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1.1 Problemstellung

Bedingt durch eine stetig anwachsende Unsicherheit auf Seiten der Konsumenten, gewinnt die Nachfrage
nach gesteigerten Qualitdtskontrollen und einem effektiven Qualitdtsmanagement im Umgang mit der
Produktion und Verarbeitung gartenbaulicher Produkte an Bedeutung. Orientierte sich das Verbraucher-
verhalten vor Jahren noch ausschlieBlich an den £G-Normen und anderen Giitesiegeln, die ausschlieBlich
duflere Merkmale beriicksichtigten, so findet in letzter Zeit in zunehmendem Mafle ein Umdenken in
Richtung ernidhrungsphysiologischer Qualitit statt. Dies ldsst sich nicht nur ausschlielich durch die zu-
nehmend belastenden Umweltbedingungen erkléren, die in den Medien beispielsweise Diskussionen iiber
oxidativen Stress durch UV-Strahlung und Riickstande in Nahrungsmitteln aufwerfen. Sowohl durch das
gesteigerte Gesundheitsbewusstsein der Verbraucher als auch durch ein insgesamt grofBeres Interesse an
gesundheitlicher Erndhrung wurden gesellschaftlich geforderte Aktionen ins Leben gerufen (,,5 am Tag"

(http://www.Samtag.de) ,,Leichter Leben in Deutschland* (http:/www.llid.de), die vor allem die ge-

sundheitsfordernde Wirkung von Obst- und Gemiiseprodukten in den Vordergrund stellen. Der gesund-
heitliche Wert dieser Produkte liegt dabei vor allem in dem pflanzenphysiologischen Zusammenwirken
der Inhaltsstoffe, die Vitamin- oder Mineralstoffpraparate, die auf zumeist chemisch hergestellten Einzel-
substanzen beruhen, sind hingegen lediglich nur als Ergdnzung geeignet. In diesem Zusammenhang ge-
winnen die sekundidren Pflanzenstoffe (z.B. Phenole, Vitamine) immer mehr an Bedeutung, da ihnen
durch klinische Studien belegte anti-cancerogene Wirkungen und positive Wirkungen auf koronare
Herzerkrankungen nachgesagt werden (HERTOG et al., 1993; KNEKT et al., 1997; Liu, 2000; EBERHARDT
et al., 2002; DA SILVA PORTO et al., 2003; BOYER und Liu, 2004). Im Hinblick auf die Qualitdt im Pro-
zessmanagement von Obst- und Gemiiseprodukten besteht demzufolge ein gesteigerter Bedarf an Kon-
trollen, um der schnelleren Verderblichkeit der Produkte, dem verarbeitungsbedingten Ab- und Umbau

wertgebender Inhaltsstoffe und der Unsicherheit der Verbraucher entgegen wirken zu koénnen.

Die Zusammenhinge zwischen den einzelnen Reifestufen, der erndhrungs-physiologischen Qualitdt und
den charakteristischen Verdnderungen der Gehaltsmengen und Zusammensetzung von Pigmenten in Obst-
und Gemiise (Chlorophylle, Carotinoide, Polyphenole) wurden bereits im Zuge vielféltiger Untersuchun-
gen zu Lagerung und Nachernte ermittelt (SIMON, 1997; KNEE, 1988; ABBOTT, 1999; ZUDE et al., 2002).
Derartige Verdnderungen der Inhaltsstoffe konnen als Indikatoren fiir Produktqualitit dienen, bevor die
eintretenden Alterungs- und Verderbnisprozesse von auflen sichtbar werden. Die bislang im Prozessma-
nagement eingesetzten Messverfahren sind vorwiegend zerstérend und lassen somit keine Langzeitunter-
suchungen der einzelnen Produkte entlang der Vermarktungskette zu. Optische Methoden bieten die Mog-
lichkeit, qualitative und quantitative Verdnderungen von Inhaltsstoffen einzelner Obst oder
Gemiiseprodukte schnell und zerstérungsfrei zu untersuchen. Die Spektroskopie wurde bereits erfolgreich
zur Analyse der Fruchtqualitét eingesetzt (KAWANO et al., 1990, 1992; PEIRS et al., 2000; LAMMERTYN et
al., 2000; ZUDE, 2003; SARANWONG et al., 2004). Das Potential der Fluoreszenzspektroskopie wurde

jedoch bislang nicht systematisch erarbeitet. Der Schwerpunkt der Nutzung von Fluoreszenzanalysen lag
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vorwiegend auf Untersuchungen zur Kinetik der Chlorophyllfluoreszenz, messbar im roten Wellenlén-
genbereich des Fluoreszenzspektrums (KAUTSKY und HIRSCH, 1931; BUSCHMANN und GRUMBACH, 1985;
VON WILLERT et al., 1995). Erst vor kurzem wurden Systeme der Fluoreszenzspektroskopie zur Ermitt-
lung von Verdnderungen von Substanzen, die im blau-griinen Wellenldngenbereich fluoreszierenden,
erprobt (MORALES et al., 1994; BUSCHMANN et al., 2000; KiM et al., 2001; TAKEUCHI et al., 2002; ZUDE,
2004), um mogliche Einsatzgebiete in der Industrie wissenschaftlich darzulegen. In der vorliegenden
Arbeit soll die zerstorungsfreie Bestimmung wertgebender Inhaltsstoffe mit Hilfe der Fluoreszenzspekt-

roskopie am Beispiel von Polyphenolen in Friichten untersucht werden.

1.2 Zielstellung

Die zerstorungsfreie Fluoreszenzmessung sollte eingesetzt werden, um Inhaltsstoffe in Gartenbauproduk-
ten objektiv und schnell bestimmen zu kénnen. In der vorliegenden Arbeit sollte dieser Ansatz am Bei-
spiel von Polyphenolen in Friichten untersucht werden. Damit sollte ein Beitrag zur strategischen Ver-
meidung von Qualitdtseinbulen insbesondere in der Nachernte- und Verarbeitungstechnologie geleistet
werden. Im Hinblick auf den Gesundheitsnutzen konnte ein hoherer Néhrwert der Gartenbauprodukte

durch schonende und somit gute Inhaltsstoffe erhaltende Prozessoptimierung erreicht werden.

Die zerstorungsfreie Fluoreszenzmessung wurde zunéchst fiir eine Varianzanalyse der stoffwechselphy-
siologisch bedingten Verdanderungen der Inhaltsstoffe von Obst und Gemiise im Nachernte- und Verarbei-
tungsprozess eingesetzt. Hierfiir wurden Versuche an ganzen Friichten wihrend der Lagerung durchge-
fihrt. Mit Hilfe von Reinsubstanzen wurden die Wechselwirkungen der einzelnen Inhaltsstoffe
eingehender untersucht und ausgewertet, um die Fluoreszenzemission beeintrachtigende Reabsorptions-
und Loschungseffekte einzuordnen. Durch den Einsatz von nass-chemischen Analysen, insbesondere
Analysen mit der Hochdrucks-Fliissigkeitschromatographie (HPLC), zur Bestimmung der Inhaltsstoffge-
halte und chemometrischer Auswerteverfahren wurde unter Zuhilfenahme von verschiedenen Signal- und
Datenvorverarbeitungsmethoden Kalibrierungen erarbeitet und unter Beriicksichtigung der in der Praxis

auftretenden Variabilitdt validiert.
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2.1 Phenole

Frische Obst- und Gemiiseprodukte sind wichtige Energielieferanten durch ihre primér gebildeten Pflan-
zenstoffe (Fett, Kohlenhydrate, Eiweille und Nukleinsduren), die die Inhaltsstoffe jeder Zelle darstellen.
Dariiber hinaus gibt es auch eine Reihe sekundérer Pflanzenstoffe, die nur in bestimmten Pflanzengewe-
ben vorkommen, und die erst in den letzten Jahren insbesondere auf ihre gesundheitsfordernden Eigen-
schaften fiir den menschlichen Organismus eingehender untersucht wurden. Die grofte Gruppe innerhalb
dieser Sekundéarstoffe stellen die Phenole bzw. Polyphenole dar. In Pflanzen dienen sie vor allem als
Schutzfaktor vor Mikroorganismen, Insektenfra3 sowie abiotische Stressfaktoren (z.B. starke UV-

Strahlen, Ozon) und in vielen Obstarten tragen sie zudem zu Geschmack, Duft und Aussehen bei.

2.1.1 Biochemie der Phenolsynthese

Die chemische Struktur aller phenolischen Verbindungen baut auf ihrem einfachsten und kleinsten Vertre-
ter, dem Phenol (Abb. 2.1.1) auf, nach dem die gesamte Stoffgruppe benannt wurde. Phenole sind Verbin-
dungen, die eine oder mehrere Hydroxylgruppen (OH-Gruppen) oder daraus entstandene Derivate enthal-

ten, welche an einen aromatischen Ring bzw. einen Benzolkern gebunden sind.

oH

TRy
L

Abb. 2.1.1: Phenol.

Fiir das Phenol kdnnen mesomere Grenzstrukturen formuliert werden. Dabei treten die delokalisierten z-
Elektronen des Ringes in Wechselwirkung mit den nichtbindenden Elektronenpaaren des Sauerstoffs. Das
erweiterte z-Elektronensystem kann mit geringerer Energie angeregt werden, als das klassische z-
Elektronensystem des zugrunde liegenden aromatischen Kohlenwasserstoffs. Dementsprechend absorbie-

ren Phenole lingerwellige UV-Strahlung (Tab. 2.1.1).
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Tab 2.1.1: Absorptionsmaxima phenolischer Substanzen (FEUCHT und TREUTTER, 1989).

Phenol-Gruppe

Absorptionsmaximum (nm)

Isoflavone 250-275
Flavanole ~280
Flavanone 270-290
Dihydroflavanole 270-290
Stilbene ~300
Hydroxyzimtsiduren 290-330
Cumarine 310-350
Flavone 320-350
Flavonole 340-380
Chalkone 340-390
Benzochinone 260-280, 375-410
Naphtochinone 330-340, ~400
Anthrachinone 330-340, 400-530
Aurone 380-430
Anthocyanidine 480-560

Aufgrund der durch die mesomeren Strukturen geforderten Dissoziierbarkeit ihrer OH-Gruppe reagieren
Phenole sauer. Der chemische Aufbau der Polyphenole weist hingegen mehr als nur einen aromatischen

Ring auf. Sie liegen in der Pflanze oftmals als Glykoside, also mit Zucker verbunden, vor, besonders

wenn sie in der Vakuole der Zelle gelost sind, und reagieren schnell mit anderen Verbindungen.

Nach FEUCHT und TREUTTER (1989) werden die wichtigsten Grundstrukturen phenolischer Substanzen in

Pflanzen wie folgt eingeteilt:

- Grundverbindungen (z.B. Cumarin, Stilben, Pterocarpan, Auron, Benzochinon, Naphtochinon,

Anthrachinon),

- phenolische Sauren, bei denen zwischen Hydroxyzimtsduren und Benzoeséuren unterschieden

wird
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- und Flavonoide, die die grofite Bedeutung unter den Polyphenolen in Pflanzen haben (Proantho-
cyanidine, Anthocyanidine, Flavone, Flavonole, Flavanone, Dihydrochalkone, Flavan-3-ole (Ca-

techine) und Isoflavonoide).

Die Grundgeriiste der Phenole konnen dabei bspw. durch die Substitution von H-Atomen durch OH-
Gruppen verdndert werden. Diese Hydroxylgruppen kdnnen wiederum methyliert, acyliert oder glycosi-
diert sein. Durch Kondensation von mehreren Monomeren kdnnen Polymere gebildet werden (z.B. das
Lignin bei Flavanolen) oder es entstehen Verbindungen einzelner Phenole durch Zucker oder durch nicht-

aromatische, aliphatische Séuren.

Shikli_ril-:atweg
. Shikimisdure

Benzoesditire

Phenylalanmn

¢ LA l@ PAL

Chinon N trans-Zimtsdure 7 Hydroxyzimisduren

N l@ can

p-Cumarséure

l@ Chalkon-Synthase
Chalkon

v

ISOFLAVONE 4-------- FLAVANONE ---------- » FLAVONE

DIHYDROFLAVANOLE --------- + FLAVONOLE

y

LEUCOANTHOCYANIDINE

ANTHOCYANIDINE \

PROANTHOCYANIDINE FLAVAN-3-OLE

Abb. 2.1.2: Die Biosynthese der Polyphenole (PAL: Phenylalanin-Ammonium-Lyase, C4H: Zimtsédu-
re-4-Hydroxylase).

Die Biosynthese der Polyphenole (Abb. 2.1.2) bezieht ihre Edukte (Vorstufen) aus dem Kohlenhydrat-
Stoffwechsel. Die enzymatische Synthese der Vorstufen Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-Phosophat
fiihrt tiber die Zwischenstufen 3-Desoxyarabinoheptulosonat-Phosphat, Dehydrochinasdure und De-
hydroshikimisédure zur Shikimisdure, welche die Ausgangskomponente fiir die meisten phenolischen
Substanzen darstellt (RECHNER, 2000). Uber den Shikimat-Weg (WOLLGAST und ANKLAM, 2000) wird
die Aminosdure Phenylalanin gebildet, aber auch Tyrosin wird als Vorstufe fiir die Phenol-Biosynthese

diskutiert (RYAN et al., 2002), da Tyrosin iiber oxidative Deaminierung direkt zu p-Cumarséure reagieren
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kann. Aus Phenylalanin entsteht durch die Katalyse von Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) eine
trans-Zimtsédure, die am Anfang des eigentlichen Phenol-Metabolismus steht (FEUCHT und TREUTTER,
1989; Ju et al., 1995). Von dieser Zimtsdure leiten sich zahlreiche Derivate ab, die sogenannten Zimtsiu-
ren, die durch Hydroxylierung, auch in Verbindung mit Methylierung der OH-Gruppe, gebildet werden.
Diese Hydroxyzimtséuren sind die Vorstufen fiir die meisten hohermolekularen Phenole (z.B. Cumarine,
Flavonoide, Stilbene, Lignane, Lignine), sie stellen den einfachsten und in Pflanzen bevorzugten Weg zur
Bildung von Phenolkérpern da. Uber die Hydroxyzimtsduren oder direkt durch Intermediate (Benzoesiu-
re) des Shikimatweges werden die Chinone gebildet. Da iiber die Shikimat-Reaktionen neben der Zimt-
sdure auch die aromatischen Aminosiuren, die dem Primérstoffwechsel zugeschrieben werden, entstehen
(RICHTER, 1997), befindet sich an dieser Stelle, mit der weiteren Biosynthese der Zimtsiure, der Uber-

gang in den sekundéren Stoffwechsel.

Der PAL wird eine Schliisselfunktion im Phenolstoffwechsel zugeschrieben, da sie an der Abzweigung
zwischen Phenol- und Aminoséuresyntheseweg liegt und daher durch zahlreiche physikalische und che-
mische Faktoren, z.B. UV-Licht und Ethylen, reguliert wird. Nach enzymatischer Hydroxylierung mit
Zimtsdure-4-Hydroxylase (C4H) wird aus der Zimtsdure p-Cumarsédure (Hydroxyzimtsdure) gebildet. Die
Hydroxyzimtsdure, die sich durch die Verbindung mit dem Coenzym-A4 (z.B. p-Coumarséure-CoA) im
aktiviertem Zustand befindet, reagiert weiter zu dem jeweiligen Chalkon (z.B. Naringeninchalkon) durch
eine von der Chalkon-Synthase katalysierten Reaktion mit drei Molekiilen Malonyl-CoA4. Aus diesem
Chalkon leiten sich alle Flavonoide ab; bspw. entsteht nach Ringschluss das Flavanon Naringenin, aus
dem sich die Isoflavone, die Flavone und die Dihydroflavanole entwickeln konnen. Aus letzteren kdnnen
durch weitere Synthese Flavonole gebildet werden, aber auch Leucoanthocyanidine (Flavan-3,4-diole),
welche eine kurzlebige Vorstufe der Anthocyanidine, der Flavan-3-ole und deren Kondensationsproduk-
ten, den Proanthocyanidinen, darstellen. Die Glycosyl- und Methyltransferasen sind die verantwortlichen
Enzyme fiir die sekundiren Verdnderungen der Hydroxyzimtsduren und der Flavonoide und transferieren
Zucker- oder Methyl-Gruppen auf die phenolischen OH-Gruppen. Sie sind sowohl substrat- als auch

positionsspezifisch.

Als Ort der Phenol-Biosynthese kommen die Plastiden (z.B. Chloroplasten), die Membran der Vakuolen,
das endoplasmatische Reticulum, aber auch die Zellwand oder das Cytosol in Frage. Die entsprechenden
katalysierenden Enzyme wurden sowohl geldst als auch membrangebunden im Plasma gefunden (FEUCHT
und TREUTTER, 1989). Der Shikimatweg insbesondere spielt sich in hoheren Pflanzen in der Regel in den
Chloroplasten ab. Dennoch gibt es im Cytoplasma eine zweite Mdglichkeit fiir die Synthese des Shiki-
mats. Im nicht-griinen Zellgewebe konnen bereits Leukoplasten als Syntheseort fungieren (RICHTER,
1997). Die Phenolbildung kann dabei ohne Intermedidrprodukte mit Hilfe von Multienzymkomplexen
erfolgen oder aus einem durch Intermedidrprodukte angereicherten Pool von Hydroxyzimtsdure-Glukosen

gespeist werden. Anabolismus und Katabolismus der Polyphenole sind reversibel.
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Phenolische Substanzen, mit Ausnahme der Gruppe der Flavanole, kommen in Pflanzengeweben in der
Regel gekoppelt an andere Molekiile und nicht in freier Form vor. Die Kopplungen entstehen hierbei
meist mit Glucose-Resten, sind aber auch mit Sulfat- oder Acetyl-Resten moglich. Im glykosidierten
Zustand sind die Phenole fiir die Zellen weniger toxisch. Die Glykosidierung der entsprechenden Aglyco-
ne findet auBerhalb der Vakuole statt, die durch den Tonoplasten in die Vakuole gelangen. Dort sind wei-

tergehende Reaktionen moglich.

Die Pflanze besteht aus differenzierten Organen (z.B. Blitter, Friichte) mit typischer Anatomie und Mor-
phologie. Diese Gewebe besitzen einen charakteristischen Pool von Phenolen, wobei sehr unterschiedli-
che Zusammensetzungen und Gehalte auftreten. Dies ist weniger auf die Anatomie als auf den Genom
und die Ausdifferenzierung einzelner Organe zuriickzufithren. Im pflanzlichen Stoffwechsel wirken sie
vor allem in den Adaptationsmechanismus gegeniiber ungiinstigen Umweltbedingungen. Je nach geneti-
scher Ausstattung der Pflanze variiert die Reaktionsweise der jeweiligen Phenole, sowohl der endogenen,

als auch der applizierten, sehr deutlich.

Im Pflanzengewebe wirken Phenole als prdinfektionelle Resistenzfaktoren fiir eine dauerhafte Abwehr
von Pathogenen. Die Pflanze kann Phenole aber auch erst nach einer Infektion anreichern. Dabei wird
hinsichtlich der Wirkungsweise der Phenole grundsétzlich zwischen l6slichen und unléslichen Polyphe-
nolen unterschieden. An der Wirkung als Toxine zur Abwehr von Pathogenen der Pflanze oder als aggres-
sive Substanz des Krankheitserregers sind relativ niedermolekulare, 16sliche Phenole beteiligt. Sie konnen
auf der anderen Seite aber auch die Besiedelung einer Pflanze durch Pathogene oder Symbionten begiins-

tigen.

Im Gegensatz dazu bilden unlésliche Phenole oft Bestandteile von physikalischen Barrieren (Suberin,
Lignin, polymere Tannine). Als Fralschutz gegen Insekten werden hauptsichlich die Gerbstoffe bzw.

Tannine gebildet und dafiir speziell in die Zellwinde eingelagert.

Polyphenole dienen neben der Resistenz gegen Phytopathogene auch der Abwehr von oxidativem Stress,
dem die Pflanze u.a. durch ihren selbst produzierten Sauerstoff im hohen Mafle ausgeliefert ist. Diese
Funktion als Radikalfdnger und Antioxidantien macht vor allem den erndhrungsphysiologischen Nutzen

der Phenole fiir den menschlichen Organismus aus.

Eine weitere Aufgabe der Phenole ist die Regulierung des Phytohormonhaushaltes der Pflanze. In diesem
Zusammenhang wird p-Cumarséure, Ferulasdure und Kaffeesdure meist eine wuchshemmende, Chloro-
gensdure hingegen eine wuchsfordernde Wirkung zugeschrieben. Auch an der Bodenmiidigkeit konnen
Phenole beteiligt sein und sich dabei hauptséchlich allelopathisch auf die jeweiligen Kulturpflanzen aus-

wirken (z.B. Phenolséduren, Hydrochinone, Cumarine und Flavonoide). Dariiber hinaus hemmen einige
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phenolische Verbindungen (z.B. Rutin, Quercitrin, Ferulaséure) unter entsprechenden pH-Werten die

Mineralstoffaufnahme der Pflanze.

Eine wichtige Schutzfunktion gegen UV-Licht haben in der Gruppe der Phenole vor allem die Flavonoide.
Aufgrund der vielfiltigen Farben einiger phenolischer Verbindungen, vor allem der Anthocyane, konnen
sie zudem als Signalsubtanzen eingesetzt werden. Phenole tragen demnach neben dem Geschmack auch

zum Aussehen vieler Obstarten bei.

Phenole sind sehr reaktive Substanzen. Sie bilden Wasserstoffbriicken aus, wenn keine Hemmung durch
zusitzliche Seitenketten auftritt, was beispielsweise bei vielen Flavonoiden zu intramolekularen Verkniip-

fungen fiihrt. Weiterhin besitzen sie die Fahigkeit, Chelate mit Metallen zu bilden.

Eine der fiir den Obst- und Gemiisebau 6konomisch bedeutendsten Eigenschaften der Phenole ist jedoch
ihre leichte Oxidierbarkeit, die zur Gewebeverbraunung fiihrt. Solche qualititsmindernden Reaktionen
treten bei mechanischer Belastung wie Druck- oder Schnittstellen, Alterung, Infektionen und zahlreichen
physiologischen Krankheiten auf. Eine Mdglichkeit der Oxidation der Phenole stellen die Peroxidasen da,
die eine Oxidation der o-Diphenole zu ihren entsprechenden Quinonen in Gegenwart von Wasserstoffper-

oxyd (H,0,) katalysieren. Sie sind jedoch limitiert durch die begrenzte Anwesenheit von endogenem H>0,.

Die enzymatische oxidative Polymerisierung der Phenole und damit einhergehende Gewebeverbrdunung
findet in zwei Schritten statt. Zunéchst erfolgt die enzymatische o-Hydroxilierung der Monophenole oder
die enzymatische Oxidation der o-Diphenole katalysiert durch Polyphenoloxidasen (PPO) zu o-Quinonen
mit Sauerstoffmolekiilen als priméres Oxidationsmittel. Fiir die Enzymaktivitit essentiell ist zusétzlich
die Einbindung von Kupfer als prosthetische Gruppe der PPO. Diese Enzyme sind im gesunden
Pflanzengewebe latent oftmals membrangebunden in den Plastiden der Zellen (auch in den Thylakoiden
von Chloroplasten) lokalisiert. Wird die Kompartimentierung der Zelle gestort und vermischen sich die
Plastiden (Enzyme) mit dem Inhalt der Vakuolen (Substrat), so kommt es zu einer Oxidation der Phenole
durch die PPO (FEUCHT und TREUTTER, 1989; YORUK und MARSHALL, 2003). Im zweiten Schritt erfolgt
die nicht-enzymatische Polymerisierung der bereits farbigen o-Quinone zu den fiir diese Verbraunung
typischen rotlich-braunen Polymeren (Melanine). Die Polyphenoloxidasen weisen eine hohe Affinitit
gegeniiber Hydroxyzimtsduren, insbesondere Kaffeesdure-Verbindungen auf (z.B. Chlorogensiure in
Apfeln). Flavonoide und Procyanidine werden hingegen weniger schnell katalysiert. Auch der Verbriu-
nungsgrad ist abhéngig von der ausgehenden phenolischen Verbindung. So tragt bspw. Catechin am meis-
ten zur Verbraunung im Apfel bei (MURATA et al., 1995). Der Gehalt an Sauerstoff und seine Diffusions-
geschwindigkeit in der Losung bzw. im Apoplasten und somit das Interzellularvolumen stellen den
limitierenden Faktor der enzymatischen Oxidation der Phenole durch PPO dar. Die Aktivitit der Po-
lyphenoloxidase ist zudem stark abhéngig vom pH-Wert des umgebenden Mediums. In der Pflanzenwelt

liegt das Optimum meist zwischen pH = 4,0 und pH = 8,0, jedoch wurde bspw. im Apfel ein optimaler
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pH-Wert von 3,5 bis 4,5 gefunden (MURATA et al., 1995). Auch die Temperatur beeinflusst neben der
Loslichkeit des fiir die Oxidation notwendigen Sauerstoffs die Reaktionsgeschwindigkeit der Polyphenol-
oxidasen. Bei niedrigen Temperaturen verlduft die Reaktion deutlich langsamer, wobei erhdhte Tempera-

turen zur Denaturierung des Molekiils fiihren konnen (ZHOU et al., 1993).

Um den 6konomischen Verlusten durch Verbrdunungen entgegenwirken zu konnen, ist der Einsatz von
Hemmstoffen der Polyphenoloxidase von besonderer Bedeutung. Bedeutende Reduktionsmittel der en-
zymatischen Verbraunung sind in der obstbaulichen Praxis das Diphenylamin (DP4) und das Schwefeldi-
oxyd (SO,), die jedoch in der Nahrungsmittelindustrie stark reglementiert wurden (AHVENAINEN, 1996).
Ascorbinsdure wird als Alternative fiir Schwefeldioxyd vor allem in Fruchtsiften, Fruchtpiirees und ge-
schnitten Friichten eingesetzt. Jedoch setzt sich die enzymatische Verbraunung fort, sobald das Vitamin C
abgebaut wurde (FRIEDRICH et al., 1986). Durch die zusétzliche Gabe von Zitronensiure kann die Ascor-
binséure stabilisiert werden. Zudem verschiebt ein saures Milieu den pH-Wert unter 3, so dass die PPO-
Aktivitdt gehemmt wird. Die meisten der Zusitze, um Verbraunungen des Fruchtgewebes zu verhindern,

veridndern allerdings den Geschmack des Produktes erheblich.

2.1.2 Erndhrungsphysiologische Wirkung

Die aktuelle Diskussion und zunehmende Erkenntnisse iiber den Zusammenhang zwischen Erndhrung
und Gesundheit erh6hen das Bewusstsein der Verbraucher gegeniiber qualitativ hochwertigen Lebensmit-
teln und jenen, die zusétzlich gesundheitsférdernde Wirkungen versprechen (Functional-Foods: probioti-
sche Produkte, Produkte mit Omega-3-Fettsduren, 4 CE-Drinks). Das letztgenannte Attribut ist daher auch
ein wichtiges Marketinginstrument fiir gartenbauliche Produkte. Der gesundheitliche Wert von Obst und
Gemiise liegt im Zusammenwirken mehrerer Substanzen und nicht im Gehalt einzelner Vitamine oder
Mineralstoffe, so dass Einzelpraparate im Vergleich dazu weniger als "gesunde" Nahrung geeignet sind.
Auch der Convenient-Bereich gewinnt immer mehr an Bedeutung, da die Inhaltsstoffe der Produkte durch
Verarbeitungsschritte weiterhin beeinflusst werden konnen (VAN BOECKEL und JONGEN, 1997; PRICE et
al., 1999).

Gerade im Zusammenhang mit dem Verzehr von Wein, der einen hohen Anteil an Polyphenolen enthilt,
wurde in den Medien seit langem das sogenannte ,,French Paradoxon® diskutiert. Dabei treten in der
franzosischen Bevolkerung aufgrund ihres hoheren Rotweinkonsums weniger durch Herzkrankheiten
bedingte Todesfille auf, obwohl die Risikofaktoren (Bluthochdruck, Ubergewicht, Rauchen) #hnlich hoch
ausgepragt sind wie bei den Bewohnern anderer industrialisierter Lénder. Mehrere epidemiologische
Studien beschéftigten sich in den letzten Jahren mit der Beziehung zwischen der Aufnahme von Polyphe-
nolen und einer Verminderung verschiedenster Krankheiten (z.B. Krebs, Herz- und Kreislauferkrankun-
gen). Die Ergebnisse dieser Studien werden jedoch nach wie vor kontrovers diskutiert, da oftmals der in

vivo Nachweis noch aussteht.



2 Stand des Wissens 10

Die positiven Auswirkungen der Phenole auf den menschlichen Organismus werden in erster Linie ihren
Féhigkeiten als Radikalfinger und Antioxidantien zugeschrieben, sie sind zumeist effektiver als Vitamin
E und C (RICE-EVANS et al., 1997; MOURE et al., 2001). Sie tragen zur Einhaltung des Gleichgewichts an
schddigenden (prooxidativen) und schiitzenden (antioxidativen) Vorgéngen im Korper bei. Phenolische
Verbindungen fangen schédliche Radikale, insbesondere Sauerstoffradikale (z.B. Superoxid-Anion (O;),
Hydroxyl-Radikal (OH"), Singlett Sauerstoff ('O,), ab oder sie konkurrieren mit anderen Substanzen um
die Bindung von aggressiven Sauerstoffformen und unterbinden somit die durch sie hervorgerufenen
schidigenden Kettenreaktionen (FEUCHT & TREUTTER, 1989; KAUER und KAPOOR, 2001). Freie Radikale
sind duflerst instabile und sehr reaktive chemische Verbindungen, so dass immer neue Radikale ausgebil-
det werden, was zu einer Kettenreaktion fiihrt. Sie rufen zwar antibakterielle und antivirale Wirkungen
hervor, auf der anderen Seite konnen sie aber menschliche Zellen verdndern oder zerstoren und somit
Degenerationen, Entziindungen und maligne Krankheiten fordern. Durch die Uberfiihrung der freien
Radikale in stabile, langlebige Substanzen sind die Antioxidantien in der Lage, diese Reaktionskette zu

unterbrechen.

Singlett Sauerstoff (‘O,) kann bspw. durch Energietransfer eines photochemisch aktivierten Triplett-
Zustandes aus molekularem Sauerstoff entstehen und sich negativ auf Aminosauren und mehrfach unge-
sittigten Fettsduren auswirken (FEUCHT und TREUTTER, 1989). Die aggressiven Formen des Sauerstoffs
sind dariiber hinaus in der Lage Lipoproteine, Desoxyribonukleinséuren, Proteine, Kohlenhydrate und
Lipide zu oxidieren und zu schédigen. Die Lipid-Peroxidation hat bspw. Membranschidigungen zur Fol-
ge. Es konnen toxische Substanzen mit karzinogener, zellmutierender oder alternder Wirkung entstehen.
Durch Flavonoide, denen unter den Phenolen die groB3te Bedeutung als Radikalfédnger und Antioxidantien
zugeschrieben wird, insbesondere den Flavan-3-ols und den Procyanidinen, wird diese Fett-Peroxidation
gehemmt, indem sie als A -Donatoren Wasserstoff an die Peroxy-Radikale abgeben (KAUER und
KAPOOR, 2001; VERSTRAETEN et al., 2003). Durch die Fahigkeit der Phenole, Proteine zu binden oder
redoxaktive Metallionen in Chelaten zu fassen, konnen oxidative Reaktionen ebenfalls unterbunden wer-

den.

Die anticancerogene und antimutagene Wirkung der Polyphenole ist noch nicht eindeutig geklirt, da
ihnen in einigen Studien wiederum Mutagenitdt nachgewiesen wurde, besonders im Zusammenhang mit
der Prasenz von Metallionen (LAUGHTON et al., 1991; HERTOG et al., 1994; HOLLMANN et al., 1996;
RICE-EVANS et al., 1997; Liu, 2000, 2002; OLIVEIRA und WATSON, 2001; TERRY et al., 2001). Sie sind
jedoch zumindest in der Lage, die freien Radikale, die sozusagen précancerogene Vorstufen darstellen, zu
hemmen (RECHNER, 2000; MAzzA, 2002). Wahrend bspw. Catechinen eine hemmende Wirkung der Pe-
roxidation von Membranfetten nachgesagt wird, konnen Tannine hingegen DNS-Briiche verursachen und
somit zu Mutationen oder Krebszellenbildung fithren. Andererseits werden Tanninen wiederum die groB3-
ten gesundheitsfordernden Effekte nachgesagt (KAUER und KAPOOR, 2001). Chlorogensdure, Kaffeesdure
und Ferulasdure gelten als Reduktoren der Mutationsrate, Quercetin wird sowohl eine positive Wirkung

gegen Krebs als auch eine Forderung von Mutationen zugeschrieben (MACGREGOR und JURD, 1978;
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SCHIMMER et al., 1988; FEUCHT und TREUTTER, 1989; LEE et al., 2003a, 2003b). Flavonoiden konnte
zwar ein hemmender Effekt auf die Sterblichkeitsrate bedingt durch koronare Herzkrankheiten nachge-
wiesen werden, jedoch bestand kein Zusammenhang zwischen ihrer Einnahme und der Todesrate durch
allgemeine Krebserkrankungen (HOLLMANN et al., 1996). Die positiven Wirkungen auf koronare Herzer-
krankungen sind hingegen sehr viel weniger widerspriichlich als die anticancerogenen Effekte von Pheno-
len (HERTOG et al., 1993; MEYER et al., 1998; Liu, 2002; VERSTRAETEN et al., 2003; DA SILVA PORTO et
al., 2003; HUBBARD et al., 2003; BOYER und Liu, 2004). Grundsétzlich konnen Antioxidantien also pra-
ventiv gegen Tumore oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen eingesetzt werden, da sich aber bspw. Tumore
selbst durch Antioxidantien gegen den Abwehrmechanismus des Korpers schiitzen, ist ihr Einsatz in die-

sem Stadium eher behandlungshemmend bzw. krankheitsférdernd.

Trotz ihres Allergiepotentials (z.B. Kontaktdermatitis) wird den Polyphenolen auch eine antiallergene
Wirkung nachgesagt, da sie das Entstehen von Histamin hemmen (MATSUO et al., 1997; ALEXANDRAKIS
et al., 1999; KOTANI et al., 2000; MASTUDA et al., 2002; CORREALE und MARKS, 2002). Auch auf die
Resorption im menschlichen Organismus iiben sie gegensitzliche Einfliisse aus. Polyphenole kdnnen
aufgrund ihrer Reaktionsfdhigkeit mit Proteinen einen hemmenden Effekt auf die Verdauungsenzyme
ausiiben (MOLE et al., 1990). Andererseits wirkt sich das antioxidative Potential der Flavonoide so auf
den Darm aus, dass spezielle Inhaltsstoffe stérker resorbiert werden kdnnen, da ihre vorherige Oxidation
unterbunden wird. Aber auch die Polyphenole selbst bzw. ihr antioxidatives Potential werden durch ande-

re aufgenommene Nahrungsstoffe gehemmt bzw. gefordert (ALEXANDROPOULOU et al., 2005).

Die Schidigungen durch freie Radikale kdnnen auf lange Sicht eine Reihe von Krankheiten wie Arterio-
sklerose, Arthritis, Lungenerkrankungen, Photoalterung der Haut, Augenkrankheiten, chronische Nieren-
und Lebererkrankungen, Morbus Krohn oder Krebs zur Folge haben. Des Weiteren sollen Flavonoide
positiv gegen Diabetes mellitus (hier vor allem das Phloridzin aus Apfeln), Parasiten (antiviral (z.B. Her-
pes), antimikrobiell, antimykotisch), Thrombosebildung, koronare Herzerkrankungen, Depressionen (Jo-
hanniskraut) und Entziindungen wirken (HERTOG et al., 1993; MEYER et al., 1998; METZz, 2000;
BUSCHMANN, 2002; WROLSTAD, 2001). In der Bekdmpfung des oxidativen Stresses werden den Phenolen
zudem synergistische Effekte mit oder regenerative Wirkungen von antioxidativ wirksamen Vitaminen
zugeschrieben (z.B. L-Ascorbinsdure, a-Tocopherol, B-Carotin) (FANG et al., 2002; VERSTRAETEN et al.,
2003; ZHOU et al., 2005). Tocopherole wirken zudem auch allein als Blocker gegen schadhafte Oxidation
der lipophilen Membranen. Einige Flavonoide wirken bspw. als Inhibitoren der Ascorbinséure-
Zerstorung. Neben den Phenolen werden auch die physiologischen und pharmakologischen Effekte weite-
rer sekundérer Pflanzenstoffe auf den menschlichen Organismus diskutiert, wie bspw. die in Obst- und

Gemiiseprodukten sehr stark vertretenen Carotinoide.

Durch den Einfluss von Sauerstoff und Licht kdnnen Flavonoide zu unldslichen Polymeren transformiert

und vom menschlichen Organismus nicht mehr resorbiert werden. Zudem liegen die phenolischen Sub-
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stanzen in den Pflanzen meist gebunden an Zuckerresten oder organischen Séuren vor, so dass sie zwar
wasserloslicher werden aber dafiir weniger leicht passiv durch biologische Membranen diffundieren kon-
nen. Die Aufnahmerate erfolgt in Abhéngigkeit des gebunden Zuckers, der auch in der Bindungsposition
variieren kann (WILLIAMSON et al., 2000). Deshalb sind bei der erndhrungsphysiologischen Betrachtung
der Polyphenole nicht nur der Gehalt in der Frucht, sondern auch ihre Absorption und ihr Metabolismus
im Diinn- und Dickdarm, in der Niere und in der Leber zu beriicksichtigen. Die Substanzen kdnnen nur
dann ihre volle Wirkung entfalten, wenn sie unverdndert und in ausreichenden Mengen an den entspre-
chenden Wirkungsort im Korper gelangen. Den Anthocyanen konnte bspw. in vitro ein hohes antioxidati-
ves Potential nachgewiesen werden, dessen Bedeutung aufgrund ihrer geringen Bioverfiigbarkeit in vivo
allerdings als fraglich zu betrachten ist (FLESCHHUT, 2004). Ahnliches gilt fiir die Flavonoide im allge-
meinen (OLIVEIRA und WATSON, 2001). In anderen Studien wurde die gute Aufnahme von Kaffeeséure
(z.B. aus Apfelsiften) im Gegensatz zur geringeren Absorption der groBeren Molekiile, der Proanthocya-
nidine, belegt (BITSCH et al., 2000; SCALBERT et al., 2002). Auch bei Quercetin konnte eine ausreichende
Bioverfiigbarkeit nachgewiesen werden (GEE et al., 1998). Uber die Nahrung werden hauptséchlich Fla-
vonole, Flavanone und Catechine, gefolgt von Anthocyanidinen und Procyanidinen sowie Phloretin zuge-
fiihrt. Generell passieren die meisten Flavonoide den Darmtrakt als Aglykone (Reinsubstanzen) wo sie
absorbiert und transformiert werden. Die glykosidierten Formen werden eher in geringem Male aufge-
nommen, die Absorption erfolgt zumeist erst nach Hydrolyse der phenolischen Zucker-Verbindungen
durch im Diinn- (B-Glucosidasen oder Phloridzin Hydrolase) oder Dickdarm (B-Glucosidasen, B-
Rhamnosidasen, Esterasen) vorkommende Hydrolasen (WILLIAMSON et al., 2000; BOYER und Liu, 2004).
Mit Hilfe sogenannter Zucker-Transporter (SGLT1, sodium-dependent glucose transporter) konnen aber
auch einige glykosidierte phenolische Substanzen (z.B. Quercetin-3-glucosid) im Diinndarm aufgenom-
men werden (PAGANGA und RICE-EVANS, 1997; GEE et al., 1998; WILLIAMSON et al., 2000; Liu, 2002).
Nach der Aufnahme erfolgt die Methylierung und Hydroxylierung der Phenole. Im Dickdarm geht die
Hydrolyse zumeist mit einem Abbau der Flavonoid-Aglykone zu einfachen phenolischen Verbindungen

mittels Ring-Spaltung einher (WILLIAMSON et al., 2000).

2.1.3 Phenole im Obst

Sekundire Pflanzenstoffe, darunter auch die Phenole, werden im Obst z.B. als Farb-, Duft-, Geschmacks-
und Signalstoffe produziert. Die Zusammensetzung an Fruchtpolyphenolen ist genetisch kontrolliert und
stellt somit ein charakteristisches Polyphenolprofil, einen eigenen ,, fingerprint“ fir jede Frucht dar. Dar-
iiber hinaus wird ihnen auch eine Reihe von physiologischen Wirkungen auf den menschlichen Organis-
mus nachgesagt. Die wichtigsten im Obst vorkommenden Phenole lassen sich in drei Klassen einteilen

(FRIEDRICH et al., 1986; TREUTTER, 2001):

(1) Die Phenolcarbonsduren, die hiufig an organischen S&uren oder Zuckern als Ester gebunden
sind und somit als wasserlosliche Glykoside vorliegen, werden wiederum in zwei Gruppen un-

terteilt:
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- Die Hydroxyzimtsdure Verbindungen (z.B. p-Coumarséure, Ferulaséure, Kaffeesdure und Chlo-

rogensdure (Abb. 2.1.3) sind die wichtigsten Strukturen in Friichten.

HO
= 0 COOH

HO OH

HO OH

Abb. 2.1.3: Strukturformel der Chlorogensaure.

- Hydroxybenzoesédure Verbindungen (z.B. p-Hydroxybenzoesédure, Gallussdure, Vanillinsdure, El-
lagsédure (Abb. 2.1.4) sind im Gegensatz dazu in den Friichten ggf. nur in geringen Konzentrati-
onen (< 1mg/kg) vertreten. Sie tragen zur Verstirkung der pflanzlichen Zellwénde bei, da durch

Polymerisation Lignine gebildet werden.

o

HO
HO OH

o OH

Abb. 2.1.4: Strukturformel der Ellagsaure.

(2) Die Flavonoide sind mit {iber 4000 bekannten Verbindungen die bedeutendsten Phenole und
kommen in den meisten Pflanzen vor. Thr Grundkorper besteht aus einem Cy-Cs-Cy-Geriist, wo-
bei der erste Ring ein aromatischer ist, verschmolzen mit dem zweiten, heterocyclischen, Sauer-
stoff beinhaltenden Ring, welcher wiederum mittels C-C-Bindung mit einem dritten aromati-
schen Ring verbunden ist (PETERSON und DWYER, 1998). Tiere sind nicht in der Lage, diesen
Flavan-Grundkoérper, von welchem sich die Flavonoide strukturell ableiten, zu synthetisieren.
Flavonoide liegen meist an Glucose gebunden vor und wirken somit weniger reaktiv gegen freie
Radikale. Dafiir sind sie in dieser Form wasserldslicher, so dass sie in der Vakuole gespeichert

werden konnen. Ein wichtiger Regulationsfaktor der Flavonoid-Biosynthese ist das Licht, insbe-
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sondere blaues und UV-Licht, das bspw. spezifisch auf die Induktion der Synthese von Flavon-
und Flavonolglykosiden wirkt und die Anthocyanbildung stimuliert. Zu den wichtigsten Unter-
gruppen der in Friichten vorkommenden Flavonoide gehéren Anthocyanidine, Flavonole, Di-
hydrochalkone, Flavan-3-ole, Proanthocyanidine, Flavone (z.B. Luteolin, Apigenin) und Flava-
none (hauptsdchlich in Zitrusfriichten; z.B. Hesperidin, Naringin). Die beiden letztgenannten

sind jedoch nicht in Kern-, Beeren- und Steinobst vorzufinden.

(3) Zu der Gruppe der niedermolekularen Phenole zdhlen meist fliichtige Phenole, zum Teil wichtige
Aromastoffe. Sie sind oftmals Bruchstiicke oder Reststiicke von polymeren phenolischen Ver-

bindungen.

Die Anthocyanidine (z.B. Cyanidin (Abb. 2.1.5), Malvidin, Pelargonidin) liegen in Pflanzen nur glykosi-
disch als Anthocyane im Zellsaft der Vakuolen, iiberwiegend in den Epidermis- und Subepidermiszellen
der Friichte vor. Dabei werden die Zuckerreste (vorwiegend Glucose, Galaktose, Rhamnose und Arabino-
se) bevorzugt am Cj;-Atom iiber eine Sauerstoffbriicke gebunden (RICHTER, 1997; RECHNER, 2000). Die
meist rotliche, blaue oder violette, intensive Farbe der Anthocyane veréndert sich in Abhéngigkeit des
pH-Wertes. Sie variiert von rot im sauren pH-Bereich iiber farblos bis zu blau bei basischen pH-Werten.
Zudem fiihrt die intermolekulare Copigmentierung der Anthocyane (z.B. mit Polyphenolen, Alkaloiden,
organischen Séuren) zu einer Intensivierung der Farbe durch Verschiebung der Absorption in den kiirzer-
welligen Bereich (hypsochromer Effekt) und einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu héheren
Wellenldngen (bathochromer Effekt). In den heimischen Regionen bestimmen die Anthocyane vor allem
das Erscheinungsbild der Beerenfriichte und sind ebenso ausschlaggebend fiir die rote Deckfarbe der

Sonnenzugewandten Seite der Apfelfriichte, (WOLFE und Liu, 2002).

OF

OR
=

@
HO 0

OH

OH
K = Zuckerreste

Abb. 2.1.5: Strukturformel von Cyanidin.

Die Flavonole (z.B. Kaempferol, Quercetin (Abb. 2.1.6)) sind in den heimischen Obstarten meist durch

eine Sauerstoffbriicke am C;-Atom mit Zuckerresten, hauptsdchlich Glucose und Rhamnose verbunden
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(RICHTER, 1997; RECHNER, 2000). Thre Bildung ist lichtabhéngig, so dass die hellgelben Flavonolgluko-

side bevorzugt in der Schale von Friichten vorkommen.

Abb. 2.1.6: Strukturformel von Quercetin.

Die schwach gelben Dihydrochalkone (z.B. Phloretin (Abb. 2.1.7), Phloridzin) sind vor allem charakteris-
tisch fiir den Apfel, wo sie als Nachweis fiir Apfelprodukte eingesetzt werden, sie kommen dagegen nur

selten in anderen Obstarten vor.

OH

iy g

HO OH OH

Abb. 2.1.7: Strukturformel von Phloretin.

Die Flavan-3-ole (hauptsédchlich (+)-Catechin (Abb. 2.1.8), (-)-Epicatechin, (+)-Gallocatechin und (-)-
Epigallocatechin) sind hingegen in allen heimischen Friichten vorhanden. Aus ihnen bilden sich durch
enzymatische und chemische Kondensation die Proanthocyanidine (Abb. 2.1.9). Entsprechend ihres Po-
lymerisationsgrades sind sie bei einem geringen Polymerisationsgrad farblos und tragen zu einem bitteren
Geschmack bei oder aber sie sind bei hohem Polymerisationsgrad gelblich bis braun und adstringierend.
Die Procyanidine (B1-B4) sind am weitesten verbreitet und entstehen aus reiner Catechin-/Epicatechin-
Kondensation. Die Flavan-3-ole und die Leucoanthocyanidine bilden die Gruppe der kondensierten Gerb-

stoffe, die nicht oder nur gering hydrolisierbar sind (RICHTER, 1997).
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OH

HO o
OH

OH
OH

Abb. 2.1.8: Strukturformel der Catechine.

OH

HO o
OH

OH
OH OH

Abb. 2.1.9: Strukturformel der Procyanidine

In Deutschland werden jéhrlich durchschnittlich etwa eine Million Tonnen Tafeldpfel geerntet (STURM,
2005). In Europa und den Vereinigten Staaten ist der Apfel neben Zwiebel und Tee eine bedeutende Quel-
le fiir die Aufnahme von Flavonoiden. In verschiedenen Studien konnte der Einnahme von bspw. Querce-
tin, Chlorogensiure, Procyanidine und Catechin durch den Konsum von Apfeln eine hemmende Wirkung
auf diverse Krebserkrankungen und ein allgemein hoher antioxidativer Effekt nachgewiesen werden,
wohingegen Tee, dessen Gehalt an Catechinen bspw. viel hoher ist, keine derartigen Effekte hatte
(HERTOG et al., 1993; KNEKT et al., 1997, 2002; SAWA et al., 1999; LE MARCHAND et al., 2000; ARTS et
al., 2001; VINSON et al., 2001; WOLFE und Liu, 2002; DA SILVA PORTO et al., 2003). Die im Apfel enthal-
tenen Flavonoide tragen zudem zu einer verminderten Sterberate bedingt durch chronische Erkrankungen

bei (HERTOG et al., 1994; KNEKT et al., 2000; EBERHARDT et al., 2000).
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Tab. 2.1.2: Gehalt an Polyphenolen in Apfelfriichten gemessen an verschiedenen Sorten (FG: Frisch-
gewicht, TG: Trockengewicht).

Phenol Gehalt [mg / 100g] Quelle

Chlorogensiure 9,02 FG LEE et al., 2003a
3-43 FG PODSEDEK et al., 2000
13,61 FG (Schale) TSAO et al., 2003
17,73 FG (Fruchtfleisch)
18,4-20,6 FG VAN DE SLUIS et al., 2001
6-20 FG HERRMANN, 2001

Kaffeesiiure 0,8-3,8 FG (Schale) ESCARPA und GONZALEZ, 1998
0,2-1,1 FG (Fruchtfleisch)

Epicatechin 8,65 FG LEE et al., 2003
11,4-12,8 FG VAN DE SLUIS et al., 2001
8,2-48,1 FG (Schale) ESCARPA und GONZALEZ, 1998
1,9-11,1 FG (Fruchtfleisch)
5,04 FG DRAGOVIC-UZELAC et al., 2005
120-575 TG (Schale) TREUTTER, 2001
21-83 TG (Fruchtfleisch)

Catechin 0,4-2,1 FG PODSEDEK ET AL., 2000
7,40 FG (Schale) TSAO et al., 2003
2,07 FG (Fruchtfleisch)
1,5-1,9 FG VAN DE SLUIS et al., 2001
6,6-48,6 FG (Schale) ESCARPA und GONZALEZ, 1998
2,8-18,2 FG (Fruchtfleisch)

Quercetinglykoside 13,20 FG LEE et al., 2003

(2.5 Rutin) 13,6-67,1 FG (Schale) ESCARPA und GONZALEZ, 1998
0,46 FG DRAGOVIC-UZELAC et al., 2005
27-134 TG (Schale) TREUTTER, 2001
1-4 TG (Fruchtfleisch)

Phloretinglykoside 6,37 FG DRAGOVIC-UZELAC et al., 2005
1,0-15,8 FG RECHNER, 2000
1,2-41,8 FG (Schale) ESCARPA und GONZALEZ, 1998
0,4-2,0 FG (Fruchtfleisch)
5,59 FG LEE et al., 2003

Procyanidine (B2) 6,9-65,9 FG (Schale) ESCARPA und GONZALEZ, 1998
2,3-10,5 FG (Fruchtfleisch)
10,36-36,02 FG (Schale) PEREZ-ILZARBE et al., 1991 (zit. nach
1,51-5,52 FG (Fruchtfleisch) HERRMANN, 2001)

Cyanidin-3-Glykoside |9,5-10 FG MAzzA und VELIOGLU, 1992
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In Apfeln sind phenolische Verbindungen in unterschiedlichen Gehalten nachgewiesen worden (PEREZ-
ILZARBE et al., 1991; MAYR et al., 1995, 1996; ESCARPA und GONZALEZ, 1998; PODSEDEK et al., 2000;
VAN DE SLUIS et al., 2001; TREUTTER, 2001; LEE et al., 2003; KUCZYNSKI, 2003; TSAO et al., 2003;
VEBERIC et al., 2005). Im Apfelfruchtfleisch sind vor allem Hydroxyzimtsdurederivate, Flavan-3-ole und
Procyanidine enthalten. Die Procyanidine tragen dabei mit ca. 40 % bis 60 % zum Gesamtphenolgehalt in
Apfeln bei, welcher etwa 0,01 % bis 1 % des Frischgewichtes ausmacht (RECHNER, 2000; SCHIEBER et al,
2001; WOLFE und Liu, 2002). Die Anthocyane, Flavonole und Quercetin und seine Derivate konnten vor
allem in der Apfelschale nachgewiesen werden. Die Dihydrochalkone konnten hauptséchlich in den Ker-
nen, aber auch im Fruchtfleisch und in der Schale nachgewiesen werden (ESCARPA et al., 1998; WOLFE
und LiU, 2002). Die phenolischen Substanzen liegen im Apfel im Gegensatz zu anderen Friichten haufig

in ungebundener Form vor (SUN et al., 2002).

Die duBlerst inhomogene Verteilung, die jeweilige Zusammensetzung und die Gehalte der einzelnen Phe-
nole variieren erheblich in Abhéingigkeit der Apfelsorte, des Entwicklungsstadiums, des klimatischen
Einflusses und des Verarbeitungsgrades von Apfelprodukten (FEUCHT und TREUTTER, 1989; MAYR et al.,
1995). Die Flavonoide sind dabei relativ stabil gegen Hitze, moderate Sduregehalte und Sauerstoff
(ESCARPA und GONZALEZ, 1998; PETERSON und DWYER, 1998; AWAD et al., 2000a, 200b, 2001a; VAN DER
SLUIS et al., 2001; SCHIEBER et al, 2001; KONDO et al., 2002; WOLFE et al., 2003). In der Tabelle 2.1.2 ist
eine Zusammenstellung der verschiedenen bisher identifizierten Polyphenole im Apfel anhand von Er-

gebnissen einiger Verdffentlichungen aufgelistet.

Im Bereich des Beerenobsts gehoren die Erdbeeren zu den wirtschaftlich wichtigsten Beeren in Deutsch-
land. Die Erdbeerproduktionsflichen in Deutschland vergrofern sich zunehmend (WUERTENBERGER,
2005). Neben dem hohen Gehalt an Vitamin C haben sie durch ihren Gehalt an Polyphenolen dariiber
hinaus eine ernédhrungsphysiologische Bedeutung. Besonders der Ellagsédure wird dabei ein antimutagener

und anticancerogener Einfluss nachgesagt (TORRONEN und MAATTA, 2002).

Auch in den Erdbeeren wurden unterschiedliche Gehalte an phenolischen Verbindungen nachgewiesen
(TREUTTER et al., 1991; GIL et al., 1997; HOLCROFT und KADER, 1999). Die rote Farbe der Friichte weist
bereits auf einen hohen Gehalt an Anthocyanen in der Fruchtschale hin. Dabei handelt es sich in erster
Linie um das Pelargonidin-3-Glucosid und nur geringen Gehalten an Cyanidinglykosiden (HERRMANN,
2001). Bei den Phenolcarbonsduren ist die Hydroxyzimtséure p-Cumaroyl-Glucose vorherrschend gegen-
iiber den Hydroxybenzoesdure-Verbindungen. Zu letzteren gehort die Ellagsdure, die entgegen der in der
Literatur oft erwdhnten Annahme (PERKINS-VEAZIE, 1995; LUNKENBEIN, 2006; HERRMANN, 2001) in
dieser Form jedoch in den Friichten nicht nachgewiesen werden kann. Das Aglykon wird wahrscheinlich
erst durch den Extraktionsprozess fiir die Messung mit Hilfe von chromatographischen Methoden aus den
in der Frucht vorliegenden Ellagitanninen gebildet (TREUTTER, Fachgebiet Obstbau der Technischen

Universitdt Miinchen, personliche Mitteilung; TORRONEN und MAATTA, 2002). Von den Flavan-3-olen
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konnten in erster Linie Catechin und Epicatechin in den Erdbeeren nachgewiesen werden, bei den Pro-

anthocyanidinen ist B3 vorherrschend. Als Flavonole wurden hauptséchlich Kémpferol- und Quercetin-

Glykoside in den Beeren gefunden. In Tab. 2.1.3 sind die bisher ermittelten Gehalte der in Erdbeeren

enthalten Polyphenole aufgelistet.

Tab. 2.1.3: Gehalt an Polyphenolen in Erdbeerfriichten gemessen an unterschiedlichen Sorten in An-

lehnung an HERRMANN (2001) und ergénzt (FG: Frischgewicht, TG: Trockengewicht).

Phenol

Gehalt [mg / 100 g]

Quelle

p-Cumaroyl-Glucose 1,4, 2,7 FG SCHUSTER und HERRMANN, 1985
Ellagsiiure 43-464 TG MaAAS et al., 1991
53+3 FG TORRONEN und MAATTA, 2002
Epicatechin 1,2 FG STOHR und HERRMANN, 1975
Catechin 0,6-7,6 FG STOHR und HERRMANN, 1975
4-6 FG TORRONEN und MAATTA, 2002
Quercetin- und bis 16,5 FG HENNING, 1981

Kéimpferolglykoside 0,2-0,9 FG (Kdmpferol) TORRONEN und MAATTA, 2002
0,3-0,5 FG (Quercetin)
Pelargonidin 48-128 FG PERKINS-VEAZIE, 1995

Procyanidine

6 FG

TORRONEN und MAATTA, 2002
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2.2 Fluoreszenz

2.2.1 Physikalisch-chemischer Hintergrund von Fluoreszenzer-

scheinungen

Die Fluoreszenz gehort zu den Phanomenen der Photolumineszenz. Bei Anregung mit Strahlung im ultra-
violetten bis infraroten Wellenldngenbereich absorbieren einige Molekiile Energie, die sie nach einer
gewissen Zeitdifferenz (Lebenszeit) als Strahlungsenergie ohne Anteil an thermischer Energie wieder
abgeben. Die Fluoreszenzlebenszeit stellt eine oftmals sehr kurze zeitliche Verzogerung der Photolumi-
neszenz nach der Anregung dar. Sie wird mit Hilfe ihres Abklingens nach Aussetzen der Anregung festge-
stellt. Es gibt zwei Arten von Photolumineszenz, die sich im wesentlichen zeitlich unterscheiden lassen:
Wihrend bei der Fluoreszenz die absorbierte Energie innerhalb von 0,1 ns bis 100 ns nach der Anregung
wieder abgegeben wird, setzt die Strahlungsemission der Phosphoreszenz frithestens nach 1 ms ein. Im
Folgenden soll ndher auf die Methodik der Fluoreszenzspektroskopie, also die Aufnahme von Fluores-
zenzspektren zur Identifizierung von Substanzen, und die Messung von Fluoreszenzintensitéten zur quan-
titativen Analyse eingegangen werden (FORSTER, 1951; DANCKWORTT und EISENBRAND, 1964;
SCHWEDT, 1981; BUSCHMANN und GRUMBACH, 1985; GUILBAULT, 1990; vON Willert et al., 1995;
RICHTER, 1997).

Molekiile, die in der Lage sind, Strahlung im sichtbaren Wellenldngenbereich zu absorbieren, werden als
Chromophore bezeichnet. Im Gegensatz dazu spricht man speziell bei Molekiilen, bei denen durch Anre-
gung mit Lichtenergie Fluoreszenzerscheinungen auftreten, von Fluorophoren. Die durch die Absorption
des Lichts aufgenommene Energie kann auf unterschiedlichen Wegen wieder abgegeben werden. Einen
schematischen Uberblick iiber diese Prozesse gibt das Jablonski-Diagramm (Abb. 2.2.1) (FORSTER, 1951;

SCHWEDT, 1981; GUILBAULT, 19990; WEHRY, 1990b; VON WILLERT et al., 1995; ALBANI, 2001).

¥
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Abb. 2.2.1: Jablonski-Diagramm.
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Das Energieniveauschema eines Molekiils unterteilt sich demnach in ein System aus Singulettzusténden
(Sp...S,) mit dem Gesamtelektronenspin Null und ein System aus Triplettzustinden (75...S,) mit dem Ge-
samtelektronenspin Eins. Zwischen benachbarten elektronischen Zustinden befinden sich des weiteren
Schwingungs- Rotationsniveaus mit jeweils abnehmender Energiedifferenz zwischen den einzelnen Ni-
veaus (FORSTER, 1951). Die im Folgenden beschriebenen Energieaustauschprozesse innerhalb dieser

Zustandssysteme lassen sich in drei Kategorien unterteilen:

)] Ubergiinge von einem niedrigeren in ein hoheres Energieniveau durch Absorption elektro-

magnetischer Strahlung;
(i1) Strahlungslose Ubergiinge;

(iii) Ubergiinge von einem hoheren zu einem niedrigeren Energieniveau verbunden mit der E-

mission von elektromagnetischer Strahlung.

Wird Lichtenergie im ultravioletten (UV), sichtbaren (VIS) oder infrarotem (/R) Wellenldngenbereich
absorbiert, dann kommt es bei Zufuhr ausreichender Energie zur Anregung, im Zuge dessen ein Elektron
von dem energetisch geringen Grundzustand So, also dem &uBersten besetzten Molekiilorbital, in einen
energetisch hoheren Singulett-Zustand Sn tibergeht. Der Atomabstand innerhalb des Molekiils &ndert sich
wihrend des Elektroneniibergangs nicht, da diese duBerst schnell ablaufen (Franck-Condon-Prinzip). Der
Elektronensprung erfolgt demnach vertikal zwischen den Molekiilorbitalen, die sich bezogen auf die
Bindungen im Molekiil auf unterschiedlichen Energieniveaus befinden. Ein Molekiil kann nur dann op-
tisch angeregt werden, wenn die Energie des eintreffenden Photons so grof ist wie die Energiedifferenz
zwischen Sy und einem angeregten Zustand S,. Durch zu geringe Energiezufuhr kommt es nur zu einer
Erwéarmung durch stirkere Vibration oder Rotation des Molekiils, wohingegen eine zu hohe Energieauf-
nahme eine photochemische Zersetzung zur Folge haben konnte. Der innere Ubergang vom angeregten
Zustand S, (n > 1) zum energetisch niedrigsten Niveau des angeregten Zustands (S;) erfolgt in der Regel
strahlungslos (internal conversion). Innerhalb von weniger als 0,1 ns wird der Uberschuss an Schwin-
gungsenergie durch Kollisionen mit anderen Molekiilen wieder abgegeben. Zwar kann bei diesem Uber-
gang von S, zu S; auch Strahlung abgegeben werden (< 107 s), sie konkurriert jedoch mit der strahlungs-
losen Energicabgabe, die um mindestens eine GroBenordnung groBer ist. Es gibt im Folgenden drei

Moglichkeiten des Ubergangs vom untersten nicht besetzten Molekiilorbital S; in den Grundzustand Sj:

)] Das Elektron fallt vom angeregten Zustand (S;) durch die Abgabe eines Photons mit der E-
nergie (Fluoreszenzemission), die es fiir die Riickkehr braucht, in den Grundzustand S, zu-

riick.

(i1) Erfolgt die Riickkehr des Elektrons in den Grundzustand (Sj) iiber einen strahlungslosen
Ubergang vom angeregten Singulett-Zustand (S/) durch Spinumkehr zu einem Triplett-

Zustand (7)) (intersystem crossing), wird die tiberschiissige Energie bei einem wesentlich
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langsameren Ubergang durch erneute Spinumkehr von 7 zu S, als Phosphoreszenzstrahlung

freigegeben.

(iii) Eine strahlungslose Alternative stellt die Ubergangsméglichkeit durch innere Umwandlung

(internal conversion) und Abgabe von Wirmestrahlung dar.

Die Fluoreszenzemission muss demnach mindestens genauso schnell verlaufen wie die dazu im Wettbe-
werb stehenden strahlungslosen und photochemischen Prozesse, damit Fluoreszenzstrahlung auftreten
kann. Es wird weiterhin deutlich, dass die aufgenommene Energie durch Absorption hoher ist als die
abgegebene Energie der Fluoreszenz (DANCKWORTT und EISENBRAND, 1964; GUILBAULT, 1990). Diese
Energiedifferenz erklart sich durch die strahlungslose innere Umwandlung und spiegelt sich in einer gro-
Beren Wellenldnge im Emissions- als im Absorptionsspektrum wieder (Stokesscher Shift) (Abb. 2.2.2).

Sonderfille wie z.B. Doppelphotonenanregung wurden in der vorliegenden Arbeit nicht betrachtet.

e
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Abb. 2.2.2: Absorptionsspektrum (—) und Fluoreszenzspektrum (---) von Photosystem II aus Wei-

zenchloroplasten (nach GASANOV et al. zit. in HADER, 2002).

2.2.2 Fluoreszenzfahigkeit

Im Vergleich zu den zahlreichen organischen und anorganischen Verbindungen, die mit Hilfe photometri-
scher Analyse wie Absorptions- und Reflexionsspektroskopie bestimmt werden kénnen, besitzen bedeu-
tend weniger Substanzen die Fahigkeit zu fluoreszieren (GUILBAULT, 1990). Somit zeichnet sich die Fluo-

reszenzspektroskopie gegeniiber der Photometrie durch ein hoheres Mal} an Selektivitit aus.
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Die Fluoreszenzfihigkeit einer Substanz wird im Wesentlichen durch ihre chemische Konstitution be-
stimmt. Die erste Voraussetzung ist die Fahigkeit zur Lichtabsorption. Vollkommen transparente oder
reflektierende Materialien konnen kein Licht aufnehmen und sind somit nicht in der Lage zu fluoreszieren

(ALALUF, 2001).

Molekiile, die delokalisierte z-Elektronensysteme besitzen, sind oftmals in der Lage zu fluoreszieren
(WEHRY, 1990a). Diese treten vor allem in komplexen Molekiilen mit konjugierten Doppelbindungen auf,
in denen sich die relevanten Molekiilorbitale iiber mehrere Atome erstrecken und zahlreiche vertikale
Elektroneniibergéinge mdglich sind. Treten Molekiile mit zahlreichen konjugierten Doppelbindungen auf,

dann reicht bereits die Energie sichtbarer Strahlung zur Anregung aus (ALBANI, 2001).

Versuche, Regeln fiir die Fluoreszenzféhigkeit von Substanzen aufzustellen sind auf Grund ihrer komple-
xen Zusammenhinge zu der chemischen Konstitution der jeweiligen Verbindung schwierig. Bislang
konnten fiir organische Substanzen lediglich gewisse RegelméBigkeiten aufgezeigt werden (Forster, 1951;
DANCKWORTT und EISENBRAND, 1964). Selbst wenn die oben genannten Kriterien erfiillt sind, ist nicht
immer eine Fluoreszenz messbar. Sogenannte Priadissoziationseffekte (Trennungen von Bindungen wih-
rend des Abklingens) kdnnen eine Fluoreszenzunféhigkeit einiger Molekiile zur Folge haben. Diese Pro-
zesse konnen mit der schnellen Energieabgabe durch Lichtemission konkurrieren, da sie die Energie zu-
nichst in chemische Energie und nicht direkt in Kernschwingungsenergie uméindern. Die strahlungslose
Deaktivierung der Anregungsenergie durch Prédissoziation hidngt dabei von der Anregungsdauer des
Molekiils und der dynamischen Wechselwirkung der zu trennenden Bindung und dem angeregten Elekt-
ronensystem im Molekiil ab, in erster Linie jedoch von der Differenz zwischen der Anregungs- und der
Trennungsenergie der schwéchsten Bindung. Demzufolge sind aromatische Verbindungen im Allgemei-
nen fluoreszenzfahig, da sie eine grofe Bindungsfestigkeit bei geringer Anregungsenergie besitzen. Die
Resonanz dieser Molekiile fiihrt zu einer Stabilisierung des Bindungssystems und zu einem Ausgleich
verschiedenartiger Bindungen, wodurch das schwach bindende z-Elektronensystem, welches die Lage des

Anregungszustandes bestimmt, verstirkt wird.

Damit Fluoreszenz auftreten kann, darf die Struktur des Molekiils zudem keine strahlungslose Ubergiinge
begiinstigende strukturelle Einheiten oder funktionelle Gruppen beinhalten (SCHWEDT, 1981). Durch die
Substitution gewisser Gruppen (z.B. —J, -NO2, -NH3"), vor allem direkt am aromatische Kern, kann die
Fluoreszenzfahigkeit verloren gehen. Dies erklért sich daraus, dass die Bindungen zu diesen Substituen-
ten i.d.R. schwiécher sind als zu den durch sie ersetzten Wasserstoffatomen. Nur wenn die Anregungs-
energie zur Trennung der Substituenten-Bindungen nicht ausreicht, konnen auch langwellig absorbierende
Molekiile fluoreszieren. Das Fluoreszenzvermdgen kann bei kurzwellig absorbierenden und fluoreszie-
renden Substanzen durch einige Substituenten verstérkt beeintrdchtigt werden. Allerdings kann das Nicht-
auftreten von Fluoreszenz nicht immer auf das Vorhandensein dieser Gruppen zuriickgefiihrt werden.

Besonders in den sogenannten Farbstoffen werden mehrere solcher Substituenten (i.d.R. aromatische
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Reste) durch Verkniipfungen mit weiteren Atomen als Ring zusammengeschlossen. Infolge dieses Ring-
schlusses werden diese Molekiile fluoreszenzfihig, was wohl in erster Linie darauf beruht, dass diese
Bindung die ebene Atomanordnung mit delokalisierten Elektronen unterstiitzt. Allerdings kénnen auch
Molekiile fluoreszieren, in denen diese aromatischen Reste statt im Ring durch ldngere Atomketten ver-
bunden sind, vor allem wenn sie sich in Losungsmitteln hoher Viskositit befinden, die zum Erhalt der

ebenen Atomanordnung auch im angeregten Zustand beitragen.

Mit Hilfe der Fluorimetrie lassen sich Substanzen in deutlich niedrigeren Konzentrationsbereichen detek-
tieren, als es mittels photometrischer Analysen moglich ware. Diese bis zu vier Zehnerpotenzen héhere
Empfindlichkeit erklért sich auf der Grundlage des Lambert-Beerschen Gesetzes (Gl. 2.2.1) (SCHWEDT,
1981). Der Extinktionskoeffizient (¢) ist abhidngig von der Wellenlédnge (1) des monochromatischen Lichts
und gibt an, welcher Anteil der Photonen eines Lichtstrahls beim Durchlaufen einer Strecke (d) durch das

in Losung befindliche Molekiil absorbiert wird.

E=log (Iy/l)y=log (Iy/(I)-1,)=¢() * c*d (Gl.2.2.1)

I = Strahlungsintensitit nach der Absorption
I, = Intensitét der Strahlungsquelle

1, = absorbierter Lichtstrom

&(1) = molarer Extinktionskoeffizient

¢ =molare Konzentration

d = Schichtdicke der Kiivette

Die Extinktion oder auch Absorption (E) ist nicht proportional zur Intensitét der Anregungsstrahlung (/o).
Die Empfindlichkeit der Absorptionsmessung ldsst sich also nur bedingt durch eine Erhéhung der Lichtin-
tensitét steigern. Die Fluoreszenzintensitit () nimmt hingegen durch den Einsatz stérkerer Lichtquellen
zu. Demzufolge ist grundsétzlich eine erhdhte Sensibilitit der Messung moglich (SCHULMANN, 1977 zit.

in SCHWEDT, 1981).

F=23*@QF*[,*e(l)*c*d (G.2.3)

@r = Quantenausbeute

I, = Intensitit der Strahlungsquelle
1, = absorbierter Lichtstrom

g(4) = molarer Extinktionskoeffizient
¢ =molare Konzentration

d = Schichtdicke der Kiivette



2 Stand des Wissens 25

Fluorophore zeichnen sich durch einen hohen Extinktionskoeffizienten (¢) aus. Der Energiebetrag zur
Erreichung des angeregten Zustandes sollte jedoch moglichst gering sein, da hohe Energien in Verbin-
dung mit niedrigen Extinktionskoeffizienten zu photochemischen Zersetzungen fiihren kénnen. Fiir den
Erhalt einer starken, d.h. analytisch gut verwertbaren Fluoreszenzemission, sollte die Quantenausbeute
@F der angeregten Substanz moglichst hoch sein. Die Quantenausbeute oder auch Fluoreszenzausbeute
stellt hierbei den Anteil an der Gesamtzahl angeregter im Vergleich zur Anzahl fluoreszierender Molekiile

dar. Sie variiert demzufolge zwischen 0 und 1.

Jede fluoreszierende Substanz weist ein spezifisches Anregungs- bzw. Absorptionsspektrum auf. Dabei
handelt es sich um die Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitit von der Anregungswellenlédnge bei fester
Emissionswellenldnge. Auch das Emissions- bzw. Fluoreszenzspektrum, das bei einer festen Anregungs-
wellenldnge gemessen wird, ist fiir jede Substanz charakteristisch. Dabei ist das emittierte Spektrum un-
abhingig von der absorbierten Wellenlidnge, lediglich die Intensitit der Fluoreszenzemission verdndert
sich. Im Rahmen dieser Arbeit werden die Fluoreszenzspektren durch die Fluoreszenzintensitit in Abhén-
gigkeit der Wellenldnge dargestellt. Die Wellenldnge der absorbierten oder emittierten Strahlung ent-
spricht dabei der Energiedifferenz, die das Molekiil, bzw. das Elektron erfahrt. Bei in Losung oder direkt
an der Probe gemessener Fluoreszenz werden in den Spektren sogenannte Peaks gemessen. Ein Peak
stellt einen monotonen Anstieg der Fluoreszenzintensitit zum Maximum dar, mit anschlieBendem mono-

tonem Abfall im Bereich der ldngeren Wellenldngen.

Neben ihrer spezifischen Absorptions- und Emissionswellenldngen zeichnet sich die jeweilige fluoreszie-
rende Substanz auch durch eine bestimmte Lebensdauer, beschrieben als die mittlere Lebensdauer (7), im
angeregten Zustand aus, die zwischen 0,1 ns bis 100 ns variieren kann. Sie definiert somit die durch-
schnittliche Zeit, die sich ein Molekiil im angeregten Zustand befindet bei einem zu erwartenden expo-

nentiellem Abfall der Fluoreszenzintensitit nach dem Aussetzen der Lichtanregung (GL. 2.2.2).

t=1/k (GL. 2.2.2)

k= summarische Konstante aller Deaktivierungsraten
(Fluoreszenz und strahlungsloser Zerfall)

Zu den fluoreszierenden organischen Verbindungen gehdren in erster Linie die aromatischen Verbindun-
gen, insbesondere die Kohlenwasserstoffe, und die heterocyclischen Verbindungen. Aber auch einige
wenige nicht-aromatische Substanzen kdnnen Fluoreszenz emittieren. Obst- und Gemiiseprodukte enthal-
ten verschiedene fluoreszierende Inhaltsstoffe, wie beispielsweise Pigmente (z.B. Chlorophyll a und b),
Vitamine (z.B. Riboflavin, Tocopherol), NADPH, phenolische Substanzen (z.B. Zimtséurederivate, Fla-
vonoide) und andere (MORALES et al. 1994, 1996, LICHTENTHALER et al., 1996; LANG et al., 1996;

BUSCHMANN et al., 2000). Das aufgezeichnete Spektrum einer einzelnen Frucht setzt sich dabei aus den
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vielen Einzelspektren der in der Probe fluoreszierenden Elemente zusammen, die charakteristische Inten-

sitdtsmaxima in bestimmten Wellenldngenbereichen aufweisen.

2.2.3 Fluoreszenzldschung

Wihrend des instabilen angeregten Zustandes S; konnen Storungen wie Rotationsvorgénge, Komplexbil-
dungen oder Energieaustausche in das System eingreifen und somit das Fluoreszenzspektrum, die Fluo-
reszenzquantenausbeute und/oder die jeweilige Lebensdauer der Fluoreszenz eines Molekiils erheblich

verandern bzw. die Fluoreszenzemission sogar ganz autheben.

Die durch duflere Vorbedingungen beeinflussten Fluoreszenzverdnderungen entstehen durch Wechselwir-
kung zwischen dem fluoreszierenden Molekiil und einem weiteren Fremdstoff im System und werden als
Fluoreszenzldschung oder Quenching bezeichnet. Die Prozesse, die eine Abnahme der Fluoreszenz wegen
einer anderen Energieabgabe als der Fluoreszenzstrahlung bei der Riickkehr vom angeregten S;-Zustand
in den Sy-Grundzustand zur Folge haben, werden dynamisches Quenching oder dynamische Fluoreszenz-
l6schung genannt. Es handelt sich hierbei um einen Energieaustausch zwischen dem fluoreszenzfahigen,
angeregten Molekiil und einem sogenannten Quencher, der erstgenanntem die Anregungsenergie entzieht,
ohne dabei das fluoreszierende Molekiil selbst zu verdndern. Das Eingreifen des Loschvorgangs geschieht
dabei vorrangig an Molekiilen langerer Anregungsdauer, so dass durch das dynamische Quenching die
mittlere Fluoreszenzabklingdauer verkiirzt wird, welche proportional zur Quantenausbeute abnimmt.
Gleichzeitig erhoht sich durch die geringere Rotationsdepolarisation die Fluoreszenzpolarisation. Die
Fluoreszenzpolarisation hingt dabei von der Rotationsbewegung der Molekiile wéhrend der Anregungs-
dauer ab. Die Absorption bleibt aufgrund der Nichtverinderung des fluoreszierenden Molekiils jedoch die
gleiche. Die Vorgénge, die bereits im Grundzustand zu Verdnderungen durch lockere Molekiilverbindun-
gen flihren und somit zur Fluoreszenzunféhigkeit oder eingeschriankter Quantenausbeute, werden als
statisches Quenching bezeichnet. Im Unterschied zur dynamischen Fluoreszenzldschung bleiben die Ab-
klingdauer und Polarisation der Fluoreszenz unverdndert (FORSTER, 1951). Jedoch kénnen solche Kom-
plexbildungen durch ein verdndertes Absorptionsverhalten gegeniiber des ungebunden Molekiils in Er-
scheinung treten. Die statische Fluoreszenzldschung zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass nach der
lockeren Verbindung im Grundzustand das Molekiil im angeregten Zustand nicht weiter verdndert wird.
Oftmals treten beide Formen der Fluoreszenzldschung parallel auf oder es kommt zu sogenannten Uber-
gingen, wenn dynamische Verdnderungen nach Komplexbildung im angeregten Zustand des Molekiils

eingreifen (FORSTER, 1951; ALBANI, 2001).

Das zu detektierende fluoreszierende Molekiil befindet sich in der Regel in einer Umgebung, in der ande-
re Molekiile oder weitere Faktoren auf es einwirken kdnnen. Dies trifft sowohl fiir Messungen beispiels-
weise ganzer Friichte, als auch fiir Messungen von Reinsubstanzen in Losung zu. Die wesentlichen &ufe-

ren Faktoren, die bei der Storung des Systems eine entscheidende Rolle spielen sind:
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(1) die Temperatur der Probe bzw. in Losung,

(i1) das Losungsmittels und dessen Polaritét, wobei hierbei beispielsweise innere Zellregio-

nen zu den Losungsmitteln gezahlt werden,

(iii) und der pH-Wert des Mediums.

Die Temperatur ist ein entscheidender Faktor bei der Analyse von Fluoreszenzspektren (FORTSER, 1951;
GUILBAULT, 1990). Mit zunehmender Temperatur nehmen die Deaktivierungsmoglichkeiten der Molekiile
im angeregten Zustand zu, was zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitét fiihrt. Nach HERCULES (vgl.
SCcHWEDT, 1981) liegt der Temperaturkoeffizient, abhéngig von der jeweiligen fluoreszierenden Substanz,
bei 1 bis 1,2 relativer Fluoreszenzintensitit je 10 K Temperaturverinderung. Infolge der Zunahme der
strahlungslosen Prozesse im System verringern sich die Quantenausbeute und die Fluoreszenzabkling-
dauer. Zudem werden bei ansteigender Temperatur sowohl die einzelnen Banden als auch das ganze
Spektrum verbreitert. Temperaturschwankungen wéhrend der Messung sollten daher vermieden werden
und miissen vor allem in der analytisch quantitativen Auswertung beriicksichtigt werden. Ein Anstieg der
Fluoreszenzintensitdt bei abnehmender Temperatur konnte auch in vivo fiir die Chlorophyllfluoreszenz in

Bliattern nachgewiesen werden (AGATI, 1998).

Das Losungsmittel beeinflusst vor allem, aber nicht ausschlieBlich, durch seine Zahigkeit die Fluores-
zenzemission. Mit ansteigender Losungsmittelzdhigkeit nimmt die Fluoreszenzléschung zu. Ein unmittel-
barer Einfluss ergibt sich zudem aus der Ionenkonzentration der Losung. Dariiber hinaus fiihrt die Polari-
tit der Losungsmittelmolekiile zu einer Polarisierung, infolgedessen es zu einer spektralen Verschiebung
sowohl der Absorptions- als auch der Fluoreszenzmaxima kommen kann (ALBANI, 2001). Die Fluores-
zenzpolarisation wird in hinreichend zdher Losung depolarisiert, da die Rotationsbewegung der Molekiile
wihrend der Anregungsdauer in zdhen Losungsmitteln langsamer verlduft als in weniger zéhen. Die Pola-
risation der Fluoreszenz wird jedoch nicht nur durch die Losungsmittelzdhigkeit beeinflusst, sondern auch
von der Fluoreszenzabklingdauer, die wiederum 16sungsmittelabhéngig ist. Weiterhin kann es in Losun-
gen zur Bildung von Wasserstoffbriicken kommen, die eine Zu- oder Abnahme der Fluoreszenzintensitit

bewirken (SCHWEDT, 1981; GUILBAULT, 1990).

Verdnderungen im pH-Wert der Losung beeinflussen meist sowohl das Absorptions- als auch das Fluores-
zenzemissionsspektrum (ALBANI, 2001), da es hierbei zu Anlagerung oder Abspaltung von Protonen an
der fluoreszierenden Substanz schon vor der Anregung kommen kann. Bei manchen Fluorophoren gehen
keine Absorptionsverdnderungen mit dem Fluoreszenzumschlag durch pH-Wert-Verschiebung einher,

letzterer entsteht durch Dissoziation im angeregten Zustand (WEHRY, 1990b).
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Die genannten Einfliisse und Fluoreszenzloschungseffekte setzen direkt am Fluorophor oder im zu mes-
senden Medium an. Dariiber hinaus ist bei der Messung und Auswertung von Fluoreszenzspektren aber
auch zu beachten, dass das zu absorbierende Licht das fluoreszierende Molekiil zunéchst erreichen muss,
bevor eine Energicaufnahme moglich ist. Hier kann es bei komplexen Systemen, z.B. Friichten, die aus
vielen Inhaltsstoffen bestehen, zu konkurrierenden Effekten der strahlungsabsorbierenden Molekiile
kommen. Generell bleibt zu beriicksichtigen, dass durch Reabsorption von emittierter Fluoreszenz durch
weitere Molekiile in Losung bzw. im Medium das zu messende Fluoreszenzspektrum zu Gunsten der
langeren Wellenldngen verlagert wird, da sich die Fluoreszenzemission immer an die langwelligere Gren-
ze des Absorptionsspektrums anschlieit. Die kurzwelligen Emissionen konnen also auf dem Weg zum
Punkt, an dem das Messsignal abgegriffen wird (z.B. Messsonde an der Oberflache der Frucht), stiarker

absorbiert werden.

2.2.4 Messtechnik

Es werden derzeit unterschiedlichste Analysemethoden in der Fluorimetrie erfolgreich eingesetzt. Um die
Vor- und Nachteile der bislang eingesetzten Methoden fiir die Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie
an Gartenbauprodukten beurteilen zu kdnnen, sollen im Folgenden die einzelnen Gerdtebestandteile néher

erldutert werden.

Ein fiir die Fluoreszenzspektroskopie konzipiertes Messgerét besteht im Wesentlichen aus vier Bestand-

teilen:

(1) die Lichtquelle,
2) der Filter,
3) die Messkiivette und

4) der Detektor.

Am Ende steht ein Konverter, der das detektierte Signal in Form von analogen oder digitalen Daten zur

weiteren Verarbeitung libertrégt.

Die Lichtquelle regt das Elektron des fluoreszierenden Molekiils mit der ndtigen Energie an, um in den
angeregten Singulett-Zustand S, iibergehen zu konnen. Dabei gilt das auf die Fluoreszenz angewendete
und umgewandelte Lambert-Beersche Gesetz. Es macht deutlich, dass die Fluoreszenzintensitit direkt
proportional zur Intensitit der angeregten Strahlung ist. Somit wird durch eine innerhalb bestimmter

Grenzen liegende Erhdhung der Strahlungsintensitét der Lichtquelle die Intensitét des Fluoreszenzsignals
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erhoht. Durch den Einsatz von Lasern ist es bspw. moglich spurenanalytische Bestimmungen durchzufiih-
ren bzw. auch nur geringe Mengen fluoreszierender Inhaltstoffe in den Proben anzuregen und zu messen.
Demnach ist eine konstante Lichtquelle eine zwingende Voraussetzung fiir genaue Messungen der Fluo-
reszenz. Bei Intensititsschwankungen kann zur anschlieBenden Messkorrektur ein Teil des erregenden
Lichtstroms abgezweigt und einem zweiten Strahlungsmesser zugefiihrt werden. In FROEHLICH und

GUILBAULT (1990) sind die Vor- und Nachteile der einzelnen Lichtquellen erklért.

Fiir die Wellenldngenselektion werden unterschiedliche Filter (in Filterfluorimetern) oder Monochromato-
ren eingesetzt. Filterfluorimeter werden vor allem in Verbindung mit Trennmethoden (z.B. Fliissigkeits-
Chromatographie) angewendet, wihrend Gerétetypen mit Monochromatoren zur Analyse von komplexen
Proben mit mehreren fluoreszierenden Inhaltsoffen, wie bspw. Obst- und Gemiiseprodukte eingesetzt
werden konnen. Der Monochromator dient dabei als Filter fiir die Selektion von Anregungs- und/oder
Emissionswellenldangen, d.h. dass das ankommende Licht in seine Wellenldngenbestandteile zerlegt wer-
den kann. Monochromatoren sind i.d.R. Beugungsgitter und keine Prismen. Der Einsatz von Doppelgitter
bei den Anregungsmonochromatoren dient dabei der Minimierung von Streulicht. Geréte mit von einan-
der unabhéngigen Gittermonochromatoren ermdglichen sowohl die Aufnahme von Anregungs- als auch
von Emissionsspektren. Die Spaltbreiten hinter dem Anregungs- bzw. vor dem Emissionsmonochromator
bestimmen das Auflosungsvermdgen des Gerétes: mit geringerer Spaltbreite nimmt die Selektivitét zu,
aber gleichzeitig die Sensitivitdt ab, da die Lichtintensitét verringert wird. Die Bandbreite der zu messen-
den Signale wird durch die Monochromatoren und ihre Spaltbreiten bestimmt. Der zusétzliche Einsatz

optischer Filter dient dem Ausschluss von Streulicht, das den Monochromator passieren kann.

Ein wesentlicher Nachteil von Monochromatoren ist, dass ihre Effizienz wellenldngen- und polarisations-
abhéngig ist. Zudem besteht eine hohe Fehlerwahrscheinlichkeit bei der Auswahl der Wellenlénge, was
eine regelmiBige Rekalibrierung des Spektrometers erfordert. Also werden als Wellenldngenselektoren
zunehmend auch akusto-optisch durchstimmbare Filter (acousto-optic tunable filter, AOTF) eingesetzt
(CAMPIGLIA et al., 1997; GEORGE und PATONAY, 1997; INOUE und PENUELAS, 2001; BECKER et al., 2004).
Ein AOTF basiert auf der Interaktion zwischen optischer Strahlung und akustischer Welle in einem ani-
sotropen Medium. Der Vorteil eines AOTF liegt in seinem leichten Aufbau, so dass er sich hervorragend
fiir tragbare Gerite eignet. Gerdte mit mechanisch operierenden Wellenldngenselektoren sind im Gegen-
satz dazu meist sperriger, schwerer und Messfehler durch bspw. umfeldbedingte Vibrationen sind wahr-

scheinlicher (CAMPIGLIA et al., 1997; GEORGE und PATONAY, 1997).

Faseroptische Sonden bzw. Lichtwellenleiter werden in der Fluoreszenzspektroskopie bei manchen Gera-
ten eingesetzt, um das Anregungslicht von der Lichtquelle iiber eine ldngere Distanz (z.B. 3 m) zur Probe
bzw. zum Messort zu transportieren. Diese Sonden bestehen i.d.R. aus Glasfasern oder auch Kunststoffen.
Frither wurden noch ganze Glasfaserbiindel eingesetzt, heute reicht hingegen bereits je eine Faser fiir die

Hin- und die Riickleitung aus.
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Die Ausrichtung der Anregungsstrahlung zur Detektion der Emissionsstrahlung ist abhingig vom jeweili-
gen Aufbau des Gerites. Da das Fluoreszenzlicht unabhingig von der Position der Lichtquelle in alle
Richtungen emittiert, kann die Detektion in einem beliebigen Winkel zur Anregungsquelle erfolgen. Die
90°-Stellung der Detektionssonde zum einfallenden Lichtstrahl empfiehlt sich in erster Linie fiir den Fall
der geringen Absorption durch die fluoreszierenden Substanzen. Hierbei kann das im inneren der
Messkiivette bzw. der Probe gestreute Licht durch den Einsatz von komplementéren Filtern ausgeschaltet
werden. Bei longitudinaler Messung (180°-Stellung) an der Riickseite der Messzelle, sollte das Anre-
gungslicht in jedem Fall herausgefiltert werden. Dieser Aufbau eignet sich fiir den Fall einer starken Ab-
sorption der fluoreszenzfihigen Substanz und einer geringen Absorption der emittierten Fluoreszenzemis-
sion durch weitere Molekille im Medium. Tritt jedoch zusitzlich eine starke Absorption des
Fluoreszenzlichtes in der Messkiivette bzw. der Probe auf, dann sollte die Messung an der Oberfldche der
Einstrahlungsrichtung erfolgen (0°-Stellung) und das hierbei an der Oberflache reflektierte Licht durch
komplementére Filter ausgeblendet werden. Bei Messungen von ganzen Proben (z.B. Friichten) werden
die Emissionssignale direkt an der Probenoberfliche im 0°-Winkel zur Anregungsrichtung detektiert,

ohne den Einsatz von Messzellen (FORTSER, 1951).

Als Strahlungsempfinger bzw. Detektoren werden Photomultiplier (PMT) eingesetzt, die die als Fluores-
zenzstrahlung abgegebene Energie der aus dem Singulett-Zustand (S;) in den Grundzustand (Sj) zuriick-
fallenden angeregten Elektronen detektieren. Diese Detektoren werden aufgrund ihrer hohen Sensitivitét
vor allem zur Ermittlung geringer Intensititen eingesetzt. Ein Photomultiplier setzt sich zusammen aus
einer Photokathode, die die Lichtquanten durch den Photoeffekt in Photoelektronen umwandelt, und ei-
nem Sekundérelektronenvervielfacher. Letzterer verstérkt die Photoelektronen mittels mehrerer aufeinan-
der folgenden Dynoden. Dabei werden die von der Photokathode emittierten Elektronen durch ein elektri-
sches Feld auf die erste Dynode beschleunigt, wo sie eine Anzahl von Sekundirelektronen erzeugen, die
dann wiederum zur nichsten Dynode hin beschleunigt werden. Dieser Kaskadeneffekt kann bis zu 10’
Elektronen fiir jedes auf die Photokathode auftreffende Photon kreieren, abhingig von der Anzahl der
Dynoden und der Beschleunigung. Am Ende werden die Elektronen auf einer Anode gesammelt, von der
man das entstehende Signal abgreifen kann. Zum Aufbau der Beschleunigungsstrecke miissen Photoka-
thode, Dynoden und Anode auf stetig ansteigende Potentiale gelegt werden (SCHWEDT, 1981; FROEHLICH

und GUILBAULT, 1990)

Die Auswahl der Photokathode ist von entscheidender Bedeutung fiir die Effizienz und die Sensitivitét
des Photomultipliers. Sie darf nicht zu dick sein, sonst werden weniger Elektronen emittiert als Photonen
absorbiert. Ist die Photokathode zu diinn, konnen die Photonen ohne Absorption passieren. Thre chemi-
sche Konstitution bestimmt dariiber hinaus den messbaren spektralen Bereich. Ein wesentlicher Nachteil
der Photomultiplier ist ihre Empfindlichkeit gegeniiber der Umgebungstemperatur. Schon beim Einsatz
und langerer Lagerung bei Raumtemperatur kann es zu Schwankungen der Sensitivitdt hochstwahrschein-
lich durch die Bewegung von Alkali-Elementen kommen, die die Photokathode und die Dynodenoberfla-

chen aktivieren.
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Eine weitere Moglichkeit sich das Phinomen der Fluoreszenz mittels Messtechniken zu Nutze zu ma-
chen, ist die Messungen der Lebensdauern bzw. Abklingkurven der angeregten Molekiile (BRODY, 2002;
BRIGHT und MUNSON, 2003). Sie bietet die Moglichkeit, Informationen iiber die Stofrequenz der StoBe
mit Quenchern, die Geschwindigkeit eines Energietransfers oder die Geschwindigkeit von Reaktionen,
die im angeregten Zustand stattfinden konnen, zu erhalten. Sie erfordert jedoch auch sehr schnelle Gerite
und Detektoren, da sich die Fluoreszenzlebenszeiten im Nanosekundenbereich abspielen. Zeitaufgeldste
Fluoreszenzspektroskopie bietet in diesem Zusammenhang die Moglichkeit in einem variablen Wellen-
langenbereich die Intensitit des Emissionsspektrums in einem bestimmten Zeittor (z.B. innerhalb von 2
ns) nach einer definierten Zeit nach dem Anregungspuls zu detektieren. Mit Hilfe der Fluoreszenzmes-
sung bei unterschiedlichen Zeittoreinstellungen konnen in einigen Fillen sich iiberlagernde Fluoreszenz-

signale getrennt werden (ZUDE, 2004).

Fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Fluoreszenzanalyse an Obst- und Gemiiseprodukten
wurde mit Hilfe eines laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers gemessen. Der Laser als Lichtquelle
wurde aufgrund seiner hohen Anregungsintensitit ausgewéhlt, um auch geringe Gehalte einzelner Po-
lyphenole in den Friichten erfassen zu konnen. Die zeitaufgeloste Messung der Fluoreszenzspektren er-
moglichte die Fluoreszenzanalyse mit unterschiedlichen Zeittoreinstellungen, um auf die spezifischen
fluorimetrischen Eigenschaften der unterschiedlichen Produkte eingehen zu konnen. Mit Hilfe des laser-
induzierten Fluoreszenzspektrometers konnten Fluoreszenzspektren in einem Wellenldngenbereich von

iiber 350 nm bis 820 nm aufgezeichnet werden.

AuBerdem wurde die spektrale Fluoreszenzanalyse in einem Bereich von 200 nm bis 800 nm ausgewahlt,
um mit den Anregungswellenldngen ab 200 nm den Absorptionsbereichen einiger der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten phenolischen Substanzen besser entsprechen zu kdnnen. Ergénzend aufgezeichnete
Fluoreszenzanregungsspektren an Losungen und an Friichten sollten fiir die Beurteilung von Fluoreszenz-

l6schungs- und Reabsorptionseffekten eingesetzt werden.



2 Stand des Wissens 32

2.3 Chemometrie

In den gemessenen Fluoreszenzspektren der Friichte sind neben den zu ermittelnden Angaben (z.B. Poly-
phenolgehalt) auch weitere Informationen enthalten. Inhomogenes Probenmaterial, Lichtstreuungseffekte
und Gerdteungenauigkeiten fithren ebenfalls zu Variationen bzw. Varianz in den Spektren. Die Beziehung,
die zwischen den spektralen Intensitidten und dem Fluorophorgehalt existiert wird somit von zahlreichen
Einflussfaktoren iiberlagert. Die Variablen sollten dabei nicht isoliert (univariat) voneinander betrachtet
werden, sondern das Zusammenwirken mehrerer Variablen sollte simultan in die Bewertung mit einbezo-
gen werden. Mit Hilfe multivariater Auswerteverfahren ist es moglich, Aussagen iiber ein bestimmtes
Qualitiatsmerkmal der Friichte aus dem spektralen Datensatz zu extrahieren (BRO et al., 2002; GELADI,
2002). Dabei wird ein Zusammenhang zwischen unabhingigen (hier: spektralen) Messgroen und abhén-

gigen Eigenschaften (z.B. die Konzentration) einer Substanz in einer Probe ermittelt.

Die Anzahl der gemessenen Spektren wird in der Regel in einer Matrix Xnxm dargestellt, mit n Objekten
(z.B. Friichte) und m Variablen (z.B. Wellenldngen). Die abhéngigen Eigenschaften werden entsprechend
in einer Matrix Y zusammengefasst, wenn es sich um mehrere Parameter handelt, und in einem Spalten-

vektor y, wenn es nur eine einzige Einflussgrofe ist.

Signalvorverarbeitungsmethoden werden in diesem Zusammenhang eingesetzt, um das Rauschen in den
Spektren zu reduzieren oder Basislinienverschiebungen zu korrigieren (SHARAF et al., 1986; SUNDBERG,
1999; PEIRS, 2002; GELADI, 2002; WISE et al., 2003; ZEAITER et al., 2005). Dariiber hinaus dienen die
Datenvorverarbeitungsmethoden der Reduktion der Komplexitit des Datensatzes, indem sie die Anzahl
unerwiinschter Variablen minimieren und somit die inhaltsstoffbedingten Unterschiede der Proben beto-

nen (JOUAN-RIMBAUD et al., 1995a; Geladi, 2002; Luypaert et al., 2002).

2.3.1 Hauptkomponentenanalyse

Das Ziel der Hauptkomponentenanalyse ist es, mit Hilfe von graphischen Darstellungen die Untersuchung
von Beziehungen oder Ahnlichkeiten zwischen Objekten eines multivariaten Datensatzes zu ermdglichen
(WoLbD, 1987; JACKSON, 1981; WISE et al., 2003; REICH, 2005). Als Ausgangsbasis dient die Rohdaten-
matrix X der Dimension (nxm), bestehend aus n Zeilen verschiedener Objekte und m Spalten verschiede-
ner Variablen (z.B. Wellenldngen). Spektrale Daten sind oftmals korreliert, was zu instabilen Modelpara-
metern fithrt. Um diese Korrelation zu minimieren, werden einige wenige, die Varianz der Daten
bestimmende Hauptkomponenten (principal components, PC) herausgearbeitet. Sie stellen gewichtete
Linearkombinationen der Variablen dar. Es wird eine Transformationsmatrix berechnet, die aus den Ei-
genvektoren der Kovarianzmatrix bzw. der Korrelationsmatrix besteht und die die Daten in einen Vektor-
raum mit einer neuen Basis iiberfithrt. Hierfiir wird ein neues, rotiertes Koordinatensystem in die n-
dimensionalen Daten gelegt, so dass die erste Achse durch die Punktwolke die maximale Varianz dieser

Daten beschreibt, die zweite, hierzu orthogonal, die zweitgrofite Varianz erklért bis hin zur n-ten zueinan-
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der senkrecht stehenden Achse. Die ersten Achsen decken den groBten Prozentsatz der Gesamtvarianz ab
und werden als Faktoren fiir die Hauptkomponentenanalyse ausgewihlt. Die PC mit dem geringsten An-
teil an Varianz erklédren in der Regel lediglich die Rauscheffekte des Datensatzes, was keinen Komponen-

ten zugeordnet werden konnte ist in der Matrix der Residuen erfasst (Gl. 2.3.1).

X =TP’+ Residuen (Gl. 2.3.1)

Die Koordinaten der in das neue System projizierten Daten werden in der Scores-Matrix (7) zusammen-
gefasst und enthalten Informationen iiber den Zusammenhang der einzelnen Objekte untereinander. Die
Bedeutung der einzelnen Variablen zueinander und die Richtungen der Variationen im Datensatz werden
durch die Loading-Matrix (P) beschrieben (BUNTING, 1999; FROST, 2000). Dabei stellen die einzelnen
Loadings den Cosinus des Winkels zwischen der jeweiligen Variablen und der entsprechenden Haupt-
komponenten dar und kdnnen demnach zwischen -1 und 1 variieren (BOUVERESSE und ZUDE, Laborskript
(unverdffentlicht), personliche Mitteilung). Im Anschluss an die PCA ist eine Hauptkomponentenregres-
sion (principal component regression, PCR) moglich, um anhand der ermittelten Hauptkomponenten (7-

Matrix) die Korrelation mit einer abhdngigen Variablen y zu ermitteln.

Fir die Aussagefihigkeit der Hauptkomponentenanalyse ist es entscheidend, die optimale Anzahl der
Hauptkomponenten (PC) zu bestimmen, die in das Modell einflieBen sollen (WISE und GALLAGHER,
1998; BUNTIG, 1999). Als Auswahlkriterium wird jeder Hauptkomponente eine prozentuale Varianz zuge-
ordnet und es flieBen nur diejenigen Komponenten in das Modell ein, die einzeln mehr als 2% dieser
Varianz erkldren. Dabei ist zu beachten, dass die gewéhlte Anzahl an Variablen einen bestimmten Anteil
an Varianz erklért, da der librige Anteil als fiir das System nicht relevant betrachtet wird. Ein weiteres
Entscheidungskriterium liefert die Darstellung der Eigenwerte in Abhingigkeit der Hauptkomponenten.
Die optimale Anzahl an PC wird dort angesetzt, wo die stark abnehmende Kurve in ein sanft abfallendes
Plateau tibergeht. Die Loadings lassen dariiber hinaus weitere Aussagen zu, ob es sich bei den jeweiligen

Komponenten um systembeschreibende Variablen handelt oder bspw. um gerétebedingte Rauscheffekte.

2.3.2 Partial least squares Regression

Kalibrierung

Eine der iiberwiegend in der Chemometrie verwendeten Regressionsmethoden zur Kalibrierung ist die
partial least squares (PLS) Regressionsanalyse (GELADI und KOWALSKI, 1986; HAALAND und THOMAS,
1988; OTTO, 1997; MARTENS und NAES, 1998; Wold et al., 2001; ABDI, 2003). Bei dieser Methode wer-
den mit Hilfe einer faktoriellen Zerlegung der spektralen Datenmatrix den Daten gemeinsame Faktoren
zugeordnet, die nicht direkt messbare Eigenschaften der Proben beschreiben. Die Faktorenzahl ist meist

deutlich geringer als die Anzahl der Rohdaten. Im Gegensatz zur Hauptkomponentenregression (PCR)
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werden hierbei jedoch nicht nur die Ausgangsdaten X mit einer moglichst grolen Varianz, sondern zusétz-
lich auch die ZielgroBe y mit einer maximierten Kovarianz zu X in die Berechnung einbezogen. Hierbei
werden latente Variablen (LV) gebildet. So kénnen neben bspw. Rauscheffekten auch unbekannte Ein-
flussgroBen aus dem Kalibriermodell ausgeschlossen werden, die fiir die Analyse der ZielgroBBe nicht
relevant sind. Die multivariate Kalibrierung zielt bei durch das Kalibriermodell charakterisiertem Zu-

sammenhang auf die Vorhersage der Variablen y durch die Datenmatrix X ab (Gl. 2.3.2).

v = BX + Residuen (Gl.2.3.2)

Die Bestimmung der Koeffizientenmatrix B stellt die Aufgabe der multivariaten Regression dar. In den
Residuen ist der Varianzanteil enthalten, der durch das lineare Modell nicht erfasst werden konnte. Im
Vergleich zur Hauptkomponentenanalyse definiert sich die PLS Regression neben der Scores-Matrix (7)
und der Loadings-Matrix (P) zusétzlich durch die Loading Weights-Matrix (W), die die Kovarianz zwi-
schen X und y maximiert. ¥ und T stehen orthogonal zueinander. Der Prozess der PLS Regression ist
iterativ, so dass 7, P und W schrittweise ermittelt werden. Dabei wurde der SIMPLS Algorithmus ange-
wendet, der etwas schneller als der traditionelle NIPALS Algorithmus ist. SIMPLS ist geringfiigig besser,
da es das Kovarianz-Kriterium maximiert. Sie unterscheiden sich zudem darin, dass bei SIMPLS die X-
Block-Scores orthonormal und die Loadings nicht normiert sind, wahrend die Scores bei NIPALS ortho-
gonal und die Loadings normiert sind (WISE und GALLAGHER, 1998). Bei einem univariaten y-Datensatz

ergeben beide exakt dieselben Ergebnisse (DE JONG, 1993).

Validierung

Das Ziel bei der Auswahl der Anzahl an latenten Variablen fiir die PLS Regression besteht in der Erarbei-
tung moglichst robuster Kalibriermodelle, so dass in der Regel hinsichtlich der geringeren Storanfalligkeit
der Kalibrierung auf einen Anteil der Informationen zugunsten einer moglichst geringen Anzahl an LV
verzichtet wird (WISE und GALLAGHER, 1998; BOUVERESSE und ZUDE, Laborskript (unveroffentlicht),
personliche Mitteilung). Zu wenig LV ergeben weniger komplexe Modelle, fithren aber gleichzeitig zu
underfitting (Abb. 2.3.1), da ein Teil der relevanten Information zur vollstindigen Beschreibung der Pro-
ben ausgeschlossen wurde. Hingegen kommt es zu overfitting bei der Auswahl zu vieler Faktoren, die zu
einem Anstieg der statistischen Unsicherheit in der Kalibrierung fiihren kdnnen (BUNTING, 1999; FROST,
2000).

Die Qualitét eines Modells wird durch sein Bestimmtheitsmal} (2, fiir den Kalibrierdatensatz, die beno-
tigte Anzahl latenter Variablen und die Hohe des Kalibrierfehlers (rmsec) bestimmt. Der Fehler der Kalib-
rierung (Gl. 2.3.3) ldsst Aussagen dariiber zu, wie gut die Daten das Kalibriermodell erkldren, jedoch
spiegelt er meist einen zu kleinen Analysefehler wieder, ist anféllig fiir overfitting und somit nur bedingt

aussagekriftig fiir die Beurteilung der Vorhersagequalitit eines Modells.



2 Stand des Wissens 35

P (Vprd i— Vi

I'tnsec = .
i=1
a (Gl. 23.3)
Ypred: Vorhergesagter y-Wert
y: gemessener y-Wert
L
Underfitting Overfitting

Optimum

Vorhersagefehler

Komplexitit des Kalibrationsmodells

Abb. 2.3.1: Abhéngigkeit des Fehlers von der Komplexitét des Kalibrierfaktors (FROST, 2000).

Um die optimale Anzahl LV bestimmen zu kénnen, wird der Fehler in der Kreuzvalidierung (rmsecv) oder
der Fehler in der Validierung (rmsep) ermittelt. Fiir die Kreuzvalidierung (cross validation, CV) wird der
Kalibrierungsdatensatz in Teilmengen unterteilt. Es wird dann fortlaufend jeweils eine dieser Gruppe bei
der Modellierung ausgelassen und zur Vorhersage verwendet wihrend auf dem restlichen Datensatz die
Kalibrierung aufgebaut wird. Aus jeder dieser Kalibrierungen wird ein Vorhersagefehler errechnet, die
Qualitét der ausgewéhlten Anzahl an latenter Variablen wird durch die Summe aller dieser Fehler ausge-
driickt. Am Ende wird das Kalibriermodell mit dem gesamten Datensatz auf der Basis der ausgewéhlten
LV errechnet und der Fehler in der Kreuzvalidierung (rmsecv) zur Validierung des Modells herangezogen.

Tragt man den rmsecv-Wert gegen die Anzahl latenter Variablen auf, kann mit Hilfe der graphischen Dar-
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stellung die optimale Anzahl an dem Punkt ermittelt werden, wo die rmsecv-Kurve ihren ersten Minimal-
wert erreicht. In der tabellarischen Auflistung werden die Faktoren entsprechend mit abnehmender Hohe
der erklirten Kovarianz dargestellt. Im Zweifelsfall, wenn das Minimum nicht eindeutig bestimmbar ist,
sollte das Modell mit der geringeren Anzahl an L)V ausgewahlt werden. Dariiber hinaus sollten keine Fak-
toren, die weniger als 2 % der Varianz erkldren mit einflieBen. Fiir den Fehler in der Validierung wird
hingegen das erarbeitete Modell der Kalibrierung auf einem unabhingiger Datensatz (7est-Set) angewen-
det und dessen Vorhersagefehler (Gl. 2.3.4) ermittelt. Die 7est-Set-Validierung stellt die geeignetere Me-
thode der Validierung des erarbeiteten Kalibriermodells dar (SUNDBERG, 1999; KozAK und KOZAK,
2003). In der gartenbaulichen Praxis wird jedoch meist aus Kosten- und Zeitgriinden oder Mangels der

Verfiigbarkeit saisonaler Produkte zugunsten der Kreuzvalidierung darauf verzichtet.

n
P — 2
rmsep = Z(FPIEE[ 17 Fiest ]:I

i=1
8 (Gl. 2.3.4)
Viest: gemessener y-Wert des test-sets
1. Kalibrierung
Datenvorverarbeitung Kalibriermodell
Matrixzerlegung
X p | Kalibrierung
Y
2. Vabidierung:
Datenvorverarbeitung z.B.
Matrixzerlegung Phenolgehalt
X p | Vorhersage —

Abb. 2.3.2: Der Kalibrierungs- und Validierungszyklus (vgl. BUNTING, 1999).
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In Abb. 2.3.2 ist der Kalibrierungs- und Validierungszyklus fiir die partial least squares (PLS) Regressi-

onsanalyse schematisch dargestellt.

2.3.3 Spezielle Vorverarbeitungsmethoden

Signalvorverarbeitung

Glittung

Durch das Geréterauschen bedingte Intensitdtsschwankungen in spektralen Datensétzen konnen mit Hilfe
der Glattung entlang der Wellenldngenachse reduziert werden. Eine Moglichkeit der Glattung stellt der
gleitende Mittelwert dar. Hierbei werden die gemessenen Daten an jedem einzelnen Datenpunkt durch
den Durchschnitt seiner umliegenden Datenpunkte ersetzt. Das ausgewéhlte Rechenfenster von bspw.
sieben Werten wird dann Schritt fiir Schritt iiber die Datenreihe bewegt und der jeweilige Mittelwert er-

rechnet.

Die Durchfiihrung einer lokalen polynominalen Regression dient ebenfalls dazu, die geglétteten Werte fiir
jeden Datenpunkt zu bestimmen. Dieser sogenannte Savitzky-Golay-Algorithmus basiert auf einer Poly-
nomialanpassung {iber 2xn+1 Stiitzstellen (n > Ordnung des Polynoms) inklusive dem zu gléttenden Punkt.
Wihrend bei der Filterung mittels gleitenden Mittelwert Datenmerkmale wie Impulshéhe und -breite
ausgewaschen werden konnen, werden sie bei einer Savitzky-Golay-Glittung weitgehend erhalten

(SAvITZKY und GOLAY, 1964).

Derivativbildung

Die Bildung einer Ableitung iiber das Spektrum dient in erster Linie dem Ausgleichen von parallelen
horizontalen Verschiebungen (z.B. Basislinienverschiebung) bzw. der Korrektur additiver und multiplika-
tiver Effekte. Sie bietet zudem die Moglichkeit sich iiberlagernde Scheitelpunkte zu trennen, da sie die
feinen Banden vor dem Hintergrund breiter, sich iiberlappender Bereiche in den Spektren betont. In der
ersten Ableitung werden die Maxima des Originalspektrums zu Nullstellen. Haufig wird jedoch die zwei-
te Ableitung verwendet. Bei der zweiten Ableitung liegen die interessanten Banden wieder an den Wellen-
langen des Originalspektrums. Hohere Ableitungen fithren zunehmend zum Verstirken von Rauscheffek-
ten. Aber auch eine Ableitung zweiter Ordnung kann bei stark verrauschten Signalen bereits das Rauschen

erh6hen und somit die interessierenden Variationen im Datensatz zunehmend verdecken.

Normierung

Das Subtrahieren des Mittelwertes (mp) von dem jeweiligen Datenwert der Probe (x) wird als Mittelwert-
zentrieren {iber die Proben (MZp) bezeichnet (Gl. 2.3.5). Dabei wird eine Art ,,Idealspektrum* erstellt und

die Abweichungen in den gemessenen Einzelspektren je Wellenldnge ermittelt. Die Daten variieren dem-
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zufolge um den Mittelwert und der Schwerpunkt des Datenraums wird zum Ursprung verschoben, so dass

die Daten im Hinblick auf ihre Abweichung um den Mittelwert interpretierbar werden.

Xypzp = X — Mip (Gl 235)

Man unterscheidet zwischen der Mittelwertzentrierung {iber die Anzahl der Proben (MZp) und iiber die
der Variablen (MZ,). Bei letzterem wird das gesamte Spektrum um den Mittelwert verschoben und dient

z.B. der Korrektur von Basislinieneffekten (Gl. 2.3.6).

Xyz = X—my (Gl. 2.3.6)

Ein weiterer Schritt ist die Autoskalierung iiber die Proben (AUTOp), die zu einem Mittelwert von Null
und einer Varianz von eins flihrt, so dass alle Variablen einen gleichwertigen Einfluss auf die Modellie-
rung haben. Von jedem Datenwert (x) wird zuerst der Mittelwert (mp) abgezogen und anschlieBend durch
die ebenfalls iiber die Proben gebildete Standardabweichung (sp) dividiert (Gl. 2.3.7). Bei Spektren ist
allerdings zu berticksichtigen, dass das Rauschen einer Variablen mit einer geringen Standardabweichung

nach der Standardisierung zunehmen kann.

XAuTOP = (X - mp) /Sp (Gl 237)

Das Prinzip der Autoskalierung kann ebenfalls auf die Variablen einer Datenmatrix (4UT0O;) angewendet
und zur Korrektur von Unterschieden in der Basislinie und von Streueffekten eingesetzt werden (auch als
standard normal variate bezeichnet). Dabei wird jedes Spektrum zunéchst mit Hilfe des iiber die Wellen-
langen gebildeten Mittelwerts (m;) zentriert und im Anschluss durch die eigene Standardabweichung (s;)

geteilt (Gl. 2.3.8).

X quron = (X —my) /s, (GL.2.3.8)

Datenvorverarbeitung

Genetische Algorithmen

Genetische Algorithmen (GA) sind Black-Box-Methoden fiir Such- und Optimierungsprobleme. Basierend
auf dem Vorbild der natiirlichen Evolution generieren sie kiinstliche Populationen, die einer Entwicklung

mit dem einzigen Ziel der optimalen Problemldsung unterzogen werden. Dabei bendtigen sie kein prob-
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lemspezifisches Wissen iiber die von ihnen zu 16sende Aufgabe, wodurch sie allerdings rein statistische

Methoden werden.

Nach der Definition und Initialisierung der fiir den Lauf benétigten Parameter wird zunéchst ein Grund-
bestand von Individuen kreiert, die zuféllig im Suchraum positioniert werden. An jeder einzelnen Position
wird der Wert der Response-Funktion festgestellt und an eine Wertfunktion weitergeben, die solange ma-
ximiert wird, bis das Ziel der Suche erreicht wurde. Dabei werden die im Bezug auf die Wertefunktion
»besten Individuen des Grundbestandes ausgewihlt (Selektion). Durch deren Kreuzung mit anderen
Individuen (Kombination) aus der Grundgesamtheit werden die ,,Schlechtesten durch die Nachkommen
dieser Paare ersetzt. Das Ziel ist es dadurch Individuen mit besseren Eigenschaften beziiglich der Werte-
funktion zu schaffen (Crossover), welche dann als neue Ausgangspopulation definiert werden. Als Unsi-
cherheitsfaktoren (Mutation) werden dem System zusitzlich zuféllige Fluktuationen hinzugefiigt, die mit
einer bestimmten niedrigen Wahrscheinlichkeit Spriinge zu anderen Positionen ermdglichen. Die Wieder-
holung dieser Schritte erfolgt bis eine gewisse Zahl an Generationen berechnet oder ein gegebenes Ab-

bruchkriterium erfiillt wurde.

Das Ziel bei der Verwendung von genetischen Algorithmen auf spektrale Datensitze besteht darin, nur die
fiir die Vorhersage eines bestimmten Parameters der Proben relevanten Wellenldngen herauszufiltern, um
im Anschluss weniger komplexe und vorhersagekréftigere Kalibriermodelle erarbeiten zu konnen
(LEARDI et al., 1992; LEARDI, 1994, 1996, 2000; JOUAN-RIMBAUD et al., 1995a, 1995b; LUCASIUS und
KATEMAN, 1993; HIBBERT, 1993; YEE und COGHILL, 2002). Das hauptsidchliche Problem bei der Verwen-
dung von G4 besteht in der Gefahr des overfitting, d. h. dass das kalkulierte Vorhersagemodell zu viele
erklirende Variablen enthalten bzw. nicht gewichtete Variablen an Bedeutung gewinnen kénnten. Um das
zu vermeiden, wurde in den in von RICCARDO LEARDI (LEARDI und LUPIANEZ, 1998; LEARDI 2000) ent-
wickelten Algorithmus ein spezielles Testverfahren eingebaut. Die y-Werte werden dabei analog der
Kreuzvalidierung zufillig zu den X-Werten angeordnet und daraus werden Vorhersagemodelle abgeleitet.
Wird keine signifikante Vorhersagemdoglichkeit auf vorgegebenem Niveau gefunden, kann overfitting

ausgeschlossen werden (LEARDI und LUPIANEZ, 1998; LEARDI, 2000; LEARDI et al., 2002).

Direkte orthogonale Signalkorrektur

Methoden der orthogonalen Signalkorrektur (OSC) werden als Filter gegen stark strukturierte Variationen
in X eingesetzt, um hinsichtlich Streueffekten, Verschiebungen und technischen Einfliissen, aber auch
probenmaterialbezogene Eigenschaften zu korrigieren. Meist baut beim Einsatz der PLS-Regression, die
auf einer Datenmatrix mit Spektren und abhéngigen Variablen basiert, die erste latente Variable auf einer
hohen prozentualen Anteil der Varianz in X und einem geringen in y auf. Mit jeder weiteren LV deckt das
Kalibriermodell einen zunehmenden prozentualen Anteil der Gesamtvarianz von y ab. Eine zu hohe An-
zahl an latenten Variablen verringert jedoch die Robustheit des Modells und erschwert die Interpretierbar-

keit der Ergebnisse. Das Ziel von OSC ist, die Datenmatrix X in orthogonale Faktoren aufzuteilen. Hier-
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bei werden Variationen in X, die fiir die Vorhersage des Parameters y nicht oder bedingt relevant sind, d.h.
die orthogonal zu y verlaufen, aus der Datenmatrix X zu eliminiert. Eine im Anschluss darauf aufgebaute
Kalibrierung fiihrt demnach zu einem weniger komplexen und moglicherweise robusterem Modell. Dabei

darf jedoch nicht die gesamte Orthogonalitét zu y aus X entfernt werden, um overfitting zu vermeiden.

Viele éltere OSC-Verfahren vernachlissigten durch den Anspruch vollstindiger Orthogonalitit den Mess-
fehler des zur Kalibrierung herangezogenen Parameters y oder integrierten OSC-Komponenten, die au-
Berhalb des X-Raumes lagen, in die korrigierten Datenmatrizen (WOLD et al., 1998; SJOBLOM et al., 1998;
ANDERSSON, 1999; FEARN, 2000; YEE und COGHILL, 2002). Erst durch WESTERHUIS et al. (2001) wurden
die Methoden iiberarbeitet und DOSC als korrekter Algorithmus angenommen (LUYPAERT et al., 2002).
Mit Hilfe von DOSC werden Komponenten gefunden, die ,relativ orthogonal zu dem Vektor y sind und
die grofte Varianz der X-Matrix abdecken.

In einem ersten Schritt wird hierbei die Datenmatrix Xnxm in zwei orthogonal zueinander stehende Grup-
pen aufgeteilt. Die eine beinhaltet auf den Parameter y bezogen relevante und die andere orthogonal dazu
stechende Informationen. Dafiir wird zunédchst y auf X projiziert und in einen im X-Raum liegenden Teil

und einen fiir X unbedeutenden Restanteil aufgeschliisselt.

Im Anschluss wird X auf den im X-Raum liegenden Teil von y projiziert, so dass ein Restanteil ermittelt
wird, der sowohl zu y als auch zu Projektion von y orthogonal ist. Auf dem nach der zweiten Projektion
ermittelten Restanteil wird eine Hauptkomponentenanalyse angewendet, um die Hauptkomponente mit
der hochsten Varianz zu ermitteln. Werden mehrere DOSC-Faktoren errechnet, werden entsprechend mehr
Komponenten in diesem Prozessschritt ermittelt und in der sogenannten Scores-Matrix (7) zusammenge-
fasst. Die Hauptkomponenten werden als lineare Kombinationen von X ausgedriickt. Die Matrix (7)
driickt die maximale Varianz der Restanteil-Matrix und somit den fiir den Parameter y unwichtigen Anteil
in X aus. R stellt die Weigths-Matrix der Originalvariablen dar, welche mit Hilfe von X, der Moore-

Penrose-Inversen, ermittelt werden kann (GI. 2.3.9 und 2.3.10).

T=XR (GL.2.3.9)

R=X'T (G 2.3.10)

Es wird jedoch angenommen, dass der Einsatz der Moore-Penrose-Inversen zu einem overfitting des
DOSC-Faktors und infolgedessen zu schlechteren Kalibriermodellen nach einer Datenvorverarbeitung mit
Hilfe von DOSC als ohne fiithren kann. Indem die absolute Orthogonalitét ausgeschlossen wird kann nach
WESTERHUIS et al. (2001) dieser Fehler beseitigt werden. Dabei wird mit Hilfe einer Hauptkomponenten-

regression (PCR) zwischen X und der Hauptkomponente mit der hdchsten Varianz eine Pseudoinverse
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gebildet. Die Anzahl der Hauptkomponenten fiir diese PCR wird mit Hilfe eines zuvor bestimmten Tole-

ranzfaktors ermittelt.

Die Loadings-Matrix (P) stellt zusammen mit der Weights-Matrix (R) oder der Scores-Matrix (7) den
orthogonalen Anteil in der X-Matrix dar, der abgezogen werden soll (GI. 2.3.11, 2.3.12 und 2.3.13).

XDOSC =X—-XRP’ (Gl 2311)
Xposc =X — TP’ (Gl. 2.3.12)

P=XT(T'T)" (Gl. 2.3.13)
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3 Material und Methoden

3.1 Nachweismethoden

3.1.1 Fluoreszenzspektroskopie im ,front-face’-Modus

Mit dem Fluoreszenzspektrometer (SAFAS flx-XENIUS, SAFAS S.A., Monaco) kdnnen mit Hilfe zweier
voneinander unabhéngigen Gittermonochromatoren Exitations- und Emissionsspektren im ,front-face -
Modus in einem Wellenldngenbereich von 185 nm bis 1000 nm aufgenommen werden. Das Fluoreszenz-
signal wird in Abstinden von 0,1 nm detektiert. Die Monochromatoren sind mit konkav aufgebrachten
Gittern und relativ groBBer Blende ausgestattet, wobei die jeweilige Bandbreite symmetrisch variabel (von
1 bis 20 nm) ist. Die Lichtquelle besteht aus einer 150 Watt Xenonlampe. Das Licht wird durch den Anre-
gungs-Monochromator gefiltert, wodurch die Selektion einzelner Wellenlingen erméglicht wird. Die
durch einen Spalt variabler Breite gefiihrte Strahlung trifft auf die Probe und die Fluoreszenzstrahlung
wird von dort durch einen Spalt mit symmetrisch angepasster Breite am gekoppelten Emissions-
Monochromator wellenldangenselektiv gefiltert. Mit Hilfe eines Photomultipliers (PMT) wird das Fluores-
zenz-Signal detektiert und dessen Intensitit ermittelt. Die Empfindlichkeit des PMT kann in einem Be-
reich von 0 Volt bis 1000 Volt eingestellt werden, wobei bei Einstellungen iiber 650 Volt beim verwende-

ten Bauteil das Rauschen der Messung zu stark ansteigt.

Xenonl
enonlampe PMT
A
Probe
v
Anregungs- Emissions-
Monochromator Monochromator

Abb. 3.1.1: Schematische Darstellung der Strahlungswege im ,front-face’-Modus.
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Wihrend sich bei der Fluoreszenzmessung von Losungen der von unten eintretende Anregungslichtstrahl
mit dem in einem 90°-Winkel frontal austretenden Emissionslichtstrahl genau in der Mitte der Kiivette
treffen wird im front-face’-Modus der Treffpunkt der beiden Strahlungswege auf die Oberflache der zu
messenden Probe projiziert (Abb. 3.1.1).

Die Messungen wurden mit an die Versuche angepassten Protokollen durchgefiihrt. In Tab. 3.1.1 sind die
Bereiche der einzelnen mdglichen Gerdteparameter aufgelistet. Die Messungen von Ldsungen oder

Fruchtgewebe wurden in Fluoreszenzkiivetten durchgefiihrt.

Tab. 3.1.1: Einstellungsbereiche der Parameter des Fluoreszenzspektrometers im ,front-face’-Modus

fiir die Messung der Fluoreszenz- und Reflexionsspektren.

Anregungswellenliinge [nm] 200 - 700
Emissionswellenléinge [nm] 200 - 700
Wellenléingenbereich [nm] 200 - 700
Empfindlichkeit [V] 0-1000

3.1.2 Zeitaufgeldste laser-induzierte Fluoreszenzspektroskopie

Als Lichtquelle wird fiir das laser-induzierte Fluoreszenzspektrometer LF 401 Lambda (Fa. IOM GmbH,
Berlin) ein gepulster Stickstofflaser mit einer Emissionswellenldnge von 337 nm, einer Pulslédnge von
0,35 ns und einer Wiederholungsrate von 16 Hertz verwendet (Abb. 3.1.2). Das Gerit ist mit einer faser-
optischen Sonde ausgestattet, die es ermdglicht, die Fluoreszenzspektren direkt an der Probenoberflache
zu detektieren. Die niedrige Folgefrequenz des Lasers und ein zusitzlich eingebauter elektronischer Filter,
der nur impulsférmige Signale zur Weiterverarbeitung durchlésst, ermdglichen eine Fluoreszenzmessung
ohne Einfluss des Umgebungslichtes. Das ermdglicht die Messung unter unterschiedlichen Lichtverhalt-

nissen in der Praxis.

Der Laserstrahl kann optional durch eine auswechselbare Farbstoffkiivette gefiihrt werden, wodurch eine
Anregung mit einer hoheren Wellenldnge (im Bereich von 380 nm bis 620 nm) ermdglicht wird. Der
Energieeintrag in die Proben betragt je nach Anregungswellenlédnge zwischen 1 pJ bis 5 pJ. Die Fokussie-
rung des Lichtimpulses erfolgt durch eine Sammellinse auf die Eintrittsflache der faseroptischen Sonde,
die im ultravioletten bis nahinfrarotem Spektralbereich von 250 nm bis 2000 nm tauglich ist. Sie dient zur
Anregung und zur Erfassung der von der Probe emittierten Fluoreszenz. In der vorliegenden Arbeit wurde
meist eine Faser mit einer Linge von 3 m und einem Faserkerndurchmesser von 600 um verwendet. Die

Sonde wurde mit Hilfe eines 0,5 m langen Standard-SMA-Verbinders an das Fluoroskop gekoppelt.
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Farbstoffkivette

gnl

Laser

Datenerfassungseinheit

Analog Digital Konverter

Delay- Zeittorschaltung
Generator

Abb. 3.1.2: Schematische Darstellung des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Das probenseitige Ende der Sonde ist in eine optisch polierte, rostfreie Edelstahlkaniile eingefasst, wo-
durch sie wieder verwendbar eingesetzt werden kann. Zudem wurde das an der Probe anliegende Ende
der Sonde in einem Winkel von 8 Grad angeschrigt, um den moglichen Einfluss der Fresnel-Reflexion an
der Faser-Proben-Grenzfliche zu minimieren. Das von der Probe emittierte Fluoreszenzlicht wird durch
dieselbe Lichtleitfaser transportiert, bei dessen Austritt parallelisiert und durch den akusto-optisch durch-
stimmbaren Filter (AOTF) gefiihrt, welcher als Emissionsmonochromator dient. Mit Hilfe variierender
Frequenz des elektrischen Signals, welches im AOTF-Kristall ein Beugungsgitter bestimmter Gitterkon-
stante induziert und somit das Licht einer bestimmten Wellenlédnge beugt, kann nach Ausblendung der
ungebeugten Wellenldngen das Fluoreszenzsignal selektiv in Intervallen von bis zu 1 nm detektiert wer-
den (in einem Bereich von 350 nm bis 820 nm). Das optische Fluoreszenzsignal wird weiter zu einem
Photomultiplier geleitet, der das optische in ein messbar elektrisches Signal umwandelt. Um riickstreuen-
des Anregungslicht auszuschlieBen, ist der Photokathode ein Blockungsfilter vorgelagert. Das elektrische
Signal des PMT wird mit einem getorten Integrator gemessen. Die Halbwertsbreite des Integratortores,
welches nach erfolgter Triggerung in der Schaltung erzeugt wird, betrégt 2 ns. Innerhalb dieser Zeit wird
das gerade am Messeingang anliegende Signal integriert. Die zeitliche Lage dieses Tores kann mit einer
Genauigkeit von 0,1 ns eingestellt werden und ermdglicht somit eine zeitaufgeloste Darstellung des Fluo-
reszenzsignals. Da die Fluoreszenzintensitdt bei unterschiedlichem Probenmaterial stark variieren kann,
ist es moglich die Empfindlichkeit des PMT entsprechend auf niedrig (600 Volt), mittel (800 Volt) oder
hoch (1000 Volt) einzustellen. Im Mikrocontroller werden im Anschluss mit Hilfe eines 8-Bit-Analog-
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Digital-Umwandlers (ADU) die integrierten Einzelsignale digitalisiert und der festgelegte Mittelwert
gebildet.

Die Einstellung der zeitlichen Lage des Integratortores erfolgt durch den Mikrocontroller. Durch schritt-
weise Verschiebung der Torlage kann die zeitliche Charakteristik eines Fluoreszenzsignals abgetastet und
Fluoreszenzabklingkurven gemessen werden. Durch die Analyse der Form der Abklingkurven kénnen
Fluoreszenzlebensdauern ermittelt werden. Dariiber hinaus konnen Az-Kurven gemessen werden, die das
Probenmaterial anhand von aufeinander folgenden Spektren im ausgewdhlten Wellenldngenbereich zu

verschiedenen Zeittoreinstellungen darstellen.

Die Einstellungen der Zeitspanne und der Wellenlénge bei der die Abklingkurve aufgenommen werden
soll, des zu messenden Wellenldngenbereiches und der zeitlichen Lage des Zeittores fiir spektrale Mes-
sungen, sowie der PMT-Empfindlichkeit und der Hohe der Einzelsignale zur Mittelwertbildung kénnen
festgelegt werden. Das Fluoreszenzsignal wird in Prozent angeben, wobei 100 % der Vollaussteuerung
der Integratorschaltung entsprechen, die auf ca. 1 Volt Signalamplitude an 50 Ohm eingestellt ist. Um der
Laserenergieschwankung entgegen zu wirken, die sowohl innerhalb einer Messung wihrend der Abtas-
tung der einzelnen Wellenléngen als auch im Verlauf langfristiger Versuchsreihen auftreten kann, wurden

die Daten entsprechend auf 100 % Laserintensitdt umgerechnet.

Die Messungen wurden mit jeweils angepassten Protokollen durchgefiihrt, wobei die in Tab. 3.1.2 ange-
gebenen Bereiche der einzelnen Parameter moglich waren. Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurden Az-
Kurven aufgezeichnet, um die entsprechenden Gerétegrofien zu ermitteln. Die Messungen an Losungen
erfolgten in Aluminium-Kiivetten, die an intakten bzw. geschnittenen Produkten auf einem Positionier-

tisch mit der Moglichkeit x, y, und z-Richtung zu positionieren.

Tab. 3.1.2: Einstellungsbereiche der Parameter des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337,365, 488, 590
Wellenléingenbereich [nm] 350 -820

Zeittor [ns] 0-25
Mittelwertbildung iiber 1 — 64 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 600, 800, 1000
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3.1.3 Chromatographische Bestimmungsmethoden

Apfel

Der Polyphenolgehalt von Apfeln wurde mit Hilfe einer Umkehrphasen (reversed phase) Hochdruckfliis-
sigkeitschromatographie (HPLC) ermittelt. Bei diesem Trennverfahren wird die Probenfliissigkeit mittels
einer fliissigen Phase (Eluent) unter hohem Druck iiber die stationire Phase (Trennséule) transportiert.
Kleine Fruchtfleisch- und Apfelschalenstiickchen, an denen zunichst die Fluoreszenzspektren aufge-
zeichnet wurden, wurden mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und mit Hilfe eines Mdrsers homogeni-
siert. Wahrend der gesamten Extraktionsprozedur wurden die Proben unter stindiger Kiihlung gehalten.
Von dem homogenisierten Fruchtgewebe wurden 50 mg in Eppendorf-Tuben gegeben und mit 50 pL
eines Puffers (98 mL Methanol + 2 mL Ameisensiure) aufgefiillt. AnschlieBend wurden die Proben fiir je
15 Minuten inkubiert und bei 4°C zentrifugiert, danach in Glaskiivetten transferiert und bis zur Analyse

bei —20°C gelagert.

Die HPLC-Analyse wurde mit Hilfe eines HP 1100 Systems (Hewlett Packard, Agilent Technologies,
Palo Alto, USA), in einer ,,Prevail Organic Acid“*-Saule (250 x 4,6 mm, 5 um Partikel-Durchmeser) (All-
tech Associates, Deerfield, IL, USA) mit einer Vorsdule desselben Materials durchgefiihrt (stationére
Phase). Als Eluent (mobile Phase) wurde Wasser, welches auf einen pH-Wert von 2,55 mit Ameisensdure
eingestellt wurde (Puffer A) und Methanol (Puffer B) verwendet und nach vorheriger Filterung und Ent-
gasung durch die Sdule mit einer konstanten Flussrate von 1 mL/min geleitet. Die Gradientenelution
wurde wie folgt eingestellt: 0 % B zu 30 % B in 30 min., 30 % B zu 100 % B in 20 min., 100 % B fiir 10
min. und 100 % B zu 0 % B in 10 min. Die Phenolischen Substanzen wurden mit Hilfe eines Dioden-

Array-Detektors bei 280 nm, 325 nm, 360 nm und 520 nm detektiert.

Die Identifikation der Substanzen erfolgte mit Hilfe der Retentionszeiten und den UV-Spektren der Stan-
dards. Chlorogensdure wurde von Sigma-Aldrich (Bornem, Belgium) bezogen, Kaffeesdure von Acros

Organics (Geel, Belgium).

Erdbeere

Fiir die Bestimmung der Polyphenolgehalte von Erdbeeren wurden die Friichte in fliissigem Stickstoff
schockgefroren, anschlieBend fiir 48 Stunden gefriergetrocknet (BETA 1-8 LMC-1, Christ Gefriertrock-
nungsanlagen, Osterode) und bis zur Phenolextraktion im Exikator bzw. in luftdichten Kunststoffbeuteln
aus Polyethylen gelagert. An den markierten Messpunkten, an denen zuvor die Fluoreszenzspektren auf-
gezeichnet wurden, wurde die Erdbeerepidermis entnommen und die Niisschen entfernt. 2 mg des mit
Zusatz von Quarzsand gemorserten Fruchtgewebes wurden in Eppendorf-Tuben mit 50 pL eines 0,5 mg /
mL konzentrierten Flavonstandards und Methanol auf 1,6 bis 1,8 mL aufgefiillt. Nach 30 min. gekiihlter

Ultraschall-Behandlung wurden die Proben 10 min. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen, im
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Univapo zur Trocknung eigeengt und bis zur Analyse bei —20°C gelagert. Zur Einspritzung in die HPLC

wurde in entsprechender Menge (mg * 30) Methanol aufgenommen.

Die HPLC-Analyse wurde mit Hilfe eines Gilson-Abimed Systems (Modell 231, Gynkotek HPLC, Ger-
mering) mit zwei Pumpen (Modell 422, Kontron Instruments, Neufahrn) und einem Dioden-Array-
Detektor (Bio Tek Kontron 540, Kontron Instruments, Neufahrn) durchgefiihrt. Fiir die Nachséulen-
Derivatisierung wurde eine weitere HPLC-Pumpe (Modell 300 C, Gynkotek HPLC, Germering) und ein
VIS-Detektor (640nm, Kontron Detektor 432, Kontron Instruments, Neufahrn) eingesetzt. Zur Trennung
wurde eine ,,Nucleosil 120-3 C18“-Sdule (250 x 4 mm, 3 pm Partikel-Durchmeser, Machery-Nagel
HPLC, Diiren) verwendet. Als Eluent wurde fiinfprozentige Ameisensaure (Puffer A) und Methanol (Puf-
fer B) verwendet und durch die Séule mit einer konstanten Flussrate von 0,5 mL/min geleitet. Die Gra-
dientenelution wurde wie folgt eingestellt: 0 bis 5 min., isokratisch, 5 % B in A; 5 bis 10 min., 5 bis 10 %
B in A; 10 bis 15 min., isokratisch, 10 % B in A; 15 bis 35 min., 10 bis 15 % B in A; 35 bis 55 min., i-
sokratisch, 15 % B in A; 55 bis 70 min., 15 bis 20 % B in A; 70 bis 80 min., isokratisch, 20 % B in A; 80
bis 95 min., 20 bis 25 % B in A; 95 bis 125 min., 25 bis 30 % B in A; 125 bis 145 min., 30 bis 40 % B in
A; 145 bis 160 min., 40 bis 50 % B in A; 160 bis 175 min., 50 bis 90 % B in A; 175 bis 195 min., isokra-
tisch, 90 % B in A; 195 bis 210 min., 90 bis 5 % B in A; 210 bis 235 min., isokratisch, 5 % B in A
(TREUTTER et al., 1994). Die phenolischen Substanzen wurden mit 280 nm detektiert, die Flavan-3-ole
zusétzlich bei 640 nm mittels einer Nachsdulen-Derivatisierung mit p-Dimethyl-Aminocinnamic Aldehy-
de (DMACA) ermittelt (TREUTTER, 1989). Als interner Standard wurde Flavon verwendet. Die Identifika-
tion der Substanzen erfolgte anhand von Abgleichungen der Retentionszeiten und der UV-Spektren mit
Standards und anschlieBenden Co-Chromatographien. Die von SUSANNE ROMMELT (2002) identifizierte

und aufgereinigte Fraktion der p-Cumaroyl-Glucose wurde als Vergleichstandard verwendet.

3.2 Versuchsdurchfiihrung

3.2.1 Vorversuche

Abstandsmessung

Am Apfel (Malus xdomestica Borkh.) der Sorte 'Elstar' (aus dem Einzelhandel) wurde mit dem laser-
induzierten Fluoreszenzspektrometer der Einfluss der Entfernung der Sonde zur Probenoberfliche ermit-
telt. Mit einer Wiederholungsrate von drei wurden die Fluoreszenzspektren mit einem Abstand von 0 mm
bis 3 mm in 1mm-Schritten zwischen der Sonde und der Fruchtschale entsprechend der in Tab. 3.2.1
aufgefiihrten Geriteeinstellungen detektiert. Die Spektren wurden mittels gleitenden Mittelwert (sieben

Stiitzstellen) gegléttet.
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Tab. 3.2.1: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenléingenbereich [nm] 350 — 820, in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 8,0

Mittelwertbildung iiber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 800

Temperatur

Die drei aus dem Einzelhandel erworbenen Apfel (Malus xdomestica Borkh.) wurden jeweils an zwei
unterschiedlichen Stellen an der Fruchtschale gemessen nachdem sie zuvor im Kiihlschrank auf 11°C
gekiihlt und anschlieBend auf Raumtemperatur (22°C) und mit Hilfe eines Trockenschrankes auf etwa
28°C erwdrmt wurden. Die Temperierung dauerte mindestens zwei Stunden. Die Temperaturen des
Fruchtfleisches wurden wihrend der Messung an den einzelnen Proben mit Hilfe eines Oberflichenther-
mometers iiberpriift. Die Spektren wurden mit dem laser-induzierten Fluoreszenzspektrometer und den
entsprechenden Einstellungen (Tab. 3.2.2) direkt an der Probe aufgezeichnet. Im Anschluss wurde der
Mittelwert der Spektren iiber drei Apfel mit jeweils zwei unterschiedlichen Messpunkten und drei Wie-
derholungen je Temperaturstufe errechnet und mit Hilfe eines gleitenden Mittelwertes (sieben Stiitzstel-

len) gegléttet.

Tab. 3.2.2: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenléingenbereich [nm] 350 — 800, in 1nm-Schritten
Zeittor [ns] 6,5

Mittelwertbildung iiber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 1000

pH-Wert

Jeweils 25 mg Chlorogensdure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen), Kaffeesdure und Ferulasdure
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte) wurden in 25 mL Methanol (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)
gelost und anschlieBend 1 zu 10 mit Methanol verdiinnt. Die Fluoreszenzspektren wurden jeweils an den
0,1 mg / mL konzentrierten Losungen ohne und mit Zusatz von wahlweise 0,1 mL 0,1 molarer Salzsdure
bzw. 0,1 mL 0,1 molarer Natronlauge (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) aufgezeichnet. Die pH-Wert-
Bestimmung erfolgte mit Hilfe eines pH-Wert-Messgerites (InoLab, Gerber Instruments, Effretikon,
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Schweiz). Die Losungen wurden je dreimal mit dem laser-induzierten Fluoreszenzspektrometer und den
in Tab. 3.2.3 aufgefiihrten Gerdteeinstellungen gemessen. Die Gléttung der gemittelten Spektren erfolgte

mit Hilfe eines gleitenden Mittelwertes iiber sieben Stiitzstellen.

Tab. 3.2.3: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenlédngenbereich [nm] 350 — 600, in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 8,0

Mittelwertbildung liber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 800

Bleachingeffekt

Als Fruchtmaterial wurden drei Apfel (Malus xdomestica Borkh.) der Sorte 'Elstar’, ohne erkennbare
Mangel, aus dem Einzelhandel ausgesucht und visuell jeweils ein Messpunkt auf der roten und der grii-
nen Fruchtschale ausgewihlt. Die Apfel wurden bei Raumtemperatur in eine feste Position gebracht und
die Sonde des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers direkt aufgelegt. Mit den entsprechenden Geré-
teeinstellungen (Tab. 3.2.4) wurden ohne Pause zwischen den Einzelmessungen 40 Spektren je Mess-
punkt an jedem Apfel aufgezeichnet. Die Spektren wurden durch Mittelwertbildung iiber die drei Apfel
getrennt flir die rote und die griine Seite ermittelt und mit Hilfe eines gleitenden Mittelwerts (sieben

Stiitzstellen) gegléttet.

Tab. 3.2.4: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenléingenbereich [nm] 350 — 820, in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 8,0

Mittelwertbildung iiber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 800

3.2.2 Varianzanalyse der Fluoreszenz von Gartenbauprodukten

Lagerversuch von Apfeln

Als Probenmaterial fiir die Lagerversuche in den Jahren 2002 und 2003 wurden Apfel (Malus xdomestica
Borkh.) der Sorte 'Elstar' am Standort Bavendorf in der oberschwébischen Jungmoranen-Landschaft aus-

gewihlt. Der Versuchbetrieb befindet sich an einem leicht gegen Osten geneigten Hang in 470 m bis 500
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m Hohe iiber NN und ist in Deutschland mit seiner durchschnittlichen Jahresmitteltemperatur von 8,1° C
den spiter reifenden Anbaugebieten zuzuordnen. Bei dem Boden handelt es sich um eine Pseudogley-
Parabraunerde mit einer Bodenzahl zwischen 55 und 60 Punkten. Die Diingung ist entsprechend den
anzustrebenden Bodenwerten von pH 6,0 - 6,5, Phosphor 10 mg bis 20 mg, Kalium 20 mg bis 30 mg,
Magnesium 7 mg bis 15 mg je 100 g Boden ausgerichtet.

Tab. 3.2.5: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337 488
Wellenléingenbereich [nm] 350 — 800, 350 — 800,

in 2nm-Schritten in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 6,5 4.5
Mittelwertbildung tiber 4 Messwerte tiber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 1000 1000

Im September 2002 wurden die Apfel (n = 50) der Sorte 'Elstar' am Standort Bavendorf geerntet. Die
zweimonatige Lagerung erfolgte in einem Lager mit kontrollierter Atmosphére (CA) bei 4°C, 1,8% O,
und 2,5% CO,. An jedem Apfel wurde ein Messpunkt in der Mitte der auf der Fruchtschale zwischen
Bliite und Stielansatz entlang der grofiten Breite der Frucht (dquatorial) bestimmt, entsprechend markiert
und mit dem laser-induzierten Fluoreszenzspektrometer und den in Tab. 3.2.5 aufgefiihrten Gerdteeinstel-

lungen vor und nach der Lagerung gemessen.

Tab. 3.2.6: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenlingenbereich [nm] 350 — 700, in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 8,0

Mittelwertbildung iiber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 600

Im September 2003 wurden die Apfel (n = 100) der Sorte 'Elstar' am Standort Bavendorf geerntet und fiir
zwei bzw. vier Monate in einem Kiihllager bei 4°C eingelagert. Die Messungen mit dem laser-induzierten
Fluoreszenzspektrometer erfolgte (Tab. 3.2.6) vor und nach der zwei- bzw. viermonatigen Lagerung. Im
Gegensatz zum Lagerversuch im Vorjahr wurde auf die Anregung mit zwei verschiednen Wellenlédngen
verzichten. An jedem Apfel wurde ein dquatorialer Messpunkt auf der griinen und einer auf der roten

Seite der Frucht ausgewéhlt und entsprechend markiert.
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Lagerversuch von Mohren

Fiir den Lagerversuch von Mdhren (Daucus carota ssp. sativus) im Jahr 2003 wurde die Sorte 'Bolero' am
Standort Geisenheim mit einer Bestandsdichte von 133 Pflanzen / m? ausgewdhlt. Die Lufttemperaturen
von Juni 2003 bis Juli 2003 betrugen im Durchschnitt dieser Monte 17,8 °C, die des Bodens 20,12 °C.
Die Diingung mit Stickstoff, Kali und Phosphat wurde entsprechend den Bodenanalysen nach dem Bedarf

der Kultur ausgerichtet.

Im Oktober 2003 wurden die Mohren geerntet und in drei Gruppen aufgeteilt (n = 27) bei 0°C in einem
Kiihlbrutschrank, bei 4°C im Kiihllager bzw. bei Raumtemperatur (20°C +/- 2°C) eingelagert. Die Mes-
sung der Fluoreszenzspektren erfolgte mit dem laser-induzierten Fluoreszenzspektrometer vor und nach
vierwochiger Lagerung (Tab. 3.2.7). Der Messpunkt wurde in der Mitte der Proben auf der Mohrenschale

ausgewahlt und entsprechend markiert.

Tab. 3.2.7: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenléingenbereich [nm] 350 — 600, in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 8,0

Mittelwertbildung liber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 800

3.2.3 Reabsorptions- und Léschungseffekte

Die in diesem Abschnitt folgenden Versuche wurden am Institut National Agronomique Paris-Grignon
(INA PG, Frankreich) durchgefiihrt. Die Phenolstandards Catechin, Chlorogensdure, Epicatechin, Kaffee-
sdure, Rutin (Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l., Lyon, Frankreich) und Phlorizin (Extrasynthese S.A., Genay,
Frankreich) und die Fruchtextrakte wurden in Methanol geldst und mit dem Fluoreszenzspektrometer im

Jront-face’-Modus gemessen.

Konzentrationsloschung

Zur Messung der Fluoreszenzintensitit von Phenolen unterschiedlicher Konzentration, wurden jeweils
drei Stammldsungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL von Kaffeesdure, Chlorogensiure, Catechin
und Epicatechin in Methanol angesetzt und auf eine Konzentration von 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,1
mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL und 0,01 mg/mL verdiinnt. Die Emissionsspektren wurden mit den in
der Tab. 3.2.8 aufgefiihrten Geréteeinstelllungen gemessen und iiber die jeweils drei Messungen je Stan-

dard gemittelt.
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Tab. 3.2.8: Einstellungen fiir die Detektion der Emissionsspektren gemessen am Fluoreszenzspektro-

meter im ,front-face’~-Modus.

Kaffeesdure Chlorogensiure Catechin | Epicatechin
Anregungswellenliinge [nm] 364 364 280 290
Wellenléingenbereich [nm] 400-700 400-700 300-700 300-700
Empfindlichkeit [V] 500 500 400 400

Interaktion Reinstsubstanzen

Tab. 3.2.9: Mischungen mit jeweils 1 mL der Phenolstandardlésungen aufgefiillt auf 10 mL mit Me-
thanol. Die mit x gekennzeichneten Zusammensetzungen wurden hergestellt (Cat: Catechin, Chl: Chloro-

gensiure, Kaf: Kaffeesiure).

Cat. 0,5 | Cat. 0,25 | Cat. 0,1 mg/mL | Chl. 0,5 | Chl 0,25 | Chl. 0,1 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Kaf. X X X X X X

0,5 mg/mL

Kaf. X X X X

0,25 mg/mL

Kaf. X X X X

0,1 mg/mL

Chl. X X X

0,5 mg/mL

Chl. X X

0,25 mg/mL

Chl X X

0,1 mg/mL

Um den Einfluss der in Methanol geldsten Phenolstandards aufeinander zu messen, wurden unterschied-
lich konzentrierte Losungen von Catechin, Kaffeesdure und Chlorogensédure (Hydroxyzimtsduren) herge-
stellt. Die Ausgangskonzentrationen betrugen dabei 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL und 0,1 mg/mL, die unter-
schiedliche Zusammenstellung der 21 Losungen ist in Tab. 3.2.9 dargestellt. In den Mischldsungen wurde
je 1 mL der zwei Phenolstandardldsungen auf insgesamt 10 mL mit Methanol aufgefiillt. Alle 21 Ldsun-

gen wurden dreimal hergestellt und mit dem Fluoreszenzspektrometer im front-face’-Modus (Tab.
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3.2.10) gemessen. Fiir die Auswertung wurde der Mittelwert iiber die drei Wiederholungen gebildet. Die-

selben Versuchsreihen wurden anstelle von Catechin auch mit Epicatechin durchgefiihrt.

Tab. 3.2.10: Einstellungen fiir die Detektion der Anregungs- und Emissionsspektren gemessen am

Fluoreszenzspektrometer im , front-face -Modus.

Wellenliingen [nm] Anregung 310, 436, 440
Emission 288, 364

Wellenléingenbereich [nm] Anregung 200-400
Emission 300-700

Empfindlichkeit [V] 500

Im Anschluss wurden jeweils drei Losungen von 0,5 mg/mL Phloridzin und Rutin in Methanol herge-
stellt. Je ein Milliliter dieser Losungen wurde einem Milliliter einer 0,5 mg/mL konzentrierten Catechin-,
Epicatechin-, Kaffeesdure- bzw. Chlorogensaureldsung zugegeben und mit Methanol auf 10 mL aufgefiillt
(Tab. 3.2.11). Die Fluoreszenzemissionsspektren wurden im , front-face -Modus mit einer Wiederholungs-
rate von drei und den in Tab. 3.2.12 aufgefiihrten Einstellungen gemessen. Fiir die Auswertung wurde der

Mittelwert {iber die drei Spektren gebildet.

Tab. 3.2.11: Mischungen mit jeweils 1 mL der Phenolstandardldsungen aufgefiillt auf 10 mL mit Me-

thanol.

Phloridzin (0,5 mg/mL) Rutin (0,5 mg/mL)
Kaffeesiure (0,5 mg/mL) X X
Chlorogensiure (0,5 mg/mL) X X
Catechin (0,5 mg/mL) X X
Epicatechin (0,5 mg/mL) X X
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Tab. 3.2.12: Einstellungen fiir die Detektion der Emissionsspektren gemessen am Fluores-

zenzspektrometer im , front-face’-Modus.

Catechine Hydroxyzimtsiuren

+ Phloridzin bzw. Rutin + Phloridzin bzw. Rutin
Wellenléingen [nm] 280 364
Wellenléingenbereich [nm] 300-700 400-700
Empfindlichkeit [V] 500 400

Reinstsubstanzen in Apfelextrakten

Fiir die Phenolextraktion wurden Apfel (n = 30) der Sorte 'Golden Delicious' ohne #uBere mechanische
und mikrobielle Qualititsmingel im Einzelhandel ausgewihlt. Die Apfel wurden entlang der Fruchtachse
geviertelt und aus einem Viertel eine Scheibe (5 g) geschnitten. Die Fruchtstiicke wurden mit fliissigem
Stickstoff in einem Morser homogenisiert, davon 0,5 g in einem 10 mL-Messréhrchen abgewogen und
mit 10 mL Methanol aufgefiillt. Den zentrifugierten Extrakten wurden 5 mL der Losung entnommen und
je 1 mL in 5 mL-Messrohrchen gegeben. Als Referenz wurde eine Probe mit 1 mL Extrakt und 4 mL
Methanol ohne Zusétze gemessen. Den anderen Messbehiltern wurden 1 mL Chlorogenséure, Kaffeesau-
re, Phloridzin oder Rutin in einer Konzentration von 0,25 mg/mL zugefiihrt und mit 3 mL Methanol auf-
gefiillt. Die Fluoreszenzemissionsspektren wurden mit dem Fluoreszenzspektrometer im front-face’-

Modus aufgezeichnet (Tab. 3.2.13).

Tab. 3.2.13: Einstellungen fir die Detektion der Emissionsspektren gemessen am Fluores-

zenzspektrometer im |, front-face -Modus.

Anregungswellenliinge [nm] 288, 364
Wellenlingenbereich [nm] 300 - 700
Empfindlichkeit [V] 600

Analyse am Produkt: Verbriunungsreaktionen

Im Einzelhandel wurden Apfel (n = 6) der Sorte 'Golden Delicious' ohne sichtbare AuBere Beschidigun-
gen und mikrobielle Méngel ausgewihlt. Die Friichte wurden entlang der Fruchtachse geteilt. Aus jeder
Hilfte wurde auf Hohe des Aquators eine Scheibe geschnitten und mittig entsprechend der GroBe der
Kiivette angepasst. Das Fruchtgewebe wurde an der Kiivettenwand anliegend in die Kiivette eingefiihrt.
Die Anregungs-, Emissions- und Reflexionsspektren wurden iiber einen Zeitraum von 60 Minuten im
dreiminiitigen Zyklus im ,front-face’-Modus mit dem Fluoreszenzspektrometer und den in Tab. 3.2.14

aufgefiihrten Einstellungen gemessen.
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Tab. 3.2.14: Einstellungen fiir die Detektion der Anregungs- und Emissionsspektren gemessen am

Fluoreszenzspektrometer im front-face -Modus.

Emission Reflexion
Anregungswellenliinge [nm] 360 -
Wellenléingenbereich [nm] 400-700 200-700
Empfindlichkeit [V] 500 150

Fiir die Datenauswertung wurden die Intensitdt (/) der Anregungs- und Emissionsspektren mit Hilfe der

Reflexionsspektren pro Wellenldnge (1) korrigiert:

I, korrigiert (A): 1 Emission(’l) /I Reﬂexion(’l)

3.2.4 Versuchsreihen zur Kalibrierung und Validierung
Apfel

CA-gelagerte (1,5% O,, 2,5% CO,, 4°C) Apfel (n = 300) der Sorte 'Jonagold' wurden in einer belgischen
Veiling gekauft und im Verlauf einer Woche, in der sie an der Katholieke Universiteit Leuven (KUL) in
Belgien parallel zu den eigenen Versuchen mehreren Tests unterzogen wurden, in einem Kiihllager (2 °C

bis 4°C) zwischengelagert.

Tab. 3.2.15: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenléingenbereich [nm] 350 — 700, in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 8,0

Mittelwertbildung liber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 800

Aus diesem Pool wurden iiber fiinf Tage verteilt Friichte (n = 50) zufillig ausgewahlt und am laser-
induzireten Fluoreszenzspektrometer dquatorial an der roten und der griinen Fruchtschale gemessen (Tab.
3.2.15). Der Polyphenolgehalt der Apfel wurde mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC) ermittelt (siehe 3.1.3).
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Erdbeere

Erdbeeren der Sorte 'Elsanta’ wurden im Abstand von einer Woche im November 2005 aus einem insti-
tutsnahen Betrieb in Brandenburg geerntet. Die Friichte wurden im hydroponischen Verfahren unter Glas
angebaut. Es wurden je Erntetermin drei Reifestufen ausgewahlt und die Friichte in weifllich-griine (Rei-
festufe 1), hellrote mit weiBler Spitze (Reifestufe 2) und dunkelrote (Reifestufe 3) Erdbeeren eingeteilt.
Die Proben wurden am laser-induzierten Fluoreszenzspektrometer gemessen (Tab. 3.2.16) und parallel
dazu mit Hilfe einer Spektrometereinheit (MMS1 Near-enhanced, Zeiss-Jena; vgl. ZUDE, 2003) Reflexi-
onsspektren aufgezeichnet. Der Messpunkt wurde dquatorial an der Fruchtschale ausgewéhlt und entspre-
chend markiert. Die Ermittlung des Polyphenolgehalts der Erdbeeren erfolgte mit Hilfe der
Hochdruckfliissigkeitschromatographie. Die zum ersten Termin geernteten Friichten (n = 32) wurden fiir
die Erarbeitung von Kalibriermodellen den zerstérungsfreien und chromatographischen Messverfahren
unterzogen. Die zum zweiten Erntezeitpunkt entnommenen Erdbeeren (n = 35) wurden fiir die Validie-

rung der zuvor erarbeiten Modelle ausgewertet.

Tab. 3.2.16: Einstellungen des laser-induzierten Fluoreszenzspektrometers.

Anregungswellenliinge [nm] 337

Wellenlidngenbereich [nm] 350 — 820, in 2nm-Schritten
Zeittor [ns] 5,0

Mittelwertbildung liber 4 Messwerte
Empfindlichkeit [V] 800

3.3 Datenauswertung

Fiir die Lagerversuche von Apfeln und Mohren wurden die Fluoreszenzspektren der Proben den Signal-
vorverarbeitungsmethoden der Glattung, Derivativbildung und Normierung mit Hilfe der PLS Toolbox
3.0 (Eigenvector Research, USA) in MATLAB 7.0 (The Math Works, USA) unterzogen. Anschlieend
wurden die vorverarbeiteten Daten mittels Hauptkomponentenanalyse mit den erwéhnten Programmen

ausgewertet.

Fiir die Versuchsreihen der Kalibrierung und Validierung wurden die Fluoreszenzspektren, die Reflexi-
onsspektren und die chromatographisch bestimmten Polyphenolgehalte der Apfel und Erdbeeren eben-
falls den oben genannten Signalvorverarbeitungsmethoden mit Hilfe der PLS Toolbox 3.0 in MATLAB
7.0 unterzogen. Die Reflexionsspektren wurden mit Hilfe eines kubischen Interpolationsverfahrens (spli-
ne) in MATLAB 7.0 auf die gleichen Wellenlédngenabstdnde (2 nm) wie in den Fluoreszenzspektren um-
gerechnet (BIRAN und BREINER, 1999). Als Datenvorverarbeitungsmethoden wurden die in MATLAB
erarbeiteten Programme fiir genetische Algorithmen (GA) von LEARDI (LEARDI und LUPIANEZ, 1998;
LEARDI, 2000) und fiir die direkte orthogonale Signalkorrektur (DOSC) von WESTERHUIS et al. (2001) (©
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2005 Biosystems Data Analysis Group, Universiteit van Amsterdam, Holland) eingesetzt. Die Methode
der genetischen Algorithmen wurde jeweils mit 200 Durchldufen und einem Fehler von 0,001 als Ab-
bruchkriterium der Regressionsanalyse durchgefiihrt. Bei der direkten orthogonalen Signalkorrektur nach
WESTERHUIS et al. wird nicht die gesamte Orthogonalitit zu y aus X entfernt, um schlechtere Kalibrier-
modelle zu vermeiden. Die Berechnung der DOSC-Faktoren erfolgte daher mit einer festgelegten Tole-
ranz von 0.001 und wurde basierend auf den Untersuchungsergebnissen der Arbeitsgruppe mit maximal

zwei DOSC-Faktoren angewendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche

4.1.1 Geratebedingte Einflussfaktoren

Standards

In langeren Versuchsreihen sind gerétetechnisch bedingte systematische Fehler vor allem durch Verdnde-
rungen in der Laserenergie sowie am Sensor beziiglich der Reaktion und Wellenldngengenauigkeit aufge-
treten. Verschiedene Standards wurden zur Korrektur getestet. Als Festkorperreferenzobjekte wurden ein
Spektralon (100% weil3, Labsphere, USA) und ein Rubin-Kristall (Fa. IOM GmbH, Berlin) ausgewihlt
(Abb. 4.1.1). Die beiden gering fluoreszierenden Kalibrierstandards weisen bei wiederholter Messung (n
= 15) eine hohe Standardabweichung auf, da die unebenen Oberflichen der festen Korper zu stérenden

Streueffekten fiihren.
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Abb. 4.1.1: Mittelwert und Standardabweichung (n = 15) der Fluoreszenzspektren eines Rubin-
Kristalls und des Spektralons. Die Standards wurden mit unterschiedlicher Empfindlichkeit des Detektors

gemessen.

Ergénzend wurde das laser-induzierte Fluoreszenzsignal an einem fliissigen Standard einer fluoreszieren-
den Losung getestet. Die mehrfachen Labormessungen (n = 15) an in destilliertem Wasser gelosten Ri-
boflavin weisen wiederum eine hohe Standardabweichung in der Fluoreszenzintensitit auf (Abb. 4.1.2).

Eine Korrektur hinsichtlich vertikaler Verdnderungen war auch mit Hilfe dieses Kalibrierstandards nicht



4 Ergebnisse 59

moglich, da bei der Herstellung der Standardldsung kleinste Konzentrationsunterschiede nicht ausge-
schlossen werden konnen, die zu einer erheblichen Variation im Fluoreszenzsignal fiihren. Die konstante
maximalen Fluoreszenzintensitét (1 = 542 nm) wurde jedoch in den folgenden Versuchsreihen wiederholt

iberpriift, um eine Wellenlangenverschiebung wéhrend der Messungen auszuschlieB3en.
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Abb. 4.1.2: Mittelwert und Standardabweichung der Fluoreszenzspektren (n = 15) gemessen an in des-

tilliertem Wasser gelosten Riboflavin.

Aufgrund des Mangels an einfach zu handhabenden Standards wurden in der vorliegenden Arbeit mathe-
matische Datenvorverarbeitungsmethoden fiir die Korrektur technischbedingter Nulllinienverschiebung

und Verdnderungen der gemessenen Intensititen eingesetzt.

Anregungsenergie

Der im Versuch verwendete Stickstofflaser ermoglicht eine hohe Energie zur Anregung der in den Proben
enthaltenen Fluorophore, weist jedoch eine Variation im Mittel von 0,07 % zwischen den Einzelmessun-
gen auf, die jedoch auf > 50 % bei wiederholten Messungen iiber einen lingeren Zeitraum ansteigen
kann. Diese Abweichungen sind auch zwischen den Impulsen zur Anregung an den einzelnen Wellenlidn-
gen wihrend der Aufzeichnung eines Spektrums sichtbar (Abb. 4.1.3). Da die Intensitdt der gemessenen
Fluoreszenzspektren entlang der Wellenldngen abhéngig von der Anregungsintensitit ist, wurde die Leis-

tung des Lasers parallel aufgezeichnet. Die effektive Laserenergie wurde zur Korrektur der einzelnen
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Fluoreszenzspektren verwendet, um die Einzelproben entlang einer Versuchsreihe vergleichbar zu ma-

chen (Abb. 4.1.3). Die Daten wurden hierzu entsprechend auf 100% Laserintensitit umgerechnet.
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Abb. 4.1.3: Korrektur des Fluoreszenzspektrums mit Hilfe der Laserenergievariation am Beispiel der
Erdbeere.

Abstandsmessung

Der Messaufbau zur laser-induzierten Fluoreszenzanalyse ermdglicht durch die Verwendung von Glasfa-
sern grundsitzlich auch eine Remote-Messung. Mit dem Ziel, den geeigneten Messaufbau fiir die Labor-
messungen an ganzen Friichten zu bestimmen, wurde in Vorversuchen an verschiedenen Friichten die
Sonde direkt auf der Fruchtoberfliche sowie in drei Abstinden von 1 bis 3 mm von der Probenoberflédche
fixiert und Messungen durchgefiihrt. Vergleicht man die gemessene Fluoreszenz beispielhaft bei 420 nm
fiir den blauen und 680 nm fiir den roten Wellenldngenbereich am Apfel, ist die Intensitdt direkt an der

Frucht jeweils viermal hoher als bei einem Abstand von 3 mm (Abb. 4.1.4).

Setzt man die Messwerte an der Oberflédche fiir die Messung bei 420 nm (ca. 80 % Fluoreszenz) und fiir
680 nm (ca. 5 % Fluoreszenz) auf 100 %, nimmt die Stirke des zurlickgeworfenen Fluoreszenzsignals
verhdltnismédfBig um etwa 25 % je Millimeter ab. Dieser Zusammenhang beruht auf dem Lambert-
Cosinus-Gesetz, nach dem sich Strahlung (hier sowohl die Intensitit der Anregungsstrahlung als auch die
der Fluoreszenzemission) bei zunehmender Entfernung pro Flacheneinheit verringert. Ein Einfluss des
Umgebungslichtes kann dagegen aufgrund der niedrigen Folgefrequenz und eines zusitzlich eingebauten
elektronischen Filters, der nur impulsformige Signale durchlésst, auch bei einem Abstand der Sonde von

der Probenoberfliche ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.1.4: Einfluss des Abstands der Sonde von der Probenoberfliche auf die Fluoreszenzintensitét.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen die Sonde
direkt auf die Probenoberfliche aufgelegt, um mit Hilfe der hohen messbaren Fluoreszenzintensitit ein

Maximum an Informationen aus der jeweiligen Probe erfassen zu koénnen.

4.1.2 Einfluss der Umgebungsbedingungen

Temperatureinfluss

Messungen an denselben Apfeln bei unterschiedlicher Fruchtfleischtemperatur zeigten eine nicht-lineare

Abnahme der Fluoreszenzintensitét bei ansteigender Temperatur iiber das gesamte Spektrum von 350 nm
bis 800 nm (Abb. 4.1.6).

Bei ansteigender Temperatur sind die Deaktivierungsmdglichkeiten der Molekiile im angeregten Zustand
erhoht. Die strahlungslosen Prozesse im System nehmen zu und die Quantenausbeute wird verringert. Der
spezifische Einfluss der Temperatur auf die biochemischen Reaktionen einzelner Fruchtinhaltsstoffe fiihrt

zu einer unterschiedlich ausgepriagten Verdnderung des Fluoreszenzverhaltens im blauen und im roten

Wellenldngenbereich.
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Abb. 4.1.6: Einfluss der Temperatur des Apfelfruchtfleisches auf die Fluoreszenzintensitét.

Um temperaturbedingte Intensititsverdnderungen in den Fluoreszenzmessungen ausschlieBen zu konnen,

wurden die Proben der nachfolgenden Versuche bei Raumtemperatur (20°C +/- 2°C) gemessen.

pH-Einfluss

Der Vergleich von Fluoreszenzspektren von in Methanol geldsten Phenolstandards (Abb. 4.1.7) zeigt bei
Kaffee- und Chlorogensdure einen hypsochromen shifi (Intensititsverschiebung in den kurzwelligeren
Bereich) zwischen 8 nm bis 10 nm bei einer Anderung des pH-Wertes in den neutralen bzw. leicht basi-
schen Bereich. Diese Verschiebungen in Richtung kiirzerer Wellenldngen werden von einer 10 bis
15%gen Abnahme der Fluoreszenzintensitit begleitet. Es kann angenommen werden, dass die Anderung
des pH-Wertes der Losung bei den schwachen Séuren (Séurekonstante pK, im Bereich um 16,0) zur Pro-
tonenabspaltungen der Sauregruppe am Fluorophor fiihren. Die Intensititsverdnderungen im sauren pH-
Bereich zwischen der bereits sauren Ausgangslosung und der mit Salzsdure verdiinnten Standardlésungen
erscheinen nur geringfiigig und konnen durch eine Verschiebung des chemischen Gleichgewichts und
wiederum entsprechender Dissoziation entsprechend dem Massenwirkungsgesetz erkldrt werden. Auch
sind keine Wellenlangenverschiebungen in den Spektren zu erkennen. Entsprechende Ergebnisse wurden

fiir Ferulasdure gefunden.
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Abb. 4.1.7: Einfluss des pH-Wertes auf das Fluoreszenzsignal von Phenolsiuren.

Bleachingeffekt

Mit Hilfe der mehrfachen Messung (n = 40) von Fluoreszenzspektren an derselben Stelle der Apfelfrucht-
schale wurde der Einfluss einer wiederholter Bestrahlung mit UV-Laserlicht (1 pJ) auf die Fluoreszenzin-

tensitdt erfasst werden (Abb. 4.1.5).

In der Datenauswertung wurde die Fluoreszenzintensitét der Startmessung auf 100 % und die folgenden
Messungen relativ hierzu normiert. Da von einem unterschiedlichen Verhalten der einzelnen, im Apfel
enthaltenen Fluorophore auf die wiederholte Strahlung ausgegangen werden kann, wurden die Fluores-
zenzintensitdten an den Wellenldngen 420 nm und 680 nm separat betrachtet. Der wiederholte Energieein-
trag fiihrte an beiden Wellenldngen zu einer Abnahme des Fluoreszenzsignals, d.h. zu einer reduzierten
Fluoreszenzfahigkeit der im Apfel enthaltenen Fluorophore zu fluoreszieren, dem sogenannten Ausblei-
chen (Bleaching-Effekt). Die Intensitdtsminderung der Fluoreszenz ist im blauen Wellenldngenbereich
nach mehrfacher Anregung starker ausgebildet als im roten. Bei 420 nm war die Intensitéit auf 60 % der
anfinglich gemessenen Intensitdt der Fluoreszenz abgefallen, bei 680 nm auf 75 %. Um den Bleaching-
Effekt so gering wie mdglich zu halten, wurde in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen

jeweils nur ein Spektrum je Messpunkt an der Frucht aufgezeichnet.
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Abb. 4.1.5: Einfluss mehrfacher laser-induzierter Fluoreszenzmessung auf die Fluoreszenzintensitét

(gemessen an der griinen Fruchtschale des Apfels).



4 Ergebnisse 65

4.2 Varianzanalyse der Fluoreszenz von Gartenbaupro-
dukten

4.2.1 Fluoreszenzsignal

Laser-induzierte Fluoreszenzmessungen wurden an verschiedenen Gartenbauprodukten getestet. Die
gemessenen Fluoreszenzspektren sind grundsétzlich immer Summenspektren aus den fluoreszierenden

Inhaltsstoffen der Produkten (Abb. 4.2.1).
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Abb. 4.2.1: Fluoreszenzspektren gemessen mit Hilfe der laser-induzierten Fluoreszenzspektroskopie

an Apfel, Mohre und Erdbeere.

Einzelne Wellenldngenbereiche lassen jedoch bereits auf bestimmte fluoreszierende Molekiilgruppen
schlieBen. Die im roten Wellenldngenbereich auftretenden Fluoreszenzsignale konnen vor allem auf die
Anwesenheit von den fluoreszierenden Chlorophyllen (Abb. 4.2.2), die im blau-griinen auf die in den

Friichten enthaltenen polyphenolischen Verbindungen zuriickgefiihrt werden (Abb. 4.2.3).

Die Chlorophylle absorbieren in Losung stark in einem Wellenldngenbereich von 400 nm bis 480 nm und
um 660 nm. Die maximale Fluoreszenzemission von Chlorophyll liegt bei 680 nm (Abb. 4.2.2). Die im
blau-griinen Bereich emittierte Fluoreszenzstrahlung kann somit in vivo von den Chlorophyllen reabsor-
biert werden. Die im Apfel enthaltenen Carotinoide, hier am Beispiel von 3-Carotin dargestellt, haben

eine maximale Absorption bei 400 nm bis 500 nm, die Anthocyane (z.B. Malvidin) absorbieren haupt-
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sdchlich zwischen 480 nm bis 580 nm. Diese beiden Pigmentgruppen fluoreszieren selbst nicht. Sie haben
aber aufgrund der Filterwirkung des Anregungslichtes einen Einfluss auf die Anregungs- sowie Emissi-

onsspektren der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fluorophore.
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Abb. 4.2.2: Absorptions- (A) und Fluoreszenzspektren (F) von Chlorophyll, f-Carotin und Malvidin
(gelost in Ether).

In Apfelfriichten héufig enthaltenen phenolischen Verbindungen der Hydroxyzimtsduren wie Kaffee- und
Chlorogenséure fluoreszieren im blauen Wellenldngenbereich und absorbieren hauptsidchlich zwischen
200 nm bis 250 nm und 300 nm bis 350 nm (Abb. 4.2.3). Das Catechin absorbiert bei 210 nm bzw. 280
nm, es hat jedoch sein Fluoreszenzmaximum bei 310 nm. Somit kann die Emission der Catechinfluores-
zenz von den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Hydroxyzimtsduren wieder absorbieret werden.
Auch nicht-fluoreszierende Molekiile wie das in Apfeln nachweisbare Rutin, das eine Absorption im
blau-griinen Wellenldngenbereich aufweist, beeinflusst das Apfelfluoreszenzspektrum. Auch hier ist der
Einfluss wie schon zuvor bei Anthocyanen und Carotinoiden genannt, durch Reabsorption der Fluores-

zenzemission sowie die Konkurrenz um das Absorptionslicht bedingt.
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Abb. 4.2.3: Absorptions- (A) und Fluoreszenzspektren (F) von phenolischen Reinstsubstanzen geldst

in Methanol.
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Abb. 4.2.4: 2. Ableitung und geglittete Fluoreszenzspektren gemessen mit Hilfe der laser-induzierten

Fluoreszenzanalyse an Apfel, Mohre und Erdbeere.
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Die Fluoreszenzspektren zeichnen sich im blau-griinen Wellenldngenbereich fiir alle untersuchten Pro-
dukte jeweils nur durch einen breiten Peak aus. Die Derivativspektroskopie wurde in diesem Zusammen-
hang angewendet, um in diesem Bereich die Peaks nach einzelnen Fluorophoren oder Fluorophorgruppen
aufldsen zu kénnen. Durch die Anwendung der zweiten Ableitung auf die Spektren werden Extrema in
den an Apfel der Sorte 'Elstar' gemessenen Fluoreszenzbanden deutlich, die moglicherweise auf einzelne

Fruchtinhaltstoffe zuriickgefiihrt werden kdnnten (Abb. 4.2.4).

Die separate Analyse einzelner Fluorophore ist jedoch durch die Uberlagerung der Fluoreszenzsignale
und Wechselwirkungen der Molekiile erschwert. In einem ersten Ansatz wurde daher getestet, ob mit
Hilfe von Faktorenanalyse der Fluoreszenzspektren grundsatzliche Variationen in den Spektren in Abhén-
gigkeit der Fruchtentwicklung festzustellen sind. Eine typische Anwendung in der Praxis konnte hier die

Uberwachung (Monitoring) von Friichten im Lager sein.

4.2.2 Monitoring im Lager

Signalvorverarbeitung fiir die Hauptkomponentenanalyse

In den in diesem Kapitel beschriebenen Versuchen wurde die Fluoreszenzspektroskopie als eine Methode
fiir das qualitative Monitoring von Gartenbauprodukten wéhrend der Lagerung erprobt. Die Fluoreszenz-

messung der Apfel erfolgte mit einer Anregung bei 377 nm und 488 nm (Abb. 4.2.5).
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Abb. 4.2.5: Apfelfluoreszenzspektren angeregt mit monochromatischer Strahlung unterschiedlicher

Wellenlédnge.
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Die Daten wurden mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse (PCA) ausgewertet. Betrachtet wurden der
prozentuale Anteil der abgedeckten Varianz, die Anzahl der hierfiir benétigten Hauptkomponenten (PC)
und die Loadings.

Mit dem Ziel, eine geeignete Signalvorverarbeitung fiir die Auswertung der PCA zu ermitteln, wurden
etablierte Methoden wie Gléttung, Derivativbildung, Mittelwertzentrierung und Autoskalierung getestet.
Der Einfluss der Vorverarbeitung auf die qualitative Fluoreszenzanalyse ist im Folgenden beispielhaft an
einem Datensatz von CA-gelagerten Apfeln der Sorte 'Elstar' dargestellt. Die Fluoreszenzspektren wurden
mit blauer Strahlung (488 nm) angeregt und der rote Wellenldngenbereich fiir die Auswertung herangezo-
gen, um insbesondere Verdnderungen der in den Friichten enthaltenen Chlorophylle, die in diesem Be-
reich fluoreszieren, verfolgen zu konnen. Tendenziell dhnliche Ergebnisse wurden bei parallel durchge-
fiihrten Versuchsreihen an Apfeln der Sorte 'Elstar' weiterer Anbaugebiete gefunden (Altes Land
(Deutschland), Skierniewice (Polen)).
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Abb. 4.2.6: Scores der Rohdaten mit 488 nm angeregter Fluoreszenzspektren von Apfeln vor (weiBl)

und nach (schwarz) zweimonatiger CA-Lagerung.

Bei der Anwendung der Hauptkomponentenanalyse auf die Rohdaten wurde der Datensatz (Xjgox76) auf
zweil Hauptkomponenten reduziert, die einen hohen prozentualen Anteil (97,00 %) der Varianz der Inten-

sitdten entlang der Wellenlédngen abdecken. In Abb. 4.2.6 ist der Datensatz der Proben (Scores) im von
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PC1I (94,97 %) und PC2 (2,03 %) neu gebildeten Datenraum dargestellt. Ohne Vorverarbeitung der spekt-
ralen Daten ist aus den Ergebnissen der PCA entlang beider Hauptkomponenten eine Verringerung der
Streuung der Datenpunkte von den gelagerten im Vergleich zu den frisch geernteten Friichten zu erken-
nen. Die Standardabweichung der PC/-Scores wurde im Vergleich zur Einlagerung auf 35,32 % reduziert,
die der PC2-Scores auf 26,57 %. Bei der zweiten Hauptkomponente (PC2) kommt es zudem zu einer
Verschiebung der Datenpunkte vom positiven (Einlagerung) in den negativen (Auslagerung nach zwei

Monaten) Achsenabschnitt.

Werden die Fluoreszenzspektren vorab mit Hilfe eines gleitenden Mittelwerts iiber sieben Datenpunkte
geglattet, ergeben sich kaum sichtbare Verdnderungen in den Scores. Es wird in den ersten zwei Haupt-

komponenten lediglich eine um 1,81 % erhohte Gesamtvarianz erreicht (PCI = 97,39 %, PC2 = 1,42 %)

erreicht.
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Abb. 4.2.7: Scores der Hauptkomponentenanalyse von der ersten Ableitung der Rohdaten mit 488 nm

angeregter Fluoreszenzspektren von Apfeln vor (weiB) und nach (schwarz) zweimonatiger CA-Lagerung.

Als eine weitere Methode der Signalvorverarbeitung wurde die Derivativspektroskopie getestet. Bei der
Anwendung der Hauptkomponentenanalyse auf der ersten Ableitung der Fluoreszenzspektren ist im Ver-
gleich zur Verwendung der Rohdaten keine eindeutige Unterscheidung der Proben zwischen der Einlage-
rung und der ausgelagerten Apfel moglich (Abb. 4.2.7). Fiir die Analyse wurden zwei PC verwendet, die
86,79 % der Variation in den Fluoreszenzspektren abdecken (PC1 = 84,35 %, PC2 = 2,44 %). Die Haupt-
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komponentenanalyse, die auf der zweiten Ableitung der Rohdaten gebildet wurde, deckt mit zwei PC eine
Varianz von 88,49 % ab (Abb. 4.2.8). Die Daten sind auf den Ursprung des Scores-Datenraums konzent-

riert und eine Unterscheidung zwischen gelagerten und ungelagerten Apfeln ist kaum moglich.
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Abb. 4.2.8 Scores der zweiten Ableitung der Rohdaten mit 488 nm angeregter Fluoreszenzspektren an

den Apfeln vor (weiB) und nach (schwarz) zweimonatiger CA-Lagerung.

Auffallig bei der Verwendung der Derivativspektroskopie als Signalvorverarbeitungsmethode ist eine

Erhohung der Streuung der Daten im PCA-Datenraum mit steigendem Grad der Ableitung.

Im Folgenden wurden Methoden der Normierung als Signalvorverarbeitung eingesetzt. Zunédchst wurde
hierzu der Mittelwert jeder Wellenldnge (m = 76) iiber die Proben (n = 100) gebildet und dann von dem
jeweiligen Wellenldngenwert jeder einzelnen Probe (MZp) abgezogen. Dadurch verschiebt sich der
Schwerpunkt des Datenraums zum Ursprung (Abb. 4.2.9). Der Datensatz (X;qox76) wurde auf drei Haupt-
komponenten reduziert, die 85,53 % der Gesamtvarianz abdecken. Die Daten streuen um den Ursprung
von PCI (80,37 % der Varianz), eine "Konzentrierung" der gelagerten Friichte ist erkennbar. Entlang von
PC2 (3,00 %) werden sie hingegen deutlich vom positiven in den negativen Achsenabschnitt verschoben.
Zudem ist eine Abnahme der Streuung der Daten nach der CA4-Lagerung im Vergleich zur Einlagerung
erkennbar. Die Standardabweichung der Scores wurde entlang PCI/ im Vergleich zur Einlagerung um

53,93 % reduziert, wahrend bei PC2 eine Reduzierung um 26,98 % vorlag.
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Abb. 4.2.9: Scores nach MZp der Rohdaten der mit 488 nm angeregt Fluoreszenzspektren an den Ap-

feln vor (weil}) und nach (schwarz) zweimonatiger CA-Lagerung.

Im Vergleich zu den Ergebnissen der PCA nach MZp fiihrt das Modell, welches auf Grundlage der Auto-
skalierung tiber die Proben (AUTOp) gebildet wurde, zu einer weniger deutlichen Trennung der Daten-
punkte, vor allem bezogen auf die zweite Hauptkomponente (Daten nicht dargestellt). Zudem werden fiir
die Modellierung deutlich mehr Hauptkomponenten (n = 8) benétigt, wobei die ersten beiden PC nur
noch 59,93 % der Varianz der Intensitdt liber die Wellenldngen abdecken. Die Mittelwertzentrierung und
die Autoskalierung tiber die Wellenldngen (MZ;, AUTO,) wurden ebenfalls getestet. Sie erzielten jedoch

keine nennenswerte Verbesserung in der Separierung der Scores vor und nach der Lagerung.

Fiir Apfellagerversuch war somit MZp als Signalvorverarbeitungsmethode fiir die Hauptkomponentenana-
lyse bei hoher Abdeckung der Gesamtvarianz und einer geringen Anzahl an PC geeignet fiir die Unter-
scheidung der Apfel vor und nach der Lagerung. Dementsprechend wurde eine Kombination dieser Nor-
mierung mit der vorherigen Glittung der Originalspektren erprobt. Sie fiihrte zu einem verbesserten
Modell mit zwei Hauptkomponenten, die 96,43 % der Varianz der Intensitdten entlang der Wellenlédngen
erklirten. Die Loadings beider Modelle im Vergleich (Abb. 4.2.10) machen deutlich, dass durch die Glat-
tung vor der Modellierung das Rauschen reduziert wurde (Abb.4.2.11). Wihrend die Gewichtung der
ersten Hauptkomponente auf der Intensititsverminderung liegt und die geringeren Fluoreszenzintensititen
zum positiven Achsenabschnitt hin verschiebt, werden mit Hilfe der zweiten PC zudem spektrale Ver-

schiebungen, die wihrend der Lagerung auftreten, in das Modell mit einbezogen. Die vorherige Gléttung
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der Daten fiihrt nach anschlieBender MZp zu besseren Ergebnissen in der Hauptkomponentenanalyse,
dennoch wurde auf diese zusétzliche Vorverarbeitung verzichtet, um die in den Originalspektren zusétz-

lich enthaltenen Informationen nicht zu verlieren.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir den blau-griinen Wellenléingenbereich bei einer Anregung mit 337
nm gefunden. Der Rohdatensatz zeigte eine dhnliche Verteilung in den Scores wie bei der Anregung mit
488 nm und deckte mit zwei Hauptkomponenten 99% der Varianz in der X-Matrix ab. Eine Glittung der
Spektren fiihrte zu einer Verbesserung von 0,51 % der Gesamtvarianz. AUTOp reduzierte den Datensatz
im Gegensatz zu MZp auf mehr (n = 4) Hauptkomponenten, die vergleichsweise weniger Prozent (71,99

%) der Varianz in den Fluoreszenzspektren abdeckten.
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Abb. 4.2.10: Loadings der ersten zwei PC nach MZp mit und ohne vorherige Gléttung der Original-

spektren.
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Abb. 4.2.11: Loadings der ersten zwei PC nach MZp nach Glittung und Mittelwerte der geglatteten

Apfelfluoreszenzspektren gemessen vor (Einlagerung) und nach der C4-Lagerung (Auslagerung).

Lagerung von Apfeln

Fiir das Monitoring von Apfeln im CA-Lager wurden im folgenden Versuch die Fluoreszenzspektren mit
337 nm angeregt, um lagerungsbedingte Verdnderungen fluoreszierender und absorbierenden Fruchtin-

haltsstoffe im blau-griinen Wellenlédngenbereich erfassen zu kdnnen.

Nachdem MZp als eine geeignete Signalvorverarbeitung fiir die Hauptkomponentenanalyse herausgear-
beitet wurde, wurden in den nachfolgenden Versuchsauswertungen die Daten dementsprechend vorbe-

handelt.

Die Versuchsreihen an frisch geernteten und zwei Monate in kontrollierter Atmosphire gelagerten Apfeln
der Sorte 'Elstar' wurden im Jahr 2002 durchgefiihrt. In Abb. 4.2.12 sind die Ergebnisse der Hauptkompo-
nentenanalyse des Lagerversuchs bei einer Anregung mit 337 nm dargestellt. Der Datensatz (Xosx176)
wurde auf drei PC reduziert, die 84,82 % der Gesamtvarianz abdecken. Die zweite Hauptkomponente
(12,20 % der Varianz) erméglicht eine grobe Gruppierung der frischen Apfel im positiven und der nach
der CA-Lagerung gemessenen Friichte im negativen Achsenabschnitt. Im Vergleich zur Anregung der
Spektren mit blauer Strahlung lassen die Loadings von PCI und PC2 (Abb. 4.2.13) eine Gewichtung im

blau-griinen Wellenlingenbereich erkennen. Es wird angenommen, dass vor allem die in den Apfeln ent-
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haltenen Chlorophylle, Carotinoide, und Polyphenole maB3geblich auf die Fluoreszenzemission einwirken.
Die durch die Anregung mit UV-Strahlung (337 nm) hervorgerufenen spektralen Unterschiede weisen der
Chlorophyllfluoreszenz im roten Wellenlédngenbereich nur einen sehr geringen Einfluss auf die Verdnde-

rungen wahrend der Lagerung zu.

Die Ergebnisse der Anregung mit blauer (488 nm) und mit ultravioletter (337 nm) Strahlung zeigen ana-
loge Tendenzen in der graphischen Auswertung und decken mit und ohne Glittung vor der PCA ver-
gleichbare Varianzen ab. Mit Hilfe der Anregung im UV-Bereich konnen iiber die lagerungsbedingten
Chlorophyllverdanderungen hinaus auch die Einfliisse der im blau-griinen Wellenlédngenbereich fluoreszie-
renden und absorbierenden Inhaltsstoffe der Friichte wie Carotinoide, Anthocyane, Polyphenole beriick-

sichtigt werden.
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Abb. 4.2.12: Scores nach MZp der Rohdaten der mit 337 nm angeregten Apfelfluoreszenzspektren vor

(weiB) und nach (schwarz) zweimonatiger C4-Lagerung.
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Abb. 4.2.13: Loadings der ersten zwei PC nach MZp der Rohdaten und Mittelwerte der mit 337 nm
angeregten und geglitteten Apfelfluoreszenzspektren gemessen vor (Einlagerung) und nach der CA-

Lagerung (Auslagerung).

Die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe der Apfelfruchtschale wird neben dem Genom mafigeblich be-
stimmt von der Sonneneinstrahlung. Um die Verteilung der absorbierenden und re-emittierenden Inhalts-
stoffe in der Fruchtschale wihrend des Monitorings im Lager zu beriicksichtigen, wurde in dem folgen-
den Versuch der zwei und vier Monate kiihlgelagerten Apfel der Sorte 'Elstar' aus den Versuchsreihen des
Jahres 2003 zwischen der mit UV-Strahlung angeregten Fluoreszenzmessung auf der Sonnen- (rot) und
der Schattenseite (griin) der Frucht unterschieden. Abb. 4.2.14 stellt die Scores der mit zwei Komponen-
ten gebildeten PCA der Messungen auf der griinen Seite dar, wobei PC/ 86,61 % der Varianz der Intensi-
titen entlang der Wellenléngen abdeckt und PC2 2,46 %. Die graphische Auswertung lisst eine diagonale
Verschiebung von den ungelagerten Apfeln (links unten) hin zu den Proben nach der zweiten Auslagerung
(rechts oben) entlang beider Hauptkomponenten erkennen. Bei den Fluoreszenzspektren der roten Seite
der Apfel werden 80,18 % der Gesamtvarianz in den Daten mit Hilfe der zwei Hauptkomponenten abge-
deckt (Abb. 4.2.15). Aufgrund der verringerten Ausgangsstreuung der Daten auf der Sonnenseite ist der

Verlauf der Lagerung, der dem auf der griinen Seite entspricht, besser zu erkennen (Tab. 4.2.1).
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Tab. 4.2.1: Standardabweichungen der Scores der Hauptkomponentenanalyse der Fluoreszenzspektren

gemessen auf der griinen und der roten Seite der Apfel.

Griine Seite Rote Seite
PC1[rE.] |PC1[%] |PC2[rE.] |PC2[%] |PC1[rE.] |PC1[%] |PC2[rE.] |PC2[%]
Einlagerung 16,84 100 2,68 100 8,67 100 3,12 100
1. Auslagerung 8,06 47,85 2,04 76,15 5,42 62,54 1,77 56,78
2. Auslagerung 16,26 96,54 2,46 91,99 11,13 128,45 3,43 109,72
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Abb. 4.2.14: Scores nach MZp der Rohdaten der mit 337 nm angeregten Apfelfluoreszenzspektren auf

der griinen Seite vor (A), nach zweimonatiger (A ) und nach viermonatiger Kiihllagerung (*).
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Abb. 4.2.15: Scores nach MZp der Rohdaten mit 337 nm angeregter Apfelfluoreszenzspektren auf der

roten Seite vor (A), nach zweimonatiger (A ) und nach viermonatiger Kiihllagerung (*).
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Abb. 4.2.16: Loadings der ersten zwei PC nach MZp der Rohdaten der mit 337 nm angeregten Fluo-

reszenzspektren der Sonnen- und der Schattenseite kiihlgelagerter Apfel.
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Die Loadings beider Modelle zeigen hingegen keine erkennbaren Unterschiede (Abb. 4.2.16). Die erste
Hauptkomponente hat ihren Schwerpunkt im blau-grilnen Wellenldngenbereich. Die Gewichtungen der
zweiten PC liegt im Gegensatz zu den Ergebnissen der CA-Lagerung gleichermaf3en im rein blauen (400 -

450 nm) als auch im griinen bis roten (520 — 650 nm) Bereich.

Bei beiden Analysen fillt eine verringerte Verbreitung der Datenpunktwolke im Scores-Datenraum nach
zweimonatiger Lagerung im Vergleich zu frisch geernteten Apfeln auf. Nach weiteren zwei Monaten

Lagerung nimmt die Streuung der Daten hingegen wieder zu.

Lagerung von Moéhren

Bei unterschiedlichen Temperaturen gelagerte Mohren wurden zur Erprobung eines Monitorings wahrend
der Lagerung analog zu den Versuchen an Apfeln einer Fluoreszenzanalyse unterzogen. Die gemessenen
Spektren (X;ss:126) wurden mit Hilfe der PCA und MZp auf zwei Hauptkomponenten reduziert, die 93,21
% der Varianz der Intensititen entlang der Wellenléngen abdecken. Bei vierwochiger Lagerung bildete
sich eine diagonale Verschiebung der Datenpunkte der Proben im iiber PC/ und PC2 neu gebildeten Da-

tenraum von der Lagervariante bei 0°C bis hin zur Raumtemperatur (Abb. 4.2.17).
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Abb. 4.2.17: Scores nach MZp der Rohdaten der mit 337 nm angeregten Fluoreszenzspektren von Mohren

vor (*) und nach vierwochiger Lagerung bei 0°C (o), 4°C ( A) und Raumtemperatur (o).
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Abb. 4.2.18: Loadings der ersten zwei PC nach MZp der Rohdaten mit 337 nm angeregter Fluoreszenz
bei unterschiedlichen Temperaturen gelagerter Mohren und Mittelwerte der Mohrenfluoreszenzspektren

vor (*) und nach vierwochiger Lagerung bei 0°C (0), 4°C ( A) und Raumtemperatur (o).

Entlang der ersten Hauptkomponente (89,12 % der Gesamtvarianz) wurden die gelagerten Proben in den
negativen Achsenabschnitt verschoben. Die Signatur der Loadings (Abb. 4.2.18) weist darauf hin, dass
diese Verdnderung von einer vor allem im blau-griinen Wellenldngenbereich auftretenden Fluoreszenzin-
tensitdtszunahme abhingt, die proportional ist zur Steigerung der Temperatur (0°C, 4°C und Raumtempe-
ratur) der verschiedenen Lagervarianten. PC2 unterteilt vor allem die frischen von den bei Raumtempera-
tur gelagerten Mdohren in den positiven respektive negativen Achsenabschnitt. Die Loadings machen
deutlich, dass bei der zweiten Hauptkomponente neben dem blau-griinen Wellenldangenbereich, indem vor
allem die Carotinoide die Fluoreszenzemission beeinflussen, auch der griin-gelbe Bereich um 550 nm, in

dem Riboflavin (Vitamin B2) fluoresziert, von Bedeutung ist.
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4.3 Reabsorptions- und Loschungseffekte

4.3.1 Reinstsubstanzen

Die mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie messbaren Veranderungen von Gartenbauprodukten sind vor
allem auf die variierende Zusammensetzung von sich gegenseitig beeinflussenden Fruchtinhaltsstoffen
zuriickzufiihren. Neben der zuvor gezeigten Faktorenanalyse zur Identifizierung von Wellenldngenberei-
chen sollten in der vorliegenden Arbeit auch Mdglichkeiten einer quantitativen Analyse von Inhaltsstoffen
getestet werden. In den folgenden Versuchen wurden zunédchst Wechselwirkungen von Fruchtpolypheno-
len und ihr Einfluss auf die spektralen Intensititen der emittierten Strahlung untersucht. Fiir Fluores-
zenzmessungen an Reinstsubstanzen wurden typische Inhaltsstoffe von Apfel und Erdbeere ausgewéhlt
(Tab. 4.3.1). Mit Hilfe der spektralen Fluoreszenzanalyse konnte den hier untersuchten Catechinen (Cate-
chin, Epicatechin), die beispielhaft fiir Erdbeeren und Apfel ausgewihlt wurden, eine Fluoreszenzfahig-
keit nachgewiesen werden. Auch die hauptsdchlich in Apfelfriichten enthaltenen Hydroxyzimtsduren

(Kaftee-, Chlorogenséure) fluoreszieren.

Tab. 4.3.1 Maximale Fluoreszenzemission von in Apfeln und Erdbeeren enthaltenen Polyphenolver-

bindungen und Ascorbinsiure

Wellenléingenbereiche der Maximale Fluoreszenzemission [nm]

Fluoreszenzanregung [nm]

Catechin 250 - 300 310
Epicatechin 250- 300 311
Kaffeesiure 300 - 400 436
Chlorogensiure 300 - 400 440

Aus der Gruppe der Dihydrochalkone wurde zudem das fiir den Apfel charakteristische Phloridzin unter-
sucht. Rutin gehort zu der Gruppe der Flavonole und kommt sowohl in Apfeln als auch in Erdbeeren vor.
Bei den zwei letztgenannten wurde im Gegensatz zu den fluoreszierenden Catechinen und Hydroxyzimt-
sduren beispielhaft der Einfluss von Substanzen, die keine Autofluoreszenz aufweisen, auf die spektrale
Fluoreszenzanalyse gepriift. Hier wird eine Beeinflussung des Fluoreszenzsignals aufgrund der Absorpti-
on erwartet, die fiir Phloridzin im ultravioletten Wellenldngenbereich von 200 nm bis 300 nm mit einer
maximalen Absorption bei 280 nm und Rutin im Bereich von 200 nm bis 400 nm mit Maxima bei 205

nm, 260 nm und 355 nm liegt.

Konzentrationsloschung

Die Messung von in Methanol geldsten Phenolstandards unterschiedlicher Konzentrationen entsprach in

der Intensitit der Fluoreszenz einer Sattigungskurve (Abb. 4.3.1). Nur bei sehr hoher Verdiinnung ist der
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Anstieg der Fluoreszenzintensitdt mit der Zunahme der Konzentration von Kaffeesdure (#2 = 0,9945),
Chlorogensdure (#* = 0,9901), Epicatechin (#? = 0.9967) und Catechin (#?= 0.9801) linear. Aus den Anga-
ben der Literatur lasst sich ableiten, dass der lineare Anstieg bis zu gemessenen 0,05 mg/mL dabei in
einem fiir Erdbeeren und Apfel relevanten Konzentrationsbereich der Gehaltsangaben dieser phenoli-

schen Verbindungen liegt.
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Abb. 4.3.1: Einfluss der Konzentration auf die Intensitét der Fluoreszenzemission gemessen bei ma-
ximaler Fluoreszenzemission und einer Empfindlichkeit von 400 Volt (Catechine) bzw. 500 Volt (Hydro-

Xyzimtsduren).

Ab einer Konzentration von 0,1 mg/mL ist jedoch fiir alle in den Ergebnissen dargestellten Reinstsubstan-
zen eine Sattigung der Fluoreszenz zu erkennen (Abb. 4.3.1). Diese ist bedingt durch die sogenannte
Konzentrationsloschung. Die Bezichung zwischen der Konzentration und der Fluoreszenzintensitit in
stark verdiinnten Losungen ist durch den Extinktionskoeffizienten (¢), die Schichtdicke (d) und di Kon-

zentration (c¢) gegeben (Gl. 4.3.1).

e*d*c (GL. 4.3.1)

Bei hoheren Konzentrationen kommt es zu Selbstabsorption- und weiteren Loschungseffekten, so dass die
Intensitdt zunichst nicht mit erhdhter Konzentration weiter steigt. Bei weiterer Konzentrationserh6hung

kann es zur Intensitdtsabnahme kommen. Die Konzentration einer fluoreszierenden Losung hat neben den
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Loschungseffekten in der Fluoreszenz auch eine Auswirkung auf die Absorptionsverhiltnisse, da mit

zunehmendem Gehalt in Lésung eine Abschwichung der Leistung des Anregungslichts eintritt.

Interaktionen von Reinstsubstanzen

In einem Konzentrationsbereich, in dem aufbauend auf den zuvor gezeigten Ergebnissen der Konzentrati-
onsloschung ein linearer Anstieg der Fluoreszenzintensitidt angenommen werden kann, wurden verschie-
dene Konzentrationen an Polyphenolen als Gemisch in Losung gegeben. In den Fluoreszenzanregungs-
spektren wurde eine Abnahme der Fluoreszenz von Catechin durch die Zugabe der Hydroxyzimtsauren
hervorgerufen, ohne dass spektrale Intensitétsverschiebungen entlang der Wellenldngen auftraten (Abb.
4.3.2). Zudem ldsst sich erkennen, dass die limitierenden Effekte auf die messbare Fluoreszenzintensitét

bei Zugabe von Kaffeesdure verstarkt auftreten.
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Abb. 4.3.2: Einfluss der Zugabe von Hydroxyzimtsduren unterschiedlicher Konzentrationen zu 0,05
mg/mL konzentriertem Catechin in Losung (Methanol) auf die Intensitit der Fluoreszenzanregung ge-

messen bei einer Emissionswellenldnge von 310 nm.

Der stiarkere Einfluss von Kaffeesdure im Vergleich zur Chlorogensiure entspricht allerdings nicht den in
der Konzentrationsmessung gezeigten Erwartungen. Es ist daher anzunehmen, dass die Kaffeeséure eine
geringere Quantenausbeute aufweist. Somit absorbiert sie stirker als die Chlorogenséure, obwohl ihre

Fluoreszenzintensitdt geringer ist. Dieselben Einfliisse wurden in den Emissionsspektren nachgewiesen,
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die eine Reduktion der Fluoreszenzintensitit von Catechin durch Zugabe von Kaffee- und Chlorogenséu-

re aufzeigen (Abb. 4.3.3).
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Abb. 4.3.3: Einfluss der Zugabe von Hydroxyzimtsduren unterschiedlicher Konzentrationen zu Cate-

chin in Lésung (Methanol) auf die Intensitit der Fluoreszenzemission gemessen bei der maximalen Inten-

sitdt bei 310 nm

Tab. 4.3.2: Relative Fluoreszenzintensitit der Emission [%] von Catechin (Cat) (gemessen bei 310

nm) mit und ohne Zugabe verschiedener Konzentrationen von Kaffee- (Kaf) bzw. Chlorogensédure (Chl).

Ohne Zu-| 0,05 mg/mL 0,025 mg/mL 0,01 mg/mL
satz
Kaf Chl Kaf Chl Kaf Chl
Cat 0,05 mg/mL 100,00 13,87 23,67 25,67 42,57 53,18 79,65
Cat 0,025 mg/mL 82,77 7,73 12,93 - - 29,12 46,90
Cat 0,01 mg/mL 34,01 4,24 6,30 6,97 11,67 - -

Wird zu einer Catechin-Losung der Konzentration 0,05 mg/mL beispielsweise 0,01 mg/mL konzentrierte

Kaffeelosung zugegeben, wird die maximale Intensitit der Fluoreszenz des Catechins um iiber 45 %

(53,18 %) reduziert (Tab. 4.3.2).
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Abb. 4.3.4: Einfluss der Zugabe von Catechin unterschiedlicher Konzentrationen zu Kaffeesdure in
Losung (Methanol) auf die Intensitdt der Fluoreszenzemission gemessen bei einer Anregungswellenlinge

von 364 nm.

Bei Zugabe von Chlorogensdure der gleichen Konzentration belduft sich die Reduktion hingegen auf nur
etwa 20 % (79,65 %). Versuchsreihen mit Epicatechin fithrten zu &hnlichen Ergebnissen (Daten nicht
dargestellt). Eine Uberlagerung der emittierten Fluoreszenz kann ausgeschlossen werden, da die Hydro-
xyzimtsduren (Fluoreszenzintensititsmaximum bei 440 nm) nicht im selben Wellenldngenbereich wie die
Catechine (bei 310 nm) fluoreszieren. Vielmehr ist hier eine Konkurrenz um das vorhandene Anregungs-
licht anzunehmen, was infolge der Abhéingigkeit der Fluoreszenzintensitét von der Intensitit der Licht-
quelle zu einer Reduktion der emittierten Fluoreszenz fiihrt. Dies wird bestétigt durch den im Wellenlén-
genbereich von 400 nm bis 500 nm nicht vorhandenen Einfluss des Catechins auf die
Fluoreszenzintensitat der Hydroxyzimtsduren (Abb. 4.3.4). Letztere werden in einem Wellenldngenbe-

reich um 350 nm angeregt, die Catechine hingegen zwischen 250 nm und 300 nm.

Neben den stark fluoreszierenden Catechinen und Hydroxyzimtsduren wurde im Folgenden der Einfluss
von nichtfluoreszierenden Phenolverbindungen am Beispiel von Phloridzin und Rutin untersucht. Am
Beispiel von Chlorogenséure der Konzentration von 0,05 mg/mL ist in Abb. 4.3.5 der Einfluss dieser zwei

gemessenen Standards auf die Hydroxyzimtsduren dargestellt.
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Abb. 4.3.5: Fluoreszenzemissionsspektren von 0,05 mg/mL konzentrierter Chlorogenséure-Losung
mit und ohne Zusatz von 0,05 mg/mL konzentrierter Phloridzin- oder Rutin-Lésung gemessen bei einer

Anregungswellenldnge von 364 nm.

Bei einer Zugabe von 0,05 mg/mL konzentrierter Rutin-Lésung wird die Fluoreszenzintensitét der Chlo-
rogenséure bei 440 nm um 57,57 % reduziert. Der Einfluss von Phloridzin ist bei einer minimalen Reduk-
tion um 3,21 % der Fluoreszenzintensitiit ebenfalls zu vernachlissigen. Ahnliche Ergebnisse der Fluores-
zenzintensitdtsreduktion wurden fiir Kaffeesdure bei Zugabe von Phloridzin (0,11 %) und Rutin (60,76 %)

im Vergleich zur Losung ohne Zusatz bei einer Wellenldnge von 436 nm gefunden.

Auf die Fluoreszenz der Catechine hat Phloridzin, genauso wie Rutin, hingegen einen erheblichen Ein-
fluss (Daten nicht dargestellt). Wahrend durch Zugabe von Rutin (0,05 mg/mL) bei beiden Catechinen
eine dhnlich starke Intensitdtsreduktion um 60 % stattfindet, hat Phloridzin hier einen verstarkten Effekt.
Wird der Epicatechin- bzw. Catechin-Losung 0,05 mg/mL konzentrierte Losung des Dihydrochalkones
zugesetzt, wird die Intensitit des Fluoreszenzsignals um 75 % vermindert. Bei Zugabe von nicht-
fluoreszierendem Phloridzin stellt die Absorption eine Quelle fiir die Verdnderungen der Fluoreszenzin-
tensitdten der Phenole dar. Die Phloretin-Glykoside absorbieren bei ca. 284 nm, so dass ein emissions-
vermindernder Effekt speziell bei den Catechinen, nicht aber bei den Hydroxyzimtséuren auftritt. Im
Gegensatz dazu erstreckt sich das Absorptionsspektrum des Rutins von 200 nm bis 400 nm mit einem

Maximum bei 354 nm, so dass die Fluoreszenzintensitit beider Phenolgruppen reduziert wird. Dieses
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Maximum der Quercetin-Glykoside ist der Grund dafiir, weshalb Phloridzin mit einer ausgepréigteren

Absorption bei 280 nm eine Verminderung der Fluoreszenzintensitét der Catechine bewirkt.

4.3.2 Apfelextrakte

Im folgenden Versuch wurde die Zugabe von Phenolstandards auf das Fluoreszenzverhalten von Frucht-
inhaltsstoffen in polaren Extrakten von Apfeln getestet, in denen die Fruchtpolyphenole erwartet werden
konnen. Den mit Hilfe von Methanol aus den Friichten extrahierten phenolischen Verbindungen wurde je
0,05 mg/mL konzentrierte Kaffeesdure- bzw. Chlorogensédure-Losung beigefiigt. In den Fluoreszenzspekt-
ren konnte ein intensititsmindernder Einfluss beider Hydroxyzimtsduren auf die Fluoreszenzemission der
Apfelextrakte in einem Wellenléngenbereich von 300 nm bis 350 nm nachgewiesen werden (Daten nicht
dargestellt). Entsprechend den Ergebnissen an den Phenolstandards reduziert die Kaffeesiure die Intensi-
tit der Fluoreszenzemission im Vergleich zum Extrakt ohne Zusatz (77,97 % Reduktion) in diesem Be-

reich ebenfalls starker als die Chlorogensdure (71,93 %).

Weiterhin wurden den Apfelextrakten je 0,05 mg/mL konzentrierte Losung von Phloridzin und Rutin
beigefiigt. Beispielhaft ist der Datensatz der Fluoreszenzemissionen bei einer Anregung von 364 nm fiir
die Hydroxyzimtsduren (Abb. 4.3.6) dargestellt. Bei der maximalen Emissionswellenldnge der Catechine
wird die emittierte Fluoreszenzintensitét in geringem MafBe um 10,08 % reduziert (Daten nicht darge-
stellt). Hingegen kommt es zu einer Intensitdtsverringerung durch Rutin (52,48 %) und Phloridzin (65,61
%) in diesem Bereich. Im blau-griinen Wellenlédngenbereich von 400 nm bis 500 nm wird das Integral der
Fluoreszenzintensitdt durch die Zugabe des Dihydrochalkons nicht beeinflusst (Tab. 4.3.3), durch das
Flavonol allerdings um 34,54 % im Vergleich zur Fluoreszenzemission der reinen Apfelextrakte reduziert.
Im fiir das Chlorophyll charakteristischen Bereich von 650 nm bis 700 nm fiihrt die Prasenz von 0,05
mg/mL konzentrierter Rutin-Losung sogar zu einer Reduktion der integrierten Intensitdt um 58,35 %.
Rutin wirkt durch seinen UV-Filtereffekt bedingt durch die breite Absorptionsbande von 200 nm bis 400

nm auch im blau-griinen Wellenldngenbereich intensitdtsmindernd.

Tab. 4.3.3: Integrale der Fluoreszenzintensitit [%] der polaren Apfelextrakte im blau-griinen (400-500

nm) und roten (650-700 nm) Wellenlédngenbereich mit und ohne Zugabe von Phloridzin bzw. Rutin.

400 — 500 nm 650 — 700 nm
ohne Zusatz 100,00 100,00
mit Phloridzin 105,03 105,21

mit Rutin 65,46 41,65
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Abb. 4.3.6: Fluoreszenzemission (angeregt bei 364 nm) von polaren Apfelextrakten mit und ohne Zu-

satz von 0,05 mg/mL konzentrierter Phloridzin- bzw. Rutin-Ldsung.

Zuriickfithren lassen sich diese Effekte vorrangig auf die Absorptionseigenschaften der zugegebenen
Reinstsubstanzen. Da in der zerstorungsfreien Messung genau diese Zusammensetzung nicht bekannt ist,
kann zum derzeitigen Stand der Technik ausschlieBlich ein multivariates Anlernverfahren fiir eine Kalib-

rierung auf spezifische Inhaltsstoffe genutzt werden.

4.3.3 Analyse am Produkt: Verbraunungsreaktionen

Im Verarbeitungsprozess kommt es zu mechanischer Belastung (z.B. durch Schneiden oder Druck) auf die
Friichte, die zu erhdhtem Sauerstoffpartialdruck sowie verdnderten Enzymaktivitaten und folgender Ver-
braunungsreaktion des Fruchtgewebes fithren. Die spektrale Fluoreszenzanalyse wird durch diese Stoff-
wechselreaktionen im lebenden Produkt stark beeinflusst. Versuchsreihen wurden zur Abschitzung eines
mdglichen Einflusses der Verbriunung auf das Fluoreszenzsignal an frisch geschnittenen Apfeln durchge-
fiihrt. Hierbei wurden an den Apfelstiicken im Verlauf einer Stunde wiederholt gemessen. Die Ergebnisse
zeigen eine Reduktion der Fluoreszenzintensitit {iber das gesamte Spektrum von 400 nm bis 700 nm
(Abb. 4.3.7). Dabei erscheint die Intensitdtsverringerung im blau-griinen Wellenldngenbereich stirker
ausgeprégt als im roten, in dem um 680 nm nur geringe Verdnderungen im Verlauf der Messungen statt-

fanden.
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Abb. 4.3.7: Fluoreszenzspektren gemessen am Apfelfruchtfleisch direkt nach dem Schneiden (0 Minu-
ten) und im Verlauf einer Stunde (60 Minuten).
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Abb. 4.3.8: Reflexionsspektren gemessen am Apfelfruchtfleisch direkt nach dem Schneiden (0 Minu-
ten) und im Verlauf einer Stunde (60 Minuten).
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Diese Reduktion geht mit einer sichtbaren Verbraunung des Fruchtfleisches einher. Die gleichzeitig ge-
messenen Reflexionsspektren fithren ebenfalls zu einer Intensititsverminderung in dem Bereich von 400
nm bis 600 nm (Abb. 4.3.8). Im roten Wellenldngenbereich sind die Veridnderungen der Reflexion im

Verlauf einer Stunde nach dem Schneiden hingegen nur minimal.
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Abb. 4.3.9: Mit Hilfe der Reflexionsspektren korrigierte Fluoreszenzemissionsspektren (Emissi-
on/Reflexion) gemessen am Apfelfruchtfleisch direkt nach dem Schneiden (0 Minuten) und im Verlauf

einer Stunde (60 Minuten).

Infolgedessen wurde die relative Verdnderung (Fluoreszenz/Reflexion) der Reflexion in der Fluoreszenz
iiber den zeitlichen Verlauf der Messungen, betrachtet, um durch die Verbrdunung bedingte Reabsorption-
seffekte zu eliminieren. Die somit korrigierte Fluoreszenz zeigt eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz-
intensitét im roten Wellenldngenbereich, in dem die Chlorophylle fluoreszieren, wihrend die Abweichun-

gen im blau-griinen geringer ausfallen (Abb. 4.3.9).

Die Integrale der Reflektionsspektren zeigen einen nicht-linearen Verlauf der Verbrdunungsreaktion (Da-
ten nicht dargestellt). In den ersten 10 Minuten finden 9,25 % dieser Verdnderung statt, wahrend in den
folgenden 50 Minuten mit einer Reduktion um weitere 8,03 % lediglich sehr langsame Reaktionen an der

Oberflache zu messen sind.
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Die korrigierten Fluoreszenzspektren zeigen, dass im Verlauf einer Stunde die Fliche der Fluoreszenzin-
tensitét {iber das gesamte Spektrum um ca. 15 % reduziert wird (Tab. 4.3.4). Bei einer wellenldngenspezi-
fischen Auswertung wird im blau-griinen Bereich eine Verdnderung von 13,52 % und im griin-orangen
von 12,5 % im Vergleich zur deutlich hoheren (33,72 %) Reduktion des Integrals der Fluoreszenzintensi-

tdt im roten Wellenlédngenbereich deutlich.

Tab. 4.3.4: Integrale der korrigierten Fluoreszenzspektren der Verbraunungsmessung am Apfelfrucht-

gewebe.
Fliche Fliche Fliche Fliche
Gesamtspektrum 400-550 nm 550-650 nm 650-700 nm
r.E. Y% r.E. % r.E. % r.E. %
Emission
Start 1900,49 100 1711,00 100 139,59 100 49,90 100
60 Min. 1308,13 68,83 1165,50 68,12 110,94 79,48 31,68 63,49

Reflexion
Start 1109,38 100 832,41 100 218,50 100 58,46 100
60 Min. 917,70 82,72 662,87 79,63 199,05 91,10 55,78 95,41

Korrigierte Emission

Start 211,78 100 157,29 100 31,41 100 23,09 100

60 Min. 178,80 84,43 136,02 86,48 27,48 87,50 15,30 66,28

Die hier vor allem im blau-griinen Wellenldngenbereich auftretenden Reflexionseffekte bestimmen somit
die Intensitdt der emittierten Fluoreszenz stirker als die effektive Verdnderung, die moglicherweise durch

Gehaltsverdnderungen der fluoreszierenden Fruchtinhaltsstoffe bedingt ist.

Um mit der Fluoreszenzanalyse den Gehalt einzelner Fruchtinhaltsstoffe erfassen zu kdnnen, miissen
Reabsorptions- und Loschungseffekte aller sowohl fluoreszierender als auch nicht-fluoreszierender Mole-
kiile bewertet, und sich tiberlagernde Fluoreszenzsignale voneinander getrennt werden konnen. Wie schon
im vorherigen Absatz dargestellt, konnte eine Fluoreszenzanalyse an der komplexen pflanzlichen Matrix
am chesten auf der Basis multivariater Methoden durchgefiihrt werden. Hierbei konnen die vielfaltigen
Interaktionen der Inhaltsstoffe mit Hilfe von Betrachtungen der auftretenden Varianzen in den Fluores-

zenzspektren ausgewertet werden.
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4.4 Vorverarbeitung und Kalibrierung

Im ersten Versuchsansatz zur zerstorungsfreien Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie konnten quali-
tative Verdnderungen von Gartenbauprodukten im Nachernteprozess nachgewiesen werden. Weiterhin
wurden Wechselwirkungen von Fruchtinhaltsstoffen mittels verschiedener Standards auf die Fluoreszenz-
emission analysiert, wobei die Komplexitit von Reabsorptions-, Losungs- und Uberlagerungseffekten im
lebenden Produkt deutlich wurde. In einem nichsten Schritt sollen auf der Basis von chromatographisch
ermittelten Referenzdaten und dem Fluoreszenzsignal mit multivariaten Auswertungsverfahren Kalib-
riermodelle zur zerstorungsfreien Analyse wertgebender Inhaltsstoffe entwickelt werden. Vorrangiges Ziel
war es hierfiir geeignete Signal- und Datenvorverarbeitungsmethoden zu erproben, um das Fluoreszenz-
signal des Fruchtgewebes flir die quantitative Kalibrierung zu nutzen. Als Versuchsmaterial ausgewéhlt
wurden die zu verschiedenen Saisons verfiigbaren und wirtschaftlich bedeutenden Kulturen: Malus x

domestica und Fragaria x ananassa.

4.4.1 Signalvorverarbeitungsmethoden

Apfel- und Erdbeerfriichte weisen einen hohen Anteil phenolischer Verbindungen mit unterschiedlichem
Profil auf. Mit Hilfe der Hochdruck-Flissigkeitschromatographie (HPLC) wurden die Gehalte an einzel-
nen Polyphenolen in den polaren Extrakten der Friichte ermittelt. Zur Identifizierung wurden die spezifi-
schen Absorptionsspektren und Retentionszeiten verglichen. Dazu wurden Vergleichsmessungen an Phe-
nolstandards durchgefiihrt. Ergénzend wurden an den Erdbeerproben Co-Chromatographien durchgefiihrt,
um die Zuordnung der Polyphenole zu den Maxima in den Chromatogrammen zu iiberpriifen. Die

Fruchtpolyphenolgehalte wurden mit Hilfe von an Standards ermittelten Kalibrierkurven bestimmt.

Mit Hilfe der partial least squares (PLS) Regressionsanalyse wurde ein Kalibriermodell auf den zersto-
rungsfrei ermittelten Fluoreszenzspektren, die in der folgend verwendeten X-Matrix zusammengefasst
wurden, und dem chromatographisch bestimmten Phenolgehalt (y-Vektor) aufgebaut. Es wurden ver-
schiedene Signal- und Datenvorverarbeitungsmethoden fiir die X-Matrix miteinander verglichen, wéhrend
der y-Vektor generell autoskaliert wurde. Die Glattung und die Derivativbildung der X-Matrix wurden auf
Grundlage des Savitzky-Golay-Algorithmus iiber ein Intervall mit sieben Stiitzpunkten mit Hilfe eines
Polynoms zweiter Ordnung errechnet. Die Berechnung der PLS Regression erfolgte mit dem SIMPLS-
Algorithmus und die Kreuzvalidierung wurde auf zusammenhingenden Blocken (n = 7) durchgefiihrt. Im

Folgenden wurden die Kalibriermodelle am Beispiel von Apfel und Erdbeere parallel betrachtet.

Fiir den Apfel-Datensatz (n = 50) wurde die Kalibrierung fiir den Gehalt einer Hydroxyzimtsaure erarbei-
tet. Die eindeutige Zuordnung zur Chlorogensaure oder Kaffeesdure war mittels der spezifischen Absorp-
tionsspektren und Retentionszeiten nicht mdglich, so dass dieses Phenol im Folgenden als Derivat der
Hydroxyzimtsidure bezeichnet wurde. Die Probenanzahl wurde reduziert (n =43), da das Hydroxyzimt-

sdurederivat nicht in allen Proben nachgewiesen werden konnte. Die Auswahl der optimalen Anzahl la-
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tenter Variablen (LV) mit Hilfe der Kreuzvalidierung ergab zumeist den geringsten Fehler (rmsecv) bei
Verwendung einer LV. Lediglich bei der auf autoskalierten Fluoreszenzspektren erarbeiteten Kalibrierung

wurden die geringsten Fehler in der Kreuzvalidierung mit zwei LV gefunden (Tab. 4.4.1).

Tab. 4.4.1 BestimmtheitsmaB (r.?), Kalibrierfehler (rmsec) bzw. in der Kreuzvalidierung erscheinender

Fehler (rmsecv) der mit Hilfe von partial least squares (PLS) Regressionsanalyse mit zwei latenten Vari-

ablen ermittelten Kalibriermodelle fiir den Gehalt des Hydroxyzimtsiurederivats in Apfeln.

Signalvorverarbeitung

r?

rmsec [%]

rmsecv [%]

Rohdaten

0,481

25,57

37,59

Glittung

0,110

33.13

35,75

1. Ableitung

0,134

32,47

34,92

2. Ableitung

0,158

31,90

39,86

Mittelwertzentrierung

0,407

26,68

39,74

Autoskalierung

0,401

26,84

33,00
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Abb. 4.4.1: Kalibrierung auf mittels Autoskalierung iiber die Proben vorverarbeiteten Rohdaten der
Apfelfluoreszenzspektren und des Gehalts des Hydroxyzimtsdurederivat [mg/g Frischgewicht]. Regressi-

onsgleichung: y = ax + b; a = 0,40 und b = 0,40; r.2 = 0,401.
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Da mit einer latenten Variablen jedoch der iberwiegende Anteil der Varianz im Phenolgehalt nicht erfasst
werden konnte, wurden jeweils zwei LV ausgewiéhlt. Der geringste Fehler in der Kreuzvalidierung konnte
fiir das Modell bestimmt werden, dessen Spektren zuvor liber die Proben autoskaliert (4UTOp) wurden.
Die BestimmtheitsmaBe (7.2) von Kalibriermodellen der Rohdaten und der Daten nach Mittelwertzentrie-
rung (MZp) zeigten zwar erhohte Werte (r.2 = 0,481 bzw. r.2 = 0,407) im Vergleich zum Modell nach
AUTOp (r.” = 0,401), gleichzeitig nahm jedoch auch ihr rmsecv-Wert zu. In der Abb. 4.4.1 ist das Kalib-
riermodell nach AUTOp dargestellt.

Fiir die Analyse der Erdbeeren (n = 32) wurde die Kalibrierung auf dem Gehalt einer als p-Cumaroyl-
Glucose identifizierten Hydroxyzimtsdure aufgebaut und dieselben Signalvorverarbeitungsmethoden fiir
die Fluoreszenzspektren gestestet. Analog zu den Ergebnissen an Apfeln wurde fiir das Kalibriermodell
auf den Erdbeerfluoreszenzspektren jeweils zwei latente Variablen nach Mafigabe der Fehler in der
Kreuzvalidierung und abgedeckte Varianz im Phenolgehalt ausgewahlt (Abb. 4.4.2). Nach MZ, wurde ein
erhohtes Bestimmtheitsmal3 (.2 = 0,658) mit einem hohen Fehler in der Kreuzvalidierung (rmsecv =
103,24%) gefunden. Das Modell, das auf den autoskalierten Daten erarbeitet wurde, fiihrte zu einem

niedrigeren Bestimmtheitsmal (7.2 = 0,503) und einem geringeren Fehler (rmsecv = 84,14%).
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Abb. 4.4.2: Kalibrierung auf mittels Mittelwertzentrierung (grau ---) (Regressionsgleichung: y = ax +
b; a =0,66 und b = 0,06; r.2 = 0,658) und Autoskalierung (weill —) (Regressionsgleichung: y = ax + b; a
=0,50 und b = 0,08; r.> = 0,503) tiber die Proben vorverarbeiteten Rohdaten der Erdbeerfluoreszenzspekt-

ren und des Gehalts an p-Cumaroyl-Glucose [mg/g Trockengewicht].
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Die Loadings des an den Apfelfluoreszenzspektren erarbeiteten PLS-Modells geben an, welche Wellen-
langenbereiche mit welchem Stellenwert fiir die Berechnung des Kalibriermodells herangezogen wurden
(Abb. 4.4.3). Es wird deutlich, dass die Varianz der latenten Variablen sich hauptsachlich auf Veranderun-
gen in den Spektren bezieht, die im roten Wellenldngenbereich bei 680 nm auftreten. Dieser Bereich ist
charakteristisch flir die Autofluoreszenz des Chlorophylls, so dass keine Kalibrierung auf den tatséchli-
chen Phenolgehalt sondern eher eine Korrelation von Chlorophyll- und dem Phenolgehalt angenommen
werden kann. Da von einem solchen Zusammenhang nicht grundsitzlich ausgegangen werden kann, stellt

eine solche Kalibrierung trotz des hohen Bestimmtheitsmaf3es kein robustes, praxistaugliches Modell dar.
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Abb. 4.4.3: Loadings der Kalibrierung auf mittels Autoskalierung iiber die Proben vorverarbeiteten
Rohdaten der Apfelfluoreszenzspektren und des Gehalts an Hydroxyzimtsdurederivat und Fluoreszenz-

spektren von in Methanol geldsten Phenolstandards (1 mg/mL).

Als Vergleich sind die Fluoreszenzspektren von Phenolstandardldsungen (Konzentration 1 mg/mL) ver-
schiedener Hydroxyzimtsduren dargestellt. Chlorogen- und Kaffeesdure fluoreszieren im blau-griinen

Wellenlangenbereich.

Bei Erdbeeren zeigen die Loadings des PLS-Modells auf den Fruchtspektren und dem Gehalt an p-
Cumaroyl-Glucose im Vergleich dazu keine Gewichtung im fiir die Chlorophylle charakteristischen Wel-

lenldngenbereich (Abb. 4.4.4).
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Abb. 4.4.4: Loadings der Kalibrierung auf mittels Autoskalierung iiber die Proben vorverarbeiteten

Rohdaten der Erdbeerfluoreszenzspektren und des Gehalts an p-Cumaroyl-Glucose.

4.4.2 Datenvorverarbeitungsmethoden

Die Kalibrierung auf normierten Spektren fiithrte zu geringen Bestimmtheitsmaf3en. Die Signalvorverar-
beitungsmethoden werden dabei im Wesentlichen zur Reduktion des Rauschens, zum Ausgleichen von
Basislinieneffekten oder zum Angleichen der Wertigkeiten der Variablen eingesetzt. Basierend auf der
Annahme, dass die Informationen iiber den Phenolgehalt nicht in allen Wellenldngen der aufgezeichneten
Fluoreszenzspektren gleichermafien enthalten sind bzw. durch andere Signale iiberlagert werden kdnnen,

wurden im Folgenden Methoden der Datenvorverarbeitung getestet.

Um eine Dominanz des im roten Wellenldngenbereich fluoreszierenden Chlorophylls auszuschlieBen,
wurde fiir die Berechnung der PLS-Regression zunéchst der spektrale Datensatz auf 350 nm bis 600 nm

eingekiirzt (Tab. 4.4.2).

Eine weitere Wellenldngenbereichsreduktion auf einen Bereich von 400 nm bis 500 nm erfolgte, um den
spezifischen Bereich maximaler Fluoreszenzintensitit der Hydroxyzimtsduren zu nutzen. Beide Redukti-
onen flihrten, wiederum bei Verwendung von zwei latenten Variablen, um die Varianz im Phenolgehalt zu
erfassen, zu einer erheblichen Verschlechterung des Bestimmtheitsmales. Zusdtzlich war der Fehler in

der Kreuzvalidierung erhoht.
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Tab. 4.4.2: BestimmtheitsmaB (7.%), Kalibrierfehler (rmsec) bzw. in der Kreuzvalidierung erscheinen-
der Fehler (rmsecv) der mit Hilfe von partial least squares (PLS) Regressionsanalyse ermittelten Kalib-
riermodelle mit zwei latenten Variablen fiir den Gehalt an Hydroxyzimtsiurederivat in Apfeln in ausge-

wihlten Wellenldngenbereichen.

Datenvorverarbeitung r.? rmsec [%] rmsecv |%]
Gesamter Bereich 0,401 26,84 35,75
350 — 600 nm 0,352 27,88 38,92
400 — 500 nm 0,163 31,71 42,68

Geeignetere Methoden der Wellenldngenselektion stellen die genetischen Algorithmen (GA) dar. Mit
Hilfe dieser Art der Wellenldngenselektion konnen speziell einzelne Wellenldngen oder Wellenldangenbe-
reiche, die fiir die Kalibrierung auf den y-Wert (hier: Phenolgehalt) relevant sind, ausgewéhlt werden. Fiir
die Datenvorverarbeitung in dieser Arbeit wurde der von RICCARDO LEARDI fiir MATLAB entwickelte
Algorithmus verwendet (LEARDI, 2000). Als zusétzliches Kriterium wurde die Signalvorverarbeitung der

Rohdaten gepriift, die als Ausgangsmatrix fiir G4 dienen.

Durch die Reduktion des Datensatzes der Apfelfluoreszenzspektren auf bestimmte Wellenlédngen zeigen
die ausgewihlten Spektralbereiche nach wie vor keinen direkten Bezug zu den Hydroxyzimtsiure-
Standards der Chlorogen- und Kaffeesdure, die im blau-griinen Bereich fluoreszieren (Tab. 4.4.3). Die
Dominanz des im roten Wellenldngenbereich fluoreszierenden Chlorophylls bleibt auch weiterhin erhal-

ten. Das Bestimmtheitsmal} des Modells konnte um iiber 10 % gesteigert werden (Abb. 4.4.5).

Tab. 4.4.3: Die mittels genetischer Algorithmen ausgewidhlten Wellenldngen bzw. Wellenlédngenberei-
che nach unterschiedlicher Signalvorverarbeitung fiir die Kalibrierung auf ein Hydroxyzimtséurederivat

bei Apfeln.

Datenvorverarbeitungsmethode Wellenléingen [nm]
Rohdaten 442, 600-606
Mittelwertzentrierung 586-590, 600-602, 674-676
Autoskalierung 586-590, 600-602, 674-676

Das Kalibriermodell auf den mittels genetischer Algorithmen ausgewihlten Wellenldngen auf den Rohda-
ten der Apfelfluoreszenzspektren liefert die Ergebnisse mit dem geringsten Bestimmtheitsmalf3
(r.>=0,268) und erhohtem Fehler in der Kreuzvalidierung (Tab. 4.4.4). Die Mittelwertzentrierung oder
Autoskalierung tiber die Proben fiihrt mit 26,92 % zu dem geringsten Fehler und dem hochsten Be-
stimmtheitsmaf (. = 0,528).
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Abb. 4.4.5: Kalibrierung auf mittels Autoskalierung vorverarbeiteten Apfelfluoreszenzspektren und

nach Datenvorverarbeitung mit Hilfe genetischer Algorithmen. Regressionsgleichung: y = ax + b; a =

0,53 und b =032; r.?=0,528.

Tab. 4.4.4: Anzahl latenter Variablen (LV), Bestimmtheitsmal (r.%) und Kalibrierfehler (rmsec) bzw. in

der Kreuzvalidierung erscheinender Fehler (rmsecv) der mit Hilfe von partial least squares (PLS) Regres-

sionsanalyse (mit autoskalierter X-Matrix) ermittelten Kalibriermodelle fiir die Apfelfluoreszenzspektren.

Zur Wellenldngenselektion wurden genetische Algorithmen ohne und mit vorheriger Signalvorverarbei-

tung der Spektren eingesetzt.

Datenvorverarbeitung LV r. rmsec [%] rmsecy [%]
Rohdaten 4 0,268 29,62 34,07
Mittelwertzentrierung 3 0,528 23,82 26,70
Autoskalierung 3 0,528 23,82 26,70

Die Anwendung des genetischen Algorithmus auf den Erdbeerfluoreszenzspektren und dem Gehalt an p-

Cumaroyl-Glucose fiihrte zu einer Wellenldngenselektion hauptsichlich in den Bereichen von 400 nm bis

550 nm und 580 nm bis 620 nm, abhingig von der Signalvorverarbeitungsmethode (Tab. 4.4.5). Die mit

Hilfe von GA ausgewihlten Spektralbereiche zeigen somit bereits einen Bezug zu den im blau-griinen
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Wellenldngenbereich fluoreszierenden Hydroxyzimtsdure-Standards. Eine Dominanz des Chlorophylls,

das bei 680 nm fluoresziert, wurde hier nicht festgestellt.

Tab. 4.4.5: Die mittels genetischer Algorithmen ausgewahlten Wellenldngenbereiche nach unter-

schiedlicher Signalvorverarbeitung fiir die Kalibrierung auf die p-Cumaroyl-Glucose bei Erdbeeren.

Datenvorverarbeitungsmethode Wellenliingen [nm]

Rohdaten 418-422, 512, 556-560, 580, 620-622
Mittelwertzentrierung 386-388

Autoskalierung 622

Aufgrund der ausgewihlten Wellenldngenbereiche, die nicht mit den Bereichen maximaler Fluoreszenzin-
tensitdt der jeweiligen Phenolstandards tibereinstimmen, kann bei der Verwendung von genetischen Algo-
rithmen als Datenvorverarbeitungsmethode nicht von einer robusten Kalibrierung ausgegangen werden.
Im Folgenden wurde daher die von WESTERHUIS et al. (2001) fiir MATLAB entwickelte Methode der
direkten orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) erprobt, um die Varianz aus der spektralen Datenmatrix zu
entfernen, die keine Relevanz fiir die Kalibrierung auf den Phenolgehalt hat. Basierend auf in der Litera-
tur erlduterten Erfahrungen wurden dabei maximal zwei DOSC-Faktoren aus der spektralen Datenmatrix
entfernt und fiir die Vorraussetzung der Orthogonalitét eine Toleranz von 0,001 eingehalten (WESTERHUIS
et al., 2001). Erste Anzeichen, dass mit Hilfe dieser Methode relevante Informationen aus den Spektren
extrahiert bzw. nicht relevante oder sogar storende Einflussfaktoren auf das Fluoreszenzsignal eliminiert

werden kdnnen, wurden in Messreihen an Apfel und Erdbeere gefunden.

Unterschiede im Fruchtanthocyangehalt dominierten in den verwendeten Versuchsreihen bei Apfel den
Einfluss auf das Messsignal, wéihrend keine Variationen im Gehalt des Hydroxyzimtsdurederivats vorla-
gen (Tab. 4.4.6). Fiihrt man eine Hauptkomponentenanalyse mit den Apfelfluoreszenzspektren durch,
zeigt sich eine Trennung der griinen und der roten Seite der Frucht entlang der ersten Hauptkomponente
(PC1I), die 98,77 % der Gesamtvarianz beinhaltet (Abb. 4.4.6). Dies ist auf die deutlichen Unterschiede
der Fluoreszenzintensititen, von auf der Schattenseite (griin) gemessenen Apfelspektren im Vergleich zu

den geringeren Intensitdten auf der Sonnenseite (rot) zuriickzufiihren (Abb. 4.4.7).
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Tab. 4.4.6: Statistische Angaben zum Gehalt an Hydroxyzimtsdure [mg/g Frischgewicht] gemessen

auf der Sonnen- und der Schattenseite der Apfel.

Hydroxyzimtsiurederivat [mg/g FG] Sonnenseite (rot) Schattenseite (griin)
Mittelwert 0,67 0,68
Standardabweichung 0,23 0,24
Minimum 0,34 0,40
Maximum 1,23 1,21
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Abb. 4.4.6: PCA der Fluoreszenzspektren gemessenen auf der griinen (A) und der roten (o) Seite der
Apfel.
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Abb. 4.4.7: Fluoreszenzspektren von der roten (grau) und griinen (schwarz) Seite der Apfel.
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Abb. 4.4.8: Fluoreszenzspektren von der roten (grau) und griinen (schwarz) Seite der Apfeln nach
Entfernung von zwei DOSC-Faktoren mit fiir den Gehalt des Hydroxyzimtsdurederivats nicht relevanten

Informationen aus der spektralen Datenmatrix.
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In Abb. 4.4.8 sind im Vergleich dazu die Ergebnisse der mittels DOSC vorverarbeiteten Apfelfluoreszenz-
spektren nach Entfernung von zwei Faktoren orthogonaler Information aus der spektralen Datenmatrix
bei einer Toleranz von 0,001 dargestellt. Die Fluoreszenzintensititsunterschiede zwischen der griinen und
der roten Fruchtschale wurden als fiir die Kalibrierung auf den Gehalt des Hydroxyzimtsdurederivats

nichtrelevante Information aus dem Datensatz entfernt.

Nach der Datenvorverarbeitung der Apfelfluoreszenzspektren im Hinblick auf den Gehalt des Hydroxy-
zimtsdurederivats mit Hilfe der direkten orthogonalen Signalkorrektur wurde die neu errechnete Fluores-
zenzdatenmatrix nach Entfernung von einem bzw. zwei Faktoren fiir die Kalibrierung herangezogen. Die
PLS Regression auf den DOSC-vorverarbeiteten Fluoreszenzspektren ohne Signalvorverarbeitung fiihrt
sowohl fiir einen als auch fiir zwei DOSC-Faktoren zu den niedrigsten Bestimmtheitsmaflen und den
groften Fehlern in der Kreuzvalidierung (Tab. 4.4.7). Mit Hilfe der Mittelwertzentrierung iiber die Proben
wurden fiir die Kalibriermodelle jeweils die geringsten Fehler (0,06%) und die hochsten Bestimmtheits-
maBe (7.2 = 0,999) errechnet. In Abb. 4.4.9 ist das Modell, das auf dem mit zwei DOSC-Faktoren korri-

gierten und mittelwertzentrierten spektralen Datensatz gebildet wurde, dargestellt.

Tab. 4.4.7: Anzahl latenter Variablen (LV), Bestimmtheitsmal (r.?) und Kalibrierfehler (rmsec) bzw. in
der Kreuzvalidierung erscheinender Fehler (rmsecv) der mit Hilfe von partial least squares (PLS) Regres-
sionsanalyse (mit autoskalierter X-Matrix) ermittelten Kalibriermodelle fiir die mit der direkten orthogo-

nalen Signalkorrektur (DOSC) vorverarbeiteten Apfelfluoreszenzspektren.

DOSC- Signalvorverarbeitung der kor- LV r.? rmsec [%] rmsecy [%)]

Faktoren |rigierten Spektren

1 Rohdaten 3 0,731 18,15 28,16
Mittelwertzentrierung 3 0,999 0,02 0,06
Autoskalierung 3 0,999 0,81 1,94

2 Rohdaten 2 0,601 22,39 32,86
Mittelwertzentrierung 3 0,999 0,01 0,06

Autoskalierung 3 0,999 0,68 1,44
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Abb. 4.4.9: Kalibrierung auf mittels direkter orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) und Mittelwert-
zentrierung vorverarbeiteten Rohdaten der Apfelfluoreszenzspektren. Regressionsgleichung: y = ax + b; a

=1,00 und 6 = 0,00; r.2= 0,999.

Ergebnisse aus Erdbeerversuchen bestitigen die im Beispiel der Apfel gefundene Reduktion der fiir die
Kalibrierung auf den Polyphenolgehalt nicht relevanten Varianz in den Fruchtfluoreszenzspektren nach
Anwendung von DOSC. Der Gehalt der p-Cumaroyl-Glucose wurde hierbei an Erdbeeren drei verschie-

dener Reifestufen bestimmt (Tab. 4.4.8).

Tab. 4.4.8: Statistische Angaben zum Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose [mg/g Trockengewicht] in Erd-

beeren verschiedener Reifestufen.

p-Cumaroyl-Glucose [mg/g TG] Reifestufe 1 Reifestufe 2 Reifestufe 3
Mittelwert 0,07 0,22 0,22
Standardabweichung 0,05 0,08 0,14
Minimum 0,02 0,08 0,09
Maximum 0,17 0,37 0,48

In der ersten Reifestufe waren griinlich-weifle Beeren, in der zweiten hellrote mit weiBler Spitze und in der

dritten dunkelrote Friichte enthalten. Die Erdbeeren wiesen somit bereits visuell unterschiedliche Antho-
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cyangehalte auf. Ein Einfluss der Fruchtanthocyane auf die gemessenen Intensitidten durch Loschungsef-
fekte kann daher angenommen werden. In der chromatographischen Analyse wurde festgestellt, dass die
Friichte der ersten Reifestufe im Vergleich zu den anderen beiden einen geringeren Gehalt an p-
Cumaroyl-Glucose aufweisen. Die Friichte der zweiten und dritten Reifestufe unterschieden sich nicht

signifikant.

Die in Abb. 4.4.10 dargestellten Fluoreszenzspektren der Erdbeeren zeigen jedoch die hochste Fluores-
zenzintensitdt bei den Friichten der ersten Reifestufe und die niedrigste bei denen der dritten entsprechend
der Annahme einer deutlichen Reabsorption durch die Fruchtanthocyane. Im Vergleich dazu erscheinen
die mit DOSC korrigierten Fluoreszenzintensititen der drei Reifestufen nach Abzug von zwei Faktoren
entsprechend der vorliegenden Gehalte an p-Cumaroyl-Glucose. Die DOSC-vorverarbeitete Fluoreszenz-
intensitdt gemessen an Erdbeeren der dritten Reifestufe mit dem hochsten Phenolgehalt ist am grofBten
(Abb. 4.4.11).
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Abb. 4.4.10: Fluoreszenzspektren gemessen an Erdbeeren der Reifestufe 1 (grau—), Reifestufe 2
(schwarz—) und Reifestufe 3 (grau---).
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Abb. 4.4.11: Fluoreszenzspektren gemessen an Erdbeeren der Reifestufe 1 (grau—), Reifestufe 2
(schwarz—) und Reifestufe 3 (grau---) nach Entfernung von zwei DOSC-Faktoren mit fiir den Gehalt der

p-Cumaroyl-Glucose nicht relevanten Informationen aus der spektralen Datenmatrix.

Die Erdbeerfluoreszenzspektren wurden dementsprechend mit einem bzw. zwei DOSC-Faktoren vorver-
arbeitet und die bereits zuvor erprobten Signalvorverarbeitungsmethoden fiir die PLS Regression wurden
getestet. Die Entfernung von zwei Faktoren mit orthogonaler Information zum Gehalt an p-Cumaroyl-
Glucose aus der spektralen Datenmatrix und die Mittelwertzentrierung iiber die Proben ergaben auch bei
den Messungen an Erdbeeren das Kalibriermodell mit dem hochsten Bestimmtheitsmal (. = 1,000) und

dem geringsten Fehler in der Kreuzvalidierung (0,19 %) bei vier latenten Variablen (Abb. 4.4.12).

Nachdem die fiir den Gehalt des Polyphenols nicht relevante und somit stérende Information in den Fluo-
reszenzspektren entfernt wurde, wurde der DOSC-korrigierte Datensatz der Apfel- und der Erdbeerfluo-
reszenzspektren erneut mit Hilfe des genetischen Algorithmus hinsichtlich der Wellenldngenselektion
bearbeitet. Die ausgewidhlten Wellenldngen beider Kalibriermodelle liegen hauptsidchlich im blau-griinen
Bereich (Tab. 4.4.9). In diesem Bereich wurde auch die maximale Fluoreszenzintensitit der Phenolstan-

dards der Hydroxyzimtsduren gemessen.



4 Ergebnisse 106

o o o
B> (6)] (o))
! !

Fluoreszenzspektroskopisch
ermittelte Werte [mg/g TG]
o
w

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
Chromatographisch ermittelte Werte [mg/g TG]

Abb. 4.4.12: Kalibrierung auf mittels direkter orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) und Mittelwert-
zentrierung vorverarbeiteten Rohdaten der Erdbeerfluoreszenzspektren. Regressionsgleichung: y = ax + b;

a=1,00und b = 0,00; .= 1,000.

Tab. 4.4.9: Die mit Hilfe der Methode der genetischen Algorithmen ausgewihlten Wellenldngenberei-
che fiir auf zwei DOSC-Faktoren reduzierte Apfel- und Erdbeerfluoreszenzspektren.

Produkt Wellenléingen [nm]

Apfel 386-466, 478-482

Erdbeere 416, 422-432, 438-454, 472-488
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4.5 Kalibrierung und Validierung

Moglichkeiten einer zerstérungsfreien Fruchtpolyphenolanalyse mit Hilfe der Fluoreszenzanalyse wurde
am Beispiel von Hydroxyzimtsduren untersucht. Mit Hilfe multivariater Auswerteverfahren wurden Ka-
libriermodelle auf der Basis von zerstdrungsfrei aufgezeichneten Erdbeerfluoreszenzspektren und chro-
matographisch ermittelten Referenzdaten erarbeitet. Die Fehlerbetrachtung in der Kalibrierung sowie in
der Kreuzvalidierung und das Bestimmtheitsmall dienten als Bewertungskriterien fiir die Qualitdt der
Kalibrierungen. Nach Anwendung verschiedener Signal- und Datenvorverarbeitungsmethoden ergaben
die mit der direkten orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) vorverarbeiteten Fruchtfluoreszenzspektren fiir
die jeweiligen Modelle die hochsten BestimmtheitsmaBe (%) mit den geringsten Fehlern in der Kreuzva-
lidierung (rmsecv). Das Fruchtmaterial weist als lebendes Produkt genotypisch sowie durch endogene
(z.B. Reifegrad) und exogene Einflussfaktoren (z.B. Standortbedingungen) erheblichen Unterschiede in
der Fruchtinhaltstoffzusammensetzung auf. Generelle Aussagen iiber den Phenolgehalt von Einzelfriich-
ten auf der Basis von einzelnen Stichproben sind wenig aussagekréftig. Fiir die Inhaltsstoffbestimmung in
der gartenbaulichen Praxis ist es daher notwendig, die auf der begrenzten Anzahl an Proben aufgebauten
Kalibriermodelle auf einem neuen, unabhéngigen Datensatz zu testen, um Aussagen iiber die Qualitét der

Modelle treffen zu konnen.

4.5.1 Validierung der Kalibriermodelle

Fiir die Kalibrierung wurden frisch geerntete Erdbeeren (Fragaria x ananassa) der Sorte 'Elsanta’ (n = 32)
in drei verschiedenen Reifestufen verwendet. Mit der ersten Reifestufe wurden die griinlich-weiflen Bee-
ren, mit der zweiten die hellroten mit weiBer Spitze und mit der dritten die dunkelroten Friichte bezeich-
net. Die Kalibriermodelle wurden entsprechend den zuvor gezeigten Verfahren auf der Basis der an den
Friichten aufgezeichneten Fluoreszenzspektren und den parallel dazu nass-chemisch mit der Hochdrucks-

Fliissigkeitschromatographie (HPLC) ermittelten Gehalten an p-Cumaroyl-Glucose erarbeitet.

Im Abstand von einer Woche wurden weitere Erdbeeren der Sorte 'Elsanta' (n = 35) entsprechender Reif-
stufen am selben Standort geerntet und zerstérungsfrei mit der laser-induzierten Fluoreszenzspektroskopie
und chromatographisch gemessen. AnschlieBend wurde der neue, unabhidngige Datensatz (7est-Set) der
Fluoreszenzspektren und Trockengewichtsangaben mit Hilfe der zuvor erarbeiteten Kalibriermodellen der

Erdbeeren des ersten Erntetermins ausgewertet.

Die chromatographischen Gehaltsangaben an p-Cumaroyl-Glucose des 7est-Set-Datensatzes bewegen
sich fiir die Friichte der zweiten und dritten Reifestufe in dhnlichen Gehaltsbereichen wie die der Erdbee-
ren fiir die Kalibrierung (Tab. 4.5.1). Bei den unreifen Friichten der ersten Reifestufe wurde im 7est-Set

hingegen ein erhohter Maximalgehalt im Vergleich zur ersten Ernte chromatographisch ermittelt.
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Tab. 4.5.1: Statistische Angaben zum Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose [mg/g Trockengewicht] in Erd-

beeren verschiedener Reifestufen des Kalibier- sowie des Test-Set-Datensatzes.

Datensatz p-Cumaroyl-Glucose Reifestufe 1 Reifestufe 2 Reifestufe 3
[mg/g TG]

Kalibrierung Mittelwert 0,07 0,22 0,22
Standardabweichung 0,05 0,08 0,14
Minimum 0,02 0,08 0,09
Maximum 0,17 0,37 0,48

Validierung Mittelwert 0,13 0,20 0,21
Standardabweichung 0,09 0,09 0,11
Minimum 0,03 0,10 0,08
Maximum 0,29 0,39 0,41

Zur Bewertung der Kalibriermodelle wurden die Bestimmtheitsmalle des 7estz-Set-Datensatzes (r,?) sowie
die Fehler in der Validierung ermittelt. Um den Einfluss der Dimensionalitit (Anzahl an latenten Variab-
len) der Kalibriermodelle in der Validierung zu testen, wurden jeweils die ersten vier latenten Variablen in
jedem Modell untersucht. Die Datenvorverarbeitung der Erdbeerfluoreszenzspektren mit der direkten
orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) fiihrte zu den hochsten Bestimmtheitsmaflen sowohl der Kalibrier-
als auch der Test-Set-Modelle (Tab. 4.5.2) und den niedrigsten Fehlern sowohl in der Kalibrierung
(rmsecv) als auch in der Validierung (rmsep) (Tab. 4.5.3). Mit Hilfe der Entfernung von zwei Faktoren
orthogonaler Information aus dem spektralen Datensatz ergaben sich vergleichsweise niedrigere rmsep-

Werte, als nach Abzug lediglich eines DOSC-Faktors.

Zusitzlich wurden die Fluoreszenzspektren mit vorheriger Anwendung der DOSC iiber die Proben mit-
telwertzentriert (MZp) bzw. autoskaliert (A4UTOp). Die Fehler in der Kalibrierung waren nach MZp gerin-
ger als nach AUTOp wihrend die Bestimmtheitsmalle beider Signalvorverarbeitungen dhnliche Ergebnisse
zeigten. Nach Validierung der Kalibriermodelle mit dem T7est-Set-Datensatz wurden hingegen geringere
Fehler in der Validierung nach der Autoskalierung (rmsep von 50 % bis 60 %) der mit DOSC vorverarbei-

teten Fluoreszenzdaten ermittelt als bei den zusétzlich mittelwertzentrierten Spektren (rmsep > 73 %).
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Tab. 4.5.2 Anzahl latenter Variablen (LV) und Bestimmtheitsmafie der Kalibrierung (r.?) sowie der Va-
lidierung (7,?) der mit Hilfe von partial least squares (PLS) Regressionsanalyse ermittelten Kalibriermo-
delle fiir den Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose in Erdbeeren auf der Basis der Fruchtfluoreszenzspektren

mit bzw. ohne direkte orthogonale Signalkorrektur (DOSC).

Vorverarbeitung LV r.? r’
Mittelwertzentrierung 1 0,133 0,074
2 0,658 0,137
3 0,782 0,085
4 0,879 0,042
Autoskalierung 1 0,163 0,108
2 0,502 0,096
3 0,846 0,023
4 0,941 0,027
DOSC (1 Faktor) und 1 1,000 0,999
Mittelwertzentrierung 2 1,000 0,999
3 1,000 0,999
4 1,000 0,999
DOSC (1 Faktor) und 1 0,952 0,905
Autoskalierung 2 0,992 0,988
3 0,999 0,994
4 0,999 0,995
DOSC (2 Faktoren) und 1 1,000 1,000
Mittelwertzentrierung 2 1,000 1,000
3 1,000 1,000
4 1,000 1,000
DOSC (2 Faktoren) und 1 0,983 0,980
Autoskalierung 2 0,995 0,987
3 0,999 0,996
4 0,999 0,996
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Bei den Kalibriermodellen nach MZp bzw. AUTOp der Fluoreszenzspektren ohne direkte orthogonale
Signalkorrektur lagen die Fehler in der Validierung bei rmsep > 64 % bei gleichzeitig geringen Bestimmt-
heitsmaBien (2, < 0,20). Wahrend bei den Kalibriermodellen auf den mittelwertzentrierten bzw. autoska-
lierten Rohdaten erheblich geringere Bestimmtheitsmafle der Validierung ermittelt wurden, wurden bei
den vorab mit DOSC vorverarbeiteten Fluoreszenzspektren ebenfalls hohe Werte erreichet (r,> = 0,97 bis

1,00).

Die Kalibriermodelle, die auf den Rohdaten gebildet wurden, zeigten mit und ohne zusétzliche direkte
orthogonale Signalkorrektur (DOSC) der Fluoreszenzspektren keine niedrigeren Fehler in der Validierung

als bei den autoskalierten Modellen.
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Tab. 4.5.3 Anzahl latenter Variablen (LV), Kalibrierfehler (rmsec), Fehler in der Kreuzvalidierung (rmsecv) sowie in der Validierung (rmsep) der mit Hilfe von partial least
squares (PLS) Regressionsanalyse ermittelten Kalibriermodelle fiir den Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose in Erdbeeren auf der Basis der Fruchtfluoreszenzspektren mit bzw. ohne

direkte orthogonale Signalkorrektur (DOSC).

Vorverarbeitung LV rmsec [mg/g TGJ rmsec [%] rmsecv [mg/g TGJ rmsecv [%] rmsep [mg/g TG] rmsep|%]
Mittelwert- 1 0,112 66,56 0,125 73,95 0,128 71,28
zentrierung 2 0,070 41,82 0,174 103,14 0,131 73,18
3 0,056 33,35 0,164 97,15 0,116 64,78
4 0,042 24,86 0,170 101,14 0,170 94,92
Autoskalierung 1 0,110 65,37 0,125 74,50 0,110 64,68
2 0,085 50,43 0,142 84,14 0,085 81,60
3 0,047 28,04 0,164 97,40 0,047 74,75
4 0,030 17,36 0,170 100,73 0,029 70,16
DOSC 1 0,000 0,19 0,000 0,43 0,132 73,82
(1 Faktor) und 2 0,000 0,10 0,000 0,28 0,132 73,71
Mittelwert- 3 0,000 0,05 0,000 0,23 0,132 73,78
zentrierung 4 0,000 0,03 0,000 0,21 0,132 73,79
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DOSC 0,026 15,66 0,030 17,65 0,094 52,37
(1 Faktor) und 0,011 6,34 0,019 11,21 0,114 63,54
Autoskalierung 0,004 2,24 0,014 8,32 0,124 68,95

0,002 1,16 0,013 7,68 0,124 69,41
DOSC 0,000 0,18 0,000 0,32 0,132 73,90
(2 Faktoren) 0,000 0,05 0,000 0,23 0,132 73,93
und Mittel- 0,000 0,03 0,000 0,21 0,132 73,94
wertzentrierung 0,000 0,01 0,000 0,19 0,132 73,95
DOSC 0,016 9,36 0,019 11,01 0,090 50,03
(2 Faktoren) 0,009 527 0,014 8,51 0,096 53,35
und Auto- 0,003 1,74 0,010 6,22 0,103 57,22
skalierung 0,001 0,60 0,009 5,61 0,105 58,36
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Bei dem Kalibriermodell auf den mit MZp vorverarbeiteten Erdbeerfluoreszenzspektren wird der Einfluss
der optimalen Anzahl latenter Variablen der Kalibriermodelle in der Validierung deutlich. Wahrend fiir die
Kalibrierung eine latente Variable anhand des niedrigsten Fehlers in der Kreuzvalidierung (rmsecv =
73,95 %) ausgewdhlt wurde, war der Fehler in der Validierung fiir drei LV am geringsten (rmsep = 64,78
%). Bei den autoskalierten Spektren war hingegen der Fehler sowohl in der Kalibrierung (rmsecv = 74,50
%) als auch in der Validierung (rmsep = 64,68 %) jeweils fiir eine latente Variable am niedrigsten. Die
Kalibriermodelle, die auf den Erdbeerfluoreszenzspektren nach MZp und AUTOp und dem Gehalt an p-
Cumaroyl-Glucose erarbeitet wurden, fiihrten jedoch fiir keine der hier getesteten Anzahl an latenten
Variablen zu robusten Modellen, da sie hohe Fehler in der Kalibrierung (rmsecv > 70 %) und in der Vali-
dierung (rmsep > 64 %) aufwiesen bei gleichzeitig geringen Bestimmtheitsmafen vor allem in den 7est-

Set-Datensétzen (72, < 0,20).

Bei der Datenvorverarbeitung mit DOSC und anschlieBender Anwendung von MZp bzw. AUTOp wurden
fiir die Kalibriermodelle hingegen hohe Bestimmtheitsmaf3e in der Kalibrierung (2. > 0,95) und geringe
Fehler in der Kreuzvalidierung (rmsecv < 20 %) ermittelt. Hier zeigte sich erneut ein Einfluss der optima-
len Anzahl an LV fiir die Kalibriermodelle bei der Test-Set-Validierung. Wihrend bei Abzug eines bzw.
zwei DOSC-Faktoren und zusitzlicher Signalvorverarbeitung die Fehler in der Kreuzvalidierung jeweils
bei der Verwendung von vier latenten Variablen am niedrigsten waren, wurden die geringsten rmsep-
Werte fiir die Kalibriermodelle mit einer LV errechnet. Gleichzeitig fiihrten alle mit DOSC vorverarbeite-
ten Modelle fiir eine latente Variable zu hohen Bestimmtheitsmaflen der Kalibrierung und der Validierung

(> 0,98).

Die auf die Erdbeerfluoreszenzspektren angewendete Datenvorverarbeitungsmethode der direkten ortho-
gonalen Signalkorrektur fiihrte nach Abzug von zwei DOSC-Faktoren und anschlieBender AUTOp der
spektralen X-Matrix zu den robustesten Kalibriermodellen mit den niedrigsten Fehlern in der Validierung
(rmsep = 50 - 60 %) bei der Bestimmung des Gehalts an p-Cumaroyl-Glucose. In Abb. 4.5.1 sind die
Modelle fiir die Kalibrierung und die Validierung nach Abzug von zwei DOSC-Faktoren aus der spektra-
len Datenmatrix und anschlieBender Autoskalierung {iber die Proben fiir die Modelle mit einer latenten

Variablen dargestellt.
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Abb. 4.5.1: Kalibrierung (weil3) und Test-Set (grau) auf mittels direkter orthogonalen Signalkorrektur
(DOSC) und Autoskalierung vorverarbeiteten Rohdaten der Erdbeerfluoreszenzspektren. Regressionsglei-

chung: y =ax +b; a,= 0,98, a,= 1,39 und b, = 0,00, b, = 0,01; > = 0,983 und r,> = 0,980.

4.5.2 Einfluss der Reabsorptionseffekte auf die Kalibriermodelle

Um die in den unterschiedlichen Reifestufen zu erwartenden Reabsorptionseffekte der Anthocyane bereits
aus den Fluoreszenzspektren filtern zu konnen, wurden parallel an den Friichten Reflexionsmessspektren
aufgezeichnet. Die Spektren der Fluoreszenz und der Reflexion wurden zundchst unabhéngig voneinander
iiber die Proben mittelwertzentriert bzw. autoskaliert um gerdtebedingte Einfliisse und Einfliisse der
Streueigenschaften des Gewebes in den Spektren zu vermindern. Das Fluoreszenzsignal wurde folgend
mit Hilfe der Reflexion entsprechend der wellenldngenabhingigen Intensititen korrigiert (Fluoreszenz-

emission/Reflexion).

Im Vergleich zu den unkorrigierten Fluoreszenzspektren sind die Bestimmtheitsmalle sowohl der Kalib-
rierung als auch der Validierung erheblich geringer (Tab. 4.5.4). Allerdings wird bei einem Kalibriermo-
dell mit vier latenten Variablen ein hoher »?-Wert erreicht (r.2 = 0,723). Hingegen zeigen die Bestimmt-
heitsmafle der hier dargestellten mit der Reflexion korrigierten Kalibriermodelle keine Korrelation der
Daten im T7est-Set-Datensatz (1,2 < 0,05 %). Die Fehler in der Validierung bei den reflexionskorrigierten
Spektren nach Anwendung von MZp und Abzug von zwei DOSC-Faktoren sind im Gegensatz zu den
vorherigen Ergebnissen auf unkorrigierten Fluoreszenzspektren geringer als bei der Autoskalierung tiber

die Proben.
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Tab. 4.5.4 Anzahl latenter Variablen (L)) und Bestimmtheitsmafie der Kalibrierung (r.?) sowie der Va-
lidierung (7,?) der mit Hilfe von partial least squares (PLS) Regressionsanalyse ermittelten Kalibriermo-
delle fiir den Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose in Erdbeeren auf der Basis der mit Hilfe der Reflexions-

spektren korrigierten Fruchtfluoreszenzspektren und direkter orthogonaler Signalkorrektur (DOSC).

Vorverarbeitung LV r.? r’
DOSC (2 Faktoren) und 1 0,186 0,007
Mittelwertzentrierung 2 0,306 0,037
3 0,375 0,046
4 0,377 0,053
DOSC (2 Faktoren) und 1 0,272 0,001
Autoskalierung 2 0,527 0,032
3 0,714 0,028
4 0,723 0,017
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Tab. 4.5.5 Anzahl latenter Variablen (LV), Kalibrierfehler (rmsec), Fehler in der Kreuzvalidierung (rmsecv) sowie in der Validierung (rmsep) der mit Hilfe von partial least
squares (PLS) Regressionsanalyse ermittelten Kalibriermodelle fiir den Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose in Erdbeeren auf der Basis der mit Hilfe der mittelwertzentrierten Refle-

xionsspektren korrigierten mittelwertzentrierten Fruchtfluoreszenzspektren und direkter orthogonaler Signalkorrektur (DOSC).

Vorverarbeitung LV rmsec [mg/g TG] rmsec [%] rmsecv [mg/g TGJ rmsecy [%] rmsep [mg/g TG| rmsep[%]
Mittelwertzentrierung und | 1 0,109 64,74 0,133 78,66 0,099 55,45
DOSC (2 Faktoren)
2 0,103 61,13 0,138 82,08 0,099 54,99
3 0,100 59,53 0,144 85,48 0,099 55,10
4 0,096 56,80 0,158 93,51 0,101 56,59
Auto-skalierung und DOSC (2| 1 0,103 61,00 0,127 75,29 0,128 71,20
Faktoren)
2 0,087 51,55 0,130 77,27 0,160 89,39
3 0,077 45,53 0,144 85,55 0,212 118,15
4 0,067 39,70 0,162 96,30 0,251 139,81
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5 Diskussion

5.1 Varianzanalyse der Fluoreszenz von Gartenbaupro-
dukten

5.1.1 Fluoreszenzsignal

Die Fluoreszenzanalyse in den Agrar- und Gartenbauwissenschaften wurde zunédchst schwerpunktméafig
im Bereich der Kinetik der Chlorophyllfluoreszenz eingesetzt (KAUTSKY und HIRSCH, 1931; BUSCHMANN
und GRUMBACH, 1986; LICHTENTHALER und RINDERLE, 1988; KRAUSE und WEIS, 1991; VON WILLERT et
al., 1995). Zusitzlich zu den Kinetikmessungen wurden spektroskopische Verfahren oder Imaging-
Techniken erprobt, um die Fluoreszenz der Fluorophore in Pflanzen und Gartenbauprodukten zu untersu-
chen (CHAPELLE et al., 1984; Herppich, 2001). Dabei wurde in letzter Zeit auch zunehmend das Fluores-
zenzverhalten von Inhaltstoffen, die im blau-griinen Wellenldngenbereich fluoreszieren, durchleuchtet
(GOouLAS et al., 1990; MORALES et al., 1994; LICHTENTHALER, 1996; LICHTENTHALER et al., 1996; LANG
et al., 1996; SUBHASH et al., 1999; BUSCHMANN und LICHTENTHALER, 1998; BUSCHMANN et al., 2000).
Moglichkeiten des Einsatzes der Fluoreszenzspektroskopie zur qualitativen Untersuchung an gartenbauli-
chen Produkten im Bereich des Nachernte- und Verarbeitungsprozesses wurden erst in den letzten Jahren
und lediglich in Ansédtzen erforscht (DEELL et al., 1996; MAY und TAUSCHER, 1998; NEDBAL et al., 2000;
CISCATO et al., 2001; KiM et al., 2001, 2002; TAKEUCHI et al., 2002; MOSHOU et al., 2003; ZUDE, 2004).
Dartiiber hinaus sind nur wenige Untersuchungen zur quantitativen Fluoreszenzanalyse von Inhaltsstoffen
in verschiedenen Arbeitsgruppen an verarbeiteten Gartenbauprodukten und Nahrungsmitteln durchgefiihrt
worden (BIRLOUEZ-ARAGON et al., 2002; KuczysNKI, 2003; CHEIKHOUSMAN et al., 2005). Der Einsatz
von mathematischen Auswertungsmethoden fiir die qualitative und quantitative Bewertung gartenbauli-

cher Produkte gewinnt dabei in letzter Zeit zunehmend an Bedeutung (BRO et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit erfolgten Messungen an Apfel, Erdbeere und Mohre, deren Fluoreszenzspekt-
ren aufgrund der zahlreichen in den Proben enthaltenen Inhaltsstoffe keine Fluoreszenzintensitdtsmaxima
an spezifischen Wellenldngen aufweisen. Die zerstorungsfrei gemessenen Fluoreszenzspektren zeichnen
sich durch sehr breite Peaks aus, die die Summe aller fluoreszierenden Komponenten darstellen. Diese
zerstorungsfrei aufgezeichneten Summenspektren wurden hinsichtlich méglicher Anwendungen in der

gartenbaulichen Praxis untersucht.

Die Fluoreszenzsignale des Apfels und der Erdbeere zeigten ausgeprégte Fluoreszenzintensitéten in einem
Wellenldngenbereich von 400 nm bis 500 nm (blau-griin) und ein zweites Maximum bei ca. 680 nm (rot).
Die Mohre zeigt im Vergleich eine geringere Fluoreszenzintensitét im blau-griinen Wellenlédngenbereich.
Es kann angenommen werden, dass dies bedingt ist durch die im Vergleich geringeren Gehalte an Po-
lyphenolen (hauptsédchlich Chlorogenséure mit einem Gehalt von durchschnittlich 2,3 - 12,1 mg / 100 g
Frischgewicht (HERRMANN, 2001)) sowie den wesentlich hoheren Gehalten an den im Bereich von 400

nm bis 500 nm stark absorbierenden Carotinoiden (BUSCHMANN und GRUMBACH, 1985; STOBER und
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LICHTENTHALER, 1993; RICHTER, 1997). Letztere beeinflussen die Fluoreszenz der Phenolverbindungen

ihren Absorptionscharakteristika entsprechend durch Reabsorptionseffekte (Abb. 4.2.2)

Ein auch in der Absorptionsspektroskopie hdufig verwendeter Ansatz ist es, mit Hilfe von Ableitungen
Extremstellen und somit einzelne Peaks sichtbar zu machen (GREEN und O’HAVER, 1974; ZUDE et al.,
2002; ZUDE, 2003; WULF und ZUDE, 2003a). Wiahrend die erste Ableitung vorwiegend eingesetzt wird,
um Basislinienverschiebung iiber das gesamte Spektrum zu korrigieren, dienen die zweite und weitere
Ableitungen auch der Trennung sich iiberlagernder Fluoreszenzspektren einzelner fluoreszierender Mole-
kiile. Es wird jedoch gleichzeitig messtechnisch bedingtes Rauschen bei der empfindlichen Signaldetekti-
on der schwachen Fluoreszenzstrahlung verstarkt. Mit jeder weiteren Ableitung wird das Signal-Rausch-
Verhiltnis gesteigert (MAESSCHALCK et al., 1999). In den vorliegenden Versuchen stellte die Auswertung
der zweiten Ableitung einen angemessenen Kompromiss in der verbesserten Auflosung der Peaks bei
relativ geringer Rauschverstdrkung dar. Durch diese Methode konnten in dem vorliegenden Versuch bei
Apfel Maxima an den Wellenldngen 415 nm, 450 nm, 480 nm und 680 nm (Abb. 4.2.4) identifiziert wer-
den. Die deutlich hohere Anzahl der unterschiedlichen Fluorophore im blau-griinen Wellenldangenbereich
wird hierdurch jedoch nicht separiert erkannt. Zudem wurden in Folgeversuchen hdufig andere Maxima
gefunden, was durch die unterschiedliche Inhaltsstoffz7usammensetzung jeder einzelnen Frucht bedingt
ist. Neben den fiir bestimmte Fruchtinhaltstoffe charakteristischen Autofluoreszenzen (z.B. von Polyphe-
nolen) kdnnen auch andere Molekiile durch Reabsorptions- und Ldschungseffekte (z.B. Carotinoide,
Anthocyane, etc.) die Fluoreszenzspektren beeinflussen (MORALES et al., 1994; MAY und TAUSCHER,
1998; MEYER et al., 2002). Diese Reabsorptionseffekte fiihren zu einer Intensitétsverringerung des detek-
tierten Fluoreszenzsignals, wodurch die instrumentelle Analyse der phenolischen Verbindungen erschwert

wird.

Im roten Wellenldngenbereich sind in beiden Friichten enthaltene Chlorophylle fiir das Fluoreszenzsignal
verantwortlich. Sie zeigen eine deutliche Emission bei 680 nm (Abb. 4.2.2), absorbieren hingegen sowohl
im Bereich von 400 nm bis 480 nm als auch bei 660 nm (z.B. in Methanol und Ether) (BUSCHMANN und
GRUMBACH, 1985; LICHTENTHALER und RINDERLE, 1988; VON WILLERT et al., 1995; DEELL et al., 1996;
RICHTER, 1997; ANDERSON et al., 1998). Im blau-griinen Wellenldngenbereich fluoreszieren in erster
Linie phenolische Verbindungen (GOULAS et al., 1990; MORALES et al., 1996; LIAKOPOULOS et al., 2001;
MEYER et al., 2002). Die im Apfel nachgewiesene Hydroxyzimtsduren Kaffeesdure und Chlorogenséure
wurden an Standards gemessen und zeigten Maxima in der Fluoreszenzintensitit um 440 nm (Abb. 4.2.3).
Die Chlorophylle reabsorbieren somit die von den Phenolen im blauen Wellenldngenbereich emittierte

Fluoreszenzstrahlung (STOBER und LICHTENTHALER, 1993; MORALES et al., 1994).

Neben der Reabsorption der emittierten Strahlung fluoreszierender Molekiile kann es zudem zu einer
Konkurrenz um das Anregungslicht kommen. In Apfeln und in Erdbeeren agieren die Anthocyane und

Quercetin-Glykoside u.a. durch Absorption als UV-Strahlungs-Blocker (MERZLYAK, 2000; AWAD et al.,
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2001; MEYER et al., 2002; MERZLYAK et al., 2005). Sie absorbieren somit auch das in der Fluoreszenzana-
lytik verwendete Anregungslicht. Als Folge kann weniger Strahlung von den Fruchtfluorophoren absor-
biert werden. Die Gruppe der Anthocyane und weitere Molekiile mit Absorption im Bereich des Anre-
gungslichtes limitieren somit die Anregung der Fluorophore. Da die Fluoreszenzintensitit proportional
mit der Strahlungsintensitit des Anregungslichts zunimmt, verringert sich durch das Vorhandensein von
im UV-Bereich stark absorbierenden Molekiilen die Intensitdt der Fluoreszenzemission (FORSTER, 1951;
SCHWEDT, 1981). Zusétzlich absorbieren die Anthocyane Strahlung im blau-griinen Wellenlédngenbereich
und reabsorbieren wie die Chlorophylle die in diesem Bereich emittierte Fluoreszenzstrahlung. Durch

beide Effekte kommt es zu einer Reduktion der messbaren Fluoreszenzintensitéten.

5.1.2 Monitoring im Lager

Lagerung von Apfeln

Im Verlauf der Lagerung von Apfeln sind die auftretenden Veriinderungen und Intensititsverluste in den
Fluoreszenzspektren auf physiologische und folgend physiko-chemische und bio-chemische Verdnderun-
gen im Fruchtgewebe zuriickzufiihren. Die Bedingungen des Kiihllagers sowie bei Lagerung in kontrol-
lierter Atmosphére (CA) sind in der obstbaulichen Praxis so gewihlt, dass durch niedrige Temperaturen
die Respirationsrate der Friichte reduziert ist und es somit zu einem verlangsamten Stoffwechsel kommt.
Zusitzlich wird durch die verdnderte Atmosphéire mit 1-2 % O, und 2-5 % CO, im CA-Lager die Atmung
weiter vermindert und dariiber hinaus die Ethylenentwicklung limitiert. Die Prozesse der Reifung und
Seneszenz laufen unter diesen Bedingungen vermindert ab, so dass die Produktqualitit vergleichsweise

langsamer abnimmt als im Kiihllager (FRIEDRICH et al., 1986).

In der vorliegenden Arbeit wurden in zwei-jihrigen Versuchen Fluoreszenzspektren wiederholt an Apfeln
wihrend der Lagerung aufgezeichnet. Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde hierbei fiir die Daten-
auswertung der zerstorungsfrei aufgezeichneten Apfelfluoreszenzspektren eingesetzt. Mit dieser Methode
werden die komplexen spektralen Datensitze auf wenige, die grofite Varianz im Datensatz erklarenden
Faktoren reduziert. Das fiir den Einsatz der qualitativen Bewertung von Gartenbauprodukten im Nachern-
te- und Verarbeitungsprozess erarbeitete Modell der PCA soll dabei auf eine moglichst geringe Anzahl an
Hauptkomponenten reduziert werden, die reproduzierbar einen mdglichst hohen Anteil der Varianz des
Datensatzes abdecken. Ziel war anhand der graphischen Interpretation der Daten Riickschliisse auf die
Verdnderungen der Produkte im Nachernteprozess zu ziehen. Am Beispiel von in kontrollierter Atmo-
sphére gelagerten Apfeln wurden unterschiedliche Signalvorverarbeitungsmethoden fiir die Hauptkompo-
nentenanalyse getestet. Die Autoskalierung iiber die Proben (AUTOp) ist vor allem eine Moglichkeit Da-
ten mit unterschiedlichen Einheiten in einem Kalibriermodell zu betrachten, wobei ihre Wertigkeit
angeglichen wird. Zudem fithrt AUTOp zu einer Verstirkung des Rauschens einer Variablen mit geringer
Standardabweichung (WISE et al., 2003). Die Mittelwertzentrierung iiber die Proben (MZp) fiithrte zu der
deutlichsten Trennung der Daten der gelagerten von denen der ungelagerten Apfel durch die Verschie-

bung des Schwerpunkts bezogen auf den Ursprung im Datenraum (Abb. 4.2.9). Bei Spektren, die alle
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dieselbe Einheit besitzen, ist die MZp vorteilhaft, da davon auszugehen ist, dass Variablen (Wellenldngen)
mit groBBen Variationen wichtiger fiir die Dateninterpretation sind, als solche mit kleineren Verédnderungen
und sie dementsprechend nicht in ihrer Wertigkeit reduziert werden sollten (WISE und GALLAGHER,
1998). Fiir die qualitative Auswertung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist die Derivativspektro-
skopie als Vorverarbeitungsmethode fiir die Hauptkomponentenanalyse nicht geeignet, da die Verstarkung

des Rauschens die positiven Effekte iiberwiegt.

Wihrend der Reifung und der anschlieBenden Seneszenz werden im Apfelgewebe die Chlorophylle abge-
baut. Dies geschieht unabhéngig von der Lagervariante, wird durch die Lagerung in kontrollierter Atmo-
sphére jedoch im Vergleich zur Kiihllagerung verlangsamt. Die im roten Wellenlédngenbereich auftretende
Reduktion des Fluoreszenzsignals ist daher dem alterungsbedingten Abbau der bei 680 nm fluoreszieren-
den Chlorophylle zuzuschreiben (WULF et al., 2003a, 2003b). Zusédtzlich kommt es zu einer spektralen
Verschiebung der maximalen Intensitit der Fluoreszenzemission. Diese resultiert aus der Umwandlung
des Chlorophylls zu Abbauprodukten (MATILE et al., 1999), die in hoheren Wellenléngen fluoreszieren
(French et al., 1956; LOPEZ-AYERRA et al., 1998) und am Ende nicht mehr fluoreszenzfahig sind (DANGL
et al., 2000) und durch Veranderungen der Zellstruktur (vor allem Abbau der Chloroplasten und der D2-
Komplexe) sowie die dadurch bedingte Anderung des pH-Wertes.

Diese Verdnderungen treten bei einer Anregung mit Strahlung im blauen Wellenldangenbereich (488 nm)
deutlich in Erscheinung (Abb. 4.2.11) und werden bei mit UV-Strahlung angeregten Spektren nur be-
grenzt erfasst. Folglich zeigen die mit der Hauptkomponentenanalyse erarbeiteten Modelle vor allem der
mit 337 nm angeregten Fluoreszenzspektren kiihlgelagerter Apfel kaum Verinderungen im roten Wellen-

langenbereich, obwohl der Chlorophyllabbau hier deutlich stirker ausgeprégt ist als bei der CA-Lagerung.

Der Gehalt an in Apfeln enthaltenen Hydroxyzimtsiuren, die eine blaue Fluoreszenz emittieren, oder an
Flavonoiden, die vor allem im gelb-orangen und teilweise im griin-gelben Wellenlédngenbereich fluores-
zieren (MORALES et al., 1996; MAY und TAUSCHER, 1998; LUDEKER et al., 1999), wird im Laufe der La-
gerung beider Lagervarianten hingegen nicht signifikant verdndert, wie Versuche an den Sorten 'Jonagold'
und 'Elstar' zeigten (AWAD und DEJAGER, 2000b). Somit ist die Fluoreszenzintensitidtszunahme im blau-
griinen Wellenlingenbereich der gelagerten Apfel im Vergleich zu den frisch geernteten nicht auf einen
erhohten Gehalt der Polyphenole zuriickzufiihren. Vielmehr kann dieser Intensititsanstieg auf die Reduk-
tion der Chlorophylle und die dadurch bedingten Verminderung der Reabsorptionseffekte zuriickgefiihrt
werden. Ein Einfluss auf das Fluoreszenzsignal ist auch durch Verinderungen von Gewebe- und Zell-
strukturen zu erwarten. Nach viermonatiger Kiihllagerung bei Apfeln der Sorte 'Elstar' kommt es zu ei-
nem Zerfall des Zellgefiiges, so dass sich die Inhaltsstoffe der Zellwande mit denen der Vakuolen vermi-
schen (TIJSKENS und DE JAGER, 1999; VERAVERBEKE, 2001). Das kann wiederum zu einer Verdnderung
des pH-Wertes des das Fluorophor umgebenden Milieus fithren, welche eine Wellenldngenverschiebung

und/oder Fluoreszenzintensititsverdnderungen auch im blau-griinen Bereich des Spektrums zur Folge hat.
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Neue fluoreszierende Verbindungen kénnen gebildet sowie Fluorophore abgebaut werden. Dariiber hinaus
konnen als Folge der Zellstrukturverdnderungen verdnderte Streueigenschaften moglicherweise auch

einen Einfluss auf das detektierte Signal haben.

Die Gehalte an Anthocyanen und Carotinoiden, die ebenfalls durch Reabsorptionseffekte auf die Fluores-
zenzintensitit im blau-grilnen Wellenlédngenbereich Einfluss nehmen koénnen, unterliegen wéhrend der
Lagerung der Apfel beider Lagervarianten nur geringfiigigen Veriinderungen (FRIEDRICH et al., 1986;
LEJA et al., 2003; AWAD und DE JAGER, 2003). Andererseits war der Filtereffekt der Anthocyane fiir das
Monitoring im Lager unerheblich. Trotz der zu erwartenden Beeinflussung der Fluoreszenzspektren be-
dingt durch die Reabsorptionseffekte der erhohten Anthocyangehalte in der roten Fruchtschale, konnten

mit Hilfe der PCA die gleichen Verinderungen ermittelt werden, wie auf der griinen Seite der Apfel.

Die erhohte Streuung der Fluoreszenzspektren zum Zeitpunkt der Einlagerung kann durch die ausgepréag-
te Varianz in der Reifestufe von frisch geernteten Friichten erklart werden. Wahrend der Lagerung gehen
die Friichte dann in eine langanhaltende Phase gleichbleibender Reife iiber, so dass sie sich zu einem
Zeitpunkt alle in einem &hnlichen Reifstadium befinden (HERTOG, 2004). Nach zwei Monaten konnte
demzufolge in beiden Lagervarianten eine Abnahme der Varianz im Datensatz mit Hilfe der Fluoreszenz-
spektroskopie festgestellt werden (Abb. 4.2.9, 4.2.12, 4.2.14 und 4.2.15). Mit zunehmender Lagerungs-
dauer treten die Friichte aus dieser Ruhephase aus und es setzten verstirkt Seneszenzreaktionen ein. Die
erneute Zunahme der Varianz im Datensatz ist in den Abb. 4.2.14 und 4.2.15 am Beispiel der Kiihllage-

rung dargestellt (TIJSKINS und DE JAGER, 1999, HERTOG, 2004; HERTOG et al., 2005).

Lagerung von Moéhren

Die kommerzielle Lagerung von Mohren erfolgt als Kiihllagerung bei 0°C bis 4°C (KRUG et al., 2002).
Bei hoheren Temperaturen und ggf. einhergehend verminderter relativer Luftfeuchte tritt neben einem
erheblichen Wasserverlust vor allem verstirkter Abbau der enthaltenen Carotinoide ein (LEE, 1986;
DESOBRY et al., 1998). Die dargestellten Ergebnisse zeigen dementsprechend eine deutliche Verschiebung
der bei Raumtemperatur gelagerten Méhren im Datenraum, hingegen unterschieden sich die Punktwolken
der Lagervarianten mit 0°C oder 4°C kaum. Die Intensitdtszunahme der Fluoreszenz im blau-griinen
Wellenldngenbereich bei erhohter Temperatur ist durch den vermindernden Reabsorptionseffekt der ab-
nehmenden Carotinoid-Gehalte zu erkldren (WULF et al., 2004). Die Loadings zeigen, dass PC2 zusétz-
lich die Varianz von Verdnderungen im Wellenldngenbereich um 550 nm abdeckt, indem das in den Moh-
ren enthaltene Riboflavin fluoresziert (Abb. 4.2.18). Es wird angenommen, dass dieses Vitamin B
wihrend der Lagerung abgebaut wird. Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse wurde demnach die Ver-
anderungen des in wesentlich geringeren Gehalten vorkommenden Vitamin B im Vergleich zu den Caroti-

noiden (TREADWELL und METZLER, 1972; HERRMANN, 2001) in die Datenauswertung mit einbezogen.
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5.1.3 Schlussfolgerung

Der aus der Absorptionsspektroskopie stammende Ansatz, mit Hilfe der Ableitungen einzelne Peaks in
den Fluoreszenzspektren sichtbar machen zu kdnnen, konnte fiir die Fluoreszenzspektroskopie an intakten
gartenbaulichen Produkten im Rahmen der Hauptkomponentenanalyse (PCA) nicht bestdtigt werden. Mit
Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie und der PCA als Methode der Datenauswertung ist es jedoch mog-
lich, Verdnderungen von Gartenbauprodukten im Lager zu erfassen. Der Einsatz der Hauptkomponenten-
analyse erscheint jedoch weniger angebracht fiir die Erarbeitung allgemeingiiltiger Lagerungs-Modelle,
da spezifische Produktverdnderungen von der Vielzahl komplexer kaum reproduzierbarer Verdanderungen

iberdeckt werden. Zur Interpretation von einzelnen Datensitzen ist die Methode hingegen geeignet.

Die Loadings der Hauptkomponentenanalyse lassen bereits erste Schliisse auf die Verdnderungen einzel-
ner Fruchtinhaltsstoffe zu. Fiir die Qualititsbestimmung von Gartenbauprodukten ist eine quantitative
Inhaltsstoffbestimmung eine notwendige Voraussetzung. Die bereits erwéhnten Reabsorptions- und L6-
schungseffekte bestimmter Fruchtpigmente (z.B. Carotinoide, Chlorophylle, Anthocyane) auf die Eigen-
fluoreszenz weiterer Fruchtinhaltsstoffe (z.B. Phenole) sind dabei in der quantitativen Auswertung einzel-

ner Inhaltsstoffe zu beriicksichtigen.
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5.2 Quantitative Fluoreszenzanalyse

Das mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie aufgezeichnete Fluoreszenzspektrum besteht aus der Summe
der Einzelspektren aller in Losung bzw. in den Friichten enthaltenen fluoreszierenden Molekiile. Aber
auch Reabsorptions- und Loschungseffekte beeinflussen das Fluoreszenzspektrum und fiihren zu Veréin-
derungen in Lage und Intensitét der substanzspezifischen Fluoreszenzmaxima. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die durch physiologische Reaktionen in den Gartenbauprodukten bedingten
qualitativen und quantitativen Verdnderungen der Inhaltsstoffe wihrend der Lagerung die Fluoreszenz-
spektren beeinflussen. Anhand von in Apfeln und Erdbeeren enthaltenen phenolischen Verbindungen
(HERRMANN, 2001) konnten zudem in Lésungen von Phenolstandards und Fruchtextrakten Wechselwir-
kungen der Produktinhaltsstoffe und der messbaren Fluoreszenz gezeigt werden (Abb. 4.3.2, 4.3.3, 4.3.4,
4.3.5) (WULF et al., 2005). Neben dem in Losungen von Reinstsubstanzen nachgewiesenen wechselseiti-
gen Einfluss der einzelnen Phenole auf das Fluoreszenzsignal ist bei der in vivo Analyse am lebenden
Produkt jedoch von einer groBeren Anzahl auf das System einwirkender Faktoren auszugehen, die eine
quantitative Bestimmung einzelner Inhaltsstoffe erschweren. Dabei kdnnen autofluoreszierende Produkte
durch Reabsorptions- und Uberlagerungseffekte das Fluoreszenzsignal der zu untersuchenden Molekiile
storen. Zudem konnen aber auch nichtfluoreszierende Inhaltsstoffe die emittierte Fluoreszenz reabsorbie-
ren. Eine Moglichkeit diese Effekte zu beriicksichtige ist es, Reflexionsmessung zur Korrektur des Fluo-
reszenzsignals einzusetzen, wie dies bereits in einigen Arbeitsgruppen erfolgreich untersucht wurde
(GITELSON et al., 1998; LOHMANNSROBEN und SCHOBER, 1999; RAMOS und LAGORIO, 2004). Um den
Einfluss von Reabsorptionseffekten auf die Fluoreszenzanalyse zu priifen, wurden in der vorliegenden
Arbeit Verbriunungsreaktionen an geschnittenen Apfeln untersucht. An dem sichtbar verbriunenden
Fruchtgewebe wurden parallel zu den Fluoreszenzspektren Reflektionsspektren an derselben Gewebepar-

tie aufgezeichnet.

5.2.1 Verbraunungsreaktionen

Die Daten zur Verbraunungsrate am Apfel zeigen, dass eine deutliche Abnahme der Fluoreszenzintensitét
im blau-griinen Wellenldngenbereich stattfindet (Abb. 4.3.7). Dies ist nur teilweise durch eine tatsdchliche
Abnahme der fluoreszierenden Inhaltsstoffe bedingt (Tab. 4.3.4). Durch die Akkumulierung polymerisier-
ter phenolischer Verbindungen finden Verdnderungen der Absorptionseigenschaften an der Schnittfliche
statt, die als Verbraunung sichtbar werden. Sie sind auf eine sehr breite Absorption im Bereich von 400
nm bis 550 nm zuriickzufiihren. In diesem Wellenldngenbereich kommt es zu einer Reabsorption der
emittierten Strahlung. Beriicksichtigt man diese Reabsorptionseffekte in der Fluoreszenzanalyse, wird
deutlich, dass es nach dem Schnitt nur zu geringen Veranderungen der im blau-griinen Wellenlédngenbe-
reich auf die Fluoreszenz einwirkenden Molekiile kommt. In erster Linie tritt hingegen nach dem Schnei-
den des Apfels eine Abnahme der Chlorophyllfluoreszenz im roten Wellenldngenbereich ein (SANDERS et
al., 2005). Die blau-griine Fluoreszenz wird zum einen bedingt durch einen Abbau von phenolischen
Molekiilen, die als Substrat fiir die Polyphenoloxdase (PPO) dienen. Die PPO haben dabei eine Affinitét
gegeniiber den Hydroxyzimtsiuren wie z.B. der Chlorogensiure in Apfeln. Es ist jedoch zu beachten,

dass geringe Unterschiede in der Struktur den Reaktionsgrad des Substrates mit der PPO bestimmen
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(CORSE, 1964). SHANNON und PRATT (1967) zeigten, dass in Apfeln Dihydroquercetin als Substrat von
der Polyphenoloxidase verwendet wird, nicht aber Quercetin. Auf der anderen Seite haben die neu gebil-
deten phenolischen Stoffe (z.B. 0-Quinone) ebenfalls einen Einfluss auf das Spektrum im Bereich von
400 nm bis 550 nm (MURATA et al., 1995; NICOLAS et al., 1994). Es ist anzunehmen, dass das sich einstel-
lende Gleichgewicht zwischen dem Abbau und der Bildung phenolischer Substanzen die Ursache fiir die

nur geringe Verdnderung in der Fluoreszenzemission darstellt.

5.2.2 Kalibrierung

Die Interaktionen der Fruchtinhaltsstoffe fithren zu Reabsorptions- und Fluoreszenzldschungseffekten, die
das Fluoreszenzsignal erheblich beeinflussen. Diese Einflussfaktoren miissen in der quantitativen Fluo-
reszenzanalyse beriicksichtigt werden. Bei den hohen Gehalten an Fruchtpigmenten (z.B. Carotinoide,
Chlorophylle, Anthocyane) in Apfel und Erdbeere, die in breiten Wellenldngenbereichen absorbieren, ist
eine Beeintrachtigung des messbaren Fluoreszenzsignals anzunehmen. Die Reabsorptions- und Fluores-
zenzldschungseffekte auf die Fluoreszenz einzelner Inhaltsstoffe von Obst und Gemiise wurden jedoch

bislang nicht detailliert untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden Kalibriermodelle zur zerstdrungsfreien Bestimmung von Fruchtpo-
lyphenolen an Apfel und Erdbeeren erarbeitet. Dafiir wurden parallel zu den Fruchtfluoreszenzspektren
mit Hilfe der Hochdrucksfliissigkeits-Chromatographie (HPLC) die Phenolgehalte der Friichte gemessen.
Um die mittels HPLC-Analysen an den Apfeln bei einer UV-Detektion von 325 nm gemessenen einzel-
nen Substanzen bestimmen zu konnen, wurden Standards gemessen und sowohl deren Retentionszeiten
als auch deren Absorptionsspektren mit denen der Apfelproben verglichen. Die Standards sind meist
Aglykone, wihrend in der Frucht selbst selten die reinen Formen sondern meist an Zucker gebundene
Derivate (Glykoside) vorkommen (TREUTTER, 2001). Diese weisen in der Regel ein dem Aglykon &hnli-
ches Absorptionsspektrum auf, kénnen aber, je nachdem ob sie in frans- oder in cis-Form vorliegen, doch
unterschiedliche Absorptionseigenschaften aufzeigen. Zudem werden die Glykoside meist zu etwas friihe-
ren Retentionszeit detektiert (ROMMELT, 2002; RUHMANN, 2005). Da die Absorptionsspektren von Kaf-
feesdure denen anderer Hydroxyzimtséduren wie bspw. Chlorogensdure sehr dhnlich sehen, wurde dieser
Inhaltsstoff in der vorliegenden Arbeit als Hydroxyzimtsdurederivat bezeichnet. Es wird angenommen,
dass es sich um ein Chlorogen- bzw. Kaffeesidurederivat handelt. Bei der Erdbeere konnte die Hydroxy-

zimtsiure hingegen als p-Cumaroyl-Glucose identifiziert werden.

Fiir die Kalibriermodelle wurde die etablierte Methode der partial least squares (PLS) Regressionsanaly-
se zur Bestimmung einzelner Inhaltsstoffe am Beispiel zerstorungsfrei gemessener Fluoreszenzspektren
und chromatographisch ermittelter Phenolgehalte von Apfel und Erdbeere eingesetzt. Dieses mathemati-
sche Verfahren wurde bereits vielfach in der Absorptions- bzw. Reflexionsspektroskopie an Pflanzen wie
z.B. an Weizen (JARMER et al., 2003) und an intakten Friichten wie z.B. Apfeln (LAMMERTYN et al., 2000;

PEIRS et al., 2000; PEIRS, 2002) und in letzter Zeit auch in der Fluoreszenzspektroskopie an verarbeiteten
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Produkten wie z.B. Olivendl (CHEICKHOUSMANN et al., 2005) erfolgreich angewendet. Dariiber hinaus
wurden in der vorliegenden Arbeit mathematische Datenvorverarbeitungsmethoden erprobt, um die kom-
plexen Zusammenhénge der zerstdrungsfreien Fluoreszenzspektroskopie in gartenbaulichen Produkten in

die Kalibrierung einbauen zu kénnen.

Bei der partial least squares Regressionsanalyse handelt es sich um eine lineare Regression. Die mogli-
cherweise in den Datensétzen auftretenden Nichtlinearititen konnen dabei als systematische Fehler in das
Modell einflieen. Die PLS Regression ist jedoch im Vergleich zu nichtlinearen Verfahren wie bspw. den
Neuronalen Netzwerken (artificial neuronal networks, ANN) schneller und liefert akkurate Modelle fiir
die Inhaltsstoffanalyse gartenbaulicher Produkte mittels zerstorungsfreier optischer Methoden (GELADI et
al., 1996; DARDENNE et al., 2000; ESTIENNE et al., 2004), die durch Anwendung von ANN in verschiede-

nen Versuchsreihen nicht verbessert werden konnen (MILLER und ZUDE, 2004).

Auf dem fiir den Apfel ausgewdhlten Beispieldatensatz des Hydroxyzimtsaurederivats und fiir Erdbeeren
anhand des Gehalts von p-Cumaroyl-Glucose wurden verschiedene Signal- und Datenvorverarbeitungs-
methoden auf Reinspektren angewendet. Eine geeignete Vorverarbeitung sollte zu einer Verbesserung der
Kalibrierung durch eine Erhdhung des BestimmtheitsmaBies (#2.) und eine gleichzeitige Reduktion des
Fehlers in der Kreuzvalidierung (rmsecv) beitragen. Um die optimale Anzahl latenter Variablen (LV) fiir
die Kalibriermodelle zu ermitteln, wurde die Kreuzvalidierung auf zusammenhingenden Blocken ange-
wendet. Dabei gab es bei den relativ kleinen Datensitzen (n = 43 bzw. n = 32) keine auffilligen Unter-
schiede in den Modellen durch die Auswahl der BlockgroBe. Die Nutzung von Blocken als Kalibrier-
Datensétze und Test-Datensdtze wurde vorgezogen, da sie Verschiebungen im Datensatz wie bspw. einen
Temperaturanstieg wahrend der Messung beriicksichtigt. Somit erliegen die Modelle weniger der Gefahr
des overfittings. Die leave-one-out Methode, die jeweils jede Probe (i) einzeln auf den Rest der Datenmat-

rix (X-i) testet ist hingegen besonders anfallig fiir overfitting (CAMO, 2001).

Bei den Signalvorverarbeitungsmethoden fiihrte die Autoskalierung iiber die Proben (4UTOp) sowohl in
den Apfel- als auch bei den Erdbeerfluoreszenzspektren zu den besten Ergebnissen mit hohen Bestimmt-
heitsmaflen der Kalibrierung und gleichzeitig geringen Fehlern in der Kreuzvalidierung (Tab. 4.4.1)
(WULF et al., 2006). Der Ansatz durch die Signalvorverarbeitung mit der Mittelwertzentrierung tiber die
Proben (MZp) die Wertigkeit in den Variablen (Wellenldngen) beizubehalten scheint sich jedoch in der
Kalibrierung negativ auszuwirken, was in den erhdhten Fehlern in der Kreuzvalidierung zu erkennen ist.
Bei PLS werden zur Berechnung der Kalibriermodelle nicht nur die Fluoreszenzspektren (mit einer mog-
lichst groBen Varianz), sondern auch die Phenolgehalte (mit einer maximierten Kovarianz zur spektralen
Datenmatrix) mit einbezogen. Eine Ursache fiir die geringeren rmescv-Werte in den Kalibiermodellen
nach AUTOp konnte sein, dass die Wertigkeit der Wellenlédngen durch Informationen in den Fluoreszenz-
spektren iiberlagert wird, die nicht fiir den zu bestimmen Phenolgehalt relevant sind. Bei den Apfeln wird

die Fluoreszenzintensitit entlang der Wellenldngen bei den Rohdaten durch die Unterschiede der Sonnen-
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und der Schattenseite der Friichte bestimmt (MAY und TAUSCHER, 1998). Die Wertigkeiten in den Wellen-
lange, die bei MZp beibehalten werden, basieren demnach vielmehr auf den unterschiedlichen Fluores-
zenzintensitdten bedingt durch die Messung auf der griinen und der roten Apfelschale als auf dem Gehalt
des Hydroxyzimtsdurederivats. Durch das Angleichen der Wertigkeit der Variablen konnten die nicht
relevanten Intensitdtsunterschiede reduziert werden. Diese Hypothese wird bestétigt durch die besseren
Ergebnisse der Kalibriermodelle auf den mit der direkten orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) vorver-
arbeiteten Fluoreszenzspektren (Tab. 4.4.7). Hier sind bei gleichem Bestimmtheitsmal3 der Kalibrierung
nach MZp die Fehler in der Kreuzvaldierung jeweils geringer als nach AUTOp. Die Wellenlangenwertig-
keit beizubehalten ist hierbei vorteilhafter, da die fiir den Gehalt der Hydroxyzimtsdure nichtrelevante

Information bereits aus den Fluoreszenzspektren entfernt wurde.

Die Vor- und Nachteile der Vorverarbeitungsmethoden der Glattung und der Derivativspektroskopie wur-

den bereits im Zusammenhang der Auswertung der Lagerversuche vorgestellt.

Die Daten vorab mittels PCA auf wenige Faktoren zu reduzieren und somit hohere Bestimmtheitsmalie
und geringere Fehler in der Kreuzvalidierung zu erhalten wird bei der Anwendung der Hauptkomponen-
tenregression (PCR) angestrebt. Da die partial least squares Regressionsanalyse diesen Schritt der Da-
tenvorverarbeitung bereits beinhaltet und sowohl die spektralen Daten als auch die Phenolgehalte von
Beginn an in die Berechnung des Modells mit einbezogen werden, wurde auf die Auswertung mit Hilfe

der PCR verzichtet.

Bei dem Kalibriermodell, das auf den Messungen an den Apfelfriichten basiert, lag ein geringes Be-
stimmtheitsmaB (2. = 0,40) vor. Dies erscheint plausibel, da nur ein geringer Anteil der Varianz im Gehalt
des Hydroxyzimtsaurederivats (y) im Modell enthalten ist. Zudem deuten die Loadings des Kalibriermo-
dells nach AUTOp auf eine Dominanz der Chlorophyllfluoreszenz im roten Wellenldngenbereich hin
(Abb. 4.4.3). Das Kalibriermodell wurde demnach hauptséchlich auf der Varianz der Chlorophyllfluores-
zenz aufgebaut. Die an Standardlosungen gemessenen Fluoreszenzspektren verschiedener Hydroxyzimt-
sduren sowie Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (LICHTENTHALER et al., 1996; LANG et al., 1996;
GOULAS et al., 1990; MORALES et al., 1996; LIAKOPOULOS ET AL., 2001; MEYER et al., 2002) zeigen je-

doch eine Fluoreszenz im blau-griinen Wellenldngenbereich.

Im Vergleich dazu wurde bei den Loadings der auf den Erdbeerfluoreszenzspektren basierenden Kalib-
riermodelle und dem Hydroxyzimtsduregehalt der p-Cumaroyl-Glucose keine Dominanz der Chlorophyll-
fluoreszenz festgestellt (Abb. 4.4.4). Da die Gewichtung der spektralen Variablen in einem Wellenlédngen-
bereich von 400 nm bis 650 nm liegt, sind die fiir die Hydroxyzimtséduren charakteristischen blau-griinen

Bereiche im Modell erfasst (MORALES et al., 1996; ROMMELT, 2002).
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Um den zuvor erwihnten dominanten Einfluss des Chlorophylls aus dem Kalibriermodell der Apfel und
ihres Gehalts an Hydroxyzimtsdurederivat auszuschlieBen, wurde der Wellenldngenbereich auf den fiir die
Fluoreszenz der Chlorogen- bzw. Kaffeesdure charakteristischen Bereich eingekiirzt. Die Nutzung eines
reduzierten Wellenldngenbereichs zwischen 400 nm und 500 nm fiir die Kalibrierung fiihrte weiterhin zu
hohen Fehlern in der Kreuzvalidierung und geringem Bestimmtheitsmal3. Die schlechteren Ergebnisse
beruhen vor allem auf den Unterschieden des Fluoreszenzsignals der griinen und der roten Seite der
Frucht. In dem Modell kdénnen zwar iiber 90 % der Varianz in den Spektren erklért werden, diese ist je-

doch unabhéngig von Gehalt des Hydroxyzimtséurederivats (Tab. 4.4.6).

Eine geeignetere Methode der Wellenldngenselektion stellen die genetischen Algorithmen (GA) dar. Sie
dienen dazu, weniger komplexe und vorhersagekréftigere Kalibriermodelle erarbeiten zu konnen, indem
nur die fiir die Vorhersage eines bestimmten Parameters der Proben relevanten Wellenlédngen herausgefil-
tert werden (LEARDI et al., 1992; LEARDI, 1994, 1996, 2000; JOUAN-RIMBAUD et al., 1995a, 1995b;
Lucasius und KATEMAN, 1993; HIBBERT, 1993; YEE und COGHILL, 2002). Das ermdglicht eine auf be-
stimmten Wellenldngen eingeschriankte fluoreszenzspektroskopische Messung der Friichte und kann so-
mit zu einer akzentuierteren und schnelleren Messung der Einzelproben in der Praxis beitragen. Mit Hilfe
von G4 ist es demnach mdoglich, statt geschlossener Wellenldngenbereiche einzelne, fiir das Kalibriermo-
dell wesentliche Wellenldngen auszuwéhlen, und somit gezielt die spezifischen Inhaltsstoffe der garten-
baulichen Produkte in den Fluoreszenzspektren zu erfassen. Die erhdhten Bestimmtheitsmafie des Kalib-
riermodells und die geringeren rmsecv-Werte nach Wellenldngenselektion mit GA im Vergleich zu der
reinen PLS Regression mit Autoskalierung lassen sich vor allem durch den hoheren Anteil der Varianz des
Phenolgehalts und der erhohten Anzahl latenter Variablen (n = 3), die fiir die Kalibrierung verwendet
wurden, erkldren. Der neu ausgewéhlte Spektralbereich wurde dennoch zu stark in den roten Wellenldn-
gen verlagert, so dass die Chlorophyllfluoreszenz in den Modellen nach wie vor dominierte. Im blau-
griinen Wellenldngenbereich der Apfelfluoreszenzspektren wurden die fiir das Hydroxyzimtsédurederivat
relevanten Informationen von der fruchtschalenbedingten Varianz der griinen und der roten Seite iiberla-
gert. (MAY und TAUSCHER, 1998). Bei den Erdbeeren zeigen die Ergebnisse der Wellenldngenselektion
hingegen bereits einen Bezug zu dem fiir die Hydroxyzimtsduren an Standards ermittelter charakteristi-

schen blau-griinen Wellenldngenbereich.

Um die unerwiinschte Varianz bedingt durch den erhohten Anthocyangehalt in den Apfelfruchtschalen auf
der Sonnenseite im Vergleich zu griinen Fruchtschale aus dem spektralen Datensatz zu entfernen, wurde
die Methode der direkten orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) mit der von WESTERHUIS et al. (2001)
vorgeschlagenen Anzahl von maximal zwei DOSC-Faktoren und einer Toleranz von 0,001 zur Berech-
nung der Pseudoinversen angewendet. Durch die Vorverarbeitung der Apfelfluoreszenzspektren mit
DOSC konnte die Varianz, die durch die griine und rote Seite der Apfelfriichte bestimmt wurde, im Fluo-
reszenzsignal entfernt werden. Dass diese Information fiir den Gehalt an dem Hydroxyzimtsdurederivat in
den Friichten nicht relevant ist, wird durch den Vergleich der Mittelwerte der Gehalte und deren Stan-

dardabweichungen deutlich, die sich auf der griinen und der roten Seite nicht wesentlich unterscheiden
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(Tab. 4.4.6). Hingegen macht die Darstellung der anhand der Fluoreszenzspektren mit Hilfe der Haupt-
komponentenanalyse ermittelten Scores-Daten deutlich, dass das Fluoreszenzsignal auf beiden Seiten der
Frucht erheblich unterschiedlich ist (Abb. 4.4.6). Diese Unterschiede sind demzufolge unabhéngig vom

Gehalt des Hydroxyzimtsédurederivats.

Bei den Erdbeeren fiihrte der bereits visuell wahrnehmbare Unterschied des Anthocyangehalts der unter-
schiedlich reifen Friichte zu einer Uberlagerung der Information der p-Cumaroyl-Glucose in den Fluores-
zenzspektren. Die anthocyanbedingten Reabsorptionseffekte in den Fluoreszenzspektren konnten mit
Hilfe von DOSC korrigiert werden und an den Gehalt der p-Cumaroyl-Glucose angepasst werden (Abb.
4.4.11, Tab. 4.4.8). Ahnliche Ergebnisse fiir die Anwendung der orthogonalen Signalkorrektur (OSC) im
Vergleich zu anderen Vorverarbeitungsmethoden wurden auch in weiteren Arbeitsgruppen gefunden (QuU

et al., 2005).

Zur Uberpriifung der Methode der direkten orthogonalen Signalkorrektur, wurden die DOSC-korrigierten
Fruchtfluoreszenzspektren nochmals mit Hilfe der genetischen Algorithmen auf die fiir die Kalibriermo-
delle verwendeten Wellenldngen getestet. Es wurde deutlich, dass der Abzug der anthocyanbedingten
Einflisse auf die Apfelfluoreszenzspektren nach Wellenldngenselektion in dem fiir die Fluoreszenz der
Chlorogen- bzw. Kaffeesédure charakteristischen spektralen Bereichs lag. Letztendlich wurde das Modell
auf den blau-griinen Wellenldngenbereich konzentriert. Das beruht auf der Tatsache, dass, nachdem die
storenden Einfliisse der spektralen Varianz der roten und griinen Seite der Friichte entfernt wurden, diese
die relevanten Informationen fiir die Auswahl geeigneter Wellenldngen nicht mehr iiberlagerten. Die Er-
gebnisse wurden durch die Wellenldngenselektion auf den mit DOSC vorverarbeiteten Kalibriermodellen

an den Erdbeeren bestétigt.

5.2.3 Validierung

Gartenbauliche Produkte zeichnen sich durch eine ausgeprigte Varianz in ihren Gehalten und ihrer Zu-
sammensetzung von Inhaltsstoffe aus. Diese kdnnen sowohl durch pflanzenphysiologische Umbauprozes-
se wihrend der Reifung als auch durch externe Einfliissen wie z.B. Klimabedingungen hervorgerufen
werden. Fiir die Beurteilung der Qualitit der Kalibriermodelle fiir den Einsatz der zerstérungsfreien Fluo-
reszenzanalyse von Obst und Gemiise in der Praxis ist es notwendig, die Modelle mit Hilfe eines unab-
hiéingigen neuen Datensatzes zu testen. Ublicherweise werden als Bewertungskriterien von Kalibrierungen
auf der Basis von zerstorungsfreien Analysen das BestimmtheitsmaB (r.°) und der Fehler in der Kreuzva-
lidierung herangezogen. Das heifit, es wird fiir die Validierung der erarbeiteten Kalibriermodelle ein zu-
sammenhédngender Probensatz in ein Kalibrier- und ein Test-Set aufgeteilt (WESTERHUIS et al., 2001). Nur
wenige Studien haben fiir die Bewertung eine Erprobung an einem unabhingigen Datensatz durchgefiihrt

(HERTOG et al., 2005).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die an Erdbeeren fiir den Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose erarbeiteten
Modelle mit Hilfe von weiteren Friichten, die zu einem spéteren Zeitpunkt in der Erntesaison gepfliickt
wurden, getestet. Um Aussagen iiber die Qualitit eines Modells treffen zu kdnnen, wird der Fehler in der
Validierung (rmsep) berechnet, der erklért in wieweit das Kalibriermodell auf neue, unabhéngige Daten-
sdtze angewendet werden kann (WISE und GALLAGHER, 1998; SUNDBERG, 1999; K0zAK und KOZAK,
2003). Dabei kann der Validierungsfehler nicht unabhéngig von den Bestimmtheitsmaflen der Validierung

(%) betrachtet werden, da geringe Korrelationen schlechten Kalibriermodellen entsprechen.

Die Modelle, die mit Hilfe der Signalvorverarbeitungsmethoden (hier am Beispiel von MZp und AUTOp
dargestellt) erarbeitet wurden, zeigten bereits in der Kalibrierung geringere Bestimmtheitsmafie und hohe-
re Fehler in der Kreuzvalidierung als die von DOSC-vorverarbeiteten spektralen Daten (Tab. 4.5.2 und
4.5.3). Mit Hilfe der Glattung, Derivativspektroskopie oder Normierung war es nicht moglich die Reab-
sorptionseffekte aus den Fluoreszenzspektren zu filtern. Erst nach Entfernung von zum Phenolgehalt
orthogonal stehenden Informationen aus den spektralen Datensidtzen nach der Methode der direkten or-
thogonalen Signalkorrektur von WESTERHUIS et al. (2001) konnten Kalibriermodelle mit hohen Be-
stimmtheitsmafen in der Kalibrierung (2. > 0,90) und gleichzeitig geringen Fehlern in der Kreuzvalidie-
rung (rmsecv < 20 %) errechnet werden. Die Test-Set-Valdierung auf einem unabhédngigen Datensatz
bestitigte diese Ergebnisse. Fiir die auf DOSC-vorverarbeiteten Fluoreszenzspektren erarbeiteten Modelle
konnten hohere r,>--Werte und geringeren Fehler in der Validierung ermittelt werden. Ein Fehler der Vali-
dierung von iiber 50 % deutet jedoch darauf hin, dass auch mit Hilfe von DOSC nicht alle Variablen in
den Fluoreszenzspektren erfasst werden konnten, die einen stérenden Einfluss auf den Gehalt an p-

Cumaroyl-Glucose haben.

Um eine Verminderung der stérenden Einfliisse von Reabsorptionseffekten in der spektralen Datenmatrix
zu erreichen, wurde im Folgenden untersucht, ob eine Korrektur der Fluoreszenzspektren mit Hilfe der
parallel gemessenen Reflexionsspektren zu einer Verbesserung der Kalibriermodelle fithrt. Am Beispiel
der Verbraunungsreaktion am geschnittenen Fruchtmaterial wurde bereits gezeigt, dass Reabsorptionsef-
fekte das Fluoreszenzsignal beeinflussen. Es wurde erwartet, dass die im Anschluss durchgefiihrte direkte
orthogonale Signalkorrektur zusétzlich weitere fiir den Gehalt an p-Cumaroyl-Glucose unrelevante In-
formationen aus dem Fluoreszenzsignal entfernt. Das sollte zu verbesserten Kalibriermodellen mit gerin-
geren Fehlern in der Validierung beitragen Die Kalibriermodelle, die auf den reflexionskorrigierten Fluo-
reszenzspektren und anschlieBender Datenvorverarbeitung mit DOSC aufgebaut wurden, fiithrten jedoch
in der vorliegenden Arbeit zu sehr kleinen BestimmtheitsmafBlen (2, 7%, < 0,26 %) sowohl in der Kalibrie-
rung als auch in der Validierung. Offensichtlich wird die in den Reflexionsspektren zusétzlich enthaltene
Information, die nicht relevant ist fiir den zu bestimmenden Gehalt der p-Cumaroyl-Glucose, in die korri-

gierte spektrale Matrix aufgenommen. Das fiihrt zu einer Verschlechterung der Kalibriermodelle.
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5.2.4 Schlussfolgerungen

Friichte und Gemiiseprodukte setzen sich aus einer Vielzahl von Inhaltstoffen zusammen, die auf die
Fluoreszenz einwirkenden konnen. Fiir die quantitative Bewertung einzelner Inhaltsstoffe von Gartenbau-
produkten, miissen die in den messbaren Summenfluoreszenzspektren enthaltenen Reabsorptions- und
Loschungseftekte beriicksichtigt werden. Die von anderen Arbeitsgruppen untersuchte Fluoreszenzsig-
nalkorrektur von Reabsorptionseffekten mit Hilfe von Reflexionsspektren wurde den komplexen Zusam-
menhéingen in gartenbaulichen Produkten nicht gerecht. Mit Hilfe von multivariaten Auswertungsmetho-
den und insbesondere der neueren Datenvorverarbeitungsmethode der direkten orthogonalen
Signalkorrektur (DOSC) kdénnen einzelne phenolischen Inhaltsstoffe in der Komplexitét der pflanzlichen

Matrix hingegen in den Kalibriermodellen erfasst werden.

Die Qualitdt der Kalibriermodelle weist die auf unabhingigen Datensétzen erarbeiteten fiir gartenbauliche
Produkte charakteristischen erhdhten Fehler in der Validierung auf. Um den Schwankungen in den Gehal-
ten und der Zusammensetzung der Inhaltsstoffe in Friichten und Gemiiseprodukten gerecht werden zu
konnen, ist es daher notwendig, anhand von weiteren Versuchsreihen, die Kalibriermodelle anzupassen.
Fiir das Prozessmanagement von Gartenbauprodukten stellt dieses Verfahren jedoch im Vergleich zu den
bislang eingesetzten, aufwendigen und zerstdrenden Analyseverfahren auf Stichproben eine geeignete

Alternative dar.
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6 Zusammenfassung

In gartenbaulichen Prozessen gewinnt das Produktmonitoring fiir das Qualitdtsmanagement zunehmend
an Bedeutung. Schnelle und zerstérungsfreie optische Methoden wie z.B. die Absorptionsspektroskopie
wurden bereits in Sortieranlagen fiir Friichte eingesetzt. In verschiedenen Forschungsgruppen konnte
zudem gezeigt werden, dass mit Hilfe der Fluoreszenzanalyse physiologische Reaktionen und biochemi-
sche Verdnderungen in den Pflanzen und Friichten erfasst werden konnen. In der vorliegenden Arbeit
sollte dariiber hinaus ein Beitrag zur quantitativen Bestimmung erndhrungsphysiologisch bedeutender

sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe, insbesondere nativer Fruchtpolyphenole, geleistet werden.

Zuniichst erfolgten experimentelle Untersuchungen an Apfeln und Méhren wihrend der Lagerung. Mit
Hilfe der Hauptkomponentenanalyse wurde die Varianz der spektralen Fluoreszenzsignale ausgewertet,
um einen Trend in der Produktentwicklung sichtbar zu machen. Mit dem Ziel einer angepassten Methode
der Datenauswertung wurden in diesem Zusammenhang verschiedene Signalvorverarbeitungsmethoden
getestet. Fiir die Auswertung gelagerter Apfel der Sorte 'Elstar' und Mohren der Sorte 'Bolero' zeigte die
Hauptkomponentenanalyse auf den iiber die Proben mittelwertzentrierten spektralen Datensétzen eine

deutliche Unterscheidung der Lagervarianten.

Die quantitative Bestimmung einzelner Inhaltsstoffe ist jedoch in einer komplexen Matrix, wie sie ein
pflanzliches Gewebe darstellt, erschwert. Ein Einfluss von Reabsorptions- und Loschungseffekten auf das
Fluoreszenzsignal wurde auf der Basis von Phenolstandards untersucht und an Fruchtextrakten und ge-
schnittenem Fruchtgewebe hinsichtlich ihrer Bedeutung bei der zerstorungsfreien Messung untersucht.
Darauf aufbauend wurden diese Ergebnisse und von anderen Arbeitsgruppen entwickelte neuere Daten-
vorverarbeitungsmethoden angewendet, um die Fluoreszenzspektroskopie fiir die quantitative Analyse im
Fruchtgewebe nutzbar zu machen. Im mathematischen Ansatz wurden verschiedene Datenvorverarbei-
tungen getestet, wiahrend im empirischen Ansatz Reflexionsspektren parallel zu den Fluoreszenzemissi-
onsspektren aufgezeichnet und zur Korrektur der variierenden Absorptionseigenschaften des Gewebes

genutzt wurden.

Kalibriermodelle zur Polyphenolanalyse in Friichten wurden auf der Basis der zerstérungsfrei fluori-
metrisch und chromatographisch ermittelten Werte an Apfeln der Sorte 'Jonagold' und an Erdbeeren der
Sorte 'Elsanta’ erarbeitetet und validiert. Die Datenvorverarbeitung mit Hilfe von genetischen Algorith-
men (GA) und der direkten orthogonalen Signalkorrektur (DOSC) wurde zur Erstellung von Kalibriermo-
dellen fiir die zerstorungsfreie Bestimmung des Fruchtgehalts an Hydroxyzimtsidurederivaten genutzt und

hinsichtlich der Fehler in der Kalibrierung und Kreuzvalidierung verglichen.
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In der Fluoreszenzanalyse iibliche Verfahren der empirischen Korrektur mittels reflexionskorrigierten
Fluoreszenzspektren fiihrten nicht zu der erwarteten Fehlerverminderung. Die mit DOSC vorverarbeiteten
Modelle zeigten bessere Ergebnisse in der Kalibrierung sowie in der Validierung auf einem unabhéngigen
Datensatz mit den fiir gartenbauliche Produkte mit hoher Variabilitdt hdufig erhdhten Fehlern in der Vali-
dierung. Die fiir den Polyphenolgehalt nicht relevante Varianz in den Daten konnte mit Hilfe dieser ma-

thematischen Datenvorverarbeitungsmethode aus den Fluoreszenzspektren herausgefiltert werden.

Der Einsatz chemometrischer Datenverarbeitung stellt folglich ein geeignetes Auswertungsverfahren zur
Bestimmung von Polyphenolgehalten in Friichten dar. In zukiinftigen Arbeiten sollen deshalb im Hinblick

auf eine Optimierung der erarbeiteten Kalibriermodelle die Versuchsreihen fortgefiihrt werden.
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