der
andere Teil des Diagramms (A) stellt Peaks dar, die viel kleinere Quotienten erzielen.
Es ist zu erkennen, dass #1 (Chlorogensaure) nach einer Belichtung durch PER
(0,92) eher zu einer Abnahme im Vergleich zu SGP (0,96) tendiert. FGC (1,01) fuhrt
nicht zu einer deutlichen Zunahme. PAR (1,41) und INT (1,47) kdnnen eine Er-
héhung des Verhaltnisses Chlorogensaure/lS bewirken. # 2 erreicht in ansteigender
Reihenfolge diese Werte: SGP (0,021), PER (0,024), FGC (0,028), PAR (0,036) und
INT (0,039). SGP (0,48) und FGC (0,47) haben bei #3 die gleiche Héhe. PAR (0,64)
und INT (0,67) steigern sich hier im Substanzgehalt. PER (0,38) hat hier den
niedrigsten Wert. Bei #4 ergibt sich eine ahnliche Situation. PAR (0,30) und INT
(0,31) stimulieren hier besser als FGC (0,23). SGP hat einen Quotienten von 0,22,
wahrend es bei PER (0,17) wieder zu einem Rickgang kommt. Im nachsten Fall (#5)
sind PER (0,07) und FGC (0,07) gleich. PAR (0,11) und INT (0,10) erreichen immer

noch niedrigere Werte als SGP (0,16). #7 kann hier, ahnlich wie im ersten Jahr, die
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hdchsten Quotienten erreichen (SGP 0,95 < FGC 1,18 < PER 1,2 < PAR 1,46 < INT
2,05). Die Peaks 6, 8 und 9 geben eine Zunahme durch PER wieder. Fur #8 kommt
PER auf einen Wert von 0,29, SGP hingegen nur auf 0,12. FGC (0,13), PAR (0,14)
und INT (0,21) liegen zwischen diesen beiden Varianten. #6 verzeichnet eine 5fache
Steigerung durch PER (0,081) im Vergleich zu SGP (0,016). Diese Steigerung ist fur
INT (0,023) nicht so stark. PAR und FGC (0,13) nehmen an Substanz ab. #9 ist hier
wiederum eine Ausnahme. Hier kann fur FGC kein Wert mehr detektiert werden.
Dies ist analog zum ersten Anbaujahr. PAR (0,004) fihrt zunachst zu einer Abnahme
(SGP 0,006), bevor es bei INT (0,011) und PER (0,042) zu einer Zunahme kommt.
Bei Betrachtung von #10 ergeben sich fur FGC (0,22) und PER (0,20) ahnliche
Tendenzen. PAR (0,072) und INT (0,077) liegen auch noch in einem hoheren Be-
reich als SGP (0,055).

Abb. 60 stellt den Einfluss der Belichtungsvarianten auf phenolhaltige Gynura-
extrakte der Kurzzeitbelichtung dar. Auch hier ist das Diagramm aufgeteilt in A mit
Peaks < 0,07 und B mit Peaks > 0,07.
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Abb. 60: Diagramm phenolhaltiger Gynuraextrake des 2. Anbaujahres (Kurz-
zeitbelichtung) (A: Peaks < 0,07 und B: Peaks > 0,07); A = 285 nm

Durch eine Kurzzeitbelichtung erreicht #1 (Chlorogensaure) in Abb. 60 durch PER
(1,61) den héchsten Quotienten dieser Untersuchung. INT (1,41) ist noch besser als
SGP (1,17). Jedoch erzielen FGC (1,09) und PAR (1,04) schlechtere Werte. Bei #3
nimmt durch PAR (0,53) im Vergleich zu SGP (0,57) der Gehalt ab. FGC (0,57) hat
den gleichen Level wie SGP. INT (0,78) und PER (0,70) zeichnen sich durch eine
Erh6hung des Quotienten aus. #4 hat mit INT (0,35) die starkste Anreicherung (SGP
0,26). FGC (0,27) ist nur leicht groRer. PER (0,31) nahert sich INT an. #5 wird durch
FGC (0,13) und PER (0,14) kleiner (SGP 0,17 = PAR = INT). Peak 7 ist im Maximum
(PER 1,38) kleiner als #1. FGC (1,01), PAR (0,94) und INT (0,92) sind schlechter als
SGP (1,12). PER (0,23) kann im Vergleich zu SGP (0,13) das Verhaltnis fast
verdoppeln (#8). INT (0,13) bewegt sich auf einer Ebene mit SGP. PAR (0,11) und
FGC (0,10) fihren zu einer leichten Abnahme.

Peaks mit einem kleineren Quotienten (<0,07), wie z.B. #2, 6 und 9 belegen fur PER
jeweils das beste Verhaltnis fur Substanz/IS. So kommt #2 bei PER auf 0,036 und ist
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damit besser als SGP (0,025). INT (0,028) hat den zweithéchsten Quotienten. PAR
(0,022) und FGC (0,021) liegen unter SGP. #6 erreicht den deutlichsten Zuwachs
durch PER (0,067) und vervierfacht den Substanzgehalt im Vergleich zu SGP
(0,017). Durch PAR (0,013) und FGC (0,009) kommt es zu einer Abnahme. INT
(0,023) fuhrt zu einer Anreicherung. Im Falle des #9 ist FGC nicht im Messbereich.
Die anderen Varianten liegen bei 0,004 (PAR) < 0,007 (SGP) < 0,015 (INT) < 0,045
(PER). PER erreicht hier den 6,4fachen Wert von SGP. Bei #10 fuhrt eine Belichtung
zu einer Abnahme des Verhaltnisses. SGP liegt mit einem Quotienten von 0,057
immer Uber den anderen Varianten (PER 0,028 > PAR 0,02 > INT 0,017 > FGC
0,012). #11 und #12 kénnen im Gegensatz zum ersten Versuchsjahr nicht mehr

detektiert werden.

Die Peakgrossen variieren zusatzlich zur Belichtungsstrategie je nach Anbauphase
und Pflanzenalter. Tab. 11 zeigt dies exemplarisch anhand eines Vergleichs von
SGP der Lang- und Kurzzeitbelichtung des zweiten Anbaujahres aus phenolhaltigen
Gynuraextrakten. Die unbelichteten Kontrollpflanzen (SGP) der Kurzzeitbelichtung

sind 3 Tage alter als die Pflanzen der Langzeitbelichtung (SGP).
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Tab. 11: Vergleich SGP aus der Kurzzeit- und Langzeitvariante phenolhaltiger

Gynuraextrakte des zweiten Anbaujahres; A = 285 nm

Substanz/IS
Substanz [Langzeitbelichtung|Kurzzeitbelichtung
1 0,96 + 0,05 1,17 £ 0,06
3 0,48+0,03 0,57 + 0,00
4 0,22 +0,01 0,26 + 0,01
5 0,16 £ 0,00 0,17 + 0,03
7, 0,95+0,04 1,12+ 0,11
8 0,12+0,01 0,13 + 0,01
10, 0,06 £ 0,02 0,06 + 0,01

In Tab. 11 ist der Einfluss des Pflanzenalters und somit des Erntezeitpunktes auf die
Grofle und Zusammensetzung der detektierten Inhaltsstoffe zu sehen. Substanz 1
(Chlorogensaure) erfahrt durch die drei Tage langer wahrende Wachstumsphase
eine Anreicherung im Verhaltnis Substanz/IS von 0,96 auf 1,17. Weitere
Anreicherungen werden z. B. bei #3 (0,48 auf 0,57), #4 (0,22 auf 0,26) und #7 (0,95
auf 1,12) festgestellt. Bezlglich #5, 9 und 10 ist kein Unterschied zwischen einer
Kurzzeit- und Langzeitvariante festzustellen. Die Bandbreite der prozentualen
Erh6hung bewegt sich hier von 0-17,9% (< 9,19%).

Die folgende Abb. 61 gibt nun die Ergebnisse einer Hydrolyse des Rohextraktes aus

Langzeit belichtetem Gynura des zweiten Anbaujahres wider.
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Hydrolyse des Rohextraktes

Eine Hydrolyse des Rohextraktes (SGP) aus Langzeit belichtetem Gynura fuhrt zu
folgendem Profil (Abb. 61).
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Abb. 61: Chromatogramm eines hydrolysierten Gynura-Rohextraktes im 2.

Anbaujahr (Langzeitbelichtung) und SGP-Behandlung; A = 285 nm

Zusatzlich zu Chlorogensaure und Naringenin (IS) kann Kaffeesaure als ein weiterer

Bestandteil des hydrolysierten Gynura-Rohextraktes (SGP) identifiziert werden.

Anthocyanhaltige Gynuraextrakte

Auf den nachsten Seiten werden die Einflisse der unterschiedlichen Anbauvarianten
auf die anthocyanhaltigen Extrakte von Gynura dargestellt. Diese Extrakte enthalten
sowohl Phenolsauren als auch Anthocyane. Da die methodische Feststellung der
Unterschiede analog zu rein phenolhaltigen Extakten ist, wird hier auf eine
ausfuhrliche graphische Darstellung dieser HPLC-Profile verzichtet. Eine Bildung des
Verhaltnisses von Substanz/IS ist bei der Untersuchung anthocyanhaltiger Extrakte
nicht moglich. Der gewahlte IS (Naringenin) bleibt bei Flissig/Flissig-Extraktion nicht
in der Anthocyanphase. Auch konnen keine Substanzen identifiziert werden. Alle
Werte sind im folgenden auf Areas [mV*min] bezogen. HPLC-Untersuchungen mit

anthocyanhaltigen Gynuraextrakten der Kurzzeitbelichtung werden aufgrund des nur
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begrenzt zur Verfiugung stehenden Pflanzenmaterials im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefuhrt.

Erstes Versuchsjahr (Langzeitbelichtung)

Die folgenden Diagramme sind aufgrund der starken GroRenunterschiede der
Peakflachen in einen Teil A fur kleine und einen Teil B groRRe fur Flachen aufgeteilt.
Die Einteilung erfolgt je nach Diagramm und Anbauvariante gesondert.

Abb. 62 stellt die Einflisse der Belichtungsvarianten des ersten Anbaujahres auf
anthocyanhaltige Gynuraextrakte dar. Teil A zeigt Peaks die kleiner als 36 Areas

sind, Teil B stellt Peaks gréflier oder gleich 36 Areas dar.
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Abb. 62: Diagramm anthocyanhaltiger Gynuraextrake des 1. Anbaujahres

(A: Peaks < 36 Areas und B: Peaks = 36 Areas); A = 285 nm

In Abb. 62 ist flr #1 keine Zunahme der Areas (mV*min) bei PAR (906) gegenuber
SGP (864) zu beobachten, da sich sowohl PAR, FGC (853), INT (835) und PER
(864) im Bereich der Standardabweichungen bewegen. #3 erreicht mit SGP 263
mV*min. PAR (269) und INT (257) unterscheiden sich nur leicht. FGC (293) ergibt
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die groliten Peaks. PER (227) fuhrt wie INT zu einer Abnahme (SGP 263). Das
gleiche Profil zeigt sich an #6. SGP (143) liegt hier niedriger als PAR (145). INT (137)
und PER (134) kdnnen nicht zu SGP aufschlielen. FGC erreicht mit 168 mV*min
den besten Wert. Jedoch kann FGC (50) bei #8 nicht so stark akkumulieren wie SGP
(56). INT (74), PAR (77) und PER (87) liegen Uber SGP. Bei #9 fuhrt FGC (36) zu
einer Abnahme (SGP 42). PER (47), INT (47) und PAR (54) weisen eine leichte
Zunahme an Substanz auf. Peak 2 zeigt gegenuber SGP (31) durch PER (33) eine
tendenzielle Steigerung, alle Werte (PAR 32, FGC 31 und INT 30) liegen aber
innerhalb der Standardabweichungen. Bei #4 hat PER (7) und FGC (8) weniger
Areas als SGP (9), PAR (9) und INT (10). #5 zeigt keine deutlichen Unterschiede
zwischen den Varianten (FGC 24 = INT < SGP 25 < PAR 26 = PER). #7 ergibt fur
FGC, INT und PER (3) ein einheitliches Bild. Diese drei Varianten erzielen die Werte
von SGP und PAR (6) nicht. Fur #10 sind aufgrund der Standardabweichungen nur
Tendenzen ablesbar. PAR (21) gefolgt von PER (20) sind héher im Gehalt als FGC
(17), INT (17) und SGP (16). Die Betrachtungen fur #1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 und 10 liefern
aufgrund ihrer Standardabweichungen keine eindeutigen Belege fur einen Einfluss
der Belichtung auf anthocyanhaltige Extrakte. Nur fur #7 kann eine deutliche
Abnahme an Substanz durch eine UV-Belichtung festgehalten werden. Eine

Identifizierung einzelner Peaks ist nicht moglich.

Zweites Versuchsjahr (Langzeitbelichtung)

Im zweiten Jahr der Untersuchung werden nach einem Wechsel der HPLC-Anlage,
die nun einen Photodiodenarraydetektor hat, drei Peaks eindeutig bei einer
Wellenlange von 530 nm detektiert. Werden diese Peaks in anthocyanhaltigen
Extrakten bei A = 285 nm detektiert, wird fur diese im folgenden die Beschriftung A1,
A2 und A3 verwendet, um sie von den anderen enthaltenen Stoffen zu unter-
scheiden.

Abb. 63 gibt den Einfluss der Belichtung auf anthocyanhaltige Extrakte der
Langzeitbelichtung bei einer Wellenlange von 285 nm wieder. Teil A zeigt Peaks, die
kleiner als 100 Areas sind. Teil B der Abbildung gibt Peaks wieder, die mehr als 100

Areas erreichen.
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Abb. 63: Diagramm anthocyanhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres
(Langzeitbelichtung) (A: Peaks < 100 Areas und B: Peaks > 100 Areas);
A =285 nm

In Abb. 63 heben sich #1, 3 und 5 durch ihre hohen Gehalte ab. #1 weist mit INT
(1331 mV*min) den hochsten Wert auf. PER kommt auf 1232 mV*min. SGP (1117)
ist noch besser als PAR (1056) und FGC (1048). Bei # 3 fuhren FGC (243) und PER
(288) zu einem Ruckgang im Vergleich zu SGP (308). INT (321) und PAR (326) sind
besser. #5 kann mit FGC (138) und PER (148) nicht den Wert von SGP (161)
erreichen. PAR und INT (173) haben das gleiche Niveau. Alle weiteren untersuchten
Substanzen erzielen keine Peakflachen uber 100 Areas. #2 kommt bei INT mit 48
mV*min auf den hochsten Wert. Es folgen PAR (41) und PER (40). FGC liegt mit 35
mV*min immer noch vor SGP (32). Fur #4 kdénnen FGC (22) und INT/PAR (27) als
niedrigste Werte festgehalten werden. SGP und PER kommen beide auf eine Héhe
von 31 mV*min. #6 weist mit SGP = PAR = INT = PER (6) > FGC (5) die niedrigsten
Messwerte auf. Bei #A1 kann nicht eindeutig zwischen SGP (57) und FGC (64)
unterschieden werden. PER (70) liegt hier innerhalb der Standardabweichung, PAR
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und INT (91) liegen héher. #A2 zeigt ein ahnliches Muster (SGP 48, FGC 51 und
PER 54). Fir PAR und INT (80) ist der Abstand zu SGP am deutlichsten. #A3 hat
durch SGP (11) den niedrigsten Gehalt. FGC (12) und PER (14) sind etwas besser.
An erster Stelle liegt PAR (18) gefolgt von INT (16). #10 hat stark schwankende
Werte (FGC 14, SGP 18, INT 26, PAR 28 und PER 32).

4 5.2 Carotinoide

Aus carotinoidhaltigen Spinat- und Gynuraextrakten werden im ersten Jahr der
Untersuchungen sowohl die Carotinoide Lutein und p-Carotin als auch Chlorophyll a
und b identifiziert. Im ersten Versuchsjahr konnen bei Gynura diese Substanzen bei
der Bildung eines Quotienten von Areas Substanz / Areas IS auf mg pro 0,1 g FM
bezogen werden. Ein Bezug auf FM gelingt bei Spinat erst im zweiten Jahr der
Untersuchungen. In carotinoidhaltigen Gynuraextrakten der Lang- und Kurzzeit-
belichtung des zweiten Anbaujahres werden aufgrund des begrenzten finanziellen
und zeitlichen Rahmens nur Lutein und p-Carotin quantifiziert. Zusatzlich wird in den
Extrakten o-Carotin als weiteres Carotinoid identifiziert. Als interner Standard dient in
beiden Versuchsjahren pB-Apo-8-carotenal (45 pM i. A). Die Bandbreite der
Wiederfindungsraten flr carotinoidhaltige Extrakte liegt flir Spinat durch die
begrenzte Haltbarkeit des verwendeten IS bei 48,8 bis 83,6% (< 71,0%) und flr
Gynura aufgrund eines Defektes der Analysewaage bei 2,28 bis 115,34% (< 80,1%).
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Spinacia oleracea L.

Nachstehende Abb. 64 stellt das Verhaltnis Substanz/IS von carotinoidhaltigen

Spinatextrakten des ersten Jahres bezogen auf 0,1 g FM dar.
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Abb. 64: Diagramm: carotinoidhaltige Spinatextrakte des 1. Anbaujahres;
A =450 nm

Obige Abbildung zeigt, dass FGC bei allen 4 Substanzen das gréfite Verhaltnis von
Substanz/IS hat. Fir Chl b wird ein Quotient von 0,21 (FGC) erzielt. INT (0,19), SGP
(0,18), PAR (0,16) und PER (0,14) kdonnen diesen Wert nicht erreichen. Lutein hat
bei FGC ein Verhaltnis von 0,17. INT (0,15), PAR und SGP (0,14) sind besser als
PER (0,11). PER (0,06) kommt auch bei p-Car auf den niedrigsten Quotienten. Es
folgen SGP (0,08), PAR/INT mit 0,09 und FGC (0,10). Chl a hat bei FGC (0,09) den
hochsten Wert. INT (0,08) kommt vor PAR (0,07). SGP (0,07) weist mehr an Gehalt
auf als PER (0,06).
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Folgende Abb. 65 gibt die Ergebnisse carotinoidhaltiger Spinatextrakte der Lang- und
Kurzzeitbelichtung des zweiten Anbaujahres wieder (R. Schauer, Diplomarbeit; un-

veroffentlicht).
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Abb. 65: Diagramm carotinoidhaltiger Spinatextrakte des 1. und 2. Anbaujahres
(Lang- und Kurzzeitbelichtung)

Langzeitbelichtung

Chl a hat bei INT (154 mg/100 g FM) den hochsten Gehalt. FGC (140 mg/100 g FM),
PER (120 mg/100 g FM) und PAR (118 mg/100 g FM) fuhren im Vergleich zu SGP
(103 mg/100 g FM) wie INT auch zu einer Steigerung. Auch bei Chl b kommt es in
der Reihenfolge INT (44 mg/100 g FM), FGC (42 mg/100 g FM), PER (36 mg/100 g
FM), PAR (35 mg/100 g FM) zu einer Akkumulation (SGP 31 mg/100 g FM). Bei
Lutein hat SGP einen Gehalt von 10 mg/100 g FM erzielt. PER (11 mg/100 g FM),
PAR (12 mg/100 g FM), FGC (14 mg/100 g FM) und INT (15 mg/100 g FM) sind im
Gehalt leicht erhdht. Gleichbleibende Werte fur SGP, PAR, FGC und PER (6 mg/100
g FM) werden bei B-Car festgestellt. Nur INT (7 mg/100 g FM) erhéht den Wert leicht.

Kurzzeitbelichtung

Chl a zeigt auch hier (Abb. 65) die hochsten Gehalte. Im Gegensatz zur
Langzeitbelichtung ist PAR (135 mg/100 g FM) tendenziell die beste Variante. FGC
(122 mg/100 g FM), INT (119 mg/100 g FM) und SGP (115 mg/100 g FM) sind nicht
eindeutig zu unterscheiden. PER (73 mg/100 g FM) flhrt jedoch im Vergleich mit
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SGP zu einer Abnahme. Chl b weist ein ahnliches Muster auf. PAR (39 mg/100 g
FM), FGC (37 mg/100 g FM), INT (37 mg/100 g FM) und SGP (37 mg/100 g FM)
erreichen ein gleiches Niveau. PER (22 mg/100 g FM) hat den schlechtesten Wert.
Fiar Lutein erreichen SGP, FGC und INT mit jeweils 11 mg/100 g FM den Bereich
von PAR (13 mg/100 g FM). Allein fir B-Car zeichnet sich ein anderes Bild. SGP (4,5
mg/100 g FM) liegt unter PAR (5,4 mg/100 g FM), FGC (5,5 mg/100 g FM) und INT
(4,9 mg/100 g FM). PER (3,8 mg/100 g FM) kann den Wert von SGP nicht erreichen.

Gynura bicolor (Willd.) DC.

Abb. 66 stellt die Ergebnisse carotinoidhaltiger Gynuraextrakte des ersten

Anbaujahres dar.
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Abb. 66: Diagramm carotinoidhaltiger Gynuraextrakte des 1. Anbaujahres

Wiederum hat Chl a die hochsten Gehalte. Jedoch kommt es durch eine Belichtung
im Vergleich mit SGP zu einer Abnahme an Substanz. SGP erzielt 55 mg/100 g FM.
Den zweith6chsten Wert mit 52 mg/100 g FM wird PER zugeschrieben. INT erreicht
nur 40 mg/100 g FM. FGC (50 mg/100 g FM) und PAR (47 mg/100 g FM) liegen
dazwischen. Bei Chl b wird eine ahnliche Reaktion beobachtet. SGP (19 mg/100 g
FM) liegt vor PER (18 mg/100 g FM). FGC (17 mg/100 g FM), PAR (17 mg/100 g
FM) und INT (14 mg/100 g FS) bestatigen den Abwartstrend der belichteten
Varianten. Bei Lutein kann nicht zwischen SGP, FGC und PER mit jeweils 6 mg/100
g FM unterschieden werden. PAR und INT bewegen sich im Bereich um 5 mg/100 g
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FM. B-Carotin weist mit 1,7 mg/100 g FM (PER) den geringsten Wert auf. INT kommt
auf 2,1 mg/100 g FM. FGC und PAR (2,3 mg/100 g FM) sowie SGP (2,4 mg/100 g
FM) sind leicht hoher im Gehalt.

In Abb. 67 werden die Gehalte an Lutein und B-Carotin des Kurz- und Langzeit

belichteten Gynura im zweiten Anbaujahr dargestellit.
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Abb. 67: Diagramm carotinoidhaltiger Gynuraextrakte des 2. Anbaujahres

(Lang- und Kurzzeitbelichtung)

Langzeitbelichtung

Es ist bei Langzeit belichtetem Gynura zu erkennen, dass es bei Lutein durch eine
Belichtung zu einem Anstieg im Substanzgehalt kommt. SGP mit 6,8 mg/100 g FM
hat hier den niedrigsten Gehalt. Eine Belichtung mit PAR und INT fuhrt zu 8,2 bzw.
8,3 mg/100 g FM. Den zweithéchsten Wert mit 9,2 mg/100 g FM erreicht FGC. PER
erzielt einen Luteingehalt von 9,5 mg/100 g FM. Bei B-Carotin sind tendenziell SGP
und PAR (2,0 mg/100 g FM) am niedrigsten. INT (2,2 mg/100 g FM) liegt Gber diesen
beiden Varianten, aber unter FGC (2,8 mg/100 g FM) und PER
(2,9 mg/100 g FM).

Kurzzeitbelichtung

Wahrend einer Kurzzeitbelichtung kommt es bei Lutein durch PER
(6,4 mg/100 g FM) im Vergleich zu SGP (8,0 mg/100 g FM) zu einer Abnahme an
Substanz. FGC (8,9 mg/100 g FM), INT (9,4 mg/100 g FM) und PAR (9,7 mg/100 g
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FM) fGhren dagegen zu einer Akkumulation. Auch bei p-Carotin kommt es durch PER
(1,5 mg/100 g FM) zu einer Abnahme. SGP erreicht einen Gehalt von
1,9 mg/100 g FM. PAR (2,4 mg/100 g FM), FGC und INT (2,2 mg/100 g FM) liegen
etwas oberhalb von SGP.



5 Diskussion 105

5 Diskussion

Pflanzen leben unter stetigem Einfluss ihrer Umgebung. So hat z.B. das Licht (v.a.
UV-B) das Potential in pflanzliche Stoffwechselprozesse einzugreifen (Brosché und
Strid, 2003, Jordan, 2002 und Ballaré, 2003). Es werden besonders der
Phenylpropanoid- aber auch der Carotinoidstoffwechsel durch UV beeinflusst (Bharti
und Khurana, 1996, Reuber et al., 1996, Kovacs und Keresztes, 2002, Cuadra et al.,
1997 und Giuntini, 2005). In der vorliegenden Arbeit werden Spinacia oleracea L.
und Gynura bicolor (Willd.) DC. unter kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus
angebaut und mit speziellen Wachstumslampen bestrahlt. Diese Lampen emittieren
Strahlung sowohl im PAR- und UV-A-, als auch im UV-B-Bereich (siehe Material und
Methoden). Gegenstand der Untersuchungen ist, ob sich durch eine Belichtung
dieser Pflanzen der Gehalt und die Zusammensetzung an phenolischen Pflanzen-
inhaltsstoffen und Carotinoiden verandern lasst. Parallel dazu wird Uberpruft, wie sich
die antioxidative Kapazitat (AK) entsprechender phenol- und carotinoidhaltiger

Blattextrakte durch diese Belichtung entwickelt.

5.1 Pflanzenhabitus und Biomasseproduktion

Durch eine Bestrahlung mit UV-B kann nicht nur das Inhaltsstoffspektrum von
Pflanzen beeinflusst werden, sondern auch der Habitus kann Veranderungen
erfahren (Brunold, 1996 und Batschauer, 1999).

Bei Spinat verandert sich durch eine Belichtung das auliere Erscheinungsbild der
Pflanzen. Mit einem Anstieg der Bestrahlungsstarke nimmt innerhalb der UV-
Varianten die Anzahl der hellgrin-gelblichen Batter zu. Dieser Effekt wird mit einer
Anderung im Chlorophyllgehalt in Zusammenhang gebracht. Smith et al. (2000)
stellten einen um bis zu 40% reduzierten Chlorophyligehalt bei UV-B belichtetem
Spinat fest. In der ersten Anbauperiode unterscheidet sich PER zusatzlich durch die
Ausbildung eines Blutenstandes eindeutig von den anderen Varianten (Abb. 9). Dies
ist durch ein mdgliches Uberschreiten einer Gesamtlichtsumme zu erklaren, die fiir
die Tageslangenrelation und somit fur die Bluteninduktion bei Spinat als Langtags-
pflanze eine Rolle spielt (Vogel, 1996). Im zweiten Jahr der Untersuchungen tritt
dieses Phanomen nach einer Modifikation im Versuchsaufbau, durch die alle
belichteten Pflanzen die gleiche PAR-Summe erreichen, nicht mehr auf. Jedoch sind

nun bei einer 14-tdgigen Belichtung (Langzeit) Unterschiede in der Wuchshohe
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festzustellen (Abb. 10). PAR und SGP sind kleiner als die Ubrigen Varianten. PER
weist die groRte Wuchshohe auf, hat aber an den Blattern stark eingerollte Rander.
Durch das Einrollen wird die Expositionsflache verkleinert, die der schadigenden UV-
B-Strahlung ausgesetzt ist. Dieser Anpassungsmechanismus, der sowohl bei
Kurzzeit- als auch Langzeit belichtetem Spinat auftritt, wird auch von Jansen et al.
(1998) beschrieben. Dass PER den hochsten Wuchs erreicht, ist keine allgemein
beobachtete Pflanzenreaktion auf eine UV-Bestrahlung (Krizek, 2004), wurde aber
bereits bei der kleinblitigen Nachtkerze festgestellt (Cybulski und Peterjohn, 1999).
Wie es zu dieser Forderung des Pflanzenwachstums durch UV-B-Bestrahlung
kommt, ist bis dato unklar. In unserem Fall kann es sein, dass durch eine
permanente Belichtung des Spinats der Prozess des oben beschriebenen
Schossens zum Erntezeitpunkt gerade eingeleitet wurde. Spinat der Kurzzeit-
belichtung zeigt keine Unterschiede in der Wuchshohe.

Gynura der ersten Versuchsperiode bekommt durch PER und INT, im Gegensatz
zum Spinat, den gedrungensten Wuchs, verklrzte Internodien und verdickte Blatt-
stiele (Abb. 14). UV-B bestrahlte Pflanzen reagieren unterschiedlich sensitiv. Durch
die Umleitung von Ressourcen zur Bildung von UV-B-Schutzpigmenten kdnnen
Zellfunktionen, wie z.B. das Wachstum, vernachlassigt werden (Jordan, 2002). Ein
vermindertes Sprosswachstum, eine Verklrzung der Internodien, kirzere Blattstiele
und kleinere Blattflachen sind eine weit verbreitete Reaktion (Tevini, 1993 und
Brunold, 1996). UV-Licht kann durch eine photolytische Degradation die
Konzentration von Indolessigsaure (IAA) in der Zelle reduzieren und in Verbindung
mit einem IAA-Photoprodukt somit das hypokotyle Wachstum negativ beeinflussen
(Hollésy, 2002). Dass die Blatter dieser Varianten jedoch auch gruner als die der
anderen sind, steht im Gegensatz zu den bei Spinat festgestellten Effekten. Wird
jedoch die variable Sensitivitat einer Pflanze und die unterschiedliche Dicke der
Blatter mit betrachtet, so kann es bezogen auf die Blattflache durchaus auch zu einer
lokalen Zunahme im Chlorophyligehalt kommen (Tevini, 1993). Gynura des zweiten
Anbaujahres (Langzeitbelichtung) zeigt weniger Unterschiede im Habitus. Nur die
Festigkeit des Pflanzengeristes bei INT und PAR, sowie die Stiel- und Blattdicke bei
PER ist erhoht, was als Schutzreaktion gegenuber einer Belichtung zu deuten ist
(Santos et al., 2004). Bei der Kurzzeit belichteten Gynura ist keine Veranderung im

Habitus festzustellen.
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Eine Belichtung von Pflanzen mit UV-B-Strahlung kann auch die Biomasseproduktion
hoherer Pflanzen beeinflussen (Frohnmeyer und Staiger, 2003). So kommt es bei
Spinat des ersten Versuchsjahres zu einer Abnahme des TS-Gehalts von PER im
Vergleich zu SGP. PAR, FGC und INT verzeichnen jedoch eine Zunahme. Das
gleiche Ergebnis wird bei einer Langzeitbelichtung erzielt. Bei Kurzzeit belichtetem
Spinat kommt es jedoch einheitlich zu einer Erh6hung im TS-Gehalt. Gynura zeigt im
ersten Jahr eine durch Belichtung bedingte Abnahme an TS. FGC und PER haben
die geringste TS. Gynura des zweiten Anbaujahres kann nach 14-tagiger Belichtung
keine Unterschiede aufweisen. Allen et al. (1998) flhren als Grinde flr
Veranderungen eine Beeinflussung der Stomatas durch UV-Licht an, die sich auf die
Transpirationsrate auswirken kann. Im allgemeinen fuhrt hier eine UV-B-Bestrahlung
eher zu einer Abnahme an TS, was sich bei Spinat aber nur bei einer 14-tagigen
permanenten UV-Belichtung festhalten lasst. Gynura des ersten Jahres zeigt jedoch
bei allen Varianten eine tendenzielle Abnahme an TS. Wirken interaktive Einflisse,
wie eine zusatzliche PAR- und UV-A-Strahlung auf eine Pflanze ein, werden photo-
synthetische und photomorphogenetische Einflisse miteinander gekoppelt (Krizek,
2004). Hinzu kommt, dass das Pflanzenalter und der Erntezeitpunkt eine grof3e Rolle
spielen, da Pflanzen in der Lage sind innerhalb von kurzer Zeit (Tage oder sogar
Stunden) auf einen UV-Einfluss zu reagieren (Smith et al., 2000). Dies wird durch die
Unterschiede phenolhaltiger Gynuraextrakte einer Kurz- und Langzeitbelichtung
bestatigt (Tab. 11).

TS-Untersuchungen fir Gynura der Kurzzeitbelichtung konnten durch die versuchs-

bedingt begrenzte Pflanzenanzahl nicht durchgefuhrt werden.
5.2 Testsysteme zur antioxidativen Kapazitat (AK)

5.2.1 XOD- und ABTS-Testsystem

5.2.1.1  Wirkung phenolhaltiger Spinatextrakte

Im ersten Anbaujahr erzielen alle phenolhaltigen Spinatextrakte der Belichtungs-
varianten bei der Oxidation von NH,OH zu Nitrit eine etwas bessere absolute
Hemmung (27%) als SGP (23%) (Abb. 17). Wahrend der Oxidation von KMB zu
Ethylen haben diese Spinatextrakte eine maximale Hemmwirkung von 44% (PER)
(Abb. 26). Ein Einsatz der Extrakte ins ABTS-Testsystem bestatigt die Tendenz einer
durch UV-B-Belichtung (PER) erhdhten AK von Spinatextrakten des ersten Anbau-
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jahres (Abb. 36). PER erreicht hier mit einer Absorptionsdifferenz (AD) von 0,49 Ab-
sorptionseinheiten (AE) die starkste AK. Eine Untersuchung des Phenolgehaltes
(Tab. 6) belegt einen hdoheren Gehalt an GAE von PER im Vergleich zu den anderen
Varianten.

Extrakte der Langzeitbelichtung (zweites Anbaujahr) entwickeln wahrend der
NH,OH-Oxidation durch eine schwachere absolute Hemmung und die stark
schwankenden Messwerte keine konzentrationsabhangige Reaktion (Abb. 18).
Extrakte der Kurzzeitbelichtung verschlechtern sich nochmals in ihrer AK (Abb. 19).
PER kann aber innerhalb dieser geringen Hemmbereiche die tendenziell beste
Wirkung entfalten. Werden die Extrakte der Lang- und Kurzzeitbelichtung bei der
KMB-Oxidation eingesetzt, hebt sich PER mit 20-23% max. Hemmwirkung wiederum
von den anderen Varianten ab (Abb. 27 und Abb. 28). Im ABTS-System entfaltet
PER sowohl bei einer Lang- als auch bei einer Kurzzeitbelichtung wiederum die
beste AK (0,39 bzw. 0,38 AE). Hinzu kommt, dass die UV-B-Varianten sich in ihrer
AK positiv von SGP und PAR abheben (Abb. 37 und Abb. 38).

Eine Belichtung mit UV-B fuhrt hier zu einer Erhdhung der AK der eingesetzten
Extrakte. Hada et al. (2001) konnten in Spinatblattern einen durch UV-Belichtung
bedingten Anstieg UV-absorbierender Substanzen, die spektrophotometrisch bei A =
325 nm quantifiziert wurden, dokumentieren. Dass bei einer Schutzreaktion der
Pflanze gegenuber UV-Licht phenolische Substanzen in den Blattern eine wichtige
Rolle spielen, wird angenommen (Stapleton, 1992, Tevini, 1993 und Jordan, 2002).
Eine Beeinflussung von Enzymen des Phenylpropanoidstoffwechsels flhrt zu einer
Anderung in der Synthese und Zusammensetzung von in Pflanzen vorkommenden
phenolischen Substanzen (Reuber et al., 1996 und Bharti und Khurana, 1997). Ernst
et al. (2004) beobachteten bei A. thaliana eine durch UV-B verstarkte Synthese
antioxidativer Schutzpigmente, wie z. B. Quercetin. Weiter kann auch der Gehalt an
Sinapinsaure und deren Derivate ansteigen (Bieza und Lois, 2001). Ein Anstieg von
Jasmin- bzw. Salicylsaure konnten Brosché und Strid (2002) nachweisen. Durch UV-
Strahlung kann es zusatzlich zu einer biosynthetischen Konversion von mono-
hydroxylierten zu dihydroxylierten Phenolen kommen. Diese besitzen eine hohere AK
und stellen somit eine Adaption der Pflanze an erhohte UV-Strahlung und dem damit
verbundenen oxidativen Stress bei einen Anstieg von ROS dar (Parr und Bolwell,
2000 und Santos et al., 2004). Eigene HPLC-Analysen (A = 285 nm) von phenol-

haltigen Spinatextrakten der ersten Anbauperiode detektieren eine differenzierte
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Reaktion auf eine Zusatzbelichtung. So steigt z.B. bei 9 von 11 ausgewahlten Peaks
der Substanzgehalt durch zumindest eine Art der UV-B-Belichtung an (Abb. 53).
Extrakte der Lang- und Kurzzeitbelichtung erreichen durch UV-B-Belichtung bei der
Mehrheit der Peaks (8 bzw. 7 von 10) einen Anstieg im Verhaltnis von Area der
Substanz zu Area des IS (Abb. 55 und Abb. 56). Peak 5 wurde nur bei UV-Belichtung
detektiert. Diese Ergebnisse belegen hier einen Anstieg von phenolhaltigen Sub-
stanzen in den entsprechenden Extrakten und konnen somit eine Erklarung fur die
Erhohung der AK im Testsystem sein. Auch wird ein Hinweis auf eine eventuelle UV-
bedingte Neusynthese einer Substanz (#5) gegeben. Auf eine Konversion
phenolischer Verbindungen kann aber kein Ruckschuss gezogen werden.

Die Hemmwirkungen in den Testsystemen der Lang- und Kurzzeitbelichtung sind
schwécher als die des ersten Jahres. Eine Uberpriifung mittels Folin-Ciocalteu-Test
fuhrt jedoch bezuglich des Phenolgehaltes zu gegensatzlichen Ergebnissen (Tab. 6).
Extrakte der Lang- und Kurzzeitbelichtung des zweiten Anbaujahres erreichen
hohere GAE als Extrakte des ersten Anbaujahres. Eine quantitative Erhohung des
Phenolgehaltes ergibt also nicht zwingend eine bessere AK. Es ist nicht nur die Sub-
stanzmenge flr eine antioxidative Wirkung verantwortlich, sondern es spielt auch die
Qualitat der Extrakte eine grofl3e Rolle (Howard et al., 2002). HPLC-Untersuchungen
bestatigen die unterschiedliche Zusammensetzung der eingesetzten Extrakte (Abb.
55). Eine Interpretation hinsichtlich des antioxidativen Charakters der Einzel-
substanzen ist aber ohne eine genaue ldentifizierung nicht mdglich. Auch kann die
unterschiedliche Sensitivitat der jeweiligen Indikatormolekiile eine Rolle spielen.
Nicht jede Substanz, die im Folin-Ciocalteu-Test reduzierend reagiert, muss in den
Testsystemen zwingend eine hohe AK aufweisen. Hinzu kommt, dass auch die
Anderung des Versuchsaufbaus und die damit geénderte PAR-Strahlungssumme
eine Rolle spielen kann. Es ist z. B. durch die Bildung dickerer Blatter und einer
veranderten Blattstellung ein indirekter Einfluss auf die Zusammensetzung von SPI
und somit deren AK denkbar (Krizek, 2004 und Cybulski und Peterjohn, 1999).

5.2.1.2  Wirkung phenolhaltiger Gynuraextrakte

Phenolhaltige Extrakte aus Gynura zeigen im Vergleich zu entsprechenden Spinat-
extrakten eine deutliche Steigerung der AK in den Testsystemen. So erzielen sie im
XOD-System eine zwei- bis dreifach starkere Hemmung als Spinatextrakte. Auch im

ABTS-System ist die Hemmung deutlich besser. Die hochste Konzentration i. A.



5 Diskussion 110

(1/20) fahrt zu einer 100%igen Hemmung der Reaktion (Abb. 39). Spinatextrakte
erreichen dieses Level nicht.

Im ersten Anbaujahr sind phenolhaltige Gynuraextrakte bei der NH,OH-Oxidation in
der Lage, die Reaktion konzentrationsabhangig um 67% zu hemmen (Abb. 20). Die
Hemmwirkung wahrend der KMB-Oxidation betragt max. 69% (Abb. 29). Hier erfahrt
die AK der Extrakte einen Einfluss durch die Belichtung. SGP und FGC sind stets
weniger antioxidativ wirksam als PAR, INT und PER. Im ABTS-Testsystem erhoht
sich die Trennschéarfe leicht (Abb. 40). Die hochste AK wird von PER erzielt (0,49
AE). PAR (0,46 AE) und INT (0,43 AE) haben eine etwas niedrigere AK. Dass diese
drei Varianten im XOD- und im ABTS-System eng in ihrer Wirkung zusammen
liegen, kann zum einen an der Sensitivitdt der Systeme liegen. Es sind aber auch
interaktive Wechselwirkungen der von den Lampen emittierten Strahlungsarten nicht
auszuschlielen. Die Starke der PAR-Strahlung beeinflusst die Auswirkungen einer
UV-B-Belichtung. Eine Zunahme des PAR-Anteils wahrend einer UV-Belichtung
bewirkt eine erhohte Synthese antioxidativ wirksamer Komponenten (z.B. Quercetin)
(Ernst et al., 2004). Nitz et al. (2004) stellten durch PAR alleine einen 30%igen
Anstieg von Flavonoiden in Schnittlauch fest.

Auch die Starke der UV-B-Strahlung wird von Pflanzen unterschiedlich wahrge-
nommen (Brosché und Strid, 2002). Somit kann erklart werden, warum FGC anders
reagiert und sich nicht deutlich von SGP abhebt. Es besteht die Mdglichkeit, dass
durch eine wenig intensive Bestrahlung (FGC) die Pflanze eher zur Synthese von
UV-Schutzpigmenten tendiert und diese aber nicht zwingend stark in ihrer anti-
oxidativen Wirkung sein mussen. Der Folin-Ciocalteu-Test (Tab. 7) bestatigt, dass
FGC und SGP den niedrigsten Gehalt an GAE aufweisen. PER erreicht den
hdchsten Gehalt an GAE, ist aber im XOD-Testsystem nicht von INT und PAR zu
unterscheiden. Dies kann durch die Qualitat der eingesetzten Extrakte bedingt sein.
HPLC-Untersuchungen belegen Unterschiede in der Zusammensetzung der Ver-
suchsvarianten (Abb. 58). Fur 5 Peaks wird eine Substanzzunahme bei PAR, INT
und PER detektiert. Da PAR (#8) und INT (#3) nur je einmal den Gehalt von PER
uberschreiten, aber sonst immer unterhalb von PER angesiedelt sind, konnen
synergistische oder additive Wirkungen detektierter Substanzen angenommen
werden (Bergman et al., 2001). In 7 von 12 Fallen haben SGP und FGC den
niedrigsten Quotient von Substanz/IS. #9 kann bei FGC und #11 bei SGP nicht mehr
detektiert werden. Eine Unterscheidung von SGP und FGC gestaltet sich als
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schwierig, da nur in 50% der untersuchten Peaks SGP mehr an Substanz enthalt als
FGC.

Extrakte der zweiten Anbauperiode (Langzeitbelichtung), eingesetzt bei der NH,OH-
Oxidation, bestatigen mit einer absoluten Hemmung von 62% die hohe AK (Abb. 22).
Werden die gleichen Extrakte bei der Oxidation von KMB verwendet, erzielen sie
eine Wirkung von max. 68% (Abb. 31). Eine Unterscheidung der einzelnen Varianten
ist aber trotz unterschiedlicher Phenolgehalte (Tab. 7) nicht moglich. Wahrend der
Oxidation von ABTS erzielen PER (0,38 AE) und INT (0,37 AE) eine bessere
Wirkung als SGP (0,28 AE), FGC (0,30 AE) und PAR (0,31 AE). Der Folin-Ciocalteu-
Test bestatigt Uber die Phenolgehalte die Reihenfolge im Testsystem. PER hat zwar
mehr GAE als INT, dies spiegelt sich aber nicht deutlich in der AK wider, so dass von
einem qualitativen Unterschied dieser Extrakte ausgegangen werden muss. Beide
Varianten liegen im Gehalt Uber SGP, PAR und FGC (Tab. 7). Eine Einzel-
betrachtung der Varianten durch HPLC-Analysen belegt die Dominanz der beiden
hochsten UV-B-Dosen (Abb. 59). So kann INT bei 5 von 10 ausgewahlten Peaks den
hochsten Quotienten von Substanz/IS erreichen. Fur PER jedoch, die sich anti-
oxidativ im gleichen Bereich bewegt, trifft dies nur bei 3 Substanzen zu. Die
Substanzzunahme ist aber bei # 6 und # 9 starker. In der Summe belegen die beiden
Varianten bei 8 von 10 ausgewahlten Peaks die hochsten Quotienten.

Werden ausgewahlte Pflanzen der Praxiskontrolle (SGP) nach dieser 14-tagigen
Wachstumsperiode anschlieBend fur drei Tage belichtet (Kurzzeitbelichtung), so
erzielt PER bei der NH,OH-Oxidation zwar mit einer absoluten Hemmung von 62%
die gleiche AK wie Extrakte der Langzeitbelichtung (Abb. 23). PER ist aber in allen
Konzentrationen immer besser in seiner antioxidativen Wirkung als die Ubrigen
Varianten. Ein ahnliches Bild ergibt sich, bei einer max. Wirkung von 61%, wahrend
der KMB-Oxidation (Abb. 32). Bei der Bildung des ABTS-Radikal-Kations entfaltet
PER ebenso die grofdte Wirkung im Testsystem. Jedoch konnen SGP und INT, die
eine hohere AK haben als PAR und FGC, nicht voneinander unterschieden werden
(Abb. 43). Hier zeigt sich wiederum, dass nicht nur die Lichtqualitat, sondern auch
die Bestrahlungsstarke Auswirkungen auf die Pflanze hat. Brosché und Strid (2002)
konnten an Arabidopsis thaliana eine Abhangigkeit der Genexpression von En-
zymen, z.B. Chalconsynthase (CHS) von der Starke einer UV-B-Strahlung belegen
(ohne Angaben der Belichtungsdauer). Es gibt Gene, die ab einer Strahlungsstarke

von 1-2 kJ/m? eine Anderung in ihrer Regulierung aufweisen. Es kam durch UV-B
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sowohl zu einem Anstieg als auch zu einem Abfall der Genexpression bestimmter
Enzyme bzw. Proteine. Weiterhin gibt es Gene mit einer regulierenden Strahlungs-
starke von ca. 8 kJ/m?. Bei diesen Genen kann zusatzlich eine ROS bedingte Regu-
lation nach einer UV-Induktion erfolgen. PER flhrt in der vorliegenden Arbeit zu einer
Erhéhung der AK und einem Unterschied im Gesamtphenolgehalt von z.B. 0,76 mM
(SGP) zu 0,91 mM (PER) (Tab. 4). Fir PAR und FGC werden die niedrigsten GAE
festgehalten. Auch die HPLC-Analyse kann fur PER bei 6 von 10 Peaks das grofRte
Verhaltnis von Substanz/IS festhalten (Abb. 60). An Peak #10 wird aber eine

Substanzabnahme durch eine Belichtung detektiert.

Unterschiede in der AK von Lang- und Kurzzeitbelichtung

Zwischen einer Lang- und Kurzzeitbelichtung bei Spinat gibt es keine Unterschiede
hinsichtlich der AK. Als Erklarung kann angefuhrt werden, dass bei Zellen in der
Wachstumsphase der UV-Schutz im Verhaltnis zunimmt. Das heildt, altere, bzw.
ausgewachsene Pflanzen haben im Verhaltnis mehr Schutzpigmente und adaptieren
eventuell nicht so gut an die vorliegenden Umweltbedingungen (Hada et al., 2001).
Pflanzen reagieren unterschiedlich sensitiv auf eine UV-Belichtung. So kénnen sogar
innerhalb einer Art die Reaktionen differieren (Santos et al., 2004).

Fir die Unterschiede im ABTS-System zwischen Lang- und Kurzzeitbelichtung bei
Gynura kann der gewahlte Belichtungszeitraum verantwortlich sein. Die Reaktion
einer Pflanze auf eine UV-B-Belichtung kann sich innerhalb von Stunden vollziehen
(Reuber et al., 1997 und Bieza und Lois, 2001). Werden die Umweltbedingungen
nachhaltig nicht geandert, kommt es nach einem Anstieg, der sich innerhalb
gewisser zeitlicher Grenzen bewegt, zu einem Absinken der Akkumulationsrate,
ohne aber auf den Ausgangsstatus zurlckzufallen (Seidlitz 2004, mudndliche
Mitteilung). Wenn dies auf Gynura bezogen wird, kann es durchaus sein, dass jede
Belichtung einen Anfangsreiz ausloste, sich die Pflanzen aber nach 14 Tagen auf
einen sich ahnelnden Zustand eingependelt hatten. Auch sind Phenole relative
instabile Endprodukte. Die Halbwertszeit von z.B. Flavonoiden der Kichererbse
betragt ca. 10 Tage. Anthocyane aus Petalen von Petunien sind nur ca. 24 Stunden
stabil (Parr and Powell, 2000).

Extrakte der zweiten Anbauperiode werden in der vorliegenden Arbeit mit einem

hdéheren Phenolgehalt quantifiziert als die des ersten Jahres. Da aber Phenole in
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Abhangigkeit ihrer Struktur unterschiedliche antioxidative Wirkungen zeigen, bedingt
ein Anstieg des Gesamtphenolgehaltes nicht immer eine hohere AK (Howard et al.,
2002). Auch besteht ein Unterschied in der Zusammensetzung der eingesetzten
Extrakte. So erzielen Extrakte der zweiten Anbauperiode bei HPLC-Untersuchungen
zwar hohere Quotienten von Substanz/IS, aber zwei Substanzen die im ersten Jahr
vorhanden waren, werden dafur nicht mehr detektiert (#10 und 11). Ob diese
Einzelsubstanzen fur die bessere AK der Extrakte des ersten Jahres verantwortlich

sind, ist ohne eine Identifizierung nicht zu belegen, aber durchaus maglich.

5.2.1.3 Wirkung anthocyanhaltiger Gynuraextrakte

Anthocyanhaltige Extrakte aus Gynura des ersten Anbaujahres zeigen bei der
NH,OH-Oxidation im Vergleich zu phenolhaltigen Extrakten eine Steigerung der AK
auf max. 77% (Abb. 21). Es gibt keine Unterschiede zwischen den Varianten.
Werden diese Extrakte bei der KMB-Oxidation eingesetzt, kommen sie auf eine max.
Hemmwirkung von 90% (Abb. 30). Innerhalb der Varianten zeichnet sich SGP als
schlechteste ab. FGC liegt in seiner Wirkung Uuber SGP aber unter INT, PAR und
PER (siehe Abschnitt 5.2.1.2). Bei der ABTS-Oxidation ergibt sich ein vergleichbares
Bild (Abb. 41). Der Folin-Ciocalteu-Test zeigt fur INT und PAR/PER die hochsten
Gehalte an GAE (Tab. 8). Ein Abstand zwischen diesen drei Varianten spiegelt sich
aber im KMB-System nicht wider. Dies ist ein Hinweis auf die unterschiedliche,
strukturelle Zusammensetzung der Extrakte (Abb. 62). Da aber die Reaktionen auf
eine Belichtung hier sehr differenziert ausfallen, liefert eine HPLC- Analyse keine ein-
deutige Erklarung. Es kommt sowohl zu einem Anstieg als auch zu einem Abfall der
Substanzgehalte durch Belichtung. Ohne eine Strukturaufklarung oder Identifizierung
der beteiligten Substanzen ist eine differenzierte Aussage bezlglich der AK in den
Testsystemen nicht moglich.

Zwischen Extrakten der Lang- und Kurzzeitbelichtung kann bei der Oxidation von
NH20OH hinsichtlich der absoluten Hemmstarke (71-72%) kein Unterschied fest-
gestellt werden (Abb. 24 und Abb. 25). Differenzen der Anbauvarianten treten nur bei
einer Kurzzeitbelichtung zu Tage. PER entfaltet hier tendenziell eine bessere
Hemmwirkung im Testsystem als die anderen Varianten. Wahrend der KMB-
Oxidation kommen anthocyanhaltige Gynuraextrakte der Langzeitbelichtung auf eine
max. Hemmung von 86% (Abb. 33). Hierbei zeichnet sich PAR als antioxidativ

wirksamste Variante ab. FGC tendiert zur schlechtesten Wirkung im Testsystem. Hier
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besteht die Moglichkeit, dass eine Bestrahlung mit UV-B zu einer vermehrten Bildung
von ROS und einer darauf folgenden, raschen Produktion von Schutzpigmenten
fuhrte (Jordan, 2002). Diese konnen aber im Kampf gegen die ROS genauso schnell
verbraucht als auch gebildet werden. Schutzpigmente muissen nicht zwingend
antioxidativ wirken.

Anthocyanhaltige Extrakte der Kurzzeitbelichtung (KMB-Oxidation) erreichen eine
max. Hemmung von 76% (Abb. 34). Da diese Reaktion mit einer Konzentration i. A.
von 1/20 erzielt wird, liegen sie im Wirkungsbereich der Langzeitbelichtung.
Tendenziell ist PER besser in seiner AK als die Ubrigen Varianten. Bei einem Einsatz
dieser Extrakte im ABTS-System wird die schlechte AK von FGC bestatigt. In diesem
System ist PER die Variante mit der hochsten Wirkung. Bei einer Kurzzeitbelichtung
fuhren alle anderen Belichtungsvarianten eher zu einer Verschlechterung der AK im
Vergleich zu SGP. Der Folin-Ciocalteu-Test ergibt fur anthocyanhaltige Extrakte der
Kurzzeitbelichtung die héchsten GAE bei SGP (0,75 mM) und PER (0,73 mM). PAR,
FGC und INT liegen unter diesen Werten. So hat der auf die Pflanze einwirkende Be-
lichtungsstress tendenziell eher zu einer Abnahme der GAE geflhrt. Da Anthocyane
und andere Phenole, z.B. Flavonoide, in derselben Zelle synthetisiert werden, ist
denkbar, dass ein Wettbewerb um die Substrate der Anthocyanbildung stattgefunden
hat (Holten und Cornish, 1995). Phenolhaltige Extrakte aus Gynura zeigen in der
vorliegenden Arbeit meist eine durch Belichtung erhdhte AK. Dass PER tendenziell
die hochste AK in den Testsystemen aufweist, ist ohne entsprechende Struktur-
aufklarung nicht zu erklaren. Eventuell andert sich durch eine permanente UV-
Belichtung der Hydroxylierungsstatus und damit die AK der im Extrakt enthaltenen
Inhaltsstoffe (Parr und Bolwell, 2000).

Anthocyanhaltige Extrakte des ersten Anbaujahres enthalten mehr GAE als die der
zweiten Versuchsperiode. Die Gynurapflanzen der zweiten Versuchsperiode sind
zum Erntezeitpunkt 16 Tage alter, als die der ersten Periode. Da altere Blatter, bzw.
Pflanzen schwacher und langsamer adaptieren als junge (Hada et al., 2001), kann
eine starke Akkumulierung von Phenolen durch die Umweltbedingungen nicht in dem
in dieser Arbeit gewahlten Zeitraum erfolgen. Hinzu kommt, dass die Einstellung
eines Gleichgewichtes der PAR-Strahlung auf ein niedrigeres Niveau als im Vorjahr,
im Versuchsaufbau des zweiten Anbaujahres die Qualitat der Extrakte verandert. Da
die hier verwendeten Anthocyanextrakte auch Phenolsauren enthalten, kdnnen

quantitative Unterschiede durch die Extraktionsmethode nicht ausgeschlossen
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werden. Der Unterschied im Gehalt an GAE verdeutlicht sich hinsichtlich der AK nicht
so stark. Der Gesamtphenolgehalt und die AK von Anthocyanen konnte Velioglu et

al. (1998) statistisch nicht positiv korrelieren.

5.2.1.4 Wirkung carotinoidhaltiger Extrakte im ABTS-Testsystem

Alle eingesetzten carotinoidhaltigen Spinatextrakte erzielen eine hemmende Wirkung
im ABTS-Testsystem (Miller et al., 1996). Belichtungsbedingte Unterschiede in der
AK der Spinatextrakte kdnnen aber in der vorliegenden Arbeit nicht festgestellt wer-
den (Abb. 46, Abb. 47 und Abb. 48). HPLC-Untersuchungen von Spinatextrakten der
ersten Anbauperiode belegen aber fiir Chlorophyll a, Lutein und p-Carotin Ander-
ungen in der Qualitat der Extrakte durch eine Belichtung. So kommt es durch PAR,
FGC und INT zu einer Zunahme des Quotienten von Substanz/IS. Werden die
Pflanzen permanent UV-B belichtet (PER), so kommt es bei allen Substanzen aber
zu einer Abnahme im Substanzgehalt (Abb. 64). Chlorophyll b zeigt durch FGC und
INT eine Zunahme, bei PAR und INT nehmen die Gehalte jedoch ab. Fur Extrakte
der Langzeitbelichtung fuhrt eine Belichtung allgemein eher zu einer
Substanzzunahme (Abb. 65). Bei Kurzzeit belichtetem Spinat sind wieder ahnliche
Effekte wie im ersten Jahr zu beobachten. So erhoht z.B. PAR den Gehalt, PER aber
fuhrt zu einem Ruckgang.

Bei carotinoidhaltigen Gynuraextrakten des ersten Anbaujahres ist PER tendenziell
die Variante mit der hochsten AK (Abb. 49). Dieses Ergebnis zeigt das vorhandene
antioxidative Potential der eingesetzten carotinoidhaltigen Extrakte. Auch Chlorophyll
a und b sind in den Extrakten enthalten und wirken im Testsystem. Die Fahigkeit von
Carotinoiden mit dem ABTS-Radikalkation zu reagieren, hangt zum einen von der
Prasenz funktioneller Gruppen, wie z.B. Carbonyl- oder Hydroxylgruppen an den
terminalen Ringen ab. Weiterhin spielt die Anzahl der vorhandenen Doppel-
bindungen eine Rolle. So sind z.B. Carotine effizienter in der Lage das ABTS-Radikal
zu quenchen als Xanthophylle (Miller et al., 1996). Deshalb ist ohne weitere
Identifizierungen der betroffenen Inhaltsstoffe keine differenzierte Aussage bezlglich
der AK der eingesetzten Extrakte moglich. Bei Chlorophyll a und b spielt der
Methylierungsgrad der Seitenketten fur die AK eine Rolle (Buratti et al., 2001). Eine
in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte HPLC-Untersuchung kann diese Effekte
nicht klaren. Bei den Einzelkomponenten Lutein und p-Carotin ist PER nie die

Variante mit den hochsten Gehalten (Abb. 66). So kommt es z.B. bei -Carotin zu
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einer Abnahme im Substanzgehalt durch permanente UV-B-Belichtung. Chlorophyli
zeigt, wie auch tendenziell die oben genannten Carotinoide, eine Abnahme im Gehalt
durch eine Belichtung der Pflanzen. Sind eventuell weitere Substanzen, wie z. B.
a-Carotin oder Zeaxanthin in den Extrakten enthalten, kann es zu kooperativen
Effekten kommen, die in dieser Arbeit somit nicht mit erfasst werden konnen.

Im zweiten Anbaujahr wiederholen Gynuraextrakte der Langzeitbelichtung bei der
ABTS-Oxidation zwar die Tendenz von PER als beste Variante. Eine grolde
Variabilitat in den Standardabweichungen lasst eine 100%ige Aussage aber nicht zu
(Abb. 50). Hier bestatigen HPLC-Untersuchungen die eingeschlagene Richtung. PER
hat sowohl bei Lutein als auch bei B-Carotin die hochsten Substanzgehalte. Eine 14-
tagige Belichtung fuhrt zu einem Einfluss auf die Zusammensetzung und kann die
Substanzgehalte erhdhen. Hinsichtlich der AK Kurzzeit belichteten Gynuras sind
keine Unterschiede zwischen den Versuchsvarianten vorhanden. HPLC-Unter-
suchungen konnen auch hier keine Aufklarung liefern. Eine Belichtung erhoht mit
PAR, FGC und INT den Substanzgehalt. PER erzielt die niedrigsten Werte. Es muss
sich also trotz quantitativen Unterschieden eine Anderungen in der qualitativen Zu-
sammensetzung der Extrakte ergeben haben. So ist denkbar, dass Substanzen mit
groRerem antioxidativen Potential synthetisiert wurden, die aber mit den hier ver-
wendeten Methoden nicht erfasst werden. Chlorophyll a und b konnten im zweiten
Anbaujahr aufgrund eines Defektes an der HPLC nicht mehr im Rahmen dieser
Arbeit quantifiziert werden.

Im zweiten Jahr entwickeln belichtete Varianten zwar hohere Substanzgehalte aber
keinen Unterschied in ihrer AK. Bei Untersuchungen des Einflusses einer UV-B-
Belichtung auf Tomaten kam es je nach Sorte und Erntezeitpunkt der Frucht zu
unterschiedlichen Auswirkungen auf die AK im ABTS-System. So konnte z. B. die
unbelichtete Variante der Sorte ‘Esperanza’ eine hohere AK entfalten als die UV
belichtete (Giuntinti et al., 2005). Bei einer Belichtung schitzen Carotinoide den
Photosyntheseapparat vor oxidativen Schaden. Sie kénnen Singulettsauerstoff ('0.)
und Triplett-Chlorophyll quenchen (Watzl und Bub, 2001 und Bolink et al., 2001).
Bolink et al. (2001) stellten einen Anstieg der Xanthophyll-Zyklus-Pigmente und
Lutein durch eine UV-B-Behandlung von Erbsen fest. Auch die Fahigkeit von
Carotinoiden mit Peroxylradikalen abzureagieren, lasst auf ihre potentielle AK
schlielen (Paiva und Russel, 1999).
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5.2.2 Bemerkungen zu den Testsystemen

Durch intraspezifische Schwankungen des XOD-Testsystems (z. B. in der Grund-
reaktion) sind Aussagen bezlglich der resultierenden Unterschiede bei UV-Be-
lichtung nur vorsichtig zu treffen. Eine tendenziell hdhere AK durch eine Belichtung,
z.B. durch PER, kann aber durchaus festgehalten werden.

Es ist innerhalb des XOD-Testsystems eine bessere Wirkung, sowohl der Spinat- als
auch der Gynuraextrakte, bei der Oxidation von KMB zu Ethylen als bei der NH,OH-
Oxidation zu beobachten. Da KMB als Indikator fir Oxidantien des OH®-Radikaltyps
gilt (Kroner et al., 1989), impliziert dies eine bevorzugte Wirkung der vorhandenen
Extraktinhaltsstoffe gegeniber dem OH®. Bei der Entstehung von OH® spielen aber
auch H,O, und O," eine Rolle (Haber-Weiss-Mechanismus). So kann eine mogliche,
kombinierte antioxidative Wirkung der Extrakte mit allen beteiligten ROS die erhohte
Sensibilitat des KMB-Testsystems erklaren. Anthocyanhaltige Gynuraextrakte haben
mit 90% die beste Hemmwirkung bei der KMB-Oxidation. Damit liegen sie bis zu
21% uUber der Wirkung der phenolhaltigen Extrakte. Anthocyanhaltige Extrakte
enthalten z. T. mehr als das doppelte an GAE (Tab. 7 und Tab. 8) als die mit
phenolhaltig bezeichneten. Hinzu kommt, dass Anthocyane durch einen hdheren
Hydroxylierungsstatus und maogliche ortho-di-hydroxy-Gruppen am B-Ring einen
zusatzlichen antioxidativen Wirkungsmechanismus aufweisen kénnen (Prior, 2003).
Eine 100%ige Hemmung der Reaktionen wurde aber durch anthocyanhaltige
Extrakte nie im Testystem erzielt. Bezuglich der Unterscheidung einzelner
Versuchvarianten kann kein deutlicher Unterschied zwischen der NH,OH- oder KMB-
Oxidation festgestellt werden.

Ein hemmender Einfluss der eingesetzten Extrakte auf die XOD-Aktivitat kann weit-
gehend ausgeschlossen werden (Abb. 35), so dass die antioxidativen Wirkungen auf
Interaktionen mit den betreffenden ROS zurtuckzufuhren sind. Im allgemeinen
entfalten Gynuraextrakte im XOD-Testsystem eine um Faktor 2-3 groRere Wirkung
als die Spinatextrakte. Dies lasst sich durch einen Vergleich der Gesamtphenol-
gehalte erklaren (Tab. 6 und Tab. 7). Auch die HPLC-Analysen ergeben ein viel-

faches Verhaltnis von Substanz/IS im Vergleich zu entsprechenden Spinatextrakten.

Im ABTS-Testsystem koénnen die Ergebnisse des XOD-Testssystems weitgehend

reflektiert werden, jedoch erhoht das ABTS-System die Trennscharfe fur die ein-
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gesetzten phenolischen Extrakte. Das ABTS-Modell kann Unterschiede von
phenolischen Extrakten besser aufzeigen als das XOD-System. Dies lasst sich durch
die Spezifizierung der unterschiedlichen Systeme begrinden. Das XOD-System
spricht in seiner Wirkungsweise sensibel auf Substanzen an, die durch ihre Struktur
mit den betroffenen ROS, z.B. H,0,, O,", OH® oder der XOD reagieren koénnen.
Auch eine evtl. Ubergangsmetallkomplexierung wird in diesem Testsystem erfasst
(Weiss, 1986 und Halliwell und Gutteridge, 1999). Im ABTS-Testsystem wird
dagegen spezifisch die AK von Extrakten gegenuber dem ABTS-Radikal-Kation
gemessen. Da das ABTS-Radikal im Gegensatz zu den ROS ein sehr stabiles
Radikal ist, steigt in der Folge die Chance, dass die im Extrakt enthaltenen
phenolischen Substanzen mit ihm in Reaktion treten (Schempp, miuindliche
Mitteilung). So konnen kooperative Effekte der im Extrakt enthaltenen Inhaltsstoffe
besser zum tragen kommen. Auch kann die AK im ABTS-Testsystem durch eine
Konkurrenz der Phenole um die Pseudoperoxidase Uberhdht ausgedrickt sein
(Arnao et al., 1999). Hinzu kommt, das der Gesamtphenolgehalt eines Extraktes eng
an die resultierende AK gebunden ist (Proteggente et al., 2002) und die Sensitivitat

des ABTS-Testsystems gegenuber phenolischen Inhaltstoffen wider spiegelt.

Fir carotinoidhaltige Spinatextrakte kann kein deutlicher Einfluss einer UV-
Belichtung auf die AK im ABTS-Testsystem festgestellt werden. Bei Gynura der
ersten Anbauperiode ist tendenziell PER die Variante mit der besten Wirkung im
Testsystem. Eine Lang- und Kurzzeitbelichtung ist aber nicht in der Lage, dies ein-
deutig zu bestatigen. Auch die Varianz der Substanzgehalte bei den durchgeflihrten
HPLC-Analysen erschwert die eindeutige Interpretation der Ergebnisse. Erst eine
weitere ldentifizierung und Quantifizierung der im Extrakt enthaltenen Substanzen
kann eventuell auftretende Interaktionen der Strahlungsarten, bzw. der Substanzen
aufklaren. Hinzu kommt, dass eine alleinige Bestimmung der AK im ABTS-Test-
system nicht ausreichend ist. In weiterfihrenden Untersuchungen ist die Ausweitung
der Testssysteme und die Erhdhung der Ldslichkeit von Carotinoiden in diesen, ein
probates Mittel um den Einfluss einer Belichtung auf den Carotinoidgehalt und

dessen AK zu untersuchen.
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5.2.3 Folin-Ciocalteu-Test: Vergleich der Rohextrakte mit Extrakten in den

Tesstsystemen

Bei einem Vergleich der Rohextrakte mit den in den Testsystemen eingesetzten
phenolischen Extrakten mussen die unterschiedlichen Extraktionsvolumina mit-
einbezogen werden. Es entsteht ein Berechnungsfaktor der beide Extrakte
miteinander in Beziehung setzt (siehe Methoden). Rohextrakte aus Spinat enthalten
das 13-16fache, Gynura-Rohextrakte enthalten das 4-7fache an GAE wie ent-
sprechende Extrakte fir die Testsysteme. Diese Diskrepanz entsteht aus den An-
forderungen der Testsysteme. Methanol kann z.B. im XOD-System nicht als
Ldsungsmittel zum Einsatz kommen, da Methanol selbst einen nicht unerheblichen
Einfluss auf die Nachweismethode hat und die Reaktion hemmt (Coughlan et al.,
1969). Ethanol kann durch seine Eigenschaft als klassischer OH"-Radikalfanger bei
der Oxidation von KMB auch nicht eingesetzt werden (Halliwell und Gutteridge,
1999). Mit Vorversuchen wurde Acetonitril (10%) als das geeignetste Losungsmittel
fur die Wiederaufnahme der Extrakte in die Testsysteme identifiziert. Durch den sehr
hohen Wasseranteil kommen fast ausschliellich die hydrophilen Inhaltsstoffe in
Ldsung. Das XOD-Testsystem wird aber in seiner Funktion nicht beeintrachtigt. Da
im Folin-Ciocalteu-Test jedoch Phenole quantitativ, und nach ihrer Struktur und der
Anzahl der freien OH-Gruppen unterschiedlich intensiv reagieren (Singleton et al.,
1998), wird dieser grof3e Unterschied deutlich offen gelegt. Weiterhin ist hieraus zu
schliel3en, dass in Gynuraextrakten von Anfang an mehr wasserlésliche Substanzen
enthalten sind als in Spinat. Dies tragt zur besseren Wirkung der Gynuraextrakte in
den Testystemen bei, obwohl Spinat bei der Quantifizierung der Rohextrakte zu
hoheren GAE kommt (Tab. 9 und Tab. 10). Es entsteht auch ein Unterschied in der
Wirkung einer Belichtung. Kann bei 10%igen Spinatextrakten aus CH3CN PER den
hochsten GAE-Gehalt erreichen, ist dies bei Rohextrakten nicht mehr der Fall. Hier
ist eine Unterscheidung zwischen allen drei UV-Varianten nicht mehr eindeutig
moglich. Dies wirft die Frage auf, ob durch eine Reaktion der Spinatpflanzen auf eine
UV-Bestrahlung mehr hydrophile (z.B. durch eine Erhéhung der Anzahl von OH-
Gruppen) als hydrophobe Substanzen gebildet werden. Bei Gynura wurde dieser
Effekt nicht beobachtet. Ein eindeutiger Ruckschluss auf die AK der Extrakte ist aber
ohne eine lluckenlose, strukturelle ldentifizierung der Hauptkomponenten mittels
HPLC nicht mdglich.
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5.2.4 HPLC-Analyse
Durch die Analyse mittels HPLC wird der Einfluss einer UV-Belichtung auf die

strukturelle Zusammensetzung der phenol-, anthocyan- und carotinoidhaltigen
Extrakte untersucht. Es kdnnen sowohl quantitative als auch qualitative Unterschiede
detektiert werden.

Bei der Betrachtung phenolhaltiger Extrakte aus Spinat und Gynura ergibt sich bei
der Mehrheit der detektierten Peaks eine Zunahme an Substanz durch eine UV-
Belichtung, z.B. PER. Zwei Peaks aus Spinat der Lang- und Kurzzeitbelichtung
zeigen aber auch eine Substanzabnahme. Flr Gynuraextrakte trifft dies bei 3 von
allen detektierten Substanzen zu. Peak 5 (Spinat) und Peak 11 von Gynura der
ersten Anbauperiode wurden nur bei einer UV-B-Behandlung detektiert. Dies lasst
auf eine UV-induzierte Neusynthese dieser Substanz schliel3en, wie sie auch Parr
und Bolwell (2000) diskutieren. Auch andert sich die qualitative Zusammensetzung
der Extrakte. So kdnnen z.B. bei Gynura zwei Peaks der ersten Anbauperiode nicht
mehr in Extrakten der zweiten wiedergefunden werden. Dies kann an der
Egalisierung des PAR-Einflusses und den damit verbundenen interaktiven Wechsel-
wirkungen der Strahlungsarten einer Lampe liegen (Krizek, 2004, Ernst, 2004, Nitz et
al., 2004 und Fagerberg und Bornmann, 2005). Hinzu kommt ein Substanzverlust
unter die Detektionsgrenze durch FGC bei Peak 9 von Gynura der zweiten
Anbauperiode (Abb. 59 und Abb. 60). So ist zusatzlich eine Konversion einzelner
phenolischer Verbindungen in andere denkbar, die besser zum Schutz vor UV-Licht
beitragen.

Der Gehalt an phenolischen Verbindungen in Spinat weicht von den sonst Ublichen,
nachweisbaren Substanzen stark ab (Ferreres et al., 1997, Peterson und Dwyer,
1998, Howard et al., 2002 und Lomnitski et al., 2003). Nuutila et al. (2002) konnten
jedoch z.B. Quercetin und Kaempferol als Hauptbestandteile von Spinat identi-
fizieren. Das Gros der in der vorliegenden Arbeit enthaltenen Substanzen wird aber
durch eine Spektrenanalyse der Gruppe der Phenol-, bzw. der Hydroxyzimtsauren
zugeordnet. So sind z.B. p-Cumarsaure, Ferulasdure und Kaffeesdure ein Be-
standteil von Spinat (Bergmann et al., 2001 und Castenmiller et al., 2002). Der
Rahmen dieser Arbeit sah aber nicht vor Substanzen genauer zu identifizieren.
HPLC-Analysen phenolhaltiger Gynuraextrakte identifizieren Peak #1 als
Chlorogensaure (Abb. 57). Bei einer Hydrolyse des Rohextraktes (SGP), die in Abb.
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61 dargestellt ist, wird zusatzlich Kaffeesaure als im Extrakt enthaltene Substanz de-
tektiert. Chu et al. (2000) identifizierten aus Gynura erganzend Myricetin, Quercetin,
Kampferol, Luteolin und Apigenin.

Anthocyanhaltige Extrakte zeigen differenziertere Reaktionen auf eine Belichtung. So
kommt es in der ersten Anbauperiode innerhalb der Standardabweichungen sowonhl
zu einem Anstieg als auch zu einer Abnahme im Substanzgehalt der detektierten
Peaks (Abb. 62). Extrakte aus Langzeitbelichtung verzeichnen bei 60% aller
Substanzen eine Substanzzunahme durch eine Belichtung mit z.B. bei PER. Die bei
einer Wellenlange von 530 nm detektierten und mit A1 bis A3 bezeichneten Peaks
(Abb. 63), reagieren auf eine Belichtung mit einer Erhdhung ihrer Peakflache. PAR
und INT haben den grofdten Effekt, so dass nicht von einem alleinigen Einfluss einer
UV-Belichtung auf diese Substanzen ausgegangen werden kann. Eventuell spielt
hier die auf der Pflanze eintreffende Strahlungssumme ebenso eine Rolle wie die
Lichtqualitat (Brosché und Strid, 2002).

Yoshitama isolierten 1994 aus Gynura aurantiaca und Gynura bicolor ein stabiles,
purpurfarbenes Anthocyan, in dessen Grundstruktur Cyanidin eingebettet liegt. Auch
die in dieser Arbeit verwendeten anthocyanhaltigen Extrakte weisen geldst in 10%
CH3CN eine hohe Stabilitat auf. Eine HPLC-Analyse anthocyanreicher Extrakte flhrt
aber nicht zu einer Identifizierung einzelner Substanzen und so ist leider kein
Abgleich der Ergebnisse mdglich.

Carotinoidhaltige Spinatextrakte zeigen belichtungsbedingte Anderungen in ihrer
Substanzzusammensetzung. Hier kehren sich die oben beschriebenen Effekte
jedoch zum Teil um. In der ersten Anbauperiode und bei der Kurzzeitbelichtung kann
sowohl bei Lutein und p-Carotin, als auch bei Chlorophyll a und b eine Substanz-
abnahme durch PER beobachtet werden (Abb. 64 und Abb. 65). Ein ahnliches Bild
ergibt sich auch bei der Betrachtung entsprechender Gynuraextrakte (Abb. 66 und
Abb. 67). Da Carotinoide den Photosyntheseapparat der Pflanze vor einwirkender
Strahlung, z.B. UV-B und damit verbundenen oxidativen Schaden schitzen (Bolink et
al., 2001), kann die Belichtung zu einem Zustand gefuhrt haben, bei dem der
Verbrauch dieser Substanzen héher war als die Synthese. Das bei diesem Prozess
betroffene Photosystem Il (Brunold, 1996 und Hollésy, 2002), das in Erholungs-
phasen regeneriert wird, kann sich durch die Unterbrechung des diurnalen Rhythmus

nicht erholen und ist standigen oxidativen Bedingungen ausgesetzt.
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Bei einer Langzeitbelichtung (zweite Versuchsperiode) ist jedoch durch die
Belichtung eine Zunahme an Substanzen feststellbar. Dies kann durch die Anderung
der PAR-Strahlungssumme auf die gleiche Starke bei allen Belichtungsvarianten
bedingt sein. PAR-Strahlung tragt malgeblich zur Reparaturfahigkeit der
Photosysteme bei (Pfiindel, 2004). Bei carotinoidhaltigen Spinatextrakten hat eine
PAR-Belichtung bezlglich der Substanzzunahme eine stimulierende Wirkung. Eine
Belichtung mit FGC und INT stimuliert in 10 von 12 Fallen die Produktion der oben
genannten Substanzen. Auch Bolink (2001) konnten einen Anstieg von z.B. Lutein in
UV-B behandelten Blattsticken von Erbsen nachweisen. Es existieren in der
Literatur bis dato aber noch keine eindeutigen Beweise, dass sich die Synthese von
Carotinoiden durch UV-Licht positiv beeinflussen lasst. Bei carotinoidhaltigen
Gynuraextrakten des ersten Anbaujahres ist sogar ein durchgehend negativer Ein-
fluss auf die untersuchten Substanzen zu beobachten. Deckmyn (1994) und Smith et
al. (2000) belegen eine Abnahme des Chlorophyligehaltes durch eine UV-B-

Strahlung, was sich mit den Ergebnissen von Gynura des ersten Anbaujahres deckt.

5.2.5 Weiterfuhrende Bemerkungen

Beide Gemusearten (Spinat und Gynura) beweisen in den Testsystemen anti-
oxidative Eigenschaften. Es zeigt sich ein differenzierter Einfluss der unterschied-
lichen Belichtungsvarianten. Weiterhin kann ein belichtungsbedingt positiver Einfluss
auf die AK der Pflanzenextrakte beobachtet werden. Besonders die permanent UV-
belichteten Varianten (PER) zeigen eine erhdhte AK in den einzelnen Testsystemen.
Durch die notwendige, an die Testsysteme angepasste Extraktionsmethode, kann
aber in dieser Arbeit nicht das komplette Wirkungsspektrum der im Spinat und
Gynura enthaltenen phenolischen Inhaltsstoffe hinsichtlich ihrer AK dargestellt
werden. Der GAE-Gehalt der Rohextrakte belegt eindrucksvoll das noch zusatzlich
vorhandene Potential dieser Nahrungsmittel, so dass in Zukunft weitere Testsysteme
zu etablieren sind, die dieses Potential abbilden kénnen. Eine Ubertragung der
Gesamtphenolgehalte und des antioxidativen Potentials der untersuchten Extrakte in
den Testsystemen auf die ernahrungsphysiologische Wirkung der Pflanzen, ist aber
direkt nicht moglich. Spinat enthalt z.B. Nitrat, das nach dem Verzehr teilweise zu
Nitrit und dann weiter zu Nitrosaminen umgewandelt werden kann. Dies wird von der
Bundesforschungsanstalt fur Ernahrung und Lebensmittel (BFLE) als gesundheitlich

bedenklich eingestuft (http://www.bfa-ernaehrung.de). Der Nitratgehalt und dessen
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Veranderung durch eine UV-Belichtung (z. B. durch Hemmung der Nitratreduktase)
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht berucksichtigt werden. Fur Gynura bicolor
existiert eine ahnliche Kontroverse. In der Pflanzenfamilie der Asteraceae sind
toxische Inhaltsstoffe, wie z.B. Pyrrolizidin-Alkaloide weit verbreitet. Diese Stoffe
konnen gesundheitsschadliche, kanzerogene Eigenschaften besitzen. Fu et al.
(2002) dokumentieren, dass Gynura bicolor (Willd.) DC. Retrosin enthalt, ein
Pyrrolizidin-Alkaloid, das im Tierversuch tumorinduzierend wirkt. Um Aussagen Uber
eine mogliche ernahrungsphysiologische Wirkung fur den Menschen zu treffen, sind
weitere Untersuchungen notwendig. Diese mussen das Inhaltsstoffspektrum der
Pflanzen in ihrer Gesamtheit erfassen und so deren Wirkung beurteilen. Erst dann
konnen die additiven, synergistischen und interaktiven Eigenschaften der betroffenen

SPI sinnvoll zu einer Steigerung des Gesundheitswertes eingesetzt werden.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden Spinacia oleracea L. und Gynura bicolor (Willd.)
DC. unter kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus angebaut und mit speziellen
UV-Wachstumslampen belichtet. Diese Lampen emittieren Strahlung sowohl im
PAR- und UV-A- als auch im UV-B-Bereich. Gegenstand der Untersuchungen ist, ob
sich durch eine UV-Belichtung dieser Pflanzen der Gehalt und die Zusammen-
setzung an phenolischen Pflanzeninhaltsstoffen und Carotinoiden gezielt verandern
lasst. Parallel dazu wird in unterschiedlichen biochemischen in vitro -Testsystemen
(Xanthin/Xanthinoxidase- und ABTS-Testsystem) Uberpruft, wie sich die antioxidative
Kapazitat entsprechender phenol- und carotinoidhaltiger Blattextrakte durch diese
UV-Belichtung entwickelt.

Es wird durch HPLC-Untersuchungen gezeigt, dass sich das Inhaltsstoffspektrum der
kultivierten Gemusearten durch eine Belichtung sowohl quantitativ als auch qualitativ
verandert. Bei phenolhaltigen Extrakten ergibt sich durch eine permanente UV-Be-
lichtung (PER) bei der Mehrheit der detektierten Peaks eine Zunahme an Substanz.
Auch ist durch einen Substanzverlust von Peaks unter die Detektionsgrenze eine be-
lichtungsbedingte Konversion einzelner phenolischer Verbindungen in andere denk-
bar, die zum besseren Schutz vor UV-Licht beitragen. Carotinoidhaltige Extrakte
zeigen eine unterschiedliche Reaktion. Hier kommt es je nach Belichtungsvariante
und Pflanzenart sowohl zu einer Abnahme als auch zu einer Zunahme im Substanz-
gehalt.

Des Weiteren wird dokumentiert, dass eine UV-Belichtung die antioxidative Kapazitat
(AK) der in den Testsystemen eingesetzten Extrakte beeinflusst. Es zeigt sich ein
differenzierter Einfluss der Belichtungsvarianten. So sind im ABTS-Testsystem
phenolhaltige Extrakte beider Pflanzenarten, nach einer dreitagigen, permanenten
UV-B-Belichtung in der Lage, die AK im Vergleich zu allen anderen Untersuchungs-
varianten zu erhdhen. Fur carotinoidhaltige Extrakte kann kein deutlicher Einfluss
einer UV-Belichtung auf die AK im ABTS-Testsystem festgestellt werden. Im XOD-
Testsystem sind durch intraspezifische Schwankungen, z.B. in der Grundreaktion,
Aussagen bezuglich der AK und der resultierenden Unterschiede bei UV-Belichtung
nur vorsichtig zu treffen. Eine tendenziell hdhere AK durch eine Belichtung, z.B. PER

kann aber durchaus festgehalten werden.
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7 Anhang

In diesem Anhang werden die Datenblatter zu den entsprechenden Testsystemen

und HPLC-Untersuchungen dargestelit.

Tab. 12:

Datenblatt zum Xanthin/Xanthinoxidase-Testsystem

Konz. i. A. [%]

Messwert [%]

SGP

PAR

o

FGC

(e

INT

PER

zu Abb. 17

0,00
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
83,7
81,3
82,9
77,0

0,7
1,7
1.1
1,9
1,8

100,0
83,8
78,6
80,3
71,2

0,7
1,3
1,0
1,3
0,8

100,0
83,8
80,6
79,5
73,4

0,7
2,5
1,7
1,0
1,2

100,0
83,7
78,5
78,5
71,8

0,7
1.1
1,7
1.1
0,6

100,0
83,4
78,8
78,0
71,3

0,7
0,6
0,9
1,4
1,0

zu Abb. 18

0,00
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
98,0
98,5
93,7
91,1

8,2
9,3
8.8
10,9
10,0

100,0
100,1
104,0
99,7
93,4

8,2
8,2
17,5
8,8
9,5

100,0
97,2
99,6
94,6
93,5

8.2
8,1
10,6
7,8
8,0

100,0
94,4
96,2
93,7
83,4

8,2
9,9
7,9
10,6
7,6

100,0
98,6
95,6
81,9
83,7

8,2
8,1
8,1
7,3
7,3

zu Abb. 19

0,00
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
99,3
101,3
97,9
93,0

2,7
3.8
2,9
3.2
2,8

100,0
98,7
101,4
97,9
92,4

2,7
5,0
3,1
2,9
3,2

100,0
101,8
97,1
95,7
92,5

2,7
2,8
3,0
2,9
2,7

100,0
104,4
96,8
92,3
88,1

2,7
2,8
3,1
2,6
3,1

100,0
99,9
95,3
88,2
85,8

2,7
2,9
2,8
3,0
3,7

zu Abb. 20

0,00
0,0025
0,005
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
89,9
87,5
74,7
63,0
48,0
42,8

0,7
2,3
1,0
54
2,9
1,1
0.8

100,0
86,6
77,4
65,4
51,9
39,7
35,5

0,7
2,2
21
1.1
1,3
1,7
1,5

100,0
95,0
85,1
73,7
60,1
46,1
39,8

0,7
1,5
1,2
2,1
0,5
1,7
1,0

100,0
87,7
80,4
66,7
52,6
39,8
33,3

0,7
1,2
1,5
1,9
2,1
0,8
0,3

100,0
85,2
74,8
62,0
51,4
39,4
33,7

0,7
1,8
1,5
1,9
2,1
0,7
0,5

zu Abb. 21

0,00
0,0025
0,005
0,01
0,02
0,10

100,0
87,0
73,4
61,9
48,7
24,6

3,0
5,7
5,0
4,5
2,9
0.8

100,0
82,5
71,7
58,2
45,6
22,5

3,0
3,3
2,5
1,8
2,4
1,0

100,0
83,7
72,3
62,2
48,0
25,0

3,0
2,5
3,2
1,9
1,9
1,4

100,0
86,4
74,0
60,4
45,0
23,6

3,0
4,2
3,2
2,7
2,2
1,3

100,0
85,0
70,5
60,0
46,1
23,7

3,0
2,8
2,8
2,7
1,9
0.9
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Konz. i. A. [%]

Messwert [%]

SGP

PAR

FGC

(¢

INT

PER

zu Abb. 22

0,00
0,0025
0,005
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
90,9
80,6
72,2
62,3
49,2
40,8

24
2,2
2,3
2,7
21
2,3
1,3

100,0
90,1
80,2
71,5
61,3
47,0
39,3

2,4
54
2,2
3,0
2,8
1,4
2,0

100,0
93,7
83,6
74,2
65,1
50,4
41,2

2,4
2,8
2,7
3,3
29
2,3
1,4

100,0
88,4
81,0
69,7
61,1
45,2
38,5

2,4
3.6
2,3
3,1
1,8
1,1
2,1

100,0
88,0
82,2
71,2
62,5
48,9
41,7

2,4
2,5
2,8
1,9
3,2
2,4
1,8

zu Abb. 23

0,00
0,0025
0,005
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
92,1
83,9
75,8
65,3
51,1
43,3

0,8
2,2
1,2
0,9
1,5
1,6
1,2

100,0
92,0
85,8
79,8
67,6
51,7
445

0,8
0,8
2,0
1,0
1,9
4,7
1,2

100,0
92,0
85,0
77,2
66,1
52,8
43,0

0,8
1,3
1.1
0,7
1,0
2,2
1,9

100,0
89,4
82,7
73,6
64,0
50,0
41,5

0,8
1,4
1,9
1,6
1,6
1,4
1,3

100,0
87,3
78,2
68,0
59,3
46,1
37,8

0,8
1,4
1,2
1,4
0,6
1,7
1,8

zu Abb. 24

0,00
0,0025
0,005
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
86,7
74,9
66,4
55,1
411
29,5

2,9
3,1
2,2
2,9
2,4
1,2
1,0

100,0
85,5
75,3
64,8
53,4
38,8
28,6

2,9
3,5
4,0
2,6
1,9
1,3
0,9

100,0
89,2
79,5
71,0
58,8
45,0
32,2

2,9
2,6
2,6
2,7
1,8
1,8
1.1

100,0
88,2
79,1
67,2
56,9
411
30,8

2,9
2,8
2,3
2,6
1,7
1,3
1,5

100,0
87,9
77,8
67,2
57,2
43,2
30,9

29
3,5
2,5
2,8
1,7
1,8
1,1

zu Abb. 25

0,00
0,0025
0,005
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
88,9
79,1
71,5
55,4
42,3
30,3

0,3
0,5
2,8
1,0
1,8
0,9
0.8

100,0
89,9
82,3
72,7
60,2
45,2
33,6

0,3
1,0
1,2
2,8
0,5
1,3
0,8

100,0
92,4
79,2
73,5
62,0
454
31,6

0,3
0,4
0,7
3,7
1,9
1,3
0,6

100,0
89,4
85,5
68,1
60,6
41,5
31,6

0,3
2,2
1,8
1,4
1,0
0,6
0,3

100,0
90,9
77,6
66,3
54,2
37,1
28,2

0,3
0,5
2,0
1,0
1,7
1,0
0,7

zu Abb. 26

0,00
0,01
0,02
0,033
0,10

100,0
90,9
83,4
64,8
69,7

10,7
9,1
2,2
7,0
1,8

100,0
83,3
81,6
62,6
63,7

10,7
6,7
8,4

12,5
5,6

100,0
85,5
771
57,1
67,0

10,7
24
10,8
4,3
8,2

100,0
85,9
83,1
57,0
63,1

10,7
3,0
6,4
54
9,6

100,0
76,3
72,9
56,0
57,7

10,7
2,8
16,9
14,3
4,8
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Konz. i. A. [%]

Messwert [%]

SGP

PAR

FGC

(¢

INT

PER

zu Abb.

27

0,00
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
96,2
96,2
96,9
95,3

8,8
15,7
8,5
8,4
6,2

100,0
104,3
97,7
97,4
94,2

8,8
9,3
10,5
8,1
6,6

100,0
107,6
98,5
95,6
90,5

8,8
19,3
11,4

7,0

5,9

100,0
103,3
111,4
95,0
87,0

8,8
10,8
10,7

8.6

7,2

100,0
99,9
110,7
84,2
77,4

8,8
10,2
10,2

7,4

3,4

zu Abb.

28

0,00
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
101,3
102,2
98,1
91,3

3,4
3.8
3,9
6,9
6,2

100,0
101,5
103,2
100,9

93,8

3.4
7,4
3,5
6,1
49

100,0
103,6
100,3
97,0
90,8

3.4
4,5
41
6,2
5,0

100,0
99,8
97,3
92,7
86,4

3,4
4,7
4,8
4,8
5,1

100,0
98,7
96,8
85,4
80,0

3,4
4,2
4,3
4,9
53

zu Abb.

29

0,00
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
90,6
79,3
58,8
46,0

34
6,1
5.8
4,4
1,8

100,0
75,0
68,2
43,2
33,4

3,4
4,8
5,8
1,7
1,4

100,0
83,9
72,2
48,4
38,8

3,4
6,3
3,9
5,3
2,6

100,0
76,6
62,7
42,8
32,3

34
3,6
4,4
2,5
1,5

100,0
76,2
55,7
42,1
30,9

3,4
4,0
6.6
3,3
1,3

zu Abb.

30

0,00
0,005
0,01
0,02
0,05

100,0
73,7
64,3
45,9
19,7

0,8
1,6
1,8
1,3
0,8

100,0
71,2
57,0
37,5
11,7

0,8
1,5
2,2
1,3
0,6

100,0
73,6
60,7
43,7
17,4

0,8
3,4
1,7
2,7
0,5

100,0
73,8
59,9
39,3
14,1

0,8
0,8
1,9
0,7
0,4

100,0
75,5
58,8
34,7
10,2

0,8
3,2
1,8
0,7
0,9

zu Abb.

31

0,00
0,01
0,02
0,05
0,10

100,0
79,7
62,7
47,6
32,8

3,3
4,6
3.6
1,9
2,2

100,0
78,7
61,8
454
34,0

3,3
2,9
24
2,8
3,7

100,0
81,7
64,2
51,0
36,4

3,3
5,0
3,1
3,0
23

100,0
75,6
61,5
43,4
31,8

3,3
3.4
3,5
2,6
1,3

100,0
78,8
62,5
48,0
34,3

3,3
4,6
4,0
1,9
1,7

zu Abb.

32

0,00
0,005
0,01
0,02
0,05

100,0
86,3
78,6
64,0
49,7

3,6
3,7
4,0
3,6
52

100,0
87,3
81,5
67,6
54,7

3,6
5,0
3,0
4,6
3,0

100,0
85,4
79,3
60,5
51,6

3,6
5,0
3.1
3,3
2,9

100,0
83,1
81,3
60,4
45,2

3.6
4,7
5.4
3,1
3.2

100,0
78,7
711
52,1
39,1

3.6
3,2
3,5
10,3
2,2

zu Abb.

33

0,00
0,01
0,02
0,04
0,10

100,0
89,9
63,8
40,1
21,4

2,0
5,1
2,9
1,7
1,2

100,0
73,9
57,1
35,2
14,5

2,0
7,2
29
2,5
0,5

100,0
74,9
67,2
46,3
21,1

2,0
4,1
1,7
2,0
0,9

100,0
74,3
61,8
39,7
18,1

2,0
2,5
3,3
2,0
0,9

100,0
71,8
62,4
40,4
19,1

2,0
7,2
2,7
2,9
0,7
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Messwert [%]
Konz. i. A. [%] [SGP c [PAR c [FGC o [INT c [PER c
zu Abb. 34 0,00, 100,0 5,11 100,0f 5,11 100,0f 5,1f 100,0f 5,1 100,0f 5,1
0,005( 80,3 4,21 85,1 6,00 82,7 500 95,1 16,3 78,8 5,6
0,01 70,70 4,3] 741 6,20 70,1 4,3 72,6 5,0 654 4,3
0,020 51,1 3,6 49,2 3,1 48,0 3,3 49,2 4,7 451 2,9
0,05/ 29,21 1,5 291 1,8 27,1 1,5 29,3 1,6 23,8 1,7
Tab. 13: Datenblatt zu Abb. 35
Harnsaure [uM] c Xanthin [uM] c
Kontrolle 308,2 19,6 173,8 13,3
A Gy SGP 366,1 4,9 146,6 10,5
A Gy PER 3721 0,7 136,7] 1,0
Ph Gy PER 346,0 2,7 140,6 1,7
Ph SP SGP 314,2 2,5 159,2 6,9
Tab. 14: Datenblatt zum ABTS-Testsystem (Endpunktmessung)
absolute Hemmung in AE
Konz. i. A. [%] |Kontrolle| ¢ [SGP| o |PAR| o |[FGC| o |INT | ¢ [PER| ©
zu Abb. 36 0,05 0,63| 0,03| 0,24] 0,02| 0,23| 0,03 0,21 0,02 0,21( 0,03{ 0,15 0,01
0,02 0,63| 0,03| 0,38) 0,03| 0,41{ 0,02 0,39 0,02 0,38 0,03| 0,35] 0,02
0,01 0,63 0,03| 0,53 0,00| 0,54 0,02| 0,52] 0,02 0,53 0,01} 0,51 0,01
0,005 0,63| 0,03| 0,56] 0,01| 0,59( 0,03| 0,64]0,12| 0,60/ 0,01( 0,58] 0,03
zu Abb. 37 0,05 0,75| 0,03| 0,51] 0,03| 0,50{ 0,03| 0,45 0,04| 0,44| 0,03| 0,36| 0,02
0,02 0,75 0,03| 0,62 0,03| 0,61| 0,02 0,60| 0,00 0,59| 0,02 0,55] 0,01
zu Abb. 38 0,05 0,59%| 0,02 0,29 0,02| 0,32( 0,02 0,26] 0,01 0,22| 0,02 0,17] 0,00
0,02 0,55| 0,02 0,44) 0,02/ 0,44{ 0,01| 0,42 0,02 0,40| 0,02( 0,37] 0,03
zu Abb. 39 0,05 0,55| 0,03| 0,02 0,00/ 0,01f 0,00 0,01} 0,00 0,01| 0,00{ 0,01} 0,00
zu Abb. 40 0,02 0,55| 0,03| 0,26] 0,01| 0,09( 0,00| 0,25 0,02| 0,12( 0,01| 0,06| 0,01
0,01 0,59%| 0,03| 0,39 0,02| 0,29 0,01| 0,38] 0,02 0,32| 0,01| 0,28] 0,00
0,005 0,55 0,03| 0,47(0,01| 0,41| 0,01 0,46| 0,01 0,43| 0,01} 0,40] 0,01
zu Abb. 41 0,02 0,68] 0,03| 0,16( 0,03| 0,06/ 0,02| 0,14] 0,02( 0,08 0,02] 0,07] 0,01
0,01 0,68| 0,03| 0,36) 0,01| 0,30{ 0,01} 0,38 0,01| 0,34{ 0,01| 0,34/ 0,01
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absolute Hemmung in AE
Konz. i. A. [%] [Kontrolle| ¢ [SGP| o |PAR| o [FGC| o |INT | o |PER| ©
zu Abb. 42 0,02 0,56| 0,02 0,28 0,01| 0,25/ 0,00| 0,26| 0,01{ 0,19| 0,02 0,17] 0,01
0,01 0,56| 0,02| 0,42 0,00| 0,37{ 0,01] 0,40 0,01| 0,35( 0,01{ 0,32 0,01
zu Abb. 43 0,02 0,57| 0,04| 0,15] 0,01 0,19( 0,00 0,21 0,01| 0,15( 0,01| 0,05| 0,01
0,01 0,57 0,04| 0,31 0,02| 0,35/ 0,02| 0,36| 0,01 0,30| 0,01} 0,21} 0,01
zu Abb. 44 0,02 0,56| 0,01| 0,24{ 0,02| 0,22| 0,00| 0,27| 0,01 0,24 0,00] 0,20] 0,01
0,01 0,56| 0,01| 0,41) 0,00 0,38{ 0,01 0,41|0,01| 0,38 0,00{ 0,36| 0,01
zu Abb. 45 0,02 0,59 0,01| 0,18) 0,01 0,25( 0,01] 0,26] 0,01| 0,21( 0,02( 0,16| 0,01
0,01 0,59| 0,01| 0,35] 0,01 0,40{ 0,01} 0,40; 0,01{0,37( 0,01{ 0,35| 0,01
zu Abb. 46 0,02 0,56| 0,02 0,13) 0,00[ 0,13{ 0,00; 0,13] 0,00 0,14{ 0,01{ 0,15 0,01
0,01 0,56| 0,02 0,28 0,01| 0,27| 0,01 0,27| 0,01 0,30| 0,01} 0,28] 0,01
0,005 0,56| 0,02 0,38 0,01 0,37{ 0,01| 0,37] 0,02 0,39 0,02 0,40] 0,02
zu Abb. 47 0,025 0,50] 0,00] 0,25] 0,00| 0,24{ 0,00 0,26] 0,00] 0,26( 0,01| 0,26| 0,01
0,01 0,47| 0,02 0,08 0,03| 0,08{ 0,01| 0,08 0,01 0,09 0,02 0,09| 0,02
zu Abb. 48 0,025 0,43| 0,03| 0,08 0,02/ 0,08{ 0,02| 0,08 0,02| 0,08| 0,03( 0,09] 0,03
0,01 0,45| 0,03| 0,23] 0,02/ 0,23 0,03| 0,22 0,01 0,22| 0,02} 0,23] 0,02
zu Abb. 49 0,02 0,52 0,01| 0,17 0,01| 0,16{ 0,01} 0,15 0,01| 0,15( 0,01{ 0,13] 0,01
0,01 0,52 0,01| 0,30( 0,01 0,30 0,00| 0,28| 0,01 0,29| 0,01} 0,27] 0,01
0,0025 0,52 0,01| 0,46) 0,01| 0,44{ 0,01| 0,44] 0,01| 0,44 0,01| 0,43| 0,01
zu Abb. 50 0,02 0,60] 0,02 0,25] 0,02| 0,25( 0,03| 0,22] 0,06] 0,27| 0,08| 0,20] 0,02
0,01 0,60] 0,02 0,37] 0,00 0,36| 0,02| 0,34 0,01(0,37(0,01{ 0,32 0,01
0,005 0,60] 0,02 0,44) 0,00/ 0,45( 0,00 0,44] 0,01 0,45/ 0,01| 0,42] 0,00
zu Abb. 51 0,02 0,59| 0,01| 0,26] 0,02/ 0,27{ 0,04| 0,29 0,02 0,28| 0,04{ 0,31] 0,03
0,01 0,59 0,01| 0,38] 0,02/ 0,39 0,06| 0,40 0,01 0,41| 0,01| 0,40] 0,00
0,005 0,59 0,01| 0,46 0,01| 0,48| 0,02| 0,47| 0,04{ 0,47| 0,02 0,49 0,01
Tab. 15: Datenblatt der HPLC-Untersuchungen zu Abb. 53
Areas [mV*min]
Peak # [SGP c |PAR c [FGC c |INT c |PER c

zu Abb. 53 al 12,3] 0,17] 4,22 0,14 5,63| 0,11 6,96| 0,09 11,07 0,06

b| 8,12 0,35 2,5 0,78 7,21 0,12] 2,15 0,62 15,1] 2,79

cl 23,1 0,1 21,56] 0,08 24,64 0,03] 24,85 0,19 31,62| 0,05

dl 41,19| 0,08/ 36,8 0,25 41,41| 1,95 44,61 0,2 40,72 0,12

el 7,48 0,54 2,87] 0,12 7,12 0,14 4,56| 0,04 9,75 0,19

fl 43,55 of 17,71 0,03 43,72 0,12 30,84{ 0,28 59,38| 0,23
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Areas [mV*min]

Peak # [SGP

PAR

(¢

FGC

(e

INT

PER

zu Abb. 53

=~

o 33,08
h| 46,36
i| 29,6
il 21,68
11,85

1,08
0,38
0,03
0,13
13,69

17,94
35,63

22,7
23,01
21,29

0,15
0,29
0,18
0,24
0,07

21,36( 0,24
54,92| 0,45
34,14{ 0,07
23,33( 0,09
23,73 0,07

16,9
40,8
22,99
24,6
24,42

1,09
0,34
0,13
0,45
0,24

36,47
71,22
30,31
24,39
18,73

0,03
0,53
0,11

0,13

Tab. 16:

Datenblatt der HPLC-Untersuchungen zu Abb. 55 — 60

Areas Substanz / Areas IS

Peak # [SGP

PAR

(e

FGC

(e

INT

PER

zu Abb. 55

0,053
0,005
0,053
0,121
0,000
0,023
0,083
0,055
0,045
0,046

0,001
0,001
0,001
0,001
0,000
0,001
0,004
0,003
0,001
0,005

0,047
0,009
0,078
0,163
0,000
0,026
0,147
0,110
0,061
0,054

0,003
0,001
0,003
0,006
0,000
0,002
0,007
0,006
0,002
0,001

0,035
0,014
0,087
0,190
0,008
0,058
0,147
0,101
0,053
0,045

0,002
0,002
0,007
0,013
0,001
0,004
0,013
0,009
0,004
0,004

0,033
0,017
0,094
0,178
0,014
0,073
0,144
0,089
0,050
0,044

0,000
0,001
0,004
0,003
0,000
0,002
0,006
0,004
0,004
0,002

0,089
0,017
0,158
0,157
0,034
0,085
0,293
0,089
0,041
0,019

0,011
0,001
0,010
0,015
0,002
0,008
0,008
0,004
0,003
0,004

zu Abb. 56

0,058
0,007
0,062
0,144
0,000
0,029
0,105
0,074
0,049
0,048

0,003
0,001
0,001
0,004
0,000
0,002
0,003
0,001
0,005
0,005

0,046
0,007
0,059
0,138
0,000
0,024
0,092
0,063
0,048
0,048

0,002
0,001
0,002
0,008
0,000
0,002
0,008
0,006
0,004
0,003

0,047
0,012
0,080
0,168
0,014
0,073
0,100
0,064
0,049
0,048

0,001
0,002
0,006
0,008
0,002
0,003
0,008
0,005
0,005
0,004

0,047
0,014
0,091
0,160
0,035
0,108
0,103
0,069
0,048
0,046

0,004
0,002
0,006
0,014
0,004
0,009
0,014
0,007
0,003
0,002

0,060
0,023
0,139
0,190
0,062
0,170
0,167
0,085
0,035
0,033

0,005
0,006
0,022
0,018
0,005
0,016
0,026
0,014
0,003
0,005

zu Abb. 58

0,641
0,122
0,509
0,292
0,085

A B WO N =20 © O N OO A b WN =22lO © 0 N & g b W N =

0,015
0,007
0,011
0,007
0,003

0,746
0,101
0,480
0,263
0,085

0,020
0,012
0,010
0,006
0,057

0,598
0,076
0,465
0,250
0,116

0,038
0,003
0,014
0,005
0,077

0,858
0,071
0,590
0,289
0,105

0,016
0,001
0,011
0,005
0,003

0,926
0,074
0,527
0,277
0,207

0,013
0,003
0,006
0,004
0,008
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Peak #

Areas Substanz / Areas IS

SGP

PAR

(¢

FGC

()

INT

PER

zu Abb. 58

—
O © o N o

-
N =

0,009
0,569
0,390
0,004
0,003
0,000
0,005

0,001
0,022
0,012
0,000
0,002
0,000
0,001

0,040
1,333
0,674
0,022
0,004
0,005
0,007

0,002
0,080
0,044
0,000
0,000
0,000
0,000

0,007
0,958
0,444
0,000
0,006
0,004
0,004

0,001
0,051
0,015
0,000
0,000
0,000
0,000

0,012
1,586
0,437
0,006
0,003
0,005
0,006

0,000
0,037
0,016
0,000
0,002
0,000
0,000

0,047
1,690
0,565
0,029
0,013
0,006
0,007

0,001
0,021
0,014
0,001
0,001
0,000
0,000

zu Abb. 59

—_

0,957
0,021
0,483
0,219
0,157
0,016
0,948
0,116
0,006
0,055

0,054
0,001
0,026
0,005
0,000
0,003
0,039
0,010
0,001
0,019

1,413
0,036
0,638
0,295
0,111
0,013
1,463
0,140
0,004
0,072

0,185
0,005
0,060
0,022
0,032
0,001
0,295
0,024
0,000
0,003

1,010
0,028
0,469
0,234
0,072
0,013
1,182
0,129
0,000
0,220

0,089
0,003
0,030
0,011
0,017
0,001
0,209
0,021
0,000
0,017

1,473
0,039
0,665
0,311
0,104
0,023
2,045
0,210
0,011
0,077

0,081
0,002
0,028
0,008
0,026
0,003
0,456
0,042
0,001
0,011

0,918
0,024
0,383
0,172
0,071
0,081
1,200
0,288
0,042
0,198

0,004
0,000
0,008
0,004
0,014
0,002
0,134
0,020
0,002
0,037

zu Abb. 60

© ©W & N O O b W N =20 © O N O g b W N =

—_

1,165
0,025
0,572
0,260
0,170
0,017
1,117
0,130
0,007
0,057

0,056
0,002
0,003
0,007
0,026
0,001
0,114
0,009
0,001
0,011

1,041
0,022
0,525
0,253
0,171
0,013
0,944
0,109
0,004
0,020

0,016
0,000
0,003
0,002
0,011
0,000
0,039
0,001

0,001

1,085
0,021
0,568
0,273
0,133
0,009
1,013
0,098
0,000
0,012

0,043
0,002
0,005
0,002
0,007
0,000
0,070
0,001
0,000
0,000

1,413
0,028
0,776
0,351
0,168
0,023
0,918
0,127
0,015
0,017

0,116
0,000
0,110
0,054
0,016
0,001
0,094
0,010
0,003
0,003

1,608
0,036
0,698
0,312
0,141
0,067
1,383
0,276
0,045
0,028

0,003
0,000
0,016
0,007
0,015
0,001
0,004
0,007
0,000
0,001




7 Anhang 132
Tab. 17: Datenblatt der HPLC-Untersuchungen zu Abb. 62 und 63
Areas [mV*min]
Peak # [SGP c |PAR c |FGC o |INT c |PER c
zu Abb. 62 1| 863,95 95,38 905,75 19,20 852,58}-- 835,16/ 80,13 864,26| 70,57
2 30,74 4,75 31,76 0,09 30,51}- 29,52 8,89] 32,93 0,10
3| 263,21 10,85 269,26 20,85 292,99|- 257,13| 31,37 227,84 26,88
4 8,89 1,33 9,21 2,27 7,59 9,54| 0,08 7,04( 0,02
5 25,29 1,06 25,53 0,88 23,68|-- 24,44 2,90 25,41 2,01
6| 143,25 5,48 145,81 0,88 168,25[-- 137,421 12,54 133,70 12,89
7 5,75 0,54 5,86( 0,05 3,29}-- 3,08 0,11 3,30 0,12
8| 55,50| 35,66 77,48 21,19 50,30}- 74,15 5,81 87,14{ 14,09
9 41,721 21,42 54,14 7,34 35,92}- 47,35 3,88 46,85 6,31
10 16,41 11,38 21,26 6,78 16,98}-- 16,62 2,45 20,00( 0,59
zu Abb. 63 1| 1116,85( 2,21 1056,25| 341,04| 1048,24| 66,41 1330,55( 3,48 1232,06| 17,85
2 3217 2,2 41,34 0,63 34,97 2,07 47,53 1,09 39,95 0,95
3| 307,74| 34,74 325,63] 4,02 243,25 14,2 321,19 9,91 287,46/ 8,3
4 30,54| 3,96 26,86 0,42 21,88 1,77 26,72 0,89 30,64 0,67
5 161,39 17,69 172,65 2,46 138,21| 6,53| 172,53 7,24 147,48 5,42
6 6,38 1,04 6,36( 0,33 4,75 0,48 5,87 0,63 5,96 0,36
A1 57,171 12,95 91,21 4,86 64,06 11,96 90,7] 5,54 70,08 1,75
A2 48,4 11,15 80,26/ 4,61 50,69 9,621 80,26 7,35 53,36 1,67
A3 11,48 2,57 17,79 0,28 12,47 1,96 16,39 1,12 14,45 0,54
10 17,98| 9,31 27971 3,44 14,39 6,06 26,04{ 12,89 31,5 9,35
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Tab. 18: Datenblatt der HPLC-Untersuchungen zu Abb. 64-67
Areas Substanz / Areas IS
SGP c |PAR o |[FGC o |[INT o |[PER c
zu Abb. 64 [Lutein 0,136( 0,003 0,139 0,002 0,166/ 0,001 0,154 0,002 0,108|0,001
Chl b 0,175 0,002 0,164 0,004 0,209 0,002 0,188 0,001 0,138/0,002
Chl a 0,068 0,001 0,074 0,001 0,087] 0,000 0,083 0,002 0,056|0,001
B-Car 0,075 0,006 0,085 0,005 0,097] 0,001 0,091 0,002 0,062/0,001
zu Abb. 65 [Lutein| 11,050 0,980 12,990, 2,700, 11,360 0,510 11,090( 0,540 7,280{0,250
Chlb | 37,190 2,570[ 39,400[ 5,550 36,720] 1,340| 36,690 1,590 22,010|0,061
Kurzzeit |Chla |114,710[ 9,910 134,960( 30,070 122,110 4,410 119,250| 6,370| 72,670]3,410
-Car 4,500 0,210 5,420 0,740] 5,540 0,480 4,910 0,370 3,800{0,390
Lutein| 10,080[ 0,400 11,960[ 0,470( 13,700 1,340[ 14,470] 1,530 10,950]0,620
Langzeit |Chlb | 31,010 5,470 35,150 4,070 41,580 1,930( 44,010| 4,350 36,340/1,970
Chla |[102,850(13,890( 118,170| 7,660| 140,380]17,310] 153,940| 15,160] 120,380| 7,260
B-Car 5,790 0,220 5,740| 0,760 6,260, 0,810, 7,010, 0,650, 5,6000,270
zu Abb. 66 [Lutein 6,200 0,020 5,410[ 0,210f 5,860 0,360 4,760, 0,260, 5,680|0,480
Chib | 19,380 0,490 16,500| 0,170[ 16,930 0,310 14,220, 0,630 18,330[1,170
Chla | 54,810[ 0,360[ 47,000 1,620[ 50,260 1,090, 39,950, 1,560 51,750|3,880
-Car 2,430 0,080 2,270] 0,160 2,320| 0,150 2,110[ 0,170 1,680(0,220
zu Abb. 67 |Lutein 6,790 0,020] 8,240 0,030 9,200| 0,180[ 8,290 0,720 9,540(0,110
Langzeit [B-Car 2,010 0,270 2,010 1,210f 2,820] 0,210 2,190, 0,490, 2,900]0,030
Lutein 8,040 1,580 9,660[ 0,470 8,930] 0,290, 9,440 0,590, 6,350]0,260
Kurzzeit [B-Car 1,930 0,360 2,420 1,300 2,230, 1,160 2,180 1,300 1,470/0,820
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