FORSCHUNGSKREIS DER
ERNAHRUNGSINDUSTRIE E.V.

AiF 14039 BG

Gewinnung von Traubentresterextrakten und Untersuchungen zum
Nachweis ihrer funktionellen Eigenschaften

Koordinierung:

Forschungsstelle I:

Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e.V. (FEl), Bonn

Universitat Hohenheim,
Institut fur Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie
FG Lebensmittel pflanzlicher Herkunft

Prof. Dr. R. Carle/Dr. A. Schieber

Forschungsstelle II: Universitat Jena,

Institut fir Erndhrungswissenschaften
Lehrstuhl Humanernadhrung
Prof. Dr. R. Bitsch/Dr. M. Netzel

Industriegruppe:

Projektkoordinator:

Laufzeit: 2004 - 2006

Zuwendungssumme: € 236.400,--

Verband der Deutschen Fruchtsaft-Industrie e.V., Bonn

C. Rentschler
Herbstreith & Fox KG, Neuenbirg

(Férderung durch BMWi via AiF/FEI)

Ausgangssituation:

Nebenprodukte der Obst- und Gemiseverarbei-
tung sowie der Weinherstellung stellen aufgrund
steigender Produktion fir die verarbeitende In-
dustrie ein Entsorgungsproblem dar, welches
sich infolge gesetzgeberischer Restriktionen
drastisch verscharft hat. Andererseits enthalten
diese anfallenden Trester Wertstoffe, die in Le-
bensmitteln als natirliche funktionelle Inhalts-
stoffe eingesetzt werden kdénnen. Insbesondere
die Gewinnung natlrlicher Farbstoffe fir den
Einsatz in der Lebensmittelindustrie hat in den
vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung
gewonnen.

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher,
Methoden zur Gewinnung von Wertstoffen aus
Nebenprodukten der Verarbeitung pflanzlicher
Lebensmittel zu entwickeln. Da in den letzten
Jahren fir eine Reihe von Inhaltsstoffen des
Traubentresters gesundheitsfordernde Eigen-
schaften nachgewiesen werden konnten, war es
ein weiteres Ziel, die Wertstoffe in Tresterex-
trakten auf funktionelle Eigenschaften, wie Bio-
verfligbarkeit und Bioaktivitdt, in Humanstudien
zu untersuchen.

Forschungsergebnis:

Traubentrester von neun verschiedenen Kultiva-
ren aus zwei Jahren (Jahrgang 2001 und 2002)
wurden hinsichtlich ihres Polyphenolgehalts un-
tersucht. Hierfir wurden methanolische Trester-
extrakte hergestellt und diese mit Hilfe von C18-
Kartuschen in drei Fraktionen, Phenolcarbonséau-
ren (Fraktion 1), farblose Flavonoide und Stilbene
(Fraktion Il) sowie Anthocyane (Fraktion lll), auf-
getrennt. In diesen wurden die Gehalte der Ein-
zelsubstanzen flUssigkeitschromatographisch be-
stimmt. Dabei konnten 37 phenolische Ver-
bindungen identifiziert und Uber externe Kali-
bration quantifiziert werden. Es zeigten sich
erwartungsgemaf erhebliche Schwankungen der
Polyphenolgehalte je nach Sorte und Jahrgang.
Bei den jahrgangsspezifischen Unterschieden
konnte kein einheitlicher Trend festgestellt wer-
den. Wahrend Phenolcarbonsauren sowie farblose
Flavonoide und Stilbene in den Trestern des Jahr-
gangs 2001 meist hohere Gehalte aufwiesen als
in denen des Jahres 2002, lag bei den Anthocya-
nen der umgekehrte Fall vor.
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Fiar die Aufreinigung und Isolierung einzelner
phenolischer Verbindungen mittels HSCCC wur-
de ein zweistufiges Verfahren entwickelt, das es
ermdglicht, Caftar-, Cutar-, und Fertarsaure aus
dem sehr komplex zusammengesetzten Trauben-
tresterextrakten zu gewinnen. Im ersten Schritt
(Losungsmittelgemisch: Hexan/Ethylacetat/Me-
thanol/bidest. Wasser/TFA; 3/7/3/7/0,01; v/v)
erfolgte die Abtrennung der Anthocyane und
weiterer unerwinschter Begleitstoffe. Der zwei-
te Schritt (Lésungsmittelgemisch: TBME/Buta-
nol/Acetonitril/bidest. Wasser/TFA; 2/1/2/5/0,01;
v/v) dient zur Isolierung der aufgereinigten Ein-
zelkomponenten. Die Reinheiten von Caftar- und
Cutarsaure lagen bei jeweils 97 %, die der Fer-
tarsaure bei 90 %.

Die Untersuchungen zur Gewinnung wertstoff-
angereicherter Extrakte zeigten, dass die en-
zymunterstitzte Extraktion ebenso hohe Aus-
beuten liefert wie sie bisher nur durch das
Sulfitverfahren erreicht wurden, ohne jedoch
dessen Nachteile aufzuweisen. In einer Ver-
suchsreihe wurde ein Enzymgemisch von Novo-
ferm 106 (3.000 ppm) und Cellubrix L
(1.500 ppm) zuerst im Labor- und anschlieRend
im Technikumsmalfistab eingesetzt. Vor allem
zeigte die Kombination aus einer wassrigen Vor-
extraktion der Trester und einer anschlieRenden
enzymatischen Hydrolyse der Traubenhautzell-
wande sehr gute Ergebnisse. Mit diesem zwei-
stufigen Verfahren konnten 94 % der phe-
nolischen Sauren, 70 % der Anthocyane sowie
92 9% der farblosen Flavonoide und Stilbenen
aus dem Trester extrahiert werden.

Zudem wurde der Flavanolgehalt des Pressku-
chens aus der Traubenkerndlgewinnung im Sin-
ne einer moglichst vollstandigen Verwertung der
anfallenden Reststoffe untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die Olgewinnung keinen
grolRen Einfluss auf das Polyphenolspektrum hat.
Neben der beim Polyphenolscreening verwende-
ten methanolischen Extraktion wurden weitere
Lésungsmittel eingesetzt. Insbesondere mit ei-
nem Ethanol-Wasser-Gemisch (75/25; v/v) bzw.
mit Wasser bei erhéhter Temperatur (75 °C)
wurden hohe Extraktionsausbeuten erzielt. Le-
diglich die Verwendung von reinem Ethanol hat-
te geringere Ausbeuten zur Folge.

In abschlieBenden Untersuchungen mit den
Tresterextrakten wurde der Einsatz eines Styrol-
Divinylbenzol-Copolymerisats (Amberlite® XAD
16 HP) geprift. Ziel der Adsorbertechnologie
war die Abtrennung von Sacchariden und weite-
ren Begleitstoffen aus den Rohextrakten, die
beim Abtrennen des Lésungsmittels und Auf-

konzentrieren zu Viskositdtserhéhungen fihren.
Die Ergebnisse der Laborversuche konnten auch
beim Scale-up bestatigt werden. In beiden Féllen
lagen die Wiederfindungsraten der jeweiligen
Anthocyane bei 94-99 %. Die in den Rohextrak-
ten enthaltenen Saccharide wurden mittels eines
Waschschrittes entfernt. Allerdings wurden die
einzelnen Phenolunterklassen (phenolische S&u-
ren, farblose Flavonoide, Stilbene und Antho-
cyane) nicht getrennt. Da die Anwesenheit farb-
loser phenolischer Verbindungen in pigmenthal-
tigen Ldésungen durch die Copigmentations-
effekte farbstabilisierend wirken, ist eine Frak-
tionierung unter Umsténden auch nachteilig.

Das entwickelte Verfahren, bestehend aus en-
zymatischer Extraktion gefolgt von der adsorpti-
ven Aufreinigung und Konzentrierung der phe-
nolischen Komponenten, erlaubt die sulfitfreie
Gewinnung von Anthocyanen und farblosen
bzw. schwach gelb geférbten Polyphenolen im
Technikumsmaflstab in hervorragender Ausbeu-
te.

Fir den erndhrungsphysiologischen Projektteil
(Humanstudien) wurde von Forschungsstelle 1
folgendes Probenmaterial bereitgestellt: Weil3-
weintresterextrakt (Kerner; gefriergetrocknet),
Rotweintresterextrakte (u.a. Cabernet Mitos; ge-
friergetrocknet) und isolierte Tresterpolyphenole
(kristallin; frei von Matrixeffekten): Malvidin-3-
Glukosid (quantitativ wichtigstes Farbpigment in
der roten Traube) sowie Caftar- und Cutarsaure
(quantitativ wichtige Hydroxyzimtsdurenderivate
in der Traube). Im Rahmen von Vorstudien/-
Pilotstudien (1-2 Probanden) wurden wichtige
methodische (Vor)Arbeiten durchgefihrt. Im Ein-
zelnen waren dies: Erstmaliger Nachweis/-
Identifizierung von Delphinidin-, Cyanidin-, Petu-
nidin-, P&onidin- und Malvidin-3-Glukosid im
menschlichen Urin  mittels HPLC-ESI-MS/MS
nach Zufuhr von rotem Traubensaftkonzentrat.
Prifung und Vergleich verschiedener Methoden
zur Bestimmung von Polyphenol-Metaboliten (in-
direkt mittels enzymatischer Hydrolyse/direkt
mittels HPLC-ESI-MS/MS; signifikante Vorteile:
HPLC-ESI-MS/MS). Nach Zufuhr von verschie-
denen Tresterextrakten (rot) konnte ein “positi-
ver” Effekt hinsichtlich der untersuchten Para-
meter/Substanzen TEAC, FRAP, PCL, Gesamt-
phenole und Malondialdehyd gemessen werden.
Ein “positiver” Effekt bedeutet hier: Steigerung
der antioxidativen Kapazitdt (Plasma und Urin)
und des Gesamtphenolgehaltes (Urin) sowie eine
verminderte Malondialdehydexkretion nach Tres-
terapplikation im Vergleich zur Kontrolle (Trink-
wasserapplikation). Die Ascorbin- und Harnsau-
rekonzentrationen zeigten keine signifikanten
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Verdnderungen. Nach Tresterextrakt-rot konnten
im 24h-Urin der Probanden verschiedene Meta-
boliten der applizierten Anthocyane identifiziert
und quantifiziert werden (LC-ESI-MS/MS und
HPLC-DAD). Im Einzelnen waren dies: Cyanidin-
glucuronid, Malvidin-glucuronid, Paonidin-sulfat
und Pé&onidin-glucuronid (1,22-1,35 % im Ver-
gleich zur applizierten Dosis an intakten Antho-
cyanen) sowie Hippursdure als “Summen-
metabolit”.

In den Hauptstudien (H1: Applikation von Tres-
terextrakt-rot, Tresterextrakt-weil3 und Trink-
wasser [Kontrolle] bei n=12 Probanden im ran-
domisierten  cross-over Design und H2:
Applikation von Malvidin-3-glucosid, Caftarsaure
und Cutarsaure) wurden folgende Ergebnisse er-
zielt: Nach Zufuhr von Tresterextrakt-wei3 und
Tresterextrakt-rot war die Exkretion (24h-Urin)
von antioxidativ wirksamen Substanzen gemes-
sen als TEAC, FRAP, PCL und Gesamtphenole,
im Vergleich zur Kontrolltestung (Trinkwasser),
signifikant erhéht (zwischen 13 und 46 %). Ma-
londialdehyd (24h-Urin) war nach Tresterextrakt-
weill um 8 % und nach Tresterextrakt-rot um
15 % erniedrigt (Trend; im Vergleich zur Kon-
trolle). Nach Tresterextrakt-rot konnten sowohl
im Plasma als auch im Urin verschiedene Antho-
cyane und Anthocyanmetaboliten identifiziert
und quantifiziert werden (LC-ESI-MS/MS und
HPLC-DAD). Im Plasma waren dies: Cyanidin-
glucosid, Malvidin-glucuronid, Malvidin-acetyl-
glucosid und Delphinidin-acetyl-glucosid
(Cmax: 223,4 ug/L). Im Urin waren dies: Malvidin-
glucosid, Malvidin-glucuronid und Pé&onidin-
glucuronid (0,35 % im Vergleich zur applizierten
Dosis an intakten Anthocyanen). Alle weiteren
von Forschungsstelle 1 identifizierten Polyphe-
nole und Metaboliten (insbesondere nach Tres-
terextrakt-weil3) werden z. Z. noch ausgewertet.
Auch konnte nach Zufuhr von beiden Trester-
extrakten (rot und weil3) wieder ein relativ star-
ker Anstieg der Hippursaureexkretion (24h-Urin)
beobachtet werden (zwischen 35 und 83 % im
Vergleich zur Kontrolle). Die Plasma Konzentra-
tions-Zeit-Profile (FRAP und PCL) zeigten insbe-
sondere nach Tresterextrakt-rot einen “positven”
Verlauf im Vergleich zur Kontrolle. Positiv be-
deutet - im Vergleich zum Basiswert (Nichtern-
konzentration) konnte nach Extraktzufuhr eine
Erhohung der antioxidativen Plasmakapazitéat
gemessen werden (die entsprechenden pharma-
kokinetischen Parameter tmax, Cmax und AUC
werden im Moment noch auf statistisch signifi-
kante Unterschiede zwischen den beiden Extrak-
ten gepriift) — in den Kontrolltestungen hingegen
konnten keine positiven Konzentrations-Zeit-Pro-
file gemessen werden. Diese positiven “Trester-

extrakt-Effekte” waren unabhéangig vom Einfluss
der Harnsdure bzw. Ascorbinsdure (diese beiden
wichtigen Antioxidantien in Plasma und Urin
zeigten keine signifikanten Veradnderungen).

Nach  Applikation von  Malvidin-3-glucosid
(42,5 mg) konnte in den Plasma- und Urinpro-
ben sowohl intaktes Malvidin-3-glucosid als
auch Malvidin-glucuronid (Metabolit) identifiziert
und quantifiziert werden (LC-ESI-MS/MS und
HPLC-DAD). Plasma: Cmax: 19 ug/L (Summe aus
beiden Substanzen); 24h-Urin: Wiederfindung
von 1,06 % (Summe aus beiden Substanzen) im
Vergleich zur applizierten Dosis an intaktem
Malvidin-3-glucosid. Malvidin-glucuronid konnte
als Hauptmetabolit von Malvidin-3-glucosid iden-
tifiziert werden (s. auch Tresterextrakt-rot).
Nach Applikation von Caftarsdure (40 mg) konn-
te in den Plasmaproben dreifach methylierte Caf-
tarsdure und Kaffeesaure-glucuronid identifiziert
und quantifiziert werden (LC-ESI-MS/MS und
HPLC-DAD; Cmax: 0,09 ug/L (Summe aus beiden
Substanzen). Im Urin konnte(n) weder intakte
Caftarsdure noch entsprechende Metaboliten
nachgewiesen werden. Nach Applikation von
Cutarséaure (15,2 mg) waren weder in den Plas-
ma- noch Urinproben intakte Substanz oder dar-
aus entstandene (gangige) Metaboliten nach-
weisbar. Entweder war die applizierte Dosis zu
gering oder aber Cutarsaure wird in bisher unbe-
kannte Substanzen metabolisiert. Die erzielten
Ergebnisse stellen eine hervorragende Basis fir
weiterfihrende Untersuchungen/Studien  mit
. 1resterprodukten” dar.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die im Rahmen dieses Forschungsvorhabens
entwickelte enzymatische Extraktionsmethode
ermdglicht eine nahezu vollstédndige, sulfitfreie
Extraktion der phenolischen Verbindungen. Dies
kann zu einer Entscharfung der bestehenden
Entsorgungsproblematik beitragen. In jedem Fall
ermdglicht es die ganzheitliche Verwertung des
vermeintlichen Abfallproduktes. Zuséatzlich deckt
sich diese Nutzung mit Verbrauchererwartungen
und der Ablehnung synthetischer Lebensmittel-
zuséatze, wie z.B. klnstlicher Farbstoffe. Insbe-
sondere im Bereich der Obst- und Gemiisepro-
dukte, die als besonders ,gesund” oder ,natir-
lich” angesehen werden, wird die Verwendung
dieser sulfitfrei hergestellten Inhaltsstoffe die
Akzeptanz der Verbraucher weiter steigern. Dies
wird sich insofern positiv auf die Beschafti-
gungssituation insbesondere kleiner und mittels-
tadndischer Unternehmen auswirken, als die in-
dustrielle Zielgruppe mit Ausnahme weniger
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GroRBunternehmen zahlenmaRig von mittelstandi-
schen Betrieben dominiert wird. Zudem finden
sich zahlreiche kleinere und nur regional auftre-
tende Fruchtsaftbetriebe, die sich aber aufgrund
des positiven Images ihrer Produkte am Markt
behaupten kénnen.

Es wurde eine einfache und effiziente Methode
zur Aufreinigung des mit Wertstoffen angerei-
cherten Extraktes unter Verwendung der Adsor-
bertechnologie erarbeitet. Das Abtrennen der
Zucker und weiterer Bestandteile, die eine Ent-
fernung des vorhandenen L&sungsmittels durch
mogliche Viskositdtsanderungen erschweren
kénnten, ermdglicht eine leichte Handhabung
dieser Extrakte.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Herstellung von Traubenkerndél keine signifikan-
ten Effekte auf das Wertstoffspektrum der
Presskuchen hat. Es konnten auch Aussagen
Uber die Verwendung verschiedener Lésungsmit-
tel zur Extraktion der Reststoffe der Trauben-
kernélgewinnung getroffen werden, was fir die
Entwicklung kostengiinstiger Verfahren bedeut-
sam ist.
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