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Abstract English

The trolox equivalent antioxidant capacity (TEAG)datotal phenolic content of the
commercially available dried spices oregano, thame sage, as well as those of freshly
dried oregano, thyme, sage and rosemary were igaést. Changes of these values
due to®Co-gamma irradiation of the dried spice samplesewssmpared with the
degradation of the content of their main phenobmponents, detectable by HPLC-
DAD and LC-MS in methanol-extracts.

The dried spices were purchased from Kottas (FrgyyrLi010 Vienna) and the freshly
dried samples were from own cultivation. Aliquotseach spice sample were irradiated
using a*°Co source, Gammacell 220 (NORDION Internationaln&da), with 10 kGy.
Dry spice samples, both, irradiated and non irtadiaeferences, were extracted (2 g
with 50 ml) with methanol/water (80/20, v/v) forrée days at room temperature in
airtight brown flasks by magnetic stirring. Thediespice samples were freeze-dried
with liquid nitrogen and then air-dried at 105°C &3 hours before irradiation and then
immediately extracted in the same way. The methareitracts were stable in the
fridge during the whole experimental time, they eveised, after suitable dilution, for
the evaluation of the total phenolic compound (E€Bt the TEAC values and all HPLC
and LC-MS experiments. Both, qualitative and quatitie analyses of phenolic
compounds in the spice extracts were performed PAHRLC with optical (DAD) and
mass spectrometric (ESI-Q-rTOF) detection.

No radiation-induced degradation of total phenoles observed. The values, however,
showed big differences between the commerciallylava spices and those from own
cultivation. Also the TEAC-test results were vemnigar for both, irradiated and non
irradiated samples. The individual phenolic compaseshowed fluctuations in
concentration between various extractions of timeessample that were bigger than the
expected radiation-induced changes. Therefore meeree of radiation-induced decay

of a particular compound could be observed.






Abstract Deutsch

Die antioxidative Wirksamkeit, angegeben als TEA@#)/und der Totalphenolgehalt
der kommerziell verfiigbaren Trockengewirze Oregdrgimian und Salbei, sowie
frisch getrockneter Gartengewirze (Oregano, Thym&aibei und Rosmarin) wurde
untersucht. Die Anderung dieser Parameter dufd®o-Gammabestrahlung der
getrockneten  Gewdrzproben wurde mit dem Abbau ihrphenolischen
Hauptbestandteile, bestimmt durch HPLC-DAD und LG-NUntersuchungen ihrer
methanolischen Extrakte, verglichen.

Die Trockengewurzproben wurden von der Fa. Kottasyung 7, 1010 Wien) bezogen
und die getrockneten Frischgewlrze kamen aus elgéudau. Je ein Teil jeder Probe
wurde in eine°Co Quelle Gammacell 220 (NORDION International, Kda) mit 10
kGy bestrahlt. Die Aliquote, bestrahlt und unbdstiawurden danach mit 80%igem
wassrigen Methanol fur drei Tage bei Raumtemperatextrahiert. Die
Frischgewlrzproben wurden vor der Bestrahlung Mliissigem  Stickstoff
gefriergetrocknet und dann im Trockenschrank bé&i°COwasserfrei getrocknet. Die
Methanolextrakte waren im Kuhlschrank Uber den gesa Messzeitraum stabil, sie
wurden in geeigneter Verdinnung zur BestimmungTaealphenolgehaltes (FC-Test),
der antioxidativen Wirksamkeit (TEAC-Wert) und figie HPLC sowie LC-MS
Untersuchungen verwendet. Die qualitative und dtaivie Analyse der phenolischen
Inhaltsstoffe erfolgte durch reversed phase Chrographie (RP-HPLC) mit optischer
(DAD) und massenspektrometrischer (ESI-Q-rTOF) Kiata.

Beim Gesamtphenolgehalt der Proben konnte keinr&dangseinfluss festgestellt
werden, er war aber sehr unterschiedlich fur dievi@eproben unterschiedlicher
regionaler Herkunft. Auch die TEAC-Werte bestrahliend unbestrahlter Proben
unterschieden sich kaum.

Die phenolischen Inhaltsstoffe zeigten bei mehrgeali Extraktion derselben
Gewdulrzprobe Konzentrationsschwankungen, die griN@en als der zu erwartende
Bestrahlungseinfluss. Es konnte daher keine Ausdsdgs einen durch Strahlung

bedingten Abbau einer einzelnen Komponente genveetden.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Erkenntnisstand

Polyphenole gehéren zu den meist verbreiteten umdzahlreichsten vertretenen
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen. Zur Zeit sindri8000 phenolische Substanzen in
der Botanik erfasst, von denen die Flavonoide di®tg Gruppe darstellen (Soobrattee
et al.,, 2005). Dabei handelt es sich um aromatis¢agbindungen mit zwei oder
mehreren direkt an den aromatischen Ring gebundElydnoxygruppen. Sie werden
von den Pflanzen zum Schutz vor Schadigungen vdB. Zellkernen und
Zellmembranen produziert.

In den Ernahrungswissenschaften und der Mediziretdolyphenole vor allem als
Prophylaxe gegen durabxidativen Stresserursachten Stérungen Bedeutung erlangt.
Darunter versteht man die Entstehung reaktiver i8pem Zuge der Verbrennung von
Nahrstoffen mit Sauerstoff in der Atmungskette delle. Die aggressivsten Radikale,
die dabei entstehen sind das Hyperoxyd- (friihereBid-) Anion, Q" und das
Hydroxyl-Radikal HO.

Die biologischen Effekte polyphenolhaltiger Pflanzbzw. deren Extrakten in der
Ernahrung reichen von antibakterieller, entzindbegsmender, antiallergischer,
antithrombotischer, antiviraler bis hin zu anticaogener Wirkung. Der Hauptgrund
daflr liegt in ihrer antioxidativen Wirksamkeit, d. ihrer Fahigkeit in biologischen
Systemen als Radikalfanger, also Antioxidantierfungieren. Auch ein Eingreifen in
die chemische Signalweiterleitung der Zelle und di&enexpression wurde
nachgewiesen (Soobrattee et al., 2005).

Antioxidantien sind Stoffe, die die Oxidation von oMkulen verzégern oder
unterbinden, indem sie den Beginn oder das Fod#enr von oxidierenden
Kettenreaktionen verhindern (Zheng & Wang, 2001 @enannten Verbindungen mit
phenolischen Hydroxylgruppen bilden dabei durch Bleertragung auf reaktive
Sauerstoffverbindungen resonanzstabilisierte PhdiRvadikale, die selbst fur eine H-
Abstraktion aus anderen Molekilen, wie z.B. und&géh Fettsduren, Lipiden,
Proteinen oder DNA zu reaktionstrage sind (Abb..1).1Manche Phenoxylradikale
kdnnen auch disproportionieren: XiHXH" 2> X + XH,.
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O
oxidation
phent:rxyl
radical

Abb. 1.1.1 : Entstehung von resonanzstabilisieReanoxylradikalen aus phenolischen
Antioxidantien (Mikkelsen et al., 2003).

Viele Gewidrze und (Heil-) Krauter haben sich alsdmelers reich an Polyphenolen wie
Flavonoiden und Phenolséduren (insbesondere Hydemageséduren und Hydroxy-
zimtsauren) erwiesen. Es existieren zahlreiche ifebedie sich mit der Analyse ihrer
antioxidativen Aktivitat und ihrer Inhaltsstoffe flaesen (Yanishlieva et al., 2006). Es
zeigt sich stets ein linearer Zusammenhang zwiscleenantioxidativen Wirksamkeit
und dem Totalphenolgehalt im Gewdlrz. Dabei nimné dntioxidative Kapazitat,
beschrieben durch di&rolox Equivalent Antioxidative Capacitden TEAC-Wert,
(siehe Kapitel 3.5) in der Reihenfolge Flavanol&lavonole > Hydroxyzimtsauren >
einfache Phenolsduren ab, wobei sich bei den P$@mein Gallussdure und
Rosmarinsaure als die besten Radikalfanger erwiedesr wurde die Reihenfolge
Rosmarinsaure > Kaffeesdure > Cumarsauren gefulderantioxidative Kapazitat ist
dabei eine Funktion der Anzahl vorhandener Hydroxggen und ihrer Position am
Ring (Soobrattee et al., 2005).

Gallusséaure dient meist als Referenzsubstanz &@1Adgabe des Gesamtphenolgehalts
einer Probe (Kapitel 3.4) und Rosmarinsaure iseremter Hauptbestandteile der in
dieser Arbeit untersuchten Gewirze. Rosmarin wdedei von allen polyhenolhaltigen
Gewlrzen am intensivsten erforscht und seine Etdrajehdren zu den ersten
vermarkteten natirlichen Antioxidationsmitteln. Rw@gin ist das einzige Gewiirz,
dessen Extrakte in Europa und den USA kommerzegfirgbar sind (Yanishlieva et al.,
2006).

Aber auch andere Gewilrze aus der Familielddnatae (Lippenblitler), wie die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten, Oregano, ThynmahSalbei zeigen einen extrem

hohen Anteil an diesen sekundaren Pflanzenstofféiele der phenolischen
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Verbindungen sind auch in wassriger Phase l0sligashalb sie seit jeher als
Heilkrauter in Tees genutzt werden.

Eine der effizientesten Methoden, diese Gewlrzedgnm Versand und Verkauf vor
Mikroben- und Pilzbefall zu schitzen, ist, nach @afriertrocknung und Lagerung
unter Schutzatmosphére, eine Bestrahlung mit iersder Strahlund®{Co-Gamma-,
bzw. Elektronenstrahlung), wobei die maximal erteaubosis in der Européischen
Union fur Gewdrze 10 kGy betragt (Kapitel 2.2).

Im Gegensatz zur Analyse ihrer Inhaltsstoffe underihgesundheitsférderlichen
Wirkung findet man wenige Untersuchungen dartbér,deese erwinschten Effekte

durch die Strahlenkonservierung abnehmen.

Es werden unterschiedliche Extraktions- und Tefiheen eingesetzt und die
Strahlendosis in Erwartung moglicher Effekte webeiidas erlaubte Mald gesteigert.
Die Resultate sind widersprichlich. Bei der Untehlsing von Zimt zeigen sich keine
Anderungen des antioxidativen Potentials nach eBestrahlung von bis zu 25 kGy
(Kitazuru et al., 2004). Dabei wurden Ether, EtHamod wassrige Extrakte mit dem
Beta-Karotin / Linolsaure Test untersucht. Ebensmen Untersuchungen an Anis,
Vanille, Muskat, Lakritze, Ingwer, Zimt und Minzdie mit 10 kGy bestrahlt und mit
Wasser extrahiert wurden keine Abnahme an antitiveta\Wirksamkeit (TEAC) in
Bezug auf die Radikale ROOOH, O, und Wasserstoffperoxyd (Murcia et al., 2004).
Auch bei getrockneten Proben von Rosmarin und Basil zeigen sich zumindest in
ihrer therapeutischen Wirkung (pharmakologischets)deeine Anderungen bis hin zu
30 () kGy, wenngleich der Totalphenolgehalt besRarin bereits ab einer Dosis von
10 kGy leicht abnimmt (Koseki et al., 2002). Im ®egatz dazu wurden bei
methanolischen Extrakten von schwarzem Pfeffer ifsigmte Anderungen in der
antioxidativen Kapazitdt (TBARS) nach der Bestragludes Trockengewirzes: 23%
nach 10 kGy und ein Drittel nach 30 kGy beoback$thaj et al., 2006). Andere
Untersuchungen zeigen Abnahmen an Ascorbat undti@aicen durch Bestrahlung
mit 10 kGy, was ebenfalls Einfluss auf die antietide Wirkung haben kann (Calucci
et al., 2003).
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1.2 Zielsetzung

Es sollen, ausgehend von der Arbeit von B. Shaal.e2005, methanolische Extrakte
getrockneter, ansonsten unbehandelter Gewdlrzpreben Oregano, Thymian und
Salbei, (Fa. Kottas, 1010 Wien), sowie frischer waahn innerhalb von 24 Stunden
nach der Ernte gefriergetrockneter Gewlrzprobenegsnem Anbau von Oregano,
Thymian, Salbei und Rosmarin auf ihren Totalpheeloddt, ihre antioxidative

Kapazitat und ihre Inhaltsstoffe vor und nach eiBestrahlung mit 10 kGy untersucht
werden. Eventuelle Anderungen (Abnahmen) sollerHatsveise fir eine Schadigung

durch die Strahlenkonservierung gewertet werden.
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2 CHEMISCHE UND PHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Strahlenchemie

2.1.1 Definition der Strahlenchemie

Unter Strahlenchemie versteht man den Teil der @heder sich mit den Wirkungen,
die durch die Absorption ionisierender StrahlungMiaterie hervorgerufen werden,
befasst.

Man spricht deshalb von ionisierender Strahlung, da&re Energie die
lonisierungsenergie der Atome und Molekulle der Mateveit Gbersteigt.

hc
E=hy=—
1 (2.1.1)

(h=4,136x10"eVs und c=3xTHcms")
Umrechnung von Energie und Wellenlange: E[eV]#%10¥/A[nm]

Dabei steigt die Energie E der Strahlung mit ilkherquenz bzw. dem Impuls p (prop.
der Geschwindigkeit p=mv) des Teilchens. Lichtl{#ar, UV), das zwischen 780 und
200 nm absorbiert wird, entspricht einer Energien \in6-6,2 eV. Bei Absorption
werden Elektronen in energetisch hoher liegendet&@ebangehoben. Die Energie der
Gamma-Quanten vofi°’Co liegt bei 1,1 und 1,3xfGeV, was viel hoher als die
lonisierungsenergie von Atomen und die Bindungsgieerzwischen Atomen in
Molektlen ist. Die Wellenlange elektromagnetiscB#&rahlung nimmt mit steigender
Energie ab (Gl. 2.1.1). Die ionisierende Strahlubgsteht entweder aus sehr
hochfrequenten elektromagnetischen Wellen (Rontgeik Gammastrahlung) <1 nm
oder Teilchen mit hoher kinetischer Energie (El@kén, Protonen, Neutronen, alpha-
Teilchen usw.) von 1010"eV.

Man unterscheidet aufgrund der andersartigen Waeinkeng zwischen direkt
ionisierender Strahlung geladener Teilchen uriddirekt ionisierender Strahlung

ungeladener Teilchen oder Photonen.
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Wahrend schnelle geladene Teilchen ihre Energi€aalomb-Wechselwirkung direkt
an die Atome oder Molekule entlang ihrer Bahn alegelind so zu lonisationen fiihren,
Ubertragen ungeladene Teilchen und elektromaghetig¢ellen ihre Energie zunachst
an geladene Teilchen (zumeist Elektronen), die diamier zweiten Stufe des Prozesses

ionisierend wirken.
2.1.2 Absorption hochenergetischer Strahlung

Mathematisch gehorcht die Absorption energiereidPlgntonen einem exponentiellen
Gesetz. Dabei nimmt die Zahl der Photonen N voéragiich Ny mit der Schichtdicke x
(in cm) wie folgt ab:

dWN =X (212)  baw. N(X) =N, @13

Dabei ist i der so genannte lineare Schwachundikieef in cmi*. Wenn man anstatt
der Dicke der Schicht das Gewicht eines Quadratmetdrs verwendet, um die
Schwachung der Strahlung mit der Eindringtiefe addgizcken, kommt man analog zur
Flachendicht& in gecm? und dem Massenschwachungskoeffizientgrirucnfg™® der
einfach pu durch die Materialdichte in g €nst: p, =p/p. Damit erhalt man wie oben

N(¢) = Nyeg (2.1.4)

Der Schwachungskoeffizient ist eine Funktion derotBhenenergie und der
Materialeigenschaften. Drei Elementarprozesse traigeu bei: Photoeffekt, Compton-
Streuung und Paarbildung. Um die Eindringtiefen Gamma- bzw. Réntgenstrahlung
zu berechnen, gibt man aufgrund des exponentiekdmahmeverhaltens die
Halbwertsdicke in cm an, bei der die Zahl der diaefalen Photonen Nauf die Halfte

reduziert wurde.

X, = —o (2.1.5)
1/2 /,I
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Die Abstoppung eines hochenergetischen geladeneich@&es wird durch seinen

spezifischen Energieverlust —dE/dx beschrieben. Bjamcht auch vom LET (linear

energy transfer). Der Energieverlust ist dabei redi proportional der kinetischen

Energie des geladenen Teilchens und daher am Eider Bahn am groéfiten — es
werden umso mehr lonenpaare gebildet je weiter Teikhen ins absorbierende

Material eingedrungen ist.

Das geladene Teilchen verliert seine kinetische rgteegrof3teils aufgrund von

Anregung und lonisation der Elektronen des MatgriAluch elastische St63e mit den
Atomkernen spielen eine Rolle — ihr Anteil an deeEieabnahme ist aber sehr gering
(<1%).

MeV) kommt als dritter Effekt die Bremsstrahlungniui, wobei die kinetische Energie

Bei Materialien mit schweren Kernen und ¢ eilchenenergie (>10-100

des im Coulombfeld des Kerns abgelenkten Teilchtefg/eise bis vollstandig in
labelle 2.1.1 ist die
Halbwertsschichtdicke bzw. Reichweite flr Photobew. Elektronen gleicher Energie

elektromagnetische Strahlung umgewandelt wird.

in unterschiedlichen Materialien angegeben.

Energie Reichweite von Elektronen in y2Xur Photonen in
[MeV] Luft [m] Wasser [cm]| Blei [mm] | Wasser [cm] Bl [mm]
0,1 0,1 0,015 0,03 4,5 0,1

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

1 2 0,5 0,6 10 10

5 20 2,5 2,5 20 11

10 40 5 5 30 11
Tabelle 2.1.1 : Reichweite von Elektronen und etekignetischer Strahlung in
Materie

2.1.3 Die strahlenchemische Ausbeute (G-Wert)

Die strahlenchemische Ausbeute wird durch den GtWefiniert (Gl. 2.1.6). Er
entspricht der Anzahl der bei einer strahlenchehneisc Reaktion pro 100 eV

absorbierter Strahlungsenergig fimgesetzten Molekule N.
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Der G-Wert wird in pumol 3 angegeben. Bei einem G-Wert von 1 wird 1 Molekial p
100 eV absorbierter Strahlung umgesetzt, das sjt636 pmold (1 Elektronvolt
entspricht in SI-Einheiten einer Energie von 1,602%J).

N
G= 1OOE— (2.1.6)

abs

Die Einheit der absorbierten Energiedosis ist desy@l Gy = 100 rad = 1 JKgStoff),
die der Dosisleistung 1 rads- 0,01 Gyd = 0,01 Jkgs™, was der absorbierten Dosis

pro Zeiteinheit entspricht.
2.1.4 Radiolyse des Wassers

Betrachtet man die Auswirkung ionisierender Straplauf Moleklle in wassriger
Losung, so gehen (bei kleinen Konzentrationen <al/ljnso gut wie alle Reaktionen
von mehr oder weniger kurzlebigen Spezies aus, adis den Wassermolekilen
entstehen, da diese im Vergleich zu den geldstdsst8ozen in groRem Uberschuss
vorliegen. Man bezeichnet die Transienten di€ $Onach Absorption der Strahlung
homogen verteilt vorliegen als Primarprodukte dersgérradiolyse (Abb. 2.1.1 unten).
Es werden dabei etwa in gleichem AusmaR oxidier€i@ld, H,O,) bzw. reduzierende
(H', &) Spezies gebildet (siehe Tab. 2.1.2).

Da alle biologischen Systeme zu einem Grof3teil 3\Masser bestehen, sind
Strahlenschaden an lebenden Organismen und in alge Fauch in wasserhaltigen
Nahrungsmitteln zu einem grof3en Teil auf die Realen dieser Primarprodukte mit
Inhaltsstoffen zuriickzufuihren. Das Ausmald ihrediilg, also ihr G-Wert, ist pH-
abhangig. Deshalb bilden sich bei niedrigem pH-WeRadikale auf Kosten von¢
und bei hohem pH-Wertgauf Kosten von H-Atomen {¢+ H'>'H und "H +OH >
€.q). Bei Anwesenheit von Luftsauerstoff ist der Skeaschaden noch um einiges
groRer, da aus den reduzierenden Transientdn bzw g, OH-Radikale,
Hydroperoxylradikale (H®) bzw. Peroxylradikalanionen ¢0 gebildet werden, wobei

letztere eine hohe Reaktivitat mit Metallionen bgscher Molekile aufweisen.
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pH &q H ‘OH H, H,0,

1 - 3,7 3 0,41 0,78

7 2,8 0,6 2,9 0,47 0,73

14 3,3 - 3,4 (0) 0,47 0,73 (HQ)

Tabelle 2.1.2 : pH-Abh&ngigkeit des G-Wertes denBrprodukte der Wasserradiolyse

(Angaben in 10molJ?)

H,0 Wasserradiolyse| Zeitskala [sec]
% v (v)
HEO*‘//\-"'\ H,0"™ + e 101
l +Ha0 } +nH:0
H'+'0H
"OH + H;0~ 1014
I 10-12
Bildung molekularer Produkte innerhalb der Spurs 1011
€ + e > H;+20H H'+H — H;
e, +"OH— OH *0OH + "OH — H.0;
g TH:O"—-H+H0 "OH+H— H0 bis
e +H>H,+O0H H;0*+OH — 2H:0
sowie Diffusion der Transienten weg von den Spurs 104
eaq "H, "OH, Hz, H;0;, H;0°, OH 107
Primirprodukte der Wasserradiolyse homogen verteilt

Abb. 2.1.1 : Radiolyse des Wassers

2.1.5 Eigenschaften des OH-Radikals

Da in dieser Arbeit ausschlie3lich die AuswirkungnvStrahlung auf organische

Molekiile in Anwesenheit von Sauerstoff untersuchirde, ist die Chemie der OH-
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Radikale (neben HO bzw. Q) wohl am wichtigsten, um die Bildung maoglicher
Bestrahlungsprodukte vorherzusagen. Das OH-Ragi®al) ist elektrophil und daher
ein Oxidationsmittel (E= +2,8 V in saurer Lésung). Wahrend es von anogsgden
Anionen Elektronen abstrahiert (Gl. 2.1.7), komrst bei aliphatischen organischen
Molekulen zur Wasserstoffabstraktion, wobei Wasset das entsprechende organische
Radikal entstehen (Gl. 2.1.8). Im Falle von ungegéah bzw. aromatischen
Verbindungen bilden sich Additionsprodukte (Gl..2)1

‘OH + CI> OH +CI (2.1.7)
"OH + (CH)sCH > H,0 + (CH)C' (2.1.8)
"OH + RGHs > R'CsHsOH (2.1.9)

2.1.6 Bildung und Abbau von Peroxylradikalen

Wenn HQ', O;” und ‘OH mit organischen Substanzen unter H-Abstraktialero
Addition reagieren, entstehen vorerst kohlenstoftizerte organische Radikale (mit
energetisch gunstiger Mesomeriestabilisierung), dig dem geldsten Sauerstoff
Peroxylradikale (RH)COO) bilden (GIl. 2.1.10). Diese reagieren dann durch H
Abstraktion zu Hydroperoxid (Gl. 2.1.11) oder jech&truktur (z.B.a-standige OH-
Gruppen) durch Eliminierung kleinerer Radikale (zHBD,") bzw. nach Dimerisierung
zum Tetroxid (4-O-Bindung, Gl. 2.1.12) letztendlidu Aldehyden, Ketonen oder
Alkoholen bzw. Dimeren (2.1.13). Durch Fragmentiggsreaktionen entstehen immer
kleinere Molekiile (Essigsaure, Ameisensaure) bisvineralisierung in CQund HO
(Gl. 2.1.14 und 2.1.15).

"OH + RCH, > Ry(H)C' +H,0 > + O, > Ry(H)COO (2.1.10)
ROO + R'H-> ROOH + R’ (2.1.11)
2 Ry(H)COO > Ry(H)ICOOOOC(H)R = 2 Ry(H)CO + O, (2.1.12)
2 Ry(H)CO > R,C=0 + RCHOH, 2 RCHO + 2 Re, RH)COOC(H)R (2.1.13)
HCOO +"OH - H,0 + CQ* (2.1.14)
CO " +0, > CO + O (2.1.15)

10
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2.1.7 Radiolyse fester Stoffe

Anders als in Losungen, wo die gebildeten freiedikade, Elektronen und lonen nur
fur Bruchteile von Milli- oder Mikrosekunden exisien bis sie durch Diffusion
miteinander oder mit gelosten Stoffen reagierent deren Lebensdauer in Medien
hoher Viskositat, wie z.B. Glasern bzw. in kristedh Festkorpern erheblich groR3er.
Das macht es moglich, die Radikale lange Zeit nlar Entstehung beispielsweise mit
Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR) oder mdlemineszenz (TL) sowohl
gualitativ als auch quantitativ nachzuweisen. Beidend wichtige Methoden zum
Nachweis einer Strahlenbehandlung bei Lebensmifkapitel 2.2.3).

AuBerlich erkennt man das bei vielen Feststoffenearer Verfarbung, die durch
Festhalten von Elektronen &itorstellenhervorgerufen wird. Es treten jedoch auch
Anderungen der mechanischen Eigenschaften, derristdden und der Warme-
leitfahigkeit und sogar der chemischen Reaktiongkait auf.

Generell werden zwei Arten von natirlichen Stokstelinterschieden: Beifarenkel-
Defektsitzt ein lon (wegen des geringeren lonenradiugddn Regel ein Kation) auf
einer metastabilen Position zwischen regularenefititzen, man spricht von einer
interstitialenPosition, und lasst dabei eine freie Stelle — &atonenvakanz — zurlck.
Beim Schottky-Defekfehlen gleich viele Anionen wie Kationen an ihresgularen
Gitterplatzen. Solche Vakanzen sind udichernzu unterscheiden. Unter einem Loch
versteht man eine Elektronenfehlstelle, die znBNaCl-Kristall durch Entfernen eines
Elektrons eines Chlorid-lons entsteht. DadurcHtsdels Chlor-Atom eine Fehlstelle dar,
die gegenltber dem Normalzustand im Gitter posigladen ist — man spricht von
einempositiven LochEntsprechend stellt ein Natrium Atom eegatives Locldar.
Bestrahlung fuhrt im Kristall zur Freisetzung volel&ronen, die bei ihrer Wanderung
durch den Kristall abwechselnd positive wie negatiadungstrager passieren. Kommt
das Elektron in die Nahe einer Anionenvakanz, wasd von ihrem positiven Feld

angezogen, und dort festgehalten.
Das System besitzt dhnliche Eigenschaften wie easdafstoffatom. Das Elektron kann

zwischen diskreten Energieniveaus im Feld der pesitFehlstelle wechseln und dabei

elektromagnetische Strahlung im Wellenlangenbereidhs sichtbaren Lichts

11
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absorbieren, was zu einer Verfarbung des Kiristdllart (NaCl: Gelbfarbung,

Absorptionsmaximum bei 458 nm).

In Abb. 2.1.2 ist die Absorptionsdnderung eines N&stalls nach Bestrahlung mit
unterschiedlichen Dosen abgebildet. Der nicht-ieed@eil am Anfang der Kurve
entspricht dem raschen Auffullen der bereits imstéli vorhandenen Storstellen mit
den durch steigende Dosis herausgeschlagenen dtiektr Bei weiterer Bestrahlung
entstehen kontinuierlich neue Fehlstellen, die gafach ihrer Entstehung aufgefullt

werden, was den langsameren, linearen Anstieg dsortionskurve erklart.

Extinktion [bel. Einheit] —e
N
1

0 ] | 1 | w
0 20 40 60 80 100
Bestrahlungszeit (h] ——=

o
S

Abb. 2.1.2 : Zunahme der Absorption eines NaCl-&tis bei 458 nm in Abh&ngigkeit
von der Dosis (Henglein, 1969, p. 266). Die Dossslmg betrug hier 1,9x2@R/h.

12
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2.2 Strahlenkonservierung von Lebensmitteln

2.2.1 Strahlenquellen

Zur Bestrahlung von Lebensmitteln werden folgendealfenquellen verwendet:
Elektronenbeschleuniger (10 MeV), die Radioisotoff€o und **'Cs, sowie
Rontgenstrahlungsquellen (Codex Stan 106-1983).

Die Anlagen zur Bestrahlung bestehen in der Regsl der Strahlenquelle, dem
Bestrahlungsraum, einem Transportsystem, sowie, FHalle von Kobalt-
Bestrahlungseinrichtungen, einem Becken mit Wagser_agerung der Quelle. Abb.
2.2.1 zeigt eine ®Co-Bestrahlungsanlage und Abb. 2.2.2 eine Elektrone
bestrahlungsanlage.

Bei Elektronenbeschleunigern hangt die maximalangtiefe von der Primérenergie
ab und betragt fir Bestrahlungsgut mit der Dichte0]5 cm/MeV. Bei beidseitiger
Bestrahlung kompakter Lebensmittel mit Hochstergekginnen daher maximal 10 cm
durchstrahlt werden. Bei dichterer Materie noch igen Daher werden
Elektronenbeschleuniger haufig fur tiefgekihlte éiedmittel verwendet, die rasch auf
Forderbandern in dinnen Schichten am Beschleutrigketsorbeigefihrt werden, was
die Kuhlkette nicht unterbricht (im Gegensatz zuinderen Verweilzeit im
Bestrahlungsraum bei Bestrahlung mit radioaktivareli@n). Bei Gamma-Quellen ist
die Dosisleistung vergleichsweise gering — sie wmrdaher grol3flachig mit langeren
Bestrahlungszeiten eingesetzt (Heiss & Eichner2200

Die Eindringtiefe von Gammastrahlung ist um einigdsdher als von
Elektronenstrahlung. B&Co als Strahlenquelle betragt die Energie der Ptestd,17
und 1,33 MeV, die durchschnittiche Energie ist 51,2MeV und die
Halbwertsschichtdicke betragt 11 cm (Woods & Pikd&o4).

Kommerziell genutzt wurde die Bestrahlung erstm&iS7 (!) in Stuttgart fir Gewdrze.
Dabei verwendete man einen van de Graaff-Elektioesrhleuniger. Die Anlage
musste jedoch bald stillgelegt werden, da die Bb&ing von Lebensmitteln verboten
wurde (Diehl, 2002).

13



GRUNDLAGEN

Indhidualy controlled
duszl source hoist mechanism g

Farrld) or twadl2]

Mape comeyor SOWCE DaS5 COMEyar

Biolegical shield Irradiation rapm

Processed product
storage

Monprocessed product
rg,l storage

E@ l
Prudutt kazd station
Froduct load s!au:n Aupcliary equipment rooem

Abb. 2.2.1 60Co Bestrahlungsanlage (Spinks, J.W.T., Woods, R390, p. 26)
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Abb. 2.2.2 : Elektronen-Bestrahlungsanlage (SpidR&/.T., Woods, R.J., 1990, p.30)

In Sioux City, lowa, werden seit dem Jahr 2000 Harger im tief gefrorenen Zustand

mit Elektronen bestrahlt (SureBeam Corporation)r Derchsatz der Anlage betragt
dabei 100.000 Tonnen Fleisch pro Jahr. In Hawaii &eit 2000 eine

Rontgenbestrahlungsanlage in Betrieb. Dort werden Quarantdnegrinden tropische

14
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Frichte wie Papayas bestrahlt, bevor sie aufs &amesche Festland verschifft werden,
um die Ausbreitung der Hawaiianischen Fruchtfliegeverhindern. Davor mussten die
Frichte im unreifen Zustand geerntet und mehrarad&n lang mit Dampf durcherhitzt
werden, um die Larven im Inneren zu téten, woruatirdings die Qualitat der Ware
abnahm (Diehl, 2002).

2.2.2 Dosisbereiche und ihre Verwendungen

Je nach gewiunschtem Effekt und Beschaffenheit sBwahlenempfindlichkeit werden
unterschiedliche Dosen bei der Lebensmittelstrahl@mgesetzt. Zur allgemeinen
Konservierung werden Dosen bis zu 10 kGy verwertedgende Anwendungsbereiche
werden unterschieden (Heiss & Eichner, 2002; Erd&mm& Delincée 1999):

* 50-150 Gy: Vermeidung des Auskeimesprfuting inhibitior) von z. B. Kartoffeln,
Yamwurzeln, Zwiebeln und Knoblauch. Auch das Gramea im Licht wird gehemmit.
Wegen der notigen Eindringtiefe werden Kobalt-Qarelbenutzt. Die Frichte sollten
schon in Kisten lagern, um nicht mehr verletzt zerden, da nach der Bestrahlung
keine Wundheilung mehr stattfindet.

» 100-1000 Gy: Reifeverzdogerundelay ripening. Eine solche tritt beispielsweise bei
manchen Bananensorten (5-6 Tage, Dosis: 400 Gyensdoei Mango, Guave, Papaya,

Avocado oder Pilzen auf.

» 300-1000 Gy: Schéadlingsbekampfurdis{nfestatiof bei Getreide, Trockenfriichten,
Kaffeebohnen, Nissen oder Cerealien. Durch Besinghérfolgt die Vernichtung von
Insekten/Insektenlarven auch im Inneren der FrightB. Eier der Fruchtfliegen,
Mangokafer im Kern), wo sie durch Begasung mit cisehren

Schadlingsbekampfungsmitteln nicht getotet werden.
* 1-10 kGy: Keimzahlverminderungnfcrobial contro) Verderbnis erregender und

pathogener Mikroorganismen. Dient zur Haltbark&tingerung vieler, teilweise

hitze-empfindlicher Produkte als Alternative zustearisierung.

15
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Durch eine Keimzahlverminderung Verderbnis erregendikroorganismen erreicht
man eine Verlangerung der mikrobiologischen Haké@rbei Kaltlagertemperaturen
zwischen 0 und 5°C (Strahlenpasteurisierung bzadurization). So wird die
Haltbarkeit von frisch gefangenem Seefisch bei 08@ 10 Tagen auf das Doppelte
verlangert, wenn die Bestrahlung (1 kGy) sehr raselch dem Fang bzw. der
Verarbeitung erfolgt, da die Keimzahl zu diesenteikt noch gering ist.

Bei Geflugel- und Eiprodukten ist das Ziel eine gt vollstdndige Vernichtung
pathogener, nicht sporenbildender Bakterien, iteersinie von Salmonellen unA.
coli zu erreichen (Desinfektion bzwadicidation). Zwar wirde bei Lagertemperaturen
von 5°C die Haltbarkeit von frisch ausgenommenerfii@el mit einer Dosis von 5
kGy auf das Doppelte verlangert, was aber aus gescklichen Griinden schon zu
hoch wére. Deshalb bestrahlt man tiefgekihlt undakuumverpackung.

Der grof3te Anwendungsbereich von Dosen bis zu 19 li€gt in der Konservierung
von (gefrier-)getrockneten Krautern und GewirzemeEStrahlenbehandlung ist hier
die einzige Alternative zur bisher tblichen Begasmmt Ethylenoxyd, bei der als Folge
die Entstehung des karzinogenen Ethylenchlorhydnashgewiesen wurde. Man
bendétigt 8 kGy, um die Keimzahl um mindestens 4négpotenzen zu reduzieren. Die
Notwendigkeit der Bestrahlung liegt hier in der figen Verwendung von Gewdrzen in
Fleischwaren und K&sezubereitungen, bei denen leume Keimzahl zum raschen

Verderb fuhren wirde.

* 10-50 kGy Dosen dienen zum Sterilisieren von deleifur spezielle Anwendungen
wie Raumfahrt und Krankenhausdiaten (Strahlensatibn bzw.radappterisation.
Speziell fur immunschwache Patienten wird eine maHesimfreie Kost bendtigt. Fur
eine zusatzliche Enzymdesaktivierung zum Schutz\Menderb ist eine Vorerhitzung
bis zu 75°C noétig. Zwar ware bei dieser Temperatne viel geringere Strahlendosis
zur Entkeimung notig, jedoch wirden dabei senseeis¢eranderungen (Geschmack,
Geruch, Konsistenz) auftreten. Der Schwellenwedtlbei einer Temperatur von 5 bis
10°C bei ca. 2 kGy. Man kann bei -30°C mit hohesiBdestrahlen, da die Wirkung
freier Radikale gehemmt wird und keine sensoris@mgintrachtigungen auftreten.

16
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Bestrahlung ist nicht einsetzbar fur eine Inaktiwmg von Enzymen, den Abbau von
Toxinen oder die Abtétung von Viren, da die dazadigten Strahlendosen (z.B. 80
kGy um da<Clostridium botulinumroxin zu 99% zu zerstéren) in vielen Lebensmitteln
unerwinschte Veranderungen bewirken wirden, diezbisUngenieRbarkeit fuhren

kdnnten.

2.2.3 Nachweisverfahren

Der Nachweis einer Behandlung mit ionisierendeal8tmg dient zur Uberpriifung der
Einhaltung der gesetzlichen Bestimmungen (Dosigsbhesingen, Bestrahlungs-
verbote, Kennzeichnungspflicht, siehe Kapitel 2.2.4

Die analytischen Verfahren zum Nachweis einer $rdatehandlung bei Lebensmitteln
lassen sich in physikalische, chemische und bistdgt Methoden einteilen, die je nach
Beschaffenheit der Lebensmittelprobe zum Einsatmrken (Haire et al, 1997;
Delincée, 2002). Es werden hier nur einige kurplmshen, die in Europa als genormte

Verfahren zur Verfiigung stehen (Max Rubner-Inst@2®08).

PHYSIKALISCHE METHODEN:

Beruhen darauf, dasm Festsubstanzen in Lebensmitteln (z.B.. Knocheritear
Schalen, Samen, Kernen) odan den Lebensmitteln anhaftenden Mineralpartikeln

(Silikatkristalle) durch Bestrahlung langlebige Rade entstehen.

Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

ESR-Spektroskopie ist eine Methode zur qualitatived quantitativen Detektidineier
Radikale Die Methode ist aul3erst selektiv und sehr empéihd(Nachweisgrenze:
~10% mol/l). Sie ist schnell und nicht invasiv (Hageal., 1997).

PRINZIP:

Radikale besitzen zumindest ein ungepaartes Elekwiod damit einen
Gesamtspin, also ein permanentes magnetisches Moiefindet sich ein
solches Radikal im &aufReren Magnetfeld des ESR-8pekters, spalten sich die

17
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beiden sonst energieentarteten SpinzustandeZagn{ann-Effekt wobei sich
der magnetische Dipol in Feldrichtung oder entgggeatzt ausrichten kann
(Raumquantisierunjg Die Ausrichtung in Richtung des aul3eren Feldss i
energetisch begunstigt, daher liegen im thermiscbleichgewicht Boltzmann-
Verteilung etwas mehr Radikale in diesem Zustand vor. Durch
Mikrowellenabsorption geeigneter FrequeReg¢onanzfallkonnen ihre Spins in
den entgegengesetzten Zustand Ubergehen. Je melikalRain der Probe
enthalten sind, desto gréf3er ist diese Absorptmn(troder, 2000).
Laut EU-Gesetzgebung sind folgende genormte Methodailassig: ESR-
Spektroskopie von C£Radikalen in Knochen bzw. Gréaten (DIN EN 1786 919 03),
ESR-Spektroskopie von kristalliner Cellulose (DIN E787 : 2000 — 07) z.B. in
Samen, Schalen und Kernen sowie ESR-Spektroskopieknistallinem Zucker (DIN

EN 13708 : 2002 — 01), beispielsweise in getrockmé&ieigen, Papayas oder Mangos.

e Bestrahlte Knochen erkennt man an einem typisa@smmetrischen Signal der
CO, Radikale in der Hydroxylapatitmatrix.

e Bestrahlte Cellulose-Proben erkennt man an einenenpaar (,Satellitenpeaks”)
links und rechts eines zentralen Signals, wobei Alestand der beiden Linien
voneinander etwa 6,0 mT (milli-Tesla) betragt.

e Zucker in bestrahlten Trockenfriichten erkennt man an typrsckemplexen
Multikomponenten—Spektren, wahrend unbestrahltdéirdkeine ESR-Signale

oder nur ein breites Einzelsignal aufweisen.

Thermolumineszenz (TL):

Thermolumineszenz ist die Methode zum Nachweis reimestrahlung an

Silikatmineralien (DIN EN 1788 : 2002 — 01). Wiehsa in Kapitel 2.1.7 erwahnt
wurde, werden die durch Bestrahlung freigesetztektibnen an Fehlstellen im Kristall
festgehalten und dadurch die Bestrahlungsenergspegehert. Diese Energie kann
spater durch kontrolliertes Erhitzen des Kristallag ca. 200°C bis 400°C wieder
freigesetzt werden. Ein Teil davon wird durch Pheteemission im sichtbaren
Wellenlangenbereich, das Thermolumineszenzlichtjegbben. Auftragen der Lumi-

neszenzintensitat (Photonenzahl) vs. Temperattidgso genannt@lihkurve
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Fur diese Methode ist es von Noten, die minerdadiac Bestandteile vor der
Untersuchung von den organischen zu trennen, umuBtieszenzen auszuschalten.
Daher kann die Probenvorbereitung sehr aufwandig Bs ist keine Referenz nétig —
die Kalibrierung erfolgt durch erneutes Bestrahlem Messen der Lumineszenz mit
verschiedenen Dosen fur eine bestimmte Materiakr@as TL—Verfahren kann zum
Nachweis einer Strahlenbehandlung prinzipiell aefles Lebensmittel angewandt
werden, von dem Silikatmineralien isoliert werdedniken, z.B. auf Krauter und
Gewdlrze bzw. Gewirzmischungen, Krebs— und Weightegnschliel3lich Garnelen,

Frisch— und Trockenobst sowie Gemuse.

CHEMISCHE METHODEN:

Chemische Methoden beruhen auf dem Nachweis vorifeBtodie durch die
Strahlenbehandlung gebildet werden. Eine gangigihddie ist hier der Nachweis von
Kohlenwasserstoffen, die durch direkte Radiolysen vBetten entstehen (DIN
EN 1784:2003 — 11), mittels Gaschromatographie)(@Q@er die Bestimmung von 2-
Alkylcyclobutanonen mittels GC-MS nach Soxleth-Ektion der homogenisierten
Proben(DIN EN 1785 : 2003 — 11). Alkylcyclobutanone, daus Triglyceriden
entstehen wenn diese ionisierender Strahlung aesjaserden, sind in unbestrahlten
Lebensmitteln nicht zu finderuifique radiolytic produc)s Die Methode ist ebenfalls

fur alle fetthaltigen Lebensmittel geeignet.

BIOLOGISCHE METHODEN:

Biologische Nachweisverfahren sind meist nichthd&aspezifisch und werden daher
nur als allgemeine Screeningverfahren eingese&spilsweise basiert der auf eine
Vielzahl verschiedener Lebensmittel anwendb@oeet-assayuf strahleninduzierten,

unspezifischen DNA-Einzel- bzw. Doppelstrangbriichdlan untersucht dabei

aufgearbeitete Zellen mit Mikro-Gelelektrophoresed u erhalt typische Muster fur

bestrahlte Proben (DIN EN 13784 : 2002 — 04). Clusmmale DNA ist zu grof3, um als
Ganzes im elektrischen Feld zu wandern. Nur gesgtea®NA-Fragmente sind in der

Lage aus dem Zellkern herauszuwandern, was auf ¢Bah charakteristische

Kometenschweif-Muster erzeugt. Quantitative Auswmgt ist durch Computer-

programme moglickOstling & Johanson,1984).
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2.2.4 Gesetzliche Regelung in der EU und in Osteich

EUROPAISCHE UNION:

Im Jahr 1999 wurden zwei Richtlinien erlassen,idieerhalb der Europaischen Union
die Rechtsvorschriften Uber mit ionisierenden 3¢ratbehandelte Lebensmittel regeln:
Beide basieren auf den 1983 von der Codex AlimargaCommission aufgestellten
Regelungen, de@odex General Standard for Irradiated Fod@odex Stan 106-1983).

1) Richtlinie 1999/2/EG des Europaischen Parlaments Angleichung der
Rechtsvorschriften der Mitgliedstaaten Uber mitis@renden Strahlen behandelte

Lebensmittel und Lebensmittelbestandteile:

Diese Rahmenrichtlinie betrifft die Herstellungsda Verkehr bringen und die Einfuhr
von Lebensmitteln und Lebensmittelbestandteilere diit ionisierenden Strahlen
behandelt wurden. Die Richtlinie legt fest, dase Biehandlung eines bestimmten
Lebensmittelproduktes mit ionisierender Strahlung rugelassen werden kann, wenn
sie technologisctsinnvoll und notwendig gesundheitlichunbedenklichund fur den
Verbraucher nitzlich ist und sie nicht als Ersatzir fHygiene— und
GesundheitsmalRnahmen oder fir gute Herstellunger bandwirtschaftsverfahren
verwendet wird. Die Regelung schreibt aul3erdem ef@nntlichmachung bestrahlter
Produkte, sowie der damit hergestellten Lebensimitte Unabh&ngig von der Menge
der Zutat ist eine Bestrahlung immer mit der Angdimstrahlt” oder ,mit ionisierenden

Strahlen behandelt” kenntlich zu machen.

2) Richtlinie 1999/3/EG des Europaischen Parlamébty die Festlegung einer Liste
von mit ionisierenden Strahlen behandelten Lebemsimi und Lebensmittel-
bestandteilen:

Diese Durchfihrungsrichtlinie enthalt eine so gemnanPositivliste in der die
Lebensmittel definiert sind, die fur eine Behandjunit ionisierenden Strahlen in der
gesamtenEU zugelassen sind. Sie enthalt bislang einzijogkenete aromatische

Krauter und Gewirze mit einer maximalen durchsdigtit absorbierten Gesamtdosis
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von 10 kGy. Zudem hat jeder Mitgliedsstaat eigendaubnisse fur weitere
Lebensmittel (siehe Abb. 2.2.4).

OSTERREICH:

Im Bundesgesetzblatt (BGB 2000), 327. Verordnungeribdie Behandlung von
Lebensmitteln und Verzehrprodukten mit ionisierend&trahlen, ausgegeben am 6.
Oktober 2000 sind diese Richtlinien umgesetzt.

Erwéahnt seien hier noch folgende Punkte:

¢ Bestrahlung darf lediglich auf folgende Zweekesgerichtet sein:
» Verringerung der Krankheitserreger in den Ledpeitteln
» Verringerung des Verderbs
» Verringerung der Verluste durch vorzeitigesf®&i Sprossen oder Keimen
» Befreiung der Ware von Schadlingen

¢ Zulassige Strahlenquellen sind: Elektronenbescidgen 10 MeV), die
Radioisotope®Co und *'Cs, sowie Rontgenstrahlungsquellesb (MeV), die
maximal erlaubte durchschnittlich absorbierte Gedasis darf 10 kGy nicht
Uberschreiten.

In Osterreich darf nur die Lebensmittelgruppe ,BGeknete aromatische Krauter und
Gewdurze" mit einer durchschnittlichen absorbie@samtdosis von maximal 10 kGy
bestrahlt, bzw. bestrahlt importiert werden. Es sewvahnt, dass es derzeit keine

Bestrahlungsanlage fir Lebensmittel in Osterreibh g
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KENNZEICHNUNG:

International wurde 1972 das ,Radura-Symbol* (ABL2.3) fur eine Kennzeichnung
empfohlen. In der EU ist dieses nicht zugelaskéme Bestrahlung ist immer mit der
Angabe ,bestrahlt” oder ,mit ionisierenden Strahblehandelt” auf der Verpackung zu

kennzeichnen.

o
®

\Y/

Abb. 2.2.3 : Radura — Symbol zur Kennzeichnungrbbier Lebensmittel
(Ulmann, R.M., 1972)

Auf der nachsten Seite (Abb. 2.2.4) sind die in dandern der Europaischen Union zur

Bestrahlung zugelassenen Lebensmittel (Stand Mi6)28ufgelistet.
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Nach EU-Richtlinie
1999/ 3/ EG

in allen EU-Léindern
zugelassen flir:

o
b o -
B \ Nach Deutschem Recht
k_ i umgesetzt in der "Lebensmittel-
bestrahlungsverordnung”
Krauter und Gewiirze

Die EU-Richtlinie 1999 / 2 / EG untersagt das Inverkehrbringen von nicht mit dieser Richtlinie {ibereinstimmenden
Erzeugnissen , ermdglicht jedoch - bis zur Einigung auf die endgiiltige EU-Positivliste - in den einzelnen Lindern
in Ubereinstimmung mit der jeweiligen national geltenden Gesetzgebung die Bestrahlung von nachfolgend

aufgeflihrten Lebensmitteln:
Eakia.r rv Kartoiteln Erdbeeren
Obst, PIEZL’

Geftigel, ml:cha.msch
Tomaten, Rhabarber

-

Z\*..rbem Krmb,am:h,
Schalotten

K.asL'm
Kaseinate

dehydnertes Blut,
Plasma, Koagulate

ncig efrorene

gewonnenes Gefligelfleisch, Froschschenkel

Innereien von Gefligel

&y . o

E ! " 2 il

g‘g ‘. Gummi tiefgefrorene geschalte
;_&\ d arabicum (amelen

tefgefrorene
Gewtrzkrauter

Gemiize, getrocknete Gemise Fische. Muscheln, Aale,

und Friichte Krustentiere und Weichtiere

Zwiebeln, Kngblauch,

Getreide, Getreideflocken und & |
keime fiir Milchprodukte Reismehl

Hulsenfriichte

K.asf:in Kaseinate Reismehl Gurmmi dehydriertes Blut, Gefliigel, mechanisch
y arabicum Plasma, Koagulate  Schalotien gewonnenes Gefligelfleisch,
1%.‘:, L = Innereien von Gefligel
tefgefrorene etrocknete Gemiise tefgefrorene Lzl:i'gr:fmrc‘nr geschilte  Getreideflocken und -
Gewiirzkriuter und Friichte Froschschenkel — Gamnelen -keime fur Mikhprodukte Eiklar
d__ {v G:n'nldl: Gefliigel IR

Kartotteln und
Sifikartofteln

CGemiize,
Hiilsenfiiichte

o b st, Pilze,
Tomaten, Rhabarber

Kartoffeln

Zwiebeln, Knoblauch,
Schalotten

Fische, Muscheln, Aale,
Krustentiere und Weichtiere

-

- o

Zwiebeln, Knoblauch

§ L ’J
G TN e ; -
Gummi Gamelen Eiklar g # mtrocknete Gemiise tefgefrorene 3
arabicum Hitlsenfriichte  Getreideflocken  und Friichte Froschschenkel — Hihnerfleisch
-’ -
Kartoffeln Zwiebeln, Knoblauch

In der EU zur Bestrahlung zugelassesigensmittel (Stand: 12.5.2006,

Quelle: Poster: Lebensmittelbestrahlung; Zulassingen Staaten der europaischen
Union; Max Rubner Institut, Karlsruhe, 2006)
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2.3 Photometrie

2.3.1 Absorption von Strahlung im UV und VIS-Bereit

Im sichtbaren und ultravioletten Spektralbereichréin Absorptionen organischer
Molekule zu Elektronentibergangen aus Orbitalenhimtdenden oder nicht-bindenden
Elektronen in leere, nicht-bindende oder antibintderOrbitale, also Ubergangen
zwischen diskreten Energieniveaus.

Derartige Absorptionen sind von Schwingungs- untaRansiibergangen begleitet. Fur
die Anregung vors-Elektronen ist energiereichere Strahlung erforderhls fur die
Anregung einsamer Elektronenpaare oder weElektronen. Die Wellenlange der

Absorption ist ein Mal fir den Abstand zwischen Heaergieniveaus.

Man bezeichnet die Atomgruppierung, die Strahlunigsogbiert und dadurch
Elektronenubergange verursacht als Chromophor. Geleth sind nur die
Chromophore von praktischer Bedeutung, deren Alismgmaxima langwelliger als
200 nm sind. Selbst dar>n*-Ubergang einer isolierten C=C-Doppelbindung liegjt
annahernd 190 nm noch auf3erhalb dieser Grenze.

Von Bedeutung sind demnach nur Chromophore konijiggieSysteme, da durch
Konjugation AE zwischen HOMO (hochstenergetisches besetzteskilolbital) und
LUMO (tiefstes unbesetzte Molekulorbital) sinkt, durdas Absorptionsmaximum
rotverschoben wird.

Die UV-VIS-Spektrophotometrie wird im Gliltigkeitsleéch des Lambert-Beer’'schen
Gesetzes zur quantitativen Analyse angewendet.

2.3.2 Das Lambert Beer’'sche Gesetz
Beim Durchgang durch ein Probemedium erfahrt eichtstrahl der Intensitéaf lim
Vergleich zur durchgelassenen Intensitdt | eine w&chung, die von mehreren

Prozessen herriihrt: Der Absorption durch die Amadying h, das Kuvettenmaterial
Iak, Reflexion an der Klvettenwang tind Streuungl
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Durch Messung an einer Vergleichskuvette gleichehichtdicke, die nur reines
Losungsmittel enthélt, werden die Anteile von Siodl, Reflexion, Kivetten- und

Lésungsmittelabsorption korrigiert.

Die Absorptionsintensitat kann sowohl durch die riBraission T, als auch die
Extinktion? E (Absorbance A) charakterisiert werden.

T=1=L |
lo A=-logT =log-2 =¢,cd
(2.3.1) 9 95 A (2.3.2)
| =] e o _ .
0 (2.3.3) oder Inl— =&, cd (2.3.4)
0<T<1
€ ... dekadischer molarer Extinktionskoeffizient [Litvom’]
¢ 1... Extinktionskoeffizient [Lmotcm™] e, =log(e)e’, ~ 0,434,

Die Extinktion ist also eine logarithmische Grof&e hangt von der durchstrahlten
Lésungsschichtdicke d, der Wellenlarigend der Analytkonzentration c ab.

Bei konstanter Kivettendicke und monochromatischérht bestimmter Wellenlange
nimmt daher die Transmission mit steigender Analgdentration exponentiell ab,
wobei die Extinktion linear ansteigt. Daher eigrs@é sich gut zur Kalibration mit
linearer Regression.

Das Lambert-Beer'sche Gesetz gilt nur fir verdinatseo wenig gefarbte Losungen.
Bei htheren Konzentrationen tritt eine Sattigung Bias kann mehrere Ursachen haben:
Storende intermolekulare Wechselwirkung zwischenladgnen Analytteilchen,
Assoziationen von Analytmolekilen sowie verschob@&ngsoziationsgleichgewichte
und damit verbundener unterschiedlicher optischgertschaften der assoziierten bzw.

dissoziierten Spezies.

1) nach DIN 1349 ,spektraler Reintransmissionsgfay'
2) nach DIN 1349 ,spektrales Absorptionsmaf)A(
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2.3.3 Apparatives

Zur Aufnahme von Absorptionsspektren d.h. der Hetiomen bei einer bestimmten
Konzentration vs. Wellenlange hat sich im sichthared ultravioletten Spektralbereich
(ca. 190 bis max. 900 nm) das Zweistrahl-Spektrematirchgesetzt. Anders als beim
Einstrahl-Spektrometer, bei dem die Absorption deisen Losungsmittels vor der
Probe gemessen und dann rechnerisch entfernt wirgkt man in der Zweistrahl-
anordnung in kurzen Abstanden hintereinander immieder Probe und Referenz,
sodass auch zeitliche Anderungen (z.B.: ErwarmwergLdsung durch den Lichtstrahl
bei langeren Messungen) bertcksichtigt und eliminverden.

lichtguelle Monochromator | — |
o A 1 ] )
| Ry | - / Referenz
‘ r:,-’ A \" — Pc
= [\ — Detektor
x 1 7
Strahteiler Probe

Abb. 2.3.1 : Zweistrahl-Spektralphotometer
(T.O.Nagy)

Dazu wird aus dem polychromatischen spektralen ikantm der Lichtquelle, in der
Regel einer Wolframlampe fir den sichtbaren undereiDeuteriumlampe fur den
ultravioletten Bereich, mit Hilfe eines Gittermomoomators ein schmales Band
herausgeschnitten, wobei die Breite durch die Hsir und Austrittsspalte des
Spektrometers bestimmt wird.

Dieser Strahl wird dann durch einen StrahlteilercduProbe- und Referenzkivette
geleitet und abwechselnd vom Detektor, in der Regedm Photomultiplier oder einer

Photodiode gemessen. Aus | ug@idrechnet sich dann ) (bzw. AQ.).
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2.4 Chromatographie

Bei der HPLC (High Performance Liquid Chromatogmaplaw. High Pressure Liquid
Chromatography) handelt es sich um eine Form deassidchen Verteilungs-
chromatographie. Die Trennwirkung beruht dabei @eif unterschiedlichen Affinitat
der verschiedenen Analyte zu einer stationareneimel mobilen Phase und dem daraus

resultierenden Verteilungsgleichgewicht.
2.4.1 Trennprinzip in der HPLC

Die Probe, bestehend aus mehreren Verbindunged,iwietwas mobiler Phase geldst
und auf die mit stationarer Phase gefillte Saulggedwacht. Es stellt sich ein
Verteilungsgleichgewicht zwischen den beiden Phasendas idealer Weise fiir alle zu
trennenden Substanzen verschieden ist.

Flie3t kontinuierlich mobile Phase nach, so verssath dieses Gleichgewicht immer
wieder aufs neue zwischen der stationaren undhi&isenobilen Phase einzustellen —
die Substanzen werden nach und nach von der siationPhase gel6st und
weitertransportiert, wo sie auf frischer statiom&base erneut absorbiert werden und so
weiter. Sie verlassen die Saule (bei vorerst konstd.dsungsmittelzusammensetzung)

zeitlich versetzt nach steigender Affinitat zurtistadren Phase.
2.4.2 KenngréRen der HPLC

Man nennt die Zeit tdie ein Analyt im Mittel von der Injektion bis zetektion auf
der Saule verbringt Retentionszeit (Gleichung 2,4vbbei L die Lange der Saule und
v die Migrationsgeschwindigket des Analyten ist. n Eitheoretisch nicht
zuruckgehaltener Analyt durchlauft die Saule mit @Geschwindigkeit der mobilen
Phase u (Gl. 2.4.2) in der so genannftetzeit {;.

L _
V= t, (2.4.1) u= a (2.4.2)

27



GRUNDLAGEN

2.4.2.1 Trennfaktor — Selektivitat

Zur Beschreibung der Trennbarkeit zweier Stoffe mainer bestimmten

chromatographischen Messanordnung dient der Trktanfa, auch Selektivitatsfaktor

genannt. Fur zwei zu trennende Stoffe A und B ertisper genau dem Verhaltnis ihrer
Verteilungskoeffizienten Kund Kz (Gl. 2.4.3).

Kg Cs

a :—K (2.4.3) wobei fiir eine Substanz i gitti = =~ (2.4.4)
A CM

Das heil3t der Verteilungskoeffizient (Gl. 2.4.43tereibt das Konzentrationsverhaltnis
C4/Cwy, das sich zwischen stationarer (S) und mobiler PMase einstellen wirde, wenn
man nicht standig mit frischem Eluens nachspilt. dese GrofRe aber aus einem
Chromatogramm nicht zuganglich ist, greift man adas Verhéaltnis der
Kapazitatsfaktoren k' zurtick, die sich Uber die dRébnszeiten definieren (Gl. 2.4.5
und 2.4.6).

=1 (245 mt K=" (246
A

Der Kapazitatsfaktor sollte gunstigerweise zwischemnd 5 liegen. Ist er viel kleiner
als 1, wird die Substanz zu schnell eluiert, wesl fast mit der Geschwindigkeit der
mobilen Phase wandert. Bei Werten uber 5 werderReientionszeiten unbrauchbar

lang.
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2.4.2.2 Trennstufenhohe und Trennstufenzahl

In der klassischen Theorie der Chromatographidt steln sich die Wanderung einer
Substanz durch die Saule als eine Reihe diskreteteNMungsschritte (s.0.) vor. Nach
diesem Modell stellt sich auf jeder dies€rennstufen oder theoretischen Bdden

zwischen der stationdren und mobilen Phase eirci@jewicht fir die Substanz ein.
Die Trennstufenzahl N hangt direkt mit der Trenfethdhe H und der Saulenlange L

zusammen (Gl. 2.4.7).

L o? o’L
N=— 247 H=C% 2438 H =
H ( ) L ( ) 2

L

(2.4.9)

Unter der Trennstufenhohe H odéheoretischen BodenhOheersteht man das
Verhaltnis der Peakvarianz (Standardabweichangach GauR zum Quadrat, in Tm
oder ) des chromatographischen Peaks einer Substanbkreu liaufstrecke L (GlI.
2.4.8), oder Laufzeit t(Gl. 2.4.9). H (und damit N) sind also direkt adem
Chromatogramm zuganglich. H ist ein Mal3 fir 8i&uleneffizienz je kleiner H ist,
desto hoher ist die erzielbare Auflosung. Da e& &iei den Groélien H und N um
theoretische VergleichsgroRen handelt, (in  Wirklichkeit stellsich nie ein
entsprechendes Gleichgewicht ein) sollte beim \éxhl der Trenneffizienz
verschiedener Saulen stets die gleiche Messmethuti®/ergleichssubstanz verwendet

werden.

2.4.2.3 Trennleistung — Van Deemter Gleichung

Die Trennstufenh6he H ist eine Funktion eearen Str('jmungsgeschwindigkaitder
mobilen Phase in cm/s. Sie besitzt ein Minimumhgiébb. 2.4.1) bei der optimalen
Stromungsgeschwindigkeit. Diese experimentell massliKurve kann durch die van
Deemter Gleichung (2.4.10) mathematisch angenatenten. Sie setzt sich aus drei
Termen zusammen. A beschreibt dieldy-Diffusion (auch Kornumstromung oder
Wirbeldiffusion, abhangig von der PartikelgroRe)dig longitudinale Diffusion, eine

Funktion der Viskositat und Temperatur der mobilBhase (als einziger Term
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unabhangig von der stationaren Phase), und C desséMébergang zwischen den
beiden Phasen (ebenfalls eine Funktion der Pagté®e, ihrer Porositat, der
Dimension der Saule und des Diffusionskoeffizientder stationaren Phase). In
Abbildung 2.4.1 sind die Beitrdge der drei Terme fesamttrennstufenhéhe bei
steigender Stromungsgeschwindigkeit dargestellt.

Term A ist fir das verwendete System konstant, riktssehr schnell mit steigender

Stromungsgeschwindigkeit (bei hohen Geschwindigkeitist die Diffusion in

Stromungsrichtung vernachlassigbar) und C stergtali mit u (weniger Zeit zum

Massenaustausch zwischen den Phasen).

H=A+B/u+Cu (2.4.10) Dievan DeemtefGleichung

H {cm}

el

Blu

u ([cmis)

Abb. 2.4.1 : Van Deemter Diagramm und die dreiregénden Terme

2.4.2.4 Auflésung

Die Selektivitat bezlglich zweier Komponenten imesn bestimmten Phasensystem

wird durch den Trennfaktor (Gl. 2.4.3 bzw. 2.4.65gedrlckt. Fir eine spezielle Saule
geht hier aber noch die Anzahl von Trennstufen was schlie3lich zur Gleichung fir
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die chromatographische Auflésung R (Gl. 2.4.11) rfuhFiar sehr &hnliche
Kapazitatsfaktoren &~ ks = k vereinfacht sie sich zu Gleichung 2.4.12.

kl
a-1 2.4.12
)1+ k' ( )

(2.4.11) R=\ﬁq(

R= .
1+k; 4

x/ﬁ(a—lj K,

4 a

Die einzelnen Einflussgro3en lassen sich zur Optmmg der Auflosung ziemlich
unabhangig voneinander variierenund k’ durch Veranderung der Temperatur (GC)
oder Laufmittelzusammensetzung (LC), N tber dide&dange bzw. H, und H Uber die
Stromungsgeschwindigkeit, KorngrofRe usw. (van Deer@®eichung, s.0.). Bei zwei
gleich groRen Peaks gleicher Form spricht man bdi ¥n Basislinientrennungpder

45-Trennung.
2.4.3 Reversed Phase Chromatographie

Im Gegensatz zur so genannten Normalphasen- (NR)n@ographie, wo man die
Analyte auf einer polaren stationdren Phase (Kgedeltrennt und mit Laufmitteln
steigender Polaritat, gereiht in der so genanmgkmtropen Reiheeluiert, ist die
stationére Phase in der Umkehrphasenchromatogrgreversed phase, RP) unpolar.
Dazu werden im einfachsten Fall Alkane mit meisbder 18 Kohlenstoffen durch
Reaktion von Alkylchlorsilanen mit den Silanolgr@mpans Kieselgel gebunden. Die
Elutionskraft der Laufmittel steigt hier im umgek&m Sinn nach der eluotropen Reihe
von polar bis unpolar. 75% aller HPLC-Anwendungemd sheute reversed phase-
Methoden.

2.4.4 Gradientenelution

Wenn sich die Zusammensetzung des Laufmittels wéheenes chromatographischen
Laufes nicht andert, spricht man v@okratischerElution. Dabei kann es passieren,
dass sich besonders bei komplexen Gemischen grof@mde zwischen der Detektion
chemisch unterschiedlicher Substanzen oder Sulugtgnzen ergeben, weil manche

kaum zurickgehalten werden, andere aber durch émngg Elutionskraft des
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Laufmittels sehr lange auf der Saule verbleibed, damit den Lauf unnétig verlangern.
Bei der Gradientenelution wird nun die Laufmittedammensetzung kontinuierlich oder
in Stufen verandert, in der RP-Chromatographiepieisveise wird die Elutionskraft

durch einen hoheren Anteil Methanol gesteigeridass sich die Analysenzeit verkirzt
und die Peaks Uber das ganze Chromatogramm mitchénlPrézision auswertbar

werden.

2.4.5 Detektion und Quantifizierung

Zur Detektion eluierender Substanzen kann man el@welie Verdnderung einer
physikalischen Messgrof3e der mobilen Phase messien, gezielt einzelne Analyte
aufgrund ihrer physikalischen oder chemischen Waahikung mit dem Detektor
suchen. Zu ersteren zahlen die Messung des Bresimaiex tber eine Messzelle (1-10
pl, um die Peakverbreiterung klein zu halten) miasprisma oder die Messung der
Leitfahigkeit fur ionische Spezies (besonders in ld@enaustauschchromatographie).
Zur Bestimmung oxidierbarer oder reduzierbarer ydgakignen sich elektrochemische
(amperometrische bzw. coulometrische) Detektoremal®e, die Chromophore oder
Fluorophore aufweisen kdnnen photometrisch nachbeatyBeer (Kapitel 2.3) im UV
oder sichtbaren Spektralbereich detektiert werdarpei die Fluoreszenzdetektion um
etwa 3 GroRRenordnungen empfindlicher ist als dietghetrische Detektion. Zur
schnellen Detektion der Spektren wird das (Fluaez?) Licht oft mittels Diodenarray-
Detektor (DAD) analysiert (Abb. 2.4.2). Dabei wirder Strahl durch einen
Gittermonochromator in raumlich getrennte Straldidre in Form von Kreissektoren
aufgetrennt, deren Intensitat von im Halbkreis angeeten Fotodioden gemessen wird.
Die spektrale Auflosung eines DAD hangt von der #rzder Dioden ab, die im
Halbkreis Platz finden und ist heute dank inte¢gieSilizium-Schaltkreise vergleichbar
mit scannenden Spektrophotometern. Den gro3temniafttonsgehalt Gber unbekannte
Analyte liefert die Kopplung mit einem Massenspekieter (Kapitel 2.5).

Zur Quantifizierung werden Standardverdinnungsreitder einzelnen Analyte
hergestellt und mit derselben Methode wie die Prgbmessen. Bei sehr schmalen
Peaks liefert schon die Auswertung Uber die Peakh&h Analytkonzentration eine
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passable Eichgerade, meist wird jedoch die Pedidléts Integral der Messkurve ab
einer Basislinie gegen die Konzentration des eatdnden Standards aufgetragen.

von der Saule

Durchflusszelle Monochromator
)
“w '/ AN
- - .- 1.1'1 __,_.-/

- S -——“
."I n
e n
s i

] Diodenarray
polychromatische

Lichtquelle
Abfall

Abb. 2.4.2 : Schematischer Aufbau eines Diodendetektors fir die HPLC
(T.O.Nagy)

2.5 Massenspektrometrie

2.5.1 Prinzip der massensensitiven Detektion

Im Massenspektrometer wird aus einer SubstanzpewbeStrahl gasformiger lonen
gebildet und diese nach ihrem Masse/Ladungsverbétifz getrennt. Das Ergebnis ist
ein so genanntes Massenspektrum, in dem die relatMengen gebildeter lonen gegen
ithr m/z Verhaltnis aufgetragen sind. Da man bei Wensation fast ausschliel3lich
einfach geladene lonen erzeugen kann, entsprichddan der Massenverteilung der
Atome/Molekdle in der Probe.

Prinzipiell besteht ein Massenspektrometer aus

a) Einlasssystem, b) lonenquelle, c) AnalysatoDetektor

wobei a) und b) oft in einem Bauteil vereint sim2ie gebildeten lonen werden im
elektrischen Feld beschleunigt, im Analysator getteund gelangen dann selektiv,
meist zeitlich oder rdumlich getrennt auf den Dtiek(in der Regel einem
Sekundarelektronenvervielfacher), der ein elektescSignal an die Verstarkereinheit
liefert. Um eine madglichst freie Flugbahn der lormngewéahrleisten, steht das Gerat

unter Ultrahochvakuum.
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Oft werden mehrere Analysatoreinheiten hintereiearggeschalten, um die Selektivitat
fur bestimmte lonen zu erh6hen oder mit einem Geirégn gré3eren Massenbereich
abzudecken. Meist geschieht das aber, um lonenektren, dann gezielt zu
fragmentieren und schlieRlich die Fragmente zuktieren (MS).

Hier sollen nur die Analysatoren und die Kopplungdmde mit der
Chromatographieeinheit  besprochen  werden, die im ratGe fur die

Gewdlrzuntersuchungen fur diese Arbeit enthalted. sin

2.5.2 Quadrupol — Massenfilter

Der am haufigsten eingesetzte Analysator ist dexd@upol-Massenfilter. Er besteht aus
jeweils zwei gegenuberliegenden positiv- bzw. negaleladenen stabférmigen

Elektroden (Abb. 2.5.1). Zusatzlich zu dieser Glsmannung wird noch jeweils eine
Wechselspannung einer bestimmten Frequenz Uberldger lonentrennung erfolgt

durch Ablenkung mit Hilfe dieser Felder: So werdamm Beispiel positive lonen

wéahrend der positiven Phase zur Mittelachse hincldeanigt und wahrend der
negativen Phase zu den Staben. Das Ausmald diesenk@hg h&ngt nun von der
Frequenz dieser Wechselspannung, ihrer Gro3e, emillasse (Tragheit) der lonen ab.
Die Uberlagerte positive Gleichspannung drangtiaien generell auf die Mittelachse.
Je leichter nun ein lon ist, desto leichter kanrdech die Wechselfelder von seiner
stabilen Bahn abgelenkt werden, wobei es an dibeSpéallt und entladen wird. Das
schrankt den Massenbereich nach unten ein. Gletchxard an die anderen beiden
Stabe eine um 180° phasenverschobene Wechselsgarangelegt. Die negative

Gleichspannung bewirkt eine generelle Ablenkung Vomen ab einer bestimmten
Masse zu den Staben, wahrend leichtere lonen ddiehVechselspannung in der
sicheren Mitte gehalten werden konnen. Das schrdekt Massenbereich wiederum
nach oben ein. So kdnnen nur lonen mit einem bed@m m/z Verhaltnis den

Massenfilter passieren und den Detektor erreichen.
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lon mit instabiler

Flughahn 7L

Detektaor

lon mit stabiler
Flugbahn

[Onen- _ "]

strahl

Abb. 2.5.1 : Quadrupol Massenfilter

Aus “Teach/Me - Instrumentelle Analytik"
Lohninger, H., Fréhlich, J., Mizaikoff, B., RosemgeE. 2003, CD-ROM, ISBN: 978-3-540-14957-6

Die sehr schnell arbeitenden Massenfilter werdemfipdin mehreren Stufen
hintereinander eingesetzt (Y)SZum Beispiel kann man mit drei Quadrupolen a&rzti
eine lonenart mit bestimmter Masse selektieremnl®weiten Quadrupol durch gezielte
St6Re mit Edelgas fragmentieren und c) im dritteladpupol die gebildeten Fragmente
analysieren. Das funktioniert schnell genug, um paiter Trennmethode (GC, LC)

gekoppelt zu werden.

2.5.3 Time Of Flight — Analysator

Das Flugzeit-Massenspektrometer arbeitet gepullsts-heildt die lonen werden durch
schlagartiges Einschalten eines elektrischen Felaes der lonenquelle bzw. dem
Austrittspalt des vorgeschalteten Massenanalysat@gbeschleunigt. In der Regel
passiert das im rechten Winkel zur vorherigen Rktigung der Teilchen, um keine
ungeladenen Partikel ins Flugrohr zu bekommen. Nalgr Beschleunigung
durchfliegen die lonen eine feldfreie Flugstrecledirderter Lange im Vakuum, wobei

nach

m 2Ut°

c - & (2.5.1)
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leichtere lonen friher den Detektor erreichen alsvere, da anfangs alle lonen die
gleiche kinetische Energie besitzen. Hier ist tl@gzeit, s die LaAnge des Flugrohres,
U die Beschleunigungsspannung, m die Masse und Eldmentarladung mit entgegen

gesetztem Vorzeichen.

Chromatograph

—U TOF Drift Tube
|

~| E |:> = Detector

Heavy lons Light lons T

Abb. 2.5.2 : TOF-Analysator
Advanced Measurement Technology, Fa. ORTEC, (wwgwadrecovery.com/ms/)

Eine weitere Verbesserung dieses AnalysatortypdeisReflektor-TOF-Analysator, bei

dem die Flugstrecke durch einen lonenspiegel, dd¥ kie Reflexion des lonenstrahls
in einem entgegengesetzt geladenem elektrischesh \Feeoppelt wird. Das erhoht
nicht nur die Genauigkeit der Massenauflosung augreiner langeren Flugstrecke,
sondern bewirkt zusatzlich auch eine weitere Fakussg, die die Varianz in der
Geschwindigkeit der lonen aufgrund des Dopplerd&ffe (wegen anfanglich

thermischer Geschwindigkeitsverteilung in der Ianexile) minimiert. Das entspricht

damit einer Korrektur der Energiedispersion.
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lonen-
beschleunigung

lonisation 4 ” I:H:I

Detektnr—- |

I
Flugrdhre

- R eflektron
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Abb. 2.5.3 : Reflektor-TOF

Aus “Teach/Me - Instrumentelle Analytik"
Lohninger, H., Frohlich, J., Mizaikoff, B., RosemgeE. 2003, CD-ROM, ISBN: 978-3-540-14957-6

2.5.4 ESI — Kopplung mit der HPLC

Wie bei allen Sprayverfahren werden die lonen dadgebildet, dass das flissige Eluat
mit Inertgas (Stickstoff, Argon, Helium) zu einemirfen Nebel zerstaubt wird, sodass
Losungsmittelmolekile aus den Tropfchen verdunstehdiese immer kleiner werden.

Dabei sammeln sich entweder positiv oder negatiadgme Teilchen im Uberschuss in
ihnen an bis die Oberflachenladungsdichte einennfivert erreicht und es durch

Ladungsabstol3ung zum Austritt von lonen kommt.

Beim Elektrospray kann man durch Anlegen einer Hpahnung an die metallische

Zerstauberkapillare entscheiden, ob positive odegative lonen entstehen sollen.
Typischerweise werden Quasimolekiil-lonen detek([®tt-H] " bei positiver Spannung,

[M-H] " bei negativer Spannung an der Zerstauberkapillare)

Diese werden dann durch die lonenoptik des Mass&trgpneters selektiv abgezogen

und getrennt.
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\

H_Schutzgas
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Abb. 2.5.4 : ESI. (T.O.Nagy)

Urspriingliche Version aus: lonisierungstechnikeden Massenspektrometrie -
von der ESI bis zur APLebensmittelchemisches Institut des Bundesverbatetd3eutschen
Susswarenindustrievww.Ici-koeln.de)

2.5.5 Selected lon Monitoring

Wenn man nur ein oder mehrere bestimmte Analytniddekekannter Masse wahrend
eines chromatographischen Laufes verfolgen wilhrkenan den Massenanalysator so
einstellen, dass nicht mehr alle lonen und ihrtreda Verhéaltnis gescannt werden,
sondern nur noch bestimmte lonen den Detektor obreei Das macht das
Chromatogramm Ubersichtlicher und erméglicht dieigjee Suche nach Substanzen,
auch wenn diese nur in geringen Mengen vorkommed gleichzeitig mit
Hauptkomponenten eluieren.

Bei modernen Geraten mit hoher Scanrate werden imga@ze Massenspektren
aufgenommen und die einzelnen Ilonenspuren dann dam Totalionenstrom

herausgerechnet.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Materialien

3.1.1 Gewdlrze

Es wurden sowohl getrocknete als auch frische Gaaviimtersucht. Die bereits
getrockneten Gewdtrzproben wurden bei der FirmaasofKottas-Heldenberg, Mag.

Pharm. & Sohn, Freyung 7, 1010 Wien) gekauft uachstten aus nattrlichem Anbau.

OREGANO: Folium Oregano Creticaus der Turkei
THYMIAN: Folium Salviae Officinaligus Albanien
SALBEL: Folium Thymiaus Polen

Die frischen Gewdulrzproben stammten aus dem heimms&arten in Karnten, wo sie
ohne Dinge- und Schéadlingsbek&dmpfungsmittel geveaclsind. Sie wurden direkt
nach der Ernte verschickt und innerhalb von 24 @&unweiterverarbeitet. Aul3er
Oregano, Thymian und Salbei wurde hier noch zusétaRosmarin zur Verfigung

gestellt.

3.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von héchstefirgrarer Reinheit (Tabelle 3.1.1).
Die Reinheit der Referenzsubstanzen fir die Gedsmntgbestimmung, die

Bestimmung der antioxidativen Aktivitat, sowie d&tandardverdinnungsreihen
wurden regelmafdig durch HPLC Uberpruft.

Die Verdinnungen wurden alle mit entionisiertem ¥éas(Direct-Q UV 3, Fa.

Millipore) durchgefihrt.
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2,2-Azinobisethylbenzo-thiazolin-6-sulphonsau@BTS) Fluka
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylgaTrolox) | Fluka
Ameisensaure Fluka
Methanol, HPLC-grade Roth
Wasserstoffperoxyd, 30 % Lsg. Fluka
Natriumbicarbonat, wasserirei Roth
Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure) Aldrich
Catechin (Flavan-3-ol) Roth
Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) Sigma
p-Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure) Sigma
Rosmarinsaure (©-Coffeoyl-2-hydroxy-2,3-dihydrokaffeesaure Aldrich
Thymol (2-Isopropyl-5-methyl-phenol) Sigma-Aldrich
Carvacrol (5-l1sopropyl-2-methyl-phenol) Aldrich
Kampferol (3,5,7,4'-Tetrahydroxyflavon) Roth
Luteolin (3',4',5,7-Tetrahydroxyflavon) Roth
Naringenin (45,7-Trihydroxyflavanon) Roth
Apigenin (4,5,7-Trihydroxyflavon) Roth
Vanillinsaure (4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure) ridal
Protocatechuséaure (3,4-Dihydroxybenzoesaure) Merck
Protocatechualdehyd (3,4-Dihydroxybenzaldehyd) dder

Tabelle 3.1.1 : Verwendete Chemikalien

3.2 Bestrahlung und Aufarbeitung der Gewirzproben

Von allen vorhandenen Gewirzen wurde ein Teil, Bag, in verschlossenen
GlasgefalRen mit der in der EU fir Gewlrze maximdubten Dosis von 10 kGy
bestrahlt. Ein weiterer Teil wurde unbestrahlt emierarbeitet und diente als Referenz.
Die frischen Gewirze aus dem Gartenanbau in Karmm@men zuvor mit flissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver zermahlen undaganfir einen Tag bei 105 °C
vollstéandig getrocknet.

Die Extraktion der Gewurzproben wurde stets mit hMebl / Wasser (80:20, v:v) bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Dazu wurden jeweilSr@amm trockenes Gewlrz mit
50 ml Lésungsmittel versetzt und in geschlossenasfa@n 3 Tage mit 250
Umdrehungen pro Minute geriihrt. Nach der Extraktiurde die Lésung filtriert und

in verschlossenen Gefalen im Kuhlschrank gelagert.
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Folgende Extraktionen wurden durchgefiihrt und zes8ling verwendet:

1. Bei den Trockengewurzen der Fa. Kottas wurdem der unbestrahlten und der
bestrahlten Probe je zwei Extraktionen durchgeflihrtler Folge al&xtrakt 1und
Extrakt 2bezeichnet.

2. Bei den getrockneten Frischgewirzen aus Kamienden die unbestrahlte und die
bestrahlte Probe einmal extrahiert, die Extrakte sisExtrakt GFbezeichnet.

3.3 Gerate und Analysenmethoden

3.3.1 Strahlenquelle

Die Bestrahlungen wurden in einéf’Co-Strahlenquelle (Gammacell 220 von
NORDION International Inc., Kanata, ON, Kanada, At#3.1) durchgefuhrt. Die

Aktivitat zum Bestrahlungszeitpunkt im Mai 2007 ogt 3277 Ci. Die Dosisleistung

betrug 38,4 Gy/min, was fur eine Dosis von 10 k@edestrahlungszeit von 284 min
(4 h, 44 min) ergibt.

3.3.2 Spektrophotometer

Alle TEAC und Totalphenolbestimmungen wurden aresirPerkin Elmer Lambda 650

Zweistrahl-Spektralphotometer durchgefinhrt.
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ACCESS TUBE q 3 M
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Abb. 3.3.1 ?°%Co-Strahlenquelle Gammacell 220
(© NORDION International Inc., Kanata, Ontario, kala.)

3.3.3 HPLC-DAD

Fur alle HPLC Untersuchungen an den Gewdlrzprobenrdevuder gleiche

Versuchsaufbau und die gleiche Saule verwendetHBIhC Gerat der HP 1100 Serie
von Hewlett Packard mit Entgaser, Mehrkanal-Misechpa fir 4 verschiedene
Laufmittel, Autosampler und Séulenthermostat sosuiem Diodenarray-Detektor der

Serie 1050.
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Als Trennsaule diente dabei eine Hypersil ODS mjtrd Partikelgrof3e, 250 x 4 mm
von Agilent mit einer 4 x 4 mm Vorsaule mit analogéllung.

Alle Untersuchungen wurden bei einer Saulentempexain 25 °C durchgefuhrt.

Die Laufmittel waren HPLC-grade Methanol der Firnfaoth und 2,5%ige
Ameisensaure, MS-grade, die stets frisch mit dekifdestilliertem Wasser zubereitet
wurde.

Es wurden jeweils 20 ul Probel6sung injiziert. Bi@uptdetektionswellenlange war 280
nm, wobei aber stets die gesamten Spektren vomia2460 nm aufgezeichnet wurden.
Bei der Methode LC 1a wurden 3 Wellenlangen zurwiartung verwendet: 250, 280
und 335 nm.

Zur Datenaufnahme und —bearbeitung wurde die CHEBMBI® von Agilent (1990-
2003) verwendet.

Insgesamt kamen bei den drei durchgefuhrten Urtktsigsblocken drei verschiedene
Methoden zum Einsatz, LC1, LC2 und LC1la (siehe44..3.

Die erste Methode LC1 basiert auf der in der Li@ravon Shan et al. (2005)
beschriebenen Methode zur Analyse methanolischevi@Gextrakte. Der Gradient
wurde so verandert, dass eine mdglichst effizidmémnung der Inhaltsstoffe in kurzer
Zeit zu erreichen war. Das Programm startet mit M&thanol und 95% verdunnter
Ameisensaure (2,5%) und endet mit 100% MethanotgiBesiehe Tabelle 3.3.1), bei
einer Fliegeschwindigkeit von 0,8 ml/min.

Nach jedem Lauf folgte ein 10 minutiger Regeneratiauf mit der
Anfangslaufmittelzusammensetzung, um die Sauledeoméchsten Probeninjektion zu

regenerieren.

Die Methode LC2 entspricht der Methode LC1, wobei Gradient von urspringlich

0,8 ml pro Minute FlieR3geschwindigkeit auf 0,3 mb Minute verringert wurde, um die
Methode auch mit einem massensensitiven Detekioverelen zu kdnnen, der nur bis
zu dieser Flussrate betrieben werden darf (sietje 4.

Die Methode LCla entspricht ebenfalls der Metho@4 I(Fluss: 0,8 ml/min), wobei

zusatzlich zur 10 minttigen Regeneration zwischemlciufen nach jedem Lauf 15 min

mit Anfangslaufmittelzusammensetzung gespult wurde, die Séule fir das nachste
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Chromatogramm optimal zu regenerieren (bei MetlHddd a wurde also insgesamt 25
Minuten gespllt, siehe Abb. 3.3.4).

Laufzeit / min Laufmittelzusammensetzung

LC1 LC la LC 2 % Methanol % Ameisensr.
0 0 0 5 95
5 5 14 5 95
6 6 16 30 70
29 29 75 30 70
30 30 80 40 60
49 49 130 40 60
50 50 135 955 45
69 69 180 55 45
70 70 185 100 00
95 80 215 100 00
- 81-95 - 5 95

Tab. 3.3.1 Gradientenzusammensetzungen der verteenambilen Phasen

Der zeitliche Verlauf der Laufmittelzusammensetzadeg drei verwendeten Methoden
ist in den Abbildungen 3.3.2, 3.3.3 und 3.3.4 dsigjét. Die rote Kurve entspricht dem
Methanolanteil, die blaue dem Anteil an 2,5%igeredsensaure, beides in Prozent.

LC1
% of Salvent B (MWetOH)
% of Salvent G (HZ20+2,5% Formic acid)

100 -
G
% 50—
25—
0-

0 i 20 30 40 50 60 70 80 min
Abb. 3.3.2 Laufmittelprofile Methode LC 1 (Regertéya von 10 min zwischen den
Laufen nicht dargestellt)
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LC 2
% of Salvent B (MetOH)
% of Salvent C(H2O0+2 5% Formic acid)

100 =
75\

% 50—

25—;_’.'

-

0 25 50 75 00 125 A0 78 min
Abb. 3.3.3 Laufmittelprofile Methode LC 2
Nach jedem Lauf folgte ein 30 minutiger Regeneraiauf, bei dem die
Anfangsbedingungen (5% Methanol, 95% verdinnte Aarsadure) wieder hergestellt
wurden. (im Profil nicht dargestellt)

LC la
% of Salvent B (MetOH)
% of Salvent C (H20+2 5% Formic acid)

100 -
75—

% 50—
25—
0-

I [ L L L [ e [ L [ A [ s [ A [ e
0 10 20 =0 40 a0 =u] 7o 20 min

Abb. 3.3.4 Laufmittelprofile Methode LC la
Langere Saulenregeneration auf Anfangsbedingungeim jedem Lauf
(15 min + tbliche 10 min postrun = 25 min Regenergt

3.3.4 LC-MS

Zusatzlich zur optischen Detektion wurden die Gewxtrakte der ersten Extraktion
(Fa. Kottas) mittels LC-MS untersucht, erstens uensthon vorliegenden Ergebnisse
zu bestéatigen und zweitens um mehr Information Uther Hauptbestandteile zu
bekommen.

Es wurde dabei dieselbe Saule und Methode (LC2yemuet, sowie ein BRUKER
microTOF Massenspektrometer mit ESI-Kopplung, dpeiadrupol-Massenfiltern und
einem orthogonalen Reflektor-TOF Analysator, dar Zufnahme der Massenspektren
verwendet wurde. Die Quadrupole blieben dabei &ir gesamten Massenbereich offen.
Dabei wurde das LC-Eluat mit 0,3 ml in der Minuga Btmosphérendruck und 100 °C
zerstaubt, (1 I/min Stickstoff) wobei im negativBfodus aufgenommen wurde, d.h.
[M-H] " lonen wurden analysiert.

Pro Sekunde wurden 20 vollstandige Massenspekiége@ommen, aus denen im

Nachhinein die Massenchromatogramme fir die Peadtiation herausgerechnet
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wurden. Die Integration ist hierbei eigentlich eB@mmation der SEV-counts bei einer
Masse uber den chromatographischen Peak.

3.4 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes

3.4.1 Der Folin-Ciocalteau Test

Zur Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes wurde retometrischer Test mit dem
Folin-Ciocalteu Reagens durchgefuhrt, wie er in Aeoeit von Shan et al. (2005)
beschrieben ist. Im Reagens liegen komplizierteathabente Phosphormolybdanséaure-
und Phosphorwolframsaurekomplexe folgender Zusarmsateang (Peterson, 1979) vor:
3H,0*P,05*13W0O3*5M003*10H,0 und 3HO*P,05*14W05*4M003*10H,0.

Dabei reduzieren phenolische (aber auch nicht pgisehe) Substanzen in der zu
untersuchenden Losung die Komplexe im basischenieMildurch Elektronen-
Ubertragung zu einem blauen Farbstoff (Bray & Tkorp954), dessen Absorptions-
spektrum ein flaches Maximum um ~760 nm aufweids. Referenzsubstanz hat sich
Gallussaure bewéhrt, deshalb wird der Gesamtphehaly in GAE (Gallussaure-

aquivalenten) angegeben.

3.4.2 Praktische Durchfuhrung

Es wurden Eichstandards mit 100, 200, 400, 800,01606d 2000 mg pro Liter
Gallusséaure in Methanol hergestellt. Fir den Testien dann je 0,1 ml Standard- oder
Probelosung (reines Methanol fir die Referenz) inmt Wasser pipettiert, 0,5 ml des
Folin-Ciocalteu-Reagens hinzugefligt und geschutiielch exakt 3 Minuten (Stoppuhr)
wurde die Losung mit 1 ml gesattigter Natriumbicarat-Losung alkalisch gemacht
und mit Wasser auf 10 ml aufgefillt. Folglich betdann dieendgultigeKonzentration

in der Messldsung eiRlundertstelder, der Standardlésung, also 1, 2, 4, 8, 16 uhd 2
mg Gallussaure pro Liter. (Siehe Eichgerade, Abb.14 Nach weiteren 60 min wurde
die Extinktion gegen die Referenzlosung gemessaémglg@on & Rossi, 1965). Die
Eichgerade ergibt sich aus den Extinktionswerten @60 nm gegen die

Konzentrationen der Standardlésungen.
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3.5 Bestimmung der antioxidativen Aktivitat

3.5.1 Der Trolox-Aquivalent Test (TEAC)

Die Trolox Equivalent Antioxidative Capacity (TEAQ)eschreibt die Fahigkeit der
untersuchten Probe Oxidation durch reaktive Spezieserhindern. Der TEAC-Wert
wird haufig beim Vergleich polyphenolhaltiger Prabberangezogen. Dabei erzeugt
man in einer Reaktionslosung ein oxidatives Miliwod misst wie ein zugesetztes
Antioxidans die Oxidationsreaktion verlangsamt (bfilet al, 1993). Der TEAC — Test
kann auf viele verschiedene Arten durchgefiihrt eerdhnen allen gemeinsam ist die
Messung der Geschwindigkeit einer Farbreaktion bihdangigkeit von der zugegebenen
Menge an Antioxidans (Kapitel 4.2.1).

Dabei vergleicht man die antioxidative Wirksamkggtr zu untersuchenden Probe mit
Trolox als Referenzsubstanz. Trolox ist ein wagséidhes Vitamin E-Derivat. Der
IUPAC-Name lautet 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylanamn-2-carbonsdure. Es hat die
molare Masse 250,29 und die SummenformeH¢sO, (Giulivi & Cadenas, 1993; siehe
Abb. 3.5.1).

Als Hilfsstoff zur Messung der Reaktion wurde 2&4Zinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsaure) kurz ABTS (Abb. 3.5.2) verwendet, @asoxidativer Umgebung ein
stabiles blaugriin gefarbtes Radikalkation bildetssgn Konzentration bei 734 nm

gemessen wird (Miller et al., 1993).

HO O

OH
@]

Abb. 3.5.1: Trolox Molekdilstruktur
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: (

1,0H N

Abb. 3.5.2: ABTS Molekulstruktur

3.5.2 Praktische Durchfuhrung

In dieser Arbeit wurden die Gewirzextrakte mitidés so genannten ,Decolorization—
assays” untersucht (Re et al., 1998), da dieseddetkich bei den Vorversuchen als die
genaueste und die mit den am besten reproduzierbAterten herausstellte (siehe
Kapitel 4.2.1).

Dazu wurde das Radikalkation ABTSm Vorhinein durch Zugabe von 2,45 mmol
Kaliumperoxodisulfat zu 7 mmol ABTS in 50 ml entisiertem Wasser hergestellt. Es
blieb im Kuhlschrank tber den gesamten Messzeitratabil und wurde fur die
Messung mit entionisiertem Wasser auf 2,5% depriumglichen Konzentration
verdinnt.

Es wurden fur jede Messserie frische Eichstandand®,5; 1; 1,5; 2 und 2.5 mmol/l
Trolox in Ethanol hergestellt. Die methanolischeew@rzextrakte wurden jeweils mit
entionisiertem Wasser auf eine geeignete Konzeémtraerdinnt, um die Extinktion im
empfindlichen Messbereich zu halten, wobei der Wendingsfaktor in der Auswertung
stets beriicksichtigt wurde.

Fur die Messung wurden jeweils 10 pl Standard- o&eobelésung in einer
Wegwerfkiivette vorgelegt, 1 ml der verdiinnten, 2ge¥% ABTS -Losung
hinzugeflgt und gut durchgemischt. Die Messunglgigonach 6 Minuten bei 734 nm
gegen Wasser.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Gesamtphenolbestimmung

4.1.1 Der Folin-Ciocalteu Test

Die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes nach &otirCiocalteu erfolgte bei allen
Gewidrzen nach eingreeigneten Verdunnuraer methanolischen Extrakte mit Wasser,
um die Extinktionswerte in einem empfindlichen Mem®ich zu halten. Der Test
wurde dabei stets nach der modifizierten Methode 8ingleton und Rossi (1965)

durchgefuhrt, wie sie in Kapitel 3.4.2 beschriebemde.

4.1.2 Eichgerade

Mit Hilfe von 6 Standardverdiinnungen, welche gleatig mit den Probelésungen zur
Reaktion angesetzt wurden und die gleich lang la@inRemperatur reagieren konnten,
wurde im Laufe eines Tages dreimal eine Eichgexemtmessen. Die Mittelwerte der
Messwerte (N=3) gegen die Konzentration der Galluss aufgetragen, sind in
Abbildung 4.1.1 dargestellt.

Gallussiure

1
A
R?=0,9975
05
O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

¢ (Gallussdure) [mg/l]

Abb. 4.1.1 : Eichgerade firr Gallussaure®9975 (Fehlerindikator: 1 Std.Abw.)
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4.1.3 Totalphenolgehalt der Gewurzextrakte

Extraktion der Trockengewidrze:

In der Bestimmung wurden zwei véllig identisahgesetzte Extraktionen von je 2 g der

bestrahlten und unbestrahlten Gewlrzproben untetsuic Tabelle 4.1.1 sind die
Mittelwerte (N=6) des Totalphenolgehaltes von jdsvewei unbestrahlten und zwei
bestrahlten Extrakten angefuhrt. Die Messwerte lergesich aus der Eichgeraden
A=k*c+Ao, wobei A die gemessene Extinktion, ¢ die Standamdkntration in der
Messlosung und fdie Extinktion bei c=0 ist. Man erhalt k als Genasleigung und
kann durch Umformen der Geradengleichung zu c=(fkAdie Konzentration (mg/I
Gallussaure) in der Messlosung der unbekannteneReohitteln. Multipliziert mit dem
jeweiligen Verduinnungsfaktor erhéalt man dann di@&amtration im Extrakt und damit
die GAE in g pro 100 g Trockengewicht (Tabelle #)1.

Mittelwert des
Dosis Totalphenolgehalt Totalphenolgehaltes
(Mittelwert aus 6 Messungen) (aus zwei Bestilmmungen)
kGy GAE, g/100g TG GAE, g/100g TG

OREGANO 0 4,64 4,51
0 4,38

10 4,45 4,37
10 4,28

THYMIAN 0 445 4,57
0 4,69

10 4,53 4,67
10 4,81

SATBEI 0 3,20%* 3.61
0 3.0l

10 3,58 3.6l
10 3.63

Tabelle 4.1.1 . Gesamtphenolgehalt der Trockengesxiirakte. *Der Wert wurde als
Ausreil3er gewertet (vermutlich Fehler bei der Bitoa oder Verdiinnung)
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Extraktion der getrockneten Frischgewdurze:
Mit derselben Messmethode wurden auch Gesamtphestotbmungen an den
Extrakten der Gewdlrze aus eigenem Anbau durchgefiiehe Tabelle 4.1.2 (2

Einzelserien).

Totalphenolgehalt Mitcelwert des
Dosis _ Totalphenolgehaltes
(Einzelmessungen) (aus zwel Bestimmungen)
kGy GAE, g/'100g TG GAE, g/'100g TG

OREGANO 0 2,75 2.74
0 273

10 2,59 .58
10 2,58

THYMIAN 0 191 1,95
0 1,98

10 2.00 1,97
10 1,95

SALBEI 0 3.23 3.21
0 3.20

10 3,02 312
10 3.22

ROSMARIN 0 4.24 4.26
0 4,28

10 4,92 491
10 4.90

Tabelle 4.1.2 : Gesamtphenolgehalt der Gewlrzetetnadn Frischgewilrzen

Die Interday-Reproduzierbarkeit ermittelt am selbBedrakt innerhalb einer Woche lag
unter +/- 5%. Die filtrierten Extrakte waren im K&bhrank Gber Wochen stabil. Es
zeigte sich keine Abnahme des Totalphenolgehalteghremd des gesamten

Untersuchungszeitraumes.
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4.2 Antioxidative Kapazitat

4.2.1 TEAC-Test

Ermittlung der optimalen Messmethode

Zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitat der Qawextrakte wurden mehrere
Vorgehensweisen getestet, wobei alle auf der Megslem Extinktion des ABTS
Radikals bei 734 nm beruhen. Grundséatzlich bestiaei die Moglichkeit, seine
Bildungsgeschwindigkeit im oxidativen Milieu zu nses (Miller et al, 1993), die durch
anwesende Antioxidantien abnimmt. Man kann abehadie Geschwindigkeit der
Ruckbildung von ABTS aus dem vorher gebildeten Radin der reduzierend
wirkenden Umgebung der Probelosung (Re et al., 1988s einer Abnahme der
Extinktion (Entfarbung der Probelésung) entsprichtessen, oder man kann die
Extinktion nach Ende der Entfarbungsreaktion zuswertung verwenden.

Die ersten Versuche nach der Methode von Millealet(1993) fuhrten zu keinen
reproduzierbaren Ergebnissen. Die Methode beruht@uBildung des Radikals tber
die Zwischenstufe eines Metmyoglobin-Radikals auas¥érstoffperoxid in PBS-
Pufferlosung bei 37 °C. Die Reaktion wird durch diggabe der Wasserstoffperoxid-
Losung gestartet, und ihre Geschwindigkeit verfolgur Auswertung wurde die
Extinktion nach 6 Minuten herangezogen. Schnelkende Antioxidantien tragen auch
zur Reduktion des Metmyoglobin-Radikals bei. In d@nginalarbeit wurden alle
Analysen mit einem automatisierten Zentrifugalasatgr durchgefuhrt, die
Eigenversuche waren aber aufgrund der geringeny8eavolumina und das Fehlen
eines thermostatisierbaren Photometers erfolglos.

Eine Verbesserung stellt die als ,decolorizatioseg$ bezeichnete Methode nach Re et
al. (1998) dar. Dabei verzichtet man auf die engditie biologische Zwischenstufe
des Metmyoglobin-Radikals. Das ABTSRadikal wird im Vorhinein durch Oxidation
von ABTS mit Kaliumperoxodisulfat gebildet. Das @ationsmittel wird nicht
stdchiometrisch eingesetzt, so dass nur ein TellARBTS umgesetzt wird. Bei Zugabe
von antioxidativen Substanzen kann die Geschwiradigter Rickreaktion, also die

Abnahme der freien ABTSKonzentration, als Entfarbung gemessen werden.
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4.2.2 Eichgerade

Da das Erstellen der Eichgeraden uber die Reakfgsthiwindigkeit (Steigung der
Extinktion vs. Zeit — Geraden) vs. TROLOX-Konzetitva, zu schlecht reproduzierbar
war, um die geringen Unterschiede bei den Gewulrakien erkennen zu kénnen,
wurde wie in der urspringlichen Methode die Exiimkizu einem fixen Zeitpunkt nach
dem Mischen der Reagenzien mit der Probe zur Auswgherangezogen.

Abbildung 4.2.1 zeigt den linearen Zusammenhang @&atinktion und der
Konzentration des ABTSRadikals in wassriger Losung. Dieser Zusammentvaag
in den verdinnten LoOsungen Uber Tage unveradnderlislas von einer
aul3erordentlichen Stabilitat des gebildeten RaslikaLdsung zeugt. Alle Tests wurden
mit 2,5%igerLosung durchgefuhrt (A~0,7), wie es auch in debeltr von Re et al.,
1998 beschrieben wird.

Da die Eichung Uber die Variation der TROLOX-Kontzation erfolgt, ist die genaue

Konzentration der verwendeten ABT$06sung irrelevant solang sie bei allen

Messungen digleiche ist. Das Radikal liegt auf jeden Fall im Uberschys2,45
mmol/l) vor und die Messlosung zeigt eine ExtinkBabnahme mit steigender
TROLOX-Konzentration. In Abbildung 4.2.2 ist eingptsche TROLOX-Eichfunktion
(Messung 6 min nach Mischung der Reagenzien) dalje®ie Extinktion nimmt mit

steigender Konzentration linear ab.
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Abb. 4.2.1 : Extinktion verschiedener Verdiinnungen ABTS"-Stammlésung

Anmerkung: Herstellung der Stamml&sung, siehe t€api5.2
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Abb. 4.2.2 : Eichgerade fur die Bestimmung deraxidiativen Kapazitat
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Die verwendete ABTS-Endkonzentration in der Messlésung betrug unnhigiehach
der Mischung der 2,5%igen ABTSStammldsung (1 ml) mit der jeweiligen TROLOX-
Standardlosung (10 pl) ~2,45 mmol/l (deutlicher k3bhuss).

Erklarung: aus einem 46,0gund zwei ABTS entstehen zwei ABTRadikalkationen.
Da 2,45 mmol KS,03 in 50 ml Wasser mit 7 mmol ABTS angesetzt wurdeh (4
bzw. 140 mmol in einem Liter), wirkt das,%0g als limitierender Faktor und
beschrankt die endgiiltige Konzentration an ABTi® der Stammlosung auf 98
mmol/l. Das bedeutet die zur Messung verwendetg&eddsung (2,5 %) hat eine
ABTS™ Konzentration von 2,45 mmol/l.

4.2.3 TEAC-Werte der Gewlrzextrakte

Die Ergebnisse der Bestimmung (Tabelle 4.2.1) wurdmus den jeweils 2

Parallelextraktionen der Gewirze der Firma Kottawannen. Es wurden die gleichen
Extrakte verwendet, wie bei der Bestimmung des [pb&nolgehaltes. Es sind die
Mittelwerte aus jeweils 3 Einzelmessungen der umaklen und bestrahlten Extrakte

angegeben.

Die Messwerte ergeben sich aus der Eichgeraden &A¢' wobei A die gemessene
Extinktion, ¢ die Standardkonzentration in der M&ssng und Adie Extinktion bei
c=0 ist. Man erhalt k als Geradensteigung (in dresall eine negative Zahl) und kann
durch Umformen der Geradengleichung zu c=(#4A die Konzentration (TEAC in
pumol TROLOX pro Liter) in der Messlosung der unbekizn Probe ermitteln.
Multipliziert mit dem jeweiligen Verdinnungsfakterhélt man dann die Konzentration
im Extrakt und damit die TEAC in mmol TROLOX pro@@ Trockengewicht (Tabelle
4.2.1). Aus Mangel an Probe konnten die TEAC-Wéitedie Gewtrze aus Karnten

nicht ermittelt werden.
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TEAC TEAC
Dosis
(Mittelwert aus drei Messungen) | (Mittelwert der 2 Parallelextrakte)
W mmol TROLOX mmol TROLOX
KGy /100g TG /100g TG

OREGANO 0 25,7 2535
0 25,0

10 25,1 24,55
10 24,0

THYMIAN 0 25,2 2545
0 25,7

10 253 2598
10 26,7

SALBEI 0 19,5% 2430
0 243

10 228 23.18
10 23,6

Tabelle 4.2.1: TEAC-Werte. *Der Wert wurde als AeiBer gewertet und nicht im

Mittelwert der beiden Extrakte beriicksichtigt.
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Zusammenfassung und Korrelation der Gesamtphenolwée und der TEAC-Werte

Die Gesamtphenolwerte (FC-Test) und die TEAC-Wstimmen bei den einzelnen
Trockengewtrzen gut Uberein. Sowohl die Schwankunigaeerhalb der einzelnen
Extrakte (zwischen den beiden 0 kGy und 10 kGy emphals auch zwischen den
unbestrahlten und bestrahlten Proben lagen immeer ub%. Ein Vergleich der
unbestrahlten mit den bestrahlten Trockengewirzegabe folgende prozentuelle
Anderungen: FC-Test: Oregano: -3,1%, Thymian: +2,Balbei: 0%; TEAC-Test:
Oregano: -3,1%, Thymian: +2,1%, Salbei -4,6%. Esnnkaaufgrund dieser
Messergebnisse ein Einfluss der Bestrahlung auslpssen werden.

Die Gesamtphenolwerte der Gewtrze aus dem GartanankiKarnten (hier konnte aus
Mangel an Proben kein TEAC-Test durchgefuhrt weydegen bei Oregano und
Thymian deutlich, bei Salbei geringfligig tiefers ddei jenen aus dem Handel. Dies
weist auf eine andere Zusammensetzung der in 80focidethanol |Gslichen
Inhaltsstoffe hin. Ein Vergleich unbestrahlter geigj@er bestrahlter GF-Proben ergab:
Oregano: -5,8%, Thymian: +1%, Salbei: -2,8%, Rogmar15%. Diese Ergebnisse
sind mit den FC-Testwerten der Trockengewirze (Rosmwurde bei diesen nicht
untersucht) in sehr guter Ubereinstimmung.

Da sowohl die Reaktionen, die beim FC-Test, alshaeoe, die beim TEAC-Test
ablaufen, auf Elektronenibertragungsprozessen éeyukbnnen die Ergebnisse im
Allgemeinen gut korreliert werden. Dies zeigt siabch bei den in dieser Arbeit
untersuchten Gewdurzen. Das Korrelationsdiagramnmigtrbeit 4.2.3 dargestellt, der
Korrelationskoeffizient ist 0,8226.
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TEAC [mmol TROLOX 1000 TG]
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Abb. 4.2.3:
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4.3 Untersuchungen von unbestrahlten und bestrahlteGewirzen mittels HPLC
4.3.1 Literaturtbersicht Gber Inhaltsstoffe von Oregano, Thymian und Salbei

Die Inhaltsstoffe von Gewdlrzen variieren in Zusamsgtzung und Quantitat je nach
Anbauregion und klimatischen Verhaltnissen (Yanestd, 2006). In der Alkohol
l6slichen Phase der Gewirze Oregano, Thymian untbeiSavurden neben
Rosmarinsaure vor allem Hydroxybenzoesauren undditydimtsauren, sowie deren
Derivate, und verschiedene Flavonoide und derercaslde nachgewiesen. Einige
Wesentliche sind in den Tabellen (4.3.1 bis 4.§&neinsam mit den Literaturzitaten

zusammengestellt.

Die Strukturformeln der vier in allen Gewlrzen gefanen Verbindungen
(Rosmarinsaure, Kaffeesédure, Apigenin, Luteolindwie jene von Thymol und

Carvacrol sind in Abbildung 4.3.1 dargestellt:

OH
HO
RO =~z COCH R=H :Kaffeesiure
OH R=CH;: Ferulasdure
HO
o
: = OH

HooC H o
Rosmarinsaure

CHg
CHs OH
OH CH(CH-),
HC™ CH,
Flavon
Thymol Carvacrol

Apigenin: OH-Position: 5, 7, 4°
Luteolin: OH-Position. 5,7, 3", 4°

Abb. 4.3.1 : Strukturformeln wichtiger Inhaltss®ih den untersuchten Gewirzen
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OREGANO - INHALTSSTOFFE / LITERATURSTELLEN

| Substanz / Literaturstete | 1 2 3 4 5 6 7 8

Rosmarinsaure-Derivat .

Rosmarinsaure . . . o R

Kaffeesaure . . . . .

p-Cumarsaure .

Carvacrol . . o

Vanillinsaure .

Apigenin . . .

Luteolin .

Naringenin .

Apigenin-Glucosid .

Tabelle 4.3.1 : Inhaltsstoffe vdbregano und Arbeiten, die ihre Analyse behandeln:

1: Shan et al., 2005; 2: Gerothanassis et al.,;1298kuzaki & Nakatani, 1989;

4: Justesen & Knuthsen, 2001; 5: Fujie et al., 2@¥xarchou et al., 2003; 7: Zheng
& Wang, 2001; 8:Tsimogannis et al., 2006.

THYMIAN - INHALTSSTOFFE / LITERATURSTELLEN

| Substanz / Literaturstete | 1 2 3 4 5 6 7 8

Rosmarinsaure . . .

Kaffeesaure . . .

p-Cumarsaure . .

Thymol . . . . .

Carvacrol . . . N

Apigenin . .

Luteolin . . .

Naringenin .

Luteolin-Glucuronid .

Tabelle 4.3.2 : Inhaltsstoffe von Thymian und Atbeej die ihre Analyse behandeln:

1: Shan et al., 2005; 2: Zheng & Wang, 2001; 3:i¥fdreva, 2006; 4: Lee et al., 2005;
5: Guillen & Manzanos, 1998; 6: Schwarz et al.,&9R Proestos et al., 2005;

8: Dapkevicius et al., 2002.

SALBEI - INHALTSSTOFFE / LITERATURSTELLEN

| Substanz / Literaturstette 1 2 3 4 5

Rosmarinsaure . . . .

Kaffeesaure . . .

p-Cumarsaure .

Apigenin . .

Luteolin . R

Luteolin-Glucosid . .

Luteolin-Glucuronid .

Tabelle 4.3.3 : Inhaltsstoffe von Salbei und Aréejtdie ihre Analyse behandeln:
1: Shan et al., 2005; 2: Zheng & Wang, 2001; 3:i8tdreva, 2006; 4: Lu & Foo, 2001,
5: Matsingou et al., 2003.
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4.3.2 Chromatographische Trennung von Standardgemfien

Die Auswahl der Vergleichssubstanzen und die chtogmaphischen Bedingungen
basierten hauptsachlich auf einer Arbeit von Shaal.e(2005), wobei im Laufe der
Arbeit die chromatographischen Parameter so vernaderden, dass eine optimale
Trennung der Verbindungen in den Gewdurzextrakteaiadt wurde. Drei Methoden,
LC1, LC2 und LCla, die in Kapitel 3.3.3 beschrielsnd, wurden eingesetzt. Die
Abbildung 4.3.2 zeigt das Chromatogramm einigern@&adsubstanzen, wobei die
Verbindungen unter den Bedingungen der Methode Q€ttennt und bei 280 nm
detektiert wurden.

mAU —
lussre (hecire p-lumarsire

Methode LC |

80

60

(itecin -
| Rismarinsirs
40

2°j ‘ \ i Carvaerol  Thyml
0=+ . \ __F“|__‘ l | IL ___J L Mk_

10 20 30 40 50! 60 70 80 min
|

Abb. 4.3.2 : Trennung von Standardsubstanzen rathivtle LC1A 280 nm

Um die Linearitat des Signals des UV-Detektors kerfriifen, wurden von den 5x10
mol/l Stammlésungen von sieben Vergleichssubstan@enAbb. 4.3.3) folgende
Verdiinnungsreihen hergestellt: 1%108x10° 5x10°, 4x10° 1x10° mol/l. Die
Substanzen wurden mit Methode LC1 getrennt und 28) nm detektiert. Die
Kalibrierfunktionen zeigen im untersuchten Messloéreine ausgezeichnete Linearitat
und sind in Abb4.3.3 dargestellt.
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EICHGERADE 1 (280 nm)

2000 /‘ v = 1E+07% - 33,723
1800 R® = 0,9999
1600 y = 4E+0Bx - B, 4086

1400 /-/ R = 0,9075

y = 1E+07x% - 23,122
1200 RY=0,9098
y = 2E+07x% - 65,6123

o
1000 =
. T R = 10,9999
200
y= TE+0Bx - 25,174
500 / — R®=0,9997
A00 / / Y= ZE+0Fx% + 2D,2T1

i./ R = 0,9095
200 v = 3E+06x + 2,0835
0 ﬁ : R® = 10,9997

n 000002 000004 0,00006 0,00008 0,001
¢ [mold]

int.Ahs. [mAU's]

Abb. 4.3.3: Eichgeraden und Kalibrierfunktionen. Reihenfolga wben nach unten:
Gallussaure, Catechin, Kaffeesaure, p-CumarsawsnRrinsaure, Kampferol,
Carvacrol. Thymol ist spektroskopisch ident mitzerol.

Die Zahl der Standardsubstanzen wurde dann um ssalestert (Luteolin, Apigenin,
Naringenin, Protocatechusaure, Protocatechualdehgd/anilinsaure), um die etwaige
Gegenwart dieser Verbindungen nachweisen zu kondan.Trennung wurde die
Methode LC2 herangezogen und die Substanzen ben28@etektiert. Diese Methode,
deren Gradientenprofil ident ist mit dem der MethddC1, eignete sich auch fiur die
LC-MS Untersuchungen, da die Fliel3geschwindigkeft®3 ml/min reduziert wurde.
Dies wirkt sich nachteilig auf die Dauer der Anagsaus, erleichterte aber die
Identifizierung der Substanzen durch LC-MS. In ddabildungen 4.3.4 und 4.3.5 sind
die Chromatogramme einiger Standardsubstanzen eritMkthode LC2 (280 nm)
dargestellt.

62



ERGEBNISSE

mAU
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G600
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Abb. 4.3.4 : Trennung von 3 Standardsubstanzen mit Mieth&2,. 280 nm

mAU Methode LC 2
400
300
Rosmarinsaure
Naringenin
| |
200 ‘ ‘i
[
| | ‘ Carvacrol
| A |.|
100 ‘ | |
[ Lutealin o U“"“""]I
f / l. 1 Apigenin I
A l_i - /N | A _.'I v |
80 100 120 140 160 min

Abb. 4.3.5 : Trennung von 6 StandardsubstanzeMmiihode LC2) 280 nm
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4.3.3 Spektroskopische Charakterisierung der Vergiehssubstanzen

Die Abbildungen 4.3.6 - 4.3.9 zeigen eine représem Auswahl der aufs intensivste
Maximum normierten Absorptionsspektren am Peakmarinder Standardsubstanzen,
wie sie fur die Vergleichsdatenbank aufgenommen demr Dazu wurden die

Laufmittelspektren vor und nach dem Peak vom Spaktram Peakmaximum

subtrahiert.

normierte Extinktion
/1 Pl & NARINGENIN
| & \ APIGENIN
= @ £ 4 LUTEOLIN
\ ;
(NN /SN
! ' / y \ \
|l:,. I.'. 'I\fl I|III ; / II;,- ‘.\ \
J llkl :\ I'i o '. \
.:,- = — I ! L] I".
/ ¥ \
[ \ \
! |\‘ II'._
.'II Y IH",I ."
.'|l ".1 II'
.. \ ‘*-.,_
4
i \. "-.I
X
970 -
300 350 400

Abb. 4.3.6 : UV-Spektren von Naringenin, Apigenin unddalin
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normierte Extinktion

240 - 260

- 280

CARVACROL
THYMOL

300 ' nm

Abb. 4.3.7 : UV-Spektren der beiden Isomere Thyora Carvacrol

normierte Extinktion 1. ROSMARNSALIRE
KAFFEESAURE
y .r"_.
240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Abb. 4.3.8 : UV-Spektren von Rosmarinséaure und é&dture
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normierte Extinktion

' PROTOCATECHUALDEHYD
|| || PROTOCATECHUSAURE

0

250 300 350 400 _ hm

Abb. 4.3.9 : UV-Spektren von 3,4-Dihydroxybenzaldehy{Bcatechualdehyd) und
3,4-Dihydroxybenzoesaure (Protocatechusaure)
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Die verwendeten Standardsubstanzen sind zusammieRetentionszeiten (Rt) und
Absorptionsmaxima in Tabelle 4.3.4 dargestellt.

Nr. | Substanz Abk. | tRet | Amaxl | hma2
[min] | [nm] | [nm]

1 | Gallusséaure GS 8,5 271 -

2 | Catechin CAT| 21,8 238 279

3 | Kaffeeséaure KS 24,2 244 322

4 | p-Cumarsaure pCS 33,0 310 1

5 | Rosmarinsaure ROS 472 242 380

6 | Kampferol KAE| 62,8 | 265| 366

7 | Carvacrol CAR| 73,5 | 275 -

8 | Thymol THY | 74,7 | 276 -

9 | Luteolin LUT - 255| 350

10 | Vanillinsaure VS - 261 297

11 | Naringenin NAR - 290 -

12 | Apigenin API - 267| 338

13 | Protocatechusédure PCS 1 265 295

14 | Protocatechualden PCA - 280 | 315

Tabelle 4.3.4 : Abkirzungen, Retentionszeiten (bei Method&) sowie
Absorptionsmaxima der verwendeten Vergleichssubstan
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4.3.4 Analyse von Gewdrzen

4.3.4.1 Herstellung der Extrakte und HPLC-Methoden

Von den untersuchten Proben wurde ein unbestraintigrein bestrahlter (10 kGy) Teill
gleichzeitig aufgearbeitet. Dazu wurden die Gewiolpn in drei Extraktionen

(EXTRAKT 1, EXTRAKT 2 und EXTRAKT GF) mit 80%igemyassrigen Methanol

durch dreitdgiges Ruhren in  geschlossenen, dunki@rasgefalRen bei

Zimmertemperatur extrahiert. Die Extrakte wurdewardinnt, bzw. 1:1 und 1:10 mit
2,5%iger Ameisensaure verdinnt, in die HPLC-Apparatjiziert und mittels Methode

LC2, LCla und LC1 getrennt. Dies fuhrte zu drei Stethen (MR1, MR2, MR3).

Es wurden zwei HPLC-Messreihen (MR) mit den Trogemirzen der Fa. Kottas und

eine Messreihe mit den getrockneten Frischgew((@é&) aus Karnten durchgefihrt:

Trockengewiirze MR1 Methode LC2 unverdinnt EXKHAL
Trockengewiirze MR2 Methode LCla 1.1 EXTRAKT 2
Gewirze Karnten MR3 Methode LC1 1:10 EXTRAKT GF

Die Trockengewtrze und die Gewdrze aus Karnten (M®R3) wurden mit den oben
angefuhrten Methoden untersucht, wobei die Substafewveils bei 280 nm detektiert
wurden. Bei der Messreihe MR2, bei der ebenfallsejee bestrahlte und eine
unbestrahlte Trockengewirzprobe mit der Methoded QGderdinnung 1:1, Fluss 0,8
ml/min) untersucht wurde, wurden die Chromatograntmeedrei Wellenlangen (250,
280, 335 nm) aufgenommen, um die teilweise hohEsdimktionen einiger Substanzen
bei 250 und 335 nm zu nutzen.

Beispielsweise haben Rosmarinsdure und die Flavgpigenin und Luteolin ihre

Absorptionsmaxima im Bereich von 330 nm (s. Abl8.@l. 4.3.8). Damit wird eine
Uberlagerung ihrer Signale durch andere Verbindopgdie nur unter 300 nm
absorbieren, unterbunden. Dies erleichtert die igli@e Analyse. Die quantitative

Analyse wurde bei 280 nm durchgefuhrt.
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4.3.4.2 Chromatographische Trennungen und Detektioder Gewurzinhaltsstoffe

In den folgenden Abbildungen sind jeweils drei Ghatogramme von Oregano (Abb.
4.3.10-12), Thymian (Abb. 4.3.13-15), Salbei (ABI8.16-18) und eines von Rosmarin
(Abb. 4.3.19) dargestellt. Rosmarin wurde nur @&sarknetes Frischgewtirz untersucht.
Die Abbildungen, erhalten mit Methode LC2 (Extraktund LC1 (Extrakt GF), zeigen
zum Vergleich jeweils ein Chromatogramm bei 0 k&g bei 10 kGy. Wegen der rein
optisch sehr groRen Ahnlichkeit dieser Chromatognamvurde bei Methode LC1a auf
die Darstellung der bestrahlten Proben verzichtBei LCla wurden die
Chromatogramme bei drei Wellenlangen, 250, 280 38t nm aufgezeichnet, und in
den Abbildungen 4.3.11, 4.3.14 und 4.3.17 wiedezeg. Aus Grinden der besseren
Ubersicht sind die den Peak-Nummern zugeordnetebidiungen/Derivate ebenfalls
angegeben. Eine Peak-Nummer mit “n.i." bedeuteds diée Verbindung zwar Uber ihre
Peakflache ausgewertet, jedoch nicht identifizedéordnet werden konnte.

mad 4
220 nm OREGAMNO, 0 kGy
5
8
1
3
2 B
T
Y
A = = B
280 nm 4
. OREGAMO, 10 kGy
5 8
1
2 3 6
T
uwu L;,JL

Abb. 4.3.10: Chromatogramme des Oregano Extrakts 1 @detH.C2, unverdinnt).
Nummerierte Peaks: 1: n.i., 2: VS/PCS-Der., 3: LDdr, 4: ROS, 5: API-Der.,
6: LUT-Der, 7: NAR, 8: CAR
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Abb. 4.3.11: Chromatogramme des Oregano Extrakt§M2thode LCla, 1:1).

Nummerierte Peaks: 1: VS/PCS-Der., 2: LUT-DerR®S, 4: API-Der., 5: LUT-Der.,

6:n.i., 7:n.i., 8 CAR
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Abb. 4.3.12: Chromatogramme des Oregano Extrakts GFth@de LC1, 1:10).

Nummerierte Peaks: 1: n.i., 2: n.i., 3: KS, 4: AWF., 5: pCS, 6: ROS, 7: CAR
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Abb. 4.3.13: Chromatogramme des Thymian Extrak{Méthode LC2, unverdinnt).

Nummerierte Peaks: 1: n.i. 2: KS/ROS-Der., 3: LU&rD4: LUT-Der., 5: ROS,

6: [PCA], 7: CAR, 8: THY
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Abb. 4.3.14: Chromatogramme des Thymian
Nummerierte Peaks: 1. KS/ROS-Der., 2: LUT-Derl.3T-Der., 4. ROS, 5: [PCA],

6: ROS/KS-Der., 7: THY

Extrakts 2 (btkh LC1a,

1:1).
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Abb. 4.3.15: Chromatogramme des Thymian Extrakis (Gfethode LC1, 1:10).
Nummerierte Peaks: 1: KS, 2: n.i., 3: API-Der.n4:, 5: ROS, 6: NAR
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Abb. 4.3.16: Chromatogramme des Salbei Extrakts 1 (MigthdaC2, unverdinnt).
Nummerierte Peaks: 1: LUT-Der., 2: LUT-Der., 3: R@S[PCA], 5: n.i., 6: n.i.
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Abb. 4.3.17: Chromatogramme des Salbei Extrakts 2 (MkthLCla. 1:1).

Nummerierte Peaks: 1: LUT-Der., 2: LUT-Der., 3: LADEr., 4: ROS, 5: [PCA],

6: API-Der.
**1 280 nm SALBEI 0 kGy
3
1
2
. Z80 nm SALBEI, 10 kGy
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Abb. 4.3.18: Chromatogramme des Salbei Extrakts GF Kbtk LC1, 1:10).
Nummerierte Peaks: 1: n.i., 2: n.i., 3: n.i., 4:;,KSAPI-Der.
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Abb. 4.3.19: Chromatogramme des Rosmarin Extrakiis (Methode LC1, 1:10).
Nummerierte Peaks: 1: n.i., 2: ROS, 3: n.i., 4: kD@r., 5: n.i., 6: n.i., 7: n.i., 8: API-
Der.

4.3.4.3 Identifizierung bzw. Zuordnung der Substanen

Fur die qualitative Beurteilung der Chromatogramswyie fir die in Kapitel 4.3.4.4

folgende mengenmaéalRige Abschatzung der Hauptkompemenwurden bei allen HPLC

Untersuchungen willkirrlich gut getrennte Peakssigihifikanter Extinktion ausgewahlt,
aber auch solche, die schon aufgrund laufenderrilrtbungen und Vergleichsspektren
einer bekannten Substanz zugeordnet werden konateh, wenn diese nicht perfekt
getrennt waren. Fur die ldentifizierung bzw. Zuamg zu einer Verbindungsklasse
wurden die Retentionszeiten und/oder die UV-Spektrder Reinsubstanzen

herangezogen.
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OREGANO

Die den Peaknummern in den HPLC Chromatogrammen AI3010-12 zugeordneten
Verbindungen sind zusammen mit ihren Retentionsaddei den verschiedenen HPLC

Methoden in Tabelld.3.5 zusammengefasst.

Extrakt 1/LC2 Extrakt 2/LCla Extrakt GF/ LC1
Peak
Unverdinnt, 0.3 ml/min 1:1, 0.8 ml/min 1:10, 0.8 ml/min
Rt Rt Rt
Nr. Substanz Substanz Substanz
min min min
1 N.i., Amax 285nm | 33.9 VS/PCS-Der 30.8 | n.i., Amax 280nm | 5.8
2 VS/PCS-Der 55.5 LUT-Der 37.8 | n.i., Anax 280nm | 22.3
3 LUT-Der 69.8 ROS 44.8 KS 24.3
4 ROS 89.7 API-Der 46.7 API-Der.* 27.3
5 API-Der 94.1 LUT-Der 50.7 pCS 33.0
6 LUT-Der 103.3 | n.i., Apax 260 nm | 56.9 ROS 47.0
7 NAR 119.7 n.i. 61.1 CAR 73.4
8 CAR 166.4 CAR 65.1

Tabelle 4.3.5: HPLC-Analyse von Oregano; Peaknumme$ubstanzen und
Retentionszeiten. *Apigenin ahnlich, s. Abb. 4.3.20

Trockengewdirz:

Rosmarinsaure und Carvacrol konnten anhand von l&ehgsubstanzen in allen
Messreihen identifiziert werden. Naringenin war nor Extrakt 1 (Peak 7/LC2)

eindeutig nachweisbar. Weiters konnten aufgrund Aésorptionsspektren zwei

Verbindungen einem Derivat von Apigenin (API-Ddteak 5/LC2; Peak 4/LC1a) und
einem von Luteolin (LUT-Der.; Peak 3/LC2; Peak 21l) zugeordnet werden. Es
durfte sich dabei um Glucoside dieser Verbindunigendeln, denn Aglykone dieser
Verbindungen wirden bedeutend spéater eluiert werdgrgenin-Glucosid wurde

beispielsweise von Tsimogannis et al., 2006, aisltsstoff von Oregano gefunden (s.
Tabelle 4.3.1). Weiters wurde Peak 2 (LC2) und PegkCla) einem Derivat von

Protocatechuséaure bzw. Vanillinsaure (VS/PCS-Deugeordnet. Da diese beiden
Substanzen sehr @hnliche Absorptionsspektren besitzar ohne Einsatz der LC-MS
eine exakte Zuordnung zu einer einzelnen Verbinduogt mdglich. Peak 7 (LCla)

liegt nicht rein vor — die Maxima der UV-Absorptidiegen bei 290 nm und 345 nm,
reines Apigenin absorbiert bei 267 nm und 338 nund der Test auf Peak-Reinheit mit
dem Rechenprogramm der HP CHEMStation® zeigte adahs es sich bei diesem
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Signal um eine Mischung aus mindestens zwei Substahandelt. Peak 1 (LC2) sowie
Peak 6 (LCla) konnten keiner Verbindungsklasse auaget werden. Aufgrund des
ahnlichen Absorptionsverhaltens der Substanz uReak 2 und Peak 5 bei drei
Wellenldngen (Methode LCla, Chromatogramiob. 4.3.11), minimale Absorption
bei 280 nm, ahnliche Absorption bei 250 und 335(amauch UV-Spektrum Luteolin,
Abb. 4.3.6), wurde auch Peak 5 einem Luteolin Cetraugeschrieben. Die Verbindung
unter Peak 6 (LCla) absorbiert ausschliellich &0 2m, es kann daher ein

Kaffeesaure-Derivat oder eine flavonoide Verbinglansgeschlossen werden.
Getrocknetes Frischgewiirz

Im Unterschied zum Trockengewirz sind in der Oregdfrobe aus Karnten
Kaffeesdaure und p-Cumarsaure nachweisbar. Ubdremsind finden sich

Rosmarinsaure und Carvacrol. Das Spektrum des efti®iaDer. zugeordneten Peaks 4
ist nur teilweise mit dem Spektrum von Apigeninntisch. Auffallend war die starke
Absorption der Substanz unter dem Peak 1 bei &eéentionszeit von 5.8 min. Eine

Identifizierung war jedoch, ebenso wie fur Peaki2ht moglich.

THYMIAN

Die den Peaknummern in den HPLC Chromatogrammen Al313-15 zugeordneten
Verbindungen sind zusammen mit ihren Retentionszaiind Absorptionsmaxima bei

den verschiedenen HPLC Methoden in Tabél86 zusammengestellt.

Trockengewdirz:

In allen Proben waren Rosmarinsdure und Thymol weidar, ferner zwei Derivate
von Luteolin (LUT-Der.; Peak 3,4: LC2; Peak 2,3:1a} und eines von Kaffee- bzw.
Rosmarinsaure (Peak 2, LC2; Peak 1, LCla). Carvamay nur im Extrakt 1
(Peak7/LC2) zu detektieren. Die Substanzen untek Be(LC2) und Peak 5 (LCla)
weisen ein Spektrum auf, welches dem des Protdusaétehyds (Abb. 4.3.4) sehr
ahnlich ist (leichte Blauverschiebung der beiden xi@ bei gleichem
Extinktionsverhéltnis). Diese Substanz wurde auchden Messreihen von Salbei
gefunden (Tabelle 4.3.7). Sie wird in der Folge[RIEA] bezeichnet. Die zu Peak 6
(LC1a) gehorige Verbindung zeigt ein ahnliches Ap8onsverhalten wie

Rosmarinsaure bzw. Kaffeesdure (Abb. 4.3.8), dahet angenommen, dass es ein
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Derivat einer dieser Verbindungen ist. Ubereinstenoh mit Literaturangaben (Tabelle
4.3.2) sind folgende Inhaltsstoffe: Rosmarinsa@aryvacrol, Thymol und ein Luteolin-
Derivat, welches in der Literatur als Glucuronicgdigrieben wurde (Dapkevicius et al.,
2002).

Extrakt 1/LC2 Extrakt 2/LCla Extrakt GF/LC1
Peak
Unverdinnt, 0.3 ml/min 1:1, 0.8 ml/min 1:10, 0.8 ml/min
Rt Rt Rt
Nr. Substanz Substanz Substanz
min min min
1 N.i., Amax 280/345 nm | 55.5 | KS/ROS | 35.9 KS 24.3
2 KS/ROS 67.0 | LUT-Der | 38.3 | n.i., Amax 285 nm | 26.3
3 LUT-Der 70.3 | LUT-Der | 39.2 API-Der.* 27.3
4 LUT-Der 73.3 ROS 44 .8 | n.i., Amax 290 nm | 28.4
5 ROS 90.1 [PCA] 45.8 ROS 47.0
6 [PCA] 92.2 | ROS/KS | 48.0 NAR 57.2
7 CAR 166.4 THY 65.7
8 THY 168.0

Tabelle 4.3.6: HPLC-Analyse von Thymian: Peaknumm8ubstanzen,
Absorptionsmaxima und Retentionszeiten. *Apigerinlih, s. Abb 4.3.20

Getrocknetes Frischgewiirz

Im Chromatogramm des Thymian Extraktes GF (Abb.1&Bwurden die Substanzen
Kaffesaure (Peak 1), Rosmarinsaure (Peak 5) unohddarin (Peak 6) identifiziert. Die
Substanz unter Peak 3 zeigte, wie Peak 4 beim Gliogramm des Oregano-Extraktes,
ein Apigenin-ahnliches Spektrum. Die Peaks 2 und#odAnten keiner Verbindung
zugeordnet werden. Gemeinsam mit dem Trockengewlilgymian ist nur

Rosmarinséure.
SALBEI

Die den Peaknummern in den HPLC Chromatogrammen Al316-18 zugeordneten
Verbindungen sind zusammen mit ihren Retentionszedei den verschiedenen HPLC
Methoden in Tabelle 4.3.7 zusammengefasst.
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Extrakt 1/LC2 Extrakt 2/LCla Extrakt GF/LC1
Peak Nr.
Unverdinnt, 0.3 ml/min 1:1, 0.8 ml/min 1:10, 0.8 ml/min
Rt Rt Rt
Substanz Substanz Substanz
min min min
1 LUT-Der 70.8 | LUT-Der. | 37.9 | n.i. (Schulter) 3.7
2 LUT-Der. 73.3 | LUT-Der. | 39.3 | n.i., Amax 265 nm | 5.6
3 ROS* 90.3 | LUT-Der. | 40.6 | n.i. Apax 260 nm | 20.6
4 [PCA] 92.2 ROS 44.8 KS 24.6
5 N.i., Amax 270/335 nm | 167.4 [PCA] 45.8 API-Der. 47.0
6 N.i., Amax 275 Nm 189.0 | API-Der. | 46.7

Tabelle 4.3.7: HPLC-Analyse von Salbei Trockengewgeaknummern, Substanzen
und Retentionszeiteh.Bei Peak 3, (LC2), durfte das API-Der in ROS maR
Uberlappen.

Trockengewdirz:

In den Chromatogrammen der Salbei Extrakte (AbB.16. und 4.3.17) wurde nur
Rosmarinsaure (Peak 3. LC2 bzw. 4: LCla) idens&fizi Das Spektrum der
Rosmarinsaure im Lauf mit Methode LC2 weist Anteiten Apigenin auf, die jedoch
aufgrund des hohen Uberschusses an RosmarinsdererdengenmaRige Abschatzung
nicht beeinflussenEs finden sich mehrere Substanzen, deren Absogsji@ktren
groRe Ahnlichkeit mit dem des Luteolins (Maxima 1285 und 350 nm) aufweisen
(LC2: Peak 1 und 2, LCla: Peak 1, 2 und 3). Eimmtifizierung dieser Verbindungen
war leider nicht mdglich. Die Substanz unter Pealt@2) und unter Peak 5 (LC1la)
weist wieder das bereits bei Thymian beschriebeb&uverschobene
Protocatechualdehyd-Spektrum auf. Peak 5 und 6 )(lK@&nten keiner bekannten
Verbindung zugeordnet werden. lhre Absorptionsmaxigind in Tabelle 4.3.7

angefuhrt.

Getrocknetes Frischgewdrz:

Auffallend ist (Abb. 4.3.18), dass die Signale irhr@matogramm relativ klein sind.
Der einzige mit Sicherheit zuzuordnende Peak ino@latogramm des Salbei Extraktes
GF (Abh 4.3.18) ist Kaffeesdure (Peak 4). Sowohl Retentieihsals auch

Absorptionsspektrum stimmen mit denen der Standasianz (berein. Kaffeesaure
wurde auch im Karntner Oregano (Peak 3) und Thyn{R@ak 1) gefunden. Die
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Verbindungen unter Peak 2 und 3 absorbieren imwelligen Bereich und konnten
keiner bekannten Verbindung zugeordnet werden. Bhsorptionsmaximum der
Substanz unter Peak 1 liegt im kurzwelligen Bdreind wurde daher im festgelegten
Messbereich nicht erfasst. Die Substanz unter Peakigt ein Apigenin-ahnliches
Spektrum, mit leichten Anteilen des Rosmarinsayek8ums, was nicht zuletzt daran
liegt, dass diese Substanz gleichzeitig mit der niRoBisaure eluiert. Ein
mathematischer Test auf Reinheit des Peaks mit &mohenprogramm der HP
CHEMStation® zeigte auch, dass es sich hier um Blisghung aus zumindest zwei

Substanzen handelt.

ROSMARIN

Die den Peaknummern im HPLC Chromatogramm Abbl9.3zugeordneten
Verbindungen sind zusammen mit ihren Absorptionsmaxund Retentionszeiten in

Tabelle4.3.8 angegeben.

Extrakt GF/LC1
Verd. 1:10, Fluss: 0.8 ml/min
Peak Nr. Substanz Rt min
1 N.i., Amax 280nm | 22.3
2 ROS 47.0
3 N.i., Amax 290nm | 48.3
4 LUT-Der. 49.1
5 N.i., Amax 260nm | 53.6
6 n.i.* 54.6
7 n.i.* 55.4
8 API-Der. 56.5

Tabelle 4.3.8: HPLC-Analyse von Rosmarin (getrocknetes Frischgevir
Peaknummern, Substanzen, Absorptionsmaxima unchiRetszeiten. * Peak 6 und 7
haben ein ahnliches Spektrum wie API, siehe Alik20.

Im Unterschied zum Chromatogramm des Thymian-ExtsakAbb. 4.3.15) sind bei
jenem des Rosmarinextraktes viele Peaks mit deaetlicAbsorptionen zu erkennen
(Abb. 4.3.19). Dennoch konnte nur RosmarinsdureaKP2) eindeutig identifiziert

werden. Peak 4 und Peak 8 weisen, aufgrund derrptisosspektren, auf Derivate von
Luteolin und Apigenin hin. Die Substanzen unterkP@and 7 zeigen ein dem Apigenin
nur teilweise ahnliches SpektrufAbb. 4.3.20). Eine genauere Klassifizierung zweein
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Verbindung/Derivat war nicht moglich. Ahnliche Sprek, jedoch bei einer kiirzeren
Retentionszeit von 27.3 min, wiesen auch die Chtogramme von Thymian GF (Peak
3) und Oregano GF (Peak 4) auf (s. Tabellen 4.8cb 413.5). Die Peaks 1, 3 und 5

konnten keiner bekannten Verbindung zugeordnet everd

normierte Absorbance =
SN APIGENIN
i = _r- .”,_ SUBSTAMNZ MUMMER &
i i \
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Abb 4.3.20 : Vergleich der Spektren des Apigenias) (und der Substanz Nummer 6
(blau) im Chromatogramm des Rosmarin-Extraktes (l2eak 4, Oregano und Peak 3,
Thymian)

Zusammenfassung der qualitativen Analyse

Trockengewiirze

Die in 80% Methanol l6slichen Extrakte der Gewualmn wiesen eine Vielzahl von
Substanzen auf, was starke Peak-Uberlappungen alge Fhatte. Von den 14
eingesetzten Referenzsubstanzen (Tabelle 4.3.8Onwaur 4 eindeutig nachzuweisen:
ROS, CAR, THY und NAR (letzteres nur in Oreganopn\-lavonoid-Derivaten lagen
keine Vergleichssubstanzen vor. Dennoch waren @ikigy zu erkennen. Derivate von
Luteolin fanden sich in allen Gewirzen. Bei Oregand Salbei war zusatzlich noch
ein  Derivat von Apigenin feststellbar. Ebenso kemnt Derivate von
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Vanillinsaure/Protocatechussaure (Oregano) unde€atiure/Rosmarinsaure (Thymian)

detektiert werden.

Getrocknete Frischgewdirze

Die qualitative Analyse der Karntner Gewdurze ergabgesehen von Rosmarinsaure,
eine deutlich andere Zusammensetzung als die der Handel erhaltenen
Trockengewdrze. Die Luteolin- und Apigenin-Derivadee in den Trockengewtirzen als
Hauptprodukte vorlagen, waren hier nicht nachweiddamzuweisen ist auf das haufige
Auftreten von Kaffeesaure (Oregano, Thymian, Salbed auf das von p-Cumarsaure
(Oregano). Beide Verbindungen wurden in den vonnSgiaal., 2005, untersuchten

Gewdlrzen nachgewiesen (Tabellen 4.3.1-4.3.3).
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4.3.4.4 Mengenmaldige Abschatzung der Hauptkomponeat in unbestrahlten und

bestrahlten Gewiirzen

Um einen mdglichen Einfluss der Bestrahlung der ckemgewiirze bzw. der
getrockneten Frischgewtrze auf den Gehalt der apit€l 4.3.4.2 beschriebenen
Inhaltsstoffe bewerten zu kénnen, wurden die Péak#n in den Chromatogrammen
der Extrakte der unbestrahlten und bestrahltenllBfr@ben miteinander verglichen.
Wenn nicht anders angegeben wurden alle mit Peakmumversehenen Verbindungen
zur Flachenintegration herangezogen. Von Extrak1Cld) wurden aus
Vergleichsgriinden nur die Peaks erhalten bei 28Gusgewertet Die Einheit fur die
Peakflache (dem Integral zwischen Signal und Basslim Chromatogramm) ist
mAUs (milli Absorption Unitmal Sekunde). Alle in den folgenden Balkendiagramm
dargestellten Peakflachen sind Mittelwerte aus teegration von jeweils drei
aufeinander folgenden chromatographischen Laufesalleen Extraktes.

Die Integration erfolgte automatisch durch das Rephogramm der HP
CHEMStation® nach einem vorgegebenen Algorithmuabdd wird vom Computer
eine variable Basislinie gezogen und Peaks auteataterkannt und integriert. Es
wurde besonders darauf geachtet, dass alle audgeswverPeaks jeweils bei allen
unbestrahlten und bestrahlten Proben-Chromatogranaukdie gleiche Art integriert
wurden, d.h. dass die Basislinien gleich gelegtdear Das musste speziell bei schlecht
getrennten Peaks gelegentlich manuell nachkortigierden. Dabei wurden einzelne
Peaks in der Regel durch vertikale Linien (vom H&mprogramm) voneinander
getrennt (Abb. 4.3.21). Die Integrationen warenrsgiit reproduzierbar — dieselbe
Probe lieferte bei mehrmaliger Injektion aus deivselProberéhrchen Abweichungen

<3%, unabhéangig von der Peakgrolle.
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Abb. 4.3.21 : Peakintegration bei unvollstandigegrihung

In den folgenden Abbildungen sind die Peakflachenalisgewéhlten Inhaltsstoffe der
untersuchten Gewdurze bei 0 kGy und 10 kGy dardestgegano (Abb. 4.3.22-4.3.24),
Thymian (Abb. 4.3.25-4.3.27), Salbei (Abb. 4.3.28:30) und Rosmarin (Abb. 4.3.31).
Die Verbindungen, denen die Peaknummern entsprecied bei jeder Abbildung
angefuhrt.
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Abb. 4.3.22 : Graphische Darstellung der Peakflaichen Substanzen im Oregano-
Extrakt 1 (Methode LC2). Nummerierte Peaks: 1; 8:iVS/PCS-Der., 3: LUT-Der.,
4: ROS, 5: API-Der., 6: LUT-Der, 7: NAR, 8: CAR

'
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Abb. 4.3.23 : Graphische Darstellung der Peakflachen Substanzen im Oregano-
Extrakt 2 (Methode LC1a). Nummerierte Peaks: 1:RC3-Der., 2: LUT-Der., 3: ROS,
4: API-Der., 5: LUT-Der., 6: n.i. (keine Absorptidrei 280 nm), 7: n.i.., 8: CAR
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Abb. 4.3.24 : Graphische Darstellung der Peakflachen Substanzen im Oregano-
Extrakt GF (Methode LC1). Nummerierte Peaks: 1; &:in.i., 3: KS, 4: API-ahnlich,
5: pCS, 6: ROS, 7: CAR
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THYMIAN
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Abb. 4.3.25 : Graphische Darstellung der Peakflachen Substanzen im Thymian-
Extrakt 1 (Methode LC2). Nummerierte Peaks: 1:21.KS/ROS-Der., 3: LUT-Der.,
4: LUT-Der., 5: ROS, 6: [PCA], 7: CAR, 8: THY
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Abb. 4.3.26 : Graphische Darstellung der Peakflachen Substanzen im Thymian-
Extrakt 2 (Methode LC1a). Nummerierte Peaks: 1:R3%-Der., 2: LUT-Der.,
3: LUT-Der., 4: ROS, 5: [PCA], 6: ROS/KS-Der., MY, 8: n.i.
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Abb. 4.3.27 : Graphische Darstellung der Peakflaclm Substanzen im Thymian-
Extrakt GF (Methode LC1). Nummerierte Peaks: 1: KS).i., 3: API-Der., 4: n.i.,
5: ROS, 6: NAR
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Abb. 4.3.28 : Graphische Darstellung der Peakflacken Substanzen im Salbei-
Extrakt 1 (Methode LC2). Nummerierte Peaks: 1. LD@k., 2: LUT-Der., 3: ROS,
4: [PCA], 5: n.i., 6: n.i.
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Abb. 4.3.29 : Graphische Darstellung der Peakflackien Substanzen im Salbei-
Extrakt 2 (Methode LC1la). Nummerierte Peaks: 1: LDAr., 2: LUT-Der., 3: LUT-
Der., 4: ROS, 5: [PCA], 6: API-Der.
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Abb. 4.3.30 : Graphische Darstellung der Peakflackien Substanzen im Salbei-
Extrakt GF (Methode LC1). Nummerierte Peaks: 1, 2: n.i., 3: n.i., 4: KS, 5: API-
Der.
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Abb. 4.3.31 : Graphische Darstellung der Peakflachen Substanzen im Rosmarin-
Extrakt GF (Methode LC1). Nummerierte Peaks: 1; 8:iROS, 3: n.i., 4: LUT-Der., 5:
n.i.,, 6: n.i.,, 7: n.i., 8: API-Der.

OREGANQO, Trockengewtrz

Ein Vergleich der Peakflachen von bestrahlten unidestrahlten Proben lasst keinen
einheitlichen Einfluss der Bestrahlung erkennenhk&ad in Extrakt 1 (Abb. 4.3.22)
eine Zunahme aller Peakflachen in der bestrahltebhe?zu beobachten ist, zeigen sich
in Extrakt 2 (Abb. 4.3.23) unterschiedliche Ergaisei Cavacrol, das die starkste
Zunahme in Extrakt 1 zeigt, bleibt praktisch unwei€rt, ebenso wie das VS/PCS-
Derivat, das LUT-Derivat (Peak 5) und die Substanter Peak 7. Das LUT-Derivat
(Peak 2) weist eine Abnahme auf, ebenso wie dasD&RVat (Peak 4). Letzteres sogar
eine signifikante. Eine Zunahme ist in Extrakt 2 fiwr Rosmarinsaure zu erkennen, die
jedoch deutlich geringer ist als jene in ExtrakDiese Differenzen, vor allem aber die
generelle Zunahme der Peakflachen nach Bestratdendgxtrakt 1, weisen auf eine
entscheidende Rolle der Extraktion hin. Bei Extrhkliirfte die Extraktionseffizienz bei

der bestrahlten Probe grol3er gewesen sein.
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OREGANO, getrocknetes Frischgewlrz

Als einzige Probe aller Messreihen zeigen alle gnégten Peakflachen bei den
Chromatogrammen des Oregano-Extraktes der im Lgbtiockneten Frischgewirze
eine deutliche Abnahme (Abb. 4.3.24). Grund dagtimit gro3er Wahrscheinlichkeit
eine gewisse Restfeuchte, die bei der Verarbeirungckblieb. Durch die Anwesenheit
von Wasser wahrend der Bestrahlung kann es zu Abakiionen der Inhaltsstoffe
kommen, induziert durch die Primarprodukte der Wassliolyse (s. Kapitel

Wasserradiolyse 2.1.4)

THYMIAN, Trockengewiirz

Hier besteht eine bessere Ubereinstimmung der Rehkh beider Extrakte im

Vergleich zu denen des Oregano. Generell ist einea@me der Peakflachen der
bestrahlten Probe im Vergleich zur unbestrahltererkennen. Nur die Peakflache der
Rosmarinsaure zeigt einmal eine Zunahme (LC2, A®B.25) und einmal eine

deutliche Abnahme (LCla, Abb. 4.3.26). Die einzigerbindung, die in den

Chromatogrammen der ersten Extraktion eine Abnateig, ist Carvacrol.

THYMIAN, getrocknetes Frischgewtirz

Die Peakflachen 1, 2, 3 und 4 zeigen hier eins tutliche Abnahme (z.B. bei Peak 4:
Uber 50%), wahrend die Peakflachen der Rosmariasind des Naringenins zunehmen
(s. Abb. 4.3.27). Die Restfeuchtigkeit durfte hieinen Einfluss auf die Konzentration

der Substanzen haben.

SALBEI, Trockengewiirz

Es ist kein eindeutiger Trend festzustellen. Bein dersten 4 Peaks in den
Chromatogrammen der ersten Extraktion (Abb. 4.3.28) eine Zunahme der
Peakflachen zu beobachten, wobei diejenige von Rosgséure (Peak 3) am meisten
zunimmt (15,5%). Die Flache von Peak 5 nimmt abhnedd die von Peak 6 gleich
bleibt. Die Peakflachen der Hauptkomponenten degitew Extraktion (Abb. 4.3.29)
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zeigen keine nennenswerten Anderungen, wobei dieAmg von Rosmarinséaure mit
6% Abnahme am grof3ten ist. Es ist hier kein eindeutEinfluss der Bestrahlung

erkennbar.

SALBEI, getrocknetes Frischgewtirz

In den Chromatogrammen der Extrakte des gefrievgletieten, frischen Salbeis (Abb.
4.3.30) liegen die Anderungen der Peakflachen migchBestrahlung unter 15%. Man
kann von einer generelleleichten Abnahme (4 von 5 Peaks) sprechen, wobei das
Apigenin-Derivat (Peak 5) mit 13% die hoéchste iea\bnahme zeigt.

ROSMARIN, getrocknetes Frischgewtirz

Auch bei den Peakflachen der Rosmarin-Extrakte (AbB.31) ist praktisch keine
Abnahme zu sehen. Die meisten Peakflachen (7 vareRnen nach der Bestrahlung
leicht zu, wobei jene von Peak 4, einem Luteolinggy die grof3te relative Zunahme
aufweist (21%).
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4.3.5 Zusammenfassung der HPLC-DAD Untersuchungen

Was bereits die unterschiedlichen FC-Werte fur dieckengewirze und die
getrockneten Frischgewilrze vermuten lieBen, wurdechd die qualitative HPLC
Analyse bestatigt. Die Zusammensetzung der in 86fbigMethanol |6slichen,
detektierbaren Substanzen bzw. deren Derivatemaahied sich erheblich. Wie aus der
Literatur bekannt ist, unterscheiden sich Gewlragschiedener geographischer
Herkunft sehr in ihren Inhaltsstoffen — in KapiteB.1 wurden einige Arbeiten zu den
gefundenen Stoffen aufgelistet. Als gemeinsameslifig bleibt jedoch, dass kein
eindeutiger Hinweis auf einen Bestrahlungseinflgegeben ist (eine Ausnahme bildet

die Oregano-Frischgewlrzprobe, was bereits disktwiierde).

Im Unterschied zu den Totalphenol- und TEAC-Ergsben, die mit Sicherheit einen
Bestrahlungseinfluss ausschlie3en liel3en, zeigenqdalitativen und quantitativen
HPLC Analysen grol3e Unterschiede. In verschiedéndrakten wurden verschiedene
Inhaltsstoffe bzw. deren Derivate oder auch nidentifizierbare Substanzen gefunden,
die Analyse der Peakflachen zeigte Schwankungeab®5%. Das kann als Hinweis
auf den grofRen Einfluss der Probenaufarbeitung getveverden, der offensichtlich
groler ist, als der Einfluss der Bestrahlung. Um Befluss der Probenaufarbeitung
genauer zu erfassen, mussten eine Vielzahl glei@e@riirzproben untersucht werden,

was im Rahmen dieser Diplomarbeit nicht moglich.war
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4.4 Untersuchungen an unbestrahlten und bestrahlte@ewlrzen mittels LC-MS

Mittels HPLC-DAD konnte nur eine geringe Anzahl vorerbindungen in den
Gewdrzextrakten identifiziert werden — der Grof3teder Peaks in den
Chromatogrammen stammt von unbekannten Verbindurgem. von Derivaten
bekannter Substanzen. Da diese Verbindungen irhbeaer Menge in den Extrakten
vorhanden waren, und demzufolge am ehesten beiniheeén messbarer
Bestrahlungseffekt zu erwarten war, wurden an detrakten der Trockengewirze
Untersuchungen mittels LC-ESI-Q-rTOF-Massenspekétoim durchgefihrt.

Die Grunde fur die LC-MS Untersuchungen liegen tiolr in der ldentifikation
unbekannter Verbindungen, sondern viel mehr in der hoherenel@witat der
Messmethode. Dabei ist es auch nicht mehr nétigdeuvollstandige Trennung der
Peaks zu achten, was eine Fehlerquelle in den gegamgenen HPLC-Untersuchungen
war. AulRerdem konnen in der Literatur zitierte Gezrihaltsstoffe gezielt gesucht und

identifiziert werden.

441 LC-MS Untersuchung eines Standardgemisches d@n massen-
spektrometrische Charakterisierung der Vergleichssbhstanzen

Die LC-MS Untersuchungen wurden unter denselben omshtographischen
Bedingungen wie die beiden HPLC-DAD Messungen dgeélhrt. Die verwendete
Methode war LC2, die Einstellungen fur die ESI-Khyng sind im experimentellen
Teil (Kapitel 3.3.4) angefihrt. Es wurde im negativModus aufgenommen, d.h. [M-
H]" lonen wurden detektiert. Die methanolischen Geexirakte wurden vor der
Injektion 1 : 1 mit 2,5%iger Ameisensaure verdurvior und nach den Messungen
wurde eine Mischung aus 12 StandardsubstanzenemjigTab. 4.4.1), um deren
Retentionszeiten zu uberprifen, sowie um Massé&trgmeflr den Vergleich mit den
Gewiirzinhaltsstoffen aufzunehmen. Es wurden dielye Standardsubstanzen (5810
mol/l) verwendet, wie fir die HPLC-DAD Untersuchamg Ihre Molekulargewichte
sind in Tabelle 4.4.1 zusammengefasst. Die Verlnigdn Carvacrol und Thymol
konnten unter den gewdahlten experimentellen Bediggn (siehe Kapitel 3.3.4) nicht
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detektiert werden. Dies wurde auch schon von enederen Arbeitsgruppe festgestellt
(Exarchou et al., 2003).

Verbindung Abklrzung Molekulargewicht
[g/mol]
Gallussaure GS 170,2
Catechin CAT 290,0
Vanillinséaure VS 168,1
Kaffeesaure KS 180,2
p-Cumarsaure p-CS 164,2
Rosmarinsaure ROS 360,3
Naringenin NAR 272,3
Luteolin LUT 286,2
Kampferol KAM 286,2
Apigenin API 270,2
Carvacrol CAR 150,2
Thymol THY 150,2

Tabelle 4.4.1 : Molekulargewichte der Standardsarizsn

4.4.2 Identifizierung von Inhaltsstoffen und von deen Derivaten

Die graphischen Darstellungen der Chromatogramnge dam Totalionenstrom der
einzelnen chromatographischen Laufe eigneten St fir eine Identifikation oder
mengenmalige Abschatzung einzelner Inhaltsstadieerdwurde gezielt nach einzelnen
Massen gesucht. Bei den vorausgegangenen HPLC-D¥iernenten, wurden aus
den jeweiligen Chromatogrammen bei 280 nm Pealis lmestimmten Kriteriet{Grol3e,
gute Trennung, bekannte Verbindung, Spektrum &hmnkitem einer bekannten
Verbindung) ausgewahlt und zum Vergleich die Péakién der bestrahlten und der
unbestrahlten Probe ermittelt. Bei den LC-MS Untelnsingen kénnen jedoch Uber den
ganzen chromatographischen Lauf Massen von Verhgelu ermittelt werden,
wodurch auch mégliche Derivate und unbekannte Vieiingen identifiziert werden

konnten.
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Dazu wurden sowohl die [M-H]onen der Standardverbindungen, sowie auch jene vo
in der Literatur zitierten Gewdrzinhaltsstoffenefse Tabellen 4.3.1, 4.3.2 und 4.3.3,
Kapitel 4.3.1) durch Herausrechnen der lonenspunodyuct-ion-scap aus dem
gemessenen Totalionenstrom gesucht. Da aus deatutdekannt war, dass in MS/MS
Untersuchungen von Flavonoiden ein Neutralverlust w/z 162 bzw. 176 einem
Glucosid bzw. einem Glucuronid entspricht (Pardjale 2004), konnte gezielt nach
diesen Verbindungen gesucht werden. Im Besondexeh solchen von Luteolin und
Apigenin, deren Absorptionen bereits im HPLC-DAD r@nhatogramm deutlich zu

erkennen waren.

OH

0
O

HO R
OH \
Glykosidiszche Bindung

Abb. 4.4.1 : Glucosid eines phenolischen PflanZeaistoffes R

OH

Abb. 4.4.2 : Glucuronid eines phenolischen Pflamdsaltstoffes R

Als Glucoside bezeichnet man organischen Substaheemienen ein Alkohol (R-OH)
Uber eine glykosidische Bindung an Glucose gebumgtgif\bb. 4.4.1). Es handelt sich
dabei um eine Untergruppe der Glykoside. Bei Glaogigen ist ein Glucuronsaurerest
an dasAglykongebunden (Abb. 4.4.2).

Diese Derivate werden in den folgenden Abbildunged Tabellen als —gos (Glucosid)

bzw. —gur (Glucuronid) bezeichnet.

94



ERGEBNISSE

OREGANO
Im Extrakt des trockenen Oreganos wurden auf3er bgeits in den HPLC
Untersuchungen mit optischer Detektion identifisar Rosmarinsaure die
Verbindungen Apigenin, Naringenin, Luteolin, Eriogjol, Hispidulin und Chinasaure
gefunden. Weiters konnten mehrere unbekannte Deravahand ihrer Massenspektren
zugeordnet werden: Eine aus den HPLC-DAD Messungéxekannte Verbindung des
Luteolins wurde als Glucuronid identifiziert, diésher als VS/PCS-Der bezeichnete
Substanz istindeutigein Glucosid der Protocatechusaure (PCS-gos)vandipigenin
wurden noch dessen Glucosid bzw. Glucuronid idereit, ebenso wie ein Glucuronid
(Tab.4.4.2).

chromatographischen Bedingungen, analog wie inSt@ndardldsung, nicht detektiert

des Hispidulins Carvacrol konnte unteden gegebenen
werden. Die Fragmente mit den MS-Spektren von Uutglucuronid,
Apigeninglucuronid, Naringenin und Rosmarinsaureremaidentisch mit jenen von

Parejo et al., 2003.

Substanz Abklrzung ref [MinN] [M-H]~
Chinasaure CHS 7,3 191
Apigenin API 143,9 269
Naringenin NAR 108,6 271
Luteolin LUT 126,8 285
Eriodictyol ERI 69,5 287
Hispidulin HIS 130,8 299
Rosmarinsaure ROS 90,4 359
Protocatechuséureglucosid PCS-gos 58,6 421
Apigeninglucosid API-gos 91,8 431
Apigeninglucuronid API-gur 93,1 445
Luteolinglucuronid LUT-gur 86,0 461
Hispidulinglucuronid HIS-gur 99,0 475

Tabelle 4.4.2 : Identifizierte Inhaltsstoffe im Qeao-Extrakt

In Abbildung 4.4.3 ist das lonenchromatogramm fike dlasse 269, sowie die
Massenspektren der Inhaltsstoffe Apigenin (MW: 23nol), Apigeninglucuronid
(MW: 446 g/mol) und Apigeninglucosid (MW: 432 g/malargestellt.
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Abb. 4.4.3: lonenchromatogramm der Masse 269 degddo-Extraktes (oben) und
Massenspektren von APIGENIN (API) bei 143,9 min,IGENIN-Glucuronid (API-
gur) bei 93,1 min und APIGENIN-Glucosid (API-gosgil®1,8 min. Glucosid und
Glucuronid sind in diesem lonenchromatogramm re¢higetrennte Peaks sichtbar.
Deutlich ist zu erkennen, dass das Apigenin beirh#deluiert, wohingegen die beiden
Derivate ob ihrer vergleichsweise hoheren Hydroplidst gleichzeitig, jedoch friher,
bei hoherem wassrigen Laufmittelanteil eluierendém Massenspektren ist auch die

typische Massendifferenz von 162 fir das Apigeniogsid bzw. 176 fur das
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Glucuronid zwischen den beiden intensivsten Signate erkennen. Auch beim
Protocatechusaurederivat (Abb. 4.4.4) sieht manM#Bssendifferenz von 162 (421-
259) im Massenspektrum (Abb. 4.4.5). Das Fragmé&3® dntspricht der Masse der
Protocatechusaure. Dieses Derivat (4-(3,4-Dihydoexyoyloxymethyl)phenyp-D-
glucopyranosid) wurde zum ersten Mal 1987 von Naka®& Kikuzaki in Oregano
gefunden. Es entspricht der Verbindung, die bei dPhC-DAD Untersuchungen als
VS/PCS-Der bezeichnet wurde (Abb. 4.3.10, 4.3.1d Tab. 4.3.5).

OH _H
oo )onoe—( }
i CH_ O _H
HO 2
H

I
0

Abb. 4.4.4: Strukturformel des Protocatechusaureatsr (Nakatani & Kikuzaki, 1987)

Intens. -MS, 58.4min #2309
6000
5000 421.11065
4000+
153.0225
3000
2000
10005 . . 259.0528
301.0128 6201069 7140737
0- ‘
100 200 300 ; 400 500 600 700 miz

Abb. 4.4.5: Massenspektrum des Glucosids eines€atdachuséurederivates (PCS-gos)
aus dem Massenchromatogramm der Masse [M+H] des Oregano-Extraktes
THYMIAN

Bei den LC-MS Untersuchungen des Thymian Extraktesnten in signifikanter
Menge die Glucoside bzw. Glucuronide von RosmauresaKaffeesaure, Apigenin,
Eriodictyol und Luteolin gefunden werden. Als Agbie wurden Rosmarinsaure,
Chinasaure und digalbeisauren und K, gebrauchlicher ist die englische Bezeioim
Salvianolic acid(SAC-I bzw. SAC-K), gefunden (Tab. 4.4.3). Salwho acid |1, ein
Kaffeesédure-Derivat der Rosmarinsaure (3'-O-(8¢a&feoyl)rosmarinic-acid), wurde

das erste Mal 2002 in Thymian von Dapkevicius ehathgewiesen. In dieser Literatur
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nur in Salbei nachgewiesen worden.

Substanz Abklrzung ref[MiN] [M-H]~
Chinasaure CHS 7 191
Kaffeesaureglucosid KS-gos 52,1 341
Rosmarinsaure ROS 115,4 359
Apigeninglucuronid API-gur 120,4 445
Eriodictyolglucosid ERI-gos 61,2 449
Luteolinglucuronid LUT-gur 99,1 461
Eriodictyolglucuronid ERI-gur 66,4 463
Rosmarinsaureglucosid ROS-gos 93,1 521
Salvianolic acid | SAC-I 123,7 537
Salvianolic acid K SAC-K 117.6 555,1

Tabelle 4.4.3 : Identifizierte Inhaltsstoffe im Trhian-Extrakt

Abbildung 4.4.6 zeigt das lonenchromatogramm (n@%) lsowie das Massenspektrum
der Chinasaure. Es soll darauf hingewiesen werdass diese Verbindung bis jetzt
nicht in den Gewurzen Oregano, Thymian und Sall&irglen wurde. In Abbildung
4.4.7 ist das lonenchromatogramm und das Massetnspekles Luteolinglucuronids
mit Neutralverlust 176 zwischen dem Molekllpeak IH{1-461 und der Masse des
Aglykons Luteolin, [M-H] 285 abgebildet. Des Weiteren wird in Abbildung.8.das
Massenspektrum des Eriodictyol-glucuronids (Molekidk: [M-H] 463, Aglykon
Eriodictyol [M-H] 287) gezeigt.
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Abb. 4.4.6 : lonenchromatogramm der Masse 191 (obed Massenspektrum am
Peakmaximum bei 7 min (unten) aus dem Chromatogratesn Thymian-Extraktes.
Identifiziert als: CHINASAURE (CHS)
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Abb. 4.4.7 : lonenchromatogramm der Masse 461 (ol Massenspektrum am
Peakmaximum bei 99,1 min (unten) aus dem Chromanagr des Thymian-Extraktes.
Identifiziert als: LUTEOLIN-Glucuronid (LUT-gur)
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Abb. 4.4.8 : lonenchromatogramm der Masse 463 (olbed Massenspektrum am
Peakmaximum bei 66,4 min (unten) aus dem Chromanaogr des Thymian-Extraktes.
Identifiziert als: ERIODICTYOL-Glucuronid (ERI-gur)
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Wird ein lonenchromatogramm bei der Masse m/z 8&%e entspricht dem [M-Hgler

Rosmarinsaure, aufgenommen, so werden an vier iétasmit im Chromatogramm
Signale detektiert. Wird bei den entsprechendenerRieinszeiten Uber einen
Massenbereich von 100-1000 m/z gescannt, so komedren Rosmarinsaure als

Aglykon drei weitere Verbindungen (siehe Abb. 4)4d@ntifiziert werden.
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Abb. 4.4.9 : Massenspektren aus dem lonenchromeatogr der Masse359 des
Thymian-Extraktes: Identifizierte  Substanzen: ROSRINSAURE (ROS),

ROSMARINSAURE-Glucosid (ROS-gos), SALVIANOLIC ACIIK (SAC-K) und
SALVIANOLIC ACID | (SAC-I).

SALBEI

Bei den LC-MS Untersuchungen des Salbei-Extrakiesnten die Glucoside bzw.
Glucuronide von Luteolin, Apigenin und Hispidulisowie die Aglykone Chinasaure,
Rosmarinsaure und die Salbeisd8advianolic acid Kgefunden werden (Tab. 4.4.4).
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Substanz Abklrzung ref [MiN] [M-H]"
Chinasaure CHS 8 191
Rosmadial RDL 156,9 343
Rosmanol ROL 142.,8 345
Rosmarinsaure ROS 115 359
Apigeninglucosid API-gos 120,7 431
Apigeninglucuronid API-gur 119,7 445
Luteolinglucosid LUT-gos 101,2 447
Luteolinglucuronid LUT-gur 97,6 461
Hispidulinglucuronid HIS-gur 124,2 475
Salvianolic acid K SAC-K 117,2 555

Tabelle 4.4.4 : Identifizierte Inhaltsstoffe im Bai-Extrakt

AulRerdem wurden noch zwei weitere Verbindungen madihiarer charakteristischen
Massenbruchstiicke in mehreren Peaks (also verimutlich als nicht naher bekannte
Derivate) identifiziert: Rosmadial (Abb. 4.4.10) curRosmanol (Abb. 4.4.12). Ihre
Strukturformeln sind in Abb. 4.4.11 dargestellt.

<=3 [M-H]"
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Abb. 4.4.10 lonenchromatogramm der Masse 343 S8atbei-Extraktes und

Massenspektren der Peakmaxima bei 150,4 min un® bh5ié.
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Beide Massenspektren weisen auf die Gegenwart wsmRBRdial hin. Der kleine Peak

bei 11,1 min zeigt keine auswertbaren Fragmentmasse

0OH
0
|

0

Abb. 4.4.11 : Strukturformel von ROSMADIAL (linksind ROSMANOL (rechts)
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Abb. 4.4.12 : lonenchromatogramm der Masse 345S#dkei-Extraktes (oben) und
Massenspektren der Peakmaxima bei 142,7 min 1419 (Mitte) und 249,6 min
(unten). Die Massenspektren weisen auf IsomereR@smanol hin. Der kleine Peak
bei 156,9 min zeigt das schon besprochene ROSMAEBAEktrum.
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Es soll erwahnt werden, dass die Masse m/z 30htbsic in zwei der gezeigten
Rosmanol-Massenspektren, bereits von Sefiorans, 2040, als Fragment bei MS-

Messungen von Rosmanol gefunden wurde.

4.4.3 Mengenmalige Abschatzung identifizierter Inhigsstoffe

OREGANO
Die Abschatzung der relativen Anderungen der Paekén der gefundenen
Inhaltsstoffe wurde in den [M-H]Jonenchromatogrammen der einzelnen Substanzen

vorgenommen. Die Peakflachen sind im Balkendiagraiobh. 4.4.13, dargestellt.

Peakflachen OREGANO
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Abb. 4.4.13 : Graphische Darstellung der relativEange der Inhaltsstoffe im Oregano

Die Mehrheit der Peakflachen (9 von 12) zeigt egeginge Abnahme, wobei die
Anderungen generell um +/- 5% liegen. Ausnahmemnlehil die Peakflaichen der
Glucuronide des Apigenins (-16%) sowie des Luten(ii4%).

THYMIAN

Die Peakflachen der identifizierten Substanzen giraphisch im Balkendiagramm,
Abb. 4.4.14, dargestellt.
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Abbildung 4.4.14 : Graphische Darstellung der reéast Menge der Inhaltsstoffe im
Thymian. Anmerkung: Aus Grinden der Anschaulichksihd die Balken fur
CHINASAURE (CHS) und ROSMARINSAURE (ROS) auf ein hogel ihrer
wirklichen GréRRe verkleinert dargestellt.

Auch in den lonenchromatogrammen des Thymian-Etdsakdndern sich die
Peakflachen generell um +/- 5%. Die drei Ausnahmsied hier die Glucuronide von
Luteolin (+13%) und Eriodictyol (+35%) sowie Saln@ic acid | (+12%).

SALBEI

Peakflachen SALBEI
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Abb. 4.4.15 : Graphische Darstellung der relativeange der Inhaltsstoffe im Salbei

In den lonenchromatogrammen der Salbei-Extrakteeiis¢ generelle Abnahme aller
Peaks (bis auf Salvianolic acid K) zu beobachteie @ol3te relative Abweichung
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zeigen hier Rosmadial (-23%) und das Apigeninglocigr (-25%), wobei letzt
genanntes nur in geringer Menge nachgewiesen wéuaterte, was die grol3e Abnahme

wieder relativiert.

4.4.4 Vergleich der HPLC-DAD und LC-MS Untersuchunggn

Um die Ergebnisse fir unbestrahlte und bestrahéi@i®zproben, erhalten mit beiden
Messmethoden, HPLC-DAD und LC-MS, einander gegersiblen zu konnen,
wurden nur diejenigen Substanzen herangezogenudid beide Methoden zugeordnet

bzw. identifiziert werden konnten.

OREGANO

In Tabelle 4.4.5 sind die Substanzen, ausgewahlOfiégano, und die prozentuellen
Anderungen ihrer Peakflachen angegeben. Deutlithdsss die aus demleichen
Extrakt (Extrakt 2) erhaltenen prozentuellen Andgen bei HPLC-DAD und LC-MS
eine Abnahme (vergleichbare Werte) zeigen, Rosrséunire zeigt bei beiden Methoden

eine geringfiigige Zunahme.

Inhaltsstoff| / Analysenmethode> LC2/Extrakt 1 LCla/Extrakt 2 LC2/Extrakt 2
DAD DAD MS
Luteolin-Glucuronid +4,7 -21 -14,1
Apigenin-Derivat(e) Glucuronid -16,1
) +8,5 -15

Glucosid -3,4
Rosmarinsaure +15,3 +4 +2,2
Protocatechusaure-Glucosid +5,1 -4 -5,6

Tabelle 4.4.5: Prozentuelle Anderung der Peakfiidheden Chromatogrammen des
Oregano-Extraktes nach Bestrahlung, aufgenommeneanitMethoden LC2, LC1a, bei
280 nm, sowie LC2-MS bei der jeweiligen Masse [Mddr Substanzen
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THYMIAN

Die HPLC-DAD und LC-MS Ergebnisse zeigten bei Thgmiur beide, Extrakt 1 und
Extrakt 2, bei den KS/ROS-Derivaten und den LUTilen eine zunehmende
Tendenz der Peakflichen nach der Bestrahlung. Edusnahme stellt das
Rosmarinsaureglucosid in der LC-MS Messung dar.RRaimarinsaure ergaben nur die

gleichen Extrakte eine Ubereinstimmung, eine Abnalmvischen 7% (MS) und 15%

(DAD) (Tabelle 4.4.6).

Inhaltsstoff| / Analysenmethode> LC2/Extrakt 1 | LCla/Extrakt 2| LC2/Extrakt 2
DAD DAD MS
KS/ROS-Der (KS-gos) +0,5
+2,7 +16
(ROS-gos) -1,5
LUT-Der (Glucuronid) +16,4 +24 +13,3
Rosmarinsaure +5,5 -15 -7,1

Tabelle 4.4.6: Prozentuelle Anderung der Peakfiidheden Chromatogrammen des
Thymian-Extraktes nach Bestrahlung, aufgenommerdemt Methoden LC2, LC1a bei
280 nm und mit LC 2-MS bei den entsprechenden MeddeH] der Substanzen

SALBEI

Ahnlich wie bei Oregano sind auch bei Salbei diggsthiede der Peakflachen in den

verschiedenen Extrakten grol3er als die der glei¢hdrakte (Tab. 4.4.7). Auffallend

sind bei diesem Gewtrz die deutlichen Konzentraabnahmen nach Bestrahlung,

erhalten bei den LC-MS Messungen.

Inhaltsstoff| / Analysenmethode> LC2/Extrakt 1 | LCla/Extrakt 2| LC2/Extrakt 2
DAD DAD MS
Luteolin-Der. (Glucosid) -194
_ +7,6 +4

(Glucuronid) -4,6
Apigenin-Der. (Glucosid) 1 -14,5

(Glucuronid) -24.9
Rosmarinsaure +15,5 -7 -17,7

Tabelle 4.4.7: Prozentuelle Anderung der Peakflidheden Chromatogrammen des
Salbei-Extraktes nach Bestrahlung, aufgenommendemnt Methoden LC2, LCla bei
280 nm und mit LC 2-MS bei den entsprechenden MeldeH] der Substanzen
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Résumé

Die Abschatzung eines Bestrahlungseinflusses wiadldrerelativ grof3en prozentuellen
Schwankungen der Analysenergebnisse verschiederiakBonen nicht mdglich.
Generell kann gesagt werden, dass es, bis auf alelst Irestfeuchte Frischgewtirz
Oregano, beikeiner der untersuchten trockenen bzw. gefriergetrockndteschen
Gewdrzproben zu einerindeutigen signifikanten Abnahme der phenolischen
Hauptkomponenten durch die Bestrahlung gekommerktise reprasentative Auswahl
an Verbindungen zeigt sowohl in der optischen, alsch in der massen-
spektrometrischen Detektion experimentell verursa8thwankungen.

Sicherlich sind die LC-MS Untersuchungen bezugkther Zu- bzw. Abnahme der

relativen Menge eines bestimmten Inhaltsstoffs raagnswirdiger und

aussagekréaftiger, da hier selekdéime Massenspur untersucht wurde — im Gegensatz zu

teilweise ungenugend getrennten Peaks in den HPAD-Messungen. Die Ergebnisse

fur die gleichen Extrakte zeigen aber meist demsellrend.
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5 CONCLUSIO

Die durchgefuhrten Analysen an den Gewurzextraktem Oregano, Thymian, Salbei
und Rosmarin belegen, dass eine Strahlenbehandhibhgder maximal erlaubten
Gesamtdosis von 10 k@geinensignifikanten Einfluss auf den Gehalt an phenbksc
Inhaltsstoffen hat. Vorstellbar ist ein geringfigigAbbau der Inhaltsstoffe, was durch
die Messergebnisse der nicht vollstandig getroéknd®robe des frischen Oreganos
untermauert wird, doch durfte dieser Abbau in deckenen Gewirzen so gering sein,
dass er aufgrund der nicht reproduzierbaren Extnakhicht messbar war. Eine
quantitative Bestimmung des Bestrahlungseffekte® wér dann moglich, wenn man
die Extraktion z.B. durch Anwendung einer Soxhlgtrektion ersetzt und die
natirlichen Schwankungen der Inhaltsstoffe in demizen durch groRe Mengen an

homogenisierter Probe ausgleicht.
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[II Abktrzungsverzeichnis

ABTS 2,2-Azinobisethylbenzothiazolin-6-sulphonséure
API Apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavon)
CAR Carvacrol
CAT Catechin
DAD Diodenarraydetektor / Diodenarray-Detektion
-Der -Derivat
ERI Eriodictyol (3',4’,5.7-Tetrahydroxyflavanon)
ESR Elektronenspinresonanz (-Spektroskopie)
GAE Gallus Acid Equivalents
-gos -Glucosid
GS Gallusséure
-gur -Glucuronid
HPLC High Performance Liquid Chromatography
KAM Kampferol
KS Kaffeesaure
LUT Luteolin
MS Massenspektrometrie
n.i. nicht identifiziert
NAR Naringenin (4',5,7-Trihydroxyflavanon)
PCA Protocatechuséure (3,4-Dihydroxybenzoesaure)
PCS Protocatechualdehyd (3,4-Dihydroxybenzaldehyd)
p-CS p-Cumarsaure
ROS Rosmarinsaure
TEAC Trolox Equivalent Antiooxidant Capacity
TG Trockengewicht
THY Thymol

TL Thermolumineszenz
TOF Time Of Flight-Analysator
TROLOX 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-catisaure
VS Vanillinsaure
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