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Abb. 1.
Strukturbeispiele
fiir Xanthophylle
(A: Lutein, B: Zea-

xanthin) und Caro-
tine (C: p-Carotin,
D: Lycopin).
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Bestimmten sekunddiren Pflanzeninhaltsstoffen schreibt man eine gesundheitsfordernde

Wirkung zu. In diesem Zusammenhang haben Carotinoide und Polyphenole besonderes

Interesse auf sich gezogen. Gentechnische Verdnderungen und mikrobielle Kontaminatio-

nen lassen sich am einfachsten auf DNA-Ebene mit speziellen Hybridisierungs-Techniken

und der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachweisen.

Funktionalitat
sekundarer Pflan-
zeninhaltsstoffe

@ Eine vorwiegend pflanzliche Er-
ndhrung senkt das Risiko fur be-
z.B. Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und Krebs,

stimmte Krankheiten,

wie epidemiologische Studien zeigen.
Die schiitzenden Effekte pflanzlicher
Lebensmittel werden vor allem Bal-
laststoffen und sekundaren Pflanzen-
stoffen zugeschrieben. Von diesen ha-
ben Carotinoide und Polyphenole be-
sonderes Interesse auf sich gezogen.
Sekundare  Pflanzeninhaltsstoffe
sind im Gegensatz zu primaren Stoff-
wechselprodukten wie Lipiden, Koh-
lenhydraten und Proteinen in den
meisten Lebensmitteln Minorkom-
ponenten. Da diesen Stoffen physio-
logische Wirkungen zugeordnet wer-
den, gewinnen sie bei der Erzeugung

von funktionellen Lebensmitteln an
Bedeutung, die in vielen Fallen gera-
de durch sekundire Pflanzeninhalts-
stoffe ihren Zusatznutzen erhalten.

Carotinoide

@ Von den sauerstofffreien Carotinoi-
den (Carotine) finden sich Lycopin in
hoher Konzentration in Tomaten und
Wassermelonen (Abbildung 1). Nach
neuesten Untersuchungen halbiert
der Verzehr von mehr als zehn toma-
tenhaltigen Mahlzeiten pro Woche die
Wahrscheinlichkeit, an Prostatakrebs
zu erkranken. Die Oberflache der Ly-
copinkristalle in formulierten Produk-
ten beeinflusst ihre Bioverfugbarkeit
entscheidend.”

f3-Carotin, das wichtigste Provita-
min in der menschlichen Erndhrung,
ist Gegenstand zahlreicher Unter-
suchungen zur Modulation von Zell-
wachstum und -differenzierung, auf
die hier nicht eingegangen werden
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kann. Tagliche Einnahme von B-Ca-
rotin kann den UV-Schutz der Haut
gegentiber Erythembildung verbes-
sern. Dieser ,orale“ Sonnenschutz er-
setzt zwar keine Sonnencreme, kann
aber den Grundschutz fur sonnen-
empfindliche Menschen erhohen.
Die sauerstoffhaltigen Carotinoi-
de (Xanthophylle) Lutein und Zea-
xanthin (Abbildung 1) reichern sich
selektiv in der menschlichen Retina
an. Fin niedriger Spiegel beider Xan-
thophylle im Blutplasma gilt als Risi-
kofaktor fur das Auftreten von
Krankheiten wie der Adulten Macu-
ladegeneration (AMD). Ein erhohter
Nah-
rung fuhrt zwar zu einer hoheren

Verzehr xanthophyllreicher
Carotinoidkonzentration in der Ma-
cula, ob sich dies auf die Ausbildung
von AMD auswirkt, ist jedoch um-
stritten. Hauptquellen fur Lutein
und Zeaxanthin sind grine Blatt-
gemuse.

B-Cryptoxanthin hat moglicher-
weise eine chemopraventive Wirkung
gegenuber Dickdarmtumoren. Exzel-
lente B-Cryptoxanthinquellen sind
Frichte wie Orangen und Papaya.

In letzter Zeit kommen vermehrt
Nahrungserganzungsmittel mit Xan-
thophyllen auf den Markt, vor allem
Luteinpraparate (0,25-20 mg / Ta-
gesdosis). Basierend auf der vermute-
ten anticarcinogenen Wirkung von
B-Cryptoxanthin wurde kurzlich in
Japan die Erzeugung von ,,Functional
Eggs® patentiert.
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Carotinoide als Vorstufen

@ Carotinoide sind in vielen Friich-
ten und Bluten wichtige Vorstufen fur
Aromastoffe. Enzyme, welche die Po-
lyenkette selektiv oxidativ spalten
und dabei C13-Norisoprenoiden frei-
setzen, wurden kiirzlich in der Quitte
und der Sternfrucht gefunden.” Au-
Rerdem gelang es, zwei Gene aus Sa-
fran zu isolieren, die fiir Zeaxanthin-
spaltende Enzyme codieren. Interes-
sante Perspektiven fur die biotech-
nische Darstellung norisoprenoider
Aromen erdffnet die Entdeckung,
dass verschiedene Speisepilze Caroti-
noid-spaltende Enzyme enthalten.”

Analytik von Xanthophyllen

¢ Xanthophylle kommen nativ so-
wohl frei als auch mit Fettsauren ver-
estert vor. Die traditionelle Probenbe-
handlung sieht einen Verseifungs-
schritt vor, der zwar zur Bildung ei-
ner geringen Anzahl freier Stamm-
xanthophylle fithrt, aber auch mit
dem Verlust der naturlichen Bin-
dungsinformation einhergeht. Aus
dieser Technik resultiert ein erschre-
ckend geringes Wissen tiber das Vor-
kommen und die Bioverfiigbarkeit
nativer Xanthophyllester. Eine zwei-
felsfreie Identifizierung der Xantho-
phyllester erfolgt idealerweise durch
HPLC-MS-Kopplung,”  Informatio-
nen tber die E/Z-Stereoisomerenver-
teilung liefert die HPLC-NMR-Kopp-
lung. Diese Technik wurde bereits er-
folgreich zur Identifizierung von Lu-
tein- und Zeaxanthinisomeren in Spi-
nat eingesetzt.S)

Bioverfiigbarkeit von Xantho-
phyllestern

@ Nicht alle Xanthophyllester sind
fir den Menschen gleichermafien
bioverfiigbar. Nach Verzehr eines Pa-
prikaoleoresins waren im Blut von
Probanden Zeaxanthin und B-Cryp-
toxanthin  nachweisbar, waihrend
Capsanthin nicht prasent war: Dessen
Ester sind somit nicht bioverfﬁgbar.é)
Es ist unklar, ob die freie oder die ver-
esterte Form eine hohere Bioverfug-
barkeit besitzt. Nach Resultaten von
Bowen et al. sind Luteindiester besser

verfugbar als die freie Form.” Im Fal-
le von B-Cryptoxanthin hat eine Hu-
manstudie fur die acylierte und die
freie Form eine vergleichbare Biover-

¥ Kommerzielle

fugbarkeit ergeben.
Luteinpréparate enthalten meist freie
Xanthophylle und nur in Einzelfillen

Luteinester-haltige Pflanzenextrakte.

Phenolische Verbindungen

@ Phenolische Verbindungen, haufig
auch als Polyphenole oder Pflan-
zenphenole bezeichnet, sind im Pflan-
zenreich weit verbreitet und eine au-
Serordentlich heterogene Stoffklasse.
Zumeist werden sie in Phenolcarbon-
sauren (Hydroxybenzoe- und Hydro-
xyzimtsaurederivate mit Cq-C;- bzw.
Cy-C5-Grundgerust) und in Flavonoi-
de Klassifiziert (mit C4-Cs-Cg-Struk-
tur). Ebenfalls von Bedeutung sind Li-
gnane (C4-Cs-Dimere) und Stilbene
(C4-Cy-C¢-Struktur). Bei letzteren
wurde insbesondere Resveratrol mit
dem ,French Paradox“ in Verbindung
gebracht. Darunter versteht man die
Tatsache, dass in Frankreich trotz ver-
gleichsweise fettreicher Ernahrung
die Sterblichkeitsrate durch Herz-
Kreislauf-Krankheiten niedriger ist
als in anderen westlichen Industrie-
landern einschliefSlich den USA.

In Pflanzen dienen phenolische
Verbindungen unter anderem als Pig-
mente, Attraktantien, Phytoalexine
und zum Schutz vor UV-Strahlung.
Abhangig von ihrer Struktur sind sie
starke Antioxidantien und konnen
freie Radikale abfangen, redoxaktive
Metallionen chelatisieren und damit
die Lipidperoxidation inhibieren.

Noch Mitte der 80er Jahre wurden
Polyphenole als ,Mutagene in unse-
rer tiglichen Nahrung® angesehen,
mittlerweile sind Polyphenol-ange-
reicherte Lebensmittel in grofSer Viel-
falt im Handel, wobei nicht selten ge-
sundheitsfordernde Effekte sekunda-
rer Pflanzeninhaltsstoffe angepriesen
werden. Dieser Trend hat zur Entste-
hung einer Grauzone zwischen Le-
bensmittel und Arzneimittel gefithrt.
Es ist fir die amtliche Lebensmittel-
uberwachung eine anspruchsvolle
Aufgabe, diese Produkte zu bewerten,
zumal es an standardisierten Bestim-
mungsmethoden mangelt.
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Analytik phenolischer
Verbindungen

@ Es ist teilweise problematisch, se-
lektive Bestimmungsmethoden fur
phenolische Verbindungen zu etab-
lieren. Dies liegt zum einen an deren
struktureller Vielfalt, zum andern ste-
hen zu wenig zuverléssig charakteri-
sierte Referenzsubstanzen zur Ver-
fugung. Unspezifische Konventions-
methoden wie die photometrische
Quantifizierung der Gesamtpolyphe-
nole nach Folin-Ciocalteu haben nur
begrenzte Aussagekraft oder tendie-
ren sogar zur Uberbestimmung.”
Verlassliche Aussagen sind daher nur
durch Kopplungstechniken, vorzugs-
weise durch LC-MS und gegebenen-
falls LC-NMR zu treffen. Mit LC-MS"
gelang es kurzlich erstmals, Isorham-
netinglycoside in Apfeln und Phlo-
ridzin in Erdbeeren nachzuwei-
sen.'”"” Diese Befunde sind nicht
nur in phytochemischer Hinsicht von
Interesse — sie haben auch Kon-
sequenzen fiir die Authentizitédtskon-
trolle pflanzlicher Lebensmittel und
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Abb. 2.

Struktur des aus

Malvidin-3-glucosid
und Brenztrauben-
sdure gebildeten
Vitisin A"

Abb. 3.

Postulierter Mecha-
nismus der Bildung
von Pinotin A aus
Kaffeesdure und
Malvidin-3-

glucosid.”)

belegen, dass bislang fast dogmatisch
vertretene Ansichten zum Vorkom-
men bestimmter phenolischer Ver-
bindungen revidiert werden mitissen.

Eine vielversprechende Methode
zur Analytik phenolischer Verbin-
dungen aus festen Proben ist die On-
line-Kopplung von beschleunigter
Losungsmittelextraktion, automati-
sierter Festphasenextraktion und
Hochleistungsfliissigchromatogra-
phie (ASE-ASPEC-HPLC). Wie bei
der Bestimmung von Proanthocyani-
dinen in Malz gezeigt, lassen sich mit
dieser Kombination 20 Proben pro
Tag analysieren. Zudem vermindert
sie das Risiko, dass sich Analyte ab-
bauen und Artefakte bilden.'”

Isolierung phenolischer Verbin-
dungen mit CCC

@ Die Gegenstromverteilungschro-
matographie (Counter Current Chro-
matography, CCC) ist eine leistungs-
starke Technik, um Referenzsubstan-
zen zu gewinnen. Bereits in den ver-
gangenen Jahren wurden hiermit Er-
folge bei der praparativen Isolierung
von Anthocyanen, Isoflavonen, Li-
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gnanen und Flavonolglycosiden er-
zielt. Jungst wurden reine Anthocya-
ne, darunter mono- und hochglyco-
sylierte sowie acylierte Derivate in
Mengen von mehreren hundert Milli-

gramm pro Trennung isoliert.u)

Phenolische Verbindungen und
die Farbe im Rotwein

@ Polymerisationsreaktionen phe-
nolischer Verbindungen bei der Al-
terung von Rotwein fithren zur Bil-
dung bislang nur unzureichend cha-
rakterisierter Verbindungen. Diesen
wird eine wesentliche Bedeutung fir
die Farbe des Weins zugeschrieben.
Vitisin A (Abbildung 2), das durch
Reaktion von Malvidin-3-glucosid
entsteht,
scheint dabei nur von untergeordne-

mit Brenztraubensaure

ter Bedeutung zu sein. Die polymere

Fraktion tragt hingegen zu 70 bis
90% zur Farbe bei.'” Die aus Malvi-
din-3-glucosid und Vinylphenolen
gebildeten Pyranoanthocyane wur-
den erstmals Mitte der 90er Jahre
entdeckt. Bislang nahm man an, dass
nur die durch enzymatische Decar-
boxylierung entstandenen Vinylphe-
nole mit dem Anthocyan reagieren.
Wie neueste Arbeiten jedoch bele-
gen, reagieren Anthocyane mit p-hy-
droxysubstituierten Zimtsauren in
wissriger Losung direkt, ohne Enzy-
me (Abbildung 3)."”

Ausblick

@ Nahrungsmittel, die sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe in hoher Kon-
zentration enthalten, wecken beim
Verbraucher hohe Erwartungen. Der-
artige Stoffe lassen sich jedoch nur
dann bewerten, wenn entsprechende
analytische Verfahren (HPLC-MS)
etabliert sind und Bioverfiigbarkeits-
und Metabolismusstudien vorliegen.
Nur so ist es moglich, Werbeaussagen
fundiert zu prifen und die Qualitat
funktioneller Lebensmittel im Rah-
men der amtlichen Lebensmittel-
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uberwachung langfristig zu kontrol-
lieren. Zweifellos wird die CCC die
Isolierung groflerer Mengen sekun-
darer Pflanzeninhaltsstoffe ermogli-
chen, die somit als Referenzsubstan-
zen fur die Analytik und fur in vitro-
und in vivo-Studien zur Verfugung
stehen. Weiterfuhrende Erkenntnisse
sind durch eine enge Vernetzung von
Lebensmittelchemie, Lebensmittel-
technologie, Ernahrungswissenschaft
und Toxikologie zu erwarten. Ins-
besondere gilt es, Stabilitat und Bio-
verfigbarkeit sekundarer Pflanzen-
stoffe zu steigern und ihren vermute-
ten Zusatznutzen zu belegen.
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Molekularbiologische
Methoden der Le-
bensmittelanalytik

@ Seit den letzten zwei Jahrzehnten
versucht man, mit Hilfe der Gen-
technik Selektionsvorginge in der
Pflanzenztichtung zu beschleuni-
gen. Die Einfuhrung von Eigen-
schaften und deren Kombination
mit bereits vorhandenen ist inzwi-
schen in weiten Bereichen der
menschlichen und tierischen Ernah-
rung verbreitet. Als erste gentech-
nisch veranderte Pflanze erhielt in
den USA im Jahr 1994 die FlavrSavr-
Tomate eine Zulassung zum Anbau
und zur Vermarktung als Lebensmit-
tel.”

Zwischen 1996 und 2001 stieg
die Anbaufliche fur gentechnisch
modifizierte Nutzpflanzen um das
30-fache. Der weltweite Anbau gen-
technisch veranderter Kulturpflan-
zen umfasste im Jahr 1996 1,7 Mio.
Hektar, im Jahr 2000 45 Mio. Hektar
und 2002 bereits 58,7 Mio. Hektar.
Die hauptsachlich verwendeten gen-
technisch veranderten Nutzpflanzen
sind Soja (63% der weltweiten Fla-
che), Mais (19%), Baumwolle
(13%) und Raps (5 %).2)

Die Europiische Union hat ge-
zielt Vorschriften zum Schutz von
Gesundheit und Umwelt erlassen
mit dem Ziel, den Umgang mit gen-
technisch veranderten Organismen
(GVO) einheitlich zu regeln. Einen
guten Uberblick zur rechtlichen Si-
tuation sowie nutzliche Internet-
Links bietet die Internetseite von
Transgen.3)

Zur Spezifizierung der Produkte
und zur Uberprifung der gesetzlich
vorgeschriebenen  Kennzeichnung
sind entsprechende Nachweisver-
fahren erforderlich. Gentechnische
Veranderungen von Organismen las-
sen sich — beim Erzeuger aber auch
bei Uberwachungsbehorden — am ef-
fizientesten mit DNA-basierten
Techniken nachweisen.

Ein weiteres Einsatzgebiet mole-
kularbiologischer Methoden in der
Lebensmittelanalytik ist die Identifi-
zierung und Quantifizierung von
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pflanzen-, tier- und humanpathoge-
nen Mikroorganismen. Mikrobielle
Infektionen, die durch Lebensmittel
ibertragen werden, sind ein welt-
weit ernst zu nehmendes Problem.
So kann beispielsweise verschmutz-
tes Wasser Obst und Gemtise bakte-
riell kontaminieren. Eine schnelle
und sichere Identifizierung pathoge-
ner Mikroorganismen in Lebensmit-
teln ist sowohl fiir Qualitat als auch
far die Sicherheit unumginglich.
Damit hygienische Standards bei
Herstellung, Behandlung und Inver-
kehrbringen von Lebensmitteln ein-
gehalten werden, hat der Gesetz-
geber Vorschriften erlassen, die auch
den FEinsatz molekularbiologischer
Techniken vorsehen. Die Methoden
zur DNA-basierten Analytik von Le-
bensmitteln, die bereits in die amtli-
che Sammlung von Untersuchungs-
verfahren nach § 35 Lebensmittel-
und Bedarfsgegenstandegesetz
(LMBG) aufgenommen sind, stehen
in der Tabelle (S. 311).

Fir die molekularbiologische
Identifizierung von gentechnischen
Veranderungen oder Fremd-DNA im
Allgemeinen stehen prinzipiell zwei
Verfahren zur Verfigung: DNA lasst
sich mit Gen-Sonden durch eine ein-
fache Hybridisierungsreaktion nach-
weisen. Eine weitere Methode ist die
PCR. Auch bei diesem Verfahren
werden zunachst Hybridmolekiile
zwischen jeweils einem Strang der
Proben-DNA und dem zu diesem
Strang passenden Oligonukleotid
ausgebildet. Anders als bei Hybri-
disierungsverfahren wird bei der
PCR die Proben-DNA vermehrt. Be-
sondere Versuchsanordnungen er-
lauben bei dieser Methode auch eine
Quantifizierung des Probenmateri-
als. Beide Verfahren lassen sich, je
nach Fragestellung, miteinander
und mit anderen molekularbiologi-
schen Techniken kombinieren.

Der DNA-Nachweis mit
Gen-Sonden

@ Bei Hybridisierungsverfahren, so-
wohl beim Einzelnachweis als auch
bei der simultanen Analyse von vie-
len Nukleinsidureproben mit DNA-
Chips, werden Nukleinsiure-Ziel-
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