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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, die Polyphenolprofile ausgewéhlter Beeren der Spezies
Vaccinium zu charakterisieren, anhand dessen deren Authentizitit zu bestimmen und
dadurch mdgliche Verfalschungen von Produkten zu erkennen. Insbesondere stan-
den die Unterscheidungen von Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere im Fokus
dieser Arbeit, aber auch Blaubeeren und Heidelbeeren wurden untersucht. Teilweise
wurde das Projekt mit Drittmitteln aus der Industrie unterstiitzt.

Fiir diesen Zweck wurden unterschiedliche phenolische Inhaltsstoffe wie Anthocya-
ne, Proanthocyanidine, Flavonole, Phenolcarbonsduren und deren Derivate sowie
Cumaroyliridoidglykoside beriicksichtigt. Dabei wurden verschiedene Analysenme-
thoden herangezogen und optimiert, um die einzelnen Substanzgruppen in einer
komplexen Matrix zu erfassen und auch zum Teil zu quantifizieren. Zur Analytik
wurden die beschleunigte Losungsmittelextraktion, automatisierte Festphasenextrak-
tion und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie, gekoppelt mit einem
Diodenarray-Detektor und einem Massenspektrometer (HPLC-UVDAD-MS"), einge-
setzt.

Da Cranberrys unter anderem wegen ihrer potentiellen priventiven Wirkung gegen
Harnwegserkrankungen konsumiert werden, spielt die Authentizitdt solcher Pro-
dukte nicht nur wirtschaftlich, sondern auch hinsichtlich der Gesundheit eine ent-
scheidende Rolle. Die franzosische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (AFFSA) hat
hierzu einen Health Claim genehmigt, der besagt, dass ausschlielich der Verzehr
von nordamerikanischen Cranberrys (V. macrocarpon) die Anheftung von E.coli im
Harntrakt verhindert. Als wirksame Inhaltstoffe werden hierbei die A-Typ-
verknlip ften Procyanidine der Cranberry diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Unterschied in den Profilen der A-Typ-
verknlip ften Procyanidine, insbesondere der Trimere, festgestellt. Hierbei wurde zu-
néchst gezeigt, dass Moosbeeren im Vergleich zu Cranberrys und Preiselbeeren eine
geringere Anzahl an Isomeren der A-Typ-verkniipften Trimere aufweisen. In Prei-
selbeeren wurde die groflte Anzahl an Isomeren detektiert, jed och ist ihr Profil an-
ders als das der Cranberrys. Zwischen den drei Beeren wurde nicht nur ein qualitati-
ver, sondern auch ein quantitativer Unterschied beziiglich der A-Typ-verkniipften
Trimere und A2 bestimmt. Da Moosbeeren die geringsten Konzentrationen und Prei-
selbeeren ein anderes Profil im Vergleich zu Cranberrys aufweisen, kann eine pré-
ventive Wirkung dieser beiden Spezies gegen Harnwegserkrankungen in Frage ge-
stellt werden.

Die Ergebnisse wurden durch die Analyse von vier verschiedenen Cranberrysorten,
vier Jahrgdngen (2009-2012) und mehreren Standorten (USA, PL, und CA) sowie
zwei Moosbeeren mit unterschiedlichen Jahrgidngen (2009 und 2010) und Standorten
(EU, PL) und zwei Preiselbeeren verschiedener Herkunft (EU und CN) bestitigt. Zu-
siatzlich konnte anhand der Untersuchung von 77 verschiedenen Handelsprodukten
gezeigt werden, dass die Profile der A-Typ-verkniipften Trimere als ein Unterschei-
dungsmerkmal geeignet sind, um die Authentizitit von Cranberrys in Produkten mit
unterschiedlicher Matrix und unterschiedlichem Verarbeitungsgrad zu bestimmen.




Zusammenfassung

Neben den Profilen der Proanthocyanidin-Trimere kann Rutin zur Abgrenzung von
Cranberrys zu Preiselbeeren und Moosbeeren herangezogen werden. Rutin ist als
einziges in Cranberrys nicht enthalten. Weitere Unterschiede wurden auch in den
Profilen der Phenolcarbonsiduren sowie der Anthocyane gefunden.

Zur Unterscheidung von Heidelbeeren und Blaubeeren (V. corymbosum und
V. angustifolium) eignen sich moglicherweise Cumaroyliridoidglykoside. Die Unter-
suchungen zeigten aber ebenfalls Unterschiede bei den Proanthocyanidin-, Phenol-
carbonsdure-, Flavonol- und Anthocyanprofilen.

AbschlieBend wurden in Andenheidelbeeren phenolische Verbindungen detektiert,
die dieser Spezies bislang noch nicht zugeordnet werden konnten. Insgesamt wur-
den hier zehn weitere Proanthocyanidine, fiinf Flavonole sowie Derivate von
Ferulasdure, Kaffeesdure und Cumarsiure detektiert.
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Abstract

ABSTRACT

The aim of this work was to characterize the polyphenol profiles of selected Vacci-
nium berries in order to determine their authenticity and thereby to detect possible
adulterations of products. In particular, the distinction of American cranberries, Eu-
ropean cranberries and lingonberries was focused, but also blueberries and bilberries
were investigated. In parts, this project was supported via third-party funds from the
industry.

For this purpose, different phenolic compounds such as anthocyanins, proanthocya-
nidins, flavonols, phenolic acids and their derivatives as well as coumaroyl iridoide
glycosides were taken into account. Analytical methods were optimized to detect the
individual groups of phenolic compounds in a complex matrix and also to quantify
some of them. Accelerated solvent extraction, automated solid phase extraction, and
high performance liquid chromatography coupled with a diode array detector and a
mass spectrometer (HPLC-UVDAD-MS") were used for analysis.

As cranberries are especially consumed because of their potential preventive effect
against urinary tract infections, the authenticity of such products is important in re-
gard to both economical and health aspects. The French food safety authority (AFS-
SA) has permitted a health claim, which states that only the consumption of North
American cranberries (V. macrocarpon) prevents the adhesion of E. coli in the urinary
tract. In this context, the A-type cranberry proanthocyanidins are discussed as the
effective compounds.

In the present study, differences in the profiles of A-type procyanidins, notably in
trimers were observed. At first, it was shown that European cranberries have a
smaller number of A-type trimer isomers compared to American cranberries and lin-
gonberries. In lingonberries the largest number of isomers was detected, but its pro-
file is different to that of American cranberries. Additionally, not only a qualitative,
but also a quantitative difference regarding the A-type trimers and A2 was evaluated
between the three berries. The lower concentration of these A-type procyanidins in
European cranberries and the different procyanidin profile of ligonberries in compar-
ison to those of American cranberries raise reasonable doubts about a preventive ef-
fect of these two species against urinary tract infections.

The results were confirmed by analyzing American cranberries of four different va-
rieties, from four crop years (2009-2012) and three locations (USA, PL, and CA), two
European cranberries from different years (2009 and 2010) and locations (EU, PL) as
well as two lingonberries from different locations (EU and CN). The profile of the A-
type trimers was also shown to be a suitable parameter to determine the authenticity
of cranberries in a total of 77 products of different matrices and processing states.

In addition to the profiles of procyanidin trimers, rutin can be used for the discrimi-
nation of American cranberries to European cranberries and lingonberries. Rutin is
only absent in American cranberries. Furthermore, differences were found in the pro-
files of phenolic acids and anthocyanins.
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Abstract

To distinguish between bilberries and blueberries (V. corymbosum and V. angustifo-
lium) coumaroyl iridoide glycosides may be suitable. However, the studies also
showed differences in the profiles of proanthocyanidins, phenolic acids, flavonols
and anthocyanins.

Finally, phenolic compounds were detected in Andean blueberries, which so far have
not yet been assigned to this species. A total of ten further proanthocyanidins, five
flavonols, and derivatives of ferulic acid, caffeic acid and coumaric acid were de-
tected.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Botanik der Vaccinium-Spezies

Vaccinium-Spezies sind Striducher der Familie der Heidekrautgewichse (Ericaceae).
Zu dieser Gattung gehdren etwa 450 verschiedene Arten, die vorwiegend in der
ndrdlichen Hemisphire und in Gebirgsregionen tropischer Teile Asiens und Siid-
amerika angesiedelt sind. Hierbei sind 40% der Vaccinium-Spezies in Siidostasien,
25% in Nordamerika sowie 10% in Siid- und Mittelamerika beheimatet. Die restli-
chen 25% verteilen sich iiber die ganze Welt. Die wichtigsten Vertreter sind in den
Untergattungen Cyanococcus, Vitis-idaea, Oxycoccus, Myrtillus und Vaccinium zu fin-
den (Song & Hancock, 2011).

Spekulationen zufolge stammt der Name Vaccinium vom lateinischen ,,vacca® ab,
was Kuh (,,cow*) bedeuted und im englischen Namen der Preiselbeere ,,cowberry*
steckt. Diesen Namen erhielt die Preiselbeere von Carl von Linné, dem schwedischen
Botaniker und maBgeblichen Namensgeber von Pflanzen. Laut einer anderen
Theorie, konnte sich der Name auch aus der europdischen prihistorischen Sprache
»Thraco Pelagian®, einem Vorldufer des Griechischen, ableiten (Trehane, 2004).

Die Friichte der Vaccinium-Spezies, wie Cranberrys und Blaubeeren werden seit
tausenden von Jahren gesammelt. Der erste Nachweis von Cranberrys geht bis ins
Bronzezeitalter (2200 bis 800 v. Chr.) zuriick. Hier wurden Cranberrys als Beigabe in
einem Grab in Jiitland, Ddnemark, gefunden. Heute sind Vaccinium-Spezies weltweit
bekannt und in zahlreichen Landern von wirtschaftlichem Interesse (Trehane, 2004).

1.11 Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere

1.1.11 Amerikanische Cranberry

In der Sektion Oxycoccus ist Vaccinium macrocarpon (Amerikanische Cranberry) eine
der wichtigsten domestizierten Vertreter der Vaccinium-Spezies. Die Cranberry ist
neben Blaubeeren und der Concord-Traube eine der wenigen einheimischen Friichte
Nordamerikas (Song & Hancock, 2011). Sie ist dort nordostlich in den Hochmooren
beheimatet. Vaccinium macrocarpon ist ein immergriiner, mehrjahriger, bodendecken-
der Zwergstrauch. Er besitzt ldinglich-ovale griine Blatter und trdgt von Juni bis An-
fang Juli weil} bis zart rosafarbene Bliiten. Die Form der Bliite mit dem hervortreten-
den Griffel erinnert an einen Kranichschnabel, weshalb die Pilgrim-Viter ihr den
Namen ,,Crane-berry“ (= Kranichbeere) gegeben haben. Aus den Bliiten entstehen
die leuchtend roten, mit einer wachsartigen Schicht {iberzogenen Beeren. Im inneren
der Beeren befinden sich vier grofle Luftkammern in denen die Samen sind. Die Bee-
ren reifen von September bis November (Bdumler, 2006). Je nach Sorte und Kultivie-
rungsart haben die Friichte unterschiedliche Formen, wie rund, glockenférmig, spin-
delférmig oder olivenférmig (Trehane, 2004). In Nordamerika sind ungefahr 175 Sor-
ten bekannt (Bdumler, 2006) (s. Tabelle 29, Anhang A.1).




Einleitung

Die Geschichte der Cranberry ist eng mit der der Indianer verbunden. Bereits 1550
konsumierten die amerikanischen Ureinwohner Cranberrys auf verschiedene Arten.
Sie aflen die Beeren roh oder verarbeitet. Die wohl bekannteste Zubereitung ist
pemmican, eine Mischung aus getrocknetem Fleisch und Cranberrys, das durch die
Beeren eine lange Haltbarkeit erhielt und so iiber die Winter half. Im Jahr 1620, als
die ersten Siedler — die Pilgrim-Viter - nach Nordamerika an die Kiiste von Cape
Cod kamen, lernten sie durch die Indianer schon frith, wie Cranberrys geerntet und
verarbeitet werden konnen. Auch ihren Einsatz als Heilpflanze, z.B. zur Behandlung
von Blutvergiftungen, wussten sie zu schitzen. Seit 1621, als die Siedler zusammen
mit den Ureinwohnern zum ersten Mal das noch heute bekannte Erntedankfest feier-
ten, mit einem Mahl, bestehend aus Truthahn, Cranberrys, Kiirbis und Maisbrot,
sind Cranberrys in Amerika hochgeschétzt (Biumler, 2006; Eck, 1990). 1683 began-
nen die Pilgrim-Viter Saft aus den Cranberrys herzustellen (Armstrong, o. D.).

In Europa wurde die Cranberry noch vor der ersten Besiedelung Amerikas durch die
Pilgerviter im Jahr 1614 das erste Mal von Captain John Smith beschrieben. Er
sprach von ,red berries, called Kermes“. Im Jahre 1677 brachten dann die Pilgrim-
Viter die ersten Cranberrys nach Europa an das englische Konigshaus (Trehane,
2004; Caruso et al., 2000).

Spezies: Vaccinium macrocarpon Synonyme
Subgenus: Oxycoccus (National Germplasm Resources Laboratory,
2012)

Allgemeine Namen

- Englisch: American cranberry, cranberry,
large cranberry

Franzésisch: canneberge a gros fruits,

| ronce d'Amérique

Deutsch: gro3e Moosbeere, Kranbeere
Spanisch: arandano Americano,
arandano trepador

Schwedisch: amerikanskt tranbér

Botanische Namen:

- Oxycoccus macrocarpos (Aiton) Pers.

Fotos: Cranberry Marketing Committee
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1.1.1.2 Moosbeere (Europiische Cranberry)

Zur Untergruppe Oxycoccus gehort neben der amerikanischen Cranberry (Vaccinium
macrocarpon) auch die sogenannte europdische Cranberry Vaccinium oxycoccus. lhre
deutsche Bezeichnung ist Moosbeere, sie wird aber ebenfalls oft nur als Cranberry
bezeichnet, was die namentliche Unterscheidung der Beeren erschwert. Vaccinium
oxycoccus ist in Europa, Nordamerika und Nordasien beheimatet (Song & Hancock,
2011). Sie ist hauptsdchlich in feuchten und moosbewachsenen Moorgebieten oder
kalkarmen Boden der niederen Gebirgsregionen Deutschlands, Russlands und Skan-
dinaviens zu finden.

Spezies: Vaccinium oxycoccus Synonyme
Subgenus: Oxycoccus (National Germplasm Resources Laboratory, 2012)

Allgemeine Namen:

| Englisch: cranberry, European cranberry,
mossberry, small cranberry

+a Franzoésisch:canneberge commune

Deutsch: Moosbeere

Japanisch: tsuru-kokemomo

4 Schwedisch: tranbir

Botanische Namen:

- Oxycoccus hagerupii A. Love & D. Love

- Oxycoccus microcarpus Turcz. ex Rupr.

- Oxycoccus oxycoccos (L.) MacMill.

- Oxycoccus palustris Pers.

- Oxycoccus quadripetalus Gilib., nom. inval.

- Vaccinium hagerupii (A. Love & D. Love)
Ahokas

- Vaccinium microcarpum (Turcz. ex Rupr.)
Schmalh.

- Vaccinium palustre Salisb.

Vaccinium oxycoccus ist ein immergriiner am Boden kriechender Strauch, der bis zu
80 cm lange diinne rotlich-braune Triebe ausbildet. Die Blitter sind 5-10 mm lang,
haben eine oval bis elliptische Form und sind wechselstindig angeordnet. Ihre Ober-
seite ist glinzend dunkelgriin, wédhrend die Blattunterseite blass griin ist. Jeweils ein
bis vier kleine rot bis korallenfarbige Bliiten sind endstdndig an den bis zu 5 cm lan-
gen Bliitenstielen angeordnet. Die Bliiten haben zwei 1-2,5 mm lange Vorblétter. Die
Bliitenkrone wird 5-7 mm lang und hat vier bis fiinf zuriickgeschlagene Kronlappen.
Nach der Bliitezeit von Mai bis Juli entwickeln sich die kleinen Beeren (bis zu 1 cm
im Durchmesser) und reifen von August bis Oktober. Sie haben eine rote Farbe, zum
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Teil mit weillen Stellen und im Inneren der Beeren befinden sich jeweils 3-11 Samen
(Jaquemart, 1997).

Ihr Geschmack und Aussehen ist dem der amerikanischen Cranberry sehr dhnlich.
Analysen der primédren Inhaltsstoffe wie Wasser und Kohlenhydrate sowie weiterer
Inhaltsstoffe wie Mineralien, Vitamin C, Fruchtsduren und Pektin ergaben fiir die
Cranberry und Moosbeere nahezu identische Ergebnisse. In Deutschland ist die Bee-
re weniger bekannt, wéahrend sie in Skandinavien wild gesammelt und auf den
Mirkten zum Verkauf angeboten wird. Man verarbeitet sie wie Preiselbeeren, d.h.
vorwiegend als Kompott, Konfitiire und Likor (Dierking & Dierking, 1993).

1.1.1.3 Preiselbeere

Die Preiselbeere Vaccinium vitis-idaea L., ist unter mehr als 25 verschiedenen Namen
bekannt und wird oftmals mit der Cranberry verwechselt. Sie gehdrt zur gleichen
Familie aber nicht zum Subgenus Oxycoccus sondern ist ein wichtiger Vertreter der
Untergruppe Vitis-idaea (Song & Hancock, 2011).

Vaccinium vitis-idaea ist ein mehrjdhriger immergriiner Strauch, der in den borealen
Wildern Nordeurasiens und Nordamerikas anzutreffen ist. Er wéchst in Tdlern so-
wie in den Bergen auf stark sauren Béden und Torfmooren und hélt extreme Tempe-
raturen von bis zu -40 °C aus (Bidumler, 2006).

Spezies: Vaccinium Vitis-idaea Synonyme
Subgenus: Vitis-idaea (National Germplasm Resources Laboratory, 2012)

| Allgemeine Namen:

Englisch: alpine cranberry, cowberry, foxberry,
lingberry, lingen, lingonberry, lingon, dry-

| ground cranberry, mountain cranberry, partrid-
geberry, rock cranberry, redberries, foxberry
Franzosisch: airelle vigne-d'Ida, graines ouges
Deutsch: Preiselbeere

j Japanisch:kokemomo

Schwedisch: lingon, polarlingon

Finnisch.: puolukka

Norwegisch/Dinisch: tyttebaer

Botanische Namen:

' - Vaccinium vitis-idaea var. minus Lodd. et al.
- Vaccinium vitis-idaea subsp. minus (Lodd. et al.)
Hultén

Die Preiselbeere wichst an 5-40 cm hohen bodendeckenden Strduchern mit hellrosa
farbenen glockenformigen Bliiten. Die kleinen ovalen Blétter sind etwa 1-2,5 cm lang,
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an der Oberseite dunkel griin und auf der Blattunterseite hell griin. Die Friichte sind
erbsengrofl und haben eine leuchtend- bis dunkelrote Farbe.

Generell wird die Preiselbeere in zwei Typen unterteilt: die wilde Preiselbeere — Vac-
cinium vitis-idaea L. var. minus und die europdische Vaccinium vitis-idaea L. Die Strdu-
cher der wilden Preiselbeere sind kleiner und tragen nur einmal im Jahr von August
bis September Friichte. Die européische Preiselbeere hat eine zweite Fruchtreife von
Ende Oktober bis Anfang November (Hjalmarsson, 2001).

Die Preiselbeere wird selten kultiviert, sondern meist in ihrem natiirlichen Verbrei-
tungsgebiet wild gesammelt. In Nordeuropa, insbesondere Skandinavien, verarbei-
ten die Einheimischen die Beeren zu Kompott, Marmelade, Saft oder Sirup. Dariiber
hinaus wurde die Preiselbeere in den Verbreitungsgebieten auch als Heilmittel zur
Vorbeugung von Skorbut sowie als Mittel gegen Durchfall genutzt. Der Tee von den
Bliattern der Pflanze wurde gegen Rheumatismus sowie zur Vorbeugung von Harn-
wegsinfektionen verwendet (Hjalmarsson, 2001).

Die erste Kultivierung erfolgte Mitte 1960 in Norwegen. Spéter wurde die Preiselbee-
re auch in Deutschland und Nordamerika kultiviert. Der kommerzielle Anbau er-
streckt sich weltweit lediglich auf 20,8 ha, wobei ein Viertel davon in Nordamerika
angebaut wird. Heutzutage werden in Skandinavien und im restlichen Europa jidhr-
lich etwa 82 Tonnen Preiselbeeren konsumiert und liefern in einigen Regionen einen
wichtigen Beitrag zum Speiseplan (Penhallegon, 2006; Penhallegon, 2009). In der Le-
bensmittelindustrie werden Preiselbeeren gerne als Ersatz fiir Cranberrys verwendet,
da ihre Konsistenz und der saure Geschmack sehr dhnlich sind. Die Produktpalette
von Erzeugnissen aus Preiselbeere beinhaltet Konfitiiren, Sirupe, Soflen, Eiscremes,
Muffins, Sdfte, Plirees, Likore, Weine, Aromakonzentrate etc. Fiir sie besteht vor al-
lem in Skandinavien eine grofle Nachfrage (Burt & Penhallegon, 2003).

1.1.2 Heidelbeere und Blaubeere

Die wichtigsten Vertreter in der Sektion Cyanococcus sind die Heidelbeere, Vaccinium
myrtillus sowie die beiden Blaubeeren, Vaccinium corymbosum (Hochbusch Blaubeere)
und Vaccinium angustifolium (Niedrigbusch Blaubeere). Vaccinium Myrtillus ist einer
der wichtigsten wild geernteten Vertreter, wohingegen V. corymbosum und V.
angustifolium kultiviert werden. Vor 1916 wurden beide Blaubeeren wild geerntet
(Song & Hancock, 2011).

1.1.2.1 Europaische Heidelbeere

Vaccinium myrtillus ist ein 20-30 cm hoher, stark verzweigter Halbstrauch, der unter
idealen Bedingungen bis zu 50 cm hoch werden kann. Aus dem Wurzelstock treiben
reich veréstelte mit ippigem Blattwerk bestiickte Triebe aus. Die festen kleinen (1-2,5
cm) rundlich bis eiférmigen und leicht zugespitzten hellgriinen Blétter sind kurz ge-
stielt und wechselstindig angeordnet. Die Rdnder sind fein gesédgt, Blattober- und -
unterseite sind kahl. In den Blattachseln sitzen einzeln oder paarweise angeordnet
die hdngenden, glockenformigen Bliiten, die je nach Art und Sorte eine Farbe von
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blassrosa bis fast weill aufweisen. Die rundlichen Bliiten sitzen aufkurzen Bliitenstie-
len (4-7 mm). Der Kelch ist mit dem Fruchtknoten verwachsen und die Kronblétter
wolben sich glockenformig zusammen. Je nach klimatischen Bedingungen bliiht die
Heidelbeere zwischen April und Juni. Die Beeren sind blau-schwarz, rund mit einem
abgeflachten Ende und 6-10 mm grof3. Die reifen Friichte werden zwischen Juli und
September gesammelt. Die Heidelbeere hat zahlreiche Namen. Ihr englischer Name
,bilberry leitet sich vom Ddénischen ,,bollebar“ ab, was dunkle Beere bedeutet
(McKenna et al., 1998).

Spezies: Vaccinium myrtillus Synonyme
Subgenus: Myrtillus (National Germplasm Resources Laboratory, 2012)

Allgemeine Namen

Englisch: bilberry, blaeberry, burren

myrtle, dyeberry, false huckleberry,
hurtleberry, whinberry, whortleberry,
wineberry, blueberry

Franzosisch: airelle noire, ambreselle,
brimbelle, maurettes, myrtille, myrtille vraie,
raisin des bois.

Deutsch: Bickbeere, Heidelbeere, Blaubeere,
Schwarzbeere

Spanisch: ardndano, rdspano, mirtillo
Schwedisch: blabir

' Botanische Namen:

- Vaccinium yatabei Makino

Die Beere hat sowohl als therapeutisches Heilmittel, als auch als Nahrungsmittel eine
lange Tradition. In Nordamerika wurde die Heidelbeere traditionell als Digestivum
bei Magendarmerkrankungen (wie z.B. Durchfall, Dyspepsie und Entziindungen des
gastrointestinalen Trakts), gegen Nachtblindheit, Harnwegsinfektionen, Skorbut,
Durchblutungsstéorungen, Prellungen, Rheuma und vieles anderes genutzt
(McKenna et al., 1998).

1.1.2.2 Andenheidelbeere

Die Andenheidelbeere Vaccinium floribundum Kunth wichst in der sogenannten
Paramo, einem fiir die siidamerikanischen Hochanden (3400-3800 m) typischen Ve-
getationsgebiet. Besonders in den ndérdlichen Hochanden - in Ecuador, Kolumbien,
Venezuela und Bolivien - ist sie zahlreich zu finden. Typisch fiir diese Vegetations-
form ist eine hohe Luftfeuchtigkeit bei niedriger Temperatur (Pepenoe et al., 1989;
Sklenar, 2001). Die Andenheidelbeere wiachst an schlanken 2-3 m hohen Striauchern,
die weiB3-pinke Bliiten tragen. Die runden Beeren haben einen Durchmesser von bis
zu 8 mm, eine blaue, fast schwarze Farbe und tragen zahlreiche Samen. Da die Bee-
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ren bislang keiner Selektion unterlagen, sind sie qualitativ sehr unterschiedlich. In
Ecuador werden sie roh, als Kompott oder in speziellen Gerichten verzehrt. Bislang
sind die Friichte aulerhalb Lateinamerikas wenig bekannt und Studien zu den In-
haltstoffen sind rar. Als wenig genutzte Friichte stellen sie nicht nur auf Grund ihrer
wertvollen Inhaltsstoffe, sondern auch geschmacklich eine Bereicherung unseres
Speiseplans dar, wie z.B. die Erdbeere (Fragaria chiloenensis), die urspriinglich auch
als eine wenig genutzte Frucht aus Chile nach Europa kam und heute aus unserem
Speiseplan nicht mehr wegzudenken ist. Bislang wird die Andenheidelbeere wild
gesammelt, konnte zukiinftig aber auch kultiviert und vermarktet werden (Pepenoe
et al., 1989).

Vaccinium: Vaccinium floribundum Synonyme

Kunth (National Germplasm Resources Laboratory,

Subgenus: Pyxothamnus 2012)

Allgemeine Namen:

Englisch: Colombian blueberry, Andean
blueberry

Schwedisch: mortino

Spanisch: mortifio

Deutsch: Andenheidelbeere

Botanische Namen:
Vaccinium mortinia Benth.

Bild: Fotografiert von Franz Xaver, lizensiert unter
Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 Unported

1.1.2.3 Amerikanische Blaubeeren

Highbusch Blueberry — Vaccinium corymbosum

Die sogenannte ,,highbush blueberry*, Vaccinium corymbosum, ist urspriinglich in
Nordamerika beheimatet und ist die am meisten vermarktete und verkaufte Blaubee-
re. 1989 wurden in Nordamerika die Beeren auf iiber 40 000 ha fiir den kommerziel-
len Vertrieb angebaut. Hierbei wurden iiber 50 Sorten, unter Beriicksichtigung unter-
schiedlicher saisonaler Bedingungen und fiir den Verkauf wertgebender Eigenschaf-
ten, entwickelt. Sie bevorzugt feuchte saure Boden wie in Moor- und Sumpfgebiete
oder Seeufer, ist aber auch in Wildern mit trockeneren Boden anzutreffen. Vaccinium
corymbosum 1ist ein 2-4 m hoher, stark verzweigter Halbstrauch (Ursprung des Na-
mens ,,highbush blueberry*). Die kurzgestielten einfachen Laubblitter haben eine
langlich-elliptisch, spitz zulaufende Form. Sie werden zwischen 4-8 cm lang und sind
an der Blattunterseite fein behaart. Von Januar bis Juni tragen die Strducher glocken-
formige lingliche weille oder hellrosafarbene Bliiten mit jeweils fiinf Bliitenbléttern.
Aus den Bliiten entwickeln sich nach etwa 62 Tagen die 5-12 mm grof3en blau bis
dunkelblauen Beeren, die zahlreiche Samen enthalten. Die Strducher tragen Friichte
von April bis Oktober (NRCS, 2012).
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Spezies: Vaccinium corymbosum Synonyme
Subgenus: Cyanococcus (National Germplasm Resources Laboratory,
2012)

Allgemeine Namen:

Englisch: American blueberry,
blueberry, highbush blueberry, swamp
blueberry

Franzosisch: airelle d'Amérique, airelle
en corymbe (Canada), bleuet a
corymbes, corymbelle, myrtille
d'Amérique, myrtille géante

Deutsch: amerikanische Blueberry
Spanisch: arandano americano

Botanische Namen:

- Vaccinium atlanticum E. P. Bicknell
- Vaccinium constablaei A. Gray

pa

Bilder (unten rechts und links): fotografiert von Kurt Stiiber

Lowbusch Blueberry - Vaccinium angustifolium

Das Verbreitungsgebiet der Vaccinium angustifolium auch ,lowbush bluberry* ge-
nannt, erstreckt sich von der Ostkiiste Kanadas (Labrador und Neufundland) bis ins
Landesinnere nach Manitoba, sowie in den USA {iber die Neuenglandstaaten bis hin
zu den Gebieten um die GroBlen Seen. V. angustifolium ist ein niedrig wachsender
Strauch der zwischen 5-60 cm hoch wird (Ursprung des Namen ,lowbush
blueberry*) und wichst typischerweise in dichten Kolonien. Die Wurzeln sind stak
verzweigt und wachsen oberflichennah, aber es kann auch eine bis zu 1 m lange
Pfahlwurzel ausgebildet werden. Die weilen, glockenférmigen Bliiten werden ca. 5
mm lang. Die siilen, runden, blau-schwarzen Beeren werden etwa 4-11 mm grol3,
wobei manche Sorten auch bis zu 25 mm grof3e Friichte tragen. Jede Beere enthélt im
Inneren zahlreiche kleine Samen (NRCS, 2012).

Bereits die Ureinwohner Amerikas verzehrten die Beeren frisch oder getrocknet in
Gebick, zu Suppen und zu Fleisch. Die frithen Siedler Amerikas alen die Beeren
frisch und in Form von Konfitiire, Gelees oder Kompott. In der heutigen Zeit ist sie
eines der wichtigsten kommerziellen Erzeugnisse im Nordosten Amerikas und Ka-
nadas. Dort werden sie in Ontario, Nova Scotia, New Brunswick, Quebec und Maine
kultiviert. Ein Hauptteil wird jedoch von abgegrenzten und kontrollierten Gebieten
mit wild wachsendem Bestand gesammelt. Ihr Einsatz in der Lebensmittelindustrie
ist vielfdltig. Hauptsédchlich werden sie als Konserven vertrieben, aber auch fiir Saft,
Wein, Muftfins, Joghurt etc. genutzt (NRCS, 2012).
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Spezies: Vaccinium angustifolium L. Synonyme
Subgenus: Cyanococcus (National Germplasm Resources Laboratory, 2012)

< >

Allgemeine Namen:

Englisch: blueberry, early lowbush blu-
eberry, late sweet blueberry, low sweet
blueberry, lowbush blueberry, sweethurts,
#* upland lowbush blueberry

‘ Franzoésisch: bleuet a feuilles étroites

Botanische Namen:

- Vaccinium angustifolium var. hypolasium
Fernald

- Vaccinium angustifolium var. laevifolium
House

- Vaccinium angustifolium var. nigrum
(Alph. Wood) Dole

- Vaccinium brittonii Porter ex E. P. Bicknell

- Vaccinium lamarckii Camp.

- Vaccinium pensylvanicum Lam.

- Vaccinium pensylvanicum var. nigrum
Alph. Wood
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1.2 Konsum, Produktion und Vermarktung der Cranberry

Kultivierung

Im Jahre 1810 machte Captain Henry Hall auf Cape Cod (Massachusetts) die ersten
Kultivierungsversuche mit Cranberrys und erforschte die noétigen Boden- und
Wachstumsbedingungen. 1820 verschiffte er seine Cranberrys nach Boston und New
York. Bald darauf kultivierten auch andere Farmer Cranberrys auf Cape Cod und
schlieflich in ganz Massachusetts, wo noch heute die zwei wichtigsten Sorten ,,Early
Black® und ,,Howes* angebaut werden. Bis in die Mitte des 19. Jahrhunderts weitete
sich die Kultivierung der Beere auch in andere Teile Nordamerikas aus (1835 New
Jersey, 1853 Wisconsin, Oregon und Washington zuletzt). Boston wurde zum wich-
tigsten Handelszentrum. Von dort aus wurden die Cranberrys in Fissern (1 Barrel =
100 Pounds; ca. 45 kg) weiter in das Landesinnere der USA und nach Europa ge-
bracht. So ist noch heute das Barrel die Standardmaleinheit fiir die Cranberry. Im
Jahre 1860 gab es einen Aufschwung
der Cranberryindustrie, die 1930-31
mit einer Ertragsfliche von 27 600
Hektar ithren Hohepunkt fand. In den
Folgejahren gerieten Cranberrys auf
Grund des Einsatzes von Pestiziden in
Verruf, so dass die Cranberry-
produktion 1959 einen Tiefpunkt er-
reichte, da viele Beeren vernichtet
werden mussten. Erst ein Jahr spiter
erholte sich dieser Industriezweig
wieder, und 1999 wurden Cranberrys
weltweit auf ca. 50 000 Hektar ange-
baut. Im Laufe der Zeit wurden auch
Cranberryfelder in anderen nordame-
rikanischen nicht-traditionellen Anbaugebieten sowie Chile und Europa angelegt. Bis
heute werden Cranberrys in vielen Teilen Amerikas angebaut (s. Abbildung 1)
(USDA, 2011; Eck, 1990). Aus den zahlreiche Sorten (s. Tabelle 29, Anhang A.l,
S. 130 ff.), die im Laufe der Zeit kultiviert und benannt wurden, sind die wichtigsten
,»Ben Lear®, ,Early Black*, McFarlin®, ,,Pilgrim*, ,,Searless* und ,,Stevens* (Caruso et
al., 2000). Sie machen 90% der gesamten Ernte aus (Luby et al., 1991).

Abbildung 1: Anbaugebiete der Cranberry (grau) in
Amerika und Kanada (USDA, 2011)

Cranberryernte

Bis 1940 wurden Cranberrys mit einer Art Schaufel von Hand geerntet. Parallel wur-
de die Wasserernte entwickelt, die ithren Ursprung 1920 in Wisconsin hatte. Dabei
werden die Cranberrys zundchst von den Strduchern geschiittelt und anschlieend
werden die Felder geflutet. Dabei macht man sich die vier Luftkammern der Beere
zunutze, aufgrund dessen die Cranberrys auf der Wasseroberfliche schwimmen und
abgeschopft werden konnen. Heutzutage werden nahezu alle Cranberrys durch Flu-
ten der Felder geerntet (Caruso et al., 2000; Trehane, 2004).
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Cranberryproduktion und -konsum in der heutigen Zeit

Die Produktion von Cranberrys er-
reichte 2011 in den USA 348 500 Ton- Massza;f,‘/?se‘ts-\
nen (7,68 Millionen Barrel). Die wich-

tigsten Anbaugebiete sind Wisconsin,
Massachusetts, New Jersey, Oregon
und Washington. Wisconsin tragt

Wisconsin
59%

New Jerse;
hier mit 59% den grofiten Anteil bei o
(s. Abbildung 2). Die Anbaufldche
liegt aktuell (2012) etwa bei 50 000 5% )
Hektar, die sich auf den Norden der Washington SR

2%
USA und Kanada verteilt. Der Anteil
der Vereinigten Staaten betrigt dabei Abbildung 2: Verteilung der Cranberryproduktion in

15 580 Hektar (USDA, 0. D.). den USA in 2011 (USDA, 0. D.)

Vermarktung der Cranberry

In der amerikanischen Fruchtsaftindustrie besteht fiir Getrinke aus Cranberrysaft,
aber auch andere Cranberryprodukte schon lange eine grofe Nachfrage. Auch in
Deutschland sind im Laufe der vergangenen Jahre immer mehr Cranberryprodukte
im Handel zu finden. Darunter wird eine groBe Auswahl an Cranberrysiften, -
nektaren und -mixgetrinken angeboten (Cranberry Marketing Commitee, 2012).

Europa ist der groBBte Markt fiir Fruchtsdfte und —nektare. Dabei ist Deutschland mit
28% Spitzenreiter. Der Gesamtverbrauch in der EU lag 2009 bei 11,26 Milliarden Li-
ter. Auch wenn wihrend der schlechten Wirtschaftslage der Saftkonsum 2009 ein
wenig rickldufig war, gelangen Fruchtsdfte zunehmend wieder in den Fokus des
Verbrauchers und bleiben ein beliebtes Getridnk. So stieg der Pro-Kopf-Konsum seit
den 60er Jahren von 1,9 Liter bis heute auf 37 Liter an (A.IJN., 0. D.). Im Zuge einer
ausgewogenen Erndhrung ist das Interesse an Produkten, insbesondere mit einer
vermeintlichen positiven Wirkung auf die Gesundheit, gestiegen. In der Getrdnkein-
dustrie ist ein klarer Trend zu Produkten mit gesundheitlichem Zusatznutzen durch
bioaktive Stoffe festzustellen (Ansari & Kumar, 2012). So gelangt auch die Cranberry
mit Thren zahlreichen potentiellen positiven Einfliissen auf die Gesundheit (s. Ab-
schnitt 1.5, S. 23 ff.) zunehmend in den Fokus.

Im September 2009 sind in Europa 145 neue Produkte auf den Markt gekommen. In
Deutschland sind allein im Jahre 2012, von April bis Juni, 28 neue Produkte erschie-
nen. Insgesamt ist in den Jahren 2001 bis 2012 die Anzahl von 6 auf 620 unterschied-
liche Cranberryprodukte in Deutschland angestiegen (s. Abbildung 3, S. 12). Die
Produktvielfalt ist hierbei sehr breit und spricht somit unterschiedliche Verbraucher-
gruppen an (Cranberry Marketing Commitee, 2012).
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Die jahrliche Gesamtproduktion an Cranberrys im Jahr 2011 liegt bei 349 795 Tonnen
(7,71 Millionen Barrels). Fiir 2012 ist laut USDA (United States Department of
Agriculture) mit 348 561 Tonnen (7,68 Millionen barrels) ein Riickgang von lediglich
1% vorausgesagt worden. Ein Barrel Cranberrys wurde 2011 mit 68,5 $ gehandelt
(USDA, 0.D.).
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Abbildung 3: A: Anzahl der unterschiedlichen Cranberryprodukte und Anteile verschiedener Pro-
duktgruppen, die innerhalb 2006-2012 in Deutschland auf den Markt gekommen sind

B: Anzahl verschiedener Cranberryprodukte in unterschiedlichen Lindern Europas, die innerhalb
2009-2011 auf den Markt gekommen sind

Im Jahre 2005 tauchte erstmals im Zuge der Vermarktung von Friichten der Begriff
»Superfruits® (Superfriichte) auf. Diese Wortschopfung wurde immer hédufiger in
den Medien genutzt, als zunehmend exotische Friichte auf den amerikanischen und
anschliefend auf den europdischen Markt gelangten. Die Bezeichnung ,,Superfruit,,
ist eine Erfindung der Marketingbranche, um exotische Friichte fiir den Verbraucher
interessanter zu machen. Folglich gibt es keine exakte Definition fiir diesen Begriff.
Im Allgemeinen verfiigen diese Friichte iiber einen hohen Gehalt an Antioxidantien
und sekunddren Pflanzenstoffen wie z.B. Polyphenole. Der Physiologe Dr. Paul
Gross schlidgt fiir die Einordnung einer solchen Frucht in seinem populdrwissen-
schaftlichen Buch eine umfassendere Definition vor. Demnach kann eine Superfrucht
wie folgt bewertet werden:

e Nihrstoffvielfalt und -dichte

e Vielfalt und Dichte sekundirer Pflanzenstoffe
e Stand und Intensitdt der Forschung

e Fortschritt klinischer Studien

e Bekanntheitsgrad, basierend auf dem Geschmack und der Nachfrage auf dem
Markt
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Nach diesen Kriterien wurde eine Rangliste mit insgesamt 20 Superfriichten aufge-
stellt (s. Tabelle 1). Die Cranberry steht auf Platz 7 und die Blaubeere auf Platz 10 der
Liste. Blaubeeren sind vor allem wegen ihres hohen Gehalts an Anthocyanen in der
Liste der Superfriichte vertreten (Gross, 2010).

Tabelle 1: Liste der Top 20 Superfriichte nach (Gross, 2010)

Top 20 der Superfriichte

1. Mango 11. Kirsche

2. Feige 12. Himbeere

3. Orange 13. Sanddorn

4. Erdbeere 14. Guave

5. Goji 15. Brombeere

6. Rote Trauben 16. schwarze Johannisbeere
7. Cranberry 17. Dattel

8. Kiwi 18. Granatapfel

9. Papaya 19. Agai

10. Blaubeere 20. getrocknete Pflaumen

13



Einleitung

1.3  Verfilschung von Lebensmitteln und Authentizititskontrolle anhand von
Polyphenolprofilen

Das Lebensmittelrecht hat neben seinem wichtigsten Ziel, dem Schutz der Gesund-
heit, auch das Ziel zu verhindern, dass der Verbraucher irregefithrt wird. Die Irre-
fiihrung des Verbrauchers durch Verfilschung von Lebensmitteln geht bis in das 17.
Jahrhundert v. Chr. zuriick. Dort wurden erste lebensmittelrechtliche Regelungen
mit dem Codex Hammurabi eingefiihrt, um Lebensmittelverfilschungen zu verhin-
dern und unter Strafe zu stellen (Mettke, 2003).

1879 wurde in Deutschland als ein erstes Gesetz zur Regelung des Verkehrs mit Le-
bensmitteln das Nahrungsmittelgesetz eingefiihrt. Die noch liickenhaften gesetzli-
chen Regelungen wurden stets weiter entwickelt bis hin zum heutigen Lebensmittel-
und Futtermittelgesetzbuch (LFGB). Fiir die Information und den Schutz des Ver-
brauchers sowie zur Gewidhrleistung eines fairen Wettbewerbs, ist eine lebensmittel-
rechtliche Regelung essentiell. Heutzutage ist deshalb im Lebensmittelrecht im § 11
des LFGB das Verbot der Irrefiihrung verankert (Mettke, 2003).

Die Verfilschung von Lebensmitteln wie Fruchtséfte und andere Fruchtprodukte
und die damit notwendige Priifung ihrer Authentizitit, ist auch in der heutigen Zeit
stets eine aktuelle und wichtige Fragestellung im Zuge der Qualitédtssicherung. Eine
Verfilschung umfasst hierbei nicht nur eine falsche oder uneindeutige Etikettierung,
sondern kann auch in der Form erfolgen, dass z.B. preisgiinstigere bzw. minderwer-
tigere Rohware zugemischt und damit ein teureres bzw. qualitativ hoherwertiges
Produkt vorgetduscht wird. Bei hochpreisigen Friichten, wie der Cranberry (s. Ab-
schnitt 1.2, S. 10 ff)) ist die Gefahr einer Verfialschung stets gegeben (Fliigel et al.,
2005). Ein Liter Cranberrymuttersaft wird in Deutschland aktuell fiir etwa 9-10 € ver-
kauft. Preiselbeermuttersaft liegt zwischen 10-11€. Entsprechende Angaben zur
Moosbeere sind nicht erhéltlich, es ist jedoch anzunehmen, dass Cranberrys auf
Grund ihrer Importkosten preislich héher liegen. Da die Rohwarenpreise der Vacci-
nium-Beeren Schwankungen unterliegen, kann eine Art als preisgiinstigere Alterna-
tive fiir die andere zur Verfiigung stehen. Auf Grund der dhnlichen Eigenschaften
aller drei Beeren ist ein Austausch durch eine der jeweiligen anderen jederzeit denk-
bar.

Die Authentizitdt von Lebensmitteln umfasst eine Vielzahl wirtschaftlicher Aspekte.
Neben der Tauschung des Verbrauchers, und damit dem Verlust des Vertrauens in
die Produkte, steht gleichermaflen der unfaire Wettbewerb gegeniiber Mitbewerbern
der Lebensmittelindustrie im Vordergrund (Reid et al., 2006). Durch eine Verfil-
schung, von z.B. Cranberryséften durch gilinstigere Rohware, verschafft sich der Her-
steller einen preislichen Vorteil und betreibt somit unlauteren Wettbewerb. Im Falle
von Cranberry, Preiselbeere und Moosbeere beschéftigte sich bereits Anfang des 20.
Jahrhunderts Dr. Griebel, im Auftrag der staatlichen Anstalt zur Untersuchung von
Nahrungs- und Genussmitteln sowie Gebrauchsgegenstinden fiir den Landespoli-
zeibezirk Berlin, mit der Verfdlschung von eingemachten Preiselbeeren mit Moosbee-
ren und auch mit der Unterscheidung der amerikanischen Cranberry zur Moosbeere
in Zubereitungen (Griebel, 1909; Griebel, 1910; Griebel, 1924). Aufgrund der Vielzahl
von immer wieder neuen Arten der Verfialschung, sind Lebensmittelanalytiker stdn-
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dig gefordert, diese aufzudecken, weshalb der Bedarf an neuen Methoden zum
Nachweis der Authentizitit nicht abreifit (Reid et al. 2006; Singhal et al., 1997).

Um Qualitdtstandards fiir Lebensmittel zu schaffen, griindeten die FAO (Food and
Agriculture Organisation) und die WHO (Word Health Organisation) die Codex
Alimetarius Kommission. Sie entwickelte unter anderem fiir Fruchtsifte und Nektare
den ,,Code of Practice”, um einen fairen Handel und Qualitdt zu gewdihrleisten. Die
A.LJN. (Association of the Industry of Juices and Nectars from Fruit and Vegetables
of the European Union) repriasentiert als Vereinigung die Interessen der Fruchtsaft-
industrie in Europa. Sie ist an der Gestaltung des Code of Practice beteiligt. Thre Mit-
glieder sind 13 nationale Fruchtsaftverbédnde, darunter auch der deutsche Verband
der Fruchtsaftindustrie e.V. (VdF) mit derzeit 387 Mitgliedern (Verband der
Deutschen Fruchtsaftindustrie, 0. D.).

Im Lebensmittelrecht ist als analytische Methode im Code of Practice fiir rote Frucht-
sifte die Bestimmung der Authentizitit iiber die Anthocyanprofile mittels HPLC-UV
in der IFU-Methode' Nr. 71 beschrieben. Der Verband der deutschen Fruchtsaftin-
dustrie entwickelte zur Uberpriifung der Qualitit von Fruchtsiften die sogenannten
»Richtwerte und Schwankungsbreiten bestimmter Kennzahlen* (RSK-Werte). Auch
fiir die Cranberry wurden bereits RSK-Werte entwickelt (Hofsommer, 1988). Zu die-
sem Zweck wurden in einem sogenannten ,,Profil“ die organischen Sduren (China-
sdure, Apfelsdure, Zitronensdure und Gesamtsiure) sowie die Zucker der Cranberry
betrachtet. Aus der Messung von 108 Cranberryproben unterschiedlicher Standorte
Nordamerikas wurden schlieBlich die RSK-Werte erstellt. Das Verhédltnis aus China-
sdure und Apfelsiure wurde dabei als entscheidender Parameter fiir einen Verfil-
schungsnachweis definiert (der Wert darf nicht unter 1,15 liegen). Ein weiterer Pa-
rameter ist das Glucose/ Fructose-Verhédltnis, wobei Glucose stets in hoheren Kon-
zentrationen enthalten ist. Auch iiber das Profil der Anthocyane wird eine Moglich-
keit, den Zusatz weiterer Sdfte zu detektieren, beschrieben (Coppola et al., 1978).

Trotz der zahlreichen Kriterien durch die RSK-Werte zur Beurteilung von Fruchtsif-
ten und -nektaren und den vielen Methoden, die in der Literatur beschrieben wer-
den, gibt es immer wieder neue Moglichkeiten der Verfalschung und Manipulation,
die bis heute nicht nachweisbar sind. So ist eine Verfdlschungsnachweis von Cran-
berry mit Moosbeerensaft oder sogar die ausschlieBliche Verwendung von Moosbee-
re anstelle der Cranberry noch nicht erarbeitet worden. Auch mit der Entwicklung
von neuen Produkten bleiben immer wieder neue Fragestellungen nicht aus. Oftmals
ist dabei bereits die Bezeichnung von Cranberryprodukten problematisch. So birgt
die botanische Klassifizierung der Cranberry Schwierigkeiten, da es immer wieder
zu Verwechslungen mit Moosbeere und Preiselbeere sowie zu Ubersetzungsfehlern
kommt (sieche Abschnitt 1.1 Botanik, S. 1 {f.).

Zur Beurteilung der Authentizitdt von pflanzlichen Lebensmitteln hat sich bislang
die Polyphenolanalytik mehrfach bewdhrt (Fliigel et al., 2005; Engelhardt & Galensa,
1997; Obon et al., 2011). Da die Polyphenolbiosynthese in der jeweiligen Pflanze ge-

" Von der Internationalen Fruchtsaft-Union (IFU) entwickelte Analysenmethode
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netisch fixiert ist, ist das qualitative Polyphenolprofil bei einer Art immer identisch,
so dass eine Abweichung im Profil einen wichtigen Verfilschungsmarker darstellen
kann. Hierbei konnen sowohl die An- und Abwesenheit von sogenannten Indikator-
verbindungen, das gesamte Profil als qualitativer Fingerprint aber auch
Peakflichenverhéltnisse zur Bestimmung der Authentizitdt genutzt werden
(Zimmermann & Galensa, 2007; Engelhardt & Galensa, 1997).
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1.4 Phenolische Inhaltsstoffe der Vaccinium-Beeren

Phenolische Inhaltsstoffe sind im Pflanzenreich weit verbreitet. Sie gehen aus dem
pflanzlichen Sekundérstoffwechsel hervor und erfiillen fiir die Pflanze wichtige Auf-
gaben. Sie fungieren als Abwehrstoffe, Schutz gegen Sonnenlicht sowie Duft-, Aro-
ma- und Farbstoffe. Die Struktur der phenolischen Verbindungen ist vielfdltig, aber
allen gemeinsam ist, dass sie sich in ithrer chemischen Grundstruktur vom Phenol
ableiten. Sie lassen sich in folgende unterschiedliche Gruppen einteilen: Phenol-
carbonsduren und ihre Derivate, Flavonoide und niedermolkulare Phenole (Quideau
et al., 2011). Eine groBe Gruppe stellen die Flavonoide dar. Sie lassen sich in weitere
Untergruppen einteilen, darunter z.B.: Chalcone, Flavone, Flavonole, Flavanole,
Flavanone, Isoflavonoide, Anthocyane und kondensierte Tannine (Proanthocyanidi-
ne) (Iwashina, 2000).

Vaccinium-Spezies weisen eine grofle Vielfalt an Flavonoiden auf (Hakkinen et al.
1999a; Mikulic-Petkovsek et al., 2012), wobei hauptsdchlich Inhaltsstoffe aus drei
Hauptklassen der Flavonoide, den Anthocyanen, Flavonolen und Flavanolen vor-
herrschend sind. Des Weiteren sind auch Phenolcarbonsduren und deren Derivate
sowie Stilbene in Vaccinium-Spezies enthalten (Pappas & Schaich, 2009).

14.1 Anthocyane

Anthocyane sind natiirlich vorkommende wasserldsliche Farbstoffe. Sie werden in
der Zellvakuole akkumuliert und sind fiir die intensive Farbung von zahlreichen
Bliiten und Friichten sowie auch fiir die rot-blaue Farbe der Vaccinium-Beeren ver-
antwortlich. Meist liegen die Anthocyane nicht als Aglykone (Anthocyanidine) vor,
sondern sind glykosidisch an Zucker gebunden (Horbowicz et al., 2008). Die Biosyn-
these der Anthocyane ist vollstindig aufgeklirt, inklusive der Identifizierung der be-
teiligten Enzyme (Oancea & Oprean, 2011).

Anthocyanidine sind hydroxylierte und methoxylierte Derivate des Phenyl-2-
benzopyrylium (Flavylium Salze). Durch das unterschiedliche Substitutionsmuster
von Hydroxy- und Methylgruppen am C.-C;-C-Grundkorper, konnten bisher 25
verschiedene Aglykone in der Natur gefunden werden. Jedoch sind es sechs
Anthocyanidine (s. Tabelle 2, S. 18), die am hdufigsten vorkommen (95%). Die Farbe
variiert mit dem Substitutionsmuster am B-Ring. Je mehr Hydroxylgruppen auftre-
ten, desto weiter verschiebt sich das Absorptionsmaximum in den roten Bereich. Je
mehr Methoxygruppen vorhanden sind, desto weiter ist es in den blauen Bereich
verschoben (He & Giusti, 2010). In allen untersuchten Beeren sind unterschiedliche
Vertreter dieser sechs Anthocyanidine zu finden (Wu & Prior, 2005).

Die am héufigsten vorkommenden Zuckerkomponenten sind Glucose, Galactose,
Rhamnose und Arabinose. Am weitesten verbreitet sind die Anthocyane als 3-
Glykosid oder 3,5-Diglykosid (Clifford, 2000).
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Tabelle 2: Substitutionsmuster der sechs in der Natur am hé&ufigsten vorkommenden Anthocyane
und deren Farbe und Absorptionsmaximum (He & Giusti, 2010)

Name Substitutions- Farbe in salz- A max
muster saurem Metha-
nol
R1 R2 R1
idi OH
Cyanidin OH H Magenta 535 @
+
Peonidin OCH, H Magenta 532 HO @ O\ R2
B
Pelargonidin | H H Rot 520 =
£ 5 *“OH
Malvidin OCH, OCH; | Violett/ Purpur 542 OH
Delphinidin | OH OH Violett/ Purpur | 546
Petunidin OCH, OH Violett/ Purpur 543

Neben der Glykosylierung kdnnen die Anthocyane auch in acylierter Form vorlie-
gen. Sie enthalten zusitzlich eine oder mehrere Sduren, die iiber eine Esterbindung
an unterschiedlichen Positionen des Zuckers gebunden sein kénnen. Als Bindungs-
partner kommen organische, aliphatische oder aromatische Sduren wie z.B. Malon-,
Oxal-, Essig-, Zimt-, Cumarséure etc. in Frage (He & Giusti, 2010).

14.2 Flavanole - kondensierte Proanthocyanidine

Proanthocyanidine (PACs) sind im Pflanzenreich weitverbreitet und kommen in
Friichten, Samen, Rinden und Blattern zahlreicher Pflanzen vor. Sie akkumulieren in
unterschiedlichsten Pflanzengeweben und -organen zum Schutz vor FraB3feinden. Sie
geben Getrdanken wie Wein, Fruchtsédften und Tee einen adstringierenden Geschmack
und Aroma. PACs werden zunehmend wegen ihrer potentiellen Effekte auf die Ge-
sundheit geschitzt (Xie & Dixon, 2005; Dixon et al., 2005).

Proanthocyanidine (kondensierte Tannine) sind oligomere und polymere Endpro-
dukte der Flavonoidbiosynthese. Sie bestehen aus monomeren Flavan-3-olen, die
durch unterschiedliche Bindungen miteinander verkniipft sind. Es wurden bislang
15 Unterklassen identifiziert, von denen jedoch lediglich folgende drei in pflanzli-
chen Lebensmitteln vorkommen: Procyanidine — (Epi)catechin-Polymere, Pro-
delphinidine — (Epi)gallocatechin-Polymere und Propelargonidine — (Epi)afzelechin-
Polymere (Beecher, 2003; Gu et al., 2003b).

Proanthocyanidine konnen je nach Struktur der Monomere (unterschiedliche Stereo-
chemie und Substitutionsmuster) variieren (s. Abbildung 4, S. 19). Die meisten
Proanthocyanidine sind jedoch aus (+)-Catechin und (-)-Epicatechin aufgebaut (He et
al., 2008).
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HO

R1=R2=H, (-)-Epiafzelechin
R1=0H, R2=H, (-)-Epicatechin
R1=R2=0H, (-)-Epigallocatechin

R1=R2=H, (+)-Afzelechin
R1=0H, R2=H, (+)-Catechin

OH

Abbildung 4: Je nach Konfiguration an C2 und C3 (asymmetrische Zentren) kommt es zur 2,3-cis oder
2,3-trans-Konfiguration. (-)-Epicatechin liegt meist in der 2,3-cis-Konfiguration vor und ist so die hdu-
figste Elongationseinheit

Je nachdem wie die Monomere miteinander verkniipft sind, unterscheidet man zw i-
schen A- und B-Typ-verkniipften Proanthocyanidinen. B-Typen sind lediglich {iber
C-C-Bindungen verkniipft, wihrend A-Typen zusétzlich eine Etherbindung aufwei-
sen. Prinzipiell kann eine Kopplung z.B. zwischen C4, der ,,oberen Einheit“ und C8
oder C6 eines weiteren Monomers, der ,,unteren Einheit”, erfolgen. Bei A-Typen
wird eine zusédtzliche Interflavanbindung sowohl mit dem Sauerstoff an C7 oder C5
gebildet (s. Abbildung 5). Eine solche C2-O-C7 Bindung weist z.B. das Procyanidin
A2 auf, welches in Vaccinium-Spezies vorkommt. Die Kombination der Bindungen
fiihrt zu einer grofen dreidimensionalen strukturellen Vielfalt, auch bereits bei klei-
neren Proanthocyanidinen (Dixon et al., 2005).

OH

OH OH
OH
OH

OH

OH

A-Typ-Dimer (mit C2/07 und C4/C8 Verkniipfung) B-Typ-Dimer (mit C4/C8 Verkniipfung)
(Procyanidin A2) A-Typ-Dimer (mit C2/05 und C4/C6 Verkniipfung) (Procyanidin B1)

Abbildung 5: Struktur unterschiedlicher A-Typ-Procyanidin-Dimere und eines B-Typ-Dimers

A-Typ-Procyanidine sind in der Natur weniger weit verbreitet. Sie kommen aller-
dings durchwegs in Vaccinium-Spezies vor und sind insbesondere charakteristisch
fiir die Cranberry. Unter den in Vaccinium-Spezies gefundenen Strukturen sind man-
che selten oder sogar einzigartig und bisher nur in der Cranberrys identifiziert wor-
den (Neto et al., 2005). Procyanidine mit zwei A-Typ-Verknilipfungen sowohl in der
terminalen als auch den mittleren Einheiten, wurden beispielsweise neben der Cran-
berry bislang nur in Erdniissen identifiziert (Gu et al., 2003a; Prior & Gu, 2005). In
der Cranberry sind vorwiegend Proanthocyanidin-Dimere, -Trimere und grofere
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Oligomere aus Epicatechin enthalten. Es wurden auch bereits Molekiile bis zu einem
Polymerisationsgrad von 12 Einheiten mit bis zu vier A-Typ-Verkniipfungen gefun-
den (Neto et al., 2005). Auch in Blaubeeren sind zahlreiche oligomere Procyanidine
enthalten. Im Vergleich zur Cranberry ist der Procyanidingehalt jedoch niedriger.
Die Oligomere bestehen ebenfalls aus (Epi)catechin-Einheiten, sind jedoch zumeist
nur einfach miteinander verkniipft (Prior et al., 2001).

14.3 Flavonole

Flavonole sind die im Pflanzenreich am héufigsten
vorkommenden Flavonoide. In pflanzlichen Lebens-
mitteln sind unter den Flavonolen vor allem
Kéampferol, Myricetin, Quercetin und Isorhamnetin zu
finden (s. Abbildung 6). Meistens kommen sie gebun-

den als 3-O-Glykoside vor (Crozier et al., 2009). Bis- OH O

lang sind ca. 900 Flavonol-O-Glykoside beschrieben, Kimpferal RI=R2=H

iiblicherweise als 3-, aber auch als 7-, 3- oder 4‘ Quercetin:  RI=H;R2=OH
i . Myricetin: R1=R2=OH

Glykoside. Die am hédufigsten gebundenen Zucker Isorhamnetin: R1=H;R2=0CH,

sind hierbei Glucose, Galactose und Rhamnose; selte-
ner Xylose, Arabinose oder Glucuronsidure (Iwashina,
2000).

Abbildung 6: Struktur haufig
vorkommender Flavonole

Beeren sind bekannt fiir ihre hohen Flavonolgehalte. In einer Studie von Hékkinen et
al. (1999b) wurde der Gesamtflavonolgehalt nach Hydrolyse in unterschiedlichen
Beeren bestimmt. Die Moosbeere enthilt demzufolge mit 15,7-26,3 mg/ 100g (FG) im
Vergleich zur Preiselbeere mit 7,4-17,6 mg/ 100 g (FG), Blaubeere mit 5 mg/ 100 g
(FG) und Heidelbeere mit 43-51 mg/ 100 g (FG) den hochsten Gesamtflavonolgehalt.
Cranberrys wurden in dieser Studie nicht untersucht. Laut der USDA -Datenbank
(USDA, 2007) enthalten Cranberrys einen Gesamtflavonolgehalt von
18,4 mg/ 100 g FG.

1.4.4 Phenolcarbonsiuren

Zu den Phenolcarbonsiduren gehdren die in der Natur vorkommenden Hydroxy-
zimtsduren und Hydroxybenzoesduren sowie deren Derivate. Als Derivate existieren
sie in Form von Estern mit anderen Siduren, Zu-

ckern oder Alkoholen, Glykoside von
decarboxylierten Sduren oder als acylierte Flavo- HO
noide (Sticher, 2010).

R1
—COOH

. R2
Hydroxyzimtsiuren findet man in nahezu allen
p-CumarsiureR1 =R2=H

hoheren Pflanzen. In Abbildung 7 sind die in Kaffeesiure: R1=H; R2 = OH
pflanzlichen Lebensmitteln am meisten anzutref- Ferulasiure R1=H;R2=O0CH
fenden Verbindungen dargestellt (Crozier et al., Sinapinsfure RI=R2=OCH
2009). Die hiufigsten Verbindungen sind Abbildung 7: Struktur hiufig vor-

Hydroxyzimtsdureester mit Chinasdure. Im Pflan- kommender Hydroxyzimtsduren
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zenreich am weitesten verbreitet sind die fiinf Stellungsisomere der Chlorogenséiure.
Es kommen auch andere Ester der Chinasdure, wie z.B. mit p-Cumarsdure oder
Ferulasdure vor. Neben der Bindung mit Chinasdure werden in der Literatur aber
auch die Glykoside unterschiedlicher Hydroxyzimtsduren beschrieben. Glucose-
Ester konnten bereits 1960 in nahezu 100 Pflanzenspezies gefunden werden
(Harborne & Corner, 1961; Clifford, 1999).

Hydroxybenzoesiduren und deren Derivate tre- RA

ten, im Gegensatz zu den Hydroxyzimtsduren,

meist nur in geringen Mengen auf. In Abbildung HO COOH
8 sind die am hdufigsten vorkommenden Hydro-
xybenzoesduren dargestellt (Mattila et al., 2006).
Sie liegen in Friichten in freier Form vor, es wur-

R2

4-Hydroxybenzoesiure: R1=R2=H
Protocatechusiure: R1=H; R2=0H

den aber auch Glykoside gefunden (Tomés- Vanillinsiure: R1=H;R2 = OCH,
Barberan & Clifford, 2000). Cranberrys enthalten Syringasiure: RI=R2=0CH,
natiirlicherweise hohe Gehalte an Benzoesdure in

) Abbildung 8: Struktur hiufig vor-
gebundener und freier Form (Zuo et al., 2002). kommender Hydroxybenzoesiuren

14.5 Weitere ausgewiihlte Inhaltsstoffe

Iridoide sind Monoterpenderivate. Man findet sie in grofer
Anzahl in Pflanzen, in denen sie als Metaboliten im Sekundar- AN
stoffwechsel gebildet werden. Bei ihrem Grundgeriist handelt

es sich um das Cyclopenta[c]pyran (Monoterpen). Thr Name ©
leitet sich von dem einfachsten Grundkorper, dem Iridodial OH
(C,,H,;O,) ab (s. Abbildung 9), das im Abwehrsekret von Abbildung 9: Lactol-
Ameisen entdeckt wurde. Iridoide kommen meist glykosidisch form des Iridodials

gebunden vor, da eine Glykosidierung zur Stabilisierung des

Lactolrings fiihrt. Durch die Bindung eines Zuckers werden sie hydrophil und kon-
nen nicht nur in Olzellen, sondern in allen Pflanzenorganen - von der Wuzel bis zum
Samen - gespeichert werden. Durch ihre hydrophilen Eigenschaften kdnnen sie mit
Wasser oder Methanol aus der Pflanze extrahiert werden, und gemeinsam mit den
Flavonoiden analytisch erfasst werden. Das
Iridoidmuster von Pflanzen ist artspezifisch
und kann somit zur Identitdtspriifung genutzt
werden. Iridoidhaltige Pflanzen werden schon
seit Jahrhunderten unter anderem als Husten-
mittel und zur Wundheilung eingesetzt
(Sticher, 2010).

COCH COOH
H

Jensen et al. (2002) untersuchte Vaccinium-
Beeren auf bislang noch nicht identifizierte OH OH
) . . s OH OH
Komponenten, die aromaaktiv sind und mogli- Abbildune 10: Strukiur der bei J
. . . o e . ildung 10: Struktur der bei Jensen
cherweise auch zur blOlOngFDhen Aktivitdt bei et al. (2002) entdeckten Iridoide. Links
tragen. Im Rahmen der Studie wurden erstmals 6,7-Dihydromonotropein; Rechts:

die beiden C,,-Iridoidglykoside Monotropein Monotropein
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und 6,7-Dihydromontropein (s. Abbildung 10) in der hydrophilen Fraktion der Séfte
von V. macrocarpon, V. oxycoccus, V. vitis-idaea und V. myrtillius identifiziert. Mono-
tropein wurde in allen untersuchten Spezies gefunden. 6,7-Dihydromonotropein lief3
sich in allen Beeren auBler V.myrtillus detektieren. In weiteren Untersuchungen von
Turner et al. (2007) wurden die beiden Iridoidglykoside mit p-Cumarsdure verestert
identifiziert.

Stilbene gehoren ebenfalls zu den nicht-flavonoiden Verbindungen. Sie weisen eine
C-C,-Ce-Grundstruktur auf. In der Pflanze fungieren sie als Phytoallexine bei
Krankheiten, Verletzungen und Stress. Resveratrol ist das bekannteste Stilben. Wich-
tige Nahrungsquellen sind Rotwein und Erdniisse,
aber auch Beeren und manche Krduter sowie Spinat
mit geringeren Gehalten (Crozier et al., 2009). Resve- HO A
ratrol findet man in Friichten frei in cis- und trans- O

Form (s. Abbildung 11), aber auch glykosidisch ge- OH ‘
bunden, als Piceid (3-f-D-glucosid) (Lyons, et al.,

2003). OH

OH
Wang et al. (2002) erwdhnten zum ersten Mal Resve- Ho - O
ratrol in Cranberrysaft. Es wurde eine Resveratrol- O
konzentration von 1,07 nmol/ g gemessen, die im
dhnlichen Bereich wie die von Traubensaft mit 1,56 OH

nmol/ g lag. Lyons et al. (2003) konnten Resveratrol
auch in Heidelbeeren und Blaubeeren detektieren,
jedoch waren die Gehalte geringer als die der Cran-
berry.

Abbildung 11: Struktur des cis-
und trans-Resveratrols
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1.5 Gesundheitsfordernde Eigenschaften

Im Allgemeinen werden Beeren auf Grund der zahlreichen phenolischen Inhaltstoffe
viele gesundheitsfordernde Eigenschaften zugeschrieben. In den vergangen Jahren
ist durch die Vielzahl an Studien, insbesondere mit steigender Anzahl an Human-
studien, die Beweislage iiber die nachgesagten positiven Wirkungen von Beeren auf
die Gesundheit immer eindeutiger geworden (Seeram, 2008).

1.5.1 Cranberrys

Mit Cranberrys werden zahlreiche positive Eigenschaften auf die Gesundheit assozi-
iert, die unter anderem auf ihren hohen Gehalt und die grofle Vielfalt an sekundiren
Pflanzeninhaltsstoffen zuriickzufithren sind. Es werden Cranberrys folgende antipa-
thogene Effekte nachgesagt (Pappas & Schaich, 2009):

e Pridvention von Harnwegserkrankungen durch antiadhdsive Wirkung (Gupta
et al., 2006; Jepson et al., 2004)

e Pridvention von Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts (Zhang et al., 2005)

e Privention von Karies und bakteriellen Infektionen im Mundraum (Feghali et
al., 2012)

e Antimikrobielle Wirkung (Puupponen-Pimii et al., 2005)
e Antivirale Wirkung (Lipson et al., 2007)

Des Weiteren werden Cranberrys auch positive Einfliisse auf degenerative Krankhei-
ten und Erhalt von Funktionalitdt zugeschrieben:

e Unterstiitzung des kardiovaskuldre Systems (McKay & Blumberg, 2007)
e Schutz vor Krebs (Neto et al., 2006)
e Antiinflammatorische Wirkung (Bodet et al., 2007)

Als Mechanismen fiir diese zahlreichen Wirkungen werden pathogene Wechselwir-
kungen, antioxidative Mechanismen sowie Einfliisse auf die Signaltransduktion, Pro-
teinexpression und -aktivitdt diskutiert.

Der bekannteste und am meisten untersuchte Gesundheitsnutzen der Cranberry ist
thre priaventive Wirkung gegen Harnwegserkrankungen (Pappas & Schaich, 2009).

1.5.2 Blau- und Heidelbeeren

Blau- und Heidelbeeren werden bereits seit langer Zeit von den Ureinwohnern
Nordamerikas als Heilmittel und in Europa als Volksmedizin genutzt. Uber den Ver-
zehr von Blaubeeren und ihrem Einsatz als Heilmittel wurde erstmals von den Sied-
lern Nordamerikas berichtet. In Europa wurde das erste Mal im Mittelalter der me-
dizinische Nutzen der Heidelbeere erwdhnt. Beeren und Blidtter werden in Europa
als konventionelle Volksmedizin seit dem 16. Jahrhundert verwendet.
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Heute ist der Einsatz der Beeren vielseitig und es gibt zahlreichen Pridparate, dessen
Wirkstoff die Anthocyane sind. Es werden den Beeren folgende Wirkungen nachge-
sagt (Kalt & Dufour, 1997; Chu et al., 2011):

e Antimikrobielle (Puupponen-Pimid et al., 2005) und antiadhdsive Wirkung
(z.B. zur Pravention von Harnwegserkrankungen) (Ofek et al., 1991)

e Antikarzinogene Wirkung (Bomser et al., 1996)

e Kardioprotektive Wirkung (Herzkreislauf Erkrankungen) (Smith et al., 2000)
e Antioxidativ (Kalt et al., 2001)

e Antiinflammatorisch Wirkung

e Hypoglykdmischer Effekt (bei Diabetes), Verbesserung der Sehfdahigkeit und
Schutz vor Augenerkrankungen (Ghosh & Konishi, 2007)

e Neuroprotektive Effekte (Demenz) (Krikorian et al., 2010)

153 Priavention von Harnwegserkrankungen

1.5.3.1 Infektionen des Urogenitaltraktes

Harnwegsinfektionen (HWI) sind bei Frauen eine der héufigsten bakteriellen Er-
krankungen. 40-50% der Frauen erleiden in ihrem Leben mindestens einmal eine
HWI, darunter sind schétzungsweise 20% der Frauen im Alter von 20-56 Jahren be-
troffen. Insgesamt liegt die Haufigkeit einer sogenannten akuten Zystitis zwischen
0,5-0,7% pro Person und pro Jahr. In einem von vier Fillen kommt es zu einem Riick-
fall (Franco, 2005). Die meisten Harnwegserkrankungen gelten als unkompliziert,
d.h. sie sind auf die Harnrohre und Harnblase beschriankt. Echerichia. coli (E. coli) ist
das héufigste Uropathogen und in 80% der Fille der Ausléser. In 10-15% wird
Staphylococcus saprophyticus als Erreger identifiziert (Ronald, 2002).

Infektionen der unteren Harnwege sind relativ harmlos und kdnnen mit Antibiotika
behandelt werden. Sie werden erst gefdhrlich wenn die Bakterien den Harnleiter au -
steigen und das Nierengewebe schddigen. Bei komplizierten Infektionen sind meis-
tens E. coli-Stimme mit spezifischer uropathogener Virulenz beteiligt. Die Bakterien
konnen sich mit Fimbrien fest im Gewebe verankern, wobei die Adhédrenz durch die
Lektine an deren Oberfliche bestimmt wird. Sie docken an komplementidre Kohlen-
hydrate im Gewebe an. Die Adhdrenz ans Gewebe ist ein entscheidender Schritt fiir
die Auslosung einer Infektion. Gelingt es die Anhaftung der Bakterien zu verhin-
dern, wire dies ein Ansatz fiir eine geeignete Therapie (Nowack, 2007).

Alle E. coli-Stimme konnen liber Typ-1 Fimbrien am Gewebe andocken. Typ 1-
Fimbrien werden auch als Mannose-sensibel bezeichnet. Es konnte in Laborversu-
chen gezeigt werden, dass die Adhédrenz durch 16sliche Kohlenhydrate, insbesondere
Fructose, unterbunden werden kann. Es gibt jedoch E. coli-Stimme, die zusétzlich
mit sogenannten p-Fimbrien ausgestattet sind. Sie sind imstande iiber
Glycosphingolipide an die Membran von Nierenzellen zu binden, so ins Gewebe
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einzudringen und eine rezidivierende Harnwegsinfektion auszuldosen. Diese
p-Fimbrien sind Mannose-resistent. Ublicherweise wird eine solche Infektion pro-
phylaktisch mit einer Langzeiteinnahme von Antibiotika behandelt, was entspre-
chende Nebenwirkungen und steigende Resistenzen mit sich bringt. Die Phytothera-
pie bildet somit eine willkommene Alternative (Nowack, 2007; Nowack & Schmitt,
2008).

1.5.3.2 Wirkprinzip der Cranberry - bioaktive Inhaltsstoffe (Procyanidine) und de-
ren Bioverfiigbarkeit

Die Cranberry wird in der Volksheilkunde als eine Alternative fiir den Einsatz von
Antibiotika genutzt. Lange glaubte man, dass diese Wirkung auf den hohen Gehalt
an organischen Sduren zuriickzufiihren ist. 1923 entdeckten Blatherwick und Long
(1923), dass in der Cranberry Benzoesdure enthalten ist, die iiber die Leber zur Hip-
pursdure metabolisiert und iiber den Urin ausgeschieden wird. Nach ihrer Theorie
wurde dadurch der Urin angesduert und wirkte bakteriostatisch in den Harnwegen.
Fellers et al. (1933) konnten auch organische Sduren, insbesondere Hippursdure so-
wie Wasserstoffionen und Ammoniak, nach Cranberrykonsum vermehrt im Urin de-
tektieren. Die ausgeschiedene Menge an Hippursdure war zwar direkt proportional
zum Gewicht der konsumierten Cranberrys, jedoch konnte kein Abfall des pH-
Wertes festgestellt werden. Bodel et al. (1959) zeigten in einer spdteren Studie
ebenfalls, dass der pH-Wert nur minimal gesenkt wird und nicht geniigend Hippur-
sdure ausgeschieden wird, um eine bakteriostatische Wirkung hervorzurufen. Fiir
die schiitzende Wirkung von Cranberrys kommt folglich nur ein anderer Mechanis-
mus in Frage (Raz et al., 2004).

Im Jahre 1984 berichtete Sobota erstmals, dass die schiitzende Wirkung der Cranber-
ry auf der Fihigkeit beruht, die Anhaftung von Bakterien zu verhindern. Er unter-
suchte 77 E. coli-Isolate. Die Isolate inkubierte er mit Urin von Madusen nach
Cranberrykonsum und konnte bei 75% eine Inhibition der Anheftung an
Uroepithelzellen feststellen. Bei 15 von 22 humanen Urinproben konnte ebenfalls ein
solcher Effekt gezeigt werden (Sobota, 1984). Auch in Folgeuntersuchungen wurde
der antiadhirente Effekt bestétigt.

1989 gelang es Zafriri et al. in thren Untersuchungen, zwei Inhaltstoffe der Cranberry
aufzuzeigen, die die Anheftung von E. coli verhindern. Fruktose inhibierte die Adha-
sion von Mannose-sensitiven Typ-1 Fimbrien. Hoher molekulare Inhaltstoffe hemm-
ten die Adhédsion der Mannose-resistenten p-Fimbrien (s. Abbildung 12, S. 26). Diese
Fraktion wurde spdter von Howell et al. (1998) als Proanthocyanidine identifiziert.
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A-Typ Procyanidine
/ (PAC) der Cranberry

a-Gal(l —4 ) B-Gal
Rezeptor

A B

Abbildung 12: A: Anheftung von E.coli an die Uroepithelzellen durch Bindung der p-Fimbrien an die
Glycoproteine und Glycosphingolipide der Zellmembran; B: Verhinderung der Anheftung von E. coli
durch Cranberryprocyanidine

Im Jahr 2000 wurde in einer Reihe von Experimenten (Foo et al., 2000b; Foo et al.,
2000a) in vitro die antiadhédsive Wirkung von Procyanidinen aus Vaccinium macrocar-
pon belegt. Neben den oligomeren (4-5 Monomere) und polymeren A-Typ-
verknlip ften Procyanidinen wurde auch bei A-Typ-Trimeren und einem -Dimer ein
antiadhésiver Effekt festgestellt. Dieser ist jedoch schwécher als bei den Oligomeren
(Howell et al., 2005; Howell, 2002). Es konnte hierbei gezeigt werden, dass die anti-
adhdsive Wirkung an das spezielle biochemische A-Typ-Muster der
Interflavanbindung gekoppelt ist. Der B-Typ hingegen weist diese Wirkung nicht auf
(Howell et al., 2005). In Abbildung 13 ist die Struktur der drei A-Typ-Trimere und
dem Dimer A2 dargestellt, die im Zuge der Studie isoliert und identifiziert wurden.

Abbildung 13: A-Typ-Procyanidine mit antiadhédsiver Wirkung (1) Epicatechin-(4p—8, 2p—©O—)-
Epicatechin (Procyanidin A2), (2) Epicatechin-(4B—6)-Epicatechin-(4p—8, 2B—©—¥)-Epicatechin, (3)
Epicatechin-(4—8)-Epicatechin-(4p—8, 2B—©—¥)-Epicatechin, (4) Epicatechin-(4p—8, 2p—O—)-
Epicatechin-(4p—8)-Epicatechin
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Nach einer Metaanalyse der ,,Cochrane database for systematic Reviews*, besteht ein
klinischer Beweis, dass der Konsum von Cranberryprodukten im Vergleich zu einem
Placebo die Anzahl an symptomatischen Harnwegserkrankungen iiber einen Zeit-
raum von 12 Monaten bei Frauen signifikant gesenkt hat (Jepson & Craig, 2008). Die
,Cochrane database® ist eine Datenbank der Cochrane Collaboration von klinischen
Kontrollstudien. Sie bietet in Form von Reviews systematische Ubersichtsarbeiten, in
denen Studien zur Wirksamkeit und Eignung medizinischer Behandlungsmethoden
untersucht und bewertet werden.

Bioverfiigbarkeit

Ein wichtiger Aspekt fiir das Potential von Beeren ist die Bioverfiigbarkeit der bioak-
tiven Inhaltsstoffe. Generell ist die Bioverfiigbarkeit der Proanthocyanidine wenig
erforscht und deshalb gibt es auch iiber A-Typ-Proanthocyanidine kaum Informatio-
nen. Dies ist in ihrer Analytik begriindet. Durch fehlende Standards und mangelnde
Reinheit der isolierten Fraktionen sowie der Vielzahl an Isomeren ist die Identifizie-
rung und Quantifizierung erschwert. Zudem sind die Methoden fiir die Analytik im
Plasma nicht sensitiv und spezifisch genug (Shoji et al., 2006).

Appeldoorn et al. (2009) untersuchten in einer Studie die Absorption von Proantho-
cyanidinen (Dimere, Trimere und Tetramere) im Diinndarm von Ratten. Die Absorp-
tionsrate von A-Typ-Dimeren betrug im Vergleich zu der von Epicatechin nur ca. 5-
10%. Im Gegensatz zu den Monomeren werden A-Typ-Dimere weder methyliert
noch konjugiert, so dass ihre Struktur und damit biologische Aktivitdt erhalten
bleibt. Eine Absorption von A-Typ-Trimere wurde in dieser Studie nicht beobachtet.
Die Anwesenheit von Tetrameren erhdht die Absorption von Dimer B2, aber nicht
die von Al.

In einer Studie von Shoji et al. (2006) wurde die Bioverfligbarkeit von Apfelprocya-
nidinen in Rattenplasma untersucht. Generell werden Proanthocyanidine mit niedri-
gerem Molekulargewicht leichter absorbiert. Hohermolekulare Procyanidine
(> Octamer) werden selbst nicht absorbiert, beeinflussen aber die Absorption der
Oligomere. Diese Procyanidine binden an die Proteine der Schleimhaut des Ver-
dauungstraktes. Ebenfalls wie bei Appeldoorn et al. (2009) konnten unmodifizierte
Dimere in Rattenplasma detektiert werden. Jedoch wurde weder Epicatechin noch
dessen Metabolite im Plasma gefunden.

Ou et al. (2012) erforschten an humanen intestinalen Caco-2-Zellen die Absorption
von Dimer A2, A-Typ-Trimeren und -Tetrameren aus Cranberrys. In Ubereinstim-
mung zu den Ergebnissen von Appeldoorn et al. (2009) wurden A2 sowie das Trimer
und Tetramer unmodifiziert iiber Permeation oder Diffusion durch die Caco-2-Zellen
transportiert. Auch wenn die Transportraten gering sind, ist folglich anzunehmen,
dass A-Typ-Procyanidin-Dimere, -Trimere, und -Tetramere nach Cranberrykonsum
fiir den Menschen bioverfiigbar sind. Ein Transport durch die Caco-2-Zellen wurde
fiir die B-Typ Proanthocyanidine (B2, C3) bereits in der Studie von Déprez et al.
(2001) gezeigt. Polymere Proanthocyanidine wurden nicht absorbiert, lediglich deren
Abbauprodukte (Ou et al., 2012). Diese tragen moglicherweise auch zu den putativen
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gesundheitsfordernden  Effekten  proanthocyanidinreicher Lebensmittel bei
(Rasmussen et al., 2005).

Anhand eines Schweine-Caecum-Modells untersuchten Engemann et al. (2012) den
Katabolismus von Procyanidinen im Darm. Mit A2 und Cinnamtannin C1 konnte
anhand der Metabolite demonstriert werden, dass sie in der Darmflora abgebaut
werden. Es ist jedoch noch unklar, welche biologische Aktivitit die Metabolite au f-
weisen, da sie auf ihrem Weg durch den Gastrointestinaltrakt lediglich in geringen
Mengen absorbiert werden.

Déprez et al. (2000) erforschten anhand von '*C-markierten polymeren Proanthocya-
nidinen den Metabolismus durch die humane Darmflora. In ihrer Studie wurde ge-
zeigt, dass die Proanthocyanidine durch die Darmflora zu aromatischen Sduren ab-
gebaut werden, wobei eine Spaltung zu Monomeren und Oligomeren auch bereits im
Magen mdglich ist.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass es weiterhin Forschungsbedarf zum Metabo-
lismus und zur Bioverfligbarkeit von Proanthocyanidinen gibt (Howell, 2002).
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Unterscheidung verschiedener Vaccinium-Spezies und Bestimmung der
Authentizitit anhand von Polyphenolprofilen

Um die Authentizitdt der Vaccinium-Spezies zu bestimmen und eine Moglichkeit zu
bieten, eine Verfdlschung zu detektieren, bedarf es zunéchst einer umfassenden
Kenntnis der phenolischen Inhaltsstoffe. Hierzu wurden jeweils die Profile der ver-
schiedenen Verbindungsklassen der Spezies ermittelt, nach Moglichkeit die Substan-
zen identifiziert und die Unterschiede zwischen den Profilen der Beeren herausge-
stellt. Die Spezies, die im Zuge dieser Arbeit untersucht wurden, gehoren nicht nur
botanisch zu derselben Familie, sondern weisen sehr viele qualitative und sensori-
sche Ahnlichkeiten auf. Auf Grund der geschmacklichen Ahnlichkeiten ist ein Ersatz
z.B. der Cranberry durch eine der beiden anderen Vaccinium-Spezies gut moglich
und durch eine Falschdeklaration als Cranberry kann sich der Hersteller durch eine
kostengiinstigere Produktion einen preislichen Vorteil verschaffen.

Aufgrund einer Anfrage der Fruchtsaftindustrie sollte die Moglichkeit der Unter-
scheidung der einzelnen Vaccinium-Beeren und deren Authentizitdt geklidrt werden.
Hierbei sollte gepriift werden, inwiefern sich die Moosbeere, die Cranberry und die
Preiselbeere unterscheiden. In Analogie zu Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere
sollten ebenfalls Unterscheidungsmerkmale zu Blaubeeren (V. corymbosum und V.
angustifolium) und heimischen Wildheidelbeeren (V. myrtillus) erarbeitet werden.

Beriicksichtigung unterschiedlicher Sorten:

Um eine Sortenabhédngigkeit und daraus resultierende Schwankungen der phenoli-
schen Inhaltsstoffe bei der Authentizitdtsbestimmung ausschlieBen zu kénnen, wur-
den auch sortenreine Cranberrys miteinander verglichen (s. Tabelle 28, S. 120).

Fiir Moosbeeren, Preiselbeeren, Heidelbeeren und Blaubeeren stand keine sortenrei-
ne Ware zu Verfligung. Von der Fruchtsaftindustrie wurden aber authentische Bee-
ren bereitgestellt und zusédtzlich unterschiedliche Beeren im Supermarkt erworben.

Beriicksichtigung unterschiedlicher Jahrginge und Standorte:

Neben der Varietdt konnen auch unterschiedliche Umweltbedingungen, wie z.B.
Temperatur, CO,-Gehalt und die Zusammensetzung des Bodens die
Polyphenolgehalte in Beeren mafigeblich beeinflussen. Eine Studie iiber Erdbeeren
zeigte, dass unterschiedliche Standorte sowie Jahrgdnge Einfluss auf das Polyphe-
nolprofil haben kénnen (Anttonen & Karjalainen, 2005). Folglich wurden auch ver-
schiedene Standorte (Polen, China, Amerika, Kanada, Deutschland) und unterschied-
liche Jahrgénge analysiert. Da sortenreine Cranberrys unterschiedlicher Jahrgéinge
nicht zur Verfiigung standen, wurden Beeren unbekannter Sorte und entsprechen-
dem Jahrgang aus dem Einzelhandel bezogen.
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2.2 Analytik von Polyphenolen

Aufgrund der Vielfiltigkeit von Polyphenolen ist der Einsatz chromatographischer
und spektrometrischer Methoden fiir ihre Analytik essentiell. Der erste Schritt ist die
Extraktion der phenolischen Inhaltsstoffe aus dem Probenmaterial. Hierbei werden
fiir die verschiedenen Gruppen der Polyphenole je nach ihren Eigenschaften unter-
schiedliche Losungsmittel zur Extraktion eingesetzt. Ein weiterer wichtiger Schritt ist
die Abtrennung von Matrixbestandteilen (z.B. Zucker, Salze, nicht-phenolische Sdu-
ren) und die Aufkonzentrierung der Analyten. Polyphenole stellen in der Pflanze
Minorkomponenten dar und miissen daher vor der Analytik zunédchst angereichert
werden. Da auch die Anthocyane die Chromatographie der anderen phenolischen
Inhaltsstoffe storen, werden sie ebenfalls abgetrennt. IThre Analytik erfolgt in einer
separaten Methode.

Zur chromatographischen Auftrennung, Quantifizierung und Identifizierung wurde
in dieser Arbeit die Kopplung einer UHPLC oder HPLC-UVDAD mit einem Massen-
spektrometer (MS) zur Analytik eingesetzt. Polyphenole, wie z.B. die Proanthocya-
nidine, die sich schlecht anhand der UV-Detektion erfassen lassen, wurden mit ei-
nem Triple-Quadrupol-MS quantifiziert. Zur Identifizierung wurde ein Ionenfallen-
massenspektrometer genutzt.

221 Probenvorbereitung

Aus Beeren und daraus hergestellten Produkten mussten die Analyten zunéchst ex-
trahiert werden. Fiir Fruchtsédfte und dhnlich fliissige Proben war dieser Schritt nicht
notwendig.

Vor der Extraktion wurden die Beeren zunéchst gefriergetrocknet und anschlieBend
mit einer Kugelmiihle zu einem feinen homogenen Pulver vermahlen. Die Extraktion
der Polyphenole aus den Beeren erfolgte mittels beschleunigter Losungsmittelextrak-
tion (PLE). Die PLE hat sich bereits mehrfach als geeignetes Extraktionsverfahren fiir
Polyphenole aus Friichten bewdhrt (Escribano-Bailon & Santos-Buelga, 2003) und
bietet durch die Automatisierung eine gute Wiederholbarkeit (Papagiannopoulos &
Mellenthin, 2002). Zur Anreicherung der Analyten und Abtrennung der Matrix,
wurde im Anschluss an die Extraktion eine automatisierte Festphasenextraktion
durchgefiihrt.

2.2.1.1 Extraktion mit automatisierter beschleunigter Losungsmittelextraktion

Fiir die Extraktion wurden zunéchst grundlegende Parameter in Anlehnung an be-
reits optimierte Methoden von Wollseifen (2009) festgelegt und weitere Parameter
hinsichtlich der Cranberry optimiert.

30



Ergebnisse und Diskussion

Auswahl des Extraktionsmittels

Fiir die Extraktion der Proanthocyanidine eignet sich ein Aceton-Wassergemisch. Als
optimale Mischung wird in der Regel Aceton/ Wasser 70 + 30 (v + v) verwendet
(Rzeppa et al., 2011; Prior & Gu, 2005; Gu et al., 2003b). Da dieses bereits als
geeignetes Gemisch flir Procyanidine in Vaccinium-Spezies beschrieben ist, wurde es
auch im weiteren Verlauf der Arbeit zur Extraktion der Procyanidine verwendet
(Prior et al., 2001; Gu et al., 2002).
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Wasseranteil durch eine Extraktion Abbildung 14: Extraktionsausbeute verschiedener

mit unterschiedlichen prozentualen Analyten nach Extraktion mit unterschiedlichem
Methanolanteilen von 0-100% getes-  Methanolanteil

tet. Die optimalen Extraktionsergeb-

nisse wurden anhand der Peakflichen im UV von verschiedenen phenolischen Ver-
bindungen ermittelt. In Abbildung 14 sind die Peakflichen einzelner Verbindungen
in Abhéingigkeit des prozentualen Anteils an Methanol im Extraktionsmittel darge-
stellt. Bei 70% Methanol wurde die groBte Extraktionsausbeute erzielt, weshalb im
weiteren Verlauf der Arbeit mit Methanol/ Wasser 70 + 30 (v + v) gearbeitet wurde.

Die Extraktion der Anthocyane erfolgte analog zu der Methode von Wu und Prior
(2005). Als Extraktionsmittel hat sich Methanol/ Wasser/ Essigsdure 85+ 15+ 0,5 (v +
v + v) bewéhrt.

Einfluss der Temperatur

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss der Temperatur auf die Extraktionsaus-
beute untersucht. In der Regel kann mit steigender Temperatur die Extraktionsleis-
tung verbessert werden. Durch den Einsatz von Stickstoff und Driicken bis zu 199
bar in der PLE kann weitestgehend sauerstofffrei und auch bei Temperaturen iiber
dem Siedepunkt des Losungsmittels gearbeitet werden. Die thermische Stabilitdt der
Analyten ist hierbei jedoch ein limitierender Faktor. Um den Einfluss der Temperatur
zu testen, wurde die PLE bei Temperaturen von 20-100 °C durchgefiihrt. Anschlie-
fend wurden die Peakflichen der Analyten verglichen.
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Bei der Extraktion der Proanthocyanidine wurden die Peakflichen unterschiedlicher
Procyanidine im MS verglichen. Abbildung 15 zeigt die Extraktionsausbeute ver-
schiedener Flavanole in Abhdngigkeit von der Temperatur. Es konnte festgestellt
werden, dass durch eine Erhdhung
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Extraktionsausbeute mit Erhohung  Abbildung 15: Extraktionsausbeute verschiedener

der Temperatur festgestellt. Flavanole bei unterschiedlicher Temperatur
2.2.1.2 Aufreinigung und Anreicherung von Polyphenolen mittels automatisierter
Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (SPE) wurde mittels eines Pipettierroboters ASPEC XLi
(Automated Sample Preparation with Extraction Cartridges) automatisch durchge-
fiihrt. Durch eine Automatisierung ist eine gute Wiederholbarkeit gegeben. Die SPE
wurde in dieser Arbeit sowohl mit fliissigen Proben als auch mit den Extrakten von
festen Proben durchgefiihrt.

Fiir die Festphasenextraktion von Polyphenolen wurden in der Literatur bereits zahI-
reiche Methoden mit unterschiedlichen Kartuschenmaterialien und Elutionsmitteln
beschrieben (Garcia-Salas et al., 2010). Je nach Fragestellung miissen die einzelnen
Parameter optimiert und der individuellen Matrix angepasst werden.

Wahl des Kartuschenmaterials

Es wurden verschiedene libliche RP-Kartuschenmaterialien, wie Polyamid, C18 und
HRX getestet. Hierbei werden auch die in den Beeren und Séften enthaltenen Antho-
cyane angereichert und es treten storende Uberlagerungen im Chromatogramm auf.
Bei den C18- und den HR-X-Kartuschen kommt es zur hdchsten Aufkonzentrierung
der Anthocyane und somit zur groBten Uberlagerung im Chromatogramm. Bei den
Polyamidkartuschen werden die Anthocyane ebenfalls aufkonzentriert. Keine dieser
Kartuschen ist somit ohne vorherige Abtrennung der Anthocyane geeignet.
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Um die Anthocyane, ohne einen zusédtzlichen Schritt in der Probenvorbereitung ab-
zutrennen, wurde eine Kombination aus einer RP-Phase mit einem Ionentauscher
genutzt. Da sich HR-X als geeignetes Kartuschenmaterial zur Aufkonzentrierung der
Polyphenole eignet, wurden eine Multimodekartusche HR-XC, bestehend aus HR-X-
Material und einem Kationentauscher, verwendet. Das Basismaterial (HR-X) der Kar-
tusche ist ein Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer, das als RP-Phase fungiert. Bei
dem Kationentauscher (C) handelt es sich um Benzolsulfonsdure. Mit Hilfe der RP-
Phase konnen die Flavonoide und Phenolcarbonsduren aufkonzentriert werden, wo-
hingegen die Anthocyane am lonentauscher gebunden bleiben und somit abgetrennt
werden konnen. Hierzu miissen die Anthocyane positiv geladen sein, d.h. als
Flavyliumkation vorliegen, was bedeutet, dass ein saurer pH-Wert gegeben sein
muss (s. Abbildung 16). Bei Cranberry-, Preiselbeer- und Moosbeersiften liegt der
pH-Wert von Natur aus bei 2-3. Bei Heidelbeersiften ist der pH-Wert etwas hoher.
Zur Stabilitdt der Extrakte wurden deshalb die Proben zuvor angesiduert, um sicher
zu gehen, dass das Gleichgewicht zu Gunsten des Flavyliumkations verschoben ist.

OH OH
OH OH
HO O O O +OH-  HO O o] OH -H;0
— _
Z OH Z OH
OH OH
Flavyliumkation pH <3, rot Chromenol pH4-5, farblos

OH OH
0 o
AT oo T
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HO O
OH OH

OH OH
Chinoide Anhydrobase Ionische Anhydrobase Chalkon
pH 6-7, purpur pH 7-8, tiefblau pH>38, gelb

Abbildung 16: Abhingigkeit der Struktur der Anthocyane vom pH-Wert (He & Giusti, 2010)

Abbildung 17 (S. 34) zeigt ein Chromatogramm eines Heidelbeersaftes, der einmal
mit und einmal ohne lonentauscher in der Kartusche aufgearbeitet wurde. Bei
280 nm ist im Chromatogramm des SPE-Eluates ohne lonentauscher ein ,,Berg®
sichtbar. Bei 520 nm wird deutlich, dass diese Peakiiberlagerung durch die Antho-
cyane verursacht wird. Eine Trennung der unterschiedlichen Analyten ist in diesem
Bereich folglich nicht moglich. Im zweiten Chromatogramm ist der Effekt der Ab-
trennung der Anthocyane deutlich sichtbar und die Identifizierung der Polyphenole
sowie die Integration der Peaks fiir eine Quantifizierung werden ermoglicht.
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Abbildung 17: Chromatogramme eines Heidelbeersaft-SPE-Eluats bei 280 nm und 520 nm ohne (A)
und mit (B) lonentauscher in der Kartusche aufgearbeitet

In weiteren Versuchen wurde gepriift, ob eine Elution der Anthocyane, und damit
eine Separation und Anreicherung moglich ist. In der Herstellerapplikation wird eine
Elution der am Ionentauscher gebundenen Analyten mit einer starken Base beschrie-
ben. Im Basischen sind die Anthocyane jedoch wenig stabil. Wie Abbildung 16 zeigt,
bilden sich bei einem pH-Wert> 8 Chalkone, welche iiber die Umlagerung zum
Diketon, weiter zu Phenolcarbonsduren und Aldehyden abgebaut werden kdnnen
(Seeram et al., 2001; Markakis, 1974). Da die Anthocyane in den Beeren in hoher
Konzentration enthalten sind und nicht aufkonzentriert werden missen, wurden
keine weiteren Versuche zur Aufkonzentrierung der Anthocyane durch die Elution
von der Kartusche durchgefiihrt.

Festlegung des Auftragsvolumens der Probe

Als Auftragsvolumen fiir Muttersaft haben sich 20 mL des 1:1 verdiinnten zentrifu-
gierten Saftes bewihrt. Hierbei kam es =zu keiner Uberladung des
Kartuschenmaterials und fiir den groften Peak lag die Absorption bei 900 mAU,
womit eine ausreichende Aufkonzentrierung gewéhrleistet war.

Fiir die Extrakte der Beeren wurde ein anderes Auftragsvolumen gewihlt, da der or-
ganische Anteil minimiert werden muss, damit die Probenldsung selbst moglichst
keine Elutionskraft hat, und es nicht zu einem Durchbruch der Analyten kommt.
Hierzu wurde zunidchst der Losungsmittelanteil der Beerenextrakte im Stickstoff-
strom entfernt. AnschlieBend wurde aufein definiertes Volumen (30 mL) mit Wasser
aufgefiillt und der Extrakt in zwei Schritten auf die Kartusche aufgetragen.
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Wahl des Elutionsmittels

In einer Applikation des Herstellers Macherey-Nagel zu den HR-XC-Kartuschen
wird als Flutionsmittel 100% Methanol empfohlen. Auf Grund der Fliichtigkeit von
Methanol ist allerdings die Handhabung in der Probenaufarbeitung erschwert, wes-
halb getestet wurde, ob Dimethylsulfoxid (DMSO) als Alternative verwendet werden
kann. Es wurde kein Unterschied festgestellt, auBBer bei den Phenolcarbonsiuren, die
bei der Verwendung von DMSO minimal besser eluiert wurden. Deshalb wurde
DMSO als Elutionsmittel ausgewdhlt.

Festlegung des Elutionsvolumen

Das FElutionsverhalten der Analyten wurde mit Hilfe einer fraktionierten Elution
iiberpriift. Hierzu wurde in kleinen Schritten mit definiertem Volumen eluiert und
anschlieBend wurden die einzelnen Fraktionen mit der HPLC vermessen. Anhand
der erhaltenen Chromatogramme (s. Abbildung 18) kann der Elutionsverlauf der
Polyphenole verfolgt werden und damit das ideale Elutionsvolumen und gegebenen-
falls ein Waschschritt festgelegt werden, um eine Verdiinnung zu vermeiden. Die
erste Fraktion (0,5 mL) enthilt keine Polyphenole und kann daher in einem Wasch-
schritt verworfen werden. In den néchsten drei Fraktionen (je 1 mL) sind die Analy-
ten enthalten. In Fraktion 4 und 5 ist lediglich ein kleiner Peak zu sehen, weshalb ein
Elutionsvolumen von 3 mL als ausreichend erachtet wurde.

Fraktionierte Elution
1200 -

Fraktion 1

1000 - Fraktion 2

Fraktion 3
""""" Fraktion 4
800 - Fraktion 5

Absorption [mAU|

600 -

400 -
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Abbildung 18: Elutionsverlauf von Cranberrysaft auf HR-XC-Kartuschen, Fraktion 1 = 0,5 mL; Frakti-
on2-5=1mL

Uberpriifung der Aufkonzentrierung der Analyten anhand von Muttersaft

Um iiberpriifen zu konnen, ob die SPE-Kartusche die Analyten entsprechend
aufkonzentriert, erfolgt der Vergleich eines HPLC-Chromatogrammes eines Saftes
mit und ohne vorheriger SPE (s. Abbildung 19, S. 36). Da nicht fiir alle phenolischen
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Verbindungen Standards zu Verfligung stehen, bietet dies eine Moglichkeit, die
Wiederfindung der Analyten zu priifen.

Anhand des Vergleichs der Chromatogramme kann somit festgestellt werden, ob ei-
ne Aufkonzentrierung der Analyten erfolgt, moglicherweise etwas an der Kartusche
gebunden bleibt oder (teilweise) durchbricht. Beim Vergleich der Chromatogramme
ist eine Aufkonzentrierung der Analyten von etwa einem Faktor 3 sichtbar. Bei ei-
nem Probenauftragsvolumen von 10 mL und einer Elution mit 3 mL, kann folglich
davon ausgegangen werden, dass die Kartusche fiir die Analyten geeignet ist.
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=] JE—
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S
2
=
<

300 -

200 A
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0 -
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Abbildung 19: Vergleich der HPLC-Chromatogramme eines Cranberrymuttersaftes vor und nach der
Festphasenextraktion bei 280 nm

Weitere Parameter

Auf die Optimierung von weiteren Parametern, wie z.B. die Auftrags- und
Elutionsgeschwindigkeit sowie die Dauer der Konditionierung wurde verzichtet.
Diese konnten aus bereits etablierten Methoden mit der entsprechenden
Kartuschengrofie ibernommen werden, da sie die Methode nicht mafigeblich beein-
flussen (Papagiannopoulos, 2008).
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2.2.13 Zuordnung und Quantifizierung der Polyphenole mittels LC-MS

Zur Identifizierung der Polyphenole wurden zunédchst die Daten der UV/ VIS-
Detektion (DAD-UV-Spektren) herangezogen, um die Peaks anhand ihrer charakte-
ristischen Absorptionsmaxima (A, ) in die verschiedenen Substanzgruppen einord-
nen zu konnen (s. Tabelle 3). Je nach Substitutionsmuster und Glykosylierung ver-
schieben sich die Absorptionsmaxima (Engelhardt & Galensa, 1997; Santos-Buelga et
al., 2003).

Tabelle 3: Charakteristische Absorptionsmaxima unterschiedlicher phenolischer Verbindungs-
gruppen

Substanzgruppe Absorptionsmaxima A, [nm]

max

Flavanone und Procyanidine | 230, 280
Hydroxyzimtsdurederivate | 230-240, 300-330

Benzoesdurederivate 260-290
Flavonole 250-295, 310-370
Anthocyane 240-285, 460-560

Im Gegensatz zu einem Quadrupol oder Tandem-Massenspektrometer konnen in
einer Ionenfalle gezielt Molekiilionen gesammelt, fragmentiert und deren Produktio-
nen erneut isoliert und fragmentiert werden (MS"). Anhand der Fragmentierungs-
muster der gesammelten Molekiilionen und Produktionen kénnen Aussagen iiber
die Struktur der Polyphenole getroffen werden. Die auftretenden Molekiilionen so-
wie die sich ergebenden Differenzen (Neutral Loss) und Fragmentierungsmuster im
MS’- bzw. MS*-Experiment konnen durch einen Vergleich mit Literatur und authen-
tischen Standards zur Identifizierung genutzt werden. Hierbei kdnnen Aussagen,
wie z.B. iiber den Typ des Flavonoidaglykons, die Substituenten am Aglykon, die
gebundenen Zucker (Hexose, Pentose, Desoxyhexose) oder anderen Reste (z.B. Sdu-
ren), sowie die Art der intermolekularen Verkniipfung von Aglykonen (A-Typ- bzw.
B-Typ-verkniipft) getroffen werden. In einer Scan-Methode konnen alle enthaltenen
phenolischen Verbindungen in einem chromatographischen Lauf erfasst werden.
Zudem ermoglicht die Software auch einzelne Massenspuren zu extrahieren. Da-
durch konnen die Beeren gut miteinander verglichen und Unterschiede in den Poly-
phenolprofilen aufgezeigt werden.

Die Ionisierung der Analyten erfolgt mittels Electrospray lonisation (ESI). Die ESI ist
besonders fiir thermolabile, nicht-fliichtige polare Verbindungen geeignet (Friedrich
et al., 2000). Es konnen sowohl positive Ionen [M+H]" als auch negative [M-H] er-
zeugt werden und damit unterschiedliche Fragestellungen bearbeitet werden. Abge-
sehen von den Anthocyanen, die schon eine positive Ladung aufweisen, werden
phenolische Verbindungen bevorzugt im negativen lonisierungsmodus gemessen, da
sie sich aufgrund ihrer Struktur besser deprotonieren als protonieren lassen. In einer
Studie von Sun und Miller (2003) wurden beide Ionisierungsmodi fiir Flavonoide
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verglichen, wobei sich die negative lonisierung als sensitiver und selektiver heraus-
gestellt hat, da es zu weniger Untergrundrauschen kommt.

Vaccinium-Spezies weisen eine Vielzahl an Polyphenolen auf, was die Quantifizie-
rung von einzelnen Verbindungen erschwert (Hékkinen et al., 1999a). Besonders
Proanthocyanidine lassen sich nur schwer im UV detektieren, da es mit vielen ver-
schiedenen Verbindungen bei ihrem Absorptionsmaximum von 280 nm zu Uberla-
gerungen kommt. Eine Quantifizierung und Identifizierung der Proanthocyanidine
durch Kopplung von UHPLC oder HPLC mit einem massenspektrometrischen De-
tektor ist bereits als eine geeignete Methode fiir unterschiedliche Matrizes in der Li-
teratur beschrieben (Ortega et al., 2010; Gu et al., 2003b; Gu et al., 2004).

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen erfolgte die Quantifizierung einzelner
Procyanidine an einer UHPLC gekoppelt mit einem Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer. Da neben den hohermolekularen A-Typ-Procyanidinen, insbe-
sondere Trimere sowie Procyanidin A2 eine antiadhésive Wirkung zeigen (Foo et al.,
2000a), wurde diesbeziiglich eine Quantifizierung und ein Vergleich der Beeren vor-
genommen. Hierbei wurden die Unterschiede der drei Beeren herausgestellt. Sie
konnten fiir weitere Studien beziiglich der Priavention gegen Harnwegserkrankun-
gen von Bedeutung sein.

Zur Einstellung der zur Quantifizierung optimalen Parameter im MS wurde zu-
néchst ein Tuning mit Procyanidin A2 durchgefiihrt (Parameter siche Material und
Methoden). Zur Quantifizierung der Procyanidine wurden die Ubergiinge, entspre-
chend ihrer charakteristischen Fragmente, im Selected Reaction Monitoring (SRM)
gemessen (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Im SRM-Modus gemessene Ubergiinge unterschiedlicher Flavan-3-ole

Analyt Ubergiinge im SRM
Monomer m/z = 289 m/z 289 — m/z 245
Dimer (B-Typ) m/z =577 m/z 577 — m/z 449
Dimer (A-Typ) m/z = 575 m/z 575 — m/z 449
Trimer (B-Typ) m/z = 865 m/z 865 — m/z 577

Trimer (A-Typ) m/z =863 | m/z 863 — m/z 575
m/z 863 — m/z 573

Externe Kalibriergeraden von Procyanidin A2 sowie Catechin und Epicatechin wur-
den zur Berechnung der Konzentrationen herangezogen. Um Matrixeffekte zu be-
riicksichtigen wurde Procyanidin A2 zu einer Blankmatrix dotiert. Hierzu wurde ein
Extrakt aus Himbeere (Rubus idaeus) analog zu dem der Proben hergestellt und mit
Procyanidin A2 im Bereich von 0,5-70 pg/ mL dotiert. Fiir Catechin und Epicatechin
wurde darauf verzichtet, da diese beiden Verbindungen in der Himbeere ebenfalls
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vorkommen. Die Erstellung dieser Kalibriergeraden erfolgte mit DMSO. Alle Extrak-
te wurden in Doppelbestimmungen vermessen.

Die Anthocyane, Flavonole, Phenolcarbonsduren sowie deren Derivate lassen sich
iiber ihre charakteristischen Absorptionsmaxima mittels HPLC-UV quantifizieren.
Fiir eine Quantifizierung ist eine Basislinientrennung der einzelnen Peaks notwen-
dig. Durch die groBe Anzahl an Verbindungen in den Vaccinium-Spezies ist eine per-
fekte Trennung aller Substanzen in einem Chromatogramm kaum mdglich. Die am
Markt erhiltlichen RP-HPLC-Sdulen bieten hierbei fiir verschiedene Fragestellungen
unterschiedlich gute Trennungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende RP-18
HPLC-Sdulen getestet: Aqua (Phenomenex), Isis (Macherey-Nagel), Polartec
(Macherey-Nagel) und Zorbax (Agilent) (Chromatogramme sieche Abbildung 47-51
im Anhang, S. 133-136). Mit einer Aqua- und einer Isis-Sdule konnten gute Ergebnis-
se erzielt werden. Mit dem verwendeten Gradienten und FlieBmittelsystem konnten
in 120 min viele der Polyphenole getrennt werden. Die Vorversuche sind groBtenteils
mit der Isis-Sdule durchgefithrt worden. Weitere Analysen erfolgten im Verlauf der
Arbeit zumeist mit einer Aqua-Siule.

Da Anthocyane aufgrund ihrer Struktur (s. Abbildung 16, S. 33) fiir die Analytik in
einer definierten Form vorliegen sollten, um eine Peakverbreiterung zu vermeiden,
bendtigt man fiir die Messung einen sehr niedrigen pH-Wert. Bei der Auswahl der
HPLC-Séule ist folglich nicht nur eine ausreichend gute Trennung zu beachten, son-
dern auch eine HPLC-Siule zu verwenden, die bis zu pH 1 stabil ist. Insbesondere ist
dies bei der Heidelbeere zu beriicksichtigen, da sie ein breites Spektrum an Antho-
cyanen aufweist und eine Peakverbreiterung eine vollstindige Trennung nicht mehr
moglich machen wiirde. Auf einer Aqua-Sdule erreicht man zunédchst eine gute
Trennung, die jedoch mit der Zeit stark nachlésst, da das Sdulenmaterial durch den
niedrigen pH-Wert beschddigt wird und keine scharfen Peaks mehr erzielt werden
konnen. Als eine pH-stabile Alternative (bis zu pH 1) wurde daher eine Zorbax-Sdule
verwendet. Die Trennung ist dhnlich wie auf einer Aqua-Séule.
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2.2.14 Bestimmung des Gesamtproanthocyanidingehalts mittels DMAC-Assay

Der Dimethylaminobenzaldehyd (DMAC) Assay ist eine kolorimetrische Methode
zur Bestimmung des Proanthocyanidingesamtgehalts. Er wurde in dieser Arbeit
nicht optimiert, sondern diente lediglich einem Vergleich der Beeren, da er als Stan-
dardmethode zur Bestimmung des Gesamtprocyanidingehalts in Cranberryproduk-
ten vorgeschlagen wird (Prior et al., 2010).

Der Assay basiert auf der Reaktion des Aldehyden DMAC mit der Hydroxylgruppe
des B-Rings von Flavan-3-olen. In Anwesenheit von einer starken Sdure entsteht aus
dem Aldehyd ein elektrophiles Carbokation, das mit der Hydroxylgruppe der
Flavan-3-ole zu einem farbigen Carboniumion reagiert, welches bei 640 nm sein Ab-
sorptionsmaximum besitzt (Scalbert, 1992). Speziell fiir anthocyanhaltige Matrizes
wurde der DMAC-Assay als eine prizisere Alternative zum Vanillin-Assay entwi-
ckelt. Das bei 640 nm gemessene Absorptionsmaximum liegt auBBerhalb des Spekt-
rums der Anthocyane und es kommt folglich nicht zu Interferenzen. Im Vergleich
zum Vanillin-Assays ist die Empfindlichkeit um ein 5-faches hoher (Wallace &
Giusti, 2010). Die Durchfithrung erfolgte analog zu Prior et al. (2010).
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2.3  Authentitzititsbestimmung von Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere

2.3.1 Proanthocyanidine: Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere

Begriindet durch ihre potentiellen Effekte auf die Gesundheit, stehen die Proantho-
cyanidine im Fokus zahlreicher Studien (Dixon et al., 2005). Uber die Proanthocyani-
dine der Vaccinium-Spezies gibt es deshalb bereits einige Informationen, wobei vor
allem die A-Typ-verkniipften von Interesse sind. Die meisten Studien sind hierbei
iiber Cranberrys verfiigbar, jedoch sind die exakten chemischen Strukturen wenig
bekannt.

2.3.1.1 Bedeutung der A-Typ-Procyanidine und Vergleich der Vaccinium-Beeren in
Hinblick auf gesundheitsbezogene Eigenschaften

Die A-Typ-Procyanidine werden in V. macrocarpon als die wesentlichen bioaktiven
Substanzen beschrieben und spielen vermutlich eine Schliisselrolle bei der antiadhé-
siven Wirkung gegen Bakterien (Foo et al., 2000a; Ou et al., 2012).

Zur Pravention von Harnwegsinfektionen mit Cranberryprodukten gibt es eine sehr
grole Anzahl an Studien. Unter den Suchbegriffen ,,Cranberry* und ,,urinary tract
infection® erhdlt man bei Google Scholar etwa 4.800 Treffer. Die Anzahl der beweis-
fiihrenden Studien ist groB und es gibt zahlreiche Hinweise fiir eine tatsdchliche
Wirkung (Wang et al., 2012).

Bislang sind bei der EFSA mehrere Antrédge fiir Health Claims im Sinne der Verord-
nung (EG) Nr. 1924/ 2006 beziiglich der Cranberry und ihrer priaventiven Wirkung
gegen Harnwegserkrankungen gestellt worden. Bisher wurden jedoch alle beantrag-
ten Claims abgelehnt (EFSA, 2009; EFSA, 2011). Die Begriindung der EFSA fiir die
Ablehnung war, dass kein hinreichender Beweis fiir den Zusammenhang zwischen
dem Verzehr der Cranberryprodukte und ihrer prophylaktischen Wirkung gegen
HWI besteht. Die zahlreichen Humanstudien in den Antrdgen wurden aufgrund der
strengen Bewertungskriterien der EFSA als nicht ausreichend angesehen (da Silva,
2010). Hierbei wurde aus folgenden Griinden entschieden (EFSA, 2009):

- Sechs der Studien wurden als nicht relevant angesehen, da sie mit kranken
Probanden durchgefiihrt wurden, sich der Claim jedoch auf gesunde Men-
schen bezieht.

- In einer Studie war die Dosis 6-mal so hoch als die im beantragten Claim.

- Zwei Studien wurden auf Grund eines unzureichenden Studiendesigns abge-
lehnt, begriindet durch eine zu kurze Dauer, fehlende Randomisierung, feh-
lende statistische Aussagekraft und zu hohe Drop-out-Raten.

- Drei weitere Studien wurden abgelehnt, da sie mit unterschiedlichen Cranber-
ryprodukten durchgefiihrt wurden, das Studiendesign als unzureichend be-
trachtet wurde und die Drop-out-Raten zu hoch waren.

Der Bedarf an Studien ist folglich nach wie vor gegeben. Neben Humanstudien ist
auch zur Untermauerung eines Claims eine ausreichende Charakterisierung des Le-
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bensmittels und Definition der physiologischen Wirkung nétig (da Silva, 2010). In
den betrachteten Studien ist dies oftmals nicht der Fall. Bislang ist eine Standardisie-
rung von Cranberryprodukten immer noch problematisch, so dass ein Vergleich von
Produkten, sowie eine Empfehlung der Art der Verabreichung und Dosis der Cran-
berry schwierig ist (Guay, 2009).

Bislang bezieht sich die empfohlene Tagesdosis von Cranberryprodukten (Vaccinium
macrocarpon Ait.) auf einen Cranberryprocyanidingesamtgehalt, bei dem in humanen
Interventionsstudien ein Effekt ermittelt werden konnte. Demnach zeigten in klini-
schen Studien 300 mL eines Cranberrynektars (27% Fruchtsaftgehalt) der 36 mg
Cranberryprocyanidine enthilt, eine Reduktion der bakteriellen Pyurie (Avorn et al.,
1994). In der Studie von Howell et al. (2010) wurde das Eintreten eines Effektes eben-
falls in Abhdngigkeit der Dosis beschrieben. Auch hier trat ein Effekt bei einer Gabe
von 36 mg/ Tag ein, jedoch wurde hier Cranberrypulver verabreicht.

Anders als die EFSA erachtet die franzdsischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit
(AFSSA - Agence Francaise de Securité Sanitaire des Alimentes) die Studien als aus-
reichend und hat einen Health Claim fiir Cranberryprodukte zur Pridvention von
HWI genehmigt. Demnach diirfen seit 2004 ausschlie8lich Produkte der nordameri-
kanischen Cranberry (V. macrocarpon) den Hinweis tragen, dass sie helfen, das An-
haften von E. coli im Harntrakt zu verhindern. Auf Grund der beiden klinischen Stu-
dien von Avorn et al. (1994) und Howell et al. (2010) wird die Dosis von 36 mg Pro-
cyanidine/ Tag durch die AFSSA als Empfehlung anerkannt.

Im Gegensatz zur Cranberry gibt es liber Preiselbeeren und Moosbeeren kaum Stu-
dien. In einer klinischen Studie von Kontiokari et al. (2001) wurde die HWI-
Prophylaxe der beiden Beeren untersucht. Es konnte eine positive Wirkung gezeigt
werden, allerdings wurde ein Kombinationsprédparat aus Moosbeere und Preiselbee-
re verabreicht. Die ,,Cochrane Collaboration® beschreibt diese Studie als hinreichend
und klinisch relevant (Jepson & Craig, 2008), jedoch stellt sie die einzige erfolgreiche
klinische Studie iiber diese beiden Beeren dar. In einer Studie von Kylli et al. (2011)
wurde die Verhinderung der Adhésion von E. coli durch phenolische Extrakte aus
Preiselbeeren und Moosbeeren untersucht. Es konnte bei beiden Beeren lediglich ein
inhibierender Effekt auf M Hédmagglutinin festgestellt werden. Hierbei handelt es
sich allerdings nur um einen sehr seltenen Virulenzfaktor von E. coli beit HWI, so
dass keine weiteren Schlussfolgerungen in Hinblick auf das Potential als Therapeuti-
kum gemacht werden konnen. Ein Effekt auf p-frimbrinale E. coli, wie in anderen
Studien iiber die Cranberry (Di Martino et al., 2006; Gupta et al, 2006), konnte nicht
festgestellt werden. Eine Erkldarung fiir die ausbleibende Wirkung der Moosbeere ist
darin begriindet, dass sie weniger A-Typ-Procyanidine als die Cranberry enthdlt und
deshalb moglicherweise nicht in der Privention von HWI wirksam ist. Fiir diese bei-
den Vaccinium-Spezies ist also noch nicht ausreichend bewiesen, dass auch sie wie
die Cranberry eine priventive Wirkung gegen HWI zeigen.

Da eine Wirkung der Cranberry mit ihrem charakteristischen Polyphenolprofil zu-
sammenhéingt, ist dies ein entscheidender Aspekt im Studiendesign und Unterschie-
de im Profil kdnnen Einfluss auf die Effektivitdt von Cranberryprodukten haben.
Viele Studien lassen sich nicht miteinander vergleichen, da unterschiedliche
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Procyanidingehalte gegeben wurden, oder aber auch weitere wichtige Angaben zur
Charakterisierung der Beeren fehlten, wie z.B. der botanische Name und Analytik
der zur HWI-Prdvention relevanten Cranberryinhaltsstoffe. Studien mit unterschied-
lichen Beeren lassen sich ebenfalls nicht miteinander vergleichen. Die bislang gege-
bene Dosisempfehlung von 36 mg Cranberryprocyanidine (V. macrocarpon) pro Tag
ist fir die zahlreichen unterschiedlichen Produkte nicht unmittelbar anwendbar, da
der Procyanidingehalt iiber einen unspezifischen Summenparameter erfasst wird.
Des Weiteren werden durch Herstellungsprozesse bedingte Verdnderungen im
Procyanidinprofil nicht beriicksichtigt. Zudem ist der Mechanismus sowie die Ab-
sorption und Bioverfiigbarkeit der A-Typ-Procyanidine noch nicht gekldrt (Howell,
2007) (s. Abschnitt 1.5.3.2, S. 25 ff.). Folglich kénnten Unterschiede oder sogar das
Fehlen von A-Typ-verkniipften Procyanidinisomeren in V. oxycoccus im Vergleich zu
V. macrocarpon ein moglicher Grund fiir ein Ausbleiben des priaventiven Effekts sein.
Weiterhin gibt es auch keine eindeutigen Informationen iiber mogliche synergisti-
sche Effekte der Isomere, so dass auch das Procyanidinmuster als wichtig erachtet
werden muss.

2.3.1.2 Proanthocyanidinprofile von Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere

Zur Erstellung der Profile wurde in den Acetonextrakten der Vaccinium-Beeren nach
unterschiedlichen Procyanidinen gesucht und diese anhand ihrer Fragmente zuge-
ordnet. Hierbei wurde sich an den bereits fiir die Beeren in der Literatur beschriebe-
nen Verbindungen orientiert und die drei Spezies miteinander verglichen. Alle drei
Vaccinium-Spezies enthalten unterschiedliche A- und B-Typ-Procyanidine. Im Ver-
gleich zu anderen Beeren sind in Vaccinium-Beeren besonders viele A-Typ-
verkniipfte Procyanidine zu finden (Hellstrom et al., 2009). Bereits immer wieder in
der Literatur beschrieben sind Dimere, Trimere, Tetramere sowie Pentamere und
auch hohermolekulare Procyanidine mit einer oder mehr A-Typ-Verkniipfungen, die
in allen drei Vaccinium-Spezies enthalten sind (Howell et al., 2005; Kylli et al., 2011;
Tarascou et al., 2011). Es wurden Procyanidine bis Pentamere beriicksichtigt, da diese
durch die RP-HPLC noch gut getrennt werden kdnnen. Die chromatographische
Trennung hohermolekularer Proanthocyanidine ist aufgrund von Peakverbreiterung,
Coelution etc. erschwert (Krenn et al., 2007) und wird somit fiir eine Methode zur
Bestimmung der Authentizitdt nicht beriicksichtigt. Zur Identifizierung der unter-
schiedlichen Procyanidine wurde eine Scan-Methode im Messbereich von m/z 150-
2000 durchgefithrt und die unterschiedlichen Massenspuren iiberpriift und vergli-
chen. Da kaum Standards verfiigbar sind, kann eine exakte Strukturaufkldrung nicht
gegeben werden, jedoch kann die Fragmentierung in der Ionenfalle wichtige Hin-
weise liber die Struktur der Proanthocyanidine liefern (Friedrich et al., 2000). Tabelle
5 (S. 52) gibt einen Uberblick iiber die in den drei Vaccinium-Spezies gefundenen Pro-
cyanidine (Die Massenspuren und Fragmentierung der einzelnen Isomere sind im
Anhang S. 137 ff. dargestellt).
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Identifizierung der Monomere

Die Procyanidine der Moosbeere und der Preiselbeere sind aus Catechin und Epica-
techin aufgebaut, widhrend Cranberryprocyanidine vorwiegend aus Epicatechin auf-
gebaut sind (Foo et al., 2000a; Kylli et al., 2011). Die Identifizierung der beiden
Monomere in den Beeren erfolgte anhand des Vergleichs der Retentionszeiten und
der Fragmentierung mit authentischen Standards (s. Anhang A.3.1, S. 137). In der
vorliegenden Arbeit konnten zwar keine weiteren monomeren Flavan-3-ole identifi-
ziert werden, jedoch wurde in allen der untersuchten Beeren in geringen Mengen ein
(Epi)gallocatechindimer (m/z = 593) detektiert. Das bestdtigt auch die Studie von
Tarascou et al. (2011), wobei hier zusdtzlich in der Cranberry Spuren von
Epigallocatechin beschrieben sind.

Zuordnung von A-Typ-Dimeren und -Tetramere mit einer A-Typ-Verkniipfung

A-Typ-Dimere zeigen Molekiilionen [M-H] mit m/z = 575. In allen Beeren wurde
mittels authentischem Standard Procyanidin A2 identifiziert (s. Anhang A.3.2,
S. 138). Dariiberhinaus wurde ein weiterer Peak mit lonen mit m/z = 575 detektiert,
der das gleiche Fragmentierungsmuster im MS* wie A2 (m/z = 423, 449, 539, 289, 285,
407, 453) aufweist. Bei diesem Dimer handelt es sich vermutlich um A1, das bereits
fiir die Preiselbeere in der Literatur beschrieben ist (Morimoto et al., 1988; Hokkanen
et al., 2009). In allen drei Beeren sind beide Dimere enthalten.
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Abbildung 20: Vergleich der Massenspuren m/z = 1151 und m/z = 575 eines Cranberryextraktes

Procyanidine bilden in der ESI mit steigendem Polymerisationsgrad auch mehrfach
geladene Tonen (Gu et al., 2003a). Dies wurde bereits bei Tetrameren und hdéheren
Procyanidinen der Cranberry in Untersuchungen von Foo et al. (2000a) beschrieben.
Diese Beobachtungen konnten in den hier durchgefiihrten Untersuchungen bestitigt
werden. Tetramere mit einer A-Typ-Verkniipfung haben als einfach geladene lonen
[M-H] ein Masse-Landungsverhéltnis von m/z = 1151 und als doppelt geladene Io-
nen [M—2H]* mit m/z = 575. Das doppelt geladene Tetramer hat somit das gleiche
Masse-Ladungsverhéltniss wie ein A-Typ-Dimer. Vergleicht man die Massenspuren
und die Fragmentierung der Peaks miteinander, kann zwischen diesen beiden Ver-
bindungen unterschieden werden. In Abbildung 20 ist der Vergleich der beiden Mas-
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senspuren eines Cranberryextraktes zu sehen. Zu gleichen Retentionszeiten erschei-
nen hier jeweils Peaks in beiden Massenspuren.

Bei Peak 1,2,3,4,5,7,9, 10, 12, 13 und 14 handelt es sich um Tetramere, die sowohl
als einfach und zweifach geladene Ionen auftreten. In der Fragmentierung war dies
wie folgt zu erkennen: Peaks mit lonen [M—2H]* mit m/z = 575 wiesen in ihrem MS-
Spektrum zur gleichen Retentionszeit zusétzlich ein Ion m/z = 1151 auf und zeigten
des Weiteren Fragmente, die fiir ein Dimer nicht charakteristisch sind (m/z = 499 und
490). Einige der Ionen [M-H] mit m/z = 1151 sind in das charakteristische Spektrum
eines Tetramers zerfallen (m/z = 863, 711, 999, 1025, 573, 451, 693) (Tarascou et al.,
2011). Es handelt sich folglich um keine weiteren Dimere, sondern um doppelt gela-
dene Tetramere.

Fiir die beiden A-Typ-Dimere (Peak 6 und 11) zeigten das MS*- und MS’-Spektrum
typische Fragmente und keine Ionen m/z = 1151, abgesehen von Peak 11. Hierbei
handelt es sich jedoch um kein doppelt geladenes lon, sondern ein Ionisierungsdimer
[2M-H]. Im MS® Spektrum von [2M-H] mit m/z = 1151 war hier nur das Ion m/z =
575 (Molekiilion von Procyanidin A2) zu finden und keine fiir das Tetramer typi-
schen Fragmente.

Ein weiteres Indiz zur Unterscheidung von doppelt oder einfach geladenen Ionen ist
der Abstand zwischen den Kohlenstoffisotopen. Bei doppelt geladenen lonen betridgt
dieser etwa m/z = 0,5 und bei einfach geladenen Ionen m/z=1,0 (Wollgast, et al.,
2001; Hayasaka, et al., 2003). Betrachtet man den Abstand der Kohlenstoffisotope des
Standards A2, so liegt dieser in etwa bei m/z = 1. Bei einem doppelt geladenen Tet-
ramer (Peak 1) ist der Abstand kleiner m/z =1 (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: A - Abstand der Kohlenstoffisotope des einfach geladenen Ions des Dimers A2 [M-H]™
bei m/z =575 (Standard); B - Abstand der Kohlenstoffisotope eines doppelt geladenen Ions eines
Tetramers (Cranberryextrakt Peak 1 Abbildung 20, S. 44) [M-H]* mit m/z = 575
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Anhand der Quinon-Methid-Spaltung ldsst sich die A-Typ-Verkniipfung im Molekiil
lokalisieren (obere Einheit: Fragmente m/z = 573; mittlere Einheit: Fragmente
m/z = 861, untere Einheit: Fragmente m/z = 575) (Gu et al., 2003a; Sarnoski et al.,
2012). Eine genauere Erklarung erfolgt bei den A-Typ-verkniipften Trimeren.

Die Zuordnung der Tetramere in den anderen Vaccinium-Spezies erfolgte analog zur
Cranberry. Insgesamt konnten in der Cranberry zehn, in der Preiselbeere (EU und
CN) acht und in der Moosbeere fiinf Tetramere mit einer A-Typ-Verknilipfung ge-
funden werden. Alle drei Spezies wiesen dabei Isomere mit allen moglichen genann-
ten Positionen der A-Typ-Verkniipfung auf(s. Anhang A.3.6, S. 142).

In der Preiselbeere wurden bereits die beiden A-Typ-Tetramere Cinnamtannin D2
und B2 identifiziert (Morimoto et al., 1988). In einer Studie von Tarascou et al. (2011)
wurden in der Cranberry acht unterschiedliche Stereoisomere der Tetramere mit
einer A-Typ-Verkniipfung sowohl in der oberen, der mittleren als auch der unteren
Einheit beschrieben. Informationen zur Moosbeere gibt es diesbeziiglich nicht.

Zuordnung von B-Typ-Dimeren und -Tetrameren

B-Typ-Dimere zeigen Molekiilionen [M-H] mit m/z = 577. Alle Dimere wurden an-
hand ihrer charakteristischen Fragmente im MS” zugeordnet (m/z = 425, 407, 451, 289,
559). Typische Fragmente der Dimere sind hierbei die Produktionen mit m/z = 425
und 407. Sie resultieren aus der Retro-Diels-Alder-Spaltung [M-H-152] und einer an-
schlieBenden Wasserabspaltung [M-H-152-18]". Diese beiden Fragmente zeigten die
hochste Intensitdt (Friedrich et al., 2000). Bl und B2 konnten in allen Beeren anhand
von authentischen Standards identifiziert, und B5 durch den Vergleich mit einem
Kakaoextrakt zugeordnet werden. Die Preiselbeere (CN und EU) hat mit insgesamt
sechs die meisten Dimere. In der Moosbeere wurden fiinf Dimere detektiert, wohin-
gegen die Cranberry mit vier die kleinste Anzahl aufweist (s. Anhang A.3.3, S. 139).

Morimoto et al. (1988) konnten in Cranberrys und Preiselbeeren B3 und BS finden.
Rzeppa et al. (2011) identifizierten in der Cranberry B1, B2, B3, B4, BS und B7 anhand
authentischer Standards, wobei B3 und B7 nur in geringen Mengen (< 0,1 mg/ 100 g
FG) gefunden wurden. Moosbeeren sind in den Studien nicht beriicksichtigt worden.

B-Typ-verkniipfte Tetramere zeigen lonen [M-H]| mit m/z = 1153. Doppelt geladene
Ionen [M-H]* mit m/z = 576,5 wurden nicht gefunden, sondern nur einfach geladene
Tetramere. Die Zuordnung der Tetramere ist durch die Uberlagerung der Isotopen-
peaks von [M-H] mit m/z = 1151 erschwert. Jedoch zeigen diese Peaks keine fiir das
B-Typ-Tetramer charakteristischen Fragmente und konnten so unterschieden wer-
den. In der chinesischen Preiselbeere konnten mit insgesamt acht die meisten Tetra-
mere zugeordnet werden. Die europédische Preiselbeere zeigt vier, die Cranberry drei
und die Moosbeere hat mit zwei die geringste Anzahl (s. Anhang A.3.7, S. 143).
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Zuordnung der A-Typ-Trimere

A-Typ-Trimere zeigen lonen [M-H] mit m/z = 863. Die beiden Tochterionen mit
m/z 575 oder m/z 573 stammen aus der Quinon-Methid-Spaltung der
Interflavanbindung, die entweder eine (Epi)cat-(Epi)cat-A-(Epi)cat- oder (Epi)cat-A-
(Epi)cat-(Epi)cat-Verkniipfung ist. Es kommt folglich, je nachdem wo die A-Typ-
Verkniipfung ist, zu unterschiedlichen Fragmenten (s. Abbildung 22, S. 47). Ist die
obere mit der mittleren Einheit doppelt verkniipft, so resultieren daraus durch die
Quinon-Methid-Spaltung zwischen der terminalen und der mittleren Einheit die Mo-
lekiilionen mit m/z = 289 und m/z = 573. Ist die A-Typ-Bindung zwischen der termi-
nalen und der mittleren Einheit, so kommt es zur Abspaltung der oberen Einheit,
woraus die Fragmente m/z = 287 und m/z = 575 entstehen (Gu et al., 2003a).
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Abbildung 22: Quinon-Methid-Spaltung eines A-Typ-verkniipften Trimers mit unterschiedlicher Po-
sition der A-Typ Verkniipfung

In der Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere wurden jeweils zwei Trimere mit ei-
ner A-Typ-Verkniipfung zwischen der oberen und der unteren Einheit gefunden
(Peak 2 und 3). Zusitzlich wurden in der Cranberry fiinf und in der Preiselbeere
sechs mit einer A-Typ-Verkniipfung zwischen der terminalen und der mittleren Ein-
heit zugeordnet. In der Moosbeere konnten keine weiteren Trimere detektiert wer-
den. Der Abstand der Kohlenstoffisotope der Peaks dieser zugeordneten Trimere be-
tragt jeweils ca. m/z = 1.

Im Gegensatz zur Cranberry und Preiselbeere wurden in der Moosbeere lediglich
zwel Isomere von A-Typ-Trimeren gefunden. Preiselbeeren weisen die grofte An-
zahl an Isomeren auf. In Hinblick auf das Profil der Trimere ist die amerikanische
Cranberry mit ihrer Anzahl an Isomeren, dem der Preiselbeere dhnlicher als dem der
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Moosbeere. In allen untersuchten Vaccinium-Spezies konnten die Trimere 2 und 3 de-
tektiert werden (s. Anhang A.3.4, S. 140).

Bei den kleineren nicht numerierten Peaks (s. Anhang A.3.4, S. 140) konnte es sich
um doppelt geladene Hexamere [M-H]* mit m/z = 863 mit zwei A-Typ-
Verkniipfungen handeln, wie sie bereits von Foo et al. (2000a) in der Cranberry be-
schrieben wurden. Einfach geladene Hexamere [M—H] mit m/z = 1726 waren nur als
sehr kleine Peaks in den Spektren zu sehen und auf Grund der geringen Signalinten-
sitdt zeigte keines der Ionen Fragmente.

Foo et al. (2000b) beschreiben bislang nur ein Trimer mit einer B-Typ-verkniipften
unteren Einheit, so dass eine Zuordnung der Struktur zu den beiden Trimeren nicht
eindeutig moglich ist. Insgesamt sind hier in der Cranberry drei Stereoisomere be-
schrieben, die nur aus Epicatechineinheiten aufgebaut sind. Tarascou et al. (2011)
konnten fiinf unterschiedliche Trimere finden, wobei in drei davon die A-Typ-
Verkniipfung zwischen der oberen und unteren Einheit sitzt. In einer Studie von
Morimoto et al. (1988) wurde die Struktur von vier unterschiedlichen Stereoisomeren
in der Preiselbeere mittels NMR-Spektroskopie aufgeklirt. Zwei davon wurden als
Cinnamtannin Bl und D1 identifiziert. Diese Trimere bestehen sowohl aus Epicate-
chin als auch aus Catechin.

Zuordnung der B-Typ-Trimere

B-Typ-Trimere zeigen Ionen [M-H] mit m/z = 865. Insgesamt konnten in den Beeren
zwolf verschiedene B-Typ-Trimere anhand ihrer charakteristischen Fragment-
spektren zugeordnet werden. Die Fragmentierung ist bereits in der Literatur wie
folgt beschrieben: Fragmente mit m/z = 739 resultieren aus der heterozyklischen Spal-
tung des C-Rings, Fragmente mit m/z = 713 aus der Retro-Diels-Alder-Spaltung des
heterozyklischen Ringsystems (Abspaltung des B-Rings). Durch eine weitere Was-
serabspaltung ergeben sich lonen m/z = 695. Aus dem Bruch der Interflavan-
bindungen ergeben sich die Fragmente m/z = 577 und 575 sowie 289 und 287
(Hokkanen et al., 2009).

Die chinesische Preiselbeere hat mit zehn detektierten Isomeren die groffite Anzahl an
B-Typ-Trimeren. In der Cranberry konnten acht, in der européischen Preiselbeere
sieben und der Moosbeere sechs unterschiedliche Isomere bestimmt werden (s. An-
hang A.3.5, S. 141). Durch den Vergleich mit einem Kakaoextrakt konnte das Trimer
C1 zugeordnet werden. C1 ist auch von Rzeppa et al. (2011) in der Cranberry identi-
fiziert worden. Eine exakte Strukturaufkldrung der anderen Trimere ist jedoch nicht
moglich, da keine authentischen Standards zur Verfligung stehen.

Zuordnung doppelt geladener Pentamere mit einer A-Typ-Verkniipfung

Mit steigender Zahl des Polymerisationsgrades ist eine Zuordung der
Procyanidinisomere und die Unterscheidung von doppelt und einfach geladenen
Ionen kaum noch moglich. Durch die grofle strukturelle Vielfalt und die kleine
Massendifferenz von 2 Da zwischen A- und B-Typ-Verkniipfung kommt es zur
Uberlagerung der Isotopenpeaks, wodurch die Unterscheidung der Isotopenpeaks
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nur noch mit einem hochauflésenden Massenspektrometer erfassbar ist (Sarnoski et
al., 2012; Howell et al., 2005). Mit Hilfe der Ionenfalle findet man Hinweise auf die in
der Literatur beschriebenen oligomeren Procyanidine mit unterschiedlicher
Verkniipfung.

Wie bereits von Foo et al. (2000) und Tarascou et al. (2011) beschrieben, konnten in
der Cranberry Pentamere sowohl mit einer als auch mit zwei A-Typ-Verkniipfungen
(m/z 1439 bzw. 1437) detektiert werden. In der vorliegenden Arbeit treten im
Chromatogramm Pentamere fast ausschlieBlich als doppelt geladene Ionen [M-2H]*
mit m/z =719 bzw. 718 auf. Lediglich wenige, kleinere Signale der einfach geladenen
ionisierten Pentamere [M-H] mit m/z = 1439 oder 1437 sind zu sehen. Einige davon
weisen die in der Literatur beschriebenen charakteristischen Fragmente auf
(Tarascou et al., 2011):

o fiir [ M—H] mit m/z=1439: m/z = 1151, 1287, 1313, 861, 573, 1026

o fiir [M—H] mit m/z = 1437: m/z = 1313, 1285, 1149, 863, 861, 575
Andere Signale sind jedoch zu schwach und fragmentieren nicht. Die Fragmente der
doppelt geladenen Ionen zeigen Masse-Ladungs-Verhiltnisse, die der Hilfte der
Tochterionen der einfach geladenen Tetramere entsprechen, also m/z = 656 statt m/z =
1313. Bei der Moosbeere ist in der Massenspur lediglich ein Ion [M-H] mit m/z = 719
und m/ z =718 zu finden. Es handelt sich jedoch nicht um ein Pentamer, sondern um
ein Ionisierungsdimer [M-2H] eines einfach geladenen Ions [M-H] mit m/z = 359,
das einem Syringasdurehexosid zugeordnet werden kann (s. Abschnitt Phenol-
carbonsduren, S. 76 ff.). Es wurde folglich weder ein Pentamer mit einer noch mit
zwel A-Typ-Verkniipfungen in Moosbeeren detektiert. Nur in der Cranberry
konnten drei Pentamere mit zwei A-Typ-Verkniipfungen gefunden werden
(s. Anhang A.3.8, S. 144-145).
Zusiatzlich wurden in der Cranberry acht unterschiedliche Isomere mit einer A-Typ-
Verkniipfung detektiert und in beiden Preiselbeeren (EU und CN) je vier. Tarascou
et. al. (2011) beschreiben in der Cranberry sechs unterschiedliche Stereoisomere mit
einer und eins mit zwei A-Typ-Verkniipfungen. Sonst gibt es keine Publikationen, in
der die Anzahl der unterschiedlichen Stereoisomere genannt ist.

Zuordnung von Cinchonain-Isomeren oder Flavan-3-0l-Glykosiden

Cinchonaine gehoren zu den Flavonolignanen. Es sind Flavan-3-ole mit einer zusétz-
lichen Phenylpropanoid-Einheit. Erstmals wurde die Struktur der Cinchonain I- und
[I-Isomere von japanischen Wissenschaftlern spektroskopisch aufgeklart (Abbildung
23, S. 50). Sie isolierten die Isomere aus der Rinde von Cinchona succirubra (Nonaka &
Nishioka, 1982a; Nonaka et al., 1982b).

Die MS-Fragmentierung und die Detektion von Cinchonain-Isomeren [ und Il in Vac-
cinium-Spezies ist erstmals bei Hokkanen et al. (2009) beschrieben. Sie untersuchten
die phenolischen Inhaltsstoffe in Blidttern von V. vitis-idaea, V. myrtillus und
Vaccinium x intermerdium Ruthe L. In den Bldttern der Preiselbeere wurden allerdings
keine Cinchonaine gefunden. Sie wurden nur in den Blittern von Vaccinium myrtillus
detektiert.

49



Ergebnisse und Diskussion

Cinchonain I-/ II-Isomere und Flavan-
3-0l-Glykoside haben die gleiche Mo-
lekiilmasse  (Isobare). Uber die
Fragmentierung im MS’-Experiment
kann man zwischen den Isobaren
unterscheiden. Chinchonain I-Isomere

@) .
und  (Epi)catechinhexoside  bilden O °

HO. HO. 0.
Molekiilionen [M-H] mit m/z = 451. In
A )
(o]

OH

allen Vaccinium-Spezies konnten Ionen
dieser Masse detektiert werden. Nach

(o}

Vergleich mit dem bei Hokkanen et al. . o )
Abbildung 23: Struktur unterschiedlicher Cincho-

(2009)  beschriebenen  Fragmentier- naine: (1), (2) Cinchonain I-Isomere; (3) Cinchonain
ungsmuster (m/z = 341, 321, 289, 231,  1L-Isomer

217, 189, 177) konnten insgesamt fiinf

Cinchonain I-Isomere zugeordnet werden. Alle fiinf Isomere wurden in der
chinesischen Preiselbeeren detektiert. In Cranberrys konnten keine Cinchonain I-
Isomere gefunden werden, aber in der Moosbeere drei. In der Literatur wurden die
Cinchonaine lediglich in Blittern der Vaccinium-Spezies untersucht, jedoch gibt es
iiber die Beeren dieser drei Vaccinium-Spezies keine Informationen. Ein Peak mit
Ionen [M-H] mit m/z = 451 in den Massenspuren der Vaccinium-Spezies konnte als
ein (Epi)catechinhexosid zugeordnet werden. Dieser zeigt im MS’-Spektrum
lediglich eine (Epi)catechin-Einheit m/z = 289 als Fragment. Der Neutral Loss
entspricht der Masse einer Hexose. Es handelt sich somit um kein Cinchonain,
sondern vermutlich um ein (Epi)catechinhexosid (s. Abbildung 24). Die
Fragmentierung stimmt mit der in der Literatur beschriebenen liberein (Friedrich &
Galensa, 2002).
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Abbildung 24: MS>-Spektrum eines Cinchonain I-Isomers (links) und eines Flavanolhexosids (rechts)

In allen drei Spezies wurde ein Flavanolglykosid gefunden (s. Anhang A.3.9, S. 146).
Bislang sind in der Literatur Glykoside von Flavanolen in Cranberrys, Moosbeeren
und Preiselbeeren noch nicht beschrieben worden.

Chinchonin II-Isomere und B-Typ-Dimerhexoside bilden Molekiilionen [M-H] mit
m/z = 739. Insbesondere in der Preiselbeere konnten einige Molekiilionen mit einem
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Masse-Ladungsverhdltnis m/z = 739 gefunden werden. Nur in der chinesischen Prei-
selbeere wurden zwei Cinchonain Isomere gefunden (s. Anhang A.3.10, S. 147). Bei
den anderen Peaks kdnnte es sich moglicherweise um Procyanidindimerglykoside
handeln, jedoch ist die Fragmentierung anders als erwartet. Es kommt nicht zu ei-
nem Neutral Loss der Hexose, wie es fiir das Glykosid eines Monomers beschrieben
ist. Es sind allerdings Fragmente zu sehen, die charakteristisch fiir ein Dimer sind
(m/z = 451, 289). Eine andere Mdoglichkeit wéare, dass es sich um mehrfach geladene
Ionen hoherer Proanthocyanidine handelt. Eine genaue Zuordnung der Peaks kann
nicht gegeben werden.

Fazit

Die drei untersuchten Vaccinium-Spezies weisen grofle Unterschiede in ihren
Procyanidinprofilen auf (s. Tabelle 5, S. 52). Als ein Marker zur Authentitzitdtsbes-
timmung eignet sich insbesondere das Muster der A-Typ-Trimere, da hier die Unter-
schiede am deutlichsten sichtbar sind. Zudem gibt es liber einzelne Isomere der Tri-
mere Studien zu deren antiadhédsiver Wirkung, wohingegen die hohermolekularen
Procyanidine zumeist als Fraktionen betrachtet werden (Foo et al., 2000b; Foo et al.,
2000a). Daher konnen die Trimere als ein wichtiges und analytisch eindeutig (mit
HPLC-MYS) erfassbares Qualitdtskriterium angesehen werden.

Anhand der Untersuchung von vier unterschiedlichen Cranberrysorten (Pilgrim, Ben
Liar, Stevens und Grygleski) sowie einer Sortenmischung konnte gezeigt werden,
dass das Vorkommen und das charakteristische qualitative Profil der Procyanidine
unabhingig von der Sorte ist. Zudem konnte auch durch die Untersuchung der ver-
schiedenen Herkiinfte der Cranberrys (Polen, Kanada und Nordamerika) demons-
triert werden, dass dies ebenfalls keinen Einfluss hat.

Beziiglich eines Jahrgangvergleichs standen zwar keine sortenreinen Cranberrys zur
Verfiigung, jedoch Mischungen von unterschiedlichen Erntejahren (2010, 2011, 2012).
Bei allen drei Jahrgéngen zeichnet sich ein gleiches Procyanidinprofil ab. Auch in
den Muttersidften der Beeren konnten die Procyanidinprofile bestdtigt werden, was
darauf hinweist, dass die Kelterung keinen Einfluss auf das Profil hat. Die Procyani-
dinprofile, insbesondere der A-Typ-Trimere, konnen folglich als ein geeigneter Pa-
rameter zur Bestimmung der Authentizitit angesehen werden.
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Tabelle 5: Fragmentierungsmuster der Flavanole der drei Vaccinium-Spezies und Anzahl der detek-

tierten Stereoisomere

Anzahl der Stereoisomere

[M-H]/
Analyt [M-H|* Fragmente PB PB
CB MB (EU) (CN)
. . MS2 245, 205, 179, 271
(Epi)catechin 289 s 2 2 2 2
MS’® [289—245]: 203, 227, 187, 161
M2 423, 449, 539, 289, 285, 407, 453
A-Typ-Dimere 575 MS? [575—423]: 285, 313, 405, 257 2 2 2 2
MS?® [575—449]: 286, 245, 431, 386, 405
. MS2: 425, 407, 451, 289, 559
B-Typ-Dimere 577 s 5 4 6 6
MS’ [577—425]: 407, 381, 273
A-Typ-Trimere MS2 575, 711,693, 559, 737, 449
(Epi)cat—A—Epi)cat- MS? [863—575] 449, 423, 289, 287, 407 4 - 5 6
(Epi)cat) 263 MS? [863—711]: 693
A'Tépff“mere MS? 711, 451, 573, 411, 693, 531, 289 ) , )
p1)cat- 3 .
Epi)cat_A—Epi)cat MS® [863—F11]: 693, 559, 541, 407
MSz 695, 713, 577, 575, 739, 413, 287
B-Typ-Trimere 865 MS? [865—695]:543, 677, 243, 405 451, 289, 525, 8 6 7 10
586
MS2 863, 981, 999, 1025, 575, 711, 873
A-Typ-Tet 1151 ’ i > ’ i i 11
yp-letramere SUSTS | S [1151-863]: 711, 575, 737, 693, 446, 531 > ? 7
MS2 865, 983, 1027,575, 1135, 1001, 739
B-Typ-Tetramere 1153 MS?® [1153-983]: 814, 831, 693, 965, 365, 611, 2 2 4 7
739
MS2 861, 1285, 1025, 1267, 1446, 529
A-Typ-P 14 1 ’ ’ ’ ’ ’ - - -
yp-Pentamere 37/ 718 MS’ [1437-861]: 573 3
MS2 1151, 861, 1313, 1269, 739, 573, 963
A-Typ-Pent 1439/ 719 S ; N 8 - 4 4
yp-rentamere MS? [1439—4151]: 577, 999, 861, 709, 739
. . . MS2 289
(Epi)catechinhexosid 451 1 1 1 1
MS?® [451-289]: 245, 205, 179, 161
) . M2 341, 289, 217, 189
Cinchonain I-Isomer 451 - 3 - 5
MS? [451-341]: 217, 323,297, 177
) . MS2: 587, 435, 449, 451, 339, 289, 569, 629, 721
Cinchonain II-Isomer 739 - - - 2

MS?® [739-587]: 435, 569, 417, 339, 459, 542
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23.13 Quantifizierung der Procyanidine

Um eine Dosisempfehlung von Cranberryprodukten zu geben, ist eine entsprechend
standardisierte Methode zur Bestimmung des Procyanidingehalts notig, damit die
einzelnen Produkte miteinander verglichen werden koénnen. Die Bestimmung der
Menge an Cranberrypulver oder —saft, die 36 mg Procyanidine enthdlt, wurde in den
genannten Studien mittels DMAC-Assay durchgefiihrt (Howell et al., 2010).

Der DMAC-Assay wird zunehmend populédrer und als eine Standardmethode disku-
tiert, da er eine schnelle und einfache Moglichkeit ist, bei der es keiner teuren in-
strumentellen Analytik, wie der HPLC-MS bedarf (Haesaerts, 2010). Prior et al.
(2011) validierten eine extra fiir Cranberryprodukte modifizierte Version des DMAC-
Assays (mit Procyanidin A2 als Standard) mit dem Ziel, eine weltweite
Standardreferenzmethode zur Quantifizierung von Cranberryprocyanidinen zu
haben. Er ist allerdings nur fiir authentische Cranberryprodukte (V. macrocarpon)
gedacht. Bei dem so ermittelten Wert handelt es sich jedoch um einen
Gesamtproanthocyaningehalt, d.h. mit dem Assay werden A- und B-Typ-
Procyanidine gleichermallen erfasst. Das Vorhandensein von A-Typ-verkniipften
Procyanidinen ist folglich nicht garantiert. Demnach wird vorausgesetzt, dass hier-
mit ein bestimmter Anteil an antiadhdsiv wirkenden A-Typen enthalten ist, der
durch diese Dosierungsangabe abgedeckt ist. Ist also ein Gehaltsunterschied bzw.
unterschiedlicher Anteil an A-Typen in Moosbeere, Cranberry oder Preiselbeere fest-
stellbar, muss die Authentizitdt von Cranberryprodukten gewéhrleistet sein. Im Zu-
sammenhang mit dem franzdsischen Health Claim, der sich auf die Dosis von 36 mg
PACs von Vaccinium macrocarpon bezieht, bleibt eine Quantifizierung der A-Typ
Proanthocyanidine eine wichtige Aufgabe, um einen Effekt zu gewéhrleisten.

Dariiberhinaus wéren fiir eine Vergleichbarkeit der Wirkung aller drei Beeren indi-
viduelle Dosierungsangaben notig, da auf Grund der gezeigten Unterschiede der
Beeren nicht pauschal mit einem unspezifischen Assay eine Aussage getroffen wer-
den kann.

Eine Studie von Sanchez-Patin et al. (2012) zeigte anhand von 19 Cranberry-
produkten, dass die Zusammensetzung phenolischer Inhaltsstoffe erhebliche
Unterschiede aufweist. Lediglich vier Proben enthielten die empfohlene Dosis
(36 mg) an Gesamtprocyanidinen, zeigten jedoch ein variables Procyanidinmuster.
Unter Beriicksichtigung der in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Unterschiede in
den Procyanidinprofilen der Beeren ist neben der Verfilschung mit anderen
Lebensmitteln, die Flavon-3-ole und/ oder B-Typ-Procyanidine enthalten, auch die
Authentizitdt der Beeren ausschlaggebend. So konnte der variable Gehalt an A-Typ-
Trimeren und Dimer A2 in den von Sanchez-Patan et al. (2012) untersuchten
Produkten auch auf der Verarbeitung von unterschiedlichen Beeren beruhen. Auch
wenn der Hersteller in den Produkten einen Gesamtgehalt von 36 mg Procyanidinen
mittels DMAC-Assay bestimmt, bleibt der Unterschied zwischen den Spezies
unberiicksichtigt. Eine genaue Zusammensetzung der Produkte ist somit von
Interesse und nur durch eine LC-MS-Methode erfassbar.
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2.3.1.3.1 Quantifizierung von A-Typ-Dimeren und —Trimeren mittels UHPLC-MS

Die unterschiedlichen MolekiilgroBen sowie die groBe Anzahl an Isomeren der
Proanthocyanidine und der damit verbundenen verschiedenen Eigenschaften, macht
eine Quantifizierung aller einzelnen Verbindungen nahezu unmdglich. Informatio-
nen iiber die Gehalte einzelner Isomere sind auf Grund der erschwerten Analytik bis-
lang in der Literatur kaum vorhanden. Es gibt jedoch zahlreiche Studien, in denen
der Gesamtgehalt oder auch ein Summenparameter fiir Dimere, Trimere, Tetramere
etc. angegeben ist (Kylli et al., 2011; Hellstrom et al., 2009). Eine solche Quantifizie-
rung erfolgt meist iiber eine Chromatographie mittels Normal-Phase, wie sie bereits
erfolgreich fiir die Procyanidine im Kakao durchgefiihrt wurde (Kelm et al., 2006).
Hierbei werden nicht die einzelnen Isomere getrennt, sondern die Procyanidine nach
ithrem Polymerisationsgrad, so dass man einen Gesamtgehalt an Dimeren, Trimeren,
Tetrameren etc. erhilt. Die Anwendung unterschiedlicher Methoden und Techniken
zur Extraktion und Aufreinigung der Proben macht einen Vergleich von Gehalten
schwierig. Lee (2012) vergleicht in einer Studie unterschiedliche, {iblicherweise an-
gewendete Techniken zur Probenvorbereitung (keine Aufreinigung, GréBenaus-
schlusschromatographie, SPE) von Cranberryprodukten. Im Zuge dessen wurden
unterschiedlich aufgearbeitete Cranberryprodukte (V. macrocarpon) auf ihren A2 Ge-
halt, Gesamtprocyanidin- und Gesamtanthocyangehalt untersucht. Die Konzentrati-
onen der einzelnen Proben zeigten starke Schwankungen bei allen untersuchten In-
haltsstoffen und bei einigen Produkten wurde sogar die Authentizitit in Frage ge-
stellt. Ein Vergleich von Studien mit unterschiedlicher Analytik ist somit kaum mog-
lich. Bei einem Vergleich unterschiedlicher Produkte muss zudem die Technologie
sowie die eingesetzte Rohware beriicksichtigt werden, da die Gehalte sehr schwan-
ken (Grace et al., 2012). Im Verlauf dieser Arbeit wurden die Konzentrationen der
verschiedenen A-Typ-Procyanidine in den Beeren mit einer UHPLC-MS-Methode
ermittelt, um so die Konzentrationsunterschiede aufzeigen zu konnen. Weiterhin
wurden auch die Procyanidingehalte mittels DMAC-Assay erfasst und miteinander
verglichen.

Tabelle 6 (S. 57) zeigt die Konzentration von A2 und den unterschiedlichen A-Typ-
Trimeren der drei Vaccinium-Spezies. Die Peaknummern in der Tabelle beziehen sich
auf Abbildung 25 (S. 55). Der A2-Gehalt in Cranberrysorten liegt zwischen 4,10-5,49
mg/ 100 g FG. Europdische und chinesische Preiselbeeren enthalten 2,11 + 0,27
mg/ 100 g FG bzw. 7,98 = 0,72 mg/ 100 g FG. Moosbeeren weisen mit 0,13-0,21
mg/ 100 g FG den geringsten A2-Gehalt auf.

Auch die einzelnen Gehalte der Procyanidin-Trimere der Moosbeere sind im Ver-
gleich zu den der anderen Beeren am geringsten. In Hinblick auf den Gesamtgehalt
an A-Typ-Trimeren haben Cranberrys mit 4,66-6,99 mg A2 Aq/ 100 g FG eine min-
destens 15-fach hohere Konzentration als Moosbeeren mit 0,14 bzw. 0,48 mg A2
Aq/ 100 g FG. Preiselbeeren (EU, CN) weisen mit 6,04 bzw. 8,63 mg A2 Aq/ 100 g FG
den hochsten Gehalt an A-Typ-Trimeren auf. Insbesondere bei der Moosbeere unter-
scheidet sich die Konzentration dieser A-Typ-Procyanidine von den beiden anderen
Spezies.
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Abbildung 25: Chromatogramme der Uberginge m/z 575 — 449, 863 —573 und 863 —575 von
Acetonextrakten der drei Beeren aus verschiedenen Standorten. Die Numerierung der Peaks bezieht
sich auf Tabelle 6 (S. 57)

Um die Ergebnisse zu bestdtigen, wurden verschiedene Cranberrysorten analysiert.
Der Gesamtgehalt der Trimere ist unterschiedlich. Die relativen Gehalte zeigen je-
doch nahezu denselben prozentualen Anteil und somit ein sehr dhnliches Procyani-
din A-Typ-Trimerprofil (s. Abbildung 26, S. 56). Ubereinstimmende Ergebnisse er-
zielten Rzeppa et al. (2011) fiir Procyanidine in unterschiedlichen Apfelsorten.

Bislang wurde noch kein Vergleich der drei Vaccinium-Beeren beziiglich thres Gehal-
tes an A-Typ-Trimeren und A2 verdffentlicht. In einer Studie von Grace et al. (2012)
wurden Cranberryprodukte in Hinblick auf fiir die Gesundheit relevante Flavonoide
verglichen. Unter anderem wurde der A2-Gehalt mittels LC-MS quantifiziert. Fiir
gefriergetrocknete Beeren wurde ein A2-Gehalt von 68,1 £ 7,7 mg/ 100 g Trocken-
masse (TM) ermittelt. Dies entspricht etwa 8,3 mg/ 100 g FG, ausgehend von einem
durchschnittlichen Wassergehalt von etwa 87%.

Rzeppa et al. (2011) haben verschiedene Procyanidine in ausgewdhlten Friichten
quantifiziert. In Cranberrys wurde die Konzentration von A2 mit 6,898 £ 0,250
mg/ 100 g und Cinnamtannin Bl mit 2,115 + 0,052 mg/ 100 g FG gemessen. Die in
dieser Arbeit bestimmte A2-Konzentration liegt mit 4,10-5,49 mg/ 100 g FG fiir V.
macrocarpon im Bereich der in den beiden Studien ermittelten Gehalte. Da keine
Strukturaufklarung erfolgt ist und kein Procyanidin-Trimer als Standard zur Verfii-
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gung stand, kann eine Zuordnung von Trimer CI und damit ein Vergleich der Ge-
halte nicht durchgefiihrt werden.
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Abbildung 26: Prozentuale Anteile der verschiedenen A-Typ-Trimere in Cranberrysorten, Moosbeere
und Preiselbeere
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Tabelle 6: Gehalte von A2 in mg und der verschiedenen A-Typ-Trimere (m/z 863) in mg A2 Aq je 100 g frische Beeren, analysiert in den Aceton-Extrakten
der Vaccinium-Spezies mittels UHPLC-MS im SRM-Modus

mg (A2 Aq)/100 g Frischgewicht (FG)a

V. macrocarpon V. oxycoccus V. vitis-idaea
Peak | RT Analyt Pileri Pileri
. . . . ilgrim ilgrim
Nr.b | [min Mix Ben Liar | Grygleski Stevens EU PL EU CN
[min] ryg (CA) (PL)
6 19,81 Dimer 1 0,12 + 0,02 0,10 + 0,02 0,13 + 0,02 0,13+ 0,01 0,10+ 0,03 0,20+ 0,04 | 0,18+ 0,02 0,09 + 0,02 5,94+ 0,79 1,77+ 0,20
8 21,30 A2 4,57+ 0,34 4,14+ 0,37 4,66 = 0,78 4,71+ 0,12 4,10+ 0,12 5,49 £ 0,61 0,21 £ 0,03 0,13+ 0,02 2,11 £ 0,27 7,98 + 0,72
Summe der A-Typ-
A 469+036 424+039 479+£080 484+0,13 420+0,15 569+0,65 | 039+£0,05 022+0,04 | 805+ 1,06 | 9,75+ 0,92
Dimere (m/z 575)
1 14,99 Trimer 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,55+ 0,22 0,29 + 0,07
2 17,31 Trimer 2 | 0,07+ 0,01 0,06 £+ 0,01 0,07 = 0,01 0,05 £ 0,00 0,08 £ 0,01 0,11 £ 0,01 0,28 = 0,05 0,09+ 0,01 1,03+ 0,16 0,32+ 0,02
3 17,45 Trimer 3 0,68 £ 0,06 0,62 + 0,06 0,67 + 0,08 0,68 £ 0,04 0,71 + 0,10 1,05+ 0,14 | 0,20+ 0,01 0,05 £ 0,01 0,22 + 0,03 0,98 + 0,12
4 18,59 Trimer 4 1,82+ 0,16 2,35+ 0,32 3,30+ 0,41 2,83 £ 0,30 249+034 296+ 0,49 n.d. n.d. 0,82+ 0,14 3,18+ 0,77
5 19,60 Trimer 5 | 0,04+ 0,01 0,04 £ 0,01 0,05 £ 0,01 0,05 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,05 £ 0,01 n.d. n.d. 1,10+ 0,18 0,27 = 0,05
7 20,85 Trimer 6 | 0,04+ 0,01 0,05 + 0,01 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01 0,04 + 0,01 0,07 + 0,02 n.d. n.d. 3,40 = 0,45 0,60+ 0,11
9 21,80 Trimer 7 1,03 £ 0,08 1,14 £ 0,15 1,35+ 0,21 1,37 £ 0,10 1,17+ 0,18 1,40 £ 0,20 n.d. n.d. 0,29 £ 0,04 1,59 + 0,33
10 23,10 Trimer8 | 0,98+0,09 1,04+0,11 143+001 129+009 1,00+0,13 1,35+0,22 n.d. n.d. 1,60+ 031 | 0,46+ 0,08
Summe der A-Typ-
4,66 = 0,42 5,30+ 0,67 6,93 £ 0,74 6,32 + 0,55 5,62+ 0,78 6,99+ 1,09 | 0,48+ 0,06 0,14 £ 0,02 10,01 +£ 1,53 7,69 + 1,55

Trimere (m/z 863)

"alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n = 6); die Quantifizierung erfolgte mittels A2 Kalibriergerade; n.d. nicht detektiert;

®die Numerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 25 (S. 55)
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2.3.1.3.2 Gesamtprocyanidingehalt mittels DMAC-Assay

In der nachfolgenden Tabelle werden die DMAC-Werte der drei Beeren gegeniiber-
gestellt. Es wird verglichen, inwiefern sich der Anteil an Procyanidin A2 sowie den
A-Typ-Trimeren an den ermittelten Gesamtprocyanidingehalten des DMAC-Assays
unterscheidet. Tabelle 7 zeigt die DMAC-Werte der Beeren, sowie die Gehalte der
mittels UPLC-MS ermittelten A-Typ-Procyanidine und deren prozentualen Anteil.

Tabelle 7: DMAC-Werte der unterschiedlichen Vaccinium-Beeren; mittels UHPLC-MS gemessenen A-
Typ-Procyanidin-Gehalte in mg (A2 Aq)/ 100 g FG und deren prozentualer Anteil

Vaccinium- Gesamtproantho- | A-Typ-Trimer | A2 mg/100g Anteil am Gesamtpro-
Spezies cyanidingehalt mg A2 FG cyanidingehalt (D MAC)[%]

mg/100 g FG Aq/100 g FG

(DMAC) (UHPLC-MS) | (UHPLCMS) | A-Typ-Trimer | A2
V. macrocarpon 57.6+ 14,7 4,66 + 0,42 4,57+ 0,34 8,1 7.9
(Mix)
V. macrocarpon 722421 530+ 0,67 414+ 037 73 57
(Ben Liar)
V. macrocarpon 86,3 + 10,8 6,93 + 0,88 4,66 + 0,78 8,0 5.4
(Grygleski)
V. macrocarpon 62,7+ 1,4 6,32+ 0,55 471+ 0,12 10,1 75
(Stevens)
V. macrocarpon 82,6 + 3,1 5,62+0,78 4,10+ 0,12 6,8 5.0
(Pilgrim)
V. macrocarpon

+ +
(Pilgrim. PL) 64,5+ 0,1 6,99 + 1,09 549+ 0,61 10,8 8,5
V. oxycoccus 60,8 + 1,4 0,48 + 0,09 0,21+ 0,03 0,8 0,3
(EU)
V. oxycoccus 9,1+0,3 0,14+ 0,02 0,13 = 0,02 1,5 1,4
(PL)
V. vitis-idaea
+ + +

E0) 1574+ 7,9 10,01 + 1,53 2.11+027 6.4 1.3
V. vitis-idaea
©N) 122,4+33 7,69 £ 1,55 7,98 +0,72 6.3 6,5

Fir die Cranberry wurde ein durchschnittlicher Gesamtprocyanidingehalt von 71
mg/ 100 g FG, fiir die Moosbeere von 60 mg/ 100 g FG und fiir Preiselbeeren 140
mg/ 100 g FG ermittelt. Die Werte der Cranberry und der Moosbeere liegen in einem
dhnlichen Bereich, wédhrend der von Preiselbeeren doppelt so hoch ist. In der Litera-
tur wird der Gehalt an Procyanidinen in Preiselbeeren sogar als bis zu 4,5 fach so
hoch im Vergleich zu V. oxycoccus beschrieben (Méditta-Riihinen et al., 2004). Die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen vor allem auch, dass es erhebliche Unter-
schiede beim prozentualen Anteil von A2 und den A-Typ-Trimeren zwischen Cran-
berry und Moosbeere gibt, wohingegen sich Cranberrys und Preiselbeeren nur ma-
Big unterscheiden. Der durchschnittlich prozentuale Anteil der A-Typ Trimer von
Cranberrys liegt bei 8,5% und ist damit ca. achtmal so hoch wie der von Moosbeeren
mit 1,15%. Preiselbeeren weisen mit 6,4% etwas geringere Anteile als Cranberrys auf.
Abgesehen von dem niedrigeren A2-Anteil der chinesischen Preiselbeere (1,3%) im
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Vergleich zur europédischen (6,5%) zeigt sich auch bei den prozentualen Anteilen von
A2 der drei Spezies ein dhnliches Bild. Um die Dosierung von 36 mg Procyanidine zu
erreichen, miisste man ca. 50 g Cranberrys oder 60 g Moosbeeren verzehren. Damit
ist jedoch nicht die gleiche Konzentration an A-Typ-verkniipften Procyanidinen ge-
wihrleistet. Um die gleiche Menge an A-Typ-Trimeren und A2 zu sich zu nehmen,
miisste man ca. zehnmal so viele Moosbeeren verzehren. Da in dieser Arbeit nur die
Dimere und Trimere quantifiziert wurden, kann ein Unterschied bei anderen Pro-
cyanidinen nur vermutet werden. Die Profile deuten jedoch darauf hin, dass die Bee-
ren dort ebenso variieren.

Obwohl in der Moosbeere die mittels UHPLC-MS quantifizierten Procyanidingehalte
erheblich geringer sind, ist der Gesamtprocyanidingehalt der Moosbeere nicht viel
kleiner als der der Cranberrys. Eine Erkldarung fiir die dhnlichen Gehalte des DMAC-
Assays von Moosbeere und Cranberry kdnnte darin bestehen, dass die Moosbeere
hohere Konzentrationen an hohermolekularen Procyanidinen im Vergleich zu ihren
Oligomeren hat. In Moosbeeren und Preiselbeeren wurde der Anteil an
héhermolekularen Procyanidinen mit einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad
von 35 bzw. 32 auf 60% der Gesamtprocyanidine bestimmt (Kylli et al., 2011). Ein
Vergleich zur Cranberry gibt es in dieser Studie jedoch nicht. In einer anderen Unter-
suchung wurde ein durchschnittlicher Polymerisationsgrad von Cranberry-
procyanidinen von 15 bestimmt (Gu et al., 2002). Das wére eine Erkldrung dafiir,
dass der DMAC-Wert in der Moosbeere in etwa so hoch ist wie der in der Cranberry.
D.h., die Konzentrationen an niedermolekularen Procyanidinen (bis Tetramere) sind
in der Moosbeere geringer, aber nicht zwingend die hohermolekularen Fraktionen.
Der Wert bei der Preiselbeere ist etwa doppelt so hoch, was ebenfalls vermuten ldsst,
dass der Gehalt an hohermolekularen Procyandinen erheblich zum Gesamtgehalt
beitrdgt. Ein Vergleich der drei Beeren beziliglich der hohermolekularen Fraktion
konnte folglich zur Aufkldrung beitragen.

In einer Studie von Grace et al. (2012) wurde ebenfalls der prozentuale A2-Anteil an
Gesamtprocyanidingehalten (DMAC) von verschiedenen Cranberryprodukten be-
rechnet. Hierbei sollte der Einfluss der unterschiedlichen Herstellungsverfahren ge-
priift werden. Der A2-Anteil der untersuchten Proben (SoBlen, Saft, frische und ge-
trocknete Beeren) lag zwischen 7,5-15%, womit auch ein Einfluss der Produktion ge-
zeigt werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit und der Studie von Grace et al.
(2012) zeigen, dass der DMAC-Assay nur fiir eine Standardisierung genutzt werden
kann, wenn sowohl die Art des Produktes beriicksichtigt wird als auch zwischen den
Vaccinium-Spezies unterschieden wird.
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2.3.1.3.3 Quantifizierung der Flavan-3-ole und B-Typ-Procyanidine mittels
UHPLC-MS

Neben den A-Typ-Dimeren und -Trimeren erfolgte zusidtzlich die Quantifizierung
der monomeren Flavan-3-ole sowie der B-Typ-Dimere und -Trimere. Alle Dimere
und Trimere wurden liber eine externe A2-Kalibriergerade und die Monomere ent-
sprechend {iiber eine (Epi)catechin-Kalibriergerade quantifiziert. In Abbildung 27
sind die Chromatogramme der im SRM-Modus gemessenen Uberginge von
(Epi)catechin und der B-Typ-Procyanidine dargestellt.

Monomere B-Typ-Dimere B-Typ-Trimere
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Abbildung 27: Chromatogramme der Uberginge m/z 289 — 245, 577 —289 und 865 —577 der
Acetonextrakte der drei Beeren unterschiedlicher Standorte. Die Numerierung der Peaks bezieht sich
auf Tabelle 9 (S. 63)

In Tabelle 9 (S. 63) sind die dazugehdrigen Konzentrationen zu finden. Auf Grund
von unterschiedlichen Umwelteinfliissen kann der Procyanidingehalt innerhalb einer
Probe schwanken (Hellstrom et al., 2009; Méatta-Riihinen et al., 2004), dennoch konn-
ten auch bei den B-Typ-Procyanidinen klare analytisch messbare Unterschiede zwi-
schen den Spezies festgestellt werden.

V. vitis-idaea (EU und CN) haben mit 15,48 &+ 3,54 bzw. 17,68 + 2,47 mg/ 100 g FG die
hochsten Gehalte an monomeren Flavan-3-olen, gefolgt von V. macrocarpon mit 2,80 —
5,05 mg/ 100 g FG und V. oxycoccus mit 0,55 — 1,94 mg/ 100 g FG. Das Verhiltnis von
Catechin zu Epicatechin in den Spezies ist unterschiedlich. V. macrocarpon (alle Varie-
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titen) haben hohere Gehalte an Epicatechin (2,45 + 0,43 — 4,46 = 0,59 mg/ 100 g FG)
als an Catechin (0,33 £ 0,05 - 0,61 + 0,08 mg/ 100 g FG). Hingegen ist in der Moosbee-
re das Verhéltnis der beiden Monomere nahezu 1:1. Die Verhéltnisse in den Preisel-
beeren sind nicht einheitlich. Im Vergleich mit europédischen Preiselbeeren ist das
Verhiltnis in der chinesischen Preiselbeere umgekehrt. Die européische Preiselbeere
weist mit 13,01 + 2,77 mg/ 100 g FG mehr Catechin auf als Epicatechin mit 2,47 = 0,77
mg/ 100 g FG. In einer Studie von Kylli et al. (2011) wird dies bestétigt. Kylli et al.
(2011) untersuchten unterschiedliche Procyanidinfraktionen von Moosbeere und
Preiselbeere sowie den prozentualen Anteil an Catechin und Epicatechin in den Pro-
cyanidinen. Demzufolge war in allen Fraktionen der Anteil an Catechin grdofler als
der an Epicatechin. Maiéittd-Rithinen et al. (2004) begriinden die verschiedenen
Flavan-3-ol-Verhiltnisse, mit dem unterschiedlichen Ursprung der Beeren. Bei einem
Vergleich von Moosbeere mit Cranberry kann das bestdtigt werden, jedoch zeigen
gleiche Spezies aus unterschiedlichen Standorten (Cranberry aus Polen und Kanada)
dieselben Verhéltnisse.

Procyanidin B2 ist mit 2,12 + 0,10 - 4,12+ 0,50 mg A2 Aq/ 100 g FG in Cranberrys das
Dimer mit dem hdchsten Gehalt. Dies wird in der Studie von Rzeppa et al. (2011) be-
stitigt, in der die Konzentration von B2 in Cranberrys mit 2,945 + 0,132 mg/ 100 g FG
bestimmt wurde und auch das qualitativ wichtigste Dimer darstellte.

Vergleicht man die Dimere der Spezies sind Unterschiede in den Gehalten der Iso-
mere feststellbar. Im Gegensatz zur Cranberry ist in Moosbeere und Preiselbeere
(EU) Bl das am meisten enthaltene Dimer. Der B1-Gehalt der Preiselbeere (EU) ist
zehnmal und der von Moosbeeren zweimal so hoch wie der von B2. Procyanidin B5
konnte in allen Beeren gefunden werden, wenn auch in Moosbeeren und européi-
schen Preiselbeeren nur in Spuren. Insgesamt konnten in Preiselbeeren (EU und CN)
mit 27,50 £ 4,51 bzw. 21,11 £ 597 mg A2 Aq/ 100 g FG die hochsten Gesamtgehalte
an Dimeren detektiert werden.

In allen untersuchten Beeren konnten B-Typ-Trimere quantifiziert werden, wobei ei-
nige Isomere nur mit einen geringen Anteil zum Gesamtgehalt beitragen. Alle Spezi-
es weisen hohere Gehalte an A-Typ- als an B-Typ-Trimeren auf, was im Einklang mit
den Studien liber den hohen Anteil an A-Typ-Procyanidinen steht (Hellstrom et al.,
2009).

Es gibt zahlreiche Untersuchungen iiber den Proanthocyanidingehalt von unter-
schiedlichen Lebensmitteln (Gu et al.,, 2004). Hierbei konnte auch gezeigt werden,
dass der Gehalt stark von Umwelteinfliissen und der untersuchten Varietdt abhidngt
(Hellstrom et al., 2009). Insgesamt ist ein Vergleich mit anderen Studien jedoch er-
schwert, da nicht immer zwischen den Spezies V. macrocarpon und V. oxycoccus un-
terschieden wird. Des Weiteren gibt es wenige Studien, die die Konzentrationen der
einzelnen B-Typ-Stereoisomere aufzeigen bzw. oftmals sind nur Summenparameter
angegeben, so dass ein Vergleich mit der Literatur nicht gegeben werden kann. Fest-
stellbar ist aber, dass es erhebliche Unterschiede nicht nur in den Profilen sondern
auch in den Konzentrationen und Verhiltnissen der Procyanidine gibt. Tabelle 8
(S.62) gibt eine Ubersicht die hier ermittelten Unterschiede. Die einzelnen
Cranberryvarietidten (trotz verschiedener Herkunft PL und CA) weisen hierbei ein
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konstantes Profil auf und nahezu gleiche Verhiltnisse. Preiselbeeren und insbeson-
dere Cranberrys und Moosbeeren gleichen sich jedoch nicht. Die ermittelten Parame-
ter eignen sich folglich zur Bestimmung der Authentizitdt der drei Beeren.

Tabelle 8: Uberblick iiber die Unterschiede zwischen den drei Vaccinium-Spezies in Bezug auf die

Flavan-3-ole

Alleemeine Vaccinium- Verhiiltnis Anzahl an | Verhiltnis Verhiiltnis
Nalgnen Spezies Varietit Epicate- A-Typ- Dimer A2/A- | Procyani-
P chin/Catechin | Trimeren | Typ-Dimerl din B1/B2

American Cran- V. macrocarpon Mixed 7,00 7 38,08 0,09

berry, large Cran- Ben Liar 735 7 41,40 0,10

berry, gro3-

friichtige Moos- Grygleski 8,61 7 35,85 0,10

beere, Kranbeere Stevens 7,28 7 36,23 0,09
Pilgrim 8,16 7 41,00 0,07
Pilgrim 8,26 7 27,45 0,09

(PL)

European Cranber- | V. oxycoccus Wild (EU) 0,60 2 1,17 1,87

ry, small Cranber- Wild (PL) 0,67 2 1,44 2,07

ry, (klein-

friichtige) Moos-

beere

Lingonberry, cow- | V. vitis-idaea Wild (EU) 0,19 8 0,35 9,67

berry, mountain Wild (CN) 1,49 8 451 0,71

cranberry,

mos cranberry,
Moosbeere, Prei-
selbeere
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Tabelle 9: Gehalte von Monomeren in mg sowie der verschiedenen B-Typ Trimere (m/z 865) und Dimeren (m/z 577) in mg A2 Aq je 100 g FG, analysiert in den
Aceton-Extrakten der Vaccinium-Spezies mittels UHPLC-MS im SRM-Modus

mg (A2 Aq)/100 g Frischgewicht (FG)a

V. macrocarpon

V. oxycoccus

V. vitis-idaea

(m/z 865)

Peak RT Analyt Pilgrim Pilgrim
Nr.b | [min] Mix Ben Liar | Grygleski | Stevens (CA) L) EU PL EU CN
1 9,27 Catechin | 035+£0,05 033£005 0,61+008 037+0,07 038+0,06 054+007 | 1,21+£0,33 033+004 | 13,01£2,77 | 7,18+ 1,70
4 11,99 Epicatechin | 2,45+043 284+0,66 444+082 2,72+048 3,10+0,76 4,46+0,59 | 0,73 +0,21 0,22 + 0,03 2,47+ 0,77 10,68 = 0,77
Summe der Monomere
2,80+£048 3,17+ 0,71 505+0,90 3,09+0,55 448+082 500+0,66 | 1,94+054  0,55+0,07 | 1548+3,54 | 17,86 +2,47
(m/z 289)
2 10,04 Dimer Bl 0,19+ 0,02 0,28+0,06 039+0,06 027+0,04 022+0,06 0,39+ 0,06 1,27+ 0,22 0,29+ 0,064 | 14,22+ 2,51 6,66 = 1,89
3 10,81 Dimer n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,13+ 0,02 0,03 + 0,01 8,02+ 1,13 1,97 £ 0,53
5 13,01 Dimer B2 2,12+0,10 2,12+0,10 3,81+0,50 3,13+ 0,41 3,10£0,65 4,12+0,02 | 0,68+0,14 0,14+ 0,02 1,47+ 0,23 9,40 + 2,68
8 15,01 Dimer n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d 0,88+ 0,10 0,36+ 0,10
11 17,38 Dimer < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 <0,01 < 0,01 0,26 + 0,06 0,07 + 0,02 2,55+ 0,48 1,22 + 0,31
15 20,50 Dimer B5 | 036+0,04 036+004 057+008 0,50+0,06 047+009 064+0,12 | 0,11+£0,03  0,03+0,01 | 036+0,06 | 1,500,446
Summe der B-Typ-Dimere
2,67+£0,16 2,67+0,16 477+0,64 390+051 3,71+0,80 515+0,20 | 2,45+047 0,56+ 0,12 | 27,50+ 4,51 | 21,11+597
(m/z 577)
6 13,75 Trimer <0,01 < 0,01 0,01 + 0,01 0,02+ 0,01 0,02+0,01 0,01+0,01 | 0,09+ 0,03 0,01 + 0,00 1,07 + 0,20 0,53 + 0,16
7 14,92 Trimer 0,09+ 0,02 0,16£0,03 0,13£0,02 0,15+0,02 0,15+0,04 0,19+0,04 | 0,03+ 0,01 <0,01 0,16 + 0,04 0,39+ 0,11
9 15,30 Trimer < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,04 + 0,02 0,01 + 0,00 0,41 + 0,06 0,20 + 0,07
10 16,86  Trimer C1 0,19+0,04 0,31+0,04 033+0,05 030+0,04 030+0,08 040+0,08 | 0,07+0,02 0,01 + 0,00 0,22 + 0,04 0,95 + 0,27
12 17,66 Trimer n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,03 + 0,01 < 0,01 0,38+ 0,06 0,17+ 0,04
13 18,55 Trimer 0,13 + 0,01 0,19+ 0,03 025+0,03 0204003 0,18+0,04 021+0,04 n.d. n.d. 020+ 0,04 | 024+ 0,06
14 18,99 Trimer 0,04+ 0,01 007+001 006+001 006+0,01 006+002 008=0,01 | 0,01«0,00 <0,01 0,06+ 0,01 | 0,17+ 0,06
16 20,79 Trimer n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. 0,29 + 0,04 n.d.
17 21,65 Trimer 0,07+0,01 0,09+0,02 0,10£0,02 0,100,001 0,08+0,01 0,10+ 0,02 n.d. n.d. n.d. 0,15+ 0,03
18 23,15 Trimer 0,09 + 0,01 0,10+ 0,01 0,12+ 0,02 0,09+0,01 0,10+0,02 0,11+ 0,02 n.d. n.d. 0,03 £ 0,02 | 0,13+ 0,07
Summe der B-Typ-Trimere
0,61+0,10 0,93+0,15 1,0l+0,16 092+0,13 0,88+0,22 1,12+0,22 | 0,27+ 0,09 0,04 + 0,00 2,28+ 0,51 2,93+ 0,87

*Die Daten sind Mittelwerte der Proben + Standardabweichung (n = 6); "Die Numerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 27 (S. 60); n.d., nicht detektiert.




Ergebnisse und Diskussion

2.3.2

Anthocyane: Profile und Quantifizierung

Die Anthocyane sind fiir die leuchtend rote Farbe der Cranberry, Moosbeere und
Preiselbeere verantwortlich. Sie tragen einen erheblichen Anteil zu den Gehalten der
Flavonoiden in Vaccinium-Beeren bei (Zheng et al., 2003). Tabelle 10 (S. 66) zeigt die
massenspektrometrischen Daten zur Identifizierung der Anthocyane. In Abbildung
28 sind die dazugehorigen HPLC-Chromatogramme der Beeren bei 520 nm darge-

stellt.
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Abbildung 28: HPLC-Chromatogramme von Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere (CN, EU) bei
520 nm. Die Numerierung der Peaks bezieht sich auf Tabelle 10 (S. 66)
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Die Identifizierung der Anthocyane erfolgte durch einen Vergleich mit einem Hei-
delbeerextrakt (s. Abschnitt 2.4.2.1, S. 89 ff.), Daten aus der Literatur und authenti-
schen Standards. Insgesamt weisen alle untersuchten Cranberrysorten zehn ver-
schiedene Anthocyane auf. Die Hauptanthocyane der Cranberry sind Glykoside von
Cyanidin und Peonidin (Wu & Prior., 2005). In der Literatur sind zumeist sechs An-
thocyane (jeweils drei Glykoside von Cyanidin und Peonidin) beschrieben (Viskelis
et al., 2009; Zhou et al., 2004; Hong et al., 1990).

Neben den Hauptanthocyanen konnten in dieser Arbeit als Minorkomponenten au-
Berdem Malvidin-3-O-galactosid und -arabinosid, sowie Delphinidin-3-O-galactosid
und ein Peonidindiglykosid gefunden werden. Bei dem Diglykosid kann davon
ausgegangen werden, dass die Zucker an zwei unterschiedlichen Positionen
gebunden sind, da neben dem Aglykon das Fragment m/z = 463 zu finden ist und
zunidchst nur ein Hexosid als Neutral Loss anstatt eines Dissaccharids abgespalten
wird. Es ist wahrscheinlich, dass es sich um ein Peonidin-3,5-dihexosid handelt, da
diese Variante am héufigsten vorkommt (Horbowicz et al., 2008). Dies wird von Wu
und Prior (2005) bestétigt, denn sie beschreiben das Peonidin-3,5-digalactosid in
Cranberrys. Ebenfalls in Cranberrys wurden Malvidin-3-O-galactosid und Malvidin-
3-O-arabinosid gefunden. Des Weiteren wurden in der Literatur als
Minorkomponenten  Pelargonidin-3-O-galactosid,  Pelargonidin-3-O-arabinosid,
Delphinidin-3-O-arabinosid sowie Petunidin-3-O-galactosid identifiziert (Wu &
Prior, 2005; Ohnishi et al., 2006), welche in dieser Arbeit nicht gefunden wurden.
Delphinidin-3-O-glucosid ist wiederum von Wu und Prior (2005) nicht detektiert
worden.

Das Anthocyanprofil der Moosbeere ist im Vergleich zu dem der Cranberry etwas
anders. Die Hauptanthocyane sind zwar identisch, jedoch konnten in der Moosbeere
insgesamt 14 unterschiedliche Verbindungen detektiert werden. Neben den zehn An-
thocyanen der Cranberry wurden als weitere Minorkomponenten Delphinidin-3-O-
arabinosid und -3-O-glucosid sowie Malvidin-3-O-glucosid und Petunidin-3-O-
arabinosid gefunden (s. Abbildung 51, S. 157). Andersen (1989) vergleicht in einer
Untersuchung die Anthocyanprofile von Cranberrys und Moosbeeren und auch dort
sind Unterschiede beschrieben. Ebenfalls neben den Hauptanthocyanen wurden
Delphinidin-3-O-glucosid, Petunidin-3-O-glucosid sowie Malvidin-3-O-glucosid de-
tektiert. Obon et al. (2011) identifizierten in V. oxycoccus fiinf Anthocyane. Darunter
befinden sich auch das Delphinidin-3-O-galactosid und -3-O-glucosid sowie die drei
Cyanidinglykoside. Jeodoch beschreiben sie keine Derivate von Peonidin, Malvidin
und Petunidin. Da liber die Moosbeere wenige Studien existieren und in diesen
oftmals die botanische Bezeichnung der Spezies fehlt, konnen weitere Vergleiche
nicht herangezogen werden.

Zwischen der chinesischen und der europdischen Preiselbeere zeigen sich grofle Un-
terschiede im Anthocyanprofil. Das Muster der chinesischen Preiselbeere setzt sich
lediglich aus den drei folgenden Cyanidinglykosiden zusammen: Cyanidin-3-O-
galactosid, Cyanidin-3-O-glucosid und Cyanidin-3-O-arabinosid. Ein solches Muster
ist bereits fiir V. vitis-idaea in einer anderen Untersuchung beschrieben (Kédhkdnen et
al., 2003).

65



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 10: Massenspektrometrische Daten zur Identifizierung der Anthocyane in Cranberry, Moos-

beere und Preiselbeere. Die Peaknummern beziehen sich auf Abbildung 28 (S.64)
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In der europidischen Preiselbeere wurden in der vorliegenden Arbeit neben
Cyanidinglykosiden auch weitere Anthocyane als Minorkomponenten detektiert.
Insgesamt konnten dreizehn unterschiedliche Anthocyane zugeordnet werden. Es
wurden zusétzlich Derivate von Delphinidin, Petunidin, Malvidin und Peonidin ge-
funden. In beiden Preiselbeeren ist Cyanidin-3-O-galactosid das Hauptanthocyan. Im
Vergleich zu Cranberrys wurde in den européischen Preiselbeeren auch Petunidin
detektiert. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Studien iiberein, in denen insge-
samt bis zu 15 unterschiedliche Anthocyane in V. vitis-idaea beschrieben sind (Ek et
al., 2006; Mane et al., 2011).
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Tabelle 11: Anthocyangehalte von verschiedenen V. macrocarpon Sorten unterschiedlicher Herkunft

V.macrocarpon
mg/100 g FG Mix Ben Gry- Stevens® Pilgrim | Pilgrim | Mix Mix

(Rh)? Liar® gleski’ (CA)* (PL)! (Rewe)® | (Aldi)®

Peonidin-3,5- 0,64 0,90 0,83 0,98 0,79 0,96 0,20 0,36
dihexosid” +0,43 + 0,60 +0,51 + 0,49 + 0,46 + 0,49 + 0,00 + 0,01

Delphinidin-3-O- 0,29 0,16 0,51 0,33 0,40 0,51 0,21 0,33
galactosid* +0,02 +0,02 +0,01 + 0,04 +0,02 +0,01 + 0,00 + 0,00
Cyanidin-3-O- 11,21 17,35 21,23 13,98 19,61 21,60 10,26 14,32
galactosid?® +1,12 + 1,37 +1,91 + 1,50 +1,71 + 2,58 +0,14 +0,11
Cyanidin-3-O- 0,79 0,86 1,01 0,90 1,05 0,86 0,44 0,45
glucosid® +0,18 +0,14 +0,14 +0,21 +0,21 + 0,09 +0,01 + 0,00
Cyanidin-3-O- 7,26 10,64 12,42 9,06 12,32 15,75 7,01 9,79
arabinosid® + 0,76 + 0,90 + 1,02 + 0,95 +1,22 +1,59 + 0,09 + 0,09
Peonidin-3-O- 18,62 34,55 39,22 27,21 30,47 36,42 17,91 29,72
galactosid® + 0,95 + 1,06 + 1,69 + 1,50 +1,39 +2,67 +0,34 +0,24
Peonidin-3-O- 1,10 2,03 2,13 1,59 1,73 1,42 0,39 0,84
glucosid® +0,34 +0,29 +0,24 +0,41 +0,35 +0,22 +0,21 + 0,00

Malvidin-3-O- 0,74 2,14 1,42 1,05 1,19 1,55 0,21 0,81
galactosid® +0,24 + 0,46 +0,25 + 0,27 +0,27 +0,34 +0,03 +0,02
Peonidin-3-O- 6,66 12,03 12,50 10,07 10,24 14,76 6,80 11,51
arabinosid® +0,35 + 0,98 +0,41 + 0,60 +0,42 + 1,04 +0,10 +0,17
Malvidin-3-O- 0,34 0,88 0,70 0,54 0,51 0,80 0,06 0,15
arabinosid® +0,22 +0,42 + 0,26 +0,26 +0,23 +0,21 + 0,01 +0,01
Summe 46,71 80,70 91,53 64,43 77,23 93,37 43,28 68,29
+3,14 +4,16 +4,43 + 4,47 +3,95 + 6,68 +0,97 +0,77

*Quantifiziert als Cyanidin-3-O-glucosid; ‘quantifiziert als Peonidin-3-O-glucosid; ‘quantifiziert als
Delphinidin-3-O-glucosid; ‘n = 12; *n =3

Tabelle 11 (S. 67) und Tabelle 12 (S. 68) zeigen die Anthocyangehalte unterschiedli-
cher Sorten und Herkiinfte der drei untersuchten Vaccinium-Spezies. Der Gesamtge-
halt der Anthocyane zeigt innerhalb der Cranberrysorten deutliche Unterschiede. Je
nach Sorte wurde eine Konzentration von 46,71-93,37 mg/ 100 g FG gemessen. Auch
in der Moosbeere sind die Anthocyangehalte mit 10,50 + 0,44 und 52,79 =+
1,10 mg/ 100 g FG verschieden. Diese Schwankungen sind erkldrbar, da die
Anthocyangehalte je nach Grof3e der Beeren, dem Reifegrad, der Varietdt und den
Umweltfaktoren stark beeinflusst sind (Sapers & Hargarve, 1987). Untersuchungen
von Viskelis et al. (2009) zeigen ebenfalls den Einfluss unterschiedlicher Sorten und
Reifegrade auf den Anthocyangesamtgehalt von Cranberrys. Wie erwartet steigt der
Anthocyangehalt mit zunehmendem Reifegrad und ist je nach Sorte unterschiedlich
hoch. Es konnte auch gezeigt werden, dass die individuelle Zusammensetzung der
Anthocyane in den Sorten und Reifegraden nahe zu gleich ist und auch im Verlauf
der Reife konstant bleibt. In der Literatur sind Gesamtgehalte fiir die Cranberry zwi-
schen 46-200 mg/ 100 g FG zu finden (Horbowicz et al., 2008; USDA, 2007). Der
Anthocyangehalt der Moosbeere ist vergleichbar mit dem von Cranberrys, jedoch
gibt es weitaus weniger Untersuchungen. Die gemessenen Gehalte liegen zwischen
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47-78 mg/ 100 g FG und sind in Ubereinstimmung mit den hier ermittelten Konzen-
trationen (Andersen, 1989; Koponen et al. 2007; Kdhkonen et al., 2001).

Tabelle 12: Anthocyangehalt von V. oxycoccus und V. vitis-idaea unterschiedlicher Herkunft

mg/100 g FG V. oxycoccus V. vitis-idaea
EU PL EU CN

Delphinidin-3-O-galactosid® 0,30+ 0,02 <0,01 1,77+ 0,18
Delphinidin-3-O-glucosid® 0,13 +£0,02 <0,01 2,27+0,22
Cyanidin-3-O-galactosid® 8,04 +0,15 2,12+0,02 18,40+ 1,63 | 68,75 +6,96
Delphinidin-3-O-arabinosid® 0,79 £ 0,03 0,07 £ 0,01 2,00+0,15
Cyanidin-3-O-glucosid? 1,74 £ 0,05 0,43 £ 0,02 3,01 £0,25 5,84+ 0,84
Petunidin-3-O-galactosid® 0,19+0,03 <0,01 0,70+ 0,14
Cyanidin-3-O-arabinosid?® 9,41+0,17 1,86 + 0,03 3,41+0,29 10,12+ 1,20
Petunidin-3-O-glucosid® 1,41+0,13
Peonidin-3-O-galactosid® 15,14+0,34 | 4,10+0,10 <0,01
Petunidin-3-O-arabinosid® 0,42 + 0,05 <0,01 0,17 +0,03
Peonidin-3-O-glucosid® 440+0,08 | 0,63+0,08 | 0,39+0,06
Malvidin-3-O-galactosid® 0,97 +0,07 | 0,09+0,01 | 0,17+0,03
Peonidin-3-O-arabinosid® 10,00 £ 0,24 | 2,11+0,02
Malvidin-3-O-glucosid® 0,33 +0,02 <0,01 0,42 £ 0,05
Malvidin-3-O-arabinosid® 0,92 + 0,00 0,11+ 0,02 0,88 + 0,09

Summe 52,79 +1,10 | 10,50 + 0,44 | 34,73+3,4 | 79,29 +6,15

*Quantifiziert als Cyanidin-3-O-glucosid; "quantifiziert als Peonidin-3-O-glucosid; ‘quantifiziert
als Delphinidin-3-O-glucosid; n = 12;

Der Anthocyangehalt der chinesischen Preiselbeere (79,29 + 6,15 mg/ 100 g FG) ist
mehr als doppelt so hoch im Vergleich zu dem der europdischen Preiselbeere
(34,73 +£ 3,40 mg/ 100 g FG), obwohl die européische Preiselbeere ein breiteres Spekt-
rum an individuellen Anthocyanen aufweist. In der Literatur liegen die
Anthocyangehalte zwischen 34-77 mg/ 100 g FG (USDA, 2007; Koponen et al., 2007;
Kéhkonen et al., 2001). Insgesamt liegen die Anthocyangehalte aller drei Beeren in
einem dhnlichen Bereich. Hierbei unterscheiden sich die einzelnen Spezies im Ge-
gensatz zu den Sorten in der individuellen Zusammensetzung der Anthocyane.

Sapers und Hargrave (1987) untersuchten das Muster und die Anteile der
individuellen Anthocyane in drei verschiedenen Cranberrysorten in Abhdngigkeit
des Reifegrades (hell-, mittel- und dunkelrot). Sie fanden weder im Profil noch in der
prozentualen Verteilung einen Unterschied. Diese Gemeinsamkeiten zeigten auch
die hier untersuchten Cranberrys. In Abbildung 29 ist die prozentuale Verteilung der
einzelnen Anthocyane der unterschiedlichen Varietdten von V. macrocarpon, V. oxy-
coccus und V. vitis-idaea dargestellt. Obwohl der Gesamtgehalt, auch zwischen den
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Sorten, stark variiert und die Gehalte einzelner Glykoside verschieden sind, ist je-
doch die prozentuale Verteilung in den einzelnen Sorten der amerikanischen Cran-
berrys wie auch die der beiden Moosbeeren nahezu identisch. Zwischen Moosbeere
und Cranberry sind nur kleine Unterschiede zu finden. In Cranberrys machen Cya-
nidin-3-O-glucosid und Peonidin-3-O-glucosid nur einen sehr geringen Anteil (ca.
1%) aus, wohingegen in der Moosbeere die Anteile grofBer sind (Cya-glu: ca. 5%; Peo-
glu: ca. 10%).
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Abbildung 29: Vergleich der Gesamtgehalte und der relativen Anteile an Anthocyanen in Cranberry,
Moosbeere und Preiselbeere

Im Vergleich von Cranberrys mit Moosbeeren stellte Andersen (1989) ebenfalls
Unterschiede bei den prozentualen Anteilen fest. Seiner Erkldrung nach geschieht
dies aufgrund einer unterschiedlichen Enzymaktivitdt in der Pflanze, die zu Variati-
onen in der Synthese von Peonidin- und Cyanidinglykosiden fiihrt.

Eine Unterscheidung von Preiselbeeren zu Moosbeeren und Cranberrys iiber das
Anthocyanmuster ist auf Grund der groBen Unterschiede gut moglich. Cranberry
und Moosbeere unterscheiden sich nur in Minorkomponenten und konnen deshalb
nicht so einfach auseinander gehalten werden. Insbesondere bei Fruchtprodukten
konnen die Minorkomponenten auf Grund der Verarbeitung abgebaut werden
(Patras et al., 2010; Skrede et al., 2000; Fliigel et al., 2005). Die Profile sind dann nur
noch schwer differenzierbar, so dass die Anthocyanprofile von Cranberry und
Moosbeere nur eingeschriankt zu deren Abgrenzung herangezogen werden kdnnen.
Eine Mischung mit anderen Friichten und damit eine Abweichung des Profils kann
jedoch erkannt werden (Hong & Wrolstad, 1990).

69



Ergebnisse und Diskussion

233

Zu den Hauptflavonolen der Vacci-
nium-Beeren zdhlen Verbindungen
von  Quercetin, Myricetin  und
Kéampferol. Zudem sind weitere
methylierte Derivate dieser Flavonole
enthalten. In der Flavonolbiosynthese
entstehen sie durch die Methylierung
von Myricetin und Quercetin durch
O-Methyltransferasen (Kim et al.,
2010). Bei den Flavonolen Laricitrin
(3°-O-Methylmyricetin) und
Syringetin (3.4°-0O-
Dimethylmyricetin) handelt es sich
um Myricetinderivate. Isorhamnetin
hingegen entsteht durch die
Methylierung von Quercetin. Sie wer-
den in der Pflanze als antimikrobielle
Abwehrstoffe gebildet. Es konnte ge-
zeigt werden, dass durch die
Methylierung der Hydroxylgruppen
die Reaktivitdt der Flavonole herabge-
setzt wird, aber die antimikrobielle
Aktivitdt gesteigert wird (Ibrahim et
al., 1998).

Eine Zuordnung und Unterscheidung
der einzelnen Flavonole wird in der
Ionenfalle ermdoglicht, da die Glykosi-
de jeweils zu threm Aglykon fragmen-
tieren. Anhand des Neutral Losses
von 132, 162 oder 146 Da kann zuge-
ordnet werden, ob am Aglykon eine
Pentose, Hexose oder Desoxyhexose
gebunden ist.

Tabelle 13 gibt einen Uberblick iiber
die unterschiedlichen Kombinationen
der Zucker mit den in Vaccinium-
Spezies vorkommenden Aglykone.
Zusitzlich kann am Zucker noch eine
Sédure gebunden sein.

Flavonolprofile von Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere

Tabelle 13: Masse-Ladungsverhéltnisse der Mo-
lekiilionen unterschiedlicher Flavonole und deren

Glykoside
[M-H]
Aglykon Pento- | Hexo- | Desoxy-
sid sid hexosid
Quercetin m/z 301
OH
OH
” g 433 | 463 447
I,
OH O
Kampferol m/z 285
417 447 431
Isorhamnetin m/z 315
OMe
OH
. g 447 | 477 461
O,
OH O
Myricetin m/z 317
OH
OH
449 479 463
OH
OH O
Laricitrin m/z 331
OMe
Mol a3 | 493 | 4
O A )
OH
OH O
Syringetin m/z 345
477 507 491

OMe
OH
HO O
o™
OH

OH O
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Moosbeere und Cranberry

nsgesamt gibt es iber die Inhaltsstoffe der Moosbeere bislang noch wesentlich weni-
ger Informationen als zur Cranberry, wobei auch aus diesen Studien oftmals nicht
deutlich hervorgeht, um welche ,,Cranberry* es sich handelt. Abbildung 30 zeigt ei-
nen Vergleich der HPLC-Chromatogramme von Moosbeere und Cranberry bei 360
nm. Hierbei ist deutlich erkennbar, dass die Beeren ein nahezu deckungsgleiches
Flavonolmuster aufweisen. Insgesamt konnten in der Moosbeere und in der Cran-
berry 25 unterschiedliche Flavonole detektiert werden (s. Tabelle 14, S. 72). Tabelle 30
(im Anhang) zeigt die massenspektrometrischen Daten zu den in Tabelle 14 aufgelis-
teten numerierten Peaks.

360 nm
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400

Absorption [mAU]

300

200

100

50 60 70 80 90 100 110

_a _b RT[min]
V. macrocarpon V. oxycoccus

Abbildung 30: Vergleich der HPLC-UV-Chromatogramme von Cranberry (a) und Moosbeere (b) bei
360 nm. Die Numerierung der Peaks bezieht sich auf Tabelle 14 (S. 72) (und Tabelle 30 im Anhang)

Bei Peak 1, 2, 3 und 4 handelt es sich vermutlich um Myricetinglykoside. Die Mutter-
ionen [M-H] mit m/z =479 und 449 fragmentieren im MS*-Spektrum jeweils zum
Aglykon Myricetin (m/z 317). Es handelt sich um zwei Myricetinhexoside (Peak 1
und 2) und zwei Myricetinpentoside (Peak 3 und 4). In anderen Studien wurden
ebenfalls Myricetinglykoside in Cranberrys identifiziert, darunter zwei Pentoside,
jedoch nur ein Hexosid (Vvedenskaya et al., 2004; White et al.,, 2011). Auch in
Moosbeeren wurde bereits Myricetin detektiert (Hakkinen et al., 1999b).

Peak 11 zeigt Mutterionen [M-H] mit m/z = 447 und Tochterionen m/z = 285. Es
handelt sich wahrscheinlich um ein Kédmpferolhexosid. Zheng und Wang (2003)
identifizierten in Cranberrys das Kdmpferolglucosid. Weitere Glykoside sind jedoch
in der Literatur nicht beschrieben und konnten auch in dieser Arbeit nicht gefunden
werden. In Cranberrys macht Kdmpferol nur einen geringen Anteil aus und wurde
in manchen Sorten gar nicht detektiert (Bilyk & Sapers, 1986). In dieser Arbeit wurde
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es in allen untersuchten Varietiten gefunden. Analog zu Cranberrys wird in Moos-
beeren von Kdmpferol auch als Minorkomponente berichtet (Hdakkinen et al., 1999b).

Tabelle 14: Flavonole in Cranberrys und Moosbeeren. Die Peaknumerierung bezieht sich auf Abbil-
dung 30 (S. 71)

Peak RT [min] Verbindung Peak RT [min] Verbindung

1 60,46 Myricetinhexosid 14 86,36 Isorhamnetinhexosid

2 62,01 Myricetinhexosid 15 87,70 Laricitrinpentosid

3 63.55 Myricetinpentosid 16 88,64 Syringetinhexosid

4 68,68 Myricetinpentosid 17 91,47 Isorhamnetinpentosid

5 71,32 Quercetingalaktosid 18 92,39 Isorhamnetinpentosid

6 73,91 Quercetinglucosid 19 92,81 Syringetinpentosid

7 73,91 Quercetinrutinosid 20 93,97 Isorhamnetinpentosid

8 75,55 Laricitrinhexosid 21 95,46 Syringetinpentosid

9 76,66 Quercetinpentosid 22 95,46 Syringetindeoxyhexosid

10 78,75 Quercetinpentosid 23 97,70 Quercetin

11 80,03 Kampferolhexosid 24 98,57 Quercetin-(cumaroyl)-hexosid
12 82,08 Quercetinpentosid 25 102,06 Quercetin-(bezoyl)-hexosid
13 84,92 Quercetinrhamnosid

Peak 14, 17, 18 und 20 konnten vermutlich drei Isorhamnetinpentoside und ein —
hexosid (Peak 14) zugeordnet werden. Die Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit
denen in der Literatur. [sorhamnetingalaktosid wurde erstmals von Yan et al. (2002)
und Isorhamnetin-3-xylopyranosid von Vvedenskaya et al. (2004) in der Cranberry
identifiziert. Zusidtzlich sind in der letzteren Studie auch noch zwei weitere
Pentoside beschrieben.

Peak 8 und 15 koénnen als ein Laricitrinhexosid und ein —pentosid eingeordnet wer-
den, da ihre Mutterionen jeweils auf das Aglykon mit m/z = 331 fragmentieren. Peak
16, 19, 21 und 22 sind Syringetinglykoside, wobei Peak 16 als ein Hexosid, Peak 19
und 21 als Pentoside und Peak 22 als ein Desoxyhexosid eingeordnet werden kon-
nen. Vvedenskaya et al. (2004) detektierten ein Methoxyquercetinpentosid und
Dimethoxyquercetinhexosid in Cranberry-pulver. Syringetin- und Laricitrin-
glykoside wurden auch bereits in anderen Vaccinium-Spezies, darunter Blaubeeren,
identifiziert (Vrhovsek et al., 2011). Sie wurden auch in dieser Arbeit in Blaubeeren
detektiert (s. Abschnitt 2.4.3, S. 96 ff.), so dass das Vorliegen dieser Verbindungen
iiber einen Vergleich in Cranberrys und Moosbeeren bestitigt werden konnte.

Quercetin ist das am meisten vertretene Flavonol in Cranberrys und Moosbeeren
(Hakkinen et al., 1999b; Bilyk & Sapers, 1986). Peak 6 und 23 wurden mit authenti-
schen Standards als Quercetin-3-O-glucosid und Quercetin identifiziert.

Aufgrund des Fragments m/z = 301 im MS* werden Peak 5, 9, 10, 12 und 13 als
Quercetinglykoside eingeordnet. Peak 5 ist das Hauptflavonol der Cranberry und
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Moosbeere. Es konnte neben dem Glucosid ein weiteres Quercetinhexosid detektiert
werden. Mehrfach in der Literatur ist Quercetin-3-O-galactosid als das Haupt-
flavonol der Cranberry benannt (Vvedenskaya et al., 2004; Yan et al., 2002; Neto,
2007), so dass es sich bei Peak 5 wahrscheinlich um das Quercetin-3-O-galactosid
handelt.

Peak 9, 10 und 12 sind auf Grund des Neutral Loss von 132Da als
Quercetinpentoside einzuordnen. Peak 13 konnte als Quercetindesoxyhexosid be-
schrieben werden. Dies ist in Einklang mit der Studie von Vvedenskaya et al (2004),
in der die drei Pentoside Xylopyranosid, Arabinofuranosid und —pyranosid sowie
Quercetinrhamnosid identifiziert wurden.

Zudem konnten Quercetinderivate mit einer am Zucker gebundenen Phenolcarbon-
sdure detektiert werden. Bei Peak 24 handelt es sich vermutlich um Quercetin-
(cumaroyl)-hexosid und bei Peak 25 um Quercetin-(benzoyl)-hexosid. Diese beiden
Flavonole wurden von Vvedenskaya et al. (2004) erstmals in Cranberrys identifiziert,
wobei es sich bei den verkniipften Zuckern um Galactose handelt.

Quercetin-(cumaroyl)-hexosid zeigt Mutterionen [M-H] mit m/z = 609. Nur in der
Moosbeere konnte neben dem Quercetin-(cumaroyl)-hexosid ein weiterer Peak (7),
der Mutterionen [M-H] mit m/z = 609 aufweist, detektiert werden. Er zeigte ein an-
deres Fragmentierungsmuster als das Quercetin-(cumaroyl)-hexosid. Anhand der
Fragmente und mit Hilfe eines Standards konnte der Peak als Rutin
(Quercetinrutinosid) identifiziert werden. In Ubereinstimmung mit einer Studie von
Vvedenskaya et al. (2004) konnte in keiner der untersuchten Sorten der amerikani-
schen Cranberry Rutin gefunden werden.

Abgesehen von Rutin wurden alle der zugeordneten Flavonole in beiden Beeren de-
tektiert. Rutin ist daher die einzige Verbindung iiber die eine Unterscheidung bezii g-
lich der Flavonole mdglich ist. Anhand der UV-Chromatogramme ist dies jedoch
nicht ersichtlich, da Rutin mit dem Quercetin-3-glucosid coeluiert und nur in gerin-
gen Mengen enthalten ist. In der Massenspur ist der Unterschied jedoch deutlich er-
kennbar (s. Abbildung 31, S. 74).

Rutin ist in zahlreichen Friichten enthalten (Hermann, 1976). Zur Bestimmung der
Authentizitdt von Cranberryprodukten, die mit anderen Friichten gemischt sind, wie
z.B. Fruchtsifte oder Getrdnke, kann Rutin deshalb nur bedingt als ein Marker ge-
nutzt werden. Fir reine Cranberryprodukte kann es jedoch als ein Unterschei-
dungsmerkmal herangezogen werden (Jungfer et al., 2011).
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Abbildung 31: Vergleich der Massenspuren m/z = 609 von V. macrocarpon und V. oxycoccus mit der
eines Rutinstandards

Preiselbeere

Abbildung 32 zeigt die Chromatogramme einer chinesischen und einer europdischen
Preiselbeere und Tabelle 15 (S. 75) die zugeordneten Verbindungen. Die Daten der
massenspektrometrischen Detektion sind im Anhang in Tabelle 31 (S. 154) dargestellt
Die Flavonole der Preiselbeere sind liberwiegend Derivate von Quercetin. Neben
Quercetin kommen aber auch Kdmpferolderivate vor. Myricetin ist hier nicht zu fin-
den. In Preiselbeeren wurden auch nicht, wie in Cranberrys und Moosbeeren,
methylierte Derivate von Quercetin oder Myricetin detektiert. Damit ist bereits eine
Unterscheidungsmdglichkeit zur Cranberry und Moosbeere geboten. Wahrend in der
Cranberry 24 Flavonole zugeordnet werden konnten, sind in der Preiselbeere 17 zu
finden. Darunter konnten zwolf Quercetinverbindungen sowie das Aglykon Querce-
tin und vier Kdmpferolverbindungen detektiert werden. Neben den Quercetin-
glykosiden konnte in Preiselbeeren anhand des Neutral Losses von 176 Da auch ein
Quercetinglucuronid detektiert werden.

Zwischen den beiden Preiselbeeren sind jedoch Unterschiede feststellbar. Einige Fla-
vonole (Peak 10, 13, 14, 16, 17) sind in chinesischen Preiselbeeren lediglich in Spuren
detektierbar, darunter sind auch die beiden Hauptverbindungen der européischen
Preiselbeere Quercetin-desoxyhexosid (Peak 10) und Quercetin-(HMG)-desoxy-
hexosid (Peak 14). Abgesehen von Quercetinglucuronid, dem Quercetin- und
Quercetinhexosid-Derivat, Quercetin-(benzoyl)-hexosid und Kdmpferolhexosid sind
alle Verbindungen auch bei (Ek et al., 2006) beschrieben. Durch einen Vergleich mit
einem Chromatogramm der Cranberry konnten Quercetin-(bezoyl)-hexosid und das
Kédmpferolhexosid zugeordnet werden. Beide Preiselbeeren sind deutlich von der
Cranberry und der Moosbeere unterscheidbar.
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Abbildung 32: Vergleich eines Chromatogramms von chinesischen (a) und europiischen Preiselbee-
ren (b). Die Numerierung der Peaks bezieht sich auf Tabelle 15 (S. 75) (und Tabelle 31, S. 154 im An-

hang)

Tabelle 15: Zugeordnete Flavonole der Preiselbeeren. Die Peaknumerierung bezieht sich auf Abbil-
dung 32 (S.75)

Peak RT Verbindung Peak RT Verbindung

1 71,40 Quercetingalactosid 10 84,97  Quercetindesoxyhexosid

2 73,17 Quercetinglucuronid 11 91,41 Kéampferolpentosid

3 73,95 Quercetinglucosid 12 91,72 Quercetinhexosid-Derivat

4 73,95 Quercetinrutinosid 13 93,13 Kédmpferoldesoxyhexosid

5 76,72  Quercetinpentosid 14 96,36 Quercetin-(HMG)-desoxyhexosid
6 78,85 Quercetinpentosid 15 97,35  Quercetin

7 80,06 Kiampferolhexosid 16 100,93 Kiampferol-(HMG)-desoxyhexosid
8 82,20 Quercetinpentosid 17 102,12 Quercetin-(benzoyl)-hexosid

9 84,10 Quercetinderivat

HMG = Hydroxymethylglutaryl
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2.3.4 Profile der Phenolcarbonsiuren und der Cumaroyliridoidglykoside

Phenolcarbonsauren

Vaccinium-Beeren sind eine gute Quelle fiir Phenolcarbonsduren (Hikkinen et al.,
1999a). Nach Mattila et al. (2006) liegt der Gesamtgehalt an phenolischen Sduren in
der Moosbeere bei 12 mg/ 100 g (FG) und ist geringer als der von Preiselbeeren mit
24 mg/ 100 g (FG). Cranberrys wurden in dieser Studie nicht berlicksichtigt. Zuo et
al. (2002) geben fiir die Cranberry einen Gesamtgehalt an phenolischen Sduren von
570 mg/ 100 g (FG) an. Die Beeren beinhalten =zahlreiche unterschiedliche
Hydroxyzimtsdurederivate in Form von Estern und Glykosiden.

Die Identifizierung von Phenolcarbonsduren gestaltet sich schwierig, da es bei ihren
Absorptionsmaxima (200-350 nm) zu zahlreichen Interferenzen kommt. Zusétzlich
coeluieren viele phenolischen Siuren aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeiten.
Hydroxybenzoesduren und Hydroxyzimtsduren konnen anhand ihres charakteristi-
schen Spektrums (s. Abbildung 33) zwar unterschieden werden, ihre jeweiligen De-
rivate lassen sich liber die UV-Detektion aber nur schwer unterscheiden. Zusétzliche
Informationen durch die MS-Detektion sind zur Zuordnung unabdingbar (Schiitz et
al., 2005).
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Abbildung 33: UV Spektrum einer Hydroxybenzoesdure (A = Protocatechusédure) und zwei verschie-
dener Hydroxyzimtsduren (B = Kaffeesdure, C = p-Cumarsdure)

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Sduren und der Stabilitidt der aromati-
schen Struktur kommt es allerdings zu keiner besonders spezifischen Fragmentie-
rung (Robbins, 2003). Im Allgemeinen zeigen die phenolischen Sduren als eine typi-
sche Fragmentierung eine Decarboxylierung, wobei ein Tochterion entsteht, das um
44 Da (-CO,) kleiner ist (Gruz et al., 2008). Uber den Neutral Loss kénnen die Glyko-
side (162 Da fiir ein Hexosid) der Sduren zugeordnet werden. Oftmals zeigen die
phenolischen Sduren im MS jedoch nur eine schwache Intensitdt und werden von
den in den Vaccinium-Spezies zahlreich enthaltenen Verbindungen iiberlagert. So las-
sen sich sowohl die Flavonole als auch die Proanthocyanidine, trotz Tunings mit ei-
ner Phenolcarbonsdure, besser ionisieren und verschlechtern die Signalintensitidt der
Séuren.

Abbildung 34 (S. 79) zeigt die HPLC-Chromatogramme der Beeren-Extrakte bei 310
nm und in Tabelle 16 (S. 80) sind die dazugehorigen massenspektrometrischen Daten
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aufgelistet. Insgesamt wurden 28 unterschiedliche Peaks Verbindungen zugeordnet.
Bei dieser Wellenldnge lassen sich vor allem die Hydroxyzimtdurederivate detektie-
ren. Das Absorptionsmaximum der Hydroxybenzoesdurederivate liegt im Bereich
von 200-290 nm (Robbins, 2003). Fiir ihre Zuordnung miisste folglich ein Chromatog-
ramm bei einer kleineren Wellenldnge betrachtet werden, worauf auf Grund der
Vielzahl der Inhaltsstsoffen und der daraus resultierenden Uniibersichtlichkeit im
Chromatogramm verzichtet wird.

Hydroxybenzoesiuren

Mit einem authentischen Standard konnte Peak 1 als Protocatechusdure identifiziert
werden. Peak 3 und 4 sind jeweils Protocatechusdurehexoside. IThr Neutral Loss ist
162 Da und im MS’ ist das Protocatechusidureanion (m/z = 153) als Fragment zu fin-
den. Zudem weisen die Peaks ein charakteristisches UV-Spektrum einer
Hydroxybenzoesdure auf, wie Abbildung 33 (S. 76) zeigt. In allen Beeren konnten die
freie Sdure und die Glykoside detektiert werden.

Zusitzlich konnte ein Benzoesdureglykosid in allen Beeren detektiert werden. Es ist
im Chromatogramm bei 310 nm kaum sichtbar, da das Absorptionsmaximum bei 277
nm liegt. In der MS-Detektion bilden die Mutterionen [M-H] mit m/z = 299 das Ben-
zoesdureanion m/z =137 als Fragment, woraus nach Decarboxylierung Ionen mit
m/z = 93 entstehen. Benzoesdure wird in Cranberrys als die am héufigsten vorkom-
mende Sdure beschrieben (Chen et al., 2001).

Weiterhin konnte nur in Moosbeeren ein Syringasdurehexosid mit lonen m/z = 359
detektiert werden. Allerdings erscheint dieses vor allem als Ionisierungsdimer [2M—
H] mit m/z = 719. Im MS® fragmentiert es zum Pseudomolekiilion des
Syringasdurehexosids (m/z = 359) und im MS’ kommt es zu einem Neutral Loss des
Zuckers, sowie zur Decarboxylierung des Syringasdureanions (Fragmente mit
m/z =197 und 153). Auch das Syringasdurehexosid ist analog zur Benzoesdure auf-
grund seines Absorptionsmaximums bei 274 nm im Chromatogramm bei 310 nm
nicht sichtbar. Beide Peaks erhalten daher keine Peaknumerierung. Da das
Syringasdurehexosid nur in der Moosbeere gefunden wurde, kdnnte es eine Unter-
scheidungsmdglichkeit zu den anderen Spezies darstellen.

In allen Beeren wurde Peak 24 als ein Zimtsdurehexosid zugeordnet. Durch die Es-
sigsdure im FlieBmittel kann es zur Bildung von Addukten kommen, was die Mutter-
ionen [M-H] mit m/z= 369 erklirt. Im MS® entstehen daraus Fragmente mit
m/z =309, 147 und 103. Diese entsprechen dem Masse-Ladungsverhiltnis eines
Zimtsdurehexosids, dem dazugehdrigen Zimtsdureanion sowie dem Zimtsdureanion
nach Decarboxylierung. Das UV-Maximum des Peaks liegt bei 284 nm und ist cha-
rakteristisch fiir die Zimtsidure. Die Fragmentierung ist in Ubereinstimmung mit den
Daten aus der Literatur (Aaby et al., 2012).

Hydroxyzimtsauren

Mit authentischen Standards konnten in den untersuchten Beeren p-Cumarsédure
(Peak 21), Ferulasdure (Peak 23) und Sinapinsdure (Peak 25) identifiziert werden.
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Freie Ferulasdure wurde nur in Preiselbeeren gefunden. Kaffeesdure konnte nicht de-
tektiert werden.

In Cranberrys wurden p-Cumarséure und Sinapinsdure als die Sduren mit der hochs-
ten Konzentration beschrieben (Zuo et al., 2002). Es konnte auch freie Ferulasidure
und Kaffeesdure detektiert werden, was in den hier durchgefiihrten Untersuchungen
jedoch nicht bestédtigt werden konnte. In Moosbeeren werden freie p-Cumarsiure
und in Preiselbeeren zusitzlich die Kaffeesdure als die am hochsten konzentriert
vorkommende Sdure genannt (Mane et al., 2011; Zheng & Wang, 2003). In der Studie
von Mane et al. (2011) sind neben den freien Sduren auch Glykoside detektiert wor-
den. Zengh und Wang (2003) untersuchten nur die freien Sduren, so dass hier nicht
das vollstdndige Profil wiedergegeben wurde. Abgesehen von der Ferulasdure in eu-
ropdischen Preiselbeeren zeigt sich in keinem der Profile der hier untersuchten Bee-
ren eine freie Sdure als dominanter Peak, sondern sie kommen iiberwiegend glykosi-
disch gebunden vor. Das wird in einer Untersuchung an Cranberrysaft von Chen et
al. (2001) bestétigt. Es konnte herausgefunden werden, dass 85% der phenolischen
Sduren und Flavonoide gebunden vorliegen.

Bei Peak 5,7, 11, 14 und 16 handelt es sich um p-Cumarséurederivate. In Preiselbee-
ren und Cranberry erweist sich Peak 14 in den Profilen als dominante Verbindung.
Neben Peak 7 und 16 konnte dieser als ein Cumarsdurehexoside zugeordnet werden.
Ein Cumarsdurehexosid ist in Cranberrys und Preiselbeeren auch in der Literatur be-
reits beschrieben (Borges et al., 2010; Mane et al., 2011). Bei Peak 5 konnte es sich um
ein p-Cumarsiduredihexosid ([M-H]| mit m/z = 487) handeln. Das wird durch zwei-
maligen Neutral Loss einer Hexose (162 Da) angezeigt. Peak 11 weist Mutterionen
[M-H] mit m/z = 609 auf, aus denen Tochterionen m/z =487 und 325 hervorgehen.
Sie deuten aufein Cumarsduredihexosid-Derivat hin.

Die Studien iliber die in Cranberrys vorherrschenden Phenolcarbonsiduren zeigen
verschiedene Ergebnisse. In zwei Studien wurde ebenfalls p-Cumarsdurehexosid als
das mit dem hdochsten Anteil an den Hydroxyzimtsdureglykosiden zugeordnet
(Borges et al., 2010; Marwan & Nagel, 1982). Das steht im Gegensatz zu einer anderen
Studie, in der ein Kaffeesdureglucosid als dominante Verbindung beschrieben ist
(Chu et al., 1973).

Peak 6, 8, 12, 13, 15, 17, 20 und 26 sind vermutlich Derivate der Kaffeesdure. Darun-
ter wurden drei Hexoside (Peak 6, 8 und12) mit Mutterionen [M-H] mit m/z = 341
zugeordnet. Ihr Vorkommen in Vaccinium-Spezies ist bereits in der Literatur doku-
mentiert (Mane et al., 2011; Obodn et al., 2011). Mit einem authentischen Standard
konnte Peak 15 als 5-Kaffeoylchinasdure identifiziert werden. Peak 20 mit Mutterio-
nen [M-H] mit m/z = 353 ist ebenfalls ein Isomer der Chlorogensdure. Beide Ester
zeigen eine 5-OH-Verkniipfung, wobei Peak 15 das cis- und Peak 20 das trans-Isomer
ist (Zuordnung s. Abschnitt 2.4.4, S. 106). Chlorogensédure (cis-5-CQA) ist im Profil
der Moosbeeren der grofite Peak bei 310 nm. Sie wird aber auch in allen anderen Bee-
ren identifiziert. In allen Beeren auller der Cranberry werden beide Isomere detek-
tiert. Das Vorkommen von Chlorogensduren in den drei Vaccinium-Spezies wird
auch in anderen Studien bestédtigt (Mane, et al., 2011; Ehala, et al., 2005; McKay, et al.,
2007).

78



Ergebnisse und Diskussion

= 750 A V. oxycoccus
> 15
E 600 -
5
g 450 -
o
(=]
2 300
<
150
0
0 10 20 30 40 50 60 RT [min]
V.macrocarpon
=)
< 600 A 14
)
S 450 A
=
=
2 300
=
<
150
0
0 10 20 30 40 50 60 RT [min]
_ 250 1 V. vitis-idaea (EU)
=)
Z 200 | 14
g
= 150 T
=
S 7 11
2 100 A |
< 3 8
! 12/ '\ 5 Oy
0 A,\_I‘Ah T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 RT [min]
_ 800 14 V. vitis-idaea (CN)
=)
<
£ 600 A 15
=
(=]
=
£ 400 -
2
=
< 12 19 25
200 A 5 7
[ 123 4 11\1 16 |5 18&302122 23 |27
ST G
0 —Oas o T J T T T T
0 10 20 30 40 50 60 RT [min]

Abbildung 34: HPLC-UV Chromatogramm der Beerenextrakte bei 310 nm. Die Numerierung der

Peaks bezieht sich auf Tabelle 16 (S. 80)
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Tabelle 16: Massenspektrometrische Daten der bei 310 nm detektierten Verbindungen in Cranberrys,
Moosbeeren und Preiselbeeren. Die Peaknumerierung bezieht sich auf Abbildung 34 (S. 79)

Peak [Il;;l;l] Verbindung Amax [M-HJ Fragmente
1 9,08 Epigallocatechin 229,284 593 ﬁgiz[ég;;jﬂi]%l;li 289, 153, 423
2 11,02 Protocatechusédure 225,260, 294 153 ﬁgi[[l 15 533]:_1?3’9]1:5_3
3 11,69 Protoc_atechuséiure- ) 315 MS;[315]: 153, 1.65, 109, 225
hexosid MS”: [315—153]: 109, 153
I e o e et el R Y R AT
5 17,13 p-Cumarséuredihexosid | 228, 307 487 ﬁgz[?fg;—?gﬂ 163
6 19,95 Kaffeesdurehexosid 226, 329 341 ﬁgjz[[334411]:_}17?’9]1:6113’5203’ 135
7 20,86 Cumarsaurehexosid 227,296 385 ﬁgz:[éggs 5]:_%;5;]1:613 63
8 21,35 Kaffeesdurechexosid 226, 290, 310 341 ﬁgz;[[334411]:—117?!9]1;6113’5203’ 135
N i e T A e S
10 24,82 Unbekannt i 343 ﬁgz:[[z?;:—%i;]l:zllz’ 11,6113;72,21161
11 25,19 Cumarséurederivat 305 609 ﬁgz[[?(?g]jg;]“sf@, 119
12 25,95 Kaffeesdurehexosid 226, 329 341 ﬁgjz[[334411]:_}17?’9]1:6113’5203’ 135
13 26,40 f)’?l;affeoylchinaséure 226,293,330 >13 ﬁgz[[SSISSJ—?;gé]?’zféfss’ 2.1
14 26,92 Cumarsdurehexosid 296, 315 325 ﬁzz:[ézzs 5]:_1162;]1:4151’ 91 87,119
15 27,54 cis-5-CQA 245,297, 331 353 ﬁgz:[[33553;:_}1991’1]1:71927, 173, 85, 93
16 28,67 Cumarsiurehexosid 296, 313 325 ﬁgz;[[332;5]1162§]1;415f9187’ 19
17 29,36 Chlorogenséurederivat 230, 285, 339 475 mgj[?ﬁs]—ﬂls%]%j%, 121, 149, 353, 191
18 34,25 Ferulasdurehexosid 236, 325 355 ﬁgzz[[335555]:_}1934]; 193,217, 175, 235
19 35,71 Unbekannt 300, 307 369 ﬁgz:[é?g]fgg’ﬂl:géz, 193
20 36,42 trans-5-CQA 245,297, 331 353 ﬁ§§:[§533]:_11991111;71927, 173, 85, 93
21 38,90 p-Cumarséure 228,312 163 -
22 39,81 Sinapinsdurehexosid 229, 283, 330 385 ﬁgi[[338;5]:_%22%]2:4156’42’01579’ 145
23 53,62 Ferulaséure 229, 300, 322 193 -
24 55,81 Zimtsdurehexosid 226,284 369 mgj;[[336699]323§]1;41747’ 103, 189
25 57,28 Sinapinsdure 220, 302, 325 223 -
Syringasdurehexosid 719/359 ﬁgz[gﬁ;_ﬁgﬂ 197, 153
26 57,77 Kaffeoylarbutin 224,300, 326 433 mgi;[?j;;j’igé]lf]]é 11’7197’92’0335’ 107
27 59,70 Ferulasdurehexosid 224,295,314 355 1\]\2222[[335555]:_11934]: 193,217, 175, 235
28 62,19 Myricetinhexosid 227,260, 356 479 ﬁgj[gﬁ;_ﬂ?&f 12771’ 287,179, 151
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Bei Peak 17 mit Mutterionen [M-H] mit m/z = 475 und einem Fragment m/z = 353,
das wiederum ein Fragment m/z = 191 zeigt, kann es sich um ein Derivat einer
Kaffeoylchinasdure handeln. Der Neutral Loss betrdgt 122 Da, weshalb keine weitere
Aussage zur genaueren Identifizierung getroffen werden kann. Verbindungen mit
Mutterionen [M-H] mit m/z = 475 wurden von Garzén et al. (2010) in Vaccinium
meridonale Swartz ebenfalls nicht genauer beschrieben sondern nur als Kaffeesédure-
derivate bezeichnet. Peak 13 mit lonen [M-H] bei m/z = 515, kann anhand der Frag-
mentierung als eine 3,4-Dikaffeoylchinasdure eingeordnet werden (Zuordnung der
Verkniipfung s. Abschnitt 2.4.4, S. 106 ff.). Sie wurde nur in Moosbeeren detektiert.

Peak 26 kann als Kaffeoylarbutin zugeordnet werden. Die Mutterionen [M-H] mit
m/z = 433 zeigen die in der Literatur als typisch beschriebenen Fragmente mit
m/z =323, 161, 179 und 203. Es wurde nur in europdischen Preiselbeeren detektiert.
Arbutin sowie der Ester mit Kaffeesdure wurden bereits in Preiselbeeren und deren
Blattern identifiziert (Mane et al., 2011; Drathschmidt & Zechner, 1938; Ek et al.,
2000).

Neben der freien Ferulasdure und Sinapinsdure wurden auch deren Glykoside ge-
funden (Peak 18, 22 und 27). Es handelt sich jeweils um Hexoside. In der Preiselbeere
konnten zwei Ferulasdurehexoside detektiert werden, wohingegen in allen anderen
Beeren nur eines (Peak 18) gefunden wurde. Mane et al. (2011) beschreiben in Prei-
selbeeren ebenfalls zwei Hexoside, wohingegen Ek et al. (2006) noch ein drittes He-
xosid detektiert haben.

Die Profile der Beeren sind sich sehr dhnlich. Der grof3te Unterschied zwischen den
Profilen von Moosbeere und Cranberry ist das Vorkommen von Chlorogensidure (5-
CQA) und Cumarsédurehexosid. Als Peak mit der gréBBten Intensitdt konnte in Moos-
beeren die 5-Chlorogensidure (Peak 15) identifiziert und in Cranberry das
Cumarsdurehexosid (Peak 14) zugeordnet werden. In Moosbeeren wurde
Dikaffeoylchinasdure detektiert jedoch nicht in Cranberrys. Weitere Unterschiede
sind in den beiden Profilen nicht zu finden. Zur Unterscheidung von Preiselbeere zu
Moosbeere und Cranberry kann die freie Ferulasdure (Peak 23), sowie das
Ferulasdurehexosid (Peak 27) herangezogen werden. Sie kommen nur in Preiselbee-
ren vor. Die Ergebnisse bestdtigten sich in allen der untersuchten Sorten, Herkiinfte
und Jahrgénge.

Insgesamt gestaltet sich die Unterscheidung anhand der Profile der phenolischen
Séduren jedoch schwierig. Die grole Anzahl an sehr kleinen Peaks erschwert die Dif-
ferenzierung. Fine Basislinientrennung von Cumarsdurehexosid und der 5-
Chlorogensdure konnte auch mit anderen RP-Sdulen nicht erfolgen und ebenfalls
coeluieren einige Verbindungen (auch mit anderen Verbindungsklassen). Eine Bil-
dung von Verhiltnissen der Peakflichen zur Bestimmung der Authentizitét ist folg-
lich nicht moglich. Damit kdnnen Variationen in den einzelnen Sorten nicht beriick-
sichtigt werden und es konnte beispielsweise eine Mischung aus Cranberry und
Moosbeere nicht eindeutig erkannt werden. Die Unterschiede in den Profilen konnen
folglich bei der Bestimmung der Authentizitidt nur ein Indiz darstellen.
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Cumaroyliridoidglykoside

Wie bereits bei Turner et al. (2007) und Jensen et al. (2002) konnte in V. macrocarpon,
V. oxycoccus und in V. vitis-idaea verschiedene Cumaroyliridoidglykoside identifiziert
werden. In allen drei Beeren wurden jeweils die cis- und trans-Isomere von
Cumaroyl-monotropein und Cumaroyl-dihydromonotropein detektiert (s. Abbil-
dung 35, S. 82), so dass in dieser Substanzklasse keine Unterschiede zu finden sind.
Es wurde auch bereits herausgefunden, dass diese Verbindungen keinen
antiadhésiven Effekt gegen E. coli zeigen (Turner et al., 2007).

m/z 535 Cumaroyl-monotropein
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Abbildung 35: Vergleich der Massenspuren von Cumaroyliridoid glykoside der drei Vaccinium-
Spezies (1= cis—Form; 2 = trans-Form)
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2.4  Authentizititsbestimmung von Heidelbeere und Blaubeere

Blaubeeren (V. corymbosum und V. angustifolium) und Heidelbeeren (V. myrtillus)
werden gerne miteinander verwechselt, da sie sich sehr dhnlich sehen und auch ihre
Namensgebung zu Missverstdndnissen fithren kann. Umgangssprachlich wird die
Blaubeere hdufig Heidelbeere genannt oder umgekehrt. Bei Kulturheidelbeeren han-
delt es sich um eine Bezeichnung, die oftmals im Handel verwendet wird, allerdings
bleibt unklar, welche botanische Bezeichnung sich dahinter verbirgt.

In Europa sind vorwiegend die Heidelbeeren (Vaccinium myrtillus) bekannt und auch
dort beheimatet, wihrend in Nordamerika die Blaubeeren zu finden sind. Aufgrund
der hohen Nachfrage an Beerenobst werden liberwiegend kultivierte Blaubeeren im
Handel angeboten. Wilde Heidelbeeren sind nur selten zu finden. Bislang bietet das
Anthocyanprofil eine Identitdtsbestimmung der Vaccinium-Arten (Primetta et al.,
2013; Hong & Wrolstad, 1990), jedoch unterscheiden sich die Beeren auch in anderen
Inhaltstoffen. Diese Arbeit gibt einen umfassenden Vergleich der phenolischen In-
haltsstoffe der kultivierten sowie wilden Heidel- und Blaubeeren und bietet damit
zusitzliche niitzliche Parameter, die zu einer Authentizitdtsbestimmung beitragen.

Da Verwechslungen der Andenheidelbeere (V. floribundum) mit den anderen in die-
ser Arbeit genannten Heidel- und Blaubeeren bekannt sind, soll lediglich ihr Potenti-
al an wertgebenden Inhaltsstoffen herausgestellt werden. Die Andenheidelbeere
wird nicht unter dem Aspekt der Authentizitdt diskutiert. Studien tiber die
Andenheidelbeere sind rar und in Bezug auf die phenolischen Inhaltstoffe gibt es
noch weiterhin Forschungsbedarf.

Um Verwechslungen zu vermeiden, werden in dieser Arbeit folgende Bezeichnun-
gen fiir die Beeren verwendet:

Heidelbeeren = V. myrtillus

Kulturblaubeeren = V. corymbosum

Wilde Blaubeeren = V. angustifolium

Andenheidelbeere = V. floribundum

Die analysierten Beeren sind in Tabelle 28 (S. 120) aufgelistet.
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24.1 Proanthocyanidinprofile von Heidelbeere und Blaubeere

Analog zu den bisher beschriebenen Vaccinium-Spezies wurde auch ein Vergleich der
Proanthocyanidinprofile der Heidelbeeren und Blaubeeren vorgenommen. Es wur-
den hierbei Monomere bis Tetramere beriicksichtigt und sich an bereits in der Litera-
tur bestehenden Daten orientiert.

Insgesamt gibt es zu den Proanthocyanidinen in Blau- und Heidelbeeren weitaus
weniger Studien als zu Cranberrys. Zum Vorkommen einzelner Isomere gibt es sel-
ten Informationen, jedoch existieren Studien zu Gesamtgehalten. Insgesamt ist der
Proanthocyanidingehalt in V. angustifolium (332 mg/ 100 g) hoher als der in V.
corymbosum (180 mg/ 100 g) (Prior & Gu, 2005). Der Gehalt von Heidelbeeren liegt
zwischen 102-192 mg/ 100 g (FG) (Hellstrom et al., 2009). In Blaubeeren und Heidel-
beeren sind vorwiegend Procyanidine enthalten. Prodelphinidine machen nur einen
geringen Anteil aus (Maétta-Riithinen et al., 2004). In beiden Blaubeerspezies sind
Procyanidine bis Decamere beschrieben (Rodriguez-Mateos et al., 2012). Den groBten
Anteil zeigen hierbei Trimere und Tetramere (Kalt et al., 2008). Prior et al. (2001)
konnten in ihren Untersuchungen feststellen, dass in V. angustifolium vorwiegend B-
Typ verkniipfte Procyanidine bis Octamere enthalten sind. In Studien von Gu et al.
(2001) wurden auch geringe Anteile an A-Typ-verkniipften Dimeren und Trimeren
beschrieben, jedoch konnten keine A-Typ-Verkniipfungen bei hdhermolekularen
Procyanidinen detektiert werden. In Vaccinium myrtillus wurden erstmals in einer
Studie von Maiéttd-Riihinen et al. (2005) neben B-Typ-verkniipften Procyanidine auch
A-Typ-verkniipfte beschrieben.

Zu den Proanthocyanidinen in der Andenheidelbeere gibt es bislang keine weiteren
Informationen als die Ergebnisse aus den Studien von Vasco et al. (2009) und
Schreckinger et al. (2010). Vasco et al. (2009) haben in V. floribundum nur Epicatechin,
ein A-Typ-Dimer und ein -Trimer gefunden. Schreckinger et al. (2010) deuten auf
Procyanidine bis Hexamer und eine hohermolekulare Fraktion hin, machen jedoch
keine Angaben zu einzelnen Isomeren und Fragmentierungen im MS.

Tabelle 17 zeigt die massenspektrometrischen Daten der in den Heidelbeeren und
den Blaubeeren detektierten Proanthocyanidine. Insgesamt wurden 33 Verbindun-
gen (Monomere, Dimere, Trimere, Tetramere und Cinchonaine) zugeordnet (Mas-
senspuren s. Anhang A.3, S. 148 ff). Es wurden 12 Proanthocyanidine in
V. floribundum, 26 in V. myrtillus, 20 in V. angustifolium und 19 in V. corymbosum de-
tektiert. Procyanidin Dimer A2, Bl, B2, Catechin und Epicatechin konnten mit au-
thentischen Standards identifiziert werden.

Zuordnung der monomeren Flavan-3-ole

In allen Beeren konnten Catechin und Epicatechin identifiziert werden. Gallocatechin
und Epigallocatechin wurden nur in V. myrtillus gefunden. Dies ist bereits in der Li-
teratur beschrieben worden (Juadjur & Winterhalter, 2012).
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Zuordnung von A-Typ- und B-Typ-verkniipften Dimeren

Neben Procyanidin Bl und B2 konnte noch ein anderes Dimer zugeordnet werden.
Die Molekiilionen [M-H] mit m/z = 577 zeigen im MS® die gleichen Fragmente
m/z =425, 407,451, 289, 559 wie die der Standards Bl und B2.

AuBler den Procyanidindimeren konnten auch Prodelphinidindimere mit Mutterio-
nen [M—-H] mit m/z = 593 detektiert werden. Die Dimere zeigen Hauptfragmente mit
m/z 467, 425, 407 und 289. Zusitzlich wurde in der Heidelbeere ein Dimer aus zwei
(Epi)gallocatechin-Einheiten gefunden. Die Mutterionen [M—H] mit m/z = 609 zeigen
die charakteristischen Fragmente m/z = 441, 423, 483, 305. Die Fragmentierung ist be-
reits von Friedrich et al. (2000) beschrieben worden. In beiden Blaubeeren wurde ein
Dimer (m/z 593) detektiert, wohingegen in der Heidelbeere vier Isomere gefunden
wurden.

Procyanidin A2 wurde in wilden Blaubeeren und Andenheidelbeeren detektiert, je-
doch nicht in Heidelbeeren und Kulturblaubeeren. Lowenthal et al. (2012) konnten
jedoch A2 nicht nur in Kulturblaubeeren sondern auch in Heidelbeeren identifizie-
ren. In allen Beeren liberwiegt deutlich der Anteil an B-Typ-Dimeren (Prior & Gu,
2005). In beiden Blaubeerspezies sind Dimere als die Verbindungen mit dem quanti-
tativ hochsten Anteil an den Flavanolen beschrieben (Rodriguez-Mateos et al., 2012).

Zuordnung von A-Typ- und B-Typ-verkniipften Trimeren

Insgesamt konnten in dieser Arbeit zwei unterschiedliche A-Typ-Trimere detektiert
werden, die jeweils die A-Typ-Verkniipfung zwischen der oberen und mittleren Ein-
heit haben. In allen Blaubeeren konnten beide Trimere zugeordnet werden, wobei V.
corymbosum lediglich Spuren enthélt (schwache Signale zur selben Retentionszeit). Im
Vergleich zu Cranberrys weisen auch V. angustifolium jedoch nur einen geringen An-
teil an A-Typ Procyanidinen auf (Schmidt, et al., 2004).

In Heidelbeeren wurden A-Typ-Procyanidine zum ersten Mal von Maéttd-Riithinen
et al. (2005) beschrieben. In dieser Studie wurden zwei A-Typ-Dimere und drei -
Trimere gefunden. In einer weiteren Studie von Hokkanen et al. (2009) wurden in
den Blittern von Heidelbeeren zwei A-Typ-Trimere beschrieben.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit fiinf B-Typ-Trimere detektiert. Die Mutterionen
[M-H] mit m/z = 865 zeigen charakteristische MS>-Fragmente m/z = 695, 713, 739 und
577, wie sie auch von Méittid-Riihinen et al. (2005) beschrieben werden.

In Heidelbeeren wurde neben den Procyanidin-Trimeren zusédtzlich ein Trimer mit
Mutterionen [M—H] mit m/z = 881, bestehend aus einer (Epi)gallocatechin- und zwei
(Epi)catechin-Einheiten gefunden. Die Fragmentierung ist analog zu der in der
Literatur beschriebenen (Papagiannopoulos, 2008).

Zuordnung von A-Typ- und B-Typ-verkniipften Tetrameren

Ausschlielich in der V. floribundum und V. myrtillus konnten A-Typ-verkniipfte
Tetramere gefunden werden. Darunter wurden in Heidelbeeren ein Isomer und in
Andenheidelbeeren zwei Isomere detektiert. Alle anderen Beeren weisen nur B-Typ-
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verknlip fte Tetramere auf. Die Heidelbeere hat zwei B-Typ-Tetramere genau wie die
Andenheidelbeere. Die wilden Blaubeeren haben mit drei Isomeren eines weniger als
die kultivierten Blaubeeren. Sie kommen sowohl als einfach geladene, als auch als
doppelt geladene Ionen vor.

Zuordnung von Cinchonainen und Flavanolglykosiden

Wie bereits in Abschnitt 2.3.1.2 beschrieben wurden die Cinchonain Isomere bislang
in den Blittern von Heidelbeeren identifiziert (Hokkanen et al., 2009). Uber das
Vorkommen in den Friichten gibt es keine Informationen. In den untersuchten Blau-
und Heidelbeeren wurden, mit Ausnahme der Andenheidelbeere, drei Cinchonain I-
Isomere detektiert. Der Heidelbeereextrakt weist einen weiteren Peak mit
Mutterionen [M—H] mit m/z = 451 auf. Dieser erwies sich auf Grund der Fragmentie-
rung und des Neutral Losses von 162 Da als ein (Epi)catechinhexosid. Das Vorkom-
men von Flavanolglykosiden in Heidelbeeren ist in der Literatur bislang noch nicht
beschrieben worden.

Fazit

Insgesamt zeigen alle Beeren ein dhnliches Proanthocyanidinspektrum. Heidelbeeren
haben hierbei die meisten Prodelphinidin-Isomere, als einzige die Monomere
(Epi)gallocatechin und ein (Epi)catechinhexosid. Folglich lassen sich Heidelbeeren in
diesen Untersuchungen anhand der Procyanidine von Blaubeeren abgrenzen. Wei-
terhin miissten zur Untermauerung der Resultate auch verschiedene Sorten betrach-
tet werden, die fiir diese Arbeit nicht zur Verfiigung standen. Die beiden Blaubeeren
lassen sich iiber ihr Proanthocyanidin-Profil nicht eindeutig zuordnen, da sie kaum
Unterschiede zeigen. In V. floribundum wurden zehn weitere Procyanidine detektiert,
die in der Literatur bislang noch nicht beschrieben sind. Hierunter sind Catechin,
Procyanidin B2 und A2, ein Prodelphinidindimer, ein weiteres A-Typ-Trimer sowie
zweil Tetramere, ein B-Typ-Trimer und zwei Tetramere.
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Tabelle 17: Massenspektrometrische Daten der in Heidelbeeren und Blaubeeren detektierten Flavanole

RT Vaccinium Spezies
[min] Verbindung | MS Fragmente Jloribun- myrtillus angusti- corymbosum
dum folium
Flavan 3-ole
. MS? [305]: 179, 221, 219, 261,
13.49 Gallocatechi 305 | 165 X
n MS? [305 —179]: 164, 137, 52
. MS? [289]: 245, 205, 179
24.98 Catechin 289 MS?® [289 —245]: 203, 227 X X X X
Epigallo- MS? [305]: 219, 179, 221, 261,
25.00 catechin 305 | 165 X
MS? [305 —219]: 177, 201
2 N
4014 | Epicatechin | 289 | % Ezg]jz“js]zgf);;; X X X X
Dimere
MS? [593]: 441, 575, 511, 289,
423
9.70 (E)GC-(E)C 393 MS?® [593 —441]: 315, 289, 297, X X X X
161
MS? [593]: 425, 289, 407, 467,
15.14 (E)GC-(E)C 593 | 303 X
MS? [593 —425]: 381, 315, 381
MS? [609]: 441, 423, 483, 305
1635 | (E)GC-(E)GC | 609 MS? [609 —441]: 423, 355, 273 X
MS? [593]: 425, 407, 289, 467,
19.93 (E)GC-(E)C 593 | 575 X
MS? [593 —425]: 407, 273, 111
MS? [593]: 425, 407, 289, 467
2267 | (B)GC-(B)C | 393 | /qn [593 —425]: 407, 255 X
Procyanidin MS? [577]: 425, 407, 451, 289;
23.13 Bl 577 | 559 X X X
MS?® [577 —425]: 407, 273
Procyanidin MS? [577]: 425, 407, 451, 289;
35.16 B 577 | 559 X X X X
MS?® [577 —425]: 407, 273
MS? [577]: 425, 407, 451, 289;
54.48 (E)C-(E)C 577 | 559 X X
MS? [577 —425]: 407, 273
Procyanidin MS? [575]: 423, 449, 539; 289;
71.40 A2 575 | 407,285 X X
MS? [575 —423]: 285, 405
Trimere
MS? [865]: 695, 739, 575, 713,
B-Typ- 533, 587, 425
1211 Trimer 865 MS? [865 —695]: 543, 525,586, X X
289
MS? [865]: 695, 739, 577, 451,
B-Typ- 407, 713, 286
29.46 Trimer 863 MS® [865 —695]: 543 X X X
MS? [865 —739]: 695, 245, 559
B-Typ- MS? [865]: 695, 739, 577. 713,
31.00 Trimer 865 | 451 X X X
MS? [865 —695]: 543, 243
MS? [865]: 695, 739, 713, 577,
B-Typ- 587, 575, 407, 451, 269
34.36 Trimer 863 MS? [865 —695]: 543, 577, 451, X X X
405
MS? [863]: 711, 573, 451, 411,
43.17 ‘;‘“Tnylgr 863 | 693 X X X X
MS® [863 —711]: 693, 559, 549
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MS? [881]: 695, 755, 577, 863,
45.19 (E)G(g)'éE)C' 881 | 591
MS? [881 —695]: 543, 451, 255
MS? [863]: 711, 573, 451, 411,
A-Typ- 559, 693, 289
5036 Trimer 863 MS? [863 —711]: 693, 559, 541,
407
MS? [865]: 695, 739, 577, 713,
B-Typ- 575, 587, 425, 407
S1.76 Trimer 865 MS? [865 —695]: 543, 451, 387,
289, 677
Tetramere
MS?[1151]: 863, 711, 1025,
A-Typ- 981, 531, 451
19.82 Tetramer 151 MS® [1151 —863]: 711, 573,
411, 451, 531, 693, 737
MS?[1153]: 1027, 863, 983,
B-Typ- 575,739, 1135
2320 Tetramer 133 MS? [1153 —863]: 575
MS? [1153 —1027]: 865, 456
MS? [1153]: 865, 983, 1027,
B-Typ- 863, 575,739, 1135
2980 Tetramer 153 MS? [1153 —865]: 695, 577,
413, 363,739
MS?[1153]:, 983, 865, 863,
B-Typ- 1027, 575, 1135, 738
4253 Tetramer 133 MS? [1153 —983]: 541, 813,
831,407,513
MS? [1151]: 861, 999, 739, 981,
A-Typ- 577, 449
5201 Tetramer 151 MS?[1151 —861]: 573, 709,
449, 691
MS?[1153]: 865, 1027, 983,
B-Typ- 575,739, 701, 1135
36.06 Tetramer 133 MS® [1153 —865]: 695, 577,
739, 567
(Epi)catechinhexosid
. . MS? [451]: 289
27,63 (Epﬁ)e‘f;:icgm 451 | MS’[451 —289]: 245, 206, 271,
179, 165
Cinchonain I-Isomere
Cinchonain MS? [451]: 341,
64,02 Llsomer 451 | MS®[451 —341]: 217, 231, 189,
323,297
Cinchonain MS? [451]: 341,
77,75 Llsomer 451 | MS®[451 —341]: 217, 231, 189,
323,297
Cinchonain MS? [451]: 341,
79,10 IIsomer 451 | MS®[451 —341]: 217, 231, 189,
323,297
Cinchonain MS? [451]: 341,
81,55 Llcomor 451 | MS?[451 —341]: 217, 231, 189,
323,297
Cinchonain MS? [451]: 341,
94,96 Llcomor 451 | MS?[451 —341]: 217, 231, 189,
323,297
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2.4.2 Anthocyane: Heidelbeere und Blaubeere

24.2.1 Anthocyanprofile

Blau- und Heidelbeeren weisen ein wesentlich breiteres Anthocyanspektrum im
Vergleich zu dem der roten Vaccinium-Spezies auf. Die Heidelbeere ist dabei eine be-
sonders reichhaltige Quelle, da die Anthocyane nicht nur in der Schale, sondern auch
im Fruchtfleisch sitzen (Kalt et al.,, 1999). Abbildung 36 (S. 90) zeigt HPLC-
Chromatogramme von Heidelbeer- sowie unterschiedlichen Blaubeerextrakten bei
520 nm. In Tabelle 18 (S. 91) sind die Daten der massenspektrometrischen Detektion
der insgesamt 25 zugeordneten Anthocyane zu finden.

Cyanidin, Peonidin und Delphinidin-3-O-glucoside lieBen sich mittels authentischer
Standards identifizieren. Alle anderen Anthocyane wurden aufgrund ihres Retenti-
onsverhalten, der Elutionsreihenfolge, der massenspektrometrischen Daten und bis-
her in der Literatur beschriebenen Studien zugeordnet. Beim Literaturvergleich zur
Zuordnung der Peaks wurde sich zu meist an der Studie von Wu und Prior (2005)
orientiert, da dieselbe HPLC-Sdule verwendet wurde.

In der Literatur sind in Heidelbeeren bislang als mit Anthocyanen verkniipfte Zucker
Glucose, Galactose und Arabinose beschrieben (Miiller et al., 2012; Moze et al., 2011;
Kalt et al., 1999). Dies ist ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von
Wu und Prior (2005). Sie teilen die Anthocyanprofile von Friichten in folgende zwei
Gruppen ein: ,,sugar-determined group* und ,,anthocyanidin-determined group®.
Heidelbeeren und Blaubeeren fallen hierbei in die erste Gruppe. Sie haben unter-
schiedliche Anthocyane die immer dasselbe Muster an Zuckern aufweisen. In der
zweiten Gruppe ist nur ein Anthocyanidin dominant, wobei die Zucker variieren
und weitere Anthocyanidine, wenn liberhaupt, nur in geringen Mengen vorkommen.
Im Fall der Blaubeeren und Heidelbeeren wird deshalb davon ausgegangen, dass es
sich bei den Zuckerresten um Glucose, Galactose und Arabinose handelt (Miiller et
al., 2012; Wu & Prior, 2005). Anhand des Retentionsverhaltens kann die Art des Zu-
ckers zugeordnet werden, wobei das Galactosid vor dem Glucosid und das Glucosid
vor dem Arabinosid eluiert.

Die massenspektrometrische Detektion gibt nicht nur eine Information tiber die Art
des Aglykons, sondern kann auch Aufschluss iber die Position des Zuckers geben.
Giusti et al. (1999) untersuchten das Fragmentierungsverhalten unterschiedlicher
Anthocyane mittels ESI- und Tandem-Massenspekrometerie. Es konnte gezeigt
werden, dass C3-substituierte Anthocyane mit Mono- oder Disacchariden als MS*-
Fragment lediglich das Aglykon aufweisen. Somit ist es wahrscheinlich, dass es sich
bei allen hier zugeordneten Anthocyanen um 3-O-Glykoside handelt.

Unter Verwendung der bisher dargestellten Informationen, konnten in Heidelbeeren
jeweils das 3-O-galactosid, -glucosid sowie das -arabinosid von Cyanidin,
Delphinidin, Petunidin, Peonidin und Malvidin zugeordnet werden. Es wurden ins-
gesamt 15 unterschiedliche Anthocyane detektiert. Dies stimmt auch mit den Ergeb-
nissen anderer Studien iiberein (Miiller et al., 2012; Moze et al., 2011; Kalt et al., 1999;
Nakajima et al., 2004; Nyman & Kumpulainen, 2001).
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Abbildung 36: HPLC-UV Chromatogramme von Heidelbeer- und Blaubeerextrakten bei 520 nm. Die

Numerierung der Peaks bezieht sich auf Tabelle 18 (S. 91)
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Tabelle 18: Massenspektrometrische Detektion der Anthocyane in Heidel- und Blaubeerextrakten. Die

Numerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 36 (S. 90)

P;ik [Il;;l;ll Verbindung A max [M+H]* Fragmentierung
! 10.16 | Delphinidin-3-O- | 277,524 | 465 MS? [465]: 303
’ galactosid MS?*: [465—303]: 257, 205, 187
5 10.80 | Delphinidin-3-O- | 277,524 | 465 MS? [465]: 303
’ glucosid MS*: [465—303]: 257, 205, 187
3 1157 | Cyanidin-3-0- 280,517 | 449 MS? [449]: 287
’ galactosid MS?: [449— 287]: 213, 231 176, 137, 121
4 1203 | Delphinidin-3-O- | 277,524 | 435 MS? [435]: 303
’ arabinosid MS?: [435—303]: 257. 229, 145, 133
5 1277 | Cyanidin-3-O- 280,517 | 449 MS? [449]: 287
’ lucosid MS?: [449—287]: 213, 231 176, 137, 121
g
6 1375 | Petunidin-3-O- 276,525 | 479 MS? [479]: 317
’ galactosid MS?: [479—317]:302, 274, 246, 187
7 1421 | Cyanidin-3-O- 280,517 | 419 MS? [419]: 287
’ arabinosid MS?: [419—287]: 213, 231 176, 137, 121
g 1530 | Petunidin-3-O- 276,525 | 479 MS? [479]: 317
’ glucosid MS?: [479—317]:302, 274, 246, 187
9 l6.g5 | Peonidin-3-O- 517 463 MS? [463]: 301
’ galactosid MS?: [463—301]: 286
0 1796 | Petunidin-3-O- 526 449 MS? [449]: 317
’ arabinosid MS*: [449—317]: 302, 274, 219
1 19.50 | Peonidin-3-O- 277,517 | 463 MS? [463]: 301
’ glucosid MS’: [463—301]: 286, 268
12 2055 | Malvidin-3-O- 270,526 | 493 MS? [493]: 331
’ galactosid MS’: [493—331]: 299, 316, 287, 270, 241
13 2750 | Peonidin-3-O- - 433 MS? [433]: 301
’ arabinosid MS?: [433—301]: 286, 257
14 5373 | Malvidin-3-O- 277,526 | 493 MS? [493]: 331
’ glucosid MS’: [493— 331]: 299, 316, 287, 270, 241
15 »g.g7 | Malvidin-3-O- 527 463 MS? [463]: 331
’ arabinosid MS’: [463— 331]: 299, 316, 287, 270, 241
16 3038 | Cvanidin-(acetyl)- | 284,517 | 491 MS? [491]: 287
’ hexosid MS?: [491—287]: 165
17 3330 | Petunidin- 280, 527 | 449 MS? [449]: 317
’ pentosid MS?: [449—317]: 302, 274, 245
13 33,03 | Delphinidin- 265, 347, | 507 MS? [507]: 303
’ (acetyl)-hexosid 525 MS*: [507—303]: 257, 215, 150
19 400y | Petunidin- 278,527 | 521 MS? [521]: 317
’ (acetyl)-hexosid MS*: [521—317]: 301, 257
20 4987 | Peonidin-(acetyl)- | 281,518 | 505 MS? [505]: 301
’ hexosid MS*: [505—301]: 286, 245
71 5193 Cyanidin-(acetyl)- | 284,517 | 491 MS? [491]: 287
’ hexosid MS?: [491—287]: 213, 231
” s6.10 | Malvidin-(acetyl)- | 276, 348, | 535 MS? [535]: 331
’ hexosid 529 MS?: [535— 331]: 287, 299, 316, 269, 179
2 5730 | Petunidin- 278, 350, | 521 MS? [521]: 317
’ (acetyl)-hexosid | 528 MS?: [521—-317]: 301, 257, 165
94 6570 | Peonidin-(acetyl)- | 281,519 | 505 MSj [505]: 301
’ hexosid MS?: [505—301]: 286, 230
25 7038 | Malvidin-(acetyl)- | 278, 350, | 535 MS? [535]: 331
’ hexosid 529 MS?: [535—331]: 287, 299, 316, 269, 179
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In V. corymbosum konnten 14 unterschiedliche Anthocyane gefunden werden. Bis auf
das Fehlen von Peonidin-3-O-glucosid (Peak 11) ist ihr Anthocyanprofil identisch mit
dem von V. myrtillus. Dies wird in der Studie von Miiller et al. (2012) {iber diese
beiden Beeren bestitigt.

In den hier untersuchten V. angustifolium-Beeren konnten insgesamt 25 Anthocyane
zugeordnet werden. Neben den 15 Anthocyanen der Heidelbeere (Peak 1-15) kom-
men noch zehn acylierte Derivate vor sowie ein weiteres Petunidinpentosid, die im
Chromatogramm zu einer spdteren Retentionszeit erscheinen. Eine Acylierung des
substituierten Zuckers fiihrt zu einer geringeren Polaritit und somit zu einer
spédteren Retentionszeit, was das chromatographische Verhalten von Peak 16 und 18-
25 bestdtigt. Alle acylierten Anthocyane der Blaubeere zeigen ein zusédtzliches
Molekulargewicht von 42 Da, wobei es sich um einen Acetylrest handelt. Weil sie
einen Neutral Loss von 204 Da (Hexose + Acetylrest) zeigen und direkt auf das
Aglykon fragmentieren, ist anzunehmen, dass die Sdure am Zucker gebunden ist.
Wu und Prior (2005) beschreiben eine Acetylierung in der 6°“-Position des Zuckers,
was diese Vermutung bestétigt.

Insgesamt identifizierten Wu und Prior (2005) in wilden Blaubeeren
(V. angustifolium) zwischen 20-27 Anthocyane. Zusidtzlich konnten sie auch mit
Malonsiure verkniip fte Anthocyane finden, was in der vorliegenden Arbeit nicht der
Fall war. In Studien von Kader et. al (1999) konnten auch ausschlieBlich acetylierte
Anthocyane identifiziert werden. Dies konnte daran liegen das unterschiedliche

Sorten untersucht wurden und die meisten nur acetylierte Derivate aufweisen (Gao
& Mazza, 1994).

Die Andenheidelbeere fillt mit ihrem Anthocyanprofil im Vergleich zu den anderen
Beeren ganz aus der Reihe. In 2009 wurde erstmals in der Studie von Vasco et al. die
Anthocyane untersucht. Sie detektierten unterschiedliche Glykoside von Delphinidin
und Cyanidin sowie die beiden freien Aglyka. In den hier durchgefiihrten Analysen
wurden in V. floribundum neben den fiinf beschriebenen Glykosiden zusitzlich das
Delphinidin-3-O-glucosid (Peak 2) detektiert, jedoch keine der beiden Aglyka. Die
Zuordnung der Anthocyane erfolgte hierbei durch den Vergleich mit der Heidelbee-
re sowie den authentischen Standards. Das Anthocyanmuster dhnelt dem der V.
meridonale, der kolumbianischen Heidelbeere, und weniger den hier untersuchten
Beeren. Der groBe Unterschied im Anthocyanmuster der Andenheidelbeere zu V.
angustifolium, V. corymbosum und V. myrtillus ist neben anderen Faktoren vor allem
durch variierende Bedingungen der Umwelt wie z.B. der Lichtintensitit und der
Néhrstoffversorgung, begriindet. Diese unterscheiden sich deutlich durch die beson-
deren Bedingungen der Anden von den Verbreitungsgebieten der anderen Beeren
(Garzon et al., 2010). Hingegen sind die Wachstumsbedingungen von V. floribundum
und V. meridonale vergleichbar.

Zwischen wilden Blaubeeren (V. angustifolium), Kulturblaubeeren (V. corymbosum)
und Heidelbeeren bieten die Anthocyane eine gute Unterscheidungsmaoglichkeit. Im
Gegensatz zur Heidelbeere und zur kultivierten Blaubeere sind in der wilden Blau-
beere auch einige acetylierte Anthocyane enthalten. Dies bestdtigen ebenfalls frithere
Studien (Gao & Mazza, 1994; Kader et al., 1996). V. corymbosum und V. myrtillus zei-
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gen durch das Fehlen von Peonidin-3-O-glucosid ein unterschiedliches
Anthocyanmuster und sind damit auch unterscheidbar. Gut differenzierbar sind die
beiden Beeren auch durch die prozentuale Verteilung der individuellen Anthocyane.
Sie wird im ndchsten Kapitel diskutiert.

2.4.2.2 Anthocyankonzentrationen

Anthocyane tragen auch in Blau- und Heidelbeeren einen erheblichen Anteil zu den
Flavonoiden bei (Prior et al., 1998). Heidelbeeren gelten unter den Beeren als eine der
reichhaltigsten Anthocyanquellen (Miiller et al., 2012). Die Angaben der
Anthocyangehalte in der Literatur variieren sehr stark. Dies ist auf Grund der geneti-
schen Unterschiede zwischen kultivierten und wildwachsenden Beeren, den Um-
welteinfliissen (z.B. Licht und Temperatur) sowie der Untersuchung unterschiedli-
cher Varietdten und Reifegrade zu erkldren (Litti et al., 2008; Jovancevi¢ et al., 2011).
Tabelle 19 gibt einen Uberblick iiber die in der Literatur gefundenen Gesamtgehalte.
Beispielsweise sind fiir V. myrtillus Gesamtgehalte von 300 bis zu 1210 mg/ 100 g FG
beschrieben (Prior et al., 1998; Moze et al., 2011). Eine Studie von Miiller et al. (2012)
zeigt, dass diese Unterschiede nicht nur in den Sorten und Umwelteinfliissen be-
griindet sind, sondern auch in der Analytik. Sie quantifizierten Anthocyane in Hei-
delbeeren mit 15 authentischen Standards. Zusitzlich haben sie die Gehalte als
Cyanidindquivalent berechnet und miteinander verglichen. Als Aquivalente in Blau-

Tabelle 19: Uberblick iiber Gesamtanthocyangehalte fiir Blaubeeren und Heidelbeeren in der Literatur

Anthocyangesamtgehalt in mg/100 g FG
Quelle Analytik
V. corymbosum | V. angustifolium V. myrtillus
Prior, Cao, et Anthocyan-Assay, quan-
- + +
al. (1998) 93,1-235.4 95,4+ 2,6 299.6 £ 12,9 tifiziert als Cya-3-glu
Kalt, e
McDonald, et 83-255 95-255 370 ﬁTL_g_’gflaln“ﬁm” als
al. (1999) M
Moze, et al. 1210,3 LC-MS, quantifiziert als
+

(2011) 2124+ 141 +111,5 Cya-3-O-glu

. HPLC-UV, quantifiziert
1;?‘(‘21;6;2? 232-438 933-1017 | mit 15 authentischen

' Standards
Gao und HPLC-UV, quantifiziert
Mazza (1994) 150-200 100 als Cya-3- O-glu

HPLC, quantifiziert mit
g‘;l’ ]?288}6‘?’ 386,6 + 77,7 486,5 sechs
’ Anthocyanglycosiden

Koponen, et HPLC-UYV, quantifiziert
al. (2007) 218,5 611,3 als Cya-3- O-glu
Skrede et al. 99 Anthocyan-Assay, quan-
(2000) tifiziert als Cya-3-O-glu
Litti et al HPLC-UV, quantifiziert
(2008) 359-525 als Cya-3- O-glu

Cya-3-O-glu = Cyanidin-3-O-glucosid; Mlv-3-glu = Malvidin-3-O-glucosid
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beeren waren die Gehalte etwa 45% und in Heidelbeeren etwa 35% geringer. Bei ei-
nem Vergleich von absoluten Gehalten sind folglich neben den Umwelteinfliissen
auch die angewendete analytische Methode und die Verwendung von Standards
entscheidende Faktoren.

Tabelle 20 (S. 95) zeigt die in dieser Arbeit ermittelten Gesamtanthocyangehalte. In V.
myrtillus wurden Gehalte von 485,61-667,26 mg/ 100 g FG ermittelt. Im Vergleich zu
V. corymbosum mit 125,64 = 5,02 mg/ 100 g FG und V. angustifolium mit 200,27 + 1,73
bzw. 134,22 +£232 mg/ 100 g FG weisen Heidelbeeren eine deutlich hdhere
Anthocyankonzentration auf. Das zeigte auch bereits eine Studie von Prior et al.
(1998). Dennoch kann dies auf Grund der genannten Einfliisse kein Bewertungskrite-
rium zur Bestimmung der Authentizitit sein, da zu viele Parameter (Sorte, Reifegrad,
Analytik etc.) beriicksichtigt werden miissen. Beim Vergleich der prozentualen Ver-
teilung der individuellen Anthocyane spielen hingegen die absoluten Gehalte sowie
Umwelteinfliisse keine Rolle. Des Weiteren hat die Quantifizierung iiber Aquivalente
oder mit den jeweiligen authentischen Standards keinen Einfluss.

Abbildung 37 (S. 94) zeigt die absoluten Gehalte der unterschiedlichen Anthocyane
sowie deren prozentuale Verteilung. Hierbei sind zwischen Heidelbeeren und den
Blaubeeren Unterschiede zu finden. Jedoch ist innerhalb jeder Spezies die prozentua-
le Verteilung nahezu gleich. Der Vergleich der charakteristischen Anthocyanprofile
hat sich bereits als eine Moglichkeit zur Authentizitdtskontrolle von V. myrtillus her-
ausgestellt (Primetta et al., 2013).
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Abbildung 37: Absolutgehalte und prozentuale Anteile individueller Anthocyane am Gesamtgehalt
von Blau- und Heidelbeeren
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Tabelle 20: Gehalte der einzelnen Anthocyane und Gesamtanthocyangehalt von Blau- und Heidelbeeren
unterschiedlichen Ursprungs

V. myrtillus V.corym- V. angustifolium V. flori-

mg/100 g FG PL u. H. DE bosum CN w.H. | bundum
Delphinidin-3-O- 83,97 101,99 114,04 29,20 23,44 12,58 10,53
galactosid’ +5,13 + 6,47 +2,88 +1,43 +0,09 +0,22 +2,24
Delphinidin-3-O- 73,62 92,35 94,23 0,38 19,33 11,36 0,99 +
glucosid* +4,18 + 6,82 +2.21 +0,03 +0,17 +0,29 0,01
Cyanidin-3-O- 43,77 51,41 56,16 3,22 7,58 5,23 52,22
galactosid® +2,08 + 3,62 + 1,53 +0,19 + 0,02 +0,03 + 4,66
Delphinidin-3-O- 52,27 60,40 62,52 16,87 11,57 6,15 12,70
arabinosid® +3,76 +4,70 +0,82 +0,74 +0,04 +0,13 +0,25
Cyanidin-3-O- 45,02 57,44 54,18 0,31 7,83 5,55 3,39
glucosid® +2,17 +3,91 +1,37 + 0,00 + 0,07 +0,14 +0,57
Petunidin-3-O- 22,27 29,97 34,25 14,04 10,68 5,79 66,14
galactosidb +1,36 +2,01 +0,92 +0,11 + 0,05 + 0,05 + 3,06
Cyanidin-3-O- 27,96 36,00 33,62 1,69 4,74 3,48
arabinosid® +1,52 +2.81 +0,83 +0,02 +0,02 + 0,05
Petunidin-3-O- 46,77 67,85 66,05 0,09 14,77 10,05
glucosid® +3,07 +5,18 +1,53 +0,02 +0,13 +0,25
Peonidin-3-O- 4,55 9,43 8,60 0,23 3,51 2,00
galactosidb + 0,60 + 0,67 +0,38 +0,05 +0,03 +0,18
Petunidin-3-O- 11,14 17,36 15,67 28,26 6,91 4,05
arabinosid® +1,29 +1,43 +0,48 £1,22 +0,05 +0,26
Peonidin-3-O- 22,58 37,77 34,48 6,17 4,43
glucosid” +1,77 +2.83 +1,09 +0,07 +0,23
Malvidin-3-O- 11,99 25,87 25,40 30,82 18,38 12,38
galactosid® +1,52 +2,29 +0,85 +1,34 +0,14 +0,31
Peonidin-3-O- 1,99 3,62 1,14 <0.01 4,36 2,14
arabinosid” +0,65 +0,74 +0,47 ’ +0,15 +0,24
Malvidin-3-O- 37,74 71,33 66,91 0,55 22,31 16,79
glucosid® +2.,56 +5,54 +1,16 +0,03 +0,19 +0,50
Malvidin-3-O- 3,45 10,96 7,18 13,87 9,57 6,82
arabinosid® +0,37 +1,33 +0,31 +0,61 +0,18 +0,21
Cyanidin-(acetyl)- 1,09 0,79
hexosid? +0,11 + 0,09
Petunidinpentosidb <0,01 <0,01
Delphinidin- 4,34 2,93
(acetyl)-hexosid® +0,04 +0,12
Petunidin-(acetyl)- 1,09 0,63
hexosid” +0,02 +0,02
Peonidin-(acetyl)- 2,68 2,26
hexosid® +0,03 +0,08
Cyanidin-(acetyl)- 0,69 0,65
hexosid® +0,03 +0,05
Malvidin-(acetyl)- 4,60 3,45
hexosid® +0,07 +0,09
Petunidin-(acetyl)- 3,07 2,46
hexosid” +0,04 +0,11
Peonidin-(acetyl)- 1,56 1,66
hexosid” +0,04 +0,10
Malvidin-(acetyl)- 10,87 11,08
hexosid” +0,13 +0,39

485,61 662,76 667,26 | 125,64 | 200,27 134,22 | 14523

Summe +31,65 48,74 1653 | +502 | 1,73 232 | 120

*Quantifiziert als Cyanidin-3-O-glucosid; P"quantifiziert als Peonidin-3-O-glucosid; ‘quantifiziert als
Delphinidin-3-O-glucosid; n = 6; u. H. = unbekannte Herkunft
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In der Studie von Vasco et al. (2009) wurden auch erstmals Informationen {iber die
Anthocyangehalte der Andenheidelbeere verdffentlicht. Hier lag der Gesamtgehalt
bei 345 mg Cyanidin/ 100 g FG. In der zweiten Studie von Schreckinger et al. (2010)
wurde ein Gehalt von 10,6 mg/ g TM ermittelt, was in etwa 163 mg/ 100 g FG ent-
spricht. In der vorliegenden Arbeit wurde der Anthocyangehalt mit 145,23 + 1,20
mg/ 100 g FG bestimmt und ist demnach mit dem von Blaubeeren vergleichbar. Bis-
lang sind das die einzigen Studien iiber die Anthocyane der Andenheidelbeere.

243 Flavonolprofile von Heidelbeeren und Blaubeeren

Abbildung 39 (S. 103) und Abbildung 40 (S. 104) zeigen die HPLC-Chromatogramme
der unterschiedlichen Vaccinium-Spezies bei 360 nm und Tabelle 21 bis Tabelle 25
(S.98-105) die dazugehorigen massenspektrometrischen Daten. Da die Beeren ein
sehr komplexes Flavonolprofil aufweisen, wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit
das Profil der Andenheidelbeere separat betrachtet.

Blau- und Heidlebeeren

In Heidelbeeren und Blaubeeren wurden insgesamt 53 unterschiedliche Verbindun-
gen detektiert. Darunter treten im Chromatogramm andere Verbindungsklassen wie
z.B. Phenolcarbonsduren, Iridoide und Cinchonain Isomere auf (Peak 1, 10, 14, 28,
37,39 und 43). Die Vorgehensweise zur Zuordnung dieser Peaks ist bereits in ande-
ren Kapiteln beschrieben worden.

Von den 53 Verbindungen konnten der V. myrtillus 41, der V. angustifolium 42 und
der V. corymbosum 33 zugeordnet werden. Dabei handelt es sich vorwiegend um
Quercetinderivate, welche bereits in Blaubeersorten als die Flavonole mit dem hochs-
ten Anteil beschrieben worden sind (Vrhovsek et al., 2011). Weiterhin sind dort auch
Myricetin-, Laricitrin-, Kdmpferol-, Isorhamnetin- und Syringetinderivate erwahnt.
Bei der Zuordnung der Peaks wurde auf die gleiche Weise vorgegangen, wie bei
Cranberrys, Moosbeeren und Preiselbeeren (s. Abschnitt 2.3.3, S. 70 ff.).

Insgesamt konnten 14 Quercetinderivate (Peak 8, 13, 15, 16, 17, 19, 22, 24, 25, 26, 30,
33, 49, 51, 52) zugeordnet werden (s. Tabelle 21, S. 98). Mittels authentischem Stan-
dard wurde Peak 51 als Quercetinaglykon identifiziert. Bei Peak 8 und 33 handelt es
sich vermutlich um Diglykoside. Beide Komponenten zerfallen direkt auf das
Aglykon, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die beiden Zucker als ein
Disaccharid (Neutral Loss 294 Da bzw. 278 Da) am Quercetin gebunden sind. Peak 8
kann folglich als ein Quercetinhexosidpentosid und Peak 33 ein Quercetinpentosid-
desoxyhexosid beschrieben werden. Peak 15 konnte mittels authentischem Standard
als Rutin identifiziert werden. Genau wie die beiden anderen Diglykoside fragmen-
tiert es direkt auf das Aglykon. Rutin wurde nur in den beiden Blaubeeren identifi-
ziert, jedoch nicht in V. myrtillus (PL, DE). Da Rutin, das Quercetinglucuronid (Peak
16) und das Quercetinglucosid (Peak 17) coeluieren, kann erst beim Vergleich der
Massenspuren deutlich erkannt werden, das Rutin nur in Heidelbeeren nicht enthal-
ten ist (s. Abbildung 38, S. 97).
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Auch in anderen Studien konnte Ru-
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Abbildung 38: Vergleich der Massenspur m/z 609

Heidelbeeren identifiziert worden.
Es wurden Gehalte von bis zu
0,4mg/ 100 g FG beschrieben, wobei
die der Blaubeeren 16-mal so hoch
sind.

von Blaubeeren und Heidelbeeren mit der eines
Rutin-Standards

Peak 52 zeigt ebenfalls wie Rutin Mutterionen [M—H] mit m/z = 609 und konnte ana-
log zu Cranberry als Quercetin-(cumaroyl)-hexosid beschrieben werden.

Quercetinglucuronid (Peak 16) konnte als das Hauptflavonol in Heidelbeeren zuge-
ordnet werden und wurde auch in wilden Blaubeeren detektiert. In V. corymbosum
konnte es jedoch nicht gefunden werden und bietet somit ein Unterscheidungs-
merkmal der beiden Blaubeeren.

Die Zuordnung anhand des Neutral Loss ldsst vermuten, dass es sich bei Peak 13
und 17 um Quercetinhexoside handeln konnte, wobei Peak 17 mittels Standard als
Glucosid identifiziert wurde. Beim Vergleich mit Cranberrys, deren Hauptflavonol
das Quercetingalactosid ist, kann fiir Peak 13 angenommen werden, dass es sich
ebenfalls um das Galactosid handelt. Beide Flavonole sind bereits fiir Heidelbeeren
in der Literatur beschrieben (Juadjur & Winterhalter, 2012). Peak 19, 22, 26 sind ver-
mutlich Pentoside und Peak 30 ein Desoxyhexosid. In V. corymbosum wurden alle
drei Quercetinpentoside gefunden und das Quercetindesoxyhexosid ist in den hier
untersuchten Kulturblaubeeren das Hauptflavonol. Laut Literatur kann die prozen-
tuale Zusammensetzung der Flavonolglykoside zwischen den unterschiedlichen Sor-
ten schwanken, dennoch ist Quercetingalactosid stets die Hauptverbindung
(Vrhovsek et al., 2011).

In beiden Blaubeeren wurden Peak 24 und 25 und nur in wilden Blaubeeren Peak 48
und 50 mit Mutterionen [M—H]| mit m/z = 549 detektiert. Die Mutterionen von Peak
24 und 25 haben Tochterionen mit m/z = 505, 463 und 445, die wiederum auf das
Aglykon Quercetin fragmentieren. Das Fragment m/z = 505 entsteht wahrscheinlich
durch Decarboxylieung (—44 Da) des Mutterions. Durch einen Neutral Loss von 86
Da resultiert daraus das Fragment mit m/z = 463 (Quercetinhexosid). Es kann sich
dabei um einen Malonylrest ([Malonsdure—H,O]) handeln. Da auch Ionen des
Quercetinhexosids auftreten, kann davon ausgegangen werden, dass die Malonsdure
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am Zucker gebunden ist und es sich um Quercetin-(malonyl)-hexosid handelt. Quer-
cetin-(6‘“-malonyl)-hexosid wird bereits mit analoger Fragmentierung in Kulturblau-
beeren in der Studie von Mikulic-Petkovsek et al. (2012) erwdhnt. Die beiden anderen
Peaks fragmentieren auf das Syringetinaglykon mit lonen mit m/z = 344. Slimestad
(2003) beschreibt unterschiedliche acetylierte Derivate von Flavonolen in Nadelblat-
tern, unter anderem ein Syringetin-(acetyl)-glycosid mit Ionen bei m/z = 549. Es
fragmentiert ebenfalls auf das Aglykon Syringetin. Peak 48 und 50 kdnnen analog zu
Slimestad (2003) als Syringetin-(acetyl)-hexosid beschrieben werden.

Tabelle 21: Quercetinverbindungen in Heidelbeeren und Blaubeeren. Die Numerierung der Peaks
bezieht sich auf Abbildung 39 (S. 103)

Peak Verbindung Vaccinium Spezies
r ) MS Fragmente ” angusti- 5
. max myrtillus . corymbosum
folium
Quercetin- )
. . MS? [595]: 300, 301, 463
8 hexosidpentosid 595 3. ; X
(226.356) MS’: [595-300]: 271, 255,272
Quercetin- MS? [463]: 301
13 galactosid 463 | MS*: [463-301]: 179, 151, 271, X X X
(227,257, 354) 255,193, 107
Rutin MS? [609]: 301, 300
15 (231, 355) 609 MS?: [609-301]: 165, 191, 147 X X
Quercetin- MS? [477]: 301
16 glucuronid 477 | MS* [477-301]: 179, 151, 273, X X
(227, 257, 354) 257,193
Quercetin-3-O- MS? [463]: 301
17 glucosid 463 | MS* [463-301]: 179, 151, 271, X X X
(255, 355) 257,107
19 Quercetinpentosi 433 MS? [433]: 301 X
d (257, 353) MS?: [479-301]: 271, 179, 255, 151
Quercetinpentosi MS? [433]: 301
2 d (226, 257, 353) 433 MS?: [479-301]: 271, 179, 255, 151 X X X
Quercetin- )
. MS? [549]: 505
24 malonylpentosid | 549 3 . X X
(221,259, 354) MS’: [549—505]: 301, 463, 445
Quercetin- )
. MS? [549]: 505
25 malonylpentosid | 549 . . X X
(259, 354) MS?: [549—505]: 301, 463, 445
Quercetinpentosi MS? [433]: 301
26 d (226, 259, 359) 433 MS?: [439-301]: 179, 151, 271, 255 X X X
30 Querlieezgizsoxy- a7 | MS [447]:316,317 X X X
3. .
(246, 355) MS?: [447-301]: 179, 271, 255, 151
s | St s s
3. .
(227, 264, 347) MS?: [579-300]: 271, 255, 243, 151
Quercetin-
49 HMG)- 501 MS? [591]: 447, 489, 529 X
desoxyhexosid MS*: [591—447]: 301, 300
(229, 255, 314)
Quercetin MS?[301]: 179, 151, 273, 257
51 301 X X X
(257, 369) MS* [301—479]: 151, 169, 183
Quercetin-
(cumaroyl)- MS? [609]: 463, 301
52 . 609 X X X
galactosid MS?: [609—463]: 301, 300
(226, 303, 357)

HMG = Hydroxymethylglutaryl
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Flavonolglykoside, die mit unterschiedlichen Sduren verkniipft sind, wurden bereits
in Kulturblaubeeren identifiziert, insbesondere acetylierte Derivate (Borges et al.,
2010; Cho et al., 2005; Mikulic-Petkovsek et al., 2012). In Heidelbeeren wurden bis-
lang keine dieser Konjugate beschrieben und V. angustifolium wurde in keiner der
Studien untersucht.

In allen Beeren konnten anhand der Fragmente mit m/z = 345/ 344 (Syringetin-
aglykon) noch weitere Syringetinderivate (Peak 35, 36, 38, 41, 46 und 47) zugeordnet
werden (s. Tabelle 22, S. 99). Es wurde ein Hexosid (Peak 36) in allen drei Beeren und
ein weiteres Hexosid (Peak 35) in den wilden Blaubeeren detektiert. Ebenfalls wiesen
alle drei Spezies ein Pentosid (Peak 41) und ein Desoxyhexosid (Peak 46) auf. Ein
Glucuronid (Peak 38) zeigte sich nur in V. myrtillus und V. angustifolium und ein Pen-
tosid (Peak 47) ist nur in Heidelbeeren nicht zu finden.

Tabelle 22: Laricitrin- und Syringetinverbindungen in Heidelbeeren und Blaubeeren. Die Numerie-
rung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 39 (S. 103)

Peak Verbindung Vaccinium Spezies
MS Fragmente
nr. A nay) myrtillus  angustifolium  corymbosum
o . MS?[493]: 331
18 La(‘;‘;é"zlggleg‘sogs)‘d 493 | MS* [493-331]: 316, 315, 179, X X
P 287,151
o . MS?[493]: 331
20 La(‘;‘;;"zlggeg‘s‘);)‘d 493 | MS*: [479-331]: 316, 315, 179, X X X
P 287, 151
Laricitrin- MS? [507]: 331
21 glucuronid 507 | MS*: [507-331]: 316, 179, 151, X X
(254, 358) 135
28 Laricitrinpentosid 463 MS? [463]: 330, 301 X
(226, 262, 364) MS?: [463—330]: 315, 301
Syringetinhexosid MS? [507]: 344
35 (226, 254, 357) 507 | MS*: [507-344]: 330, 331, 301, X
P 315,273
Syringetinhexosid MS? [507]: 344
36 (226,254, 357) 507 | MS*: [507-344]: 330, 331, 301, X X X
P 315,273
Syringetin- MS? [521]: 345, 331
38 glucuronid 521 | MS*: [521-345]: 330, 315 X X
(227, 255, 359)
Syringetin- MS? [477]: 344, 345
41 pentosid 477 | MS*: [477-344]: 301, 315, 273, X X X
(226, 303, 357) 330
Syringetin- MS? [491]: 345, 329
46 desoxyhexosid 491 | MS* [491-345]: 330, 315, 301, X X
(257, 351) 273, 241
Syringetin- MS? [477]: 344, 345
47 pentosid 477 | MS*: [477-344]: 301, 315, 273, X X
(228,261, 361) 330
Syringetin- MS? [549]: 344, 386, 329
48 (acetyl)-hexosid 549 | MS* [549-344]: 316, 301, 273, X
(227, 256, 359) 329
Syringetin- MS? [549]: 344, 386, 329
50 (acetyl)-hexosid 549 | MS* [549-344]: 316, 301, 273, X
(227, 256, 359) 329
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Bei Peak 18, 20, 21, und 28 handelt es sich vermutlich um Laricitrinderivate (s. Tabel-
le 22, S. 99). Sie zeigen jeweils das Aglykon m/z = 331 als Fragment. Der Neutral Loss
deutet darauf hin, dass Peak 18 und 20 Hexoside, Peak 28 ein Pentosid und Peak 21
ein Glucuronid sind. Peak 58 konnte als das Aglykon Laricitrin zugeordnet werden,
das nur in der Heidelbeere vorkommt.

Laricitrin und Syringetin gehoéren zu den weniger hédufig vorkommenden
Flavonolen, wurden aber bereits in Vaccinium myrtillus und Vaccinium uliginosum
(Rauschbeeren, dhnlich den Blaubeeren) identifiziert (Koponen et al., 2007; Latti et
al., 2010). Laut Literatur wurden in V. corymbosum Syringetin- und Laricitrin-
konjugate erstmals durch Vrhovsek et al. (2011) beschrieben. Uber das Vorkommen
in wilden Blaubeeren gibt es bislang keine Informationen.

Peak 2, 3,4, 5, 11 und 12 konnten als Myricetinglykoside zugeordnet werden (s. Ta-
belle 23, S. 100). Sie fragmentieren im MS? auf das Aglykon Myricetin (m/z = 317).
Anhand des Neutral Losses von 162 Da, 132 Da, 146 Da und 176 Da konnen Peak 2
und 4 als Hexoside, Peak 5 und 11 als Pentoside, Peak 12 als Desoxyhexosid und
Peak 3 als Glucuronid zugeordnet werden. Peak 12 wurde mittels authentischem
Standard als Myricetin-3-O-rhamnosid identifiziert. Diese Myricetinderivate sind be-
reits in der Heidelbeere identifiziert worden (Laaksonen, Sandell, & Kallio, 2010). In
den beiden Blaubeeren sind nicht alle zugeordneten Myricetinglykoside enthalten. In
V. corymbosum fehlt das Glucuronid und in V. angustifolium ein Pentosid.

Tabelle 23: Detektierte Myricetinverbindungen in Heidelbeeren und Blaubeeren. Die Numerie-
rung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 39 (S. 103)

Peak Verbindung Vaccinium Spezies
nr G ) MS Fragmente ” angusti- 5
. max myrtl us folmm corymbosum
. . MS? [479]: 316, 317, 299
2 M(yzrzlse;glh e3X5°6s)ld 479 | MS': [479-317]: 271, 179, 287, X X X
O 231, 151, 137
Myricetin-
: MS? [493]: 317
3 glucuronid 493 . . X X
(235,263, 362) MS?: [493-317]: 179, 151, 191, 137
. . MS? [479]: 316, 317
4 M(yzrzlsetzlg;lzxs";)‘d 479 | MS*: [479-316]: 271, 287, 179, X X X
» €02, 241, 151
. . MS? [449]: 316, 317
5 Mg;?g‘;ge;;‘gld 449 | MS [479-317]: 179, 151, 193, X X
» €0, 271, 137
Myricetinpentosid MS? [449]: 316, 317
1 (226,268, 366) | ¥ | MS: [449-316]: 271, 287, 242, 179 X X X
Myricetin-3-O- MS? [463]: 316, 317
12 rhamnosid 463 | MS* [463-316]: 271, 287, 242, X X X
(263, 358) 179, 316

Peak 31, 32, 34, 40, 44 und 45 konnten anhand ihrer Tochterionen m/z = 315/ 314 als
Isorhamnetinderivate eingeordnet werden (s. Tabelle 24, S. 101). Es wurden zwei
Hexoside (Peak 31 und 34), zwei Pentoside (Peak 40 und 44) und ein Desoxyhexosid
(Peak 45) detektiert. Peak 32 zeigt Mutterionen [M-H] mit m/z = 623, die auf das
Molekiilion Isorhamnetin mit m/z = 315 fragmentieren. Der Neutral Loss betrdgt 308
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Da, woraus geschlossen werden kann, dass es sich wahrscheinlich um ein
Desoxyhexosid-hexosid handelt.

Nur in den beiden Blaubeeren konnten anhand des Fragments m/z =285
(Kimpferolaglykons) die beiden Peaks 23 und 42 als Kdmpferolderivate eingeordnet
werden.

Peak 6, 7 und 9 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Anhand ihrer Absorpti-
onsmaxima (355, 358 und 355 nm) kann vermutet werden, dass es sich um Flavonole
handelt. Alle drei Peaks zeigen Tochterionen mit m/z = 329, welche die gleichen
Fragmente (m/z = 314 und 299) wie ein Quercetindimethylether aufweisen (Falcdo et
al., 2012). Anhand ihres Neutral Losses ist jedoch keine weitere Zuordnung moglich.
Daher werden die Peaks als Derivate des Quercetindimethylethers beschrieben. Da
das Vorkommen des Quercetinmethylethers Isorhamnetin bereits in Blaubeeren und
Heidelbeeren beschrieben ist, wire auch ein Dimethylether denkbar (Vrhovsek et al.,
2011). In allen drei untersuchten Beeren konnte ein solches Derivat detektiert wer-
den.

Tabelle 24: Kimpferol- und Isorhamnetinverbindungen sowie weitere Derivate in Heidelbeeren und
Blaubeeren. Die Numerierung der Peaks bezieht sich auf Abbildung 39 (S. 103)

Peak Vaccinium Spezies
r?r. Verbindung (»,,,,)) | MS Fragmente vortillis angusti- corym-
Y folium bosum
Quercetindi- MS? [509]: 329, 347, 355
6 meth(y;;;hggii“vat 09 1 M. [493-329]: 314, 329, 149 X X X
Quercetindi- MS? [509]: 329, 347, 355, 193
7 methyletherderivat | 509 | MS® [509-329]: 314, 299, 145, 167, 139 X X
(228, 358)
Quercetindi- )
: MS? [479]: 329, 325, 299, 347, 461, 149
? meth(yzl;ghgrsii”vat 479 | M [479-329]: 314, 149, 299, 197 X X X
23 Kampferolhexosid 447 MS? [447]: 284, 285, 255 X
(226, 265, 354) MS': [447-284]: 255, 227
. ISO;“G‘::S;Z““' 477 | MST[477]:314,315,301,271 < < <
(228, 355) MS?: [477-315]: 300, 287, 244
Isorhamnetin- .
32 rutinosid 623 | MS2[623]: 315,300 X
(227, 236, 354) MS3: [623-315]: 300, 272, 244, 163
Isorhamnetin- ) ]
34 hexosid 477 | MS'[477]: 314, X X X
(254, 35%) MS': [477-300]: 271, 255, 243, 151
Isorhamnetin-
40 entosid a7 | MS*[447]: 314,315, 285 X
028, 361) MS': [447-314]: 285, 271, 243, 300
42 Kanﬁ feﬁi)l_ 431 | MS [431]:285 X
(22‘(’)624065 344) MS?: [431-285]: 257, 267, 229, 213, 163
“ Isoégif;zgm' 4a7 | MS?[447:315,314, 285 X
(255, 351) MS': [447-315]: 300, 285, 271, 243
Isorhamnetin-
. MS? [461]: 314, 315, 285
45 ‘zgzgxgg’ﬁé‘; 461 | NS [461-314]: 285, 271, 243, 299 X
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Fazit

Insgesamt zeigen die Flavonolprofile der Blau- und Heidelbeeren zahlreiche Paralle-
len. Die grof3ten Unterschiede scheinen in der Verteilung der individuellen Flavonole
zu liegen. Verhiltnisse konnen jedoch auf Grund der vielen Coelutionen nicht gebil-
det werden, da dass eine Basislinientrennung der einzelnen Verbindungen erfordert.
Als einzige Moglichkeit bleibt folglich die An- oder Abwesenheit einzelner Verbin-
dungen. Hierbei kdnnte Rutin eine mogliche Unterscheidung darstellen. Zu diesem
Zweck miisste allerdings dieser Unterschied noch in weiteren Studien bestitigt wer-
den, da bisher durchgefiihrte Untersuchungen gegensitzlich Ergebnisse gezeigt ha-
ben. Eine weitere Chance zur Differenzierung von Blaubeeren zu Heidelbeeren stel-
len Peak 24 und 25 (Quercetin-(malonyl)-hexoside) dar. Das Fehlen von
Quercetinglucuronid in V. corymbosum, im Gegensatz zu V. angustifolium, stellt eben-
falls eine Unterscheidungsmoglichkeit dar, jedoch miissen zur Bestdtigung weitere
Sorten untersucht werden, da Variationen bei den individuellen Flavonolen auftreten
konnen. Dies wurde in einer Studie von Vrhovsek et al. (2011) demonstriert. In der
Untersuchung wiesen verschiedene Sorten von Kulturblaubeeren variable
prozentuale Anteile an den sechs unterschiedlichen Flavonolagylka sowie sechs
Glykosiden auf. Einheitlich wurde in allen der Genotypen Quercetin als das am
haufigsten vorkommende Flavonol bestimmt, was sich auch in diesen
Untersuchungen bestdtigte.

102



Ergebnisse und Diskussion

180 1~
16

150 + 13

120 +

Absorption [mAU]

90 -

30 -

V. myrtillus

55

240 - 1315/16
210 A

180 -

Absorption [mA U]

150 -
120 A
90 -

60 -

i 12 ,\7 12
30 \3J\l9“v/

(=)

RT [min]

V. angustifolium

55

65

180 ~

150 -

Absorption [mAU]

120 A 13

30 -

105
RT Iminl

30 V. corymbosum

40+41 45

RT [min]

Abbildung 39: HPLC-Chromatogramme bei 360 nm der Methanolextrakte von Heidelbeeren, wilden
Blaubeeren und Kulturblaubeeren. Die Peaknumerierung bezieht sich auf Tabelle 21-24 (S. 98-101)
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Andenheidelbeere

Abbildung 40 zeigt ein Chromatogramm von V. floribundum. Mittels authentischen
Standards konnten Quercetin (Peak 14) und Quercetin-3-O-glucosid (Peak 2) identi-
fiziert werden. Bei dem zweiten Hexosid (Peak 1) handelt es sich nach Vergleich mit
den Daten der anderen  Vaccinium-Spezies wahrscheinlich um  das
Quercetingalactosid. Es ist im Profil als der grofte Peak zu erkennen. Insgesamt
wurden vier Pentosiden (Peak 4, 5, 7 und 8) und ein Desoxyhexosid (Peak 9) detek-
tiert. Zusédtzlich konnte Peak 3 mit Mutterionen [M-H] mit m/z=595 als ein
Quercetinhexosidpentosid zugeordnet werden.
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Abbildung 40: HPLC-Chromatogramm bei 360 nm eines Methanolextrakte von Andenheidelbeeren.
Die Numerierung der Peaks bezieht sich auf Tabelle 25 (S. 105)

Peak 13 zeigt Mutterionen [M-H] mit m/z = 591 und Fragmente m/z = 447, 489, 529
und 301. Vasco et al. (2009) beschreiben ein Quercetinderivat mit Molekiilionen
[M+H]" mit m/z = 593, mit analoger Fragmentierung zu Peak 13, jedoch im positiven
Ionisierungsmodus. Eine Verbindung mit diesem Fragmentierungsmuster bei nega-
tiver lonisierung konnte bereits in Preiselbeeren als Quercetin-(hydroxy-
metylglurayl)-rhamnosid identifiziert werden (Ek, Kartimo, Matilla, & Tollonen,
2006). Das bestidtigt auch der Vergleich mit den hier untersuchten Preiselbeeren. Peak
13 kann folglich als ein Quercetin-( hydroxymetylglurayl)-rhamnosid beschrieben
werden.

Peak 11 weist lonen [M-H] mit m/z = 577 und Fragmenten m/z = 433, 475, 301 und
515 auf, wobei der Neutral Loss wie bei Peak 13 ebenfalls 144 Da betrdagt, was der
Masse eines Hydroxymethylglutaryl-Rests entspricht. Der Peak kann folglich als ein
Quercetin-(hydroxymethylglutaryl)-pentosid beschrieben werden.
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Tabelle 25: Massenspektrometrische Daten der in Andenheidelbeeren detektierten Verbindungen.
Die Peaknumerierung bezieht sich auf Abbildung 40 (S. 104)

;e::lk EnTi“] Verbindung M max [M-H]" | Fragmente

1 72,53 | Quercetingalactosid | 223,256,354 | 463 ﬁg:[f‘fé]:_;gh: 10, 151193, 257

2 76,15 | Quercetinglucosid | 227,257,354 | 463 ﬁg:[f‘fé]:_;gh: 10, 151193, 257
e e e WIS

4 79,15 | Quercetinpentosid | 226,256,352 | 433 ﬁg:[f‘f;;:_;gi]: 10,151 193, 257

5 81,35 | Quercetinpentosid | 227,256,355 | 433 ﬁg:[f‘f;;:_;gi]z 10,151 193,257

6 82,74 | Kimpferolhexosid | 226,267,353 | 447 xgzz[ﬁ‘@]jz‘s‘iff;, 267,197,156

7 84,90 | Quercetinpentosid | 229,257,352 | 433 xg:[?j’g_;gh: 10,151, 195, 257

8 86,45 | Quercetinpentosid | 225,258,351 | 433 ﬁg:[f‘f;;:_;gh: 10,151 195,257

’ 883 dQ:sir;;}ltligosid 229,257, 348 a7 ﬁgz[fﬂg:—;gi]: 179, 151, 193, 257

10 92,81 | Kimpferolpentosid | 227,257,353 | 417 ﬁg:[ﬂ]ﬁﬁ;; 257,229,215, 107, 163
2 e SO | WS

. w24 gjsrgzyf;rg;sid 260,352 1 ﬁgjz[ffsll]ﬁzi]: 257,229,213,197, 163
13 97,34 giize;is?(i(HMG)- 28,257,349 | o1 522:[559911]:113%:4?& 529,301

HMG = Hydroxymethylglutaryl

Kémpferole (Peak 6, 10, 12 und 15) treten im Chromatogramm als
Minorkomponenten auf. Begriindet durch den Neutral Loss, konnten diese als ein
Hexosid (Peak 6), ein Pentosid (Peak 10), ein Desoxyhexosid (Peak 12) und ein
Kéampferol-(hydroxymethylglutaryl)-desoxyhexosid benannt werden. Es wurden
keine Myricetine gefunden.

Die Andenheidelbeere weist im Vergleich zu den Heidel- und Blaubeeren ein ande-
res Profil auf, wobei auch die Anzahl der Flavonole wesentlich geringer ist. Hinge-
gen zeigen die Flavonolprofile der européische Heidelbeere und der wilden Blaubee-
re miteinander groBe Ahnlichkeiten, obwohl sie auch verschiedenen Subgenera an-
gehoren. Als ein entscheidender Einflussfaktor auf die Profile konnte folglich auch
hier der Standort sein. In den Anden herrschen durch die Hochlage besondere Um-
weltbedingungen, die weder in Nordamerika noch Europa so vorzufinden sind. Das
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Flavonolmuster der Andenheidelbeere gleicht mehr dem der Vaccinium meridonale
Swartz, einer Blaubeere, welche in den kolumbianischen Anden und somit unter dhn-
lichen Umweltbedingungen wéchst (Garzon et al., 2010).

Interessanterweise konnte auch festgestellt werden, dass das Flavonolprofil der
Andenheidelbeeren dem der Preiselbeeren &dhnelt. Beide Beeren weisen sowohl
Quercetine und Kédmpferole, aber keine Myricetine auf.

Vasco et al. (2009) haben in ihrer Studie zwei Myricetinpentoside, sechs Quercetin-
glykoside, ein Quercetinderivat sowie das Aglykon Quercetin detektiert. Angaben zu
den verkniipften Zuckern gibt es jedoch keine.

In der vorliegenden Arbeit konnten fiinf weitere Flavonole detektiert werden, wobei
keine Myricetinverbindungen, jedoch Kdmperole detektiert wurden. Des Weiteren
konnten einige der Quercetinverbindungen genauer beschrieben werden.

244 Profile der Phenolcarbonsiuren und Cumaroyliridoidglykoside von Heidelbee-
ren und Blaubeeren

Phenolcarbonsauren:

Blaubeeren enthalten 85 mg/ 100 g (FG) und Heidelbeeren 40-51 mg/ 100 g (FG)
(Mattila et al., 2006). Insbesondere in Blaubeeren (V. corymbosum) tragen phenolische
Séduren einen hohen Anteil zu den phenolischen Verbindungen bei (Taruscio et al.,
2004). Das ist auf ithren hohen Gehalt an Chlorogensduren (0,5-2 g/ kg) zuriickzufiih-
ren. Sie weisen aber auch geringe Mengen (ca. 0,06 mg/ kg) an anderen Konjugaten
(vorwiegend Glykoside) auf (Clifford, 1999).

Abbildung 42 (S. 110) zeigt die HPLC-Chromatogramme der Beeren-Extrakte bei 310
nm. In Tabelle 26 (S. 111) befinden sich die dazugehdrigen massenspektrometrischen
Daten. Insgesamt wurden 31 unterschiedliche Derivate phenolischer Sduren zuge-
ordnet. In V. corymbosum konnten mit 21 die meisten Peaks detektiert werden. In V.
angustifolium wurden 10, in V. myrtillus 14 und in V. floribundum 19 Verbindungen
zugeordnet.

Aus wie bereits im Abschnitt zur Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere genannten
Griinden der Uniibersichtlichkeit im Chromatogramm duch die Vielzahl an Verbin-
dungen, wird zur Detektion der Hydroxybenzoesduren ebenfalls kein Chromatog-
ramm bei 280 nm gezeigt.

Hydroxybenzoesiuren

Peak 1 konnte mittels authentischem Standard als Protocatechusdure identifiziert
werden. Peak 2 und 3 sind vermutlich Glykoside der Sdure. Als weiterer Vertreter
unter den Hydroxybenzoesduren konnte mit Peak 26 ein Vanillinsdurederivat ver-
mutet werden, weil sein UV-Spektrum dem der Protocatechusdure dhnlich ist. Die
Molekiilionen [M-H] mit m/z =333 zeigen ein Fragment m/z = 167, welches
decarboxyliert (m/z = 123). Es konnte sich folglich um ein Vanillinsdureanion han-
deln. Der Neutral Loss von 166 Da kann jedoch nicht zugeordnet werden.
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Hydroxyzimtsiuren

Die Peaks 5, 16, 17 und 19 konnen als Chlorogen-
sdure-Isomere (CQA) beschriecben werden. Mittels
eines authentischen Standards konnte Peak 16 als
5-CQA identifiziert werden und ist in allen Beeren
die Hauptverbindung unter den Derivaten der
phenolischen Sduren. Die anderen Peaks zeigen
jeweils ein identisches UV-Maximum bei 325 nm 3-CQA: R3 = Kaffesaure; R4 =R5 = H
und eine fiir CQA typische Fragmentierung im 4-CQA: R4 = Kaffesdure; R3 = RS = H

. . . 5-CQA: R5 = Kaffesdure; R3=R4=H
MS. Die verschiedenen Stellungsisomere der
Kaffeoylchinasdure (s. Abbildung 41) kdnnen iiber Abbildung 41: Tsomere der
des Fragmentierungsmuster im MS zugeordnet Kaffeoylchinasiure
werden (Clifford et al.,, 2003). Anhand der MS-
Detektion konnte festgestellt werden, dass die relative Intensitidt der Fragmente von
der Position der Esterbindung der Chinasdure mit der Kaffeesdure abhéngt. Zeigt die
Chlorogensiure ein Hauptfragment mit m/z = 191 ((M-H-kaffeoyl]), kann daraus ge-
schlossen werden, dass eine 3-OH- oder eine 5-OH-Verkniipfung der Kaffeesdure
vorliegt. Anhand der relativen Intensitdt des Peaks mit m/z = 179 ([M-H-Chinasdure]
) kann dann zwischen 3-CQA und 5-CQA unterschieden werden. Bei einer 3-OH-
Verkniipfung liegt die relative Intensitidt des Peaks m/z = 179 ungefdhr bei 50%, wo-
hingegen bei einer 5-OH-Verkniipfung nur ein schwaches Signal mit einer relativen
Intensitdt von ca. 5% zu sehen ist. Fragmente mit m/z = 173 ((M-H-H,0]) deuten auf
4-CQA hin. Anhand dieser Informationen handelt es sich bei Peak 5 vermutlich um
3-CQA, bei Peak 16 und 19 um 5-CQA und bei Peak 17 um 4-CQA. Mit Hilfe der Re-
tentionszeiten kann zwischen den cis- und trans-Isomeren der beiden 5-CQA unter-
schieden werden. Da das cis-Isomer der 5-CQA hydrophober als das trans-Isomer ist,
handelt es sich bei Peak 16 vermutlich um die cis-Form und bei Peak 19 um die trans-
Form (Clifford et al., 2008). Bei der 3-CQA und der 4-CQA hingegen ist die trans-
Form hydrophober, woraus ein umgekehrtes Retentionsverhalten resultiert. Um ein
Derivat einer Chlorogensdure handelt es sich vermutlich auch bei Peak 22, bei dem
aus den Mutterionen [M-H] mit m/z = 526 Fragmente m/z = 353, 173 und 191 resul-
tieren.

Peak 7, 12, 14 und 30 zeigen Mutterionen [M-H] mit m/z = 515, die als Isomere der
Dikaffeoylchinasdure (DiCQA) zugeordnet werden konnen. Basierend auf den
Fragmenten kann nach dem Schema von Clifford et al. (2005) auch die Verkniipfung
der DiCQA-Isomere ermittelt werden. Peak 7 weist das grofite Fragment mit m/z =
353 auf und ein kleineres mit m/z = 191. Im MS’ entstehen die beiden Tochterionen
m/z = 191 und 179, so dass eine 1,5-Verkniipfung vermutet werden kann. Peak 12
zeigt mit m/z = 353 das Fragment mit der hochsten Intensitdt und mit geringer Inten-
sitit weitere Fragmente m/z = 335, 299, 255 und 191. Im MS’ entstehen Ionen mit
m/z 191, 179, 135 und 173, woraus insgesamt auf eine 3,4-Verkniipfung geschlossen
werden kann. Peak 14 zeigt die gleiche Fragmentierung wie Peak 7 und Peak 30 wie
Peak 12, weshalb daraus geschlossen werden kann, dass es sich um weitere Stereo-
isomere mit 1,5- und 3,4- Verkniipfung handelt.
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Neben der freien Kaffeesdure konnten iiberdies zwei Kaffeesdurehexoside fiir Peak 9
und 13 zugeordnet werden. Es wurden in allen Beeren beide Kaffeesdureglykoside
gefunden, wobei sich Peak 13 als zweitgrofter Peak im Profil der Heidelbeeren zeigt.

Peak 23 hat Mutterionen [M-H] mit m/z = 335 und Fragmente m/z =179, 135 und 161,
wobei es sich vermutlich um Kaffeoylshikimisdure handelt. Das stimmt mit den in
der Literatur genannten Daten iiberein (Hokkanen et al., 2009).

Zusitzlich zur freien Cumarsidure (Peak 20) wurden Peak 8, 11, 29 und 31 als
Cumarsdurederivate eingeordnet. Bei Peak 8 handelt es sich vermutlich um ein
Essigsdureaddukt eines Cumarsidurehexosids. Die Mutterionen [M-H] mit m/z = 385,
zerfallen im MS? auflonen mit m/z = 325, woraus auf Grund des Neutral Loss von 60
Da die Adduktbildung mit Essigsdure geschlossen werden kann. Nach einem weite-
ren Neutral Loss von 162 Da entsteht das Cumarsidureanion (m/z = 163). Bei Peak 11
handelt es sich vermutlich um die 5-Cumaroylchinasdure (5-CoQA), was durch ein
Fragment m/z = 163 mit groBter Intensitdt und einem kleinen mit m/z = 191 angezeigt
wird (Clifford et al., 2003). Juandjur et al. (2012) beschreiben in Heidelbeeren eben-
falls als einziges Cumaroylchinasdure-Isomer die 5-CoQA.

Peak 28 zeigt Mutterionen [M-H] mit m/z = 433 und Tochterionen mit m/z = 323, 161,
221, 179 und 203. Peak 29 weist lonen [M-H]| mit m/z = 417, sowie Fragmente mit
m/ z = 307, 145 und 163 auf. Beide Verbindungen kénnen in Ubereinstimmung mit
Hokkanen et al. (2009) als ein Kaffeoylhexose-Hydroxyphenol wund ein
Cumaroylhexose-Hydroxyphenol beschrieben werden. Diese Verbindungen wurden
in Bldttern von Hybriden der Heidelbeere identifiziert. In diesen Untersuchungen
konnten die beiden Verbindungen nur in der Andenheidelbeere detektiert werden
(s. Abbildung 42, S. 110).

Als einzige zeigt V. corymbosum Peak 31 mit Molekiilionen [M-H] mit m/z = 499 und
Fragmenten mit m/z = 337, 353, 163 und 173. Nach Vergleich mit der Literatur kann
diese Verbindung als eine 3-Kaffeoyl-4-cumaroylchinasdure benannt werden
(Clifford et al., 2006).

Neben freier Ferulasdure konnten in den Profilen der Beeren auch unterschiedliche
Derivate detektiert werden. Darunter lieBen sich ein Ferulasdurehexosid (Peak 18)
und zwei Isomere der Feruloylchinasdure (FQA) vermuten. Die beide FQA-Isomere
(Peak 24 und 27) haben ein Hauptfragment mit m/z = 191. Deshalb kdnnen sie nach
dem Schema von Clifford et al. (2003) als trans- und cis-5-FQA zugeordnet werden.

Fazit

Insgesamt weisen die Profile der Beeren bei den Phenolcarbonsduren Unterschiede
auf. Insbesondere sind die verschieden groen 5-Chlorogenséure-Peaks in den Profi-
len auffillig. Isomere der Chlorogensdure sind die Hauptverbindungen in Blaubee-
ren, was mit den Literaturdaten iibereinstimmt (Gavrilova et al., 2011). In
V. corymbosum wurden alle der vier hier beschrieben Isomere detektiert. In der
Andenheidelbeere konnten zwei und in den restlichen Beeren nur die cis-5-CQA ge-
funden werden.
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Die einzelnen Vaccinium-Spezies weisen sehr unterschiedliche Konzentrationen an
Chlorogensduren auf. Kulturblaubeeren sind mit 532,3 + 15,7 mg/ 100 g FG die
reichhaltigste Quelle. Wilde Blaubeeren haben 175,6 £ 1,0 mg/ 100 g FG und liegen
ein wenig hoher als Heidelbeeren mit 78,7 = 0,9 -112 + 1,8 mg/ 100 g FG.
Andenheidelbeeren haben mit 11,4 +£ 0,4 mg/ 100 g FG die niedrigsten Gehalte. Auch
andere Verbindungen der Kaffeesdure, wie Dikaffeoylchinasduren, sind insbesonde-
re in den Kulturblaubeeren vorherrschend. Im Gegensatz zu Blaubeeren mit vier
Isomeren wurde in Heidelbeeren keines der Isomere detektiert. In Heidelbeeren be-
findet sich als eine zweite dominante Verbindung ein Kaffeesdurehexosid (Peak 13),
das in allen anderen Beeren als ein deutlich kleinerer Peak zu sehen ist.

In Andenheidelbeeren sind von Vasco et al. (2009) bereits einige
Hydroxyzimsdurederivate beschrieben worden. In der Studie sind ebenfalls zwei
Chlorogensédure-Isomere sowie Derivate von p-Cumarsiure, Ferulasdure und Kaffee-
sdure aufgefiihrt. Einige der hier zugeordneten Verbindungen wurden jedoch von
Vasco et al. (2009) nicht genannt, wie z.B. Ferulasdurehexosid, Dikaffeoylchinasidure
sowie das Cumaroylhexose- und das Kaffeoylhexose-hydroxyphenol.
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Abbildung 42: HPLC-Chromatogramme bei 310 nm der Methanolextrakte von Blau- und Heidelbee-
ren. Die Peaknumerierung bezieht sich auf Tabelle 26 (S. 111)
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Tabelle 26: Massenspektrometrische Daten der detektierten Phenolcarbonsduren in Blau- und Heidel-
beeren. Die Peaknumerierung bezieht sich auf Abbildung 42 (S. 110)

P;?_T( [rl:i];] Verbindung A max [M-HJ Fragmente
1 11,94 Protocatechusdure 224,260, 295 153 MS?[153]: 109
2 12,61 Protocatechusdure- - 315 MS? [315]: 153, 165
hexosid MS?: [315—453]: 123
3 16,13 Protocatechusdure- 224,254,291 | 315 MS? [315]: 153, 165
hexosid MS?: [315—453]: 123
4 16,74 Unbekannt 226,273 461 MS? [461]: 351, 323, 247
MS? [461-351]: 323, 307, 247, 219, 193
5 18,29 3-CQA 228,325 353 MS?[353]: 191, 179, 135
MS? [353—491]: 127, 173, 85, 191, 93
6 18,72 Chinasdurederivat 234, 320 369 MS? [369]: 191
MS® [369—491]: 127, 173, 85, 191, 93
7 21,86 Dikaffeoylchinasidure 225,297 515 MS?[515]: 353, 191, 335
MS?: [515-353]: 191, 179
8 21,86 Cumarsiurehexosid 385 MS? [385]: 325
MS?*: [385-325]: 163
9 22,43 Kaffeesdurehexosid 234,290,318 | 341 MS?[341]: 179, 191, 119
MS*: [341—479]: 135
10 22,43 unbekannt 371 MS? [371]: 209, 149, 343
MS*: [371-209]: 149
11 23,93 Cumaroylchinasédure 311 337 MS?[337]: 163, 191
MS?*: [337—463]: 119
12 26,79 Dikaffeoylchinasdure 225,297,327 | 515 MS? [515]: 353, 395, 437, 191
MS?*: [515-853]: 191, 179, 135
13 27,47 Kaffeesdurehexosid 233,313 341 MS? [341]: 179, 135
MS*: [341—479]: 135
14 27,89 Dikaffeoylchinasdure - 515 MS? [515]: 335, 353, 191, 395
MS*: [515-323]: 161, 133, 179
15 28,37 Kaffeesdure 297, 323 179 -
16 29,19 cis-5-CQA 239, 328 706/ 35 | MS?[353]: 191, 179, 135
3 MS* [353—91]: 127, 173, 85, 191, 93
17 32,09 4-CQA 245, 327 353 MS?[353]: 173, 191, 179, 135
MS* [353—91]: 127, 173, 85, 191, 93
18 36,31 Ferulasdure-hexosid 240, 328 355 MS? [355]: 193,217, 175
MS*: [355—493]: 134, 149, 178
19 38,38 trans-5-CQA 240, 313 353 MS$?[353]: 191, 179
MS*: [353—491]: 127, 173, 85, 191, 93
20 42,16 p-Cumarsdure 227,311 163 -
21 42,44 Anthocyan 227,327,578 | 496 -
22 46,56 5-CQA-derivat 245, 327 527 MS? [526]: 353, 173, 191, 467
MS?*: [526—353]: 191
23 47,52 Kaffeoylshikimisdure 228,298,325 | 335 MS?[335]: 179, 135, 161
MS?: [335—479]: 135
24 50,61 trans- 298, 324 367 MS$?[367]: 191, 173
Feruloylchinasdure MS?: [367—491]: 127, 173, 85, 191, 93
25 53,82 Ferulasdure 227,311 193 -
26 56,34 Vanillinsdurederivat 226,265,302 | 333 MS$?[333]: 167, 193, 207, 125
MS3: [333—467]: 123, 81, 125
27 61,88 cis-Feruloylchinasdure 225,298,327 | 367 MS?[367]: 179, 135, 191

MS®: [367—479]: 135
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28 70,77 Caffeoylhexose- 245,297,326 | 433 MS?[433]: 323, 161, 221, 179, 203
hydroxyphenol MS?: [433-323]: 179, 221, 263, 161, 135
29 84,04 Cumaroylhexose- 226,312 417 MS? [417]: 307, 145, 163
hydroxyphenol MS?*: [417-307]: 145, 163, 187,247, 119
30 85,34 Dikaffeoylchinasdure 239,298,326 | 515 MS? [515]: 353, 335, 191
MS?: [515-353]: 191, 179, 135
31 92,68 3-Kaffeoyl-4- 317 499 MS? [499]: 337, 353, 163,
Cumaroylchinasiure MS?: [499-337]: 163, 173, 191, 119

Cumaroyliridoidglykoside

Hokkanen et al. (2009) identifizierten in den Bldttern von V. myrtillus und V. vitis-
idaea Cumaroylmonotropein und zeigten das Fragmentierungsmuster im positiven
Ionisierungsmodus auf. Im negativen Modus ist die Fragmentierung analog.
Montropein bildet Molekiilionen [M-H] mit m/z =535, wohingegen das 6,7-
Dihydromonotropein Molekiilionen [M—H] mit m/z = 537 bildet. Im MS konnte nach
Abspaltung der Cumarsédure (Fragment m/z 163) und des Zuckers das Fragment des
Iridoids von Monotropein (m/z = 330), bzw. Dihydromonotropein (m/z = 328) gefun-
den werden. Weitere Fragmente entstechen durch Wasserabspaltung und
Decarboxylierung (s. Abbildung 43).

@ COOH
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H|— COOH COOH
X X
(¢] o
[¢] < HO o
-Cumarséure —Glucos1d OH oy
HO [e] HO
° HO oH m/z 375
HO -C0y/3
HO OH [M-H] =m/z 537 \L -co,
m/z 373 Cumaroyl-6,7-dihydromonotropein
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H'| 0
o
—Cumar— OH  on
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COOH H COOH m/z 168 -H,0
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OH
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m/z 211 m/z 193 m/z 149 HO m/z 313

Abbildung 43: Vorgeschlagener Fragmentierungsweg des Cumaroyl-6,7-dihydromonotropeins im
negativen lonisierungsmodus in der Ionenfalle (modifiziert nach Hokkanen et al. (2009)). Das
Cumaroylmonotropein fragmentiert analog

Durch die gebundene Cumarsédure zeigen die Iridoide eine gute UV-Absorption auf.
IThr Maximum liegt wie bei den Phenolcarbonsiduren bei 311 nm. Eine Unterschei-
dung mit Hilfe der UV-Detektion ist neben der MS-Detektion somit gut moglich
(s. Abbildung 44, S. 113).
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Abbildung 44: Vergleich der Chromatogramme von Blau- und Heidelbeeren bei 310 nm im Hinblick
aufdas Cumaroylirid oid

In Heidelbeeren (V. myrtillus) wurden jeweils beide Stereoisomere (cis und trans) der
Cumaroyliridoidglykoside gefunden. In allen untersuchten Blaubeeren (V.
angustifolium und V. corymbosum) und auch in Andenheidelbeeren (V. floribundum)
konnten keine Cumaroyliridoidglykosid detektiert werden. Dies wére somit eine gu-
te Moglichkeit zur Unterscheidung von européischen Heidelbeeren zu Blaubeeren
(V. corymbosum und V. angustifolium).
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2.5 Priifung der Authentizitit verschiedener Cranberryprodukte aus dem
Handel

Teile der Ergebnisse dieser Arbeit fithrten zur Fallung eines Gerichtsurteils des Ober-
landesgerichtes in Celle (siche Anhang, S. 158) zum Thema Authentizitdt von Cran-
berryprodukten. Demnach liegt eine Irrefiihrung des Verbrauchers vor, wenn Pro-
dukte aus z.B. Moosbeere oder anderen Vaccinium-Spezies falschlicherweise als
Cranberryprodukte verkauft und beworben werden. Es kann ein Ordnungsgeld von
bis zu 250.000 Euro gefordert werden (Celle, 2012). Um eine Uberpriifung von Cran-
berryprodukten auf dem Markt zu gewédhrleisten, bedarf es folglich einer Methode
die sich fiir die unterschiedlichen Produkte eignet.

Aufgrund der gesundheitlichen Aspekte und wegen der Einzigartigkeit der Verbin-
dungen, wurde als Unterscheidungsmerkmal das Profil der A-Typ-Procyanidin-
trimere ausgewdhlt. In nicht eindeutigen Féllen wurden zusédtzlich weitere Parameter
wie z.B. die Anthocyane betrachtet. In einer wissenschaftlichen Abschlussarbeit von
Propson (2012) wurden 77 unterschiedliche Cranberryprodukte aus dem Handel
(auch aus dem européischen Ausland) nach der in dieser Arbeit entwickelten Me-
thode zur Priifung der Authentizitdt (Jungfer, et al., 2012) untersucht. Hierbei wur-
den Muttersifte, Nektare, Fruchtsaftgetrdnke, Smoothies, Nahrungsergdnzungsmit-
tel, Misliriegel, Studentenfutter, Konfitiiren, Gelees, Fruchtaufstriche, Saucen, einge-
legte Beeren und getrocknete Cranberrys analysiert (siche Anhang A7, S. 162).

Fruchtsifte, Fruchtsaftgetrinke, Smoothies und Sirupe:

Insgesamt wurden 9 Mutterséfte, 6 reine Cranberrynektare, 8 unterschiedliche Mehr-
fruchtsifte bzw. Nektare, 7 Fruchtsaftgetrinke oder Ahnliches und 2 Smoothies un-
tersucht. (Anzahl 30)

Bei den Fruchtsidften bedarf es keiner vorherigen Extraktion, sie miissen lediglich ei-
ner SPE unterzogen werden, wie sie in Abschnitt 3.3.2 (S. 122 ff.) beschrieben wurde.
Es wurden nicht nur Muttersidfte und reine Fruchtséfte, bzw. Nektare aus Cranberry,
sondern auch Mischungen mit anderen Fruchtsiften wie z.B. Apfel, Traube oder
Granatapfel, untersucht und gepriift, ob eine Zuordnung anhand des Profils der sel-
ten vorkommenden A-Typ-Trimere moglich ist. Dabei muss ausgeschlossen werden
konnen, dass die anderen Sdfte der Mischung ebenfalls diese Trimere enthalten oder
aufgrund anderer Interferenzen eine Priifung der Authentizitit mittels dieser Para-
meter nicht moglich ist. In Abbildung 45 (S. 115) sind die im MS erhaltenen Chroma-
togramme der SPE-Eluate der unterschiedlichen Fruchtsaftmischungen dargestellt.
Auch in komplizierten Matrizes wie z.B. Granatapfel ist deutlich der Zusatz von
Cranberry erkennbar, da die A-Typ-Trimere in den anderen Komponenten nicht ent-
halten sind (s. Anhang Abbildung 52, S. 177).
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In einer Mischung aus Cranberry und Preiselbeere ist eine Zuordnung beider Friichte
schwer moglich, da die Beeren viele Gemeinsamkeiten in ithrem Profil der Trimere
aufweisen. Deshalb wird zur Bestdtigung der Zuordnung ein weiterer Parameter zur
Authentizititsbestimmung  herangezogen. [Eine  Absicherung bietet das
Anthocyanprofil, da das der Cranberry und der Preiselbeere deutliche Unterschiede
zeigt (s. Abschnitt 2.3.2, S. 64 ft.).
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Abbildung 45: MS-Chromatogramme (Base Peak) sowie die Massenspur m/z = 863 der unterschiedli-
chen Fruchtsaftmischungen

Cranberrysaftkonzentrationen:

Da oftmals die Cranberry in Fruchtsaftmischungen nur zu einem kleinen Anteil ent-
halten ist, wurde auch iiberpriift, in welchen Konzentrationen die Authentizitdt des
Cranberrysaftes in einer Mischung noch nachweisbar ist. Bei den reinen
Cranberrynektaren liegt der Fruchtsaftgehalt meist bei 25 oder 30% (selten 40%). Bei
diesen Konzentrationen ist die Cranberry deutlich zu erkennen. In Mischungen mit
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anderen Sdften oder auch in Fruchtsaftgetrinken kann der Gehalt jedoch deutlich
niedriger sein. Die geringste Angabe betrug 4%. Neben den gering konzentrierten
Handelsproben wurde ein Cranberrymuttersaft auf 1% verdiinnt, wobei es dennoch
gelungen ist auch hier das Procyanidintrimerprofil der Cranberry wiederzuerken-
nen.

Eine Authentizitdtsbestimmung von Sirupen anhand von Polyphenolprofilen ist
oftmals nicht moglich, da diese keine phenolischen Verbindungen enthalten, sondern
lediglich ihren Geschmack durch Aromastoffe bekommen. Auch in den aus Cranber-
rys hergestellten Sirupen konnten kaum phenolische Inhaltstoffe detektiert werden,
was vermutlich aus dem Herstellungsprozess resultiert.

Getrocknete und eingelegte Cranberrys:

Bei der Bestimmung der Authentizitit von getrockneten und eingelegten Cranberrys
bieten die Luftkammern der Cranberry ein optisch eindeutiges Identifizierungs-
merkmal. Weder die Moosbeere noch die Preiselbeere haben Luftkammern. Bei zer-
kleinerten getrockneten Cranberrys, wie z.B. in Miisli, Miisliriegeln oder Studenten-
futter, ist dies jedoch nicht immer eindeutig zu erkennen. Auch fiir diese Matrix
konnte die Methode erfolgreich angewendet werden.

Nahrungserginzungsmittel:

Die Schwierigkeit bei der Untersuchung von Nahrungsergdnzungsmitteln ist die
Matrix, da viele Hilfs- und Tragerstoffe sowie zusétzliche Inhaltsstoffe wie z.B. Kiir-
bisextrakt eingesetzt werden, die die Chromatographie erschweren. Nahrungsergéin-
zungsmittel werden in der Regel aus Cranberryextrakt hergestellt und es bleibt un-
klar, wie dabei vorgegangen wurde und ob dieser aus Reststoffen wie z.B. Trester
hergestellt wurde. Weiterhin unklar ist der enthaltene Procyanidinanteil, weil dieser
oft nicht angegeben ist, da es noch keine genaue Dosierungsempfehlung gibt. Um
auch die Herstellung aus Reststoffen zu beriicksichtigen, wurde ebenfalls das Muster
der Trimere in Cranberrytrester untersucht und es konnte das charakteristische Profil
erkannt werden.

Bei der Probenaufarbeitung wurde je nach Art der Kapseln und Darreichungsform
(Pulver) unterschiedlich vorgegangen. Insgesamt wurden 10 verschiedene Produkte
untersucht und auch hier kann mit Hilfe der entwickelten Methode eindeutig die
Cranberry zugeordnet werden. In zwei der Proben konnten keine A-Typ-Trimere ge-
funden werden, so dass unklar ist, ob iiberhaupt ein Vaccinium-Extrakt verwendet
wurde. Ein Verlust der Trimere wéihrend der Probenaufarbeitung kann hierbei aus-
geschlossen werden, da bei identischer Matrix und gleicher Darreichungsform eine
Zuordnung eindeutig moglich war. Ein interessanter Aspekt hierbei ist die Herstel-
lung der Nahrungsergdnzungsmittel. Auf der Verpackung sind unterschiedliche
Ausgangsprodukte, wie Saftpulver, Cranberryextrakt oder —konzentrat angegeben,
so dass der Herstellungsprozess eine mogliche Ursache fiir das Fehlen der Procyani-
dine sein konnte. Dennoch gibt es begriindete Zweifel an der Authentizitdt der bei-
den Nahrungsergidnzungsmittel und im Vergleich zu den anderen Produkten ist ihr
Einsatz in der Privention gegen Harnwegserkrankungen fragwiirdig.
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Authentizitit der Handelsprodukte:

Tabelle 27 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der untersuchten Handelspro-
ben. Von den insgesamt 77 untersuchten Proben wurden fiinf als nicht authentisch
getestet. Darunter waren ein Fruchtsaftgetrdnk, ein Fruchtaufstrich und eingelegte
Cranberrys. Es konnte eindeutig die Verwendung von Moosbeeren nachgewiesen
werden. Zudem sind zwei der Nahrungsergdnzungsmittel fragwiirdig, da keine A-
Typ-verkniipften Trimere detektiert wurden.

Zwei der sieben polnischen Proben konnten als Moosbeere identifiziert werden. Eine
davon ist auch mit dem lateinischen Namen Oxycoccus Palustris als diese gekenn-
zeichnet. Die anderen Produkte sind mit der Bezeichnung Zurawina gekennzeichnet.
Jedoch ist unklar wie die Ubersetzung lautet. Es kann damit sowohl Cranberry,
Moosbeere als auch Preiselbeere gemeint sein. Vier weitere Produkte, ebenfalls mit
der Bezeichnung Zurawina, wurden als Cranberry identifiziert. In einem der Sirupe
konnten keine phenolischen Verbindungen detektiert werden, da vermutlich nur
Aroma enthalten ist. Die Namensgebung bleibt folglich noch ein ungekliartes Prob-
lem und es besteht auch in anderen Landern ein Kldrungsbedarf.

Trotz der oftmals schwierigen Matrix der unterschiedlichen Produkte (s. Zutaten in
Probenliste Anhang, S. 162 ff.), konnte diese Methode bei den verschiedenen Erzeug-
nissen erfolgreich angewendet werden. Vor allem sollte zukiinftig ein besonderes
Augenmerk auf die Nahrungsergdnzungsmittel gelegt werden, da sie explizit zur
Pravention von Harnwegserkrankungen verzehrt werden und hier die Authentizitit
fiir den therapeutischen Nutzen ausschlaggebend ist.

Tabelle 27: Zusammenfassung der Ergebnisse der untersuchten Handelsproben

Untersuchte Produkte (Anzahl) Authentisch | Nicht authentisch

Muttersifte (9)

Mehrfruchtsaft/ -nektar (9)

Nektar, nur Cranberry (7)

Fruchtsaftgetriank (7)

Smoothie(2)

Sirup (3)

Q| W N Q] 3 o »
[

Eingelegte Beeren (6)

Getrocknete Beeren, Studentenfutter und | 15 -

Miisliriegel (15)

Fruchtaufstriche, Konfitiiren und SofBlen (8) |8 1
Nahrungsergidnzungsmittel (10) 10 2
Summe (77) 72 5 (6,9%)
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Losungsmittel

Acetonitril (LC-MS grade)

Th. Geyer GmbH

Methanol (LC-MS grade)

Th. Geyer GmbH

Bidest. Wasser Milipore Anlage

Essigsdure Sigma

Ameisensdure (p.A.) Fluka

Ameisensdure (LC-MS grade) Fluka

0,1 M Salzsdure Fluka

DMSO VWR International S.A.S Prolabo
Aceton Merck
Dimethylaminobenzaldehyd Sigma

Ethanol (p. A) Merck

Standardverbindungen

Rutin Sigma
Quercetin (Dihydrat) Sigma
Chlorogensiure (5-CQA) Sigma
Kaffeesdure Sigma
Protocatechusdure Sigma
Procyanidin A2 Extrasynthese
Procyanidin Bl Extrasynthese
Procyanidin B2 Extrasynthese
Catechin (98 %, Hydrat) Sigma
Epicatechin Sigma
Quercetin-3-O-glucopyranosid Extrasynthese
Myricetin Sigma
Kidmpferol Sigma
Sinapinsdure Sigma
p-Cumarsiure Sigma
Peonidin-3-O-glucosid Extrasynthese
Cyanidin-3-O-rutinosid Extrasynthese
Delphinidin-3-O-glucosid Extrasynthese
Pelargonidin-3-O-glucosid Extrasynthese
Cyanidin-3-O-glucosid Extrasynthese
Cyanidin-3,5-diglucosid Extrasynthese
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3.2 Probenmaterial

Tabelle 28 (S. 120) gibt einen Uberblick iiber die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Beeren, sowie deren Herkunft, Erntejahr und Wassergehalt. Einige der Bee-
ren wurden von Rabenhorst O. Lauffs GmbH & Co. KG zur Verfiigung gestellt. Da-
runter waren die sortenreinen Cranberrys aus Kanada, die Cranberry-
Sortenmischung aus Nordamerika, Moosbeeren, bio Heidelbeeren, Vaccinium
angustifolium aus Kanada sowie die Preiselbeeren aus China und Europa. Zusitzlich
konnten Cranberrys und Moosbeeren aus Polen bezogen werden. Diese Cranberrys
wurden von der Girtnerei Grabczewsky zur Verfiigung gestellt, und die Moosbeeren
wurden im Zuge eines wissenschaftlichen Austausches (2010) aus Polen mitgebracht.

Zudem wurden weitere Cranberrys im Einzelhandel sowie unterschiedliche Han-
delsprodukte aus Supermérkten, Drogerien und Apotheken (Liste s. Anhang A7,
S. 162 ff.) erworben. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei oftmals um Erzeugnisse
aus Beeren der Firma Ocean Spray Inc. und somit vermutlich um Sortenmischungen.
Ocean Spray Inc. ist Marktfiihrer der Cranberryindustrie. Es handelt sich hierbei um
eine Erzeugergemeinschaft von 600 Farmern, die an der Vermarktung ihrer Beeren
malgeblich beteiligt sind. Cranberrys von Ocean Spray werden als eine Mischung
aus verschiedenen Sorten angeboten, da die Beeren von den unterschiedlichen
Cranberryfarmern der Genossenschaft stammen. Durch eine Mischung der Sorten
soll eine gleichbleibende Qualitdt garantiert werden. Es kann also davon ausgegan-
gen werden, dass eine Vielzahl der Produkte auf dem Markt aus den Rohwaren von
Ocean Spray hervorgehen (Ocean Spray Cranberries Inc., 2012).

Weiterhin wurden von der Fruchtsaftindustrie (Rabenhorst O. Lauffs GmbH &
Co. KG) folgende authentische Muttersifte zur Verfligung gestellt:

e Cranberrymuttersaft (V. macrocarpon)
e Moosbeermuttersaft (V. oxycoccus)
e Preiselbeermuttersaft (V. vitis-idaea)
e Heidelbeermuttersaft (V. myrtillus)
Bei den gekauften TK-Kulturheidelbeeren handelt es sich sehr wahrscheinlich um V.

angustifolium, da die Beeren wesentlich kleiner als V. corymbosum sind und das Aus-
sehen mit den authentischen Beeren aus Kanada iibereinstimmt.

Andenheidelbeeren wurden im Rahmen einer Diplomarbeit (Giittler, 2011) aus Quito
mitgebracht.

119



Material und Methoden

Tabelle 28: Herkunft, Erntejahr und Wassergehalt der untersuchten Vaccinium-Spezies

Vaccinium-Spezies Varietit | Ursprung Erntejahr | Wasser (%)
Vaccinium macrocarpon | Mix Nordamerika 2009 88,5
Vaccinium macrocarpon Gryg- Aylesford, Canada (CA) 2010 86,9
leski
Vaccinium macrocarpon | Stevens Aylesford, Canada (CA) 2010 87,7
Vaccinium macrocarpon | Ben Liar | Aylesford, Canada (CA) 2010 87,8
Vaccinium macrocarpon | Pilgrim Aylesford, Canada (CA) 2010 87,7
Vaccinium macrocarpon | Pilgrim Runoéw, Poland (PL) 2010 87,3
Vaccinium macrocarpon | Mix Aldi (Nordamerika) 2011 89,4
Vaccinium macrocarpon | Mix Rewe (Canada) 2012 89,8
Vaccinium oxycoccus Wild Europa (EU) 2009 88,6
Vaccini Wild Bioladen in Polen (PL): | 2010 88,6
accinium oxycoccus Herkun ft PL
Vaccinium vitis-idaea Wild Europa (EU) 2009 83,5
Vaccinium vitis-idaea Wild China (CN) 2009 85,1
. . Bio, wild | Rabenhorst, Herkunft un- | 2009 85,7
Vaccinium myrtillus
bekannt
V accini till Wild Gemiisehédndler, Her- 2012 ge- | 86,1
ACCHTTIUNY MY TLLTS kunft: Deutschland kauft
. . Wild Metro, Herkunft: Polen 2012 ge- | 87,0
Vaccinium myrtillus
kauft
Kulturheidelbeere: Kultur Rewe, Herkunft: Chile 2012 ge- | 83,3
Vaccinium corymbosum kauft
TK-Kulturheidelbeere: | Kultur Edeka, Herkunft unbe- | 2011 ge- | 85,7
Vaccinium angustifolium kannt kauft
Vaccinium angustifolium | Wild Aylesford, Canada (CA) 2010 84,3
Vaccinium floribundum Wild Ecuador, Markt in der | 2010 84,6
(Andenheidelbeere) Naéahe von Quito (Okt.)
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3.3 Probenvorbereitung

Vor der Extraktion der Polyphenole wurden die Beeren zunidchst gefriergetrocknet
(Gefriertrocknungsanlage: Christ, Osterode am Harz) und anschlieBend mit einer
Kugelmiihle (Retsch, Haan) zu einem feinen Pulver vermahlen (2 min, Amplitude
100).

3.3.1 Extraktion verschiedener Polyphenole aus den Beeren

3.3.1.1 Flavonole, Phenolcarbonsiuren, Cumaroyliridoidglykoside und Proantho-
cyanidine

Die Extraktion erfolgte durch beschleunigte Losungsmittelextraktion mit einer ASE
200 (Dionex, Idstein) mit Solvent Controller. Zunédchst wurden die Stahlextraktions-
zellen (11 ml Nennvolumen) zum Schutz der Metallfritte mit einem Cellulosefilter
(Schleicher & Schiill, Dasseln) versehen. AnschlieBend wurde jeweils 0,5 g des Pro-
benpulvers mit ca. 4 g Hydromatrix (Biotage, Upsala, Schweden) homogenisiert und
in die Extraktionszellen aus Edelstahl gefiillt, zusammengepresst, mit einem weite-
ren Cellulosefilter versehen und zusammengeschraubt. Die Extraktion der Beeren
erfolgte in zwei Zyklen je 10 Minuten Extraktionszeit mit einem Ldsemittel-
Spiilvolumen das 50% des Zellvolumens betrégt.

Losungsmittel:

e Extraktion der Flavonole, Phenolcarbonsduren und Cumaroyliridoid-
glykoside: Methanol/ Wasser (70 + 30; v + v)

e Extraktion der Proanthocyanidine: Aceton/ Wasser (70 + 30; v + v)

Parameter der beschleunigten Losungsmittelextraktion:
e Temperatur: Raumtemperatur
e Druck: 1999 bar
e Dauer der Extraktion: 10 min
e Zyklen:2
o Losemittelspiilung: 50% des Zellvolumens
e Stickstoffspiilung: 60 sec

Fiir die Extraktion mit unterschiedlicher Temperatur wurden analoge Extraktionsbe-
dingungen gewdhlt und nur die Temperatur verdndert.

3.3.1.2 Anthocyane

Die Extraktion der Anthocyane aus den verschiedenen Beeren erfolgte in Anlehnung
an die Methode von Wu & Prior (2005). Hierzu wurde ca. 0,5 g der vermahlenen
Beeren eingewogen. Es wurde zweimal mit 3 ml Methanol + Wasser + Essigsdure
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(70+29+1; v + v + v) extrahiert. Hierzu wurden die Proben mit dem
Extraktionsmittel jeweils fiir 10 min. in ein Ultraschallbad gestellt, die Uberstinde
abzentrifugiert und vereinigt. Zur Quantifizierung wurde jede Probe dreimal
extrahiert und in Doppelbestimmung gemessen.

Vor der Injektion in die HPLC wurden die Extrakte mit einem Chromafil RC-45/ 15
MS Cellulose Membranfilter 0,45 pm (Macherey Nagel, Diiren) filtriert.

3.3.2 Automatisierte Festphasenextraktion von Beeren und Beerensiften

Zur Vorbereitung der Beerenextrakte fiir die SPE wurde das Losungsmittel mit Hilfe
eines Stickstoffstroms entfernt und die eingeengten Extrakte mit bidest. Wasser auf
30 mL aufgefiillt. Jeder Extrakt wird mit 300 uL Ameisensdure angesduert.

Die Muttersidfte wurden zunédchst bei 4 °C, 5000 rpm 5 min. zentrifugiert (Zentrifuge:
Heraeus, Osterode), um die Schwebeteilchen abzutrennen, damit die Kartusche nicht
iberladen wird. AnschlieBend wurden 10 mL Saft mit 10 mL bidest. Wasser ver-
diinnt. Jede Probe wurde mit 300 pL. Ameisensidure angeséduert.

Die Durchfiihrung der SPE erfolgte mit Hilfe des Pipettierroboters ASPEC XLi der
Firma Gilson (vertrieben durch Abimed, Langenfeld). Dieser ist mit einer Spritzen-
pumpe 402, die mit zwei Spritzen — einmal 1 mL und einmal 25 mL — ausgestattet ist
(Gilson, Bad Camberg). Die Geritesteuerung konnte mit der Software 735 V4.03
(Gilson, Bad Camberg) gewidhrleistet werden.
Parameter der optimierten SPE:
Kartuschenmaterial: Chromabond HR-XC, 3 mL, 200 mg (Machery Nagel, Diiren)
Ablaufschritte der automatisierten Festphasenextraktion der Beerenextrakte:

—  Konditionierung: 5 mL DMSO, 5 mL bidest. Wasser

—  Auftragen der Probe: 15 ml Probe

- Waschen: 5mL 0,1 M HCI

—  Auftragen der Probe: 15 ml Probe

- Waschen: 5mL 0,1 M HCI

- Elution: die ersten 0,5 mL wurden verworfen, anschlieBend wurde mit
3 mL DMSO eluiert

Ablaufschritte der automatisierten Festphasenextraktion der Muttersifte:
- Konditionierung: 5 mL DMSO, 5 mL bidest. Wasser
—  Auftragen der Probe: 20 m1 Probe
- Waschen: 20 mL 0,1 M HCI1

- Elution: die ersten 0,5 mL wurden verworfen, anschlieBend wurde mit
3 mL DMSO eluiert
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3.4 Gerite und Analysenmethoden

34.1 Identifizierung und Quantifizierung der Polyphenole mittels HPLC-UVDAD-
Mms*

Fiir die Trennung der Polyphenole wurde folgendes System verwendet:

HPLC: “Summit* (Dionex)

Pumpe: Ultimate 3000 Pump

Autosampler: ASI-100 T (Dionex)

Sdulenofen: STH-585 (Dionex)

Detektor: Ultimate 3000 Diode Array Detector (Dionex)

Software: ,»Chromeleon” Version 6.80 (Steuerung und Auswertung)

Zur massenspektrometrischen Detektion wurde ein Ionenfallenmassenspektrometer
LCQ Classic (Thermo Fischer Scientific) mit einem Electrospray-Interface (ESI) zur
Ionisierung verwendet. Im Verlauf der Arbeit wurde es durch ein LTQ XL (lineare
Ionenfalle) ersetzt. Die Steuerung des MS und die Auswertung der Daten erfolgte
mit der Software ,,Xcalibur®.

3.4.2 Identifizierung von Flavonolen, Phenolcarbonsiuren, Cumaroyliridoid-
glykosiden und Proanthocyanidinen

Bedingungen der HPLC:

Mobile Phase A: 0,1 % Essigsdure in Wasser

Mobile Phase B: 0,1 % Essigsdure in Acetonitril

Séaule: Aqua RP 18 Phenomenex 150*2,0 mm, 3 p
Isis RP 18 150*2,0 mm, 3u (Macherey Nagel)

Temperatur: 35°C

Flussrate: 0,3 mL/ min

Injektionsvolumen: 10 uL

Gradientenprogramm Aqua 120 min:
I min., 0% B; 1-15 min., 5% B; 15-40 min., 8% B; 40-70 min., 14% B; 70-80 min., 15% B;

80-95 min., 25% B; 95-110 min., 40% B; 110-111 min., 100% B; 111-115 min., 100% B;
115-116 min., 0% B; 116-120 min, 0% B.

Gradientenprogramm Isis 110 min.:
1 min., 0% B; 1-15 min., 5% B; 15-40 min., 8% B; 40-70 min., 14% B; 70-80 min., 15% B;

80-95 min., 25% B; 95-96 min., 100% B; 96-105 min., 100% B; 105-106 min., 0% B; 106-
110 min., 0% B.

123



Material und Methoden

Parameter der Ionisierung und massenspektrometrischen

Classic:

Detektion mit LCQ

Parameter

Tuning Rutin
Polaritit Negative
Source Voltage -4,0kV
Sheath Gas Flow 90
Auxiliary Gas Flow 60
Capillary Voltage -10V
Capillary Temperature 300,0 °C
Tube Lens Offset +20V
First Octapole Offset +4V
Interoctapole Lens +30V
Second Octapole Offset +10V
Trap DC Offset +10V
Isolation width 2.8m/ z
Norm. Coll. Energy 40 %
Framentation time 30 msec
Activation Q 0.25

Parameter der Ionisierung und massenspektrometrischen Detektion mit LTQ XL:

Parameter Segment 1: 0-60 Segment 2: 60-120
Tuning Chlorogensdure Rutin
Polaritat negativ negativ
Source Type ESI ESI
Capillary Temp 300 °C 300 °C
Sheath Gas Flow 73,00 59,00
Auxiliary Gas Flow 44,00 45,00
Sweep Gas Flow 3,00 3,00
Source Voltage 5,00 kV 5,00 kV
Source Current 100 uA 100 uA
Capillary Voltage -12,00 V -0,50 vV
Tube Lens -64,00 V -75,00 V
Skimmer Offset 0,00 V 0,00 V
Multipole RF 510 Vp-p 270 Vp-p
Amplifier Multipole 00 Off- | 4,70 V 5,70V
set 340V 540V
Lens 0 Voltage 480V 6,20V
Multipole 0 Offset 12,00 V 17,00 V
Lens 1 Voltage 71,00 V 77,00 V
Gate Lens Offset 10,50 V 16,50 V
Multipole 1 Offset 66,00 V 55,00 V
Front Lens
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343 Identifizierung und Quantifizierung der Anthocyane

Bedingungen der HPLC:

Mobile Phase A: 5% vol Ameisensidure in Wasser
Mobile Phase B: Methanol
Séule: Zorbax SB Agilent
Aqua RP 18 Phenomenex 150*2,0 mm, 3 p
Temperatur: 35°C
Flussrate: 0,3 mL/ min
Injektionsvolumen: 10 uL

Gradientenprogramm modifiziert in Anlehnung an Wu & Prior (2005) (fiir Aqua
und Zorbax, 90 min.):

— Heidelbeeren und Blaubeeren

2 min, 5% B; 2-6 min., 20 % B; 6-21 min., 20 % B; 21-36 min., 22% B; 36-48 min., 25% B;
48-54 min., 28 % B; 54-56 min., 28% B; 56-67 min., 30% B; 67-72 min., 33% B; 72-77
min., 33% B; 77-80 min., 70% B; 80-84 min., 70% B; 84-87 min., 5% B; 87-90 min., 5% B.

— Cranberrys, Moosbeeren und Preiselbeeren:

2 min., 5% B; 2-10 min., 20% B; 10-15 min., 20 % B; 15-35 min., 25 % B; 35-40 min., 25%
B, 40-42 min., 33% B; 42-45 min., 70% B; 45-50 min., 70% B; 50-52 min., 5% B; 52-52
min., 5% B.

Parameter der Ionisierung und massenspektrometrischen Detektion (LTQ XL):

Parameter

Tuning Delphinidin-3-O-glucosid
Polaritit positiv
Source Type ESI
Capillary Temp 300 °C
Sheath Gas Flow 53,00
Aux Gas Flow 30,00
Sweep Gas Flow 4,00
Source Voltage 5,00 kV
Source Current 100 uA
Capillary Voltage 26,00 V
Tube Lens 72,00 V
Skimmer Offset 0,00 V
Multipole RF 750 Vp-p
Amplifier Multipole 00 Offset | 5,70 V
Lens 0 Voltage 320V
Multipole 0 Offset 570V
Lens 1 Voltage 9,00 V
Gate Lens Offset 59,00 V
Multipole 1 Offset 12,50 V
Front Lens 69,00 V
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Fragmentation time 30 msec
Activation Q 0,25
Activation time 30
Collision Energy 35

Die Quantifizierung erfolgte anhand der externen Standards Peonidin-, Delphinidin-
und Cyanidin-3-O-glucosid im Konzentrationsbereich von 0,2-0,007 mg/ mL. Die
Molekiilmasse der individuellen Anthocyane wurde durch Multiplikation mit einem
Faktor (Molekiilmasse des zu quantifizierenden Anthocyans/ Molekiilmasse Stan-
dard) in der Berechnung beriicksichtigt.

34.4 Quantifizierung von Procyanidinen mittels UHPLC-Quadrupole-MS

Zur Quantifizierung der Proanthocyanidine wurde ein UHPLC Acquity System von
Waters (Milford, MA, USA), bestehend aus einer bindren Pumpe, einem kiihlbaren
Autosampler, einem Sdulenofen und einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
mit Electrospray-Interface (Acquity TQD) verwendet. Die Steuerung und Auswer-
tung erfolgte mit Hilfe der Software MassLynx 4.1.

Bedingungen der UHPLC:

Mobile Phase A: 0,1 % Ameisensdure in Wasser

Mobile Phase B: 0,1 % Ameisensdure in Acetonitril

Saule: Acquity BEH Shield RP18 150*2,0 mm, 1,7 p (Waters)
Temperatur: 40 °C

Autosamplertemperatur: 10 °C

Flussrate: 0,4 mL/ min

Injektionsvolumen: 2 uL

Gradientenprogramm UHPLC (35 min.):

0 min., 2% B; 0-28 min., 22% B; 28-29 min., 100% B; 29-31 min., 100% B; 31-33 min., 2%
B; 33-35 min., 2% B.

Parameter der Ionisierung und massenspektrometrischen Detektion:

Parameter

Tuning Procyanidin A2
Polaritat negativ
Source Type ESI
Capillary Voltage -2,0kV
Cone Voltage 46 V
Extractor Voltage 20V
RF Voltage 0,20V
Source Temperature 150 °C
Desolvation Temperature 450 °C
Cone Gas (nitrogen) flow S50L/h
Desolvation Gas (nitrogen) flow 800 L/ h
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Die Quantifizierung erfolgte im SRM-Modus. Als externer Standard wurden fiir die
Dimere und Trimere Procyanidin A2 und fiir die Monomere Catechin und Epicate-
chin verwendet. Die Kalibriergeraden (s. Abbildung 46, S. 127) deckten folgenden
Bereich ab:

Procyanidin A2:0,5-0,7 pg/ mL
Catechin und Epicatechin: 0,125-450 pg/ mL

Zur Herstellung der Procyanidin A2 Kalibriergerade wurden zu einer Blankmatrix
die entsprechenden Standardkonzentrationen dotiert. Als Blankmatrix wurde hierfiir
eine gefriergetrocknete Himbeere verwendet, aus der ein zu den Proben analoges
SPE-Eluat hergestellt wurde.

Die Konzentrationen wurden jeweils als mg A2 Aquivalente pro 100 g FG (mg A2
Aq/ 100 g) oder mg/ 100 g FG ausgerechnet. Jede Beere wurde dreimal extrahiert und
in Doppelbestimmung gemessen (n = 6).

Die Verdiinnung der Epicatechin/ Catechin-Standards wurde mit DMSO vorge-
nommen.

Epicatechin/Catechin Epicatechin:y = 5113.6x - 5.7036

R?=0.9992
Area
Catechin:y = 8321.2x-89.77
4000 ~ R?=0.9932
3500 -
3000 M Epicatechin
2500 # Catechin
2000 A
1500 -
1000
500 A
0 ' mg/ml

0.5

Area A2 Kalibriergerade
5000 -
4500 -
4000 -
3500 -
3000 -+
2500 -
2000 -
1500 A
1000 A

500 4

y=66.058x+10.114
R?=0.9992

0 10 20 30 40 50 60 70 80 pg/ml

Abbildung 46: Catechin/ Epicatechin- und A2-Kalibriergerade zur Quantifizierung der Procyanidine
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3.4.5 Gesamtprocyanidingehalt mittels DMAC-Assay

Der DMAC-Assay wurde nach der Methodenvorschrift von Prior et al. (2010) durch-
gefiihrt.

Extraktion der Proanthocyanidine:

Jeweils 0,5 g und 0,25 g der gefriergetrockneten und vermahlenen Beeren wurden in
einen 20 m1 bzw. 10 m1 Messkolben eingewogen und mit dem Extraktionsmittel Ace-
ton/ Wasser/ Essigsdure (70 + 29,5 + 0,5; v + v + v) aufgefiillt. AnschlieBend wurde 15
min. im Ultraschallbad extrahiert. Fiir den Assay wurden die Proben 1:10 verdiinnt.

Durchfiihrung des Assays:

In eine Kiivette wurden 28 pL Probenldsung/ Standard/ Blank, 252 pL Aceton und
840 unL DMAC-Farbreagenz (0,1%) pipettiert und gemischt. Nach 25 Minuten wurde
die Absorption der Losungen in einem Photometer (Varian, Darmstadt) bei 640 nm
gemessen.

Die Quantifizierung erfolgte iiber eine Procyanidin A2 Kalibriergerade im Bereich
von 3-40 mg/ L.
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A ANHANG
A.1 Ubersicht Cranberrysorten

Tabelle 29: Liste kultivierter und benannter Cranberrysorten sowie deren Grofle (Cup Count = Gro-
Benangabe fiir Cranberries; Anzahl pro Tasse) (Eck, 1990)

Sorte Aussehen Cup Standort/ Ursprung
Count

Anthony Wisconsin, 1894

Applegate

Atwood Schwarz-rote, runde Beere mit einem flachen Massachusetts
kelchartig zulaufendem Ende

Aviator Schwach gefiarbte, mittelgrof3e Beere, 76-90 Massachusetts
spindelartige Form

Bass River Kleine, dunkelrote Beeren, ovale Form mit Massachusetts
quadratisch zulaufendem Ende

Beach Berry

Beaver GroBer als Early Black Kanada, 1956

Beckwith McFarlin x Early Black, mittelgrofe rote Beere 55-60 Wisconsin, New

Jersey, Eintrag USDA
1951

Bell and Bugle |Kreuzung zweier nativer Sorten, leuchtend rote Wisconsin
Beeren

Bell and Native Sorte, einst Standard -Beere Wisconsin

Cherry

Bell of the Synonym fiir Centerville

Cape

Belvedere Grofle, runde, stark gefarbte Beeren Michigan, 1904

Benjamin

Ben Lear MittelgroBe bis grofBe, dunkelrote, birnenférmige |70-90 Wisconsin, 1901
Beere, Anbau in New Jersey und British
Columbia

Bennete MittelgroBe, dunkelrote ldngliche Beeren 76 Wisconsin, 1890

Jumbo

Bergman Early Black x Searles, grole-mittlere 65-80 New Jersey, Eintrag
birnenférmige Friichte USDA 1930

Berlin MittelgroB3e rote, runde bis ldngliche Beeren 88 Wisconsin

Berry Berry GrofBle, dunkelrote Friichte 55-65 Massachusetts, 1883

Black Synonym fiir Bugle

Diamond

Black Veil Kleine runde Beere mit flachem kelchartig 103-109 | Massachusetts, 1890
zulaufenden Ende

Bozarthtown
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Pointer

Braddock Bell |Birnenférmige, kleine bis mittelgrofe, dunkelrote |85-105 New Jersey
Beeren

Buckalew

Budds Blues |Kleine, schwarzrote, runde bis ovale Beeren 100-135 |New Jersey, 1880

Bugle Dunkelrote, mittelgrofe, spindelférmige Beeren | 73-95 Massachusetts, 1875

Bumpus

Cape Cod Kleine, einheitlich grof3e, langliche Friichte Massachusetts, 1984

Beaty Wisconsin

Carver Bell Grofle, feste, olivenformige Beeren Wisconsin

Carver Red

Centennial Runde, mittelgrofle Beeren mit gefurchtem 47-75 Massachusetts, 1872,
kelchartig zulaufenden Ende New Jersey 1920s

Centerville GroB3e,mittelrote, ovale Beeren 46-60 Massachusetts, 1882

Champion Mittelrote , rund-ovale Beeren 72 Massachusetts

Cherry Bell

Cherry Red

Chipman Sehr kleine, dunkelrote, spindelformige Friichte |110-140 |Massachusetts, 1860

Columbia

Crocker

Cropper Runde bis ovale mittelrote relativ kleine Beeren | 95-105 New Jersey, 1930

Crowley McFarli x Profilic, mittelgrof3e, runde flache Beere 1940

Cumberland

Dill Eagle

Ear Drop Einheitlich mittelgroBe glockenférmige Beeren Wisconsin, 1894

Early Black Schwarzrote, mittelgrofe, glinzende, 90-130 Massachusetts, 1857
birnenférmige, reifen sehr frith

Early Ohio Runde, glinzende, mittelgroBe Beere 80-95 Michigan,1904

Early Red Grofle bis mittlere, mittelrote, rund -ovale Beere 67-84 Massachusetts

Early Richard |GroBe bis mittelgroBe, sehr dunkle, anndhernd 67-84 Ney Jersey, 1970
runde Beeren

Excelsior

Foxboro Kleine, mittelrote, glinzende ldnglich-ovale 100-110 | Massachusetts, 1932

Howes Friichte

Franklin Early Black x Howes, grof3e bis mittelgrofe, 57-90 New Jersey 1930,

runde, rot bis dunkelrote Beere

Massachusetts,
Eintrag USDA 1961

Garwood Bell

mittelgroBe, glinzende, dunkelrote
spindelférmige Beere

New Jersey 1875

Gebhardt mittlere, gldnzende, dunkelrote runde Beeren mit Wisconsin, 1893
Beaty flach zulaufenden kelchformigen Enden
Gifford
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Godfrey

Hall

Hardy Howes

Harlow

Harwich

Hawthorne

Henry Griffith

Hewitt Berry

Kleine, runde, feste Beeren

Wisconsin, 1984,

Massachusetts

Hockanum

Holliston Grofle, runde, ldngliche Beeren 54-75 Massachusetts,1885

Horseneck

Howard Bell |GroBle, mittelrote, oval bis spindelformige Beeren New Jersey, 1875 (aus
nativer Frucht)

Howes Mittlere bis kleine, frostresistente, glinzende, 80-140 Massachusetts, 1843

mittelrote, oval bis ldngliche Beere, hoher
Pektingehalt (geeignet zum Einmachen)

Howland

Improved Grofle bis mittelgrofe, glinzende, mittelrote, 75-82 Massachusetts, 1890

Howes birnenférmige Beeren

Indian Head

Jerseys Variabel in Grof3e, Form und Farbe Wilde Beeren, New
Jersey

Juneau Kleine, dunkelrote, oval bis ldngliche Friichte 100 Wisconsin, 1893

Keystone Kleine, glockenformige Beeren Massachusetts,
Wisconsin, 1893

Klondike

Late Cape

Late Jersey

Late Reds

LeMunyon

Leonard
Robbins

Mammoth

Evtl. die selbe wie Howes, aber anderer Standort
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A.2 Test verschiedener HPLC-Saulen
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Abbildung 47: Chromatogramm eines SPE-Eluates der Cranberrysorte Pilgrim analysiert auf einer

Aqua-Siule
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Abbildung 48: Chromatogramm eines SPE-Eluates der Cranberrysorte Pilgrim analysiert auf einer
Isis-Sédule
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Abbildung 49: Chromatogramm
Zorbax-Saule

eines SPE-Eluates der Cranberrysorte Pilgrim analysiert auf einer
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Abbildung 50: Chromatogramm eines SPE-Eluates der Cranberrysorte Pilgrim analysiert auf einer
Polartec-Sdule
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A.3 Massenspuren verschiedener Proanthocyanidine

Die Abbildungen und Tabellen beziehen sich auf den Abschnitt 2.3.1.2
Proanthocyanidinprofile von Cranberry, Moosbeere und Preiselbeere. Die Abbildun-
gen zeigen die Massenspuren der unterschiedlichen Verbindungen. Die zugeordne-
ten Peaks tragen jeweils eine Numerierung. In der dazugehorigen Tabelle ist die
Fragmentierung der Verbindungen aufgezeigt und das Vorkommen in den Vacci-
nium-Spezies.

A.3.1 Monomere Flavan-3-ole

Moosbeere m/Z 289 Cl’anberry Ecm/z 289
, 40000 o 40000
g g
g b
.g 'g 20000 -
= 20000 i
% C E c
T EC &
= 00000 A A min 00000 A‘ min
0 20 40 0 20 40
Preiselbeere EU m/z 289 Preiselbeere CN m/z 289
©120000 -| C 120000 - ¢
5 &
E 80000 | E 80000 EC
£ o
< =
E 40000 E 40000
= EC 3
« A .o .
00000 min 00000 min
0 20 40 0 20 40
Peak RT [M-H] F t CB | MB PB
ea . - ragmente
[min] g EU | CN
Catechin MS? 1245, 205, 179, 271, 161
24,89 289 ’ ’ i ? X X X X
©) MS? [289—245]: 203, 227, 245, 187,161
Epicatechin MS? : 245, 205, 179, 271, 161
40,32 289 X X X X
(EC) ’ MS? [289—245]: 203, 227, 245, 187,161
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A3.2 A-Typ-Dimere

Moosbeere m/z 575 Cranberry m/z 575
g 10000 & 150000 2
g £
& 3
B c
£ 5 100000 -
2 20000 %
2 1 2 2 50000 - 1
& =
e 2 \ J

00000 min 00000 A Al . min

30 50 70 90 30 50 70 90

Preiselbeere EU m/z 575 Preiselbeere CN m/z 575
, 120000 o 2
g £ 200000 -
S 2 3
2 80000 | € 150000
=] 3
=] £
< << 100000 -
2 40000 2 1
k= ® 50000 - A
|- Q
“ ooooo M LL - min © 00000 min

30 50 70 90 30 50 70 90
PB
Peak RT 1 \MeHT Fragmente CB | MB
Nr. [min] (EU) | (CN)
MS? :449, 539, 423, 289, 285, 407
! 37,83 375 MS?® [575-449]: 287, 341, 289 X X X X
MS? : 423, 449, 539, 407, 289, 485
2(a2) 71,24 373 MS? [575—423]: 285, 313, 405 X X X X
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A.3.3 B-Typ-Dimere

Moosbeere m/z577 1;’;?,2“”‘{ m/z 577
g [ g 3
= B ]
5 4000 T 100000 -
'_;'. =
2 2
<
g 20000 - 3 fa: 50000
E 2 A [ = 1 6
T 6 2
= 00000 \ . V4 min * o000 A s ‘ Aok min
15 35 55 75 15 30 45 60 75
Preiselbeere EU m/z577 Preiselbeere CN m/z 577
1
8 250000 4 gZD[}DDD = 3
§ 200000 - S1s0000 | 1
c =
é 150000 1 2 100000 A
g 100000 - 4 6 2 2
= ® 50000 -
T 50000 | ’ %/ i ‘Z 3 f ? i
< poooo A ‘ ~— min 00000 T T AL— min
15 35 55 75 15 35 55 75
RT PB
A . -HJ F t CB | MB
Peak Nr. [min] [M-H] ragmente (ED) CN)
MS?: 425, 407, 451, 289, 559, 287
3,01 577 ’ ’ i ? i X X X X
LB 23, MS? [577—425]: 407, 381, 298
MS?: 425, 407, 451, 289, 559
577 ’ ’ i ? X X X X
2 30,05 MS? [577—425]: 407, 381,273
MS?: 425, 407, 451, 289, 559
577 ’ ’ i i X X X X
2(B2) 35,01 MS? [577—425]: 407, 273, 381
MS?: 425, 407, 451, 289, 559
577 , 407,451, 289, X X
4 37,18 MS? [577—425]: 407, 273, 381
MS?: 425, 407, 451, 289, 559
577 ’ ’ i i X X X
> 54,16 MS? [577—425]: 407, 273, 381
MS?: 425, 407, 451, 289, 559
B 577 et anns X | X X X
6 (B3) 73,96 MS? [577—425]: 407, 273, 381
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A.3.4 Trimere mit einer A-Typ-Verkniipfung

Moosbeere m/z 863 Cranberry m/z 863
150000 150000 - 5
y g
= g
2100000 2 100000
3 3
2 <
2 50000 | 2 £ so000 -
s 3 =
S é
00000 d min 00000 min
30 50 70 30 50 70
Preiselbeere EU m/z863 Preiselbeere CN m/z 863
150000 4 150000
I 8 3
s 5
S 100000 2 100000
s 3
-g <
@ 50000 - £ soo00 -
£ opooo min 00000 min
30 50 70 30 50 70
Peak RT PB
N . [M-HJ Fragmente CB | MB
r. [min] (EU) (CN)
b MS% 575, 711, 693, 559, 737, 449
! 37.02 863 MS? [863—575] 449, 423, 289, 287, 407; [863—F11]: 693 X X X
. MS?: 711,451, 573,411, 693, 531, 289
2 42.87 863 MS® [863—F11]: 693, 559, 541, 407 X X X X
a MSz 711, 573, 451, 411, 531, 693, 289
3 30.09 863 MS? [863—F11]: 693, 559, 407 X X X X
MS2 575, 711, 693, 737, 845, 287
4> 60.63 863 MS® [863—575]: 449, 423, 539; [863—F11]: 693, 559, 541, X X
407
MSz 575, 711, 693, 737, 559
b 5 s 5 5
3 6329 863 MS? [863—F11]:693, 559; [863—575]: 449 X X X
2.
6 7125 363 I\/IS 1 575,594, 693, 586, 731, 423 X X
MS2 575, 711, 737, 693
b s B )
7 7385 863 MS? [863—911]: 693; [863—575]: 449, 539 X X X
MS? 575, 711, 693, 737
b s 1) B}
8 7843 863 MS? [863—575]: 449, 289, 287, 452; [863—F11]: 693 X X X

*Verkniipfung: (Epi)cat—A—Epi)cat-(Epi)cat; "Verkniipfung: (Epi)cat-Epi)cat—A—¢ (Epi)cat
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A.3.5 B-Typ-verkniipfte Trimere

Moosbeere m/z 865 Cranberry my/z 865

45000
12000 3 8

30000 +
08000 - J

15000 -
04000 -1 5

Relative Abundance
i
~J
&
Relative Abundance

00000 o min 00000 - min

10 30 50 70 10 25 40 55 70 85

Preiselbeere EU m/z 865 Preiselbeere CN m/z 865
150000 -+

100000 4
100000 4

50000 A 50000 -

Relative Abundance

Relative Abundance

0oooo A

min 00000
10 30 50 70

min

Peak RT PB

. M-HJ| Fragmente CB MB
Nr. [mln] [ ] g EU CN

MS?: 695, 713, 575. 577, 739, 425, 287

! 11,93 865 MS? [865—695]: 543, 405, 363, 451, 677, 243, 289

MS?: 695, 739, 713, 577, 575, 449, 407, 289

2| 2445 865 | MS? [865—695]: 543, 525, 677, 405, 289

MS?: 695, 739, 577, 575, 711, 587, 425, 287

3 29,41 865 MS? [865—695]: 543, 451, 405, 363, 677, 289, 243

MS?: 695, 739, 711, 577, 575, 847, 407, 451, 287

4 30,71 865 MS® [865—695]: 543, 577, 525, 243, 407, 405, 289, 451

MS?: 695, 739, 577, 711, 587, 847, 407, 451, 287

> 34,37 865 MS® [865—695]:543, 677, 451, 363, 405, 289

MS?: 695, 713, 577, 575, 739, 413, 287

6 37,84 865 MS® [865—695]:543, 677, 243, 405 451, 289, 525 , 586

MS?: 695, 713, 739, 577, 575, 587, 451, 407, 287

7 50,05 865 MS? [865—695]: 543, 407, 405, 243, 451, 525, 289, 677, 363

8 5159 ges | MS% 695,739,713, 577, 575, 587, 451, 407, 847, 287
(C1) ’ MS?® [865—695]: 543, 525, 677, 405, 451, 243, 289

MS?: 695, 739, 713, 577, 575, 587, 847, 451, 425, 407, 287

? 39,24 865 | MS' [865-695]: 543, 677, 525, 451, 363,243, 525

MS?: 576, 577, 712, 695, 739, 297, 779, 847
10 | 63,42 865 | MS®[865-712]: 694, 695; [865—577]: 449, 539, 407, 533, X X
288; [865—575]: 539, 449, 514, 423

11 73,80 865 MS?: 576, 577, 738, 712, 695, 846, 438 X

MS?: 577, 575, 713, 695, 739, 847, 451
12| 7855 865 | MS® [865—577]: 328, 286, 450, 438, 540; [865—713]: 695, | X
559
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A.3.6 A-Typ-verkniipfte Tetramere

Moosbeere m/z1151 cranberry m/z 1151
05000 onisi i lonisierungsdimer
7 v onisierungsaimer 2M-H] =575
] 3 2 [2M-H] =575 g 80000 - [2MH] ™
£ 04000 &
3 z 2 60000
c
503000 _5
$02000 | 1 g 40000 1
% 01000 % 20000 -
el &
00000 - min 00000 -
10 30 50 70 90
Preiselbeere EU m/z1151 Preiselbeere CN m/z1151
o lonisierungsdimere ° lonisierungsdimere
g 60000 - £ [2M-H]['=575 2150000 - [2M-H] = 575 ~
] =]
c
5 40000 - 2100000 -
% § 12 14
2 20000 - £ 50000 - Z 5 13
[5] (T
° ] 1 \/3 \Z
o« « | A A A
00000 - min 00000 —n - Alintmsner iy
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
Peak RT PB
. M-HJ| Fragmente CB | MB
Nt | (miny | IM-HI g EU | CN
MS2% 863, 999, 711, 1026, 573, 531, 451
12 20,02 1151 g ’ ’ > ’ ’ X X X X
> MS® [1151-863]: 711, 451, 573, 411, 531, 693, 289
2 MS?%: 863, 999, 711, 1026, 573, 531, 451
2 35,38 151 MS?* [1151-863]: 711, 451, 573, 411, 531, 693, 289 X X X X
MS2%: 861, 739, 999, 981,577,587, 407
b s s 5 5 s 5
3 37,88 131 MS® [1151-861]: 709, 573, 449, 699, 691, 411 X X X X
a MS?%: 863, 999, 981, 1025, 573,699
4 46,28 151 MS® [1151-863]: 711, 451, 693, 411, 753, 559 X X
MS2% 861, 739, 999, 981, 577,587, 407, 1025
b ) s s s b} b} 5
> >1.84 131 MS® [1151-861]:709, 699, 573, 449,411, 405, 735 X X X X
. MS2% 863, 981, 999,1025, 573, 711, 735
6 36,75 131 MS® [1151-863]: 711, 451, 411, 574, 693 X
. MS2% 863, 981, 999, 1025, 575, 711, 873
7 58,99 131 MS® [1151-863]: 711, 575, 737, 693, 446, 531 X X
. MS2: 575, 863, 999, 1025, 981, 1133, 873, 737
8 60,41 151 MS® [1151-999]: 963, 547,981, 735, 711,589 X
. MS2: 575, 999, 1025, 863, 981, 1075, 873
9 66,70 151 MS? [1151—575]: 449, 423, 413, 465, 539, 287 X
. MS2: 981, 1025, 863, 575, 905, 1065, 709, 411
10 69,67 151 MS?[1151-981]: 693, 811 X
R MS2: 575, 1025, 999, 863, 981, 737, 711
1 73,33 ST e [1151-575]: 449, 539, 327, 287, 531 X
. MS2: 863, 981, 999, 1025, 711, 575, 737
12 76,89 S e [1151-863]: 575, 693, 711, 585, 737 X X
R MS2: 575,999, 863, 1025, 981, 1133, 711
13 77,44 151 MS? [1151-863]: 575, 373, 406, 845 X X
R MS2: 575, 863, 1025, 999, 981, 737, 1065, 423
14 81,27 RELREVTS [1151-575]: 449, 289, 411, 539, 453 X X

*Verkniipfung: (Epi)cat—A—Epi)cat-(Epi)cat-(Epi)cat; "Verkniip fung: (Epi)cat-(Epi)cat—A—Epi)cat-(Epi)cat;

“Verkniipfung: (Epi)cat-(Epi)cat-(Epi)cat—A—Epi)cat
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A.3.7 B-Typ-verkniipfte Tetramere

Moosbeere m/z 1153 Cranberry m/z 1153
03000 . , 15000 -
a (=]
E 02500 c
T 02000 7 .‘; 10000 -
3 =
2 01500 < 7
£ 01000 2 05000
% 00500 r 5
4 o« .
00000 r . ' min 00000 -+ min
10 50 70 an 10 30 50 70 90
Preiselbeere EU m/z1153 Preiselbeere CN m/z 1153
, 15000 o
¥ S 30000
E 10000 E 20000 5
= < &
£ 05000 1 2 10000 \, 47
kS < 13
[7] o
£ poooo min 00000 min
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
PB
Peak RT [M-HJ Fragmente CB | MB
Nr. [min] (EU) | (CN)
MS?: 983, 1027, 1001, 865, 575, 701, 907, 1135
! 20,47 1153 MS? [1153-983]: 813, 831, 693, 965, 651, 449, 407 X X
MS?: 1028, 984, 864, 577, 1135, 740, 908
2 2291 153 MS? [1153—4028]: 865, 576, 740 X X
MS2: 863, 983, 1027, 1001, 577, 701, 739, 695
3 27,35 153 MS? [1153—863]: 575, 567,695, 737, 449, 287 X X
MS2: 865, 983, 1027,575, 1135, 1001, 739
4 2947 153 MS?® [1153-983]: 814, 831, 693, 965, 365, 611, 739 X X
MS?: 863, 983, 865, 1027, 1162, 413, 575, 577
5 31,29 1S3 | Ve T1153-983)- X X X
MS?: 1027, 983, 863, 575, 739, 1001, 1135
6 42,31 1153 MS? [1153—4027]: 577, 423, 739, 901, 865 X
MS2: 1027, 865, 983, 863, 575, 739, 1001, 1135, 701,
907
7 35,98 153 MS? [1153—865]: 695, 577, 451, 739, 845; X X X
[1153—027]: 737, 875, 1009, 865, 449, 857
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A.3.8 Pentamere mit einer und zwei A-Typ-Verkniipfung

Moosbeere m/z719 Cranberry 6 m/z719
400000 - lonisierungsdimer 08000 7 >
8 & (m/z=359) 8
§ 300000 5 06000 ~
£ g 3\4 10 13
2 200000 - < 04000 1 2
; .g \ XI 9
& 100000 A & 02000 -
] g J
[-'4
00000 ; . ; ;' min 00000 fhaaa el 1 T min
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
Preiselbeere EU ; m/z719 Preiselbeere CN 13 m/z719
12000 -
g 10000 & 08000 - /
8 1 3
S 08000 S 16000 4
2 06000 | 8 2 11
s 13 < 04000 -
2 04000 2 6
< 02000 - g 02000 1
-9 (-4
00000 . . . h& min 00000 4 . . . min
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
Moosbeere m/z718 Cranberry
08000 -
408000 - lonisierungsdimer 3
£ ¥ (m/z=359) _§ 06000 | 14
B 06000 g
2 2 04000 - 12
g04000 E g 15
s ] ® 02000 A
éozooo S
00000 A min 00000 - min
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
Preisbeere EU m/z718 Preiselbeere CN m/z718
04000 - 04000
g ]
& 03000 - & 03000 -
-] T
c (=
=] 3
2 02000 - £ 02000 A
Q (]
2 2
& 01000 1 & 01000 -
[0} [T}
o [-'4
00000 - min 00000 A min
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
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N | il | Fragmente cn | vm [ TE__
| 2| YT | g 577,999, 861, 709, 739 x

t o SR

3 2883 | 1439/ 719 ﬁg:[%;ﬁ%g?z,‘ézsz573,1023,449,1313 «

SR IR L ERveritepisipr Agotpattet S I
ST e e s X

6 38,85 | 1439/ 719 I\K/Iesiff7f;?§5n;§%i;illsrl4g9 ,V:rg?lz/;: 1439 lediglich N -
7 4457 | 1439/ 719 x:zi[glféb 1_1846917]:1%3: ‘1‘2217, 987, 699, 577 N .
B S033 | 1300710 | e 5 g0 a1t X

| s KTt

w | SR

T @60 | 1430710 | s 6o 411 289,559

12 | 6637 | 1437/ 718 ﬁg?ﬁi; 1_28865{]:1(5%2, 1267, 1446, 529 N

3 | 67127 | 1430710 ﬁgj:gfg,lglg,;]??,1027,1269,1149,1287, 1421,907 | N -
14 | 7037 | 1437/ 718 x?[ﬁilﬁ 1_2886517]:1(5)%1267, 529 N

15| 9070 | 1437715 | MS% 1025575, 1146, 1285, 861, 531,429 N
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A.3.9 Cinchonain I-Isomere und Flavanolglykoside

Moosbeere m/z 451 Cranberry m/z 451
o o 08000
g £
k: 2 06000 -
: 2
2 < 04000 -
v 5 s
£ 1 E 02000 -
2 &
00000 min 00000 T min
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
Preiselbeere EU m/z 451 Preiselbeere CN m/z 451
15000 . - - &
g £ 30000
c
2 10000 ‘[ 4 _g
5 2 20000 -
< < 1
E 05000 - % 10000
5 o
7] -3
£ poooo min 00000 min
10 30 50 70 90
Peak RT PB
. [M-H] Fragmente CB | MB
Nr. [mln] EU CN
1 (Epi)catechin- MS?: 289
hexosid 18,10 451 MS® [451-289]: 245, 205, 179, 161 X X X X
MS?2: 341, 289, 217, 189
2 30,25 451 MS?® [451-341]: 217, 323,297, 177 X
MS?: 341, 289, 177, 287
3 77,72 451 MS?® [451-341]: 297, 282, 231, 317, 189 X X X
MS2: 341, 289, 217, 177
4 78,90 451 MS?® [451-341]: 217, 231, 297, 323, 177 X X
MS2: 341,217, 189
3 81,51 451 MS?® [451-341]: 217, 231, 297, 323, 189 X X X
MS2: 341
6 94,86 451 MS?® [451-341]: 217, 231, 297, 323, 177 X
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A.3.10 Cinchonain II-Isomere und Flavanolglykoside
Moosbeere m/z 739 Cranberry m/z739
o 02000 3 3 04000 1 s
H S 03000 4
g 01500 £
'E 01000 % 02000
@
.r?; 00500 .r_% 01000
E &
00000 min 00000 min
10 30 50 70 10 30 50 70
Preiselbeere EU m/z739 Preiselbeere CN m/z 739
3 , 20000
g 20000 e 3 ?
H & 15000
'g 15000 - E
2 10000 2 < 100001
g 1 2
2 05000 E 05000
] &
& 0po0o min 00000 min
10 30 50 70 10 30 50 70
Peak RT PB
[M-HJ Fragmente CB | MB
Nr. [min] EU CN
MS2% 619, 649, 587, 449,467, 329, 721, 289
! 19,18 739 MS?® [739—619]: 467, 451, 329, 289 X
MS2% 619, 649, 587, 449, 407, 451, 721, 577, 467,
2 22,23 739 329, 289 X X
MS® [739—619]: 467, 289, 451, 393, 493, 225
MS?: 649, 619, 587, 449, 497, 359, 721, 289
3 25,19 739 MS?® [739—649]: 497, 451, 479, 359, 631, 341, 409 X X X
MS?% 619, 587, 649, 539, 679, 407, 449
4 31,40 739 MS® [739—-619]: 451 X
MS2: 649, 619, 587, 449, 721, 359, 497, 289
> 38,74 739 MS?® [739—649]: 497, 359, 289, 451, 539 X X
6 47,34 739 MS2: 587, 435, 449, 451, 569, 339, 289, 629, 721 %
(Cinchonain) MS? [739—-587]: 435, 569, 417, 459, 405, 339
7 59,99 739 MS?: 587, 435, 449, 451, 339, 289, 569, 629, 721 X
(Cinchonain) MS? [739—587]: 435, 569, 417, 339, 459, 542
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Massenspuren der in Heidelbeeren und Blaubeeren detektierten Proanthocyanidine
e Vaccinium myrtillus: Procyanidine

24.98

289.11 _ ]
20,14 m/z = 288.50-289.50

289.22

100

50

54.83

100 575.18 m/z=574.50-575.50
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50

100 577.16 m/z=576.50-577.50

50

100 863.15 m/z=862.50-863.50

50

bl
B
W
'_
~J

0 A I

865.17 m/z=864.50-865.50

Relative Abundance

100

50

0 A M_... A rE——
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1151.25 m/z=1150.50-1151.50

100

50

0 WMWW

56.06
1153.05 m/z=1152.50-1153.50

100
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50 1153.11

(=]

20 40 60 80 100
RT [min]
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Relative Abundance
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50

Vaccinium myrtillus: Prodelphinidine, Cinchonaine/Flavanolglykoside

vy bl

13.49 m/z=304.50-305.50
305.01
25.00
305.05
b .

vy ol

m/z=608.50-609.50

16.35
609.12 92.60
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59297 593.04 m/z=592.50-593.50

y 48.45
: WUWWM
45.19 j
_ 881.15 m/z=880.50-881.50
| 22.59
. 880.98 53.44 66.51 92.08
7 881.10 881.31 880.88
29.54
_ 451.10 m/z=450.50-451.50
] 94.96
] 36.11 81.55  451.12
i 45102 64.02 451,02
i 45121
A e " A .
I I I | I T T | I I I | 1 T T |
0 20 40 60 80 100
RT [min]
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Relative Abundance
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Vaccinium floribundum: Proanthocyanidine

40.27

2592 788.95
289.03

m/z=288.50-289.50

1 A 1

|| o
71.40
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Ann A " h
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A

el NIENENRUER| LLLL
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1151.06 HSTO08 15097
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e Vaccinium angustifolium: Proanthocyanidine

24.92
289.08

m/z=288.50-289.50

40.29
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A

44.61 5804
575.18 575.25
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A Aetlaere N eanh s o
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e Vaccinium corymbosum: Proanthocyanidine

26.37
100
42.72
50 289.02
" 86.06 /z=574.50-575.50
000 m/z = . - .
1003 21.23 577749833_
) 28.51 60.35 |
50 J17.00 %00 000 ' 96.59
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0 0.00___ , N A j
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100 35.17
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8 0 L A
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'g 100 7 862.84
3
< 50
()
N
= 0
o~ 51.86
100 7 864.80 [
50.40
50 864.70__
| et
0
m/z=1152.50-1153.50
100 42.55
23.22 415270
50 1152.53 h
O l [} b
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592.96
0 |
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0 T T T T 7 1T 77 “.".|..“ll|...
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A.4 Massenspektrometrische Daten: Flavonole

Tabelle 30: Massenspektrometrische Daten der in Moosbeere und Cranberry detektierten Flavonole
Peak RT Verbindung Amax [M-H] Fragmente
Nr. [min]
1 60.46 | Myricetinhexosid 227,261,356 | 479 MS? [479]: 316, 317
MS?: [479—316]: 271, 287, 178, 151
2 62.01 Myricetinhexosid 225,252,359 | 479 MS? [479]: 316, 317
MS?: [479—316]: 271, 179, 287, 151
3 63.55 Myricetinpentosid 260, 355 449 MS? [449]: 316, 317
MS?: [449—316]: 271, 287, 178, 151
4 68.68 Myricetinpentosid 228,261,353 | 449 MS? [449]: 316, 317
MS?: [449—316]: 271, 179, 287, 151
5 71.32 Quercetingalactosid 256, 354 463 MS? [447]: 301
MS?: [447—301]: 179, 151, 273, 257
6 73.91 Quercetinglucosid 257,353 463 MS? [463]: 301, 300
MS?: [463—301]: 271, 179, 255, 151
7 Quercetinrutinosid 609 MS? [609]: 301, 300
MS?: [609—301]: 271, 179, 255, 151
g 75.55 Laricitrinhexosid 227,256,357 | 493 MS? [493]: 330, 331
MS?: [493—330]: 315, 301, 287, 285
9 76.66 Quercetinpentosid 228,255,355 | 433 MS? [433]: 301, 300
MS?: [433—5301]: 271, 179, 151, 255
10 78.75 Quercetinpentosid 227,256,354 | 433 MS? [433]: 300, 301
MS?: [433—5301]: 271, 255, 179, 151
11 80.03 Kémpferolhexosid 227,265,352 | 447 MS? [447]: 284, 285
MS?: [447—285]: 255, 227
12 82.08 Quercetinpentosid 227,257,352 | 433 MS? [433]: 301, 300
MS?: [433—301]: 179, 151, 271, 255
13 84.92 Quercetinrhamnosid 259, 350 447 MS?[447]: 301, 300
MS?: [447—301]: 179, 271, 255, 151
14 86.36 Isorhamnetinhexosid 221,255,354 | 477 MS? [477]: 314, 315
MS?: [477—314]: 285, 300, 271, 243
15 87.70 Laricitrinpentosid 258,356 463 MS? [463]: 330, 331
MS?: [463—330]: 315, 179, 151
16 88.64 Syringetinhexosid 227,254,357 | 507 MS? [507]: 344, 345, 387
MS?: [507—344]: 330, 301, 316,273
17 91.47 Isorhamnetinpentosid | 227, 258,356 | 447 MS?[447]: 314, 315
MS?: [447—314]: 285, 286, 271, 300, 243
18 92.39 Isorhamnetinpentosid | 227, 255,354 | 447 MS?[447]: 314, 315
MS?: [447—314]: 285, 286, 271, 300, 243
19 92.81 Syringetinpentosid 254, 355 477 MS? [477]: 344, 345
MS?: [477—344]: 301, 316, 273, 330
20 93.97 Isorhamnetinpentosid | 227, 256, 352 | 447 MS? [447]: 314, 315
MS3: [447—314]: 285, 271, 286, 300, 243
21 95.46 Syringetinpentosid 227,256,356 | 477 MS? [477]: 344, 345
MS3: [477—344]: 316, 301, 330, 273
29 95.46 Syringetindeoxy- 227,256,356 | 491 MS?2[491]: 344, 345
hexosid MS3: [491—344]: 330, 316, 301, 273
23 97.7 Quercetin 229,256,369 | 301 MS2[301]: 179, 151,273, 257
MS3: [301—179]: 151, 169, 183
24 98.57 Quercetin- 228,266,314 | 609 MS2[609]: 463, 301
(cumaroyl)-hexosid MS3: [609—463]: 151, 169, 183
25 102.06 | Quercetin-(benzoyl)- | 229,256,356 | 567 MS? [567]: 300, 445, 301, 271
hexosid MS3: [567—300]: 271, 255, 179, 151
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Tabelle 31: Massenspektrometrische Daten der in Preiselbeeren detektierten Flavonole
Peak RT Verbindung Amax [M-H] Fragmente
Nr. [min]
1 71.40 Quercetingalactosid 226, 256, 354 463 MS? [447]: 301
MS?: [447—301]: 271, 255, 179, 151
) 7317 | Quercetinglucuronid | 257- 351 477 MS? [477]: 301, 300
MS?*: [477—301]: 179, 151
3 7395 | Quercetinglucosid 226,256,353 | 463 MS? [447]: 301
MS?: [447—301]: 179, 271, 255, 151
4 Quercetinrutinosid 227,256,354 | 609 MS? [609]: 301, 300
MS3: [433—301]: 179, 271, 151, 255
5 7672 | Quercetinpentosid 228,257,355 | 433 MS? [433]: 301, 300
MS?: [433—301]: 179, 271, 151, 255
6 78.85 | Quercetinpentosid 227,265,355 | 433 MS? [433]: 301
MS3: [433—301]: 271, 255, 179, 151
4 80.06 | Kampferolhexosid 227,266,348 | 447 MS? [447]: 284, 285
MS?: [447—285]: 255, 227
8 82.20 Quercetinpentosid 227,257,352 433 MS? [433]: 301, 300
P MS?>: [433—301]: 179, 151, 271, 255
9 84.10 Quercetinderivat 221,256, 351 565 MS? [565]: 301, 300, 415
MS3: [565—301]: 179, 151, 271
10 84.97 Quercetindesoxy- 228,257, 348 447 MS?[447]: 301, 300
hexosid MS3: [447—301]: 271, 255, 179, 151
1 9141 | Kampferolpentosid | 227,265,351 | 417 MS? [417]: 285, 284
MS3: [417—285]: 255, 229, 267, 199
12 91.72 Quercetinhexosid- 251, 293, 340 583 MS? [583]: 463, 301
derivat MS3: [583—463]: 301, 343
13 93.13 Kéampferoldesoxy- 227,264, 345 431 MS? [431]: 285, 284
hexosid MS3: [447—314]: 255, 257, 229, 267
14 96.36 Quercetin-(HMG)- 229, 257, 349 591 MS?[591]: 447, 489, 529, 301
rhamnosid MS3: [591—447]: 301, 300
15 97.35 Quercetin 227,257,369 301 MS?[301]: 179, 151, 257,273
MS3: [301—179]: 151, 169, 183
100.93 | Kampferol-(HMG)- | 228,265,344 | 575 MS? [575]: 431,473, 513
16 desoxyhexosid MS?: [575—431]: 285
10212 | Quercetin-(benzoyl)- | 229 256,355 | 567 MS? [567]: 300, 445
17 hexosid MS?: [567—300]: 271, 179, 255, 151
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Tabelle 32: Massenspektrometrische Daten der in Blau- und Heidelbeeren detektierten Flavonole

und andere Verbindungen bei 360 nm

Pl\?:k RT Verbindung Amax [M-H]” Fragmente
- MS? [367]: 179, 135, 191
1 61,86 Feruloylchinasdure 228, 335 367 MS® [367—479]: 135
MS? [479]: 316, 317, 299
2 62,43 Myricetinhexosid 227,261,356 | 479 MS?: [479-317]: 271, 179, 287, 231, 151,
137
. . MS? [493]: 317
3 63,30 Myricetinglucuronid 225,263,362 | 493 MS: [4935317]: 179, 151, 191, 137
. . MS? [479]: 316, 317
4 63,94 Myricetinhexosid 227,263,359 | 479 MS>: [4795316]: 271,287, 179, 241, 151
. . MS? [449]: 316, 317
5 65,47 Myricetinpentosid 226,262,358 | 449 MS3: [479—317]: 179, 151, 193,271, 137
Quercetin-
¢ | 6660 | dimethylether- 228, 355 509 MS? [509]: 329, 347, 355
? Derivat MS?*: [493-329]: 314, 329, 149
Quercetin- MS? [509]: 329, 347, 355, 193
7 66,96 dlm.ethylether- 228,358 509 MS®: [509-329]: 314, 299, 145, 167, 139
Derivat
Quercetinhexosid- MS? [595]: 300, 301, 463
8 68,15 pentosid 226,336 393 MS?*: [595-300]: 271, 255, 272
Quercetin- MS? [479]: 329, 325, 299, 347, 461, 149
? 68,87 dimethylether-Derivat 226,355 419 MS?: [479—329]: 314, 149, 299, 197
. MS? [535]: 371, 372, 329, 191, 163, 491
10 69,57 Cumaroyliridoid 231, 306 535 MS>: [5355371]: 165, 191, 147, 135
. . MS? [449]: 316, 317
11 70,45 Mpyricetinpentosid 226,268,366 | 449 MS3: [449316]: 271,287, 242, 179
Myricetin-3-O- MS? [463]: 316, 317
12 71,12 rhamnosid 263, 358 463 MS*: [463—316]: 271, 287, 242, 179, 316
Quercetin-hexosid MS? [463]: 301
13 73,56 . 227,257,354 | 463 MS”: [463—301]: 179, 151, 271, 255, 193,
(galactosid) 107
. MS? [535]: 371, 373, 329, 191, 163, 491
14 74,34 Cumaroyliridoid 231,312 535 MS3: [535371]: 165, 191, 147
. MS? [609]: 301, 300
15 75,44 Rutin 231, 355 609 MS’: [609301]: 165, 191, 147
. . MS? [477]: 301
16 75,47 Quercetinglucuronid 227,257,354 | 477 MS3: [477—301]: 179, 151, 273,257, 193
. . MS? [463]: 301
17 76,14 Quercetin-3-O-glucosid | 255, 355 463 MS [463301]: 179, 151, 271, 257, 107
L . MS? [493]: 331
18 77,75 Laricitrinhexosid 226,253,359 | 493 MS3: [493331]: 316, 315, 179, 287, 151
. . MS? [433]: 301
19 78,99 Quercetinpentosid 257,353 433 MS?: [4795301]: 271, 179, 255, 151
. . MS? [493]: 331
20 79,25 Laricitrinhexosid 227,256,357 | 493 MS3: [479331]: 316,315, 179, 287, 151
L . MS? [507]: 331
21 80,36 Laricitringlucuronid 254, 358 507 MS?: [507—331]: 316, 179, 151, 135
. . MS? [433]: 301
22 81,41 Quercetinpentosid 226,257,353 | 433 MS?: [479—301]: 271, 179, 255, 151
. . MS? [447]: 284, 285, 255
23 82,49 Kémpferolhexosid 226,265,354 | 447 MS>: [447—284]: 255,227
Quercetin-(malonyl)- MS? [549]: 505
24 83,36 hexosid 221,259,354 1 549 MS?®: [549—505]: 301, 463, 445
Quercetin-(malonyl)- MS? [549]: 505
2 83,97 hexosid 259,354 349 MS?®: [549—505]: 301, 463, 445
2 .
26 84,82 Quercetinpentosid 226,259,359 | 433 MS' [433]: 301

MS?: [439—301]: 179, 151, 271, 255
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27 85,43 Dikaffeoylchinasdure 240, 296,327 | 515 xgzz[[ﬁslfs]j’j 535]3:31597 11’91179, 135
28 85,77 Laricitrinpentosid 226,262,364 | 463 ﬁgiz[?fgs]:—?g(’)]}:o;ls, 301

- - p) .
29 | 86,60 Icfezrélfyfigo}slleg e >3 323;[55953];22855]; 257,267, 229,213, 151
30| 8821 dQel;f)r)f;fli:);osid 246,355 447 mjz[?fﬂf;gi]%lfw, 271,255, 151
31 88,20 Isorhamnetinhexosid 228, 355 477 ﬁgj[ﬁz;]j; ?;]3 135603’0215272’72144
32 | 89,19 ff:;:f;ﬁgig;; 0S| 227,256,354 | 623 ﬁgz[[%%]—ézl f 313:03000, 272,244,163
5 [ |t o [ WS
34 89,88 Isorhamnetinhexosid 254, 355 477 ﬁgi[ﬁz;]j’;g(’)] 271,255,243, 151
35 89,90 Syringetinhexosid 226,254,357 | 507 ﬁgiz[[sso(gj?j‘l]: 330, 331, 301, 315, 273
36 90,73 Syringetinhexosid 226,254,357 | 507 xgj;[[sso(yj’jjﬂ; 330, 331, 301, 315, 273
37 91,21 unbekannt
38 91,85 Syringetinglucuronid 227,255,359 | 521 321:[552211]3;123]%33130, 315
3 |oa7o | RN 037,316 499 ﬁgz:[[449999]:—3333?9]3:5136’31,61373, 191,119
40 93,58 Isorhamnetinpentosid 228, 361 447 ﬁgz[?ﬂ;_‘i’;fﬁ 1258’52,82571, 243,300
41 93,80 Syringetinpentosid 226,303,357 | 477 321:[3777]:—3;‘2;1]%43501, 315,273, 330
42 | 9429 | Kampferolpentosid 220,246,344 | 431 xgjz[?j;l]ﬁzggsy 257,267,229, 213, 163
43 94,62 Cumarsiurederivat 228,311 411 ﬁgi[?j 111]:—} 162_;3]1241519
44 95,12 Isorhamnetinpentosid | 255, 351 447 ﬁg[éﬁg_ﬁgizlg(}?j;s, 271,243
45 | 9550 fj;jj;?@:ﬁf;; 228,255,348 | 461 ?/I/Iij:[ftféll]:—; }ii:321855’,2§; 1,243, 299

——— ) .

46| 96,22 izsr:)l;gyeht;;sid 257, 351 1 mg%[?f;l]'—f?j%]}:%%o, 315,301, 273, 241
47 96,49 Syringetinpentosid 228,261, 361 477 ﬁgzz[gﬂfﬁgﬁfm, 315,273,330
ag | 9725 | pymnectin-(acetyl- 227,256,359 | 549 ﬁgiz[fffg]fﬁ;ﬁgff 63,23901, 273,329
o [ | SETOE [ [ WS
51 98,87 Quercetin 257,369 301 xgi;[éool 1]:—1 1779§]1:511§ 12,7136792551783
o [ | O | s AT
53 100,16 Laricitrin 228,254,372 | 331 ﬁgiz[[?;l]j;16é]1:7197’91,5217’12’82787’ 164, 151
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A.5 Massenspuren der Anthocyane in Cranberry und Moosbeere
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Abbildung 51: Massenspuren der in Cranberrys und Moosbeeren zugeordneten Anthocyane
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A.6 Gerichtsurteil zur Cranberry

Irrefithrung; Saft; Moosbeere; Cranberry
LFGB§ 11 Abs. 1; UWG §§ 4 Nr. 11, 8 Abs. 1, 12 Abs. 2

Der Verbraucher verbindet mit der Bezeichnung eines Saftes mit "Cranberry" ei-
nen Saft aus einer Frucht, die ihm in Form der groBwuchtigen Beere durch den
Import aus Nordamerika als "Cranberry" bekannt ist. Eine andere Beurteilung
folgt auch nicht daraus, dass in den gemeinsamen Standards der codex
alimentarius der Kommission der Weltgesundheitsorganisation und der Ernéh-
rungs- und Landwirtschaftsorganisation sowie in dem Codex-Standard 247-2005,
der die Grundlage fiir die Harmonisierung lebensmittelrechtlicher Bestimmungen
bildet, die iibliche Verkehrsbezeichnung fiir die verwendeten Friichte bei der
Herstellung von Saft oder Nektar aus den Sorten Vaccinium Cranberry lautet.

OLG Celle, Urteil vom 6.5.2010 - 13 U 194/09

Griinde
I.

Von einer Darstellung des Sach- und Streitstandes wird gemif den §§ 540 Abs. 2, 313 a Abs.
1 Satz 1 ZPO abgesehen.

IIL.

Die Berufung des Verfiigungskliagers (im Folgenden: Kliger) ist zuldssig und begriindet.
Demgegeniiber hat die zuldssige Berufung der Verfligungsbeklagten (im Folgenden: Beklag-
te) in der Sache keinen Erfolg.

A. Berufung der Beklagten

1. Entgegen der Auffassung der Beklagten ist ithre Berufung nicht deshalb begriindet, weil die
vom Landgericht Liineburg mit Urteil vom 12.11.2009 erlassene einstweilige Verfiigung nicht
innerhalb der Frist des § 929 Abs. 2 ZPO ordnungsgemil vollzogen wurde. Der Kldger hat
das angefochtene Urteil innerhalb der ab Verkiindung der Entscheidung am 12.11.2009 lau-
fenden Monatsfrist (§§ 187 Abs. 1, 188 Abs. 2 BGB, § 222 Abs. 1 und 2 ZPO), von Anwalt
zu Anwalt zugestellt. Allerdings hat er die unter Ziff. 6 der Urteilsverfiigung angeordnete
Sicherheitsleistung in Hohe von 100.000 EUR nicht innerhalb der vorgenannten Frist gegen-
iber der Beklagten erbracht. Nach standiger Rechtsprechung muss in den Féllen, in denen die
Vollziehung einer einstweiligen Verfiigung von einer Sicherheitsleistung abhéngig gemacht
worden ist, die Sicherheit innerhalb der Vollziehungsfrist des § 929 Abs. 2 ZPO geleistet
werden (OLG Celle, OLGR 2006, 378 f.; OLG Hamm, MDR 1995, 412; KG; KGR 1994,
212, OLG Miinchen, NJW-RR 1988, 1466). Aus dieser Fristversiumung kann die Beklagte
indes nichts fiir sich herleiten, weil der Kldger auch gegen die Anordnung der Sicherheitsleis-
tung Berufung eingelegt hat und nicht verpflichtet ist, eine nicht seinem Begehren entspre-
chende und nur gegen Sicherheitsleistung ergangene einstweilige Verfiigung zu vollziehen
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(OLG Celle, OLGR 1995, 116; Bernecke, Die einstweilige Verfiigung in Wettbewerbssachen,
2. Aufl.,, Rdn. 307).

2. Ohne Erfolg macht die Beklagte geltend, dass die vom Klédger begehrte einstweilige Verfii-
gung unbegriindet gewesen sei. Dem nach § 8 Abs. 3 Nr. 2 UWG klagebefugten Verband
steht gemidB § 8 Abs. 1, §§ 3,4 Nr. 11 UWG i.V.m. § 11 Abs. 1 Satz 1 und 2 Nr. 1 LFGB ein
Anspruch auf Unterlassung in der von ihm beantragten Form zu.

a) § 11 Abs. 1 LFGB ist dazu bestimmt, i.S. v. § 4 Nr. 11 UWG das Marktverhalten der Wett-
bewerber zu regeln (Kohler in: Kohler/Bornkamm, Wettbewerbsrecht 28. Aufl. § 4 Rn.
11.136).

b) Mit dem Landgericht ist davon auszugehen, dass der Vertrieb des von der Beklagten aus
der gewohnlichen Moosbeere (V.) gewonnenen Saftes und die Werbung hierfiir als "C.-Saft"
irrefithrend 1.S. des § 11 Abs. 1 Nr. 1 LFGB ist.

aa) Bei der Priifung, ob eine Angabe iiber ein Lebensmittel geeignet ist, den Verkehr iiber
dessen Eigenschaften irre zu fithren, kommt es nicht auf den objektiven Wortsinn und nicht
darauf an, wie der Werbende selbst seine Aussage iiber die Ware oder gewerbliche Leistung
verstanden haben will. Fehlt es an einer gesetzlichen Normierung der Beschaffenheit eines
Lebensmittels (vgl. Zipfel/Rathke, Lebensmittelrecht, EL 137 Stand: Juli 2009 § 11 LFGB
Rdn. 283), ist entscheidend, wie ein durchschnittlich informierter, aufmerksamer und verstan-
diger Durchschnittsverbraucher diese Angabe wahrscheinlich auffassen wird (EuGH, Urteil
vom 16. 7. 1998 - Rs.C-210/96, NJW 1998, 3183, 3185 Tz.37 - Gut Springenheide; BGH,
Urteile vom 12. 10. 2003 - I ZR 150/01, GRUR 2004, 244, 245 -Marktfithrerschaft und vom
6.5.2004 - 1 ZR 275/01, GRUR 2004, 793, 796 -Sportlernahrung II).

bb) Gemessen daran ist auf dem deutschen Markt unter einem als "C.-Saft" vertriebenen Pro-
dukt lediglich der aus Amerika stammende, aus der so genannten "groBwuchtige Moosbee-
ren" (botanisch: V.) gewonnene Saft zu verstehen. Dass im angelsdchsischen Sprachraum so-
wohl die in Nordamerika beheimatete "V." als auch die europdische gewohnliche Moosbeere
(botanisch: V. als "C." bezeichnet werden, ist fiir das Verbraucherverstindnis auf dem hier
relevanten deutschen Markt dagegen nicht von Bedeutung. Dem durchschnittlich informierten
und verstidndigen Verbraucher, zu denen auch die Mitglieder des Senats gehoren (BGH, Urtei-
le vom 12. 10. 2003 - I ZR 150/01, GRUR 2004, 244, 245 - Marktfiihrerschaft), steht bei der
Bezeichnung eines Saftes mit "C." nicht die englische Ubersetzung des Begriffes "Moosbee-
re" vor Augen. Stattdessen verbindet er damit einen Saft aus einer Frucht, die ihm in Form der
groBwuchtigen Beere durch den Import aus Nordamerika als "C." bekannt ist.

Eine andere Beurteilung folgt auch nicht daraus, dass in den gemeinsamen Standards der co-
dex alimentarius der Kommission der Weltgesundheitsorganisation und der Erndhrungs- und
Landwirtschaftsorganisation sowie in dem Codex-Standard 247-2005, der die Grundlage fiir
die Harmonisierung lebensmittelrechtlicher Bestimmungen bildet, die iibliche Verkehrsbe-
zeichnung fiir die verwendeten Friichte bei der Herstellung von Saft oder Nektar aus den Sor-
ten V. und V. jeweils "C." lautet. Damit ldsst sich kein anderes Verbraucherverstindnis auf
dem deutschen Markt begriinden. Dasselbe gilt fiir die von der Beklagten zitierte Entschei-
dung des EuGH vom 5. 12. 2001 (C-448/98). Dort wurde dem Codex ali-mentarius eine Hin-
weisfunktion fiir eine Definition der Eigenschaften des dort im Streit stehenden "E." beige-
messen, weil der Kédse ohne Rinde dort aus den gleichen Zutaten und nach derselben Methode
wie Emmentaler mit Rinde hergestellt wurde (Tz. 32). Damit ist der vorliegende Sachverhalt
aber nicht vergleichbar. Im Gegensatz zu dem dort entschiedenen Fall erfolgt die Gewinnung
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hier gerade nicht aus denselben Zutaten, sondern einerseits aus der in Nordamerika beheima-
teten "groBwuchtigen Moosbeere" (V.) und andererseits aus der europdischen Form der ge-
wohnlichen Moosbeere (V.L.).

cc) Indem die Beklagte den von ihr aus der gewohnlichen Moosbeere gewonnenen Saft als
"C.-Saft" vertreibt und bewirbt, erweckt sie damit bei einem erheblichen Teil der angespro-
chenen Verbraucher die unzutreffende Vorstellung, dass es sich bei diesem Produkt um einen
aus der in Nordamerika beheimateten groBwuchtigen Moosbeere (V.) und nicht aus der in Eu-
ropa geernteten gewohnlichen Moosbeere (V.) hergestellten Saft handelt. Mit dieser Tau-
schung bezweckt sie, den auf dem deutschen Verbrauchermarkt hoheren Bekanntheitsgrad der
C. im Vergleich zur Moosbeere fiir ihr Produkt zu nutzen. Die Irrefiihrung iiber die konkret
verwendete Frucht und deren Herkunft ist auch relevant, weil der Verkaufspreis fiir den aus
der groBBwuchtigen Moosbeere hergestellten C. wegen der hoheren Transportkosten der aus
Nordamerika zu importierenden Friichte regelméBig hoher ist als der Preis fiir gewdhnlichen
Moosbeerensaft.

B. Berufung des Klédgers
1. Die Berufung des Klégers ist zuléssig.

a) Bei der von dem Kléger beantragten einstweiligen Verfligung handelt es sich - entgegen
der Annahme des Landgerichts - nicht um acht selbststéindige, sondern um einen einheitlichen
Klageantrag. Nach § 253 Abs. 2 Satz 2 ZPO muss der Klageantrag hinreichend bestimmt sein
und so den Streitgegenstand und damit den Umfang der Priifungs- und Entscheidungsbefugnis
des Gerichts in der Weise festlegen, dass der Unterlassungsbeklagte erkennen kann, wogegen
er sich verteidigen soll. Den dabei auftretenden Schwierigkeiten bei der Antragsfassung wird
regelméBig durch die Stellung eines "insbesondere"-Antrags Rechnung getragen. Dieser Zu-
satz stellt nach einhelliger Auffassung weder eine Einschrinkung noch eine Erweiterung des
im Obersatz formulierten Klagebegehrens dar (BGH, Urteil vom 25. 4. 1991 - I ZR 134/90,
GRUR 1991, 772, 773 - Anzeigenrubrik [; Teplitzky, Wettbewerbsrechtliche Anspriiche und
Verfahren, 9. Aufl. Kap. 51 Rdn. 39).

Das gilt auch hier. Der Kliager begehrt gegeniiber der Beklagten die Unterlassung, ein Produkt
bestehend aus dem aus der Moosbeere gewonnenen Saft unter der Bezeichnung "C.-Saft" zu
bewerben und/oder zu vertreiben. Erst unter diesem "Obersatz" werden mit dem Zusatz "ins-
besondere" bestimmte - aus Sicht des Kldgers - unter sein abstrakt formuliertes Unterlas-
sungsgebot fallende Werbeaussagen aufgefiihrt. Die bezifferten Teilantrdge stellen daher nur
Beispiele fiir mogliche Verstofle gegen das begehrte Unterlassungsgebot dar mit der Folge,
dass eine nachtrdgliche Streichung von einigen beispielhaft angegebenen Werbesétzen keine
Klagabweisung darstellt und auch nicht zu Kostennachteilen des Klédgers fiihren kann (KG
GRUR 1988, 78, 79; Teplitzky, a.a.0.).

b) Gegen die Zuldssigkeit der kldgerischen Berufung bestehen keine Bedenken, obwohl das
Landgericht den von ihm geltend gemachten Unterlassungsanspruch wegen irrefiihrender
Werbung hinsichtlich der unter Ziff. 1 4., 5. und 7. dargestellten Aussagen bejaht hat. Das
vom Landgericht tenorierte Verbot, die Bezeichnung "C." nicht ohne aufkldrende Zusitze zu
verwenden, ist nicht von den Antragen der Parteien gedeckt (§ 308 Abs. 1 ZPO). Nach herr-
schender Auffassung ist das Gericht an einen bestimmten Klageantrag gemdl3 § 253 Abs. 2
Nr. 2 ZPO, § 308 Abs. 1 ZPO bei der wettbewerblichen Unterlassungsverfiigung gebunden
(Teplitzky, Wettbewerbsrechtliche Anspriiche und Verfahren, 9. Aufl. Kap. 54 Rdn. 38
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m.w.N.; Kohler/Bornkamm, UWG 28. Aufl.,, § 12 Rdn. 3.30). § 938 ZPO gewédhrt dem Ge-
richt lediglich geringfiigig - gegeniiber einem normalen Klageantrag - weitergehende Mog-
lichkeiten zur Ausdeutung, Klarstellung und Umformulierung des Antragsbegehrens (Teplitz-

ky, a.a.0.). Dem Gericht bleibt es jedoch versagt, dem Antragsteller etwas zuzusprechen, was
dieser nicht beantragt hat (§ 308 Abs. 1 ZPO).

Das ist hier indes der Fall. Das Landgericht hat nicht den vom Kldger erstinstanzlich gestell-
ten und mit seiner Berufung weiter verfolgten Antrag zugesprochen, sondern ein inhaltlich
davon abweichendes Unterlassungsgebot tenoriert. Zutreffend verweist der Kldger darauf,
dass durch den vom Landgericht vorgesehenen Zusatz die Gefahr der nach seiner Auffassung
zu unterlassenden Irrefiihrung nicht gebannt, sondern - im Gegenteil - weitere Irrtiimer bei
dem Verbraucher entstehen konnten.

2. Die von dem Kléger begehrte einstweilige Verfiigung in Gestalt des mit der Berufungsbe-
griindung vom 20. 1. 2010 gestellten Antrags ist zuldssig und begriindet.

a) Der fiir den Erlass der begehrten einstweiligen Verfligung erforderliche Verfligungsgrund
ist gegeben, da die Dringlichkeit nach § 12 Abs. 2 UWG vermutet wird und die Beklagte eine
die Dringlichkeit ausschlieBende (frithere) Kenntniserlangung des Klagers nicht behauptet hat
(Kohler, in: Kohler/Bornkamm, UWG 28. Aufl. § 12 Rdn. 3.13).

b) Aus den bereits unter A. 2. dargestellten Erwdgungen ist die einstweilige Verfiigung des
Klagers auch begriindet.

3. Von der Vollziehung der einstweiligen Verfligung gegen Sicherheit gemal den §§ 936, 921
Satz 2 ZPO hat der Senat abgesehen. Die in das Ermessen des Gerichts gestellte Anordnung
kann veranlasst sein, wenn die Gefahr eines besonders hohen Schadens zu erwarten ist oder
Zweifel an der ausreichenden Solvenz des Glidubigers im Hinblick auf einen etwaigen Scha-
densersatzanspruch bestehen (Zoller/Vollkommer, ZPO 27. Aufl. § 921 Rdn. 3.). Anhalts-
punkte dafiir hat die Beklagte nicht dargetan.

III.

Die Kostenentscheidung folgt aus den §§ 91 Abs. 1, 97 Abs. 1 ZPO.

161



Anhang

A.7  Liste der untersuchten Handelsproben
Proben Hersteller Kennzeichnung/ Zutaten
Cranberrynektar
Burkhardt Fruchtsdf- | Cranberry-Nektar aus Cranberrysaftkonzentrat, Fruchtge-

te GmbH & Co. KG,
8915 Laichingen

halt mindestens 30%

Zutaten: Wasser,
konzentrat, Zucker

Cranberrysaft aus Cranberrysaft-

EDEKA Zentrale AG
&Co. KG, D-22291
Hamburg

Cranberry-Nektar aus Cranberrysaftkonzentrat, Fruchtge-
halt: mindestens 30%

Zutaten: Wasser, Cranberrysaft aus Cranberrysaft-
konzentrat, Zucker, Antioxidationsmittel: Ascorbinsdure

Emil Jacoby, Quali-
tatsfruchtséfte, 79424
Auggen

Bio Cranberrynektar, Fruchtgehalt mind. 25%

Zutaten: Wasser, Bio Cranberrysaft, Bio Zucker

Eckes-Granini
Deutschland GmbH,
55266 Nieder-Olm

Cranberry-Nektar aus Fruchtsaftkonzentrat, Fruchtgehalt:
mindestens 30%

Zutaten: Wasser, Cranberrysaft aus
Cranberrysaftkonzentrat (30%), Zucker, konzentrierter Zit-
ronensaft

Erwin Dietz GmbH,

Cranberry-Nektar aus Cranberrysaftkonzentrat, Fruchtge-

74706 Osterburken halt mindestens 30%
Zutaten: Wasser, Cranberrysaft aus Cranberrysaft-
konzentrat, Zucker.

Dimes Cranberry nectar, Fruit content: 40% min. Made from con-

Uremit Yeri, Tokat,
Tiirkei

centrate.

Ingredients: Water, suger, cranberry juice concentrate, acid-
ity regulator (citric acid), natural cranberry flavor.

Pasteurized
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10. Lindauer: Bodensee- | Cranberry-Nektar aus Cranberrysaftkonzentrat; Fruchtge-
Fruchtsidfte GmbH, halt: Mindestens 30%
K.eltereiweg, D-88138 | Zytaten: Wasser, Cranberrysaft aus Cranberrysaft-
Lindau konzentrat, Zucker, Vitamin C

Cranberrynektar/-saft gemischt mit anderen Friichten

11. Hitchcock, Sportfit | Premium Himbeere-Cranberry Verfeinert mit Traube, mit
Fruchtsaft GmbH & | Direktsaft
Co.KG, 'l‘iuckes 90, | Zutaten: Wasser, Himbeersaft (20%), Cranberrymark (11%),
41238 Moncheng- Zucker, weiBler Traubensaft (9%), Himbeermark (2%)
ladbach

12. PomWonderful POM Wonderful, Pomgranate Cranberry 100% Juice
FLCa Bottled and Ingridients: Pomgranate juice (85%), and cranberry juice
imported for (15%) from concentrate.
PomWonderful BV,
Panamalaan 110,
1019 AZ, Amster-
dam NL

13. Bjorg Jus de Pomme et de Lingonberry, pasteurisé
Distriborg France, Ingrédients: jus de pomme (88%), jus de lingonberry (12%)
Service Consomma- | Bio
teurs, 69561 St Ge-
nis LAval Cedex
France

14. Beutelsbacher Mehrfruchtgetrink aus kanadischen Cranberrys mit Trau-
Fruchtsaftkelterei bensiisse und Agavendicksaft (bio)
Gm.bH, 71370 Zutaten: Wasser, Cranberrysaft (Kanada) 31%, Traubensiisse
Weinstadt, (Ttalien) 15%, Agavendicksaft (Mexiko)
Deutschland

15. Happy Day Cranberry Apfel Nektar aus Cranberrysaft/ -konzentrat und

Rauch Fruchtsifte,
A-6830 Rankweil,
Austria

Apfelsaftkonzentrat. Fruchtgehalt: mindestens 30% (Cranber-
ry 20%, Apfel 10%)

Zutaten: Wasser, Zucker Cranberrysaft, Cranberrysaft-
konzentrat, Apfelsaftkonzentrat, Sdurungsmittel: Zitronen-
sdure; Vitamin C. Pasteurisiert
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Paradiso, Ausge-
wiahlt und gepriift:
Penny Markt
GmbH, D-50603
Koéln

Traube-Apfel-Schwarze Johannisbeere-Brombeer-Cranberry-
Saft, 100% Direktsaft

Zutaten: Traubensaft (52%), Apfelsaft (28%), schwarzer
Johannisbeersaft (8%), Brombeersaft (7%), Cranberrymark
(5%)

Enthilt von Natur aus Zucker

Valensina GmbH,
Ruckes 90, D-41238
Monchengladbach

Cranberry, Himbeere, Traube mit Apfel
Mehrfruchtsaft mit Fruchtmark, 100 % direkt gepresst

Zutaten: Traubensaft (76%), Traubensaft (76%),
Himbeermark (10%), Cranberrymark (7%), Apfelsaft (7%).
Schonend pasteurisiert

Jamnica d.d. Zag-
reb, Getaldi¢eva 3,
Hrvatska/ Croatia

Brusnica (lat. Vaccinium macrocarpon) aronija nectar
Cranberry-Aronia-Nektar, hergestellt aus Fruchtsaftkonzent-
rat: Fruchtsaftgehalt: mind. 30 %

Zutaten: Wasser, Zucker, Cranberrysaftkonzentrat (20%),
Aroniasaftkonzentrat (10%), Sdureregulator: Citronensdure,
Antioxidationsmittel: Ascorbinsdure. Pasteurisiert

Rotbédckchen Ver-
triebs GmbH, 53572
Unkel/ Rhein

Herzgesund, Direktsaft, ohne Zuckerzusatz
Mehrfruchtsaft mit Kalium, Magnesium und Weissdornex-
trakt.

Zutaten: Apfelsaft, weiler Traubensaft, Cherimoyamark,
Aroniasaft, Cranberrysaft, Kaliumcitrat, Magnesiumcitrat,
Weissdornbeerenextrakt (4:1)

Fruchtsaftgetrinke

Dovgan GmbH
Russische Kiiche,
Zinkhiittenweg 6,
D-22113 Hamburg

Fruchtsaftgetrdnk aus 10% Cranberrysaft aus
Cranberrysaftkonzentrat und 10% Preiselbeerensaft aus
Preiselbeerensaftkonzentrat

Zutaten: Wasser, Fruktose-Glukose-Sirup, Cranberrysaft aus
Cranberrysaftkonzentrat 10%, Preiselbeersaft aus
Preiselbeerensaftkonzentrat 10%, natiirliches Aroma
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Riha Wesergold
Getrinke GmbH &
Co., Behrensstr. 44 -
64, 31737 Rinteln,
Deutschland

Cranberry Getrédnk

Zutaten: Wasser, Zucker, Glukose-Fruktose-Sirup,
Cranberrysaft aus Cranberrysaftkonzentrat, Siuerungsmittel:
Citronensédure, Farbstoff: E163, Aroma, Antioxidationsmittel:
Ascorbinsdure

Merzinger Frucht-
getranke GmbH, D-
66663 Merzig

Mehrfruchtgetrink mit Apfel-Cranberry Geschmack, Frucht-
gehalt: 50%

Zutaten: Wasser, Apfelsaft* (45%), Cranberrysaft* (4%),
FruchtsiiBe aus Apfelsaft, Holunderbeerensaft (1%),
Sdurungsmittel Citronensédure, natiirliches Aroma. * aus
Fruchtsaftkonzentraten

Jacoby GmbH Qua-
litdtsfruchtséfte, D-
79424 Auggen

Getrdank aus Granatapfel- und Cranberrysaft aus Konzentrat,
33% Fruchtgehalt

Zutaten: Wasser, Granatapfelsaft (22%) aus Granatapfelsaft-
konzentrat, Cranberrysaft (11%) aus
Cranberrysaftkonzentrat, Zucker, Traubenschalenextrakt,
Rooibostee-Extrakt, Griintee-Extrakt, Stabilisator Pektin,
Sdurungsmittel Citronensdure, Antioxidationsmittel Ascor-
binsdure

Pure Juice, herge-
stellt fiir Netto
Markendiscount

Cranberry Himbeere Traube, 100% direkt gepresst

Carpe Diem GmbH
& Co KG, 5330
Fuschl am See, Os-
terreich

Kombucha-Teegetrdnk-Schorle mit Cranberrysaft, fermen-
tiert, warmebehandelt

Zutaten: Aufguss aus Krautertee (Wasser und Kréuterteemi-
schung), Riibenzucker, Cranberrysaft (5,1 %), Saftkonzentrate
(Aronia, Apfel, Holunder, Zitrone, Acerola), Kohlensdure,
Kombucha-Kulturen und Lactobazillen.

Whole Earth CoSa
Naturprodukte
GmbH,
Zinkmattenstr.18b
79108 Freiburg im
Breisgau

kohlensdurehaltiges Bio-Getrank mit Cranberry-Geschmack

Zutaten: Wasser, Agavendicksaft® Cranberrysaft* (aus Kon-
zentrat) 4,2%, Zitronensaft* (aus Konzentrat) 0,9%, Kohlen-
sdure, natiirliche Aromen.

*aus kontrolliert 6kologischem Anbau
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Sirup

Lowicz

Agros Nova z o.0.

Zurawina

Fruit Syrup with Cranberry flavor

No preservatives added. Pasteurized. From concentrated
juice

Ingridients: sugar, glucose-fructose syrup, water, concen-
trated multifruit juice, 65% concentrated cranberry juice
(0,1%) colours: anthocyanins, caramel, acidity regulator:
citric acid, enriching substance vitamin C, flavor.

Herbapol

Herbapol - Lublin" S.

A.ul. Diamentowa
25, 20-471 Lublin

Syrop owocowy o smaku Zzurawinowym z witamina C
Syrop bez konserwantow, pasteryzowany

Zutaten: Zucker, Glucose-Fructose-Sirup, Wasser, 50%
Cranberrysaftkonzentrat (2%), Citronensdure - Sdureregula-
tor, Aroniasaftkonzentrat, Vitamin C, Aroma

Paola

Hoop Polska Sp. z
0.0. - Warszawa

Syrop domowy o smaku Zurawina

Sirup mit Cranberrygeschmak

Zutaten: Glucose-Fructose-Sirup, Zucker, Wasser, 50%
Cranberrysaftkonzentrat (0,31%), Séureregulator-

Citronensédure, Farbstoff: Ammonsulfit-Zuckerkulor, Aro-
ma

100% Saft

Polska Réza Sp. Z o.
0.

100%, Sok z owocow zurawin (Oxycoccus palustris), nie
zawiera konserwantdéw any inych dodatkow chemicznych.
bez cukru

100% Cranberry Saft (oxycoccus palustris), ohne Konservie-
rungsstoffe und chemische Zusétze, ohne Zucker

(Hier kann die Ubersetzung auch Moosbeere sein)

Dystrybucja Olfarm
Sp zo.0.,ul Fa-
bryczna 1, 55-080
Pietrzykowice

100% sok z owocow zurawiny wielkoowocowej (Vaccinium
macrocarpon)

Die Ubersetzung von Zurawina lautet sowohl Cranberry,
Preiselbeere als auch Moosbeere
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32.

Laboratoria Natury
Sp.Z o. 0.,20-150
Lublin, ul. Rapackie-

go

Zuravita

99,83% Soku z owocow zurawiny, 0,16% beta-glukan, aro-
mat cytrusowy naturalny

98,83% Cranberrysaft, 0,16% beta-Glukan, natiirliches Zit-
ronenaroma

Werbung: Cranberrysaft verhindert die Anhaftung schadli-
cher Bakterien in den Harnwegen und der Blase, daher un-
terstiitzt der regelméBige Vezehr von Zuravita ein rei-
bungsloses Funktionieren des Harntraktes.

—
—

Przysmaki Viands

Viands Sp. Z 0. 0., ul.

Spoldzielcza 3, 05-

Zawarto$ ¢: wyl acznie sok z Zurawiny wielkoowocowej
(Vaccinium macrocarpon)

Inhalt: Nur Cranberrysaft (Vaccinium macrocarpon)

600 Grojec
SAMSOK ~
33.
34, Voelkel GmbH 100% Muttersaft, Cranberrysaft
Féhrstr. 1
29478 Hohbeck OT
Pevestorf
35. Alnavit GmbH, D- % Muttersaft, Cranberrysaft ungesiifit
64404 Bickrnbach Zutatenliste: Cranberrysaft aus nordamerikanischen Cran-
berrys (Vaccinium macrocarpon)
Der Alnavit Cranberry Saft ist ein reiner, naturtriiber Press-
saft. Die Beeren aus kontrolliert 6kologischem Anbau wer-
—_ den schonend verarbeitet.
36. Alnavit GmbH, D- 100% Preiselbeersaft*
64404 Bickrnbach
*aus zertifizierter 6kologischer Wildfruchtsammlung
Der Alnavit Preiselbeer Saft ist ein reiner, naturtriiber
Presssaft. Die Beeren aus zertifizierter dkologischer Wild-
fruchtsammlung werden schonend verarbeitet. Dies garan-
tiert den gleichbleibend hohen Qualitdtsstandard des Mut-
tersaftes.
37. Haus Rabenhorst, 100% Muttersaft, ohne Zuckerzustz

53572 Unkel/ Rhein

Cranberry ,, Vaccinium macrocarpon “

Reiner Presssaft aus orginal nordamerikanischen Cran-
berries.
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38. Haus Rabenhorst, 100% Muttersaft, ohne Zuckerzustz
53572 Unkel/ Rhein Preiselbeere ,, Vaccinium vitis-idaea “
Smoothies
39. Danone Chiquita Smoothie mit Heidelbeere & Cranberry
Fruits SAS, 150 Bou- | 7ytaten: Traubensaft, piirierte Apfel, piirierte Banane, pii-
levard V1.ctor Hugo, | rierte Heidelbeere (5%), piirierte Cranberry (5%), schwarzer
93589-Saint-Quen Johannisbeersaft
Cedex, France
40. Albert Heijn Smoothie Cranberry (14%) und Himbeere
4 LY
i,
Getrocknete Friichte und ,,Studentenfutter<
41. Seeberger KG, D- Cranberrys, gesiiBt, getrocknet, ungeschwefelt, ohne Zusatz

CRANBERRIES
us

89052 Ulm

www.seeberger.de

von Konserwierungsstoffen
Zutaten: Cranberrys, Zucker, pflanzliches Ol.

Cranberrys sind die fruchtig-herben Beeren aus Nordame-
rika. Sie eigenen sich ideeal als Zutat fiir Kuchen, Muffins
und Miisli.

Keine ganzen Friichte

42.

Alnatura GmbH,
Darmstddter Str.
63, D-64404
Bickenbach

Cranberrys, getrocknet, mit Apfelsaftkonzentrat gesiifit
(Bio)

Zutaten: Cranberrys* (52%), Apfelsaftkonzentrat* (47%),
Sonnenblumendl™* (1%)

*aus 0kolog. Landwirtsch.

Ganze Friichte
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43.

&
gesund,

Cranberries

Hergestellt fiir
Hergestellt fiir Dirk
Rossmann GmbH,
Isernhdgener Str.
16, 30938 Burgwe-
del

Cranberrys getrocknet, ungeschwefelt, gezuckert

Zutaten: Cranberrys (42%), Zucker (37,5%), Sonnenblu-
mendol

Ganze Friichte

Bolasco Import
GmbH,
Heidenkampsweg,
D-20097 Hamburg

Zutaten: Ganze Cranberrys getrocknet (60%), Zucker, Son-
nenblumendl

Unsere Cranberrys haben wir als ganze Beeren am Stiick
getrocknet. Hierdurch unterscheiden sich unsere Sweet Val-
ley Cranberrys von handelsiiblicher Ware, welche aus den
Uberresten der Produktion von Cranberry-Saft gewonnen
wird...

Farmer’s Snack
GmbH, Sinstorfer
Kirchweg 74-92, D-
21077 Hamburg

Beeren Fruchtmischung getrocknet, ohne Stein

Zutaten: Trockenfriichte (Cranberrys, Physalis, Kirschen),
Zucker, pflanzliches Ol

Herkunftsland Cranberrys: USA

Erzeugnisse unterliegen einer besonders schonenden Pro-
duktion...

Ganze Friichte

Farmer’s Snack
GmbH,
Beckedorfer Bogen
27,D-21218 Ham-
burg

Studentenfutter ohne Rosinen Nuss-Trockenfrucht-
Mischung mit 58% Nusskernen und 42% Trockenfriichten

Zutaten: 32% Cranberrys, getrocknet (Cranberrys 65%, Zu-
cker, pflanliches Ol), gerdstete Erdniisse, Cashewkerne,
Kirschen getrocknet, Mandel-, Paranuss-, Walnusskerne

Ganze Beeren?

Maryland Trocken-
frucht Vertribs-
GmbH, D-24547
Henstedt-Ulzburg,

|| Postfach 1154

Nuss-Frucht-Mischung mit getrockneten Cranberrys (gezu-
ckert)

Zutaten: getrocknete Cranberrys (Cranberrys, Zucker), Obst
30% (in verdnderlichen Gewichtsanteilen): Cashewkerne,
Mandeln (blanchiert), Walnusskerne, Erdnusskerne 30%
(gerdstet), pflanzliches Ol

Keine ganzen Friichte
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48.
mr :
e -,

Cranherries
P AR

Hergestellt fiir Net-
to: Marken-
Discount AG & Co.
KG, 93142
Maxhiitte-Haidhof

Cranberrys ganz, gesiiB3t, getrocknet
Zutaten: 53% Cranberrys, Zucker, Ol pflanzlich

Ganze Friichte

Ausgewidhlt und
gepriift:

Penny Markt
GmbH, D-50603
Kéln

Zutaten: Cranberrys getrocknet (65%), Zucker, Sonnenblu-
mendol

Keine ganzen Friichte

Hergestellt fiir: ba-
sic AG,
SchleiBheimer Str.
162, D-80797 Miin-
chen

Cranberrys gesii3t, getrocknet

Zutaten: Cranberrys* (52%), Apfeldicksaft* (47%), Sonnen-
blumenol* (1%)

*aus 0kolog. Landwirtsch.

Keine ganzen Friichte

Fruchtaufstriche

Allos GmbH
Imkerhof, 49757
Mariendrebber

Zutaten: Cranberrys* 55%, Agavendicksaft® Traubensaft¥,
Apfeldicksaft* Geliermittel: Apfelpektin, Zitronensaft*,
Festigungsmittel: Calciumcitrat.

*aus dokologischem Anbau

Lorenz & Lihn
Obst-Edel-
Erzeugnisse GmbH
& Co. KG., D-19246
Zarrentin

Wild frucht-Aufstrich

Zutaten: Cranberrys (40%), Rohrzucker, Wasser, Geliermit-
tel Pektine, Sdureregulatoren Natriumcitrate, ungehértetes
Pflanzenfett (0,01%)

Aus wild wachsenden Friichten

j Cranberry ' F
bl Fruchtaufstrich

W. L. Ahrens
GmbH & Co KG,
D-33054 Paderborn

Cranberry Fruchtaufstrich 60% Frucht

Zutaten: Zucker, Cranberrysaft aus
Cranberrysaftkonzentrat (36%), Cranberrys (24%), Gelier-
mittel Pektin, Sdureregulator Trinatriumcitrat
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54.

BioBio Hergestellt
fiir Netto Marken-

Zutaten: Fruchtmischung 55% (in verdnderlichen Ge-
wichtsanteilen Erdbeeren, Cranberry, Apfelmark), Roh-

Discount Rohrzucker 37%, Apfeldicksaft, Geliermittel: Apfelpektin,
Sdurungsmittel Citronensédure, Sédureregulator
Calciumcitrat.

Aldi Nord Cranberry Fruchtaufstrich 60% Frucht
Zutaten: Zucker, Cranberrysaft aus

Cranberrysaftkonzentrat (36%), Cranberrys (24%), Gelier-
mittel Pektin, Sdureregulator Trinatriumecitrat

C £
rgﬂ?errj ‘I

Baxter Food Group,
Schottland, IV32
7LD

Importiert von:
Dunekacke &
Willms Nachf.

GmbH & Co. KG,
22041 HAmburg

Cranberry-Sauce

Ingridients: Water, Sugar, Cranberrys (29%), Citric Acid,
Gelling Agent (Pectin), Natural Colour (Anthocyanin), Pre-
servative (Potassium Sorbate), Acidity Regulator (Sodium
Citrate)

Ubersetzung: Preiselbeeren-Sauce

Zutaten: Preiselbeeren (31%), Zucker, Wasser, konzentrier-
ten Johannisbeeresaft, Zitronensaft, konzentrierter
Holunderbeersaft

Juicy North American Cranberrys make this a delicious
sauce. Perfect with turkey or roast duck. It’s also a wonder-
ful addition to lunchtime wraps

Maintal Konfitiiren
GmbH, D-97437
Hassfurt/ Main

Zutaten: Cranberrysaft* Rohrohrzucker* Zitronensaft*

Geliermittel Apfelpektin

Hergestellt aus 55 g Friichten je 100 g. Gesamtzuckergehalt
56gje 100 g

*=aus kontrolliert biologischem Anbau

Hergestellt in Fran-
kreich: St. Dalfour,
imported through
KHS- Food GmbH

Fruchtaufstrich aus Cranberrys (25%) und Heidelbeeren
(25%)

Maintal Konfitiiren
GmbH, D-97437
Hassfurt/ Main

Konlfitiire extra

Zutaten: Cranberries, Zucker, Glukosesirup, Geliermittel Pektin,
Sduerungsmittel Citronensiure

Hergestellt aus 45 g Friichten je 100 g

Gesamtzuckergehalt 63 g je 100 g
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Eingelegte Beeren

60. Hergestellt fiir Re-
we-Handelsgruppe
GmbH, D-50603
Kéln

! ranberrie

%

Cranberrys, stark gezuckert

Zutaten: Cranberrys (Kulturpreiselbeeren), Zucker, Wasser

61. Hergestellt fiir Re-
we-Handelsgruppe
GmbH, D-50603
Kéln

[rem |

wild
Preiselbeeren
=~

Wild-Preiselbeeren, gezuckert

Zutaten: Wildpreiselbeeren (50%), Zucker, Geliermittel Pek-
tin, Sduerungsmittel Citronensédure

Lid] Stifzung & Co.
KG, Stiftsbergstr. 1,
D- 74167
Neckarsulm

Wildpreiselbeeren

Zutaten: Wildpreiselbeeren 50%, Zucker 40%, Geliermittel:
Pektin, Sduerungsmittel: Citronensdure

63. Lee Coffee & Tea
Germany GmbH
lizenzierte Marken,
Odenwald-Friichte

GmbH, 64747
Breuberg

Wild-Preiselbeeren mit einer Zuckerart (Fruktose) und
SiBungsmitteln

Zutaten: Wildpreiselbeeren (40%), Wasser, Fruktose, Ge-
liermittel: Pektin, Verdickungsmittel Johannisbrotkernmehl
und Xanthan, firbendes Lebensmittel Mehrfruchtsaftkon-
zentrat, Festigungsmittel Calciumcitrat, Sduerungsmittel:
Citronensdure, Siifistoffe Cyclamat und Saccharin

64. Seidel, D-53322 Wildpreiselbeeren
Bornheim/ Sechtem | 7y, aten: Preiselbeeren, Zucker, Geliermittel: Pektin, Sdue-
rungsmittel: Citronensiure
65. Schweizer Sauer- Bio-Cranberrys

krautfabrik GmbH,
D-70794 Filderstadt

Herkunft: Schwe-
den (laut Internet)

Zutaten: Cranberrys* Wasser, Agavendicksaft*
*= Zutaten aus biologischem Anbau

Durch die schonende Verarbeitung bleiben die Inhaltsstoffe
weitestgehend erhalten
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Miisliriegel

Nutrisum GmbH
& Co.KG, D-
21218 Seevetal

Miisliriegel mit gezuckerten und getrockneten Cranberries

Zutaten: Gerdstete Getreideflocken 31,4% (...),
Glukosesirup, gezuckerten und getrockneten Cranberries
11,6% (Zucker 8,1%, Cranberries 3,1%, Sdurungsmittel...),
Extrudat 11,4% (...), Cornflakes (...), Kokosfett, Stabilisa-

Schneekoppe
GmbH & Co. KG,
D-21244 Buch-

Miisliriegel mit original amerikanischen Cranberries

Zutaten: Gerostete Getreideflocken (...), Glukos-Fructose-
Sirup, getrocknete Cranberries 11% (Zucker, Cranberries,

holz/ Nordheide Sdurungsmittel...), Crispies (...), Rohrzucker, Cornflakes
(...), Kokosfett, Honig, Stabilisator:..., Sdurungsmittel:...,
Emulgator:..., Aroma, Salz

Granola Miisli-Riegel Cranberry

Hergestellt fiir
Penny Markt
GmbH, D-50603
Koln

Zutaten: Vollkorn-Haferflocken, Getreideerzeugnis (....),
Invertzuckersirup, Cornflakes (...), 7% getrocknete, gesiiss-
te Cranberrystiicke (51% Cranberries, Zucker, Sonnenblu-
mendl), Zucker, Palmfett, Maltodextrin, Honig,
Sdurungsmittel:..., Aroma, Emulgator:...

Hergestellt fiir
Netto Marken-
Discount AG &

Getreideriegel mit Cranberrystiickchen

Zutaten: Glukos-Fruktose-Sirup, Hafervollkornflocken, 11%
Cranberries (Zucker, Cranberries, pflanzliches 0l), Weizen-

Obst-/lzn‘ege( .

Co. KE}’ 93142 Reis-Extrudat (...), Cornflakes (...), Weizenvollkornflocken,

Ma.xhutte— Maltodextrin, pflanzliches Ol, Gerstenflocken, Apfelsaft-

Haidhof konzentrat, Honig, natiirliches Aroma, Emulgator:...,
Sdurungsmittel....

Dailycer Deutsch- | Obst-Riegel mit Cranberry und Kirsch

land, Postfach Zutaten: getrocknete Apfelstiicke, Rosinen, Vollkorn-

1660, D-21306
Liineburg

Haferflocken, Apfelsaftkonzentrat, Cornflakes (...), gesiiflte
Cranberrystiicke (6%) (Cranberries (52%), Rohrzucker,
pflanzliches Ol), Sauerkirschsaftkonzentrat (4%), Honig,
Inulin, Rote Beetesaftpulver (...), Oblaten (...), Zitronen-
saftpulver (...), pflanzliches Fett, natiirliches Aroma

173



Anhang

Nahrungserginzungsmittel

Produkt und Hersteller

Kennzeichnung/ Dosierungsangabe/Werbung

L. @

Kiirbis Plus
= Dinm Cranberry

Qm _’ 4
Abtei Pharma Vertriebs

GmbH, Abtei 1, D-37696 Ma-
rienmiinster

Nahrungsergdnzungsmittel mit Kiirbiskern-Extrakt, Cranberry-
Konzentrat, Vitamin B, Biotin, Kupfer, Zink und Selen

Pro 2 Kapseln 200 mg Cranberry-Konzentrat

Altapharma

Hergestellt fiir Dirk Rossmann
GmbH, Isernhédgener Str. 16,
30938 Burgwedel

Nahrungsergidnzungsmittel mit Cranberry-Extrakt und Vitamin C

Pro 2 Kapseln 360 mg Cranberry-Extrakt, davon 36 mg oligomere
Proanthocyanidine (OPC)

Die Cranberry (lat. Vaccinium macrocarpon) wurde schon bei den Ur-
einwohnern Amerikas aufgrund ihrer gesundheitsfordernden Eigen-
schaft sehr geschitzt. Sie ist die amerikanische Verwandte unserer
europdischen Preiselbeere.

altapharma Cranberry Plus Vitamin C unterstiitzt eine gesunde Bla-
sen- sowie Harnwegsfunktion und vesorgt den Koérper mit dem Ta-
gesbedarfan Vitamin C. Besonders bei Frauen aller Altersgruppen ist
die Cranberry zur Stirkung des Harnwegssystems und Forderung
des Wohlbefindens sehr beliebt.

3.

omniVIT

Cranberry
Harnwege Vital
§  Kapsein

OmniVit
Districon GmbH, Am Joseph
15, D-61273 Werheim

Nahrungsergdnzungsmittel enthélt Cranberry Extrakt und Vitamin C
Pro Kapsel 300 mg Cranberry-Extrakt (36:1); Tagesdosis 2 Kapseln

Zur Unterstiitzung gesunder Harnwege. Cranberry ist die amerika-
nische Verwandte unserer Preiselbeere. Bereits die Ureinwohner
schitzten sie nicht nur wegen ihres Nahr- und Genusswertes sondern
auch wegen ihrer gesundheitsfordernden Eigenschaften, die auf ihre
natiirlichen Inhaltsstoffe, die Proanthocyanidine, zuriickzufiihren
sind. OmniVIT Cranberry-Harnwege-Vital-Kapseln mit natiirlichem
Cranberry Extrakt und Vitamin C konnen einen wertvollen Beitrag

(Penny) .
zur Unterstiitzung gesunder Harnwege fiir Frauen in jeder Lebens-
phase leisten.

4. Cranberry HeiB3- & Kaltgetrank

Ll (keosterrray

ranberry

Heif- & Kaltj

MCM Klosterfrau, D-50606
Ko6ln

Nahrungsergidnzungsmittel mit Vitamin C und dem Mineralstoff
Zink
120 mg Extrakt aus bis zu 8.400mg Cranberrys pro Tag

Im Sommer fordern schwiilwarme und im Winter nasskalte Tempe-
raturen das Immunsytem heraus. Mit einer ,,Unterkithlung* der Bla-
se steigt auch die Gefahr fiir verschiedene Beschwerden.

Wichtig fiir eine gesunde Blasenfunktion ist eine ausreichende
Fliissigkeitszufuhr, um u.a. die Harnwege und die Blase gut durch-
zuspiilen.

Mit dem wohlschmeckend fruchtigen Klosterfrau Cranberry Heil3- &
Kaltgetrank koénnen sie sich schnell und einfach 2-fach etwas Gutes
tun: Sie fordern die Durchspiilung der Harnwege und nutzen den
positiven Effekt von Vitamin C und Zink auf das Immunsystem.
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K B

cranfluxx’

[hepharm

Ruhrpharm AG, D-33739
Bielefeld

Nahrungsergidnzungsmittel: Cranberry-Extrakt, Preiselbeerfrucht-
pulver, Spargelwurzel-Trockenextrakt und Vitamin C

Zutaten: Cranberry-Extrakt (19,5%), Preiselbeerfruchtpulver (19,5%),
Spargelwurzelextrakt (19,5%),.....

Tagesdosis: 2 Tabletten mit 400 mg Cranberry-Extrakt, 400 mg
Preiselbeefruchtextrakt

Cranberry-Extrakt, Preiselbeerfruchtpulver enthalten Proantho-
cyane,....... Diese konnen sich an Bakterien anlagern und so das An-
heften der Bakterien an die Zelle der ableitenden Harnwege verhin-
dern. Die Bakterien werden nicht abgetdtet, sondern beim Wasserlas-
sen einfach aus der Blase herausgespiilt. Preiselbeeren enthalten Chi-
nin- und Hippursdure, die den Urin ansduern und somit ein unange-
nehmes Mileu fiir as Bakterienwachstum schaffen. .....

DAS =

sesunae
=1

NAKRY

Hergestellt fiir:

Dm-drogerie markt, Carl-
Metz-Stralie 1,

D-76185 Karlsruhe

Nahrungsergidnzungsmittel, Pro 2 Kapseln 600 mg Cranberry-
Extrakt, enthélt 36 mg Proanthocyanidine

Das gesunde Plus Cranberry Kapseln mit Vitamin C enthalten einen
Cranberry-Extrakt mit einem hohen Anteil an Proanthocyanidinen
(sekundire Pflanzenstoffe) und unterstiitzen so eine gesunde Blasen-
funktion und fordern damit das Wohlbefinden und Gesundheit.

Die Cranberry (Vaccinium macrocarpon) ist eng verwandt mit der eu-
ropdischen Preiselbeere und stammt urspriinglich aus Nordamerika.
Bereits die in Nordamerika ansédssigen Indianer schéitzten die Cran-
berry schon vor hunderten von Jahren wegen ihrer gesundheitsfor-
dernden Eigenschaften und der Unterstiitzung einer gesunden Bla-
senfunktion. Vor allem Frauen wissen, wie wichtig eine gesunde Bla-
se ist und schétzen die erndhrungsspezifische Unterstiitzung durch
eine Nahrungsergdnzung mit Cranberry-Extrakt.

GmbH, Kurt-Schumacher-
Stralle 6 D-44534 Liinen

Nahrungserginzungsmittel
Tagesdosis 2 Kapseln

Pro Kapsel, 150 mg Kiirbisextrakt, 50 mg Cranberrykonzentrat davon
Anthocyanidine 3 mg

Zutaten: Kiirbiskern-Extrakt, Inulin, Gelantine, Cranberry-
Konzentrat (10%), Fillstoffe:....., Trennmittel:....., Sdureregulator:....,
Farbstoffe:.....

Cranberrys enthalten eine Vielzahl an sekundirer Pflanzenstoffe.
Hierzu zéhlen unter anderem die wichtigen Proanthocyanidine. Die-
se unterstiitzen die natiirliche Widerstandskraft der Blase

8.

| MUTmoR
| X
CRANBERRY

Hergestellt in Deutschland
(Fir Aldi): Kriiger GmbH &
Co. KG, Senefelderstral3e 44,
D-51469 Bergisch-Gladbach

Nahrungsergidnzungsmittel mit Proanthocyanidinen aus Cranberry-
Extrakt und Vitamin C

Zutaten: Zucker, Sdurung-smittel, Cranberry-Extrakt (2%), natiirli-
ches Aroma, Rote Bete Saftpulver (Maltodextrin, Rote Bete Saftkon-
zentrat), natiirliches schwarze Johannisbeeren Aroma, Trennmittel
Siliciumdioxid

Pro Sachet (6 g): 36 mg Proanthocyanidine

Die in den Cranberrys enthaltenen Proanthocyanidine verhindern
das Anheften von bestimmten E. coli in den Harnwegen und tragen
so zur Gesunderhaltung der Blase bei. Schon ein Beutel Multinorm
Cranberry Pulver entspricht der von der AFFSA (franzdsische Agen-
tur fiir Lebensmittelsicherheit) empfohlene Menge von 36 mg Proan-
thocyanidinen pro Tag.
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am
cvstorenal Cranberry

3
¥ ZurBlasen-
& gesundheit

LIHTINIRT

Kreuzkamp 5-7,
33334 Giitersloh

Nahrungsergidnzungsmittel , Kapseln mit Cranberry- und Kiirbis-
kern-Extrakten

Eine Kapsel enthélt: 300 mg Cranberry-Extrakt vm36, 100 mg Kiir-
biskern-Extrakt cp 14, 20 mg Vitamin C.

Dosierung: 1 Kapsel morgens, mittags und abends

Die regelméBige Einnahme von Cystorenal® Cranberry-Extrakt trigt
dazu bei, dass sich Bakterien nicht mehr so leicht an der Blasenwand
festsetzen konnen. Durch diesen “Antihaft-Effekt” wandern sie beim
Wasserlassen einfach in die Toilette.

10.

Queisser Pharma GmbH &
Co. KG, Schleswiger Str. 74
24941 Flensburg

Nahrungsergdnzungsmittel: Cranberry + Kiirbis + Vitamin C + Selen
Kapseln

Eine Kapsel enthédlt: 300 mg Cranberry-Saftpulver, 200 mg Kiirbis-
kern-Extrakt, 40 mg Vitamin C, 15 ug Selen

Zutaten: Cranberry-Saftpulver, Maltodextrin, Dicalciumphosphat,
Kiirbiskern-Extrakt, Gelatine (Rind), Vitamin C, Magnesiumsalze von
Speisefettsduren, Siliclumdioxid, Titandioxid, Natriumselenit

Die Cranberry (Vaccinium macrocarpon) wird auch als ,,Grofle Moos-
beere* oder Kranichbeere bezeichnet.....

Fiir Frauen und Ménner gleichermaflen ist eine gesunde Blasenfunk-
tion fiir einen unbeschwerten und aktiven Alltag von Bedeutung.
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A.8 Massenspuren Fruchtsifte

Relative Abundance Relative Abundance Relative Abundance Relative Abundance

Relative Abundance

00550 Sauerkirsche m 'z B3
0oooo min
0 20 40 60 B0 100
00020 schwarze Johannisheere —— m/z Bii3
Qo000 T . ' min
0 20 40 ol 80 100
00250 Atronia m,z B63
00000+ sty min
0 20 40 60 B0 100
0000 weille Traube ——m/z B63

Qoo0oo I min
0 20 40 60 g0 100

00050 Granatapfel ——— m/z B3

00000 i I “u "I “' ' ,ul W'u“ Wy i
0 20 40 =10 a0 100

Abbildung 52: Massenspuren m/z = 863 von unterschiedlichen Fruchtsédften, die neben der Cranberry
in Fruchtsaftmischungen verwendet werden

Die Peaks in der Sauerkirsche zeigen keine Fragmente, die typisch fiir die A-Typ
Trimere sind.
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ohne Datum
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Retentionszeit
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