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Ausgangssituation:

Im Rahmen eines vorangegangenen Gemein-
schaftsforschungsvorhabens (AiF/FEI 11160 B)
wurden neue Konzepte fir die Verarbeitung von
Frichten entwickelt mit dem Ziel, die Grundla-
gen zu schaffen fir die Produktion von Frucht-
saften mit hohem antioxidativem Potential, des-
sen Komponenten im menschlichen Organismus
verfligbar und wirksam sind. Dies gelang durch
Auswahl polyphenolreicher Obstsorten (Most-
apfel und Beerenfriichte) und Einsatz wertstoff-
schonender Verarbeitungstechnologien und fihr-
te zur Produktion von Apfel- und Beerenobst-
séften mit hoher erndhrungsphysiologischer
Qualitat. Diese Fruchtsafte enthielten deutlich
mehr antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe als
bisher je erreicht werden konnte und erhdhten
die antioxidative Kapazitdt im Plasma von jun-
gen, gesunden Versuchspersonen signifikant.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, auf-
bauend auf diesen Ergebnissen noch bestehende
Schwachpunkte in der Verfahrenstechnik zu be-
seitigen und die Untersuchungen auf die Er-
haltung bioaktiver Antioxidantien, beim Apfel

sind dies vor allem die Catechine, Procyanidine
und Dihydrochalcone zu fokussieren. Stabilitat,
Bioaktivitat und Bioverfligbarkeit der bioaktiven
Inhaltsstoffe sollten Gber mehrere Monate ge-
testet werden, um Erkenntnisse bezlglich der
Lagerung und Alterung zu gewinnen. Erstmalig
sollten auch Polyphenol-Extrakte aus Apfelsaft
im Vergleich zu den Originalsaften analysiert und
ernahrungsphysiologisch beurteilt werden, sowie
Apfel im Vergleich zu Saften und Extrakten (Prii-
fung auf Matrixeffekte). Die im Vorgangerprojekt
eingesetzten Beurteilungskriterien sollten um
neue analytische Methoden und Testverfahren
erganzt werden. Die Aussagen zur erndhrungs-
physiologischen Qualitat sollten erweitert wer-
den durch Untersuchungen zur Einflussnahme
auf den glykdmischen Index, die Thrombo-
zytenaggregation (Plasma) und auf Biomarker
der Lipidperoxidation.

Forschungsergebnis:

Den sekundadren Pflanzenstoffen, insbesondere
den Polyphenolen, werden gesundheitliche Wir-
kungen zugeschrieben. Daher ist eine Erh6éhung
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des Anteils an Polyphenole im Sinne der Roh-
warenauswahl und der Minimierung von Verar-
beitungsverlusten anzustreben und dem in den
letzten Jahren vorherrschenden Trend zur Nah-
rungsergdnzung oder der Anreicherung von
Lebensmitteln vorzuziehen. ZweckmaRig ist es,
bei Lebensmitteln anzusetzen, die regelmaRig
verzehrt werden, wie z.B. Apfelsaft. Hier bieten
wiederum Mostapfelsorten einen guten Ansatz-
punkt als Ausgangsware fir die Fruchtsaftpro-
duktion. Die Uber drei Jahre untersuchten sor-
tenreinen Mostapfelsafte zeigten z.T. sehr hohe
Polyphenolgehalte. Polyphenolreiche Mostapfel-
sorten, die extrem sauer oder gerbig sind wie
der Spitzenreiter Bittenfelder, kénnen durch
Mischung mit anderen Sorten wohl-
schmeckende, antioxidantienreiche Séafte erge-
ben. So entstehen qualitativ hochwertige Safte,
die erndhrungsphysiologisch zu empfehlen sind.

Neun Apfelsorten wurden in Schale, Parenchym
und Kerngehduse unterteilt, um die Polyphenol-
verteilung in den Gewebezonen zu untersuchen.
Zudem wurden die Maischen mit den aus ihnen
hergestellten Saften in Bezug auf die Polypheno-
le verglichen. Die untersuchten Apfelsorten un-
terschieden sich quantitativ und qualitativ deut-
lich in ihren Polyphenolprofilen. Die Gesamtge-
halte in der Maische lagen zwischen 170 und
1.004 mg/kg. Die Verteilung lag bei 50-574
mg/kg Dihydrochalkonen, 15-415 mg/kg Phe-
nolcarbonsduren und 25-409 mg/kg Querce-
tinen. Die Flavanolgehalte waren aufgrund von
Oxidationsproblemen mit O0-140 mg/kg gering.
Die Aufteilung der Frichte in die Gewebezonen
ergab, dass die Quercetine fast ausschliellich in
der Schale vorhanden sind, die Dihydrochalkone
groRtenteils im Kerngehause, aber auch in Scha-
le, und wenig im Parenchym. Die Phenolcarbon-
sduren kommen ebenso wie die Flavanole in
allen Gewebezonen vor, erstere hauptséachlich
im Kerngehduse und letztere in Schale und
Kerngehause. Die aus den verschiedenen Apfel-
sorten hergestellten Safte unterscheiden sich
ebenfalls deutlich in ihren Polyphenolgehalten
(89-437 mg/L). Beim Ubergang in den Saft
konnte bestatigt werden, dass Quercetine und
Dihydrochalkone, die an den festen Bestand-
teilen der Frucht sitzen, am Schlechtesten in den
Saft Ubergehen. Es wurden noch 0-14 % an
Quercetinen bzw. 14-72 % an Dihydrochalko-
nen im Saft gefunden (Maische = 100 %).

Beerenobstsafte konnen als ,natlrliche Antioxi-
dantienkonzentrate” angesehen werden und sind
somit fiir die Steigerung der Qualitat von Saften
pradestiniert. Im Rahmen des Sortenscreenings
Uber zwei Jahrgdnge konnten polyphenolreiche
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Beerenobstsorten gefunden werden. Untersucht
wurden Erdbeeren, Brombeeren, Schwarze Jo-
hannisbeeren, Aronia, Boysenbeere, Heidelbeere
und Cranberry. Aus polyphenolreichen Saften
hergestellte Mehrfruchtsédfte (100 % Saft) kon-
nen durchaus als ,Wellnessgetranke” angesehen
werden, da sie einen hohen gesundheitlichen
Nutzen haben. Daneben sind solche Safte natir-
liche Produkte, was entsprechend beworben
werden sollte, um den Preisunterschied zu recht-
fertigen.

Bei Beerenobst lag ein Schwerpunkt der Unter-
suchung bei Ellagsaurederivaten. Zur Bestim-
mung von sowohl freier als auch glycosidisch
gebundener und gesamter Ellagsaure (nach Hy-
drolyse) wurden erfolgreich Extraktions- und
Analysemethoden entwickelt und die Erdbeer-
und Himbeerfriichte des o.g. Sortenscreenings
untersucht. Es konnten 4-24 mg/kg Frisch-
gewicht freie Ellagsdure in Erdbeeren und
210-543 mg/kg in Himbeeren gefunden werden.
An Gesamtellagsdure besal3en die Erdbeeren bis
zu 500 mg/kg, die Himbeeren bis zu fast
3.000 mg/kg, ein Ergebnis, das bisherige Be-
funde bei Himbeeren deutlich Ubersteigt. Auch
Ellagtanninen wird eine gesundheitliche Bedeu-
tung zugeschrieben. Der antioxidative und anti-
cancerogene Effekt von Ellagtanninen in der
Nahrung wird im Gastrointestinaltrakt vermutet.
Im Rahmen dieses Projektes konnte eine Vielzahl
von Beerenfriichten identifiziert werden, die sich
sehr gut zur Steigerung der Qualitat eines Saftes
eignen. Bei Erdbeeren und Himbeeren wird die
Verwendung als Piree empfohlen, da die Ellag-
sauren schlecht in den Saft Gibergehen.

Im Rahmen des Projekts sollten Schwachpunkte
der Verarbeitung, in denen wertvolle Antioxidan-
tien verloren gehen, naher definiert und beseitigt
werden. Hierzu wurden zahlreiche Verarbei-
tungsstudien durchgefihrt. Die Untersuchungen
des Einflusses verschiedener technologischer
MaRnahmen (am Beispiel Apfel) zeigte, dass die
Maischestandzeit vor dem Entsaften mdglichst
kurz gehalten werden sollte. Eine zusatzliche
KZE direkt nach dem Entsaften (Dekanter) fihrte
im Verhaltnis zum Kontrollversuch ohne diesen
Schritt zu einer Verhinderung der Abnahme von
Gesamtphenolgehalt (Folin) und der besonders
oxidationsempfindlichen Procyanidine B1 und B2
und Chlorogensaure im Verlauf der Saftstand-
zeit. Die leichte Freisetzung der Quercetine
wurde jedoch ebenfalls unterbunden. Gerade die
schlecht wasserléslichen Dihydrochalkone und
Quercetine, die in Kerngehduse und Schale der
Apfel vorkommen, gehen schlecht in den Saft
Uber, wohingegen die Flavanole und Phenolcar-
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bonsduren durch Oxidation abnehmen. So fih-
ren Prozesse zur Erhdhung des Transfers der
ersten beiden Gruppen wie ladngere Maische-
standzeit zu einem Verlust der letzteren und
MaRnahmen zum Schutz vor Oxidation, wie eine
zusétzliche KZE des Saftes nach dem Pressen,
verhindern die Extraktion der ersteren. Es gelingt
nicht, alle Polyphenole des Apfels in den Saft zu
Uberfihren. Eine Steigerung des Polyphenolge-
haltes (gerade der Dihydrochalkone und Querce-
tine) konnte jedoch durch eine Nachextraktion
erreicht werden. Die Supratonmaschine brachte
hierbei keine deutlichen Vorteile gegeniber der
Nachextraktion ohne ihren Einsatz. Dieser Nach-
extrakt-,Saft” von polyphenolreichen Sorten
kann dariiber hinaus zur Qualitatssteigerung von
einfacheren (Tafel)Apfelsdften in Zugaben von
10-15 % eingesetzt werden.

Als Basis der erndhrungsphysiologischen Versu-
che, in denen Fruchtsafte unterschiedlichen
Alters verabreicht werden sollten, wurde die
Veranderung der Polyphenole bei Apfelsaft und
beerenobstreichem Mehrfruchtsaft untersucht.
Wahrend der untersuchte Bohnapfelsaft sich
analytisch kaum wahrend der Lagerzeit von 1
Jahr veranderte, nahmen die Anthocyane des
Mehrfruchtsaftes schon im ersten Lagermonat
deutlich ab. Dagegen verschlechterte sich der
Bohnapfelsaft sensorisch (Aussehen, Geruch
und Geschmack) schon nach einem halben Jahr
Lagerung deutlich und wurde nach 1 Jahr abge-
lehnt. Der Mehrfruchtsaft verlor zwar nach 6
Monaten seine Frische und die Sdure im Ge-
schmack, konnte aber Fruchtigkeit und Aroma
gut Gber den Lagerzeitraum bewahren und wur-
de noch nach 1 Jahr mit 3 von 5 Punkten fir die
Farbe und 3,5 Punkten fir Geruch und Ge-
schmack beurteilt.

Die von Forschungsstelle 1 (Geisenheim) gelie-
ferten Apfelsafte der Sorten Weisser-Trierer-
Weinapfel und Bittenfelder waren bezliglich ihrer
Phenolgehalte  (Gesamtphenoleroin/Phenolenric)
und antioxidativen Kapazitdt (TEAC, TRAP,
FRAP und PCL) durchaus mit phenolreichen Bee-
renobstsaften bzw. Rotweinen vergleichbar und
bilden somit eine ebenblirtige Alternative. Sehr
hohe Korrelationen (bei n = 18 Apfelsaften)
konnten sowohl zwischen den TEAC-, FRAP-
und PCL-Werten (r: 0,901-0,928), als auch
zwischen diesen und den korrespondierenden
Polyphenolgehalten (Gesamtphenolerain ~ und
Phenolenric) beobachtet werden (r: 0,796-
0,93b). Damit sind diese drei Testverfahren fir
die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat von
phenolischen Substanzen in Apfelsaften gut ge-
eignet. Die TRAP-Werte dagegen korrelierten
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etwas schlechter mit den Ubrigen Parametern
(r: 0,705-0,793), weshalb diese Methode zur
Beurteilung von Apfelsaften (bezlgl. Antioxida-
tiver Kapazitdt) nur eingeschrankt empfohlen
werden kann. Welche Saftkomponenten/Matrix-
bestandteile insbesondere im TRAP-Test
(Mechanismus: Transfer von H-Atomen und Ab-
fangen von Peroxyl-Radikalen) einen “stérenden/
hemmenden” Effekt besitzen, muss in einer se-
paraten Studie untersucht werden.

Nach Zufuhr von Weisser-Trierer-Weinapfelsaft
(700 ml; ,Topapfelsaft” bzgl. der Parameter
antioxidative Kapazitdt und Polyphenolgehalt aus
den Vorstudien) konnte ein betrachtlicher Anteil
an antioxidativ wirksamen Substanzen im 24 h-
Urin wiedergefunden werden: 14 % als Gesamt-
phenoleriin, sowie jeweils ca. 8 % im FRAP-Test
und PCL-Test (im Vergleich zur zugefiihrten Do-
sis). Im Vergleich zur Kontrolltestung (700 ml
Trinkwasser; appliziert im randomisierten cross-
over-Design) waren die Unterschiede statistisch
signifikant (p < 0,05): die PCL- und FRAP-
Werte waren um 44 % bzw. 35 %, die Gesamt-
phenole um 36 % erhéht. Erwahnt werden
muss, dass sowohl die FRAP- und PCL-Werte als
auch die Gesamtphenolgehalte jeweils um As-
corbin- und Harnsaure ,bereinigt” wurden. Mit-
tels HPLC-ESI-MS/MS wurden vor allem Gluku-
ronidkonjugate des Phloretins (1,72 + 071 mg)
und das Phloretin (Aglykon; 0,31 + 0,15 mg)
detektiert. Weiterhin konnten sehr geringe Kon-
zentrationen an Chlorogensadure, Vanillinsaure
und Kaffeesdure in den Urinproben ,nach Apfel-
saft” nachgewiesen werden. Die Wiederfindung
von Phloretin im 24 h-Urin in Form von Metabo-
liten (Glukuronide) und als Aglykon betrug
4,4 % im Vergleich zur applizierten Dosis. Hip-
pursdure als potentieller Kolonmetabolit der
Polyphenole war nach Apfelsaft deutlich um
210 % erhoht (p < 0,05). Das Malondialdehyd
als ein Biomarker fiir ,oxidativen Stress” blieb
praktisch unverdndert (-2 % im Vergleich zur
Kontrolle).

In den Hauptstudien konnten die Befunde der
Vorstudie in der Matrix Urin im Prinzip bestatigt
werden. Nach Zufuhr von Bohnapfelsaft und
Mehrfruchtsaft (,frisch” und ,4 Monate gela-
gert”) war die Exkretion von antioxidativ wirk-
samen Verbindungen gemessen als TEAC,
FRAP, PCL und Gesamtphenole, im Vergleich zur
Kontrolltestung (Trinkwasser), erhoht (zwischen
6 und 60 %). Entsprechend dem Vorversuch
wurden samtliche Werte der antioxidativen
Tests (TEAC, FRAP und PCL) sowie die Gesamt-
phenolgehalte, sowohl Harnsaure als auch Harn-
saure und Ascorbinsdure ,bereinigt” und aus-
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gewertet. Auch konnte nach Zufuhr von beiden
Studiensaften wieder ein relativ starker Anstieg
der Hippursaureexkretion (im 24 h-Urin) be-
obachtet werden (zwischen 31 und 321 %).
Das Malondialdehyd (im 24 h-Urin) war nach
Bohnapfelsaft ,frisch”® und Mehrfruchtsaft
~4 Monate gelagert” jeweils um max. 9 % er-
niedrigt (im Vergleich zur Kontrolle). Die Unter-
schiede waren jedoch statistisch nicht signifi-
kant (p > 0,05). Sowohl nach Bohnapfelsaft als
auch nach Mehrfruchtsaft wurden im Urin der
Probanden hauptsachlich Metaboliten der appli-
zierten Saftpolyphenole nachgewiesen (LC-ESI-
MS/MS). Nach Bohnapfelsaft waren dies: Phlo-
retin-Glukuronide und Hippursdure sowie sehr
geringe Konzentrationen an Phloretin, Chloro-
gen-, Kaffee- und Vanillinsdure. Nach Mehr-
fruchtsaft waren dies: Anthocyan-Glukuronide
und -Sulfate sowie Hippursaure.

Die Plasma Konzentrations-Zeit-Profile (TEAC,
FRAP, PCL und Gesamtphenole) nach beiden
Studiensaften (,frisch” und ,4 Monate gela-
gert”) zeigten alle einen ,positiven” Verlauf im
Vergleich zur Kontrolle. Positiv bedeutet: Im Ver-
gleich zum Basiswert (NUchternkonzentration)
konnte nach Saftzufuhr eine Erh6hung der anti-
oxidativen Plasmakapazitdt gemessen werden
(die entsprechenden pharmakokinetischen Para-
meter tmax, Cmax und AUC werden im Moment
noch auf statistisch signifikante Unterschiede
zwischen beiden Saften geprift). In den Kon-
trolltestungen hingegen konnten keine positiven
Konzentrations-Zeit-Profile gemessen werden.
Diese positiven ,Saft-Effekte” waren unab-
héngig vom Einfluss der Harnséure bzw. Ascor-
binsdure! Die Unterschiede bzw. Verlaufs-
schwankungen beim Plasma-Malondialdehyd
waren statistisch nicht signifikant.

Das Versuchsdesign (jeweils 3 in vivo Testun-
gen im Block/randomisierten cross-over-Design
gegen Kontrolle/n = 12 Probanden), die Stu-
diendauer (4 Testblocke Uber 11 Monate), die
Auswahl der ,Testsubstanzen” (sortenreiner Ap-
felsaft und Mehrfruchtsaft - frisch und gela-
gert/Apfel, Saft und Extrakt aus der gleichen
Rohware), die Untersuchungsparameter/Analytik
(antioxidative Kapazitat/Biomarker fir oxidativen
Stress/Blutglukose (= Glykamischer Index)/Ein-
satz von HPLC-DAD und LC-ESI-MS/MS) sowie
die Ermittlung der Pharmakokinetik der ab-
sorbierten Substanzen, koénnen durchaus als
wegweisende Vorgehensweise in Hinblick auf
die Zielparameter Bioverfiigbarkeit und Bioaktivi-
tat von bioaktiven Lebensmittel(Saft)inhalts-
stoffen betrachtet werden. [Eine Vielzahl von
Daten wird z.Z. noch ausgewertet]
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]
Wirtschaftliche Bedeutung:

Mit etwa 13 L pro Kopf und Jahr sind Apfelsafte
die am meisten konsumierten Fruchtsafte
Deutschlands und beinhalten somit ein erheb-
liches wirtschaftliches Potential. Im Jahre 2004
wurden in Deutschland 576 Mio L Apfelsaft ge-
keltert (+17,3 % gegenlber 2003). Mostapfel
haben in Deutschland traditionell einen hohen
Stellenwert; sie enthalten Inhaltsstoffe, die in
Tafelapfeln nur in geringen Mengen vorhanden
sind. Die verfligbare Menge liegt bei etwa
500.000 Tonnen, die aber immer weniger ge-
nutzt werden. Alte klassische Mostapfelsorten
stellen wegen ihres Sekundarstoffreichtums
einen bedeutenden Genpool dar, den es zu erhal-
ten gilt. Die EU-Verordnung Nr. 1590/2004 Uber
ein Gemeinschaftsprogramm zur Erhaltung, Cha-
rakterisierung, Sammlung und Nutzung gene-
tischer Ressourcen in der Landwirtschaft fordert
die Erhaltung der pflanzengenetischen Vielfalt
(Genpool) als gesellschaftliche Aufgabe, Ver-
besserung der Qualitdt von Lebensmitteln, Erhal-
tung der Vielfalt fir kommende Generationen
sowie die Sammlung und Nutzung vorhandener
Bestdnde. Hierzu zahlen auch alte Obstsorten.
Das AiF-Projekt kommt daher nicht nur der
Fruchtsaftindustrie, sondern auch der Obstwirt-
schaft zugute.

Neben dem Apfel als Basis der deutschen
Fruchtsaftindustrie ist auch eine Art ,Renais-
sance” von anthocyanhaltigen Buntsaften fest-
zustellen. Das nun abgeschlossene Projekt legt
wichtige Grundlagen fir die klinftige Getrénke-
entwicklung.

Angesichts der Globalisierung und des enormen
Konkurrenzdrucks ausléandischer Konzentratan-
bieter (der groRte ist China) ist das Selbstkeltern
in Deutschland nur noch maéglich und wirtschaft-
lich sinnvoll, wenn mit der eigenen Verarbeitung
ein Zusatznutzen verbunden ist. Man geht davon
aus, dass kunftig der Gesundheitsaspekt von
Fruchtsadften und hochfruchtsafthaltigen Ge-
tranken an Bedeutung gewinnen wird. Die Mdg-
lichkeit der Angabe von Health Claims wird z.Zt.
in der EU diskutiert und ist mittelfristig zu erwar-
ten. Da sich einzelne Betriebe eigene klinische
oder ahnliche Studien nicht leisten kénnen, ist
der einzige sinnvolle Weg eine konzertierte Akti-
on, wie sie in diesem AiF-Gemeinschafts-
forschungsprojekt beschritten wurde.
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