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1. Einleitung

Die Nutzung von Wertstoffen aus pflanzlichen Reststoffen der Lebensmittelindust-
rie gewinnt zunehmend sowohl wirtschaftlich als auch ernahrungsphysiologisch an
Bedeutung (Sanchez-Rabaneda F. et al. 2004). Pflanzliche Reststoffe fallen jahr-
lich in gro3en Mengen an, in der EU sind es etwa 30 Millionen Tonnen

(Forschungskreis der Ernahrungsindustrie e. V. 2011). Eine effektive Abfallverwer-
tung ist bei dieser Menge eine Herausforderung und schafft die Uberlegung, auch
aus den Ruckstdnden noch vorhandene Wertstoffe zu gewinnen und durch geeig-

nete Extraktionsverfahren weiterzuverarbeiten (Wijngaard H.H. et al. 2010).

Apfeltrester fallt in der Fruchtsaftindustrie tonnenweise an und stellt eine natirliche
Quelle wertvoller Inhaltsstoffe dar (Wijngaard H.H. et al. 2010; Vendruscolo F. et
al. 2008). Dazu gehdren Polyphenole, welche eine bedeutende Rolle in der Pra-
vention kardiovaskuléarer Erkrankungen spielen durften (Pfannhauser W. et al.
2001). Aus epidemiologischen Studien ist zu entnehmen, dass eine an Obst und
Gemiuse reiche Erndhrung, somit eine polyphenolreiche Kost, das Risiko kardi-
ovaskularer Ereignisse senkt (Vita J.A. 2005; Manach C. et al. 2005; Goldberg G.
ed. 2003; Stanner S. ed. 2005). Polyphenole neutralisieren u.a. freie Radikale,

wirken entziindungshemmend und sind krebsvorbeugend (Sesso H. et al. 2003).

Die vorliegende Arbeit entstand zur Unterstlitzung eines Projekts des Initiativkol-
legs BioProMoTION der Universitat Wien. Dabei werden Wirkungen von Extrakten
auf eNOS-Aktivitat aus verschiedenen Fruchttrestern mit Hilfe eines etablierten

Zellassays in vitro getestet (Waldbauer K. 2014).

Das Ziel der Arbeit besteht darin, Extrakte aus verschiedenen Apfeltrestern zu
gewinnen, um daraus Fraktionen zu erhalten, die der Zellassay-basierten Isolie-
rung wirksamer Substanzen dienen. Zur Charakterisierung der Fraktionen wurden
der Gesamtphenolgehalt bestimmt und die fur Apfeltrester charakteristischen
Flavonoide mittels Hochleistungsflissigkeits- und Duinnschichtchromatographie

analysiert.



1.1. Allgemeines Uber Apfeltrester

Apfeltrester ist jener Ruckstand, der bei der Apfelsaft- und Apfelweinerzeugung
anfallt. Er enthalt Schale, Kerne, Kerngehause, Blutenkelche, Stangel und wei-
ches Zellgewebe des Apfels (Cao X. et al. 2009). Jahrlich entstehen mehrere Mil-
lionen Tonnen Apfeltrester weltweit (Bhushan S. et al. 2008, vgl. Tab. 1).

Land Menge Literatur

(in Tonnen)
Spanien 200 000 Gullén B. et al. (2007)
Deutschland 250 000 Endrel3 H.-U. (2000)
Neuseeland 20 000 Lu Y. und Foo L.Y. (1998)
Brasilien 14 000 Villas-Boas S.G. et al. (2003)
Iran 97 000 Pirmohammadi R. et al. (2006)
Japan 160 000 Takahashi J. und Mori T. (2006)
USA 27 000 Roberts J.S. et al. (2004)

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Menge an entstehendem Apfeltrester bei der Apfelsaft- und Apfel-

weinherstellung weltweit (Bhushan S. et al. 2008)

In Deutschland beispielsweise werden zwischen 400 und 750 Mio. Liter Apfelsaft
pro Jahr hergestellt, wobei bis zu 250 000 Tonnen Apfeltrester entstehen (Endrel3
H.-U. 2000; Cao X. et al 2009; Verband der deutschen Fruchtsaftindustrie e.V.
2009). Bei einer Ublichen Apfelsaftherstellung fallen 75% des Apfel-
Frischgewichtes als Saft und 25% als Trester an (Shah G.H. und Masoodi F.A.
1994). Aufgrund der groRen Menge dieses Reststoffs werden vielfach Uberlegun-

gen angestellt, um die Trester sinnvoll zu verwerten (Schalow S. 2009).

Durch den hohen Feuchtigkeitsgehalt (70 — 75%) sind die Apfeltrester volumings,
anfallig fur den Befall von Mikroorganismen und deshalb schwierig zu lagern
(Bhushan S. et al 2008). Aus diesem Grund wird immer noch ein Grofteil des Ap-
feltresters direkt entsorgt, wobei gesundheitsfordernde Molekile wie die erwahn-
ten Polyphenole verlorengehen. Folglich erscheint es sinnvoll, die Rickstande
einer Weiterbehandlung zu unterziehen, um so deren wertvolle Stoffe zu gewinnen
und fur protektive Effekte im Bereich der Gesundheit zu nutzen (Wijngaard H.H. et
al. 2010).



Folgende Stoffgruppen wurden in Apfeltrestern nachgewiesen
(Bhushan S. et al. 2008):

1.1.1.

Pektin

Mineralien [P, K, Mn, Ca, Mg, Fe], (Kennedy M.J. et al. 1994)

Vitamine [A und C], (Kennedy M.J. et al. 1994)

Proteine (Kennedy M.J. et al. 1994)

ubiquitare Zucker [v.a. Arabinose, Galaktose, Glucose, Rhamnose, Xylose],
(Mehrlander K. et al. 2002)

Triterpene [Ursolsaure u.a.], (Bhushan S. et al 2008)

Polyphenole (Schieber A. et al. 2002; Guyot S. et al. 2007)

Bisherige Verwendung und Verwertungsmaglichk eiten von
Apfeltrester

Allgemein werden Apfeltrester verwendet

zur Pektingewinnung (Schieber A. et al. 2003)

als Beimischung in Tierfuttermittel (Sehm J. et al. 2007; Joshi V.K. et al.
2000)

zur Enzymherstellung [Polygalacturonase], (Berovic M. und Ostroversnik H.
1997; Favela-Torres E. et al. 2006)

als Substrat fur mikrobiologisches Wachstum und somit fur die Herstellung
wertvoller Produkte wie organische Sauren (z.B. Zitronensaure), Biogas,
Ethanol, Farbstoff und Backerhefe (Hang Y.D. et al. 1981; Hang Y.D. und
Woodams E.E. 1984; Hang Y.D. 1987; Kalia V.C. et al. 1992;
Wiacek-Zychliniska A. 1994; Shojaosadati S.A. 2002; Bhushan S. und
Joshi V.K. 2006; Attri D. und Joshi V.K. 2006; Gullén B. et al. 2007)

und, wichtig fur die vorliegende Arbeit, fur die Ruckgewinnung von Poly-
phenolen aus Pflanzenextrakten (Bhushan S. et al 2008; Djilas S. et al.
2009)



1.2. Inhaltsstoffe
1.2.1. Pektin

Pektin ist ein naturlicher Bestandteil der Zellwdnde und der Mittellamellen von
Pflanzen. Dort sorgt es flr den Zusammenhalt und die Stabilisierung der Gewebe
und Zellen. Es ist ein Heteropolysaccarid und besteht aus einer Hauptkette, die
Galakturonsaure enthalt, und Seitenketten mit Neutralzuckern wie Arabinose und
Galaktose. Die Bausteine der Hauptkette kdnnen mit Methanol verestert sein,
wodurch Pektine mit unterschiedlichen Veresterungsgraden entstehen. Durch
Veranderung verschiedener Parameter entsteht eine Palette an Produkten flr eine
vielseitige Anwendung (Herbstreith & Fox KG).

Aus industrieller Sicht hat Pektin als Inhaltsstoff die grof3te Bedeutung im Ap-
feltrester (Endref3 H.-U. 2000; Muralikrishna G. und Taranathan R.N. 1994). In der
Nahrungsmittelindustrie wird es vor allem als Verdickungsmittel (Geliermittel) ein-
gesetzt (Thakur B.R. et al. 1997). Pharmazeutisch wird es unter anderem verwen-
det, um den Blutcholesterinspiegel zu senken (Delbarre F. et al. 1977; Cedra J.J.
et al. 1988). Intravends verabreicht verkirzt Pektin die Koagulationszeit des Blutes
bei Hamorrhagie und lokalen Blutverlusten (Joseph G.H. 1956). Aul3erdem zeigte
Kohn R. (1982), dass Pektin bei Vergiftungen mit toxischen Kationen wie Blei die-
se durch Komplexbildung aus dem Blut entfernen kann. Aufgrund der grof3en
Wasserbindungskapazitat vermittelt Pektin ein Sattigungsgefuhl, welches zu ver-
ringertem Nahrungskonsum und zur Gewichtsabnahme fuhrt (Schwartz S.E. et al.
1983). Schieber A. et al. (2003) beschreiben ein Verfahren, wie die Gewinnung
von Polyphenolen ohne grof3en Aufwand in die bereits bekannte Pektinproduktion
integriert werden kann. Es sind aber weitere Studien hinsichtlich Stabilitat und

Verwendung der so gewonnenen Polyphenole notig.

1.2.2. Gesamtpolyphenole

Ihre pharmazeutische Bedeutung haben Polyphenole in Zusammenhang mit der
Pravention kardiovaskularer Erkrankungen (Van der Sluis A.A. et al 2001). Sie
zeigen antioxidative Aktivitat in vitro (Lu Y. und Foo L.Y. 2000) und protektive Ef-

fekte bei Erkrankungen assoziiert mit oxidativem Stress wie Herz-Kreislauf-



Erkrankungen, Krebs und Entziindungen (Hollman P.C.H. et al. 2001; Scalbert A.
et al. 2005; Cody V. et al. 1986) sowie bei koronaren Herzerkrankungen
(Joshipura K. et al. 2001). Eine gesunde Lebensweise und polyphenolhaltige Er-
nahrung kénnen z.B. 30% aller Krebsarten vorbeugen (Willet W. 1995; Vanden
Berghe W. 2012).

Polyphenole sind in Obst und Gemuse enthalten und kdnnen in tGber 8000 ver-
schiedenen Komponenten auftreten, um die Pflanzen vor UV-Strahlung, pathoge-
nen oder organischen Schaden zu schitzen (Middleton E.Jr. et al. 2000). Reiche
Quellen fir Polyphenole sind neben Gemuse und Obst auch Getreide, Kakao,
Rotwein, Tee, Kaffee und viele Gewlrze (Michalska M. et al 2010; Weichselbaum
E. und Buttriss J.L. 2010).

Abhangig von Sorte, Lagerung und klimatischen Bedingungen variieren Zusam-
mensetzung und Menge der phenolischen Komponenten zwischen den verschie-
denen Arten und den unterschiedlichen Teilen der Apfel (Kahle K. et al. 2007;
Guyot S. et al. 2003; Golding J. 2001). Nicht nur die Intensitat und Art der Licht-
einstrahlung ist wichtig bei der Entwicklung der Apfel, sondern auch Kultur, Tem-
peratur, Reifegrad, Bodenbeschaffenheit und Lagerungsbedingungen (Van der
Sluis A.A. et al. 2001; Escarpa A. und Gonzalez M.C. 1998; Lancaster J.E. 2000).
Aufgrund der verschiedenen Arten und Anbaubedingungen sind die Werte Uber
den Gehalt an Polyphenolen in der Literatur recht unterschiedlich und dadurch
schwierig zu vergleichen (Stracke B.A. et al. 2009; Tsao R. et al 2005). Aul3erdem
enthalten z.B. Schale und Kerne hohere Konzentrationen als das Fruchtfleisch
(Vrhovsek U. et al. 2004; Awad M. et al. 2000; Dick A.J. et al. 1987; Lamperi L. et
al. 2008).

In den Tabellen 2 — 5 (vgl. Seiten 6 — 9) sind Gesamtphenolgehalte von Apfeln
zusammengefasst, ermittelt mithilfe der Methode nach Folin-Ciocalteu bzw. mithil-
fe von Hochleistungsflissigchromatographie-Methoden (HPLC-Methoden).

Dabei wurden bei Verwendung der Methode nach Folin-Ciocalteu zur Bestimmung
der Gesamtphenole als Referenzen Gallussaure, Chlorogenséaure, Catechin und
Epicatechin verwendet. Bei der Berechnung auf das Trockengewicht untersuchten
Rossle C. et al. (2010) in zwei aufeinanderfolgenden Jahren Apfelspalten von finf

Sorten und erhielten bei vier von diesen im Jahr 2008 héhere Gesamtphenolge-



halte als das Jahr zuvor. Bei Huber G.M. und Rupasinghe H.P.V. (2009) enthielten
Apfelspalten gro3ere Polyphenolkonzentrationen als Apfelschalen. Suarez B. et al.
(2010) untersuchten Apfeltrester und fanden mit verschiedenen Ldsungsmitteln
unterschiedliche Gesamtphenolgehalte (6,5 mg/g im Aceton-extrakt; 3,6 mg/g im
Methanolextrakt). Hohere Gehalte an Polyphenolen zeigten sich bei Garcia Y. et
al. (2009) mit 3,9 — 13,9 mg/g in Apfeltrestern der Cider-Industrie und

5,5 - 10,9 mg/g in Einzelkultur-Apfeltrestern (vgl. Tab. 2).

Material Gesamtphenole in mg/g Methode Literatur

Apfeltrester (Acetonextrakt) 6,5 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Suarez B. et al. (2010)
Apfeltrester (Methanolextrakt) 3,6 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Suarez B. et al. (2010)
Apfeltrester industriell 5 Sorten 3,9-139 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Garcia Y. et al. (2009)
Apfeltrester Einzelkultur 6 Sorten 55-10,9 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Garcia Y. et al. (2009)
Apfeltrester 6,5 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Savatovi¢ S.M. et al. (2009)
Apfeltrester (Jonagold) 8,5 Folin-Ciocalteu (Chlorogenséaure) Cetkovié G. et al. (2008)
Apfeltrester (Pinova) 8 Folin-Ciocalteu (Chlorogenséaure) Cetkovié G. et al. (2008)
Apfeltrester (Reinders) 8,7 Folin-Ciocalteu (Chlorogensaure) Cetkovi¢ G. et al. (2008)
Apfeltrester (Iduna) 6,5 Folin-Ciocalteu (Chlorogensaure) Cetkovié G. et al. (2008)
Apfeltrester (Braeburn) 5,6 Folin-Ciocalteu (Chlorogenséaure) Cetkovié G. et al. (2008)
Apfeltrester 11 Kulturen 2,3-8,6 Folin-Ciocalteu (Catechin) Sato et al. (2010)
Apfelschale (Dolgo) 0,3 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Red Delicious) 0,3 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Northern Spy) 0,2 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Cortland) 0,2 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Royal Gala) 0,2 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelspalten Braeburn (2007) 11,8 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Braeburn (2008) 12,4 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Cortland (2007) 11,6 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Cortland (2008) 12,5 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Gloster (2007) 13,3 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Gloster (2008) 16 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Idared (2007) 18,5 Folin-Ciocalteu (Gallusséaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Idared (2008) 14,9 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Jonica (2007) 14,6 Folin-Ciocalteu (Gallusséaure) Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Jonica (2008) 15,8 Folin-Ciocalteu (Gallusséaure) Rossle C. et al. (2010)

Tabelle 2: Gesamtphenolgehalte bestimmt mittels Methode nach Folin-Ciocalteu im Apfel, berech-
net auf das Trockengewicht (d.w.)

Bei Nutzung der HPLC als Bestimmungsmethode fiir die Gesamtpolyphenole wur-
de vorwiegend ein Diodenarray-Detektor fir die Detektion verwendet. Als mobile
Phase A diente meist Essigsaure (2% - 2,5%) oder Ameisensaure (0,1%) in Was-
ser und als mobile Phase B Acetonitril oder Methanol. Die Identifizierung der Sub-
stanzen erfolgte meist anhand der Retentionszeiten oder durch einen Vergleich
der UV/Vis-Spektren von Referenzstandards. Unbekannte Komponenten wurden
durch andere spektrale Eigenschaften bzw. Literaturdaten identifiziert. Einige
Hauptkomponenten sind Phloridzin, Chlorogensaure, Procyanidin B2, Epicatechin
und Quercetin. Zur Quantifizierung wurden Kalibrationskurven mit externen Stan-

dards verwendet: Phloridzin fur Dihydrochalkone (bei 280 nm beobachtet), Chlo-



rogensaure fur Hydroxyzimtsdauren (bei 320 nm beobachtet), Quercetin fur
Flavonole (bei 350 nm beobachtet), Cyanidin-Glykoside fur Anthocyanine (bei

520 nm beobachtet).

Huber G.M. und Rupasinghe H.P.V. (2009) untersuchten Apfelschalen verschie-
dener Sorten und erhielten mithilfe der HPLC-Methoden grol3ere Gesamtpoly-
phenolkonzentrationen (z.B. Dolgo 6,4 mg/g) als mithilfe der Methoden nach
Folin-Ciocalteu (z.B. Dolgo 0,3 mg/g). Bei Schieber A. et al. (2003) enthielten Ap-
feltrester mit 2,4 mg/g etwas gré3ere Mengen an Polyphenolen als Apfelsamen
mit 2,2 mg/g. Rossle C. et al. 2010 untersuchten Apfelspalten verschiedener Sor-
ten von zwei aufeinanderfolgenden Jahren (2007 und 2008) und ermittelten mithil-

fe der HPLC geringfiigige Unterschiede im Gesamtphenolgehalt (vgl. Tab. 3).

Material Gesamtphenole in mg/g Literatur

Apfelsamen 2,2 Schieber A. et al. (2003)
Apfeltrester 24 Schieber A. et al. (2003)
Apfeltrester 7,2 LuY. & Foo L.Y. (1997)
Apfeltrester industriell 5 Sorten 1,1-44 Garcia Y. et al. (2009)
Apfeltrester Einzelkultur 6 Sorten 4,7-59 Garcia Y. et al. (2009)
Apfelschale (Dolgo) 6,4 Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Red Delicious) 3,8 Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Northern Spy) 41 Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Cortland) 3,2 Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelschale (Royal Gala) 4,8 Huber G.M. & Rupasinghe H.P.V. (2009)
Apfelspalten Braeburn (2007) 9,6 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Braeburn (2008) 10,8 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Cortland (2007) 10,5 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Cortland (2008) 10,9 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Gloster (2007) 14,3 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Gloster (2008) 17,1 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Idared (2007) 18 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Idared (2008) 124 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Jonica (2007) 13,3 Rossle C. et al. (2010)
Apfelspalten Jonica (2008) 14,5 Rossle C. et al. (2010)

Tabelle 3: Gesamtphenolgehalte bestimmt mittels HPLC im Apfel, berechnet auf das Trockenge-
wicht (d.w.)

Einen Gesamtphenolgehalt von 12 mg/g berechnet auf das Frischgewicht fanden
Leontowicz H. et al. (2002) in Apfelschalen, bestimmt mittels der Folin-Ciocalteu
Methode. Verglichen mit diesem Wert waren bei Wolfe K. et al. (2003) die Kon-
zentrationen mit 3,1 — 5,9 mg/g und bei Tsao R. et al. (2003) mit 1,3 — 2,0 mg/g
deutlich geringer. Tsao R. et al. (2003) konnten feststellen, dass der Ge-
samtphenolgehalt im Fruchtfleisch von Apfeln unter dem in Apfelschalen lag.

Vieira F.G.K. et al. (2009) untersuchten Schale, Fruchtfleisch und Gesamtfrucht
und ermittelten, dass die Konzentrationen in der Schale mit 5,7 — 6,4 mg/g deutlich
hoher waren als im Fruchtfleisch mit 1,4 — 2,2 mg/g und in der gesamten Frucht
mit 1,7 — 2,3 mg/g. Lamperi L. et al. (2008) fanden in Apfelschalen vergleichbare



Werte (4,0 — 7,4 mg/g) und konnten geringfiigige Unterschiede der Konzentratio-
nen von ausgewahlten Sorten in verschiedenen Regionen feststellen. Der Poly-
phenolgehalt in der gesamten Frucht war bei Scalbert A. und Williamson G.
(2000), Boyer J. und Liu R.H. (2004) und bei Hamauzu Y. et al. (2005) geringer als
in Apfelschalen (vgl. Tab. 4).

Material Gesamtphenole in mg/g Methode Literatur
Apfelschalen 12 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Leontowicz H. et al. (2002)
Apfelschalen (Idared) 59 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Wolfe K. et al. (2003)
Apfelschalen (Rome Beauty) 5 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Wolfe K. et al. (2003)
Apfelschalen (Cortland) 3,9 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Wolfe K. et al. (2003)
Apfelschalen (Golden Delicious) 31 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Wolfe K. et al. (2003)
Apfelschalen (Cortland) 1,3 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Tsao R. et al. (2003)
Apfelschalen (Red Delicious) 2 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Tsao R. et al. (2003)
Apfelschalen (Northern Spy) 1,6 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Tsao R. et al. (2003)
Schale (Fuiji) 58 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Schale (Epagri COOP24) 57 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Schale (Epagri F5P283) 6,4 Folin-Ciocalteu (Gallusséaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Schale (Golden Delicous, 4 Folin-Ciocalteu (Catechin) Lamperi L. et al. (2008)
3 verschiedene Regionen) 53 Folin-Ciocalteu (Catechin) Lamperi L. et al. (2008)

45 Folin-Ciocalteu (Catechin)

Schale (Annurca, 57 Folin-Ciocalteu (Catechin)
3 verschiedene Regionen) 6,1 Folin-Ciocalteu (Catechin)
74 Folin-Ciocalteu (Catechin)

Lamperi L. et al. (2008)
Lamperi L. et al. (2008)
Lamperi L. et al. (2008)
Lamperi L. et al. (2008)

Schale (Red Chief, 6,4 Folin-Ciocalteu (Catechin) Lamperi L. et al. (2008)
2 verschiedene Regionen) 57 Folin-Ciocalteu (Catechin) Lamperi L. et al. (2008)
Schale (Stayman Neepling, 58 Folin-Ciocalteu (Catechin) Lamperi L. et al. (2008)
2 verschiedene Regionen) 55 Folin-Ciocalteu (Catechin) Lamperi L. et al. (2008)
Schale (Jeanne Renard) 6 Folin-Ciocalteu (Epicatechin) Sanoner P. et al. (1999)
Schale (Chevalier Janne) 3,8 Folin-Ciocalteu (Epicatechin) Sanoner P. et al. (1999)
Schale (Kermerrien) 3,6 Folin-Ciocalteu (Epicatechin) Sanoner P. et al. (1999)
Apfel ohne Schale 6,8 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Leontowicz H. et al. (2002)
Fruchtfleisch (Cortland) 0,5 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Tsao R. et al. (2003)
Fruchtfleisch (Red Delicious) 0,5 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Tsao R. et al. (2003)
Fruchtfleisch (Northern Spy) 0,8 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Tsao R. et al. (2003)
Fruchtfleisch (Fuji) 14 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Fruchtfleisch (Epagri COOP24) 1,7 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Fruchtfleisch (Epagri F5P283) 2,2 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Gesamte Frucht (Fuiji) 1,7 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Gesamte Frucht (Epagri COOP24) 18 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Gesamte Frucht (Epagri F5P283) 2,3 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Vieira F.G.K. et al. (2009)
Gesamte Frucht 2,2 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Scalbert A. & Williamson G. (2000)
Gesamte Frucht (10 Sorten) 1,1-23 Folin-Ciocalteu (Gallussaure) Boyer J. & Liu R.H. (2004)
Gesamte Frucht (Fuji) 0,6 Folin-Ciocalteu (Epicatechin) Hamauzu Y. et al. (2005)

Tabelle 4: Gesamtphenolgehalte bestimmt mittels Methode nach Folin-Ciocalteu im Apfel, berech-
net auf das Frischgewicht (f.w.)

Lamperi L. et al. (2008) untersuchten die Schalen von Apfeln und erhielten mithilfe
der HPLC (2,3 — 5,8 mg/g) geringere Werte als mittels der Methode nach
Folin-Ciocalteu (4,0 — 7,4 mg/g). Bei Sanoner P. et al. (1999) lieferten beide Me-
thoden nur geringfiigig unterschiedliche Ergebnisse (Folin-Ciocalteu:

3,8 -6,0 mg/g und HPLC: 3,8 — 7,0 mg/g). Tsao R. et al. (2003) fanden mithilfe
der HPLC groRRere Konzentrationen in Apfelschalen (1,7 — 2,4 mg/g) als im Frucht-
fleisch (0,5 — 1,0 mg/g). Auch bei Scalbert A. und Williamson G. (2000) betrug der



Polyphenolgehalt, ermittelt mithilfe der HPLC, in der gesamten Frucht weniger als

in Apfelschalen (vgl. Tab. 5).

Material Gesamtphenole in mg/g Literatur
Schale (Golden Delicous, 2,3 Lamperi L. et al. (2008)
3 verschiedene Regionen) 4 Lamperi L. et al. (2008)
2,6 Lamperi L. et al. (2008)
Schale (Annurca, 41 Lamperi L. et al. (2008)
3 verschiedene Regionen) 49 Lamperi L. et al. (2008)
58 Lamperi L. et al. (2008)
Schale (Red Chief, 53 Lamperi L. et al. (2008)

2 verschiedene Regionen) 33 Lamperi L. et al. (2008)
Schale (Stayman Neepling, 43 Lamperi L. et al. (2008)

2 verschiedene Regionen) 35 Lamperi L. et al. (2008)
Schale (Jeanne Renard) 7 Sanoner P. et al. (1999)
Schale (Chevalier Janne) 38 Sanoner P. et al. (1999)
Schale (Kermerrien) 45 Sanoner P. et al. (1999)
Apfelschalen (Cortland) 1,7 Tsao R. et al. (2003)
Apfelschalen (Red Delicious) 2,4 Tsao R. et al. (2003)
Apfelschalen (Northern Spy) 21 Tsao R. et al. (2003)
Fruchtfleisch (Cortland) 0,5 Tsao R. et al. (2003)
Fruchtfleisch (Red Delicious) 0,5 Tsao R. et al. (2003)
Fruchtfleisch (Northern Spy) 0,9 Tsao R. et al. (2003)
Gesamte Frucht (Jonagold) 0,5 Van der Sluis A.A. et al. (2001)
Gesamte Frucht (Golden Delicious) 0,4 Van der Sluis A.A. et al. (2001)
Gesamte Frucht (Elstar) 0,3 Van der Sluis A.A. et al. (2001)
Gesamte Frucht 1,2 Scalbert A. & Williamson G. (2000)

Tabelle 5: Gesamtphenolgehalte bestimmt mittels HPLC im Apfel, berechnet auf das Frischgewicht
(f.w.)

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in Apfeltrester grof3ere Gesamt-
polyphenolgehalte pro Gramm vorkommen als in Apfelschalen oder in der gesam-
ten Frucht. Die Methoden zur Ermittlung der Gehalte bergen Unterschiede, wobel
mit der Methode nach Folin-Ciocalteu tendenziell hohere Werte gefunden wurden
als mithilfe der HPLC. Der Vergleich der Gehalte bei Berechnung auf das Frisch-
gewicht bzw. auf das Trockengewicht beider Methoden zeigt, dass bei Ermittlung
der Gehalte auf das Frischgewicht teilweise hohere Werte als erwartet auftraten.
Eine Erklarung dafur ware moglicherweise die geringere Zersetzung der Poly-

phenole im frischen Obst oder die gleichzeitige Erfassung weiterer Substanzen.

Im Apfelsaft sind meist nur 3 — 10% der Polyphenole der gesamten Frucht enthal-
ten. Die Vielzahl der Inhaltsstoffe verbleibt im Apfeltrester, weshalb dieser zu einer
interessanten natirlichen Quelle fur die Gewinnung und Nutzung phenolischer
Komponenten wird (Van der Sluis A.A. 2002). Beim Apfelsaft entscheidet auch die
Art der Herstellung tber die Menge an Pflanzeninhaltsstoffen. Bei klaren Apfelsaf-
ten gehen wahrend der Klarung viele Polyphenole verloren, wahrend in naturtri-
ben Saften mehr erhalten bleiben (Stiftung Warentest, Stand 18.09.2009; Kahle K.
et al. 2005).



1.2.2.1. Struktur von Polyphenolen

Polyphenole haben zwei oder mehr direkt an einen aromatischen Ring gebundene
Hydroxygruppen (Stevenson D.E. und Hurst R.D. 2007; D’Archivio M. et al. 2007).
Die Wirkung der Polyphenole ist abhangig von diesem aromatischen Ringsystem
und von der Anwesenheit und Position funktioneller Gruppen, vor allem der
Hydroxygruppen (Middleton E.Jr. et al. 2000; Pannala A.S. et al. 1997). Poly-
phenole liegen in Pflanzen selten frei vor, meist sind sie an Zucker, organische
Sauren oder Alkohole gebunden, die in dieser Form nicht resorbierbar sind
(Manach C. et al. 2004; D’Archivio M. et al. 2007). Als Glykoside im phenolischen
Apfel kommt Galaktose vor, aber auch Glucose, Rhamnose, Xylose, Arabinose
und das Disaccharid Rutinose (Mazza G. und Velioglu Y.S. 1992).
Verdauungsenzyme (z.B. B-Glucosidase) und die Dickdarm-Mikroflora hydrolisie-
ren die Polyphenole, um ihre Aufnahme zu ermdéglichen. Bis diese Blut und Ge-
webe erreichen, werden sie vielfaltigen Modifikationen unterzogen (Manach C. et
al. 2004; D’Archivio M. et al. 2007). Die Struktur der Polyphenole bestimmt Ge-
schwindigkeit und Menge der Aufnahme und die Beschaffenheit der Metabolite im

Plasma starker als ihre Konzentration (D’Archivio M. et al. 2007).
1.2.2.2. Phenolische Strukturen im Apfel

Die am haufigsten vorkommenden Einzelphenole im Apfel, welche auch aus Ap-
feltrester isoliert wurden (Lu Y. und Foo L.Y. 2000), sind Chlorogensaure,
Quercetin-3-glykoside, Catechin, Epicatechin, Phloridzin und Cyanidin-3-glykoside
(Tsao R. et al. 2003; Mazza G. und Velioglu Y.S. 1992; Awad M. et al. 2000).

Abbildung 1 (vgl. Seite 11) zeigt diese Strukturen, eingeteilt in finf Hauptgruppen
(Tsao R. et al 2003; Mazza G. und Velioglu Y.S. 1992; Pérez-llzarbe J. et al. 1991,
Guyot S. et al. 1998; Kennedy M.J. et al. 1994; Lamperi L. et al. 2008; Neveu V. et
al. 2010 http://www.phenol-explorer.eu; Wojdylo A. et al. 2008; Tsao R. et al.
2005):
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* Hydroxyzimtsaure und Hydroxyzimtsaure-Derivate (z.B. Chlorogensaure)
* Flavan-3-ole/ Procyanidine (z. B. Epicatechin/ Procyanidin B2)

» Anthocyanidine (z. B. Cyanidin-3-glykosid)

* Flavonole (z. B. Quercetin)

» Dihydrochalkone (z. B. Phloridzin)

Chiorogensiure Phloridzin
OH
OH
~
(@]
{-}-Epicatechin Quercetin
OH
OH
H L
""'OH
OH
Procyanidin B2 OH
OH
OH

Abbildung 1: Die am haufigsten vorkommenden Polyphenole in Apfeln und Apfelprodukten
(Gerhauser C. 2008; Chemische Fabrik Marktredwitz AG Oskar Tropitzsch
URL: http://www.cfmot.de/en/phytochemicals/cyanidin-3-glucoside.html)
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Phloridzin ist seit langem als Inhaltsstoff des Apfels bekannt und ist von Wilson
E.L. (1981) als solcher charakterisiert worden. Es kommt im Apfel und auch im
Apfelsaft als ein Hauptbestandteil vor und kann als Merkmal fur die Echtheit von

Apfelprodukten herangezogen werden (Spanos G.A. und Wrolstad R.E. 1992).

Die Gesamtaufnahme von Flavonoiden aus der Nahrung betragt 100 mg bis 1 g
pro Tag, davon féllt ein bedeutender Teil auf Quercetin-Derivate (vor allem
Glykoside). Quercetin ist eines der haufigsten Flavonoide in der Nahrung und
kommt in Obst und Gemiise meist als Glykosid vor. Es gehért zu den Polypheno-
len mit den starksten antioxidativen Wirkungen (Formica J.F. und Regelson W.
1995).

1.2.2.3. Pharmakologische Wirkungen

Forschungen der letzten 30 Jahre haben gezeigt, dass vermehrter Konsum von
Obst und Gemuse und ein angemessener Lebensstil das Risiko kardiovaskularer
Erkrankungen, verschiedener Krebserkrankungen und anderer chronischer Er-
krankungen (z.B. Diabetes, Osteoporose, Alzheimer, Parkinson) reduzieren

(Vita J. A. 2005; Kahle K. et al. 2011; Tsao R. et al. 2003; Peters U. et al. 2001;

Di Castelnuovo A. et al. 2002; Stanner S. ed. 2005). Vor allem den Polyphenolen,
die in Obst und Gemuse vorkommen, wird protektive Wirkung zugeschrieben.

Eine der haufigsten Todesursachen in den Industrielandern sind kardiovaskulére
Erkrankungen. Antioxidantien konnen die dabei im Vordergrund stehende zellulare
durch freie Radikale ausgeltste Stresssituation verhindern und somit das Risiko
einer Erkrankung senken. Polyphenole zeigen in vitro starkere antioxidative Wir-
kung als Vitamine und Carotinoide (Saura-Calixto F. et al. 2007). Polyphenole wir-
ken auf zwei Arten antioxidativ. einerseits neutralisieren sie ROS (Reactive
oxygen species, Reaktive Sauerstoffspezies) wie Superoxid (O%), Wasserstoffper-
oxid (H202) und Hypochlorid (HOCI) direkt, andererseits hemmen sie verschiede-
ne Enzyme, die ROS bilden, beispielsweise Nicotinamidadenindinucleotid-

phosphatoxidase oder Xanthinoxidase (Nijveldt R.J. et al. 2001).
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Atherosklerose ist eines der haufigsten Risiken fir kardiovaskulare Erkrankungen.
Blutfette und Leukozyten reichern sich an der Gefallwand an und bilden Ablage-
rungen, sogenannte Plaques (Giovannini C. et al. 2007). Dadurch verlieren die
Gefallwande ihre Elastizitat und der Gefal3durchmesser verengt sich. Risikofakto-
ren fir die Plaquebildung sind Hyperlipidamie, Hypertonie, Diabetes mellitus, Rau-
chen, héheres Alter, mannliches Geschlecht und eine genetische Pradisposition

(Silbernagl St. und Lang F. 2005). Polyphenole greifen an verschiedenen Stellen
in die komplexen Ablaufe der Atherosklerose ein und Uben protektive Wirkungen
aus, welche vielfach in Studien behandelt wurden (Cordova A.C. et al. 2005;
Fuhrmann B. et al. 2001; Curin Y. et al. 2005). Polyphenole wirken antiathero-
sklerotisch auf Grund ihrer antioxidativen Eigenschaften und durch Hemmung der
Plattchenaggregation an betroffenen Gefallwanden, wodurch das Risiko einer Ge-

falRverstopfung vermindert wird (Curin Y. et al. 2005).

Blutfette spielen eine bedeutende Rolle in der Entstehung von kardiovaskularen
Erkrankungen, v.a. hohe Werte von LDL-Cholesterin (Low Density Lipotrotein) und
niedrige Werte von HDL-Cholesterin (High Density Lipoprotein, Silbernagl St. und
Lang F. 2005). Polyphenole kdnnen diese Parameter begunstigend beeinflussen.
Sie reduzieren das Risiko einer LDL-Oxidation wobei ihre Wirkung abhangig ist
von der Struktur, der Quelle aus der sie stammen und der Dosis, in der sie vor-
kommen (Curin Y. et al. 2005; Da Silva Porto P. et al. 2003).

Storungen der Gefal3funktion, vor allem des Endothels, sind ein sehr friihes Ereig-
nis in der Pathogenese der Atherosklerose bzw. von kardiovaskuléaren Erkrankun-
gen (Hang Y.D. 1987). Im Normalzustand versuchen Endothelfaktoren physiologi-
schen Blutdruck und Blutfluss beizubehalten und Entzindungsvorgange zu ver-
hindern. Treten pathogene Faktoren auf, verdndert sich der Zustand des En-
dothels und fordert dadurch Entzindung, Thrombose, Vasokonstriktion und
atherosklerotische Vorgange (Levine G.N. et al. 1995). Endotheliale Dysfunktion
lasst sich durch eine Stérung der endothelabhéngigen GefalRrelaxation charakteri-
sieren und stellt damit ein Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen dar (Stanner
S. ed. 2005). Um dieses Risiko zu reduzieren, wird versucht, die Endothelfunktion
zu starken z.B. durch kérperliche Aktivitdt, Reduzierung der Fettaufnahme und
Vermeidung von Rauchen (Suwaidi J.A. et al. 2000; Widlansky M.E. et al. 2003).
Nicht nur in frihen Stadien der Atherosklerose ist endotheliale Dysfunktion von
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Bedeutung, auch bei spater auftretenden Ereignissen, bei denen klinische Symp-
tome an Patienten auftreten, fallt dem Endothel eine mitwirkende Rolle zu. Das
Enzym eNOS (endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase) und Stickstoffmonoxid
(NO) spielen bei der Regulation des Blutdruckes und fur die Funktion von Blutge-
falRen eine zentrale Rolle. Endothelzellen produzieren Faktoren, unter anderem
NO, die die vaskulare Homoostase regulieren (Ignarro L.J. et al. 1987). In den En-
dothelzellen der BlutgefalRe wird durch Abspaltung von der Aminosaure L-Arginin
mittels des Enzyms NO-Synthase Stickstoffmonoxid gebildet. NO kann dann zu
den Gefaldimuskelschichten diffundieren und die Guanylat-cyclase aktivieren, wel-
che den Botenstoff cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat) bildet und tber
Aktivierung der Proteinkinase G eine Vasorelaxation bewirkt (Curin Y. et al. 2005).
NO verhindert das Anhaften von Leukozyten und die Entstehung von Adhasions-
molekilen am Endothel und beugt auf diese Weise atherosklerotischen Veréande-
rungen vor (Gokce N. und Vita J.A. 2002).

Quercetin stimuliert die Bildung von NO im Endothel. Damit bewirkt es eine Nor-
malisierung von Bluthochdruck (Edwards R.L. et al. 2007) und verhindert Throm-
busbildung durch die Hemmung der Plattchenadhasion und der Plattchenaggrega-
tion (Gokce N. und Vita J.A. 2000).

In verschiedenen in vitro-Assays, Experimenten mit Tieren und epidemiologischen
Studien wurden gesundheitsférdernde Effekte von Polyphenolen beobachtet und
dokumentiert. In den folgenden Kapiteln 1.2.2.4. bis 1.2.2.6. (vgl. Seite 14 — 17) ist

eine Auswahl dieser Studien aufgelistet.

1.2.2.4. in vitro-Wirkungen

Wolfe K. et al. (2003) untersuchten Apfel und vor allem Apfelschalen mithilfe eines
total oxyradical scavenging assays (TOSC), wobei die antioxidative Aktivitat durch
die Hemmung des entstehenden Ethylens mittels Headspace-
Gaschromatographie gemessen wurde. Die untersuchten Apfel zeigten starke

antioxidative Aktivitat in vitro, welche in den Schalen héher als im Fruchtfleisch

war.
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Die antioxidative Starke der Polyphenole wurde auch von Rice-Evans C.A. et al.
(1996) mithilfe des TEAC-assays (Trolox equivalent antioxidant capacity) be-
stimmt. Quercetin und Myricetin zeigten vor Kampferol die grof3te Wirkung, wah-

rend Catechin die geringsten Effekte aufwies.

Pearson D. et al. (1999) beurteilten die antioxidative Aktivitdt von kommerziellem
Apfelsaft und  Apfelextrakten  mithilfe  einer statischen  Dampfraum-
Gaschromatographie, wobei Hexanal von Kupfer-katalysierter LDL-Oxidation

in vitro produziert wurde, welche Apfelsaft und Apfelextrakte deutlich inhibierte.

Eine Studie von Rechner A.R. und Kroner C. (2005) zeigte, dass Anthocyane und
in vivo Metabolite von Polyphenolen antithrombotische Eigenschaften aufweisen,

welche mithilfe eines Plattchenaggregationstest nach Born festgestellt wurden.
1.2.2.5. Tierversuche

Aprikian O. et al. (2001) fanden in 40 Ratten, deren Nahrung mit lyophilisierten
Apfeln erganzt wurde, eine signifikante Senkung der Cholesterin- und Lebercho-

lesterinspiegel und eine Zunahme des HDL-Wertes.

Im Vergleich zu Birnen und Pfirsichen zeigten Apfel eine starkere Senkung des
Cholesterinspiegels in Ratten und besalRen ein gréf3eres antioxidatives Potential,
was vermutlich auf den hoéheren Anteil an phenolischen Inhaltsstoffen zuriickzu-

fuhren ist (Leontowicz H. et al. 2002).

Werden Apfelpektin und Apfelphenole kombiniert aufgenommen, weisen sie eine
groRere Reduktion von Plasmacholesterin, Lebercholesterin und Triglyceriden auf
als jeweils alleine. Diese Zusammenwirkung von Pektin und Phenolen zeigt, dass
der Konsum von ganzen Friichten bessere Effekte erzielt als die Aufnahme selek-
tiver Wirkstoffgruppen (Aprikian O. et al. 2003).

Demrow et al. (1995) untersuchten die Wirkung von Polyphenolen an 47 Misch-

lingshunden und stellten fest, dass Konsum von Rotwein und Traubensaft eine

Hemmung der Plattchenaggregation bewirkt.
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1.2.2.6. Humanstudien

Obwohl Polyphenole starke antioxidative Wirkungen in vitro zeigen, gibt es Zwei-
fel, ob auch in vivo dieselben Effekte zu erwarten sind. Studien haben gezeigt,
dass die Polyphenolspiegel im Blut zu gering waren, um ausreichend zur antioxi-
dativen Kapazitat beizutragen (Stevenson D. E. und Hurst R. D. 2007; D’Archivio
M. et al. 2007). Polyphenole sind nach der Aufnahme in den Kérper zu 90 — 95%
molekularen Veranderungen unterworfen. Aufgrund dieser Umwandlungen kann
die Wirkung der Polyphenole von ihren biologischen Aktivitaten aus in vitro Stu-
dien abweichen (Stevenson D. E. und Hurst R. D. 2007; Lotito S.B., Frei B. 2006;
Hollman P.C.H. 2010). Es wird angenommen, dass Effekte im menschlichen Kor-
per eher von phenolischen Metaboliten ausgehen als von den urspringlich aufge-
nommenen Polyphenolen (Visioli F. et al. 2009). Es gibt limitierte Nachweise aus
in vivo Studien bezuglich der Wirkung von polyphenolreichen Produkten. Dabei
wird beschrieben, dass die Endothelfunktion verbessert und Plattchenaggregation
reduziert wird (Hooper L. et al. 2008; Hollman P.C.H. 2010; Kar P. et al. 2006;
Ghosh D. und Scheepens A. 2009). Weiters wird Bluthochdruck auf Normalwerte
gesenkt (Ghosh D. und Scheepens A. 2009; Taubert D. et al. 2007) und der LDL-

Cholesterinspiegel vermindert (Basu A. und Penugonda K. 2009).

Gesundheitsfordernde Effekte in vivo sind abhangig von der Absorption, dem Me-
tabolismus, der Verteilung und der Elimination der Polyphenole nach ihrer Auf-
nahme in den Korper. Kahle K. et al. (2011) fuhrten verschiedene Experimente
durch, um Informationen dazu sowie zur systemischen Verfugbarkeit von Poly-
phenolen in vivo zu erhalten. Die Ergebnisse zeigten, dass die Mengen an unkon-
jugiertem Quercetin im Blutserum sehr gering waren. Nach Aufnahme von einem
Liter Apfelsaft (finf Probanden) konnten nur 0,4 % der enthaltenen Quercetin-
Glykoside als korpereigene Konjugate im Harn nachgewiesen werden. Nach En-
zymeinwirkung von B-Glucuronidase und Sulfatase nach der Aufnahme von natur-
tribem Apfelsaft konnten Metabolite der Polyphenole mithilfe GC-MS, HPLC-MS
und HPLC-MS/MS im Harn nachgewiesen werden, unter anderem Hippurséure,
3-Hydroxy-hippursaure, 4-Hydroxy-hippurséure, Dihydro-kaffeesaure,
3-Hydroxyphenol-propionsaure und 3,4-Dihydroxy-benzoesaure usw. Die Resulta-
te von Kahle K. et al. (2011) kénnen zu einem besseren Verstandnis der Wirkung
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der Polyphenole beitragen und weitere Studien unterstitzen, die zusatzliche Dar-

legungen im Bereich der in vivo Forschung anstreben.

Eine Studie aus den Niederlanden mit 13 000 teilnehmenden Erwachsenen kam
zu dem Ergebnis, dass aufgenommene Inhaltsstoffe aus Apfeln die Lungen-
funktion positiv beeinflussen und das Risiko einer chronisch obstruktiven Lun-
generkrankung (COPD) verringern (Tabak C. et al. 2001).

Knekt P. et al. (2000) beschrieben in einer Kohortenstudie mit 9208 Teilnehmern
unter anderem die Verminderung des Risikos eines thrombotischen Schlaganfalls
durch Konsum von Apfeln.

Stein J.H. et al. (1999) verabreichten an 15 Studienteilnehmer mit dokumentierter
koronarer Herzerkrankung 14 Tage (Kurzzeitverabreichung) zweimal taglich

4 ml/kg Traubensaft. Die flussmediierte-Dilatation (FMD) wurde mit hochauflésen-
dem Ultraschall gemessen. Es wurde festgestellt, dass Konsum von Traubensaft
die FMD verbessert und die Oxidation von Lipiden, die im Zusammenhang mit der

atherosklerotischen Plaquebildung an den GefalRwanden stehen, vermindert wird.

Baba S. et al. (2007) untersuchten die Wirkung einer langfristigen Einnahme

(12 Wochen) von Kakaopulver auf die Plasmalipidspiegel von 25 mannlichen Stu-
dienteilnehmern mit normalem Cholesterinspiegel oder leicht erhohtem Choleste-
rinspiegel. Dabei wurden Plasma VLDL-, LDL- und HDL-Cholesterin-Spiegel mit-
hilfe einer automatisierten Agarose-Gelelektrophorese ermittelt. Die Aufnahme von
Kakaopulver tragt zum Anstieg des HDL-Cholesterinspiegels bei und begtinstigt

damit die Hemmung der LDL-Oxidation.

Matsuo S. et al. (2001) beschrieben beim Menschen 30 min nach Konsum von
Rotwein oder Polyphenolen (1 g/kg Kdrpergewicht) einen Anstieg der Stickstoff-
monoxid-Konzentration im Blut und als Folge eine Senkung des Blutdrucks und

VergroR3erung der Herzrate.
Obwohl es in vivo Studien mit positiven Effekten von phenolreichen Produkten bei

kardiovaskuléaren Risiken gibt, ist es nétig weiter Forschung zu betreiben, um aus-

reichende Nachweise zu erhalten und Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen.
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2. Material und Methoden
2.1. Trester

Die Trester wurden in der Presssaison 2011 gesammelt und bis zur Trocknung bei
minus 20 °C gelagert. Die Trocknung erfolgte zum einen durch Lyophilisation und

zum anderen durch Trocknung im Trockenschrank bei 60 °C.

2.1.1. Apfeltrester von ,Stift Klosterneuburg*

Abbildung 2: Apfeltrester von ,Stift Klosterneuburg“ (lyophilisiert, gepresst in Putzing, PL)

Abbildung 3: Apfeltrester von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet, gepresst in Putzing, PO)

2.1.2. Apfeltrester der Firma ,Rauch Fruchtsafte Gm  bH & Co OG*

Abbildung 4: Apfeltrester der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, RL)
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Abbildung 5: Apfeltrester der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet, RO)

2.1.3. Chemikalien

Methanol p.a.
Ethanol p.a.
Ethylacetat p.a.
Ameisensaure 98 %

Essigsaure 99 %

Schwefelsaure 95-97 %

Chloroform p.a.
Acetonitril p.a.
Anisaldehyd
Wasser p.a.

2.1.4. Reinsubstanzen

Isoquercetin
Hyperosid
Phloridzin
Avicularin
Phloretin
Quercetin
Gallussaure
Natriumcarbonat
Diatomeenerde
Polystyrol
Seesand
Folin-Reagens
Naturstoff-Reagens

VWR Prolabo

Brenntag CEE Group
VWR Prolabo

Carl Roth GmbH & Co KG
Carl Roth GmbH & Co KG
Glatt Koller

VWR Prolabo

VWR Prolabo

Merck

entionisiertes, destilliertes Wasser

entspricht Wasser R des Ph. Eur. 7

Ch. Nr. 1399 Phytolab
Lot 11101724 Extrasynthese

Ch.
Ch.
Ch.
Ch.
Ch.

Ch

Nr
Nr
Nr
Nr
Nr
Nr

. 3920 Phytolab
. 2970 Phytolab
. 5139 Phytolab
. 2926 Phytolab
. 1371 Phytolab
. 0053106 Merck

Lot 081223 Dionex

Lot 184422H u. Lot 33467 Supelco Analytical
Charge 440164202 Carl Roth GmbH & Co KG
Charge HC 807325 Merck

Charge 454176232 Carl Roth GmbH & Co KG
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2.2. Gerate
2.2.1. Gefriertrocknungsanlage

Gerat:
Volumen:

Kondensatortemperatur:

2.2.2. Ultra-Zentrifugalmihle

Gerat:
System:
Siebgrofe:

Zirbus VaCo 5-lI
16 Liter
<-80°C

Retsch ZM 100
Rotor-Ringsieb
0,75 mm

2.2.3. Accelerated Solvent Extractor (ASE 200)

Vorheizen (min)
Heizen (min)
Statisch (min)

Flush (%)

Spulen

Zyklen

Druck (bar)
Temperatur (°C)
Losungsmittel A (%)
Losungsmittel B (%)

Zellen
2.2.4. Saulenchromatographie

Stationare Phase:
Mobile Phase 1:
Mobile Phase 2:

5

5

5

60

60

1

1000 — 1700
40

Methanol (70)
Wasser (30)

3-mal extrahiert

Diaion ® HP-20
Ethanol 10%
Ethanol 96%
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Saule 1

Saulendurchmesser: 5,5cm
Saulenlange: 37,5cm
Stationare Phase: 484 g
Saule 2

Saulendurchmesser: 7,5cm
Saulenlange: 30cm
Stationare Phase: 642 g
Saule 3

Saulendurchmesser: 5,5cm
Saulenlange: 49 cm
Stationare Phase: 560 g
Saule 4

Saulendurchmesser: 5,5cm
Saulenlange: 47 cm
Stationare Phase: 496 g

2.2.5. Dunnschichtchromatographie (DC)

Kieselgel 60 F,s4 auf Glas oder auf Alufolie

20 x 20 cm, Korngrof3e 5 — 40 um

Merck, Darmstadt, Deutschland

Laufmittel 1. Ethylacetat/Ameisensaure/Essigsaure/Wasser [25/2/2,7/5],
(Waldbauer K. 2014)

Laufmittel 2: Chloroform/Methanol/Wasser (60/40/10)

Detektion und Reagenzien:

AAS — Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz

0,5 ml Anisaldehyd, 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml konzentrierte
Schwefelsaure werden gemischt. Die DC-Platte wird mit dieser Losung be-
spruht und 5-10 min bei 100 °C im Trockenschrank erhitzt. Die Auswertung
erfolgt im VIS bzw. UV-Spektrometer bei 366 nm. Das Reagenz kann bei
5 °C aufbewahrt werden, aber seine Haltbarkeit ist begrenzt. Bei einer Ver-
farbung von farblos nach rotviolett ist es nicht mehr zu verwenden (Wagner
H. und Bladt S. 1996).
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NAT-PEG = Naturstoff-Polyethylenglycol

Die DC-Platte wird erst mit einer 1 %igen methanolischen Lésung von
Diphenylborséure-B-ethylaminoester und direkt danach mit einer 5 %igen
ethanolischen Polyethylenglykol-400-Losung bespriiht. Es entsteht unter
UV-Licht bei 366 nm eine intensive Verstarkung der Fluoreszenzfarben.

2.2.6. Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HP LC)

HPLC-Saule:
Hypersil BDS C18, Thermo Hypersil-Keystone
Lange: 250 mm
Durchmesser: 4,6 mm
Partikelgrofie: 5um

HPLC-Gradient:

Zeit (min) FlieBmittel A (%) Fliel3mittel B (%)
0 85 15
8 81 19
18 81 19
48 10 90
53 10 90
Fliel3mittel A: Wasser pH 2,9 (mit Ameisensaure 98% eingestellt)
FlieRmittel B: Acetonitril
Flussrate: 1,2 ml/min
Injektionsvolumen: 5 pl
HPLC 1:
Perkin Elmer 200
Autosampler: Series 200
Entgaser: Series 200
Pumpe: Series 200
Detektor: Series 200 UV/VIS Detektor
Schnittstelle: Series 200
Software: Total Chrom ™
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HPLC 2:
Shimadzu 20A

Autosampler: SIL-20AC HT

Entgaser: DGU-20A5

Pumpe: LC-20AD

Ofen: CTO-20AC

Detektor: SPD-M20A Photodiode Array Detektor, gekoppelt mit
ELSD-LT Detektor

Controller: CBM-20A

Software: LC-Solution, Version 1.2

2.2.7. Spektrophotometer

Gerat: Beckman DU-600
Wellenlénge: 750 nm
Durchflusskivette
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2.3. Methoden
2.3.1. Probenvorbereitung

Ein Teil der jeweiligen Tresterproben wurde fir 12 Stunden bei 60 °C im Herbar-
trockenschrank auf Horden getrocknet. Die Lyophilisation von etwa 1600 g gefro-
renem Apfeltrester des zweiten Teils erfolgte bis zur vollstandigen Trocknung min-
destens 48 Stunden.

2.3.2. Extraktion der Proben mittels Accelerated So  Ivent Extractor (ASE)

Die getrockneten Proben wurden bei einer Siebgré3e von 0,75 mm gemahlen und
anschlielBend mit Diatomeenerde vermischt und der Extraktion durch Accelerated
Solvent Extraction zugefiihrt. Die ASE ist eine automatisierte, beschleunigte Ex-
traktion mit Losungsmitteln. Sie findet unter Druck durch Fillung des Systems mit
Stickstoff und unter erhohter Temperatur statt. Dadurch erfolgt eine starke Be-
schleunigung der Reaktionskinetik im Vergleich zu konventionellen Methoden (Ult-
raschallbad, Soxhlet-Extraktion) und es kann eine Steigerung der Ausbeute erzielt

werden.

Im Zuge dieser Arbeit wurden die Gerateparameter aus einer Publikation von
Alonso-Salces R.M. et al. (2001) tbernommen und modifiziert. Als Extraktionsmit-
tel wurde Methanol 70% verwendet, und es wurden drei Extraktionszyklen pro ge-
fullte Zelle durchgefiihrt. Druck und Anteil an Diatomeenerde wurden an die Korn-
groRe angepasst. Lyophilisierte Trester zeigten eine groRere Tendenz zu ver-
klumpen, weshalb der Anteil an Diatomeenerde und der Druck erhoht wurden (vgl.
Tab. 6).

Anschlie3end wurde das Methanol mithilfe eines Rotavapors abgedampft und der

wassrige Anteil durch Lyophilisation zur Trockene gebracht.

Probe Losungsmittel Temperatur  Druck

(PSI)
»Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet) Methanol 70% 40 °C 1500
»Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert) Methanol 70% 40 °C 1700
Firma ,Rauch” (ofengetrocknet) Methanol 70% 40 °C 1700
Firma ,Rauch* (lyophilisiert) Methanol 70% 40 °C 1700

Tabelle 6: Gerateparameter der ASE bei der Extraktion der Proben von ,Stift Klosterneuburg*
(ofengetrocknet) und , Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert) sowie der Proben der Firma
.Rauch” (ofengetrocknet) und ,Rauch” (lyophilisiert)
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2.3.3. Fraktionierung mittels Saulenchromatographie

In dieser Arbeit wurde als stationare Phase Diaion ® HP-20 fir die Sdulenchroma-
tographie verwendet. Vor der Durchfihrung der Auftrennung wurde das Material
mit Methanol bedeckt, 5 min mit Ultraschall behandelt und anschliel3end abdekan-
tiert, und in weiterer Folge mit Ethanol 96% (EtOH 96%) und mit Ethanol 10%
(EtOH 10%) in gleicher Weise behandelt. Dabei diente EtOH 10% gleichzeitig als
Konditionierung fur die nachfolgende Auftrennung. Die stationdre Phase wurde in
eine Glassaule ubergefuhrt, welche am unteren Ende mit einem Hahn zur Regulie-
rung des Losungsmitteldurchflusses ausgestattet ist. Das getrocknete Probenma-
terial wurde in EtOH 10% geldst (1g Extrakt/1,5ml Losungsmittel) und 10 min bei
10 000 Umdrehungen pro min zentrifugiert. Anschliel3end wurde das geldste Pro-
benmaterial auf die S&ule getropft und mit einem Filterpapier und Seesand be-
deckt, um ein Aufschwemmen der stationaren Phase beim Einbringen der mobilen
Phase zu verhindern. Es wurden Fraktionen von 200 ml— 500 ml gesammelt, de-
ren ethanolischer Anteil mittels Evaporation entfernt wurde. Anschliel3end wurden
die Fraktionen durch Lyophilisation zur Trockene gebracht. Als mobile Phasen
wurden

EtOH 10% und EtOH 96% verwendet (Bedingungen vgl. 2.2.4 Seite 20 f.). Die
Tropfgeschwindigkeit betrug 3 ml pro Minute. Der Zeitpunkt des Wechsels der
mobilen Phase wurde aufgrund der gleichzeitig durchgefiihrten Analyse mittels
Dunnschichtchromatographie und der Gr6éRRe der Fraktions-Ausbeuten gewahlt.
Die erste mobile Phase EtOH 10% diente zur Abtrennung der polaren Bestandteile
des Rohextraktes. Apolarere Bestandteile wurden anschlieRend mit der zweiten
mobilen Phase EtOH 96% eluiert.

2.3.4. Analyse mittels Dunnschichtchromatographie ( DC)

Die gesammelten Fraktionen wurden mittels DC unter Verwendung der

Laufmittel 1 bzw. Laufmittel 2 (vgl. 2.2.5. Seite 21 f.) analysiert. Die Platten wurden
mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagens bzw. Naturstoffreagens + 0,5 % ethanol.
Polyethylenglykol-Lésung bespruht und bei Tageslicht und unter UV-Licht 254 nm
bzw. 366 nm ausgewertet. Aufgrund der Sichtbarkeit von Banden bzw. des Feh-
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lens der Banden konnten der Wechsel des Elutionsmittels festgelegt und die Frak-
tionen zu Sammelfraktionen vereinigt werden (vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35f1.).

2.3.5. Analyse der Sammelfraktionen mittels Hochlei  stungsflissigkeits-
chromatographie (HPLC)

Die Sammelfraktionen (vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35 f.) wurden in Methanol 80%
gelést (HPLC 1: 3 mg/ml; HPLC 2: 1 mg/ml) und 5 min bei 13 000 Umdrehun-
gen/min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben in HPLC-Flaschchen
Ubergefihrt und mithilfe eines Autosamplers injiziert. Als FlieBmittel wurden Was-
ser R mit pH 2,9 und Acetonitril mit &quivalenter Beigabe des Saureanteils des
wassrigen Flie3mittels verwendet und mittels Gradientenelution vermessen. (Be-
dingungen vgl. 2.2.6. Seite 22 f.). Zur Detektion flavonoidartiger Inhaltsstoffe wur-
de ein UV/VIS Detektor eingesetzt. Fur die Detektion nicht UV/VIS absorbierender
Verbindungen wurde ein Niedrig-Temperatur-Lichtstreudetektor (ELSD) verwen-
det.

Die Identifizierung von Hyperosid, Isoquercetin, Quercetin-pentosid 1, Avicularin,
Quercetin-desoxy-hexosid 1, Methyl-quercetin-hexosid, Phloridzin und Quercetin
erfolgte mithilfe von Massenspektrometrie anhand des Molekulargewichtes und
spektralen Eigenschaften sowie zum Teil authentischen Vergleichssubstanzen
(Waldbauer K. 2014). Anschlielend wurden die Quercetin-Derivate und Phloridzin
mittels externer Standardisierung quantifiziert (vgl. Tab. 22, Seite 41).

Zur Berechnung des Gehaltes wurden die Geradengleichungen der Eichgeraden

mit den Referenzsubstanzen Quercetin bzw. Phloridzin herangezogen (vgl. Abb.
6 — 7, Seite 27).
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Abbildung 6: Eichgerade zur Berechnung des Gehaltes mit der Referenzsubstanz Quercetin
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Abbildung 7: Eichgerade zur Berechnung des Gehaltes mit der Referenzsubstanz Phloridzin

Zur Veranschaulichung wird die Berechnung anhand der Quantifizierung von
Hyperosid der Probe von ,Stift Klosterneuburg® (lyophilisiert, Fraktion 16) aufge-

zeigt.

Geradengleichung (Quercetin): y = 9617718x — 143093

Berechnung in mg/ml:

(Flache + 143093)
9617718

Hyperosid (mg/ml) = x Korrekturfaktor (Kf)
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(833210 + 143093)

H id D= = 0,16 mg/ml
yperosid (mg/ml) = =g 8 1,54 g/

Berechnung in mg/g:

0,16 1000 = 38,32

Molekulargewicht Korrekturfaktor (Kf)

Hyperosid 464 1,54
Isoquercetin 464 1,54
Quercetin-pentosid 1 434 1,44
Avicularin 434 1,44
Quercetin-desoxy-hexosid 1 447 1,48
Methyl-quercetin-hexosid 477 1,58

Tabelle 7: Korrekturfaktoren zur Quantifizierung mittels HPLC, berechnet anhand des Molekular-
gewichts von Quercetin

2.3.6. Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu

Fur die Gehaltsbestimmung der Gesamtpolyphenole wurde die Methode laut

Gridling M. et al. (2010) verwendet. Das Prinzip der Bestimmung beruht auf der
Reduktionskraft phenolischer Verbindungen. Polyphenole kénnen Molybdat- und
Wolframat-lonen des Folin-Ciocalteu-Reagenzes reduzieren, wobei ein Farbum-
schlag von gelb nach blau stattfindet. Die entstehende Blaufarbung wird bei
750 nm gemessen und zur quantitativen Bestimmung der Konzentration mittels

externer Standardisierung verwendet.

Fir die Gehaltsbestimmung der Gesamtpolyphenole wurden die vereinigten

EtOH 10% Fraktionen in Wasser R und die vereinigten EtOH96 % Fraktionen in
Methanol R gel6st (1 mg/ml). Davon wurden 200 pl mit 200 ul Folin-Ciocalteu-
Reagenz versetzt und nach drei Minuten 4,0 ml 2%ige Na,COs-L6sung zugege-
ben. Die Extinktion wurde nach 30 Minuten bei 750 nm gemessen und der Poly-
phenolgehalt als Gallussaure-Aquivalente unter Verwendung der jeweiligen Pro-

ben-Losungsmittel als Kompensationsflissigkeit berechnet (vgl. Tab. 18 — 21,
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Seite 38 f.). Folgende Eichgeraden wurden fiir die externe Standardisierung ver-
wendet (vgl. Abb. 8 — 11, Seite 29 f.; Waldbauer K. 2014).

0,3
0,25 y =0,0049x
02 R%?=0,9931
0,15 ”,
01 ’/ @ Gallussdure
0,05
0 —0’/ : :

0,00 20,00 40,00 60,00
Konzentration in mg/I

Absorption

Abbildung 8: Eichgerade Gallussaure in Wasser, Konzentrationsbereich 2,5 mg/l — 50 mg/I
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Abbildung 9: Eichgerade Gallussaure in Wasser, Konzentrationsbereich 50 mg/l — 500 mg/I
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Abbildung 10: Eichgerade Gallussaure in Methanol, Konzentrationsbereich 2,5 mg/l — 50,0 mg/I
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Abbildung 11: Eichgerade Gallussaure in Methanol, Konzentrationsbereich 50 mg/l — 250 mg/I

Ein Beispiel fur die Berechnung des Gehaltes an Gesamtpolyphenolen wird nach-

folgend dargelegt. Es wurde die Geradengleichung der Eichgerade herangezogen:

y
0,0049

Geradengleichung (vgl. Abb. 8, Seite 29): y = 0,0049x —» x =

Einwaage  Absorption  Absorption

in mg bei 750 nm  bei 750 nm

Messung 1l  Messung 2
EW 1 5,07 0,1248 0,1255
EW 2 5,11 0,1270 0,1259

Tabelle 8: Einwaagen und Absorption der Sammelfraktion 6 der Probe ,Stift Klosterneuburg” (lyo-
philisiert) zur Bestimmung der Gesamtpolyphenole

Berechnung Gesamtpolyphenolgehalt in mg GAE/I:

0,1248
0.0049 ~ 2247

0,1255

0,0049 ~ 261

0,1270

0,004 _ 2>92

0,1259

0.0049 ~ 269

Mittelwert; x = 2225 =** _ 55 7 mg GAE/I

n

Standardabweichung: s = F(%f)z = 0,19
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Berechnung Gesamtpolyphenolgehalt in mg/g:
25,47 mg/l = 0,02547 mg/mi

¢ 1000 = 002547 1000 = 25,12
EW © ~TEw © -

0.02561 1000 = 25,26
EW -
002592 1000 = 25,36
EW -
0.02569 1000 = 25,14
EW -
Mittelwert: % = w = 25,2 mg/g
Standardabweichung: s = Z(%f)z =0,11
2.3.7. Restfeuchtegehalt der ofengetrockneten/lyoph ilisierten

Apfeltresterproben

Als Restfeuchtegehalt bzw. Trocknungsverlust wird im Arzneibuch der Gewichts-
verlust einer Substanz beim Trocknen unter den jeweils vorgeschriebenen Bedin-
gungen bezeichnet.

Die verwendeten Wageglaschen wurden vor der Bestimmung des Restfeuchte-
gehaltes bei gleichen Bedingungen bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Ein Teil
der getrockneten bzw. lyophilisierten Proben wurde mit Ringsiebstarke 0,2 mm
gemahlen und durch Sieb (355) auf eine einheitliche Grdl3e gebracht. Die Trock-
nungszeit betrug bei einer Trocknungstemperatur von 103 — 105 °C zwei Stunden.
Danach wurden die Glaschen eine Stunde im Exsiccator abgekihlt und gewogen.

Die Werte wurden in Doppelbestimmung ermittelt.
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3. Ergebnisse
3.1. Herstellung und Charakterisierung der Rohextra  kte

Die Gerateparameter der Extraktion der Trester, welche mithilfe des Accelerated
Solvent Extractors durchgefuhrt wurde, zeigt Tabelle 6 auf Seite 24. Druck und
Anteil an Diatomeenerde wurden an die Beschaffenheit der gemahlenen Trester
angepasst, vor allem bei den lyophilisierten Trestern mussten beide Parameter

erhoht werden, weil diese eher zu Verklumpung neigten (vgl. Tabelle 9).

Probe Druck  Trester Trocken- Diatomeenerde
(PSI) gewicht (g) g (%)
»Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet) 1500 200 20 (10)
»Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert) 1700 200 84 (42)
Firma ,Rauch” (ofengetrocknet) 1700 185 86 (30)
Firma,Rauch” (lyophilisiert) 1700 185 92 (50)

Tabelle 9: Ubersicht tiber die Anpassung der Parameter Druck und Anteil an Diatomeenerde bei
der Herstellung der Rohextrakte der Proben von ,Stift Klosterneuburg” und der Firma
»-Rauch” mittels ASE

3.1.1. Extraktausbeute

Die eingesetzten Drogenmengen und die resultierenden Rohextraktausbeuten
sind in Tabelle 10 (vgl. Seite 33) angefihrt. Die Ausbeuten der lyophilisierten Tres-
ter waren geringfluigig hoher als die der ofengetrockneten. Das Droge-Extrakt-
Verhaltnis (DEV) besagt, dass von den Proben von ,Stift Klosterneuburg” geringe-
re Ausgangsmengen an Droge gebraucht werden als von den Proben der Firma
.-Rauch”, um eine bestimmte Menge Extrakt zu erhalten. Die Proben von ,Stift
Klosterneuburg® lieferten 51,4 % und 52,2 % Extrakt, also rund 10 % mehr als die
Proben der Firma ,Rauch” mit 41,2 % und 41,2 %.
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Rohextrakte Trester Extrakt- Extrakt DEV
Trockengewicht  Ausbeute (W/w %)

ing ing

Probe von ,Stift Klosterneuburg” 200 102,8 51,4 1,94:1
(ofengetrocknet)

Probe von ,Stift Klosterneuburg” 200 104,4 52,2 1,92:1
(Iyophilisiert)

Probe der Firma ,Rauch* 185 76,2 41,2 2,43:1
(ofengetrocknet)

Probe der Firma ,Rauch* 185 76,3 41,2 2,42:1

(lyophilisiert)

Tabelle 10: Menge an Extrakten der Proben von ,Stift Klosterneuburg” und der Firma ,Rauch®, die
nach ASE erhalten wurden

3.1.2. Restfeuchtegehalt

Der Restfeuchtegehalt der gemahlenen Trester in Prozent ist in Tabelle 11 abzu-
lesen. Die Proben von ,Stift Klosterneuburg® wiesen mit 2,7 % und 4,2 % im Mittel
einen hoheren Restfeuchtegehalt auf als die Proben der Firma ,Rauch” mit 2,3 %
und 3,5 %. Die ofengetrockneten Proben beider Trester zeigten niedrigere Rest-

feuchten als die lyophilisierten Proben.

Rohextrakte Restfeuchtegehalt Restfeuchtegehalt
in % Mittelwert in %

Probe von ,Stift Klosterneuburg” 2,6 2,7
(ofengetrocknet) 2,8

Probe von ,Stift Klosterneuburg” 4,3 4,2
(lyophilisiert) 4.1

Probe der Firma ,Rauch” 2,2 2,3
(ofengetrocknet) 2,4

Probe der Firma ,Rauch* 3,4 3,5
(lyophilisiert) 3,6

Tabelle 11: Restfeuchtegehalte der Rohextrakte der Proben von ,Stift Klosterneuburg” und der
Firma ,Rauch”

3.1.3. Gesamtpolyphenolgehalt

Tabelle 12 (vgl. Seite 34) zeigt den Gesamtpolyphenolgehalt der methanol-
wassrigen Extrakte, welcher mit der Methode nach Folin-Ciocalteu bestimmt wur-
de. Der Gehalt der Proben der Firma ,Rauch” war mit 14,1 mg/g und 21,2 mg/g
deutlich groRer als der von den Proben von ,Stift Klosterneuburg® mit 5,3 mg/g

und 8,8 mg/g. Die lyophilisierten Proben enthielten grél3ere Mengen an Poly-
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phenolen als die ofengetrockneten Proben, was darauf hinweisen kdnnte, dass
durch Temperaturanwendung die enthaltenen Inhaltsstoffe verandert werden.

Rohextrakte Gesamtpolyphenolgehalt Gesamtpolyphenolgehalt
in mg GAE/I in mg/g

Probe von ,Stift Klosterneuburg” 5,4 (SD 0,06) 5,3(SD 0,12)
(ofengetrocknet)

Probe von ,Stift Klosterneuburg® 8,8 (SD 0,15) 8,8 (SD 0,17)
(lyophilisiert)

Probe der Firma ,,Rauch* 14,2 (SD 0,17) 14,1 (SD 0,17)
(ofengetrocknet)

Probe der Firma ,Rauch* 21,4 (SD 0,68) 21,2 (SD 0,70)

(lyophilisiert)

Tabelle 12: Gesamtpolyphenolgehalt der Rohextrakte der Proben von ,Stift Klosterneuburg“ und
der Proben der Firma ,Rauch”

3.2. Fraktionierung der Rohextrakte

3.2.1. Saulenchromatographie — Analyse mittels DC

Die Ausbeuten der Sammelfraktionen (vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35 f.), welche mit-
hilfe der Saulenchromatographie erhalten wurden (Bedingungen vgl. 2.2.4. Seite
20 f.), sind in Tabelle 16 (vgl. Seite 36) zu sehen. Die Proben der Firma
.,Rauch” hatten mit 2,3 g bzw. 2,8 g gréRere Ausbeuten bei jenen Fraktionen in
denen vor allem Polyphenole vorkamen als die Proben von ,Stift

Klosterneuburg® mit 1,2 g bzw. 1,8 g.

Probe Sammelfraktion eingesetzter Ausbeute
Rohextrakt in g in %

.St. Klosterneuburg® 1-3 6749 61,1 91,2
(ofengetrocknet) 4 1,2 1,8
»St. Klosterneuburg* 5-8 99 ¢ 93,0 93,9
(lyophilisiert) 9-10 1,8 1,8
Firma ,Rauch* 11-14 709 60,9 87,0
(ofengetrocknet) 15-18 2,3 3,3
Firma ,Rauch* 19-22 709 63,2 90,2
(lyophilisiert) 23 -27 2,8 4,0

Tabelle 13: Ausbeuten der Sammel fraktionen der Proben von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrock-
net und lyophilisiert) und von der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet und lyophilisiert)

Abbildung 12 (vgl. Seite 35) zeigt die Dlnnschichtchromatogramme der einzelnen
Fraktionen der Probe von ,Stift Klosterneuburg® (lyophilisiert), welche durch S&u-

lenchromatographie erhalten wurden. Fur die Dunnschichtchromatogramme der



Fraktionen 0 — 6 wurde Laufmittel 2 verwendet, fur die Fraktionen 7 — 23 Laufmit-
tel 1 (Bedingungen vgl. 2.2.5 Seite 21 f.). Die DC-Platte wurde mit Anisaldehyd-
Schwefelsaure-Reagens bespriht und unter UV-Licht mit 366 nm detektiert. Die
Fraktionen 0 — 6 enthielten groRe Mengen verschiedener Zucker, die auf dem
Chromatogramm als dunkle Banden zu sehen waren. Bis zum Wechsel des Eluti-
onsmittels erschienen vor allem blau fluoreszierende Banden, danach waren Po-
lyphenole als weitere, hell fluoreszierende Banden zu sehen. Fraktion 16 zeigte
eine hohere Anzahl an Banden als die anderen Fraktionen und enthielt auch die
grol3te Menge an Polyphenolen. Aufgrund des Bandenmusters erfolgte die Verei-
nigung der Fraktionen zu Sammelfraktionen (vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35 f.).
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Abbildung 12: Dunnschichtchromatogramme der Fraktionen 0 — 23 der Probe von ,Stift Kloster-
neuburg” (lyophilisiert), Laufmittel 2 bei Fraktionen 0 — 6 und Laufmittel 1 bei Fraktionen
7—- 23 verwendet, detektiert unter UV-Licht bei 366 nm (Bedingungen vgl. 2.2.5. Seite 21 f.)

Probe von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet)

Sammelfraktion 1 EtOH 10 % (Fraktion 1 —7)
Sammelfraktion 2 EtOH 10 % (Fraktion 8 — 13)
Sammelfraktion 3 EtOH 10 % (Fraktion 14 — 25)
Sammelfraktion 4 EtOH 96 % (Fraktion 26 — 34)

Tabelle 14: Fraktionen der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet), erhalten durch Sau-
lenchromatographie, vereinigt zu Sammelfraktionen
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Probe von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert)

Sammelfraktion 5
Sammelfraktion 6
Sammelfraktion 7
Sammelfraktion 8
Sammelfraktion 9

Sammelfraktion 10

EtOH 10 % (Fraktion 0 — 2)
EtOH 10 % (Fraktion 3 — 6)
EtOH 10 % (Fraktion 7 — 10)
EtOH 10 % (Fraktion 11 — 15)
EtOH 96 % (Fraktion 16)
EtOH 96 % (Fraktion 17 — 24)

Tabelle 15: Fraktionen der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert), erhalten durch Saulen-
chromatographie, zusammengefasst zu Sammelfraktionen

Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet)

Sammelfraktion 11
Sammelfraktion 12
Sammelfraktion 13
Sammelfraktion 14
Sammelfraktion 15
Sammelfraktion 16
Sammelfraktion 17

Sammelfraktion 18

EtOH 10 % (Fraktion 0 — 5)
EtOH 10 % (Fraktion 6 — 7)
EtOH 10 % (Fraktion 8 — 13)
EtOH 10 % (Fraktion 14 — 21)
EtOH 96 % (Fraktion 22)
EtOH 96 % (Fraktion 23)
EtOH 96 % (Fraktion 24 — 35)
EtOH 96 % (Fraktion 36 — 43)

Tabelle 16: Fraktionen der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet), erhalten durch Saulenchro-
matographie, zusammengefasst zu Sammelfraktionen

Probe der Firma ,Rauch* (lyophilisiert)

Sammelfraktion 19
Sammelfraktion 20
Sammelfraktion 21
Sammelfraktion 22
Sammelfraktion 23
Sammelfraktion 24
Sammelfraktion 25
Sammelfraktion 26

Sammelfraktion 27

EtOH 10 % (Fraktion 0 — 6)
EtOH 10 % (Fraktion 7 — 8)
EtOH 10 % (Fraktion 9 — 12)
EtOH 10 % (Fraktion 13 — 20)
EtOH 96 % (Fraktion 21)
EtOH 96 % (Fraktion 22 — 25)
EtOH 96 % (Fraktion 26 — 32)
EtOH 96 % (Fraktion 33 — 36)
MeOH 96 % (Fraktion 37 — 38)

Tabelle 17: Fraktionen der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert), erhalten durch Saulenchroma-
tographie, zusammengefasst zu Sammelfraktionen
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Die Abbildungen 13 und 14 (vgl. Seite 37 f.) zeigen einen Vergleich der Chroma-
togramme der Fraktionen, welche jeweils die grof3te Menge an Polyphenolen der
Proben von ,Stift Klosterneuburg® (ofengetrocknet), ,Stift Klosterneuburg” (lyophili-
siert) sowie von den Proben der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet), ,Rauch” (lyophi-
lisiert) enthielten. Die Platten wurden mit Laufmittel 1 entwickelt (Bedingungen vgl.
2.2.5 Seite 21 f.) und mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagens (Abbildung 13)
bzw. mit Naturstoff-Polyethylenglycol (Abb. 14, vgl. Seite 38) bespriht und unter
UV-Licht mit 366 nm detektiert. Dabei war kein signifikanter Unterschied beziglich
der verschiedenen Trocknungsweise der Tresterproben zwischen den Proben von
.Stift Klosterneuburg® (ofengetrocknet, Sammelfraktion 4), ,Stift Klosterneu-
burg” (lyphilisiert, Sammelfraktion 9) und den Proben der Firma ,Rauch” (ofenge-
trocknet, Sammelfraktion 23) und ,Rauch” (lyophilisiert, Sammelfraktion 15) er-
kennbar (vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35 f. und Abb. 14, Seite 38).

SF4 SF9 SF23 SF15

Abbildung 13: Dinnschichtchromatogramme der Proben von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrock-
net, Sammelfraktion 4 = SF4), von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert, Sammelfraktion 9 =
SF9), von der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, Sammelfraktion 23 = SF23) und von der Firma
.Rauch” (ofengetrocknet, Sammelfraktion 15 = SF15), entwickelt mit Laufmittel 1, bespriht
mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens, detektiert unter UV-Licht bei 366 nm (Bedingun-
gen vgl. 2.2.5. Seite 21 f.)
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Abbildung 14: Dunnschichtchromatogramme der Proben von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrock-
net, Sammelfraktion 4 = SF4), von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert, Sammelfraktion 9 =
SF9), von der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, Sammelfraktion 23 = SF23) und von der Firma
.Rauch” (ofengetrocknet, Sammelfraktion 15 = SF15), entwickelt mit Laufmittel 1, bespriiht
mit Naturstoff-Polyethylenglykol, detektiert unter UV-Licht bei 366 nm (Bedingungen vgl.
2.2.5. Seite 21 f.)

3.2.2. Gesamtpolyphenolgehalt der Sammelfraktionen

Die Tabellen 18 bis 21 (vgl. Seite 38 f.) zeigen die Gesamtpolyphenolgehalte der
Sammelfraktionen der Proben von ,Stift Klosterneuburg” und der Proben der Fir-
ma ,Rauch” (vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35 f.) berechnet als Gallussaure-Aquivalente
(GAE). Die Proben der Firma ,Rauch” enthielten die grof3ten Mengen an Gesamt-
polyphenolen (725,7 mg/g bzw. 1194,8 mg/g), wahrend bei den Proben von ,Stift
Klosterneuburg” die Zahlen deutlich niedriger waren (231,6 mg/g bzw.
525,1 mg/g). Der Gehalt an Gesamtpolyphenolen stieg mit der Zahl der Fraktio-
nen, bevor er kurz vor Wechsel des Elutionsmittels absank, um danach den grofi3-

ten Wert zu erreichen.

Probe von ,Stift Klosterneuburg“ Gesamtpolyphenolgehalt Gesamtpolyphenolgehalt

(ofengetrocknet) in mg GAE/I in mg/g Fraktionsgewicht
Sammelfraktion 1 2,5(SD 0,27) 2,5(SD 0,27)
Sammelfraktion 2 77,2 (SD 1,46) 76,6 (SD 1,43)
Sammelfraktion 3 67,6 (SD 1,19) 66,4 (SD 1,17)
Sammelfraktion 4 87,3 (SD 0,61) 86,2 (SD 0,71)

Summe 234,5 231,6
Tabelle 18: Gesamtpolyphenolgehalte der Sammelfraktionen der Probe von ,Stift Klosterneuburg*
(ofengetrocknet)
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Probe von ,Stift Klosterneuburg“ Gesamtpolyphenolgehalt Gesamtpolyphenolgehalt
(lyophilisiert) in mg GAE/I in mg/g Fraktionsgewicht
Sammelfraktion 5 1,1 (SD 0,06) 1,1 (SD 0,07)

Sammelfraktion 6
Sammelfraktion 7
Sammelfraktion 8
Sammelfraktion 9
Sammelfraktion 10

25,7 (SD 0,19)
132,7 (SD 2,47)
67,6 (SD 2,53)
252,9 (SD 5,18)
54,4 (SD 3,62)

25,2 (SD 0,11)
131,7 (SD 2,52)
66,4 (SD 2,41)
247,7 (SD 4,73)
53,1 (SD 3,37)

Summe

534,4

525,1

Tabelle 19: Gesamtpolyphenolgehalte der Sammelfraktionen der Probe von ,Stift Klosterneuburg*
(Iyophilisiert)

Probe der Firma ,Rauch”
(ofengetrocknet)

Gesamtpolyphenolgehalt Gesamtpolyphenolgehalt
in mg GAE/I in mg/g Fraktionsgewicht

Sammelfraktion 11
Sammelfraktion 12
Sammelfraktion 13
Sammelfraktion 14
Sammelfraktion 15
Sammelfraktion 16
Sammelfraktion 17
Sammelfraktion 18

1,6 (SD 0,40)
58,2 (SD 3,98)
114,3 (SD 2,52)
115,9 (SD 0,86)
279,6 (SD 7,84)
100,5 (SD 3,74)
41,1 (SD 2,50)
26,3 (SD 2,72)

1,6 (SD 0,38)
57,0 (SD 3,13)
112,5 (SD 2,48)
114,1 (SD 0,85)
276,0 (SD 6,59)
98,5 (SD 3,63)
41,1 (SD 2,69)
25,1 (SD 2,43)

Summe

737,4

725,7

Tabelle 20: Gesamtpolyphenolgehalte der Sammelfraktionen der Probe der Firma ,Rauch”

(ofengetrocknet)

Probe der Firma ,Rauch”
(lyophilisiert)

Gesamtpolyphenolgehalt Gesamtpolyphenolgehalt
in mg GAE/I in mg/g Fraktionsgewicht

Sammelfraktion 19
Sammelfraktion 20
Sammelfraktion 21
Sammelfraktion 22
Sammelfraktion 23
Sammelfraktion 24
Sammelfraktion 25
Sammelfraktion 26
Sammelfraktion 27

2,0 (SD 0,08)
61,7 (SD 0,93)
120,7 (SD 4,59)
117,8 (SD 5,57)
384,1 (SD 0,56)
95,0 (SD 1,07)
70,6 (SD 1,20)
91,6 (SD 1,77)
261,5 (SD 1,73)

2,0 (SD 0,08)
60,7 (SD 0,80)
119,3 (SD 3,12)
117,0 (SD 5,00)
382,2 (SD 4,32)
94,2 (SD 1,64)
69,8 (SD 1,48)
91,6 (SD 1,77)
257,9 (SD 0,27)

Summe

1205,0

1194,8

Tabelle 21: Gesamtpolyphenolgehalt der Sammelfraktionen der Probe der Firma ,Rauch”

(Iyophilisiert)
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3.2.3. Analyse und Quantifizierung der Fraktionen m ittels HPLC

Tabelle 22 (vgl. Seite 41) zeigt die Gehalte an Hyperosid, Isoquercetin, Avicularin,
Quercetin-desoxy-hexosid 1, Methyl-quercetin-hexosid, Phloridzin und

Quercetin der Sammelfraktionen der Proben von ,Stift Klosterneuburg” (ofenge-
trocknet) und von ,Stift Klosterneuburg* (lyophilisiert) sowie der Proben der Firma
»,Rauch” (ofengetrocknet) und ,Rauch” (lyophilisiert), ermittelt mittels Hochleis-
tungsflissigchromatographie. Die grof3ten Gehalte weisen Sammelfraktion 15,
Sammelfraktion 23 und Sammelfraktion 9 auf. Quercetin konnte nur in Sammel-
fraktion 16 detektiert werden (vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35 f.).
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14%

Hyperosid Isoquercetin  Quercetin- Avicularin  Quercetin-desoxy- Methyl-quercetin- Phloridzin Quercetin

Probe Sammelfraktion  mg/g mg/g pentosid 1 mg/g hexosid 1 hexosid mg/g mg/g
mg/g mag/g mg/g
"Stift Klosterneuburg"
(ofengetrocknet)
4 18,6 7,1 7,5 13,4 12,1 6,0 6,3 n.d.
"Stift Klosterneuburg"
(lyophilisiert)
9 38,8 15,7 16,1 32,3 45,4 25,0 56,2 n.d.
10 8,5 51 57 9,8 8,9 57 6,2 n.d.
Firma "Rauch"
(ofengetrocknet)

15 66,7 27,3 214 43,4 50,3 16,2 18,4 n.d.

16 19,0 9,4 7.7 7.3 13,1 7.8 2,3 10,6

17 51 n.d. n.d. 4,8 n.d. n.d. n.d. n.d.

18 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Firma "Rauch"
(lyophilisiert)

23 60,0 26,0 19,6 39,8 36,5 16,9 254 n.d.

24 12,5 6,7 6,0 10,2 9,0 52 3,6 n.d.

25 51 5.2 n.d. 4.6 n.d. n.d. n.d. n.d.

26 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

27 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tabelle 22: Gehalt an Hyperosid, Isoquercetin, Avicularin, Quercetin-desoxy-hexosid 1, Methyl-quercetin-hexosid, Phloridzin und Quercetin in
Sammelfraktionen der Proben von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet), von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert) und der Proben der Firma

-Rauch” (ofengetrocknet) und ,Rauch” (lyophilisiert)



Nachfolgendes HPLC-Chromatogramm (Abb. 15) zeigt Hyperosid, Isoquercetrin,
Quercetin-pentosid, Avicularin, Quercetin-desoxy-hexosid, Methyl-quercetin-
hexosid und Phloridzin, welche mithilfe eines UV-Detektors bei 280 nm detektiert

wurden (Bedingungen vgl. 2.2.6. Seite 22 f.).
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Abbildung 15: HPLC-Chromatogramm der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet, Sammelfrak-
tion 15), UV-Detektion bei 280 nm

In den HPLC-Chromatogrammen der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet)
zeigen sich in der ersten Sammelfraktion vor allem polare Substanzen wie
Hyperosid, Isoquercetrin, Quercetin-pentosid, Avicularin, Quercetin-desoxy-
hexosid, Methyl-quercetin-hexosid und Phloridzin (vgl. Sammelfraktion 15, Abb.
15). Die darauf folgende Sammelfraktion 16 weist neben den polaren auch apolare
Komponenten auf (vgl. Abb. 16, Seite 43). In weiterer Folge kommen verstarkt
apolare Substanzen vor (vgl. Abb. 17, Seite 43) bis die Konzentration beider
Gruppen absinkt (vgl. Abb. 18, Seite 44).
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Abbildung 16: HPLC-Chromatogramm der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet, Sammelfrak-
tion 16), UV-Detektion bei 320 nm
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Abbildung 17: HPLC-Chromatogramm der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet, Sammelfrak-
tion 17), UV-Detektion bei 320 nm
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Abbildung 18: HPLC-Chromatogramm der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet, Sammelfrak-
tion 18), UV-Detektion bei 320 nm

Zur Detektion der apolaren Komponenten ohne Chromophor, welche in groRerer
Anzahl in den Proben von ,Stift Klosterneuburg“ und der Firma ,Rauch” vorkamen,
wurde ein ELSD-Detektor verwendet (Bedingungen vgl. 2.2.6. Seite 22 f.).
Abbildung 19 zeigt diese Substanzen, welche in der Probe von ,Stift
Klosterneuburg® (lyophilisiert, Sammelfraktion 10) angereichert waren.
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Abbildung 19: HPLC-ELSD-Chromatogramm der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert,
Sammelfraktion 10)

Im Vergleich zeigen die HPLC-ELSD-Chromatogramme der Probe der Firma
.-Rauch” (lyophilisiert, Sammelfraktionen 23 — 26, vgl. Abb. 20 — 23, Seite 45) und
der Probe von ,Stift Klosterneuburg® (lyophilisiert, Sammelfraktionen 9 — 10, vgl.



Abb. 24 — 25, Seite 46) einige Unterschiede in der Zusammensetzung (Sammel-
fraktionen vgl. Tab. 14 — 17, Seite 35 f.).
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Abbildung 20: HPLC-ELSD-Chromatogramme der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, Sammel-
fraktion 23)
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Abbildung 21: HPLC-ELSD-Chromatogramme der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, Sammel-
fraktion 24)
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Abbildung 22: HPLC-ELSD-Chromatogramme der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, Sammel-
fraktion 25)
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Abbildung 23: HPLC-ELSD-Chromatogramme der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, Sammel-
fraktion 26)
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Abbildung 24: HPLC-ELSD-Chromatogramm der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert,
Sammelfraktion 9)
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Abbildung 25: HPLC-ELSD-Chromatogramm der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert,
Sammelfraktion 10)

In der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert) wurde etwa in Minute 35 eine
Substanz eluiert, welche in Sammelfraktion 23 und 24 in geringer Menge
auftrat (gelb). Bei der Probe von ,Stift Klosterneuburg® (lyophilisiert) zeigte
sich diese in Sammelfraktion 9 und in der folgenden Sammelfraktion 10 in
sichtbar groRerem Ausmalf (vgl. Abb. 20 — 25, Seite 45 f.).

O Der Inhaltsstoff, der etwa in Minute 45 eluiert wurde (rot), kam in allen
Sammelfraktionen der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert) in etwa glei-
cher Menge vor. Bei der Probe von ,Stift Klosterneuburg® (lyophilisiert) war
die Menge in Sammelfraktion 9 groéf3er als in der folgenden Sammelfraktion
10 (vgl. Abb. 20 — 25, Seite 451.).

O Die blau markierten Komponenten, etwa in Minute 38 eluiert, zeigten sich
bei der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert) nur in der Sammelfraktion 24
und bei der Probe von ,Stift Klosterneuburg“ (lyophilisiert) nur in der Sam-
melfraktion 10 (vgl. Abb. 21, Seite 45 und Abb. 25, Seite 46).

O In Minute 40 bis 41 wurden bei der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert)
Komponenten eluiert, welche nur in Sammelfraktion 24 (drei Peaks) zu se-

hen sind. Bei der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert) sind diese
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in Sammelfraktion 9 (ein Peak) und 10 (drei Peaks) sichtbar (vgl. Abb. 21,
Seite 45 und Abb. 24 — 25, Seite 46).

In den Chromatogrammen der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert) ist in
Sammelfraktion 23 und 26 etwa in Minute 48 je ein Peak zu sehen, in den
Sammelfraktionen 24 und 25 je zwei Peaks, wobei diese nicht vollstandig
aufgetrennt worden sind. (vgl. Abb. 20 — 23, Seite 45). Die Chromatogram-
me von ,Stift Klosterneuburg“ (lyophilisiert) zeigen nur bei Sammelfraktion
10 in Minute 48 zwei getrennte Peaks (vgl. Abb. 25, Seite 46).

Die HPLC-ELSD-Chromatogramme der Probe von ,Stift Klosterneuburg* (ofenge-
trocknet) und der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert) wiesen ein recht
ahnliches Erscheinungsbild auf. Aber es gab Unterschiede hinsichtlich der Menge
der Inhaltsstoffe, denn die Probe von ,Stift Klosterneuburg“ (lyophilisiert) zeigte
hohere Gehalte, welche sich mdglicherweise durch die schonendere Behandlung

der Trester durch Lyophilisation erklaren lassen (vgl. Abb. 26 — 27).
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Abbildung 26: HPLC-ELSD-Chromatogramm der Probe von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet,
Sammelfraktion 4)
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Abbildung 27: HPLC-ELSD-Chromatogramm der Probe ,Stift Klosterneuburg” (lyophilisiert, Sam-
melfraktion 10)
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Der Vergleich der HPLC-ELSD-Chromatogramme der Firma ,Rauch” (ofenge-
trocknet) und ,Rauch” (lyophilisiert) zeigt nur geringfiigige Unterschiede hinsicht-
lich der Zusammensetzung und Menge der Inhaltsstoffe. Die schonendere Trock-
nung der Tresterproben lasst auch hier auf h6heren Ertrag der lyophilisierten Pro-
be schlie3en (Abbildung 28 — 29).
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Abbildung 28: HPLC-ELSD-Chromatogramm der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet, Sam-
melfraktion 16)
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Abbildung 29: HPLC-ELSD-Chromatogramm der Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert, Sammel-
fraktion 24)
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Herstellung von Extrakten aus Ap-
felsaft-Trestern, deren Fraktionierung sowie mit der anschlie3enden Charakterisie-
rung der Fraktionen durch Bestimmung des Gesamtphenolgehalts und der Analy-
se mittels Hochleistungsflissig- und Dinnschichtchromatographie. Dabei wurde
besonders auf den Gehalt an Polyphenolen in den Trestern Wert gelegt. Poly-
phenole zeigen in in vitro-Assays, Tierexperimenten, epidemiologischen Studien
und in derzeit noch relativ wenigen in vivo-Studien gesundheitsférdernde und pro-
tektive Effekte im Bereich kardiovaskularer Erkrankungen (Boyer J. and Liu R.H.
2004).

Aus den Proben von ,Stift Klosterneuburg” (ofengetrocknet) und ,Stift Klosterneu-
burg” (lyophilisiert) sowie den Proben der Firma ,Rauch” (ofengetrocknet) und
.Rauch” (lyophilisiert) wurden Rohextrakte mithilfe des Accelerated Solvent
Extractors hergestellt. Dabei konnten beim gemahlenen Trester je nach Art der
Trocknung unterschiedliche Eigenschaften festgestellt werden. Die lyophilisierten
Proben zeigten gro3ere Tendenzen zu verklumpen als die ofengetrockneten, was
auf hohere Wasseranziehung des Materials nach der Lyophilisation schliel3en
lasst. Auch bei der Bestimmung des Restfeuchtegehaltes stellte sich heraus, dass
die lyophilisierten Proben hohere Werte erreichten als die ofengetrockneten (vgl.
Tab. 11, Seite 33).

Das Ausgangsmaterial der Firma ,Rauch” wurde vollstandiger verpresst, wodurch
eine geringere Menge Rohextrakt erreicht wurde als bei der Probe von ,Stift
Klosterneuburg®. Die Extraktmengen der lyophilisierten Trester von ,Stift Kloster-
neuburg” und der Firma ,Rauch” waren geringfugig hoéher als die der ofengetrock-
neten (vgl. Tab. 10, Seite 33).

Der Gesamtpolyphenolgehalt wurde mit der Methode nach Folin-Ciocalteu be-
stimmt. Die Proben von ,Stift Klosterneuburg® enthielten deutlich weniger Gesamt-
polyphenole als die Proben der Firma ,Rauch” (vgl. Tab. 12, Seite 34), obwohl aus
dem Ausgangsmaterial eine grof3ere Menge Extrakt gewonnen wurde. Die lyophi-
lisierten Trester von ,Stift Klosterneuburg” und der Firma ,Rauch” enthielten hohe-
re Gehalte an Gesamtpolyphenolen als die ofengetrockneten. Eine mogliche Er-
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klarung konnte die Veranderung der Inhaltsstoffe durch die Temperaturanwen-
dung bei der Trocknung im Trockenschrank sein.

Die Ergebnisse der Rohextrakte der vorliegenden Arbeit sind mit den Werten aus
der Literatur vergleichbar. So enthielten z.B. die Apfeltrester bei Garcia Y. et al.
(2009) 3,9 — 13,9 mg/g Gesamtpolyphenole und die Apfelspalten Idared bei Ross-
le C. et al. (2010) 18,5 mg/g. Die Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert) erzielte
den gréfRten Gehalt mit 21,2 mg/g, die Probe von ,Stift Klosterneuburg“ (ofenge-
trocknet) den Geringsten mit 5,3 mg/g (vgl. Tab. 12, Seite 34).

Weiters wird in dieser Arbeit die Anreicherung und Fraktionierung phenolischer
Substanzen aus dem Apfeltrester mittels Saulenchromatographie durchgefihrt.
Dadurch wurde die Herstellung von Fraktionen mit einem Gesamtpolyphenolgehalt
von bis zu 382,2 mg/g (Sammelfraktion 23) erreicht (vgl. Tab. 21, Seite 39). Die
lyophilisierten Proben von ,Stift Klosterneuburg” und von der Firma ,Rauch” erziel-

ten groRere Ausbeuten als die ofengetrockneten (vgl. Tab. 13, Seite 34).

Der Gesamtpolyphenolgehalt der Sammelfraktionen wurde durch die Folin-
Ciocalteu-Methode bestimmt. Der Gehalt stieg mit der Zahl der Fraktionen an,
sank dann aber ab und erreichte nach Wechsel des Elutionsmittels auf EtOH 96 %
den grofdten Wert. Die Proben der Firma ,Rauch” enthielten hohere Gehalte an
Gesamtpolyphenolen als die Proben von ,Stift Klosterneuburg” (vgl. Tab. 18 — 21,
Seite 38 f.).

Ein Nachteil der Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehalts mittels Folin-
Ciocalteu-Methode ist, dass die Differenzierung der Einzelkomponenten nicht
maoglich ist und dass neben phenolischen Stoffen auch andere reduzierende Sub-
stanzen erfasst werden (Matsuo S. et al. 2001).

Bei der Analyse mittels HPLC konnten folgende phenolische Verbindungen nach-
gewiesen und detektiert werden: Hyperosid, Isoquercetin, Avicularin, Phloridzin
und Quercetin (vgl. Tab. 22, Seite 40). Die Identifizierung dieser Komponenten
wurde im Rahmen der Dissertation von Waldbauer K. (2014) mithilfe von Ver-
gleichssubstanzen durchgefuhrt. Ebenso konnten ein weiteres Quercetin-desoxy-
hexosid 1 und Methyl-quercetin-hexosid mithilfe der Massenspektrometrie detek-
tiert werden und anhand der spektralen Eigenschaften des Quercetins unter Be-

achtung des Molekulargewichts quantifiziert werden.
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Die Proben der Firma ,Rauch® enthielten gré3ere Mengen dieser Komponenten
als die Proben von ,Stift Klosterneuburg®“. Zwischen lyophilisierten und ofenge-
trockneten Proben zeigte sich nur ein geringer Unterschied bezliglich Zusammen-
setzung und Menge.

AulRerdem konnte festgestellt werden, dass die Proben neben diesen polaren
Substanzen in gréf3erer Menge apolare Komponenten enthalten. Zur Detektion der
apolaren Inhaltsstoffe wurde ein Niedrig-Temperatur-Lichtstreudetektor (ELSD)
verwendet. Dabei zeigten die Proben von ,Stift Klosterneuburg” und die Proben
der Firma ,Rauch* &hnliche Zusammensetzung, aber geringe Unterschiede hin-
sichtlich der Menge der Inhaltsstoffe (vgl. Abb. 20 — 25, Seite 45 f.). Die lyophili-
sierten Proben von ,Stift Klosterneuburg® und der Firma ,Rauch” enthielten gréi3e-
re Gehalte als die ofengetrockneten Proben im Vergleich, was sich méglicher-
weise durch die schonendere Behandlung der Trester durch Lyophilisation erkla-
ren lasst (vgl. Abb. 26 — 29, Seite 47 1.).

Abschliel3end gesehen wies die Probe der Firma ,Rauch” (lyophilisiert und ofenge-
trocknet) im Vergleich zur Probe von ,Stift Klosterneuburg® (lyophilisiert und ofen-
getrocknet) einen héheren Gehalt an Gesamtpolyphenolen auf.

Auch die Gehalte von Hyperosid, Isoquercetin, Quercetin-pentosid 1, Avicularin
und Quercetin-desoxy-hexosid 1 erreichten bei den Proben der Firma ,Rauch*®
(Iyophilisiert und ofengetrocknet) hohere Werte. Die Probe von ,Stift Klosterneu-
burg” (lyophilisiert und ofengetrocknet) dagegen enthielt mehr Methyl-quercetin-

hexosid und Phloridzin.
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5. Zusammenfassung

Apfeltrester fallt jahrlich in grol3en Mengen an und enthélt wertvolle Inhaltsstoffe
wie unter anderem Polyphenole. Diese durften laut epidemiologischen Studien
eine bedeutende Rolle in der Pravention von kardiovaskularen Erkrankungen spie-
len. Um das Abfallprodukt Apfeltrester einer sinnvollen Verwertung zu unterziehen,
wird versucht, die enthaltenen Polyphenole anzureichern bzw. zu gewinnen. Im
Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurden zwei Apfeltrester [,Stift Kloster-
neuburg” (ofengetrocknet, lyophilisiert) und Firma ,Rauch” (ofengetrocknet, lyophi-
lisiert)] extrahiert, fraktioniert und analysiert. Die erhaltenen Fraktionen kdnnen
einer weiteren Zellassay basierten Untersuchung zugefuihrt werden, um die eNOS-
Aktivitat von Fruchttresterextrakten in vitro zu testen.

Die Apfeltrester wurden einerseits 12 Stunden bei 60 °C im Trockenschrank ge-
trocknet, andererseits bis zur vollstdandigen Trocknung mindestens 48 Stunden
lyophilisiert, um den Einfluss des Trocknungsvorganges auf die Inhaltsstoffe ver-
gleichen zu kdnnen.

Danach wurden aus den gemahlenen Trestern mithilfe der Accelerated Solvent
Extraction Rohextrakte erhalten, wobei die Ausbeuten bei den Proben von ,Stift
Klosterneuburg“ hoher waren als bei den Proben der Firma ,Rauch®.

Der Restfeuchtegehalt der Rohextrakte war bei den Proben von ,Stift Klosterneu-
burg” groRRer als bei den Proben der Firma ,Rauch”. Aul3erdem stellte sich heraus,
dass die ofengetrockneten Proben beider Trester niedrigere Restfeuchtegehalte
aufwiesen und somit langer gelagert werden kdnnten.

Der Gehalt an Gesamtpolyphenolen wurde mithilfe der Methode nach Folin-
Ciocalteu bestimmt. Die Proben der Firma ,Rauch“ enthielten deutlich grol3ere
Mengen an Polyphenolen als die Proben von ,Stift Klosterneuburg®. Die lyophili-
sierten Proben beider Trester zeigten jeweils hohere Werte, was sich maglicher-
weise durch die schonendere Trocknung erklaren lasst.

Im Anschluss wurden die Rohextrakte mittels Saulenchromatographie fraktioniert,
wobei Diaion ® HP-20 als stationédre Phase diente und EtOH 10% und EtOH 96%
als mobile Phasen verwendet wurden.

Mithilfe der Diunnschichtchromatographie (DC) konnten Fraktionen mit ahnlicher

Zusammensetzung zu Sammelfraktionen vereinigt werden. Die Ausbeuten jener
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Fraktionen, die Polyphenole enthielten, waren bei den Proben der Firma
»-Rauch” grol3er als bei den Proben von ,Stift Klosterneuburg®.

Im Vergleich mit den ofengetrockneten Proben (,Stift Klosterneuburg®, Firma
.Rauch”) konnten aus den lyophilisierten Proben (,Stift Klosterneuburg®, Firma
.Rauch”) grolere Mengen Polyphenole isoliert werden, was sich moglicherweise
auf die schonendere Trocknung zurtckfihren lasst.

Einige Polyphenole konnten mittels Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)
detektiert werden. Sammelfraktion 15 der Probe der Firma ,Rauch” (ofengetrock-
net) enthielt die grof3te Menge an Hyperosid (66,7 mg/g), Isoquercetin (27,3 mg/qg),
Quercetin-pentosid 1 (21,4 mg/g), Avicularin (43,4 mg/g) und Quercetin-desoxy-
hexosid 1 (50,3 mg/g). Bei der Probe ,Stift Klosterneuburg“ (lyophilisiert, Sammel-
fraktion 9) konnten die hochsten Werte an Methyl-quercetin-hexosid (25,0 mg/qg)
und Phloridzin (56,2 mg/g) festgestellt werden. Quercetin war nur in Fraktion 23
der Probe ,Rauch” (ofengetrocknet) detektierbar (10,6 mg/g).

Zur Detektion der in gro3erer Menge vorkommenden apolaren Inhaltsstoffe der
Proben ,Stift Klosterneuburg® und der Firma ,Rauch® wurde ein Niedrig-
Temperatur-Lichtstreudetektor (ELSD) verwendet. Die Proben von ,Stift Kloster-
neuburg® (Ilyophilisiert) und der Firma ,Rauch” (lyophilisiert) wiesen grol3ere Gehal-
te auf als die jeweils ofengetrockneten Proben von ,Stift Klosterneuburg” und der
Firma ,Rauch”, ein Umstand, der mdglicherweise durch die schonendere Behand-

lung der Trester durch Lyophilisation erklarbar ist.
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6. Summary

Apple pomace is generated annually in great extent and contains many valuable
ingredients such as polyphenols. According to epidemiological studies, they may
play a significant role in prevention of cardiovascular diseases. In order to recycle
the waste product apple pomace it is tried to enrich and obtain these polyphenols.
In this context, two samples of apple pomace [“Stift Klosterneuburg“ (oven-dried,
lyophilized) and ,Rauch® (oven-dried, lyophilized)] have been purified and ana-
lyzed. This work will be used for further investigation in in vitro studies of eNOS
activity.

The apple pomace samples were either oven-dried for 12 hours at 60°C or lyophi-
lized for at least 48 hours until complete drying with the intention to compare the
influence of the two different drying procedures on the ingredients. After drying,
the milled pomaces were extracted with an Accelerated Solvent Extractor. The
yields of the extracts of “Stift Klosterneuburg” samples were higher than the yields
of the samples “Rauch”. The extracts of the samples “Stift Klosterneuburg” had
higher moisture content than the samples of “Rauch”. The oven-dried samples of
both pomaces had lower values of moisture content.

The total phenolic content was determined by means of Folin-Ciocalteu reagent.
The samples “Rauch” contained more polyphenols than the samples “Stift
Klosterneuburg”. The lyophilized pomace of both samples comprised higher val-
ues.

The raw extracts were fractionated by column chromatography using Diaion ®
HP-20 as stationary phase and EtOH 10% and EtOH 96% as mobile phases.
Fractions with similar composition on the Thin Layer Chromatography (TLC) plates
were united after assessment by means of thin layer chromatography. The sam-
ples “Rauch” had higher yields of polyphenol-containing fractions than the samples
“Stift Klosterneuburg”. Higher amounts of polyphenols were isolated from the ly-
ophilized samples than from the air dried samples probably because of the milder
drying process. Some polyphenols were detected by means of High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). The sample “Rauch” (oven-dried, collected frac-
tion 15) contained the largest quantities of Hyperoside (66.7 mg/g), Isoquercetin
(27.3 mg/g), Quercetin-pentosid 1 (21.4 mg/g), Avicularin (43.4 mg/g) and
Quercetin-desoxy-hexoside 1 (50.3 mg/g).



Whereas the sample “Stift Klosterneuburg” (lyophilized, collected fraction 9)
showed the largest values of Methyl-quercetin-hexoside (25.0 mg/g) and
Phloridzin (56.2 mg/g). Quercetin was only detectable in fraction 23 of “Rauch”
(oven-dried) (10.6 mg/q).

An Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) was used for detection of high
amounts of apolar components in samples of “Rauch” and “Stift Klosterneuburg”.
The lyophilized samples of “Stift Klosterneuburg” and “Rauch” covered more in-
gredients than the oven-dried samples of those perhaps because of the milder

drying process.
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