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1 Kurzfassung

1 Kurzfassung

Glucosinolate (GSL) und ihre bioaktiven Abbauprodukte stellen ein breites Forschungsfeld dar. Die
hauptsachlichen Abbauprodukte sind Isothiocyanate (ITC) und Nitrile. Vor allem die ITC und ihre
Wirkungen auf Target-Molekile stehen im Mittelpunkt der Forschung. Zu einem umfassenden
Verstandnis fir ihre Wirkweise im Organismus gehort auch, die Einflussfaktoren der Bildung und
Bioverfligbarkeit von ITC und Nitrilen zu kennen sowie deren Wege zu potentiellen Wirkorten oder
ihrer Ausscheidung aufzudecken. Die vorliegende Arbeit soll eine analytische Herangehensweise

entwickeln, um dieser Fragestellung nachgehen zu kénnen.

Daher wurde eine GC-MS Methode zur Quantifizierung der Abbauprodukte teilvalidiert und um die
Gruppe der Epithionitrile erweitert. Zur Analyse komplexerer Proben wurde eine geeignete
Probenaufarbeitung flir verschiedene humane Matrizes (Atemluft, Urin und Blutplasma) entwickelt
und die GSL mittels ESI-LC-MS/MS und ihre Abbauprodukte aus den Matrizes Pflanzenmaterial,
Fermentationsflissigkeit, Blutplasma, Urin und Atemluft mittels GC-MS bzw. letztere mittels SBSE-TD-
GC-MS/MS analysiert. Die Untersuchungen des Pflanzenmaterials und seiner Fermentationsfliissigkeit
diente der Fragestellung, ob und wie die Bildung von GSL-Abbauprodukten oder Folgeprodukten von
der Verarbeitung durch Fermentation beeinflusst wird. Letztere humane Matrizes wurden im Rahmen
einer Interventionsstudie beprobt. Ziel dieser Studie war es, einen Uberblick tiber die verschiedenen
Metabolisierungswege von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril im humanen Organismus nach dem
Verzehrvon stark und gering prozessierter Kapuzinerkresse zu erhalten. Hierfiir wurde eine analytische
Vorgehensweise entwickelt, um auch die Atemluft zu analysieren. So sollten ihre Bioverfligbarkeit und

Reaktionsweise im humanen Organismus besser verstanden werden.

Nach erfolgreicher Teilvalidierung und Erweiterung der GC-MS-Methode, wurden die vier Kreuzbliitler
(Brassicaceae) Rotkohl, Brokkoli, Spitzkohl und Chinakohl in einem Fermentationsexperiment
prozessbegleitend auf GSL und ihre Abbau- und Reaktionsprodukte analysiert. Die durch Hydrolyse der
GSL gebildeten ITC erreichten zu Beginn die héchsten Konzentrationen und nahmen im Verlauf der
Fermentation groRtenteils ab. Daneben wurde der Ubergang der GSL bzw. der daraus resultierenden
Abbauprodukte aus dem Pflanzenmaterial in die umgebende Flissigkeit gezeigt. Es wurde ein
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Glucobrassicin und dem Gehalt des, aus 3
Hydroxymethylindol (Abbauprodukt von Glucobrassicin) und Ascorbinsaure gebildeten, Ascorbigen A
in rohem Kohl festgestellt. Je hoher die Glucobrassicin-Gehalte in den rohen Brassicaceae waren, desto
hoher waren die Ascorbigen-Gehalte im entsprechenden Pflanzenmaterial. Zusammenfassend hatte
der Fermentationsprozess insgesamt keine grofRen Auswirkungen auf die Bildung der bioaktiven ITC.

Aufgrund dessen, und um in einem komplexeren Experiment auf einfachem zu verarbeitendem
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Gemise zugreifen zu konnen, wurde die humane Interventionsstudie mit gefriergetrockneter
Kapuzinerkresse in einer Suspension mit Wasser bzw. in einem Weizenmischbrot eingebacken
durchgefiihrt. Die Studie demonstrierte, dass neben den bereits bekannten Mercaptursauren die
Ausscheidung von nicht-konjugiertem Benzyl-ITC und Phenylacetonitril Gber den Urin ebenso erfolgt
wie Uber die Atemluft. Bei letzterem wurden je nach Verzehrart und Probandin unterschiedliche
Konzentrationsverldaufe der Analyten beobachtet. Nach Verzehr eines mit Kapuzinerkresse
angereicherten Brotes erfolgte die hauptsachliche Ausscheidung von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril
in der ersten Stunde nach dem Verzehr, mit maximalen Konzentrationen von Benzyl-ITC mit
13,04 nmol/L und von Phenylacetonitril mit 0,21 nmol/L. Ein individueller Verlauf der Konzentrationen
zeigte sich hingegen in der Gruppe, die eine Suspension aus Kapuzinerkresse und Wasser verzehrte.
Maximale Konzentrationen wurden zwischen 10 min und 24 h nach dem Verzehr analysiert. Diese
lagen bei Benzyl-ITC bei 5,89 nmol/L und bei Phenylacetonitril bei 15,66 nmol/L. Nach Betrachtung
aller untersuchten Ausscheidungswege, konnten die Beobachtungen bisheriger Studien bestatigt
werden, dass die dominante Ausscheidung von ITCs lber den Urin erfolgt und die Ausscheidung liber

die Atemluft nur eine untergeordnete Rolle spielt.
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Glucosinolates (GSL) and their bioactive degradation products represent a broad field of research. The
main degradation products are isothiocyanates (ITC) and nitriles. In particular, ITCs and their effects
on target molecules are the focus of research. A comprehensive understanding of their mode of action
in the organism also includes knowing the factors influencing the formation and bioavailability of ITCs
and nitriles, as well as uncovering their pathways to potential sites of action or their excretion. The

present study aims to develop an analytical approach to address these questions.

Therefore, a GC-MS method for the quantification of the degradation products was partially validated
and extended to include the group of epithionitriles. For the analysis of more complex samples, a
suitable sample preparation was developed for different human matrices (respiratory air, urine and
blood plasma) and the GSL were analysed by means of ESI-LC-MS/MS and its degradation products
from the matrices plant material, fermentation liquid, blood plasma and urine by means of GC-MS and
respiratory air by means of SBSE-TD-GC-MS/MS. The investigations of the plant material and its
fermentation liquid were aimed at the question whether and how the formation of GSL degradation
products or secondary products is influenced by the processing step of fermentation. The latter human
matrices were sampled in an intervention study. The aim of this study was to obtain an overview of
the different metabolisation pathways of benzyl-ITC and phenylacetonitrile in the human organism
after the consumption of highly and low-processed nasturtium. For this purpose, an analytical
approach was developed to also analyse the breath. In this way, its bioavailability and mode of reaction

in the human organism should be better understood.

After successful partial validation and extension of the GC-MS method, the four cruciferous plants
(Brassicaceae) red cabbage, broccoli, pointed cabbage and Chinese cabbage were analysed for GSL and
their degradation and reaction products in a fermentation experiment during the process. The ITCs
formed by hydrolysis of the GSL reached the highest concentrations at the beginning and decreased
for the most part in the course of the fermentation. In addition, the transfer of the GSL or the resulting
degradation products from the plant material into the surrounding liquid was shown. A correlation
was found between the content of glucobrassicin and the content of ascorbigen A, formed from 3-
Hydroxymethylindole (degradation product of glucobrassicin) and ascorbic acid, in raw cabbage. The
higher the glucobrassicin contents in the raw Brassicaceae, the higher the ascorbigen A contents in the
corresponding plant material. In summary, the fermentation process did not have a major overall
impact on the formation of bioactive ITC. Due to this, and in order to be able to access a more easily
processed vegetable in a more complex experiment, the human intervention study was conducted

with freeze-dried nasturtium in a suspension with water or baked into a wheat mix bread. The study
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demonstrated that, in addition to the already known mercapturic acids, the excretion of non-
conjugated benzyl-ITC and phenylacetonitrile occurs via the urine as well as via the respiratory air. In
the latter case, different concentration courses of the analytes were observed depending on the type
of consumption and the test person. After consumption of the enriched bread, the main excretion of
Benzyl-ITC and phenylacetonitrile occurred in the first hour after consumption, with maximum
concentrations of benzyl-ITC at 13.04 nmol/L and of phenylacetonitrile at 0.21 nmol/L. An individual
course of the concentrations, however, was shown in the group that consumed a nasturtium
suspension. Maximum concentrations were analysed between 10 min and 24 h after consumption.
These were 5.89 nmol/L for benzyl-ITC and 15.66 nmol/L for phenylacetonitrile. After considering all
examined excretion pathways, the observations of previous studies could be confirmed that the
dominant excretion of ITCs occurs via the urine and excretion via the respiratory air only plays a

subordinate role.
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Pflanzen produzieren neben Verbindungen des Primarstoffwechsels wie Proteinen, Kohlenhydraten
und Fetten eine Vielzahl von chemisch diversen Verbindungen, die nicht Bestandteil des
Primarstoffwechsels sind [1]. Diese Verbindungen werden allgemein als sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe bezeichnet und lben vielfiltige Funktionen in der Pflanze aus. Als Beispiele sind
Abwehrfunktionen gegen Mikroorganismen und FralRfeinde (u.a. Cytotoxiztat von Allylisothiocyanat
im Senf) oder die Anlockung von Insekten zur Bestdubung (u.a. Farbe von Anthocyanen in Bliiten) zu
nennen. Der Begriff sekundarer Pflanzeninhaltsstoff zeigt an, dass diese Verbindungen nicht primarim
Stoffwechsel zur Lebenserhaltung der Pflanze notwendig sind. Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe sind
jeweils charakteristisch fir bestimmte Arten, Gattungen oder Familien [2]. In der Regel kommen sie

nicht im Zellplasma vor, sondern in spezialisierten Zellen oder Organellen dieser Zellen.

Laut dem Erndhrungsbericht der Deutschen Gesellschaft fiir Ernahrung e.V. (DGE) aus dem Jahr 2008,
sind etwa 100.000 verschiedene sekundare Pflanzeninhaltsstoffe bekannt, von denen rund 5.000 bis
10.000 in der menschlichen Nahrung vorkommen [3]. Die aus Vorlauferverbindungen des
Primarstoffwechsels synthetisierten Verbindungen werden in drei Hauptgruppen unterteilt: Terpene,
phenolische Verbindungen und stickstoffhaltige sekundare Pflanzeninhaltsstoffe. Ein Vertreter

letzterer Gruppe sind die Glucosinolate.

Uber verschiedene Kohlarten, Senf, Kresse oder Raps nehmen wir diese Glucosinolate zu uns. Sie
haben wichtige Funktionen in der Pflanze. lhre Abbauprodukte geben den Pflanzen ihren
charakteristischen Geschmack. Nicht nur der Geschmack ist fiir den Menschen von Bedeutung. Die
Bioaktivitdit von Glucosinolaten und im Besonderen ihrer Abbauprodukte ist ein breites
Forschungsfeld. Sie gelten als antibakteriell, antikanzerogen und nehmen Einfluss auf den Phase-lII-

Metabolismus [4-7].

Ihre Identifizierung und vor allem Quantifizierung in den Lebensmitteln ist von Bedeutung fir die
Untersuchung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen im Menschen. Vielfach wird hierbei jedoch die
Bioverfligbarkeit dieser Substanzen im menschlichen Organismus nicht ausschépfend betrachtet.
Humane Matrizes wie Blut oder Urin sind anderen fliissigen Matrizes in ihrer Probenahme und
Probenvorbereitung ahnlich. Die Analytik von Gasproben wie unserer Atemluft stellt hierbei eine

besonders groRe Herausforderung dar.

Die komplexen Prozesse im pflanzlichen und menschlichen Organismus werden in dieser Arbeit naher
betrachtet. Ebenso wird auf die Herausforderungen und Lésungen bei der Analytik von Glucosinolaten

und deren Abbauprodukten eingegangen.
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4.1 Glucosinolate

Glucosinolate (GSL) werden im Sekundarstoffwechsel von Pflanzen innerhalb der Familie der
Kreuzblitler (Brassicaceae) aus Aminosauren gebildet. Vertreter dieser Familie sind alle Arten von
Kresse oder Kohl, Meerrettich und Senf. Sie bedingen den typischen scharfen Geschmack und Geruch
dieser Gemiusearten. GSL und deren Abbauprodukte dienen den Pflanzen als FraBschutz und als Schutz
gegen Pathogene. Fiir einige Insekten sind diese Verbindungen sogar todlich [8, 9].

In einer Pflanze sind etwa 2 bis 4 verschiedene GSL vorherrschend, deren Verteilung in den einzelnen
Kompartimenten (Wurzeln, Stangel, Blatter) sowie deren jeweilige Gehalte (1-10 % der Trockenmasse
(TM)) sich mit dem Entwicklungsstand der Pflanze dndern. Zum Beispiel sind im Samen meist héhere
Gehalte zu finden als in den Sprossen [10, 11].

Chemisch sind diese Verbindungen B-D-Thioglucosid-(Z)-N-hydroximinosulfate, deren gemeinsames
Merkmal das Grundgerist ist. Dieses besteht aus einer Glucoseeinheit (Glucon), einer aus

Aminosauren gebildeten Seitenkette (Aglucon) sowie einer Sulfat-Gruppe (Abbildung 1) [12].

( Aglucon \
\

Myrosinase S
> P
/, \ N//
H,0 D-Glucose

Glucon

Glucotropaeolin Benzylisothiocyanat

Abbildung 1: strukturelles Grundgeriist und Abbau des Glucosinolates Glucotropaeolin zum Benzylisothiocyanat (Benzyl-
ITC).

Die fast 200 identifizierten Verbindungen unterscheiden sich in ihrem Aglucon, welches eine Alkyl-,
Alkenyl-, Aryl- oder Indol-Struktur aufweisen kann [13]. Die unterschiedlichen Seitenketten
entstammen der Biosynthese der GSL aus Aminosduren (AS). Es werden aliphatische, indolische und
aromatische GSL unterschieden. Hierbei leiten sich aliphatische GSL hauptsachlich von Methionin,
Alanin, Leucin, Isoleucin und Valin ab. Indolische GSL werden vom Tryptophan und aromatische GSL
meist von Phenylalanin oder Tyrosin abgeleitet [14, 15]. Die Biosynthese der GSL mit ihren beteiligten

Enzymsystemen ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart.
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Basierend auf  Untersuchungen der Modelpflanze  Arabidopsis  thaliana  mittels
14C-Isotopenmarkierung, wurde ein moglicher Verlauf der GSL-Biosynthese konstruiert. Nach diesem
Verlauf kann sie grob in drei Schritte eingeteilt werden. Zu Beginn wird eine Precursor-AS verlangert,
anschliefend das GSL-Grundgerst gebildet und in einem dritten Schritt erfolgt die Modifikation der
GSL-Seitenkette. Das Schema der GSL-Biosynthese ist in Abbildung 2 genauer dargestellt [14, 16, 17].

Nach der Synthese der Verbindungen erfolgt der Transport zu den Speicherzentren der Pflanze.

NOH
OH OH
R —» R — —_—
R
o 0
I
- R'S
NO, HO\\&/O NOH
JRR———————
)-K - ‘ )L R1
R R 8/
R
OH R!
11 111
UDPGIc PAPS
NOH
Glc
R s ~ J\ Glc
R s R s
UDP PAP

Abbildung 2: Biosynthese von Glucosinolaten: | Kettenverlangerung der Precursor-Aminosaure, Il Bildung der
Glucoseeinheit, Il Modifizierung der Seitenkette (nach Belitz et al., 2008, [18]).

4.2 Abbauprodukte von Glucosinolaten

Die GSL werden in den Vakuolen der Pflanzenzellen gespeichert [12]. Durch Zerstorung des
Pflanzengewebes, beispielsweise durch mechanische oder thermische Prozesse, treten sie in Kontakt
mit dem in Myrosinzellen (ldeoblasten) gespeicherten Enzym Myrosinase (B-D-Thioglucosidase). Sie
werden in dem sogenannten Myrosinase-Glucosinolat-System hydrolysiert [19, 20]. Als
Abbauprodukte entstehen Isothiocyanate (ITC), Thiocyanate, Nitrile und Epithionitrile (EPT) [14, 21,
22] (Abbildung 3).
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Isothiocyanate (R-NCS)

A
g Thiocyanate (R-SCN)
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OH Epithionitrile

Abbildung 3: Abbauprodukte des enzymatischen Abbaus von Glucosinolaten (nach Bones und Rossiter, 1996, [23]).

Einige dieser teilweise sehr reaktiven Abbauprodukte flihren zu einer Vielzahl von
Reaktionsprodukten. Das Phytohormon Indol-3-Essigsdure ist eines dieser Reaktionsprodukte, welches
aus dem Hydrolyseprodukt von indolischen GSL gebildet wird und dem Pflanzenwachstum dient [23].
Intakte GSL sind nicht bioaktiv, ihre Hydrolyseprodukte hingegen haben konzentrationsabhangig
unterschiedliche Wirkungen. Diese reichen von nematoziden, bakteriziden und fungiziden Wirkungen

bis zu estrogenartigen und antikanzerogenen Eigenschaften [24].

Im Hinblick auf die vielfadltigen Wirkungen von GSL-Abbauprodukten sind die Bioverfligbarkeit der GSL
als deren Vorstufen, die Bedingungen bei der Hydrolyse zu den Abbauprodukten und deren

anschlieRender Metabolismus ein wichtiges Forschungsfeld.

4.2.1 Bioverfiigbarkeit von Glucosinolaten und Bildung der Abbauprodukte
Nach Forbes und Erdman (1983) [25] wird der Begriff der Bioverfiigbarkeit definiert als Anteil eines

Nahrstoffes, der liber physiologische Stoffwechselwege verdaut, resorbiert und metabolisiert wird.

Flr GSL stellen innerhalb der menschlichen Erndhrung die verschiedenen Kohl- und Kressearten die
Hauptzufuhrquellen dar. Nach Schatzungen des Erndhrungsberichtes der DGE aus dem Jahr 2012 liegt
die tagliche Zufuhr an GSL mit gemischter Kost und ohne Supplemente bei 15 mg/Tag [3, 26]. Zudem
wird bei Zufuhr aus erhitzten Lebensmitteln ihre Bioverfligbarkeit im Menschen mit >15% als hoch

eingestuft [3, 26].

Neben den bereits genannten leicht fliichtigen und bedeutsamen ITC, entstehen durch Hydrolyse der
GSL Thiocyanate, Nitrile, EPT und Oxazolidine als primare Abbauprodukte [27]. Bei der enzymatischen
Hydrolyse von GSL katalysiert die Myrosinase die Abspaltung des Glucons. Unter Freisetzung von
Glucose und Wasser entsteht ein instabiles Thiohydroximat-O-Sulfonat, welches unter Abspaltung von
Sulfat je nach vorliegenden Reaktionsbedingungen zu unterschiedlichen Verbindungen zerfillt

(Abbildung 3). Zur Entstehung der flr den Scharfeeindruck (z.B. in Senf) oder die Bitterkeit (z.B. in
8
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Rosenkohl) verantwortlichen ITC (auch Senfélglycoside genannt) [24], fiihrt eine Lossen-Umlagerung
des Thiohydroximat-O-Sulfonates [15]. Dieses ist in Abbildung 4 dargestellt. Das pH-Optimum des

Reaktionsmediums fiir die Bildung von ITC liegt bei einem Wert von 6 - 7 [11].

]
\\Glc
‘ (\ +Glc —m» R—N=—C=——=8 +HSOy

N Thioglucosidase
0SOy 0503

Abbildung 4: Lossen-Umlagerung von Glucosinolaten zu ITC [15].

Die Bildung von Nitrilen und EPT wird durch pH-Werte kleiner 5 und die Anwesenheit von Eisen-lonen
und dem Epithiospecifier Protein (ESP) oder dem Nitrileforming Protein (NFP) begunstigt [23]. Der
genaue Mechanismus der Katalyse bei der Nitril-Bildung, beziehungsweise EPT-Bildung (bei Agluconen
mit endstdndigen Alkylen-Gruppen), durch das ESP ist noch nicht bekannt. Untersuchungen von Foo
et al. (2000) zeigten, dass das Substrat des ESP das instabile Thiohydroximat ist, welches mit Hilfe von
Eisen(ll)-lonen ein Intermediat zwischen dem Thiohydroximat und dem ESP bildet [22, 28]. Die Bildung
von Thiocyanaten ist ebenfalls noch nicht genau erforscht. Es gibt verschiedene Hypothesen. Zum
Beispiel kann nach dem Abbau zum ITC, dieses durch eine Isomerase zum Thiocyanat isomerisiert
werden. Eine weitere Hypothese ist, dass das Thiohydroximat-O-Sulfonat bei Anwesenheit des
sogenannten Thiocyanatforming Protein (TFP) zum Thiocyanat abgebaut wird [29, 30]. Der Abbau der
indolischen GSL in der Pflanze wird hauptsachlich durch physikalischen Stress verursacht,
beispielsweise Einwirkungen durch duBere, biotische und abiotische Faktoren [11]. So wird aus dem
indolischen GSL Glucobrassicin ein instabiles ITC gebildet, welches weiter zum Alkohol

3-Hydroxymethylindol abgebaut wird [11].

Innerhalb der Familie der Brassicaceae unterscheiden sich je nach Pflanzenart die Myrosinasen in ihren
Bedingungen fiir eine maximale Enzymaktivitat und dem bevorzugten Substrat. Die aus Meerrettich
(Armoracia rusticana) isolierte Myrosinase hat ihr Temperaturoptimum im Bereich 37 -45 °C. In
weiller Senfsaat liegt dieses beispielsweise erst bei bis zu 60 °C [31]. Neben den pflanzeneigenen
Myrosinasen kdnnen GSL auch durch bakterielle Myrosinasen hydrolysiert werden [32]. Diese kommen

unter anderem im Mikrobiom des Menschen vor.

Die ITC und die Nitrile entstehen neben der enzymatischen Hydrolyse auch durch den thermischen
Abbau der Glucosinolate [22, 33]. Gegenstand einer im Jahr 2012 durchgefiihrten Studie war die
Untersuchung des thermischen Abbaus von schwefelhaltigen aliphatischen Glucosinolaten, einerseits

bei einer trockenen Erhitzung und andererseits bei Erhitzung in wassriger Losung [34]. Als dominante

9
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Abbauprodukte entstanden Nitrile. Die Studie zeigte, dass die Nitrile verhaltnismaRig stabile
Substanzen sind. Sehr starke Bedingungen wie hohe Temperaturen und starke, saure oder basische
Losungen sind notig, um sie zu Carbonsduren zu hydrolysieren. Im Kontrast dazu sind die ITC
thermolabil und werden in wassriger Losung schon bei physiologischen Temperaturen zu fliichtigen
Verbindungen abgebaut [34]. Diese werden nach dem Verzehr im Organismus resorbiert, metabolisiert

und auf verschiedenen Wegen ausgeschieden.

4.2.2 Metabolismus der Abbauprodukte

Anders als bei Vitaminen existieren im Korper keine spezifischen Mechanismen fiir die Resorption und
den Metabolismus von sekunddren Pflanzeninhaltsstoffen. Diese Substanzen werden dhnlich wie
Xenobiotika metabolisiert und ausgeschieden [35]. Die GSL werden mit der Nahrung aufgenommen
und unter den jeweiligen Bedingungen zu ihren Abbauprodukten hydrolysiert. Diese konnen dem
Fremdstoffmetabolismus zugefiihrt und aus dem Korper ausgeschieden werden. Der Verlauf des
Metabolismus der ITC wurde im Gegensatz zu dem der Nitrile bereits umfassend untersucht. In
Abbildung 5 ist dieser als Mercaptursaure-Stoffwechselweg bezeichnete Verlauf schematisch
dargestellt. Die Aufnahme der ITC in den Blutkreislauf beginnt bereits im oberen Mundraum. Der erste
Schritt stellt die Konjugation an das Tripeptid Glutathion (GSH) dar. In weiteren Folgeschritten dieses
Weges werden die Konjugate zu den entsprechenden Mercaptursauren (ITC-NAC) abgebaut und tber
den Urin ausgeschieden [36]. Aufgrund ihrer Struktur werden Mercaptursduren auch den

Dithiocarbamaten (DTC) zugeordnet.

Glu-Cys-Gly
Glu-Cys-Gly /
Glutathion-S-
| + R T NA Transferase S,
> S X
R /\ H S
GSH ITC
ITC-GSH
Cys-Gly Cys
y-Glutamyl- / Cysteinyl- /
Transferase S, Glycinase s
A
R Sy s R Sy s
H H
ITC-CysGly ITC-Cys
Cys-NAC
N-Acetyl- /
Transferase )
>\
R Sy s
H
ITC-NAC

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Mercaptursaure-Stoffwechselwegs.
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Die hohe Reaktivitdt einiger GSL-Abbauprodukte kann neben dem weiteren Abbau zu

Mercaptursauren auch zu anderen Reaktionsprodukten fihren.

4.2.3 Reaktivitit und physiologische Wirkung der Abbauprodukte

Besitzt das Aglucon eines GSL strukturelle Besonderheiten wie Doppelbindungen oder spezielle
funktionelle Gruppen, so konnen beim Zerfall des Thiohydroximat-O-Sulfonats Folgereaktionen
auftreten. Diese flihren zu den bereits genannten Reaktionsprodukten von ITC. Besitzt der Alkyl-Rest
eines ITC eine B-Hydroxy-Gruppe, wie es bei dem aus dem GSL Progoitrin gebildeten
2-hydroxy-3-butenyl-ITC der Fall ist, wird unter Ringbildung ein 2-Oxazolidinthio-Derivat gebildet. Das
so gebildete Goitrin hemmt die lodierung im menschlichen Organismus und damit die Bildung des
Schilddriisenhormons Thyroxin [37]. Somit wirken einige GSL wie das Progoitrin, Glucobrassicin oder
Sinalbin goitrogen, vergroRern also die Schilddriise. Die goitrogene Wirkung der beiden letztgenannten
Verbindungen geht auf das Freisetzen von Thiocyanat-lonen zurlick, die die Aufnahme von lod im
Korper reduzieren [38]. ITC kdnnen weitere Reaktionen mit Hydroxyverbindungen zu Thiourethanen
oder Aminen zu Thioharnstoffen eingehen. Durch die Hydrolyse von ITC werden Kohlenstoffdioxid

(CO,), Amine und Schwefelwasserstoff gebildet [16].

Epidemiologische Studien zum Einfluss der Erndhrung auf die Tumorbildung beim Menschen zeigen,
dass eine hohe Aufnahme von Brassicaceae wie Brokkoli oder anderer Kohlarten zu einem verringerten
Auftreten von malignen Tumoren fiihren kann [39]. Die Effekte reichen von akuter Toxizitdt der
Abbauprodukte tGber antikanzerogene, entziindungshemmende Wirkungen bis hin zu hormonartigen
Eigenschaften [40]. Die Datenlage zur physiologischen Wirkung von ITC ist sehr umfassend. Andere
Abbauprodukte wie Nitrile und EPT wurden bisher nur sehr mangelhaft auf ihre Bioaktivitat
untersucht. Einige ITC zeigen eine tumorprotektive Wirkung, die auf die Beeinflussung der

Enzymaktivitdt im Phase-I- und Phase-II-Stoffwechsel zuriickgefiihrt wird.

Phase-ll-Enzyme katalysieren Konjugationsreaktionen von polaren, korpereigenen Molekilen mit
lipophilen Fremdstoffen, wodurch die Wasserloslichkeit und damit auch die Ausscheidung von
korperfremden Stoffen gesteigert werden. Deshalb werden den ITC antikanzerogene und
chemopréaventive Eigenschaften zugeschrieben [23, 41]. Das aus dem Abbau von Glucoraphanin (z.B.
in Brokkoli) stammende Sulforaphan induziert beispielsweise nach einer Studie aus dem Jahr 2001 die
Phase-lI-Enzyme Chinonreduktase und Glutathion-S-Transferase (GST) [42]. Des Weiteren wurde in
dieser Studie berichtet, dass das ebenfalls gebildete Sulforaphannitril eine deutlich geringere
Bioaktivitat aufweist. In einer weiteren Studie aus dem Jahr 2001 wurde eine mit dem Sulforaphan
vergleichbare Aktivierung von Phase-ll-Enzymen durch das Nitril Crambene in Kombination mit
3-Hydroxymethylindol ermittelt. [43, 44]. Studien zeigten, dass das aus 3-Hydroxymethylindol und

Ascorbinsaure gebildete Ascobigen auf die Enzyme des Phase-I- und Phase-II-Stoffwechsels einwirkt
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[45]. Somit wird diesem Reaktionsprodukt von GSL-Abbauprodukten ebenfalls eine antikanzerogene
Wirkung zugesprochen. Weiterhin koénnen ITC wie Sulforaphan, Iberin und Phenylethyl-ITC
modulierend auf den Zellzyklus wirken. Unter Anderem induzieren sie den kontrollierten Zelltod

Apoptose und hemmen die Proliferation [7, 11].

Die Abbauprodukte von GSL kénnen auch negative Wirkungen auf den Organismus ausiiben. So zeigen
beispielsweise EPT eine toxische Wirkung [46]. Diese kann auf Alkylierungsreaktionen durch die
Epithiogruppe zurickzufihren sein [47]. Das 1-Cyano-3,4-Epithiobutan (CETB) fiihrte nach
Untersuchungen von Dietz et al. (1991) zu einer Verminderung der Gewichtszunahme und der
Nahrungsaufnahme bei Ratten [48]. In neueren Studien konnte CETB in Rosenkohl, Rotkohl und Pak

Choi nachgewiesen werden [49].

Uber die Bioaktivitat von Nitrilen ist bisher nur wenig bekannt. Einer Studie aus dem Jahr 1982 zufolge,
resultiert die konzentrationsabhadngige Toxizitat der Nitrile aus der Freisetzung von Cyanid [50].
Allerdings liegen die Konzentrationen, bei denen die Nitrile ihre Wirkung erzielen, aulRerhalb des
erndhrungsrelevanten Bereiches [42]. Zur besseren Beurteilung der physiologischen Wirkungen der
Abbauprodukte in der menschlichen Erndhrung, ist ihre Stabilitat und Verfligbarkeit in verarbeiteten

Lebensmitteln ein weiterer wichtiger Forschungspunkt.

4.3 Einfluss der Verarbeitung von Lebensmitteln auf Glucosinolate und

deren Abbauprodukte

Die meisten als Lebensmittel verzehrten Brassicaceae wie Brokkoli, WeiBkohl oder Rosenkohl, werden
nicht roh verzehrt, sondern gekocht, fermentiert oder blanchiert. Solche Verarbeitungsprozesse
konnen den Gehalt an GSL signifikant senken. Dies geschieht beispielsweise durch Auslaugen in

Kochwasser oder die enzymatische Hydrolyse durch Zerschneiden der Gemise [51, 52].

Wie bereits in Kapitel 4.2 erldutert, entstehen Nitrile als Abbauprodukte aus dem thermischen Abbau
der GSL. Der Erhitzungsprozess hat verschiedene Auswirkungen auf das Pflanzenmaterial. Zunéachst
wird die Enzymaktivitat erhéht und somit steigt der Abbau der GSL an. Dominante Abbauprodukte sind
hierbei die Nitrile, da diese im Vergleich zu den ITC hitzestabiler sind [15, 34]. Bei Temperaturen héher
als 70 °C wird die pflanzeneigene Myrosinase inaktiviert. Aufgrund der fast vollstandigen Inhibierung
des enzymatischen Abbaus werden die GSL thermisch induziert chemisch abgebaut [53]. Bei einer
Nasserhitzung, beispielsweise in kochendem Wasser, kann eine Auslaugung der GSL und deren
Abbauprodukten in das Wasser erfolgen. Somit sinkt der GSL-Gesamtgehalt [34]. Die Methode des
Dampfgarens kann diesen Effekt verringern [54]. Das in der Pflanze aus 3-Hydroxymethylindol und
L-Ascorbinsdure gebildete Ascorbigen A ist hitzelabil und setzt Ascorbinséure frei. Aus diesem Grund

hat gekochter Kohl einen hoheren Anteil an L-Ascorbinsaure als das jeweilige Rohgemise [55].
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Bei milchsaurer Fermentation von Brassicaceae erfolgt gegensatzlich zur Erhitzung keine Inaktivierung
der pflanzeneigenen Myrosinase. Die milchsaure Fermentation wird in Deutschland Ublicherweise bei
der Herstellung von Sauerkraut aus WeiRkohl verwendet oder bei der Herstellung von Kimchi im
koreanischen Raum. Der Abbau der GSL erfolgt bei der Fermentation auf zwei verschiedenen Wegen.
Zum einen findet der enzymatische Abbau durch die pflanzeneigene Myrosinase statt, initiiert durch
Aufweichen oder ZerreiBen der Zellwande. Zum anderen werden GSL durch den mikrobiellen Abbau
durch Mikroorganismen mit Myrosinase-ahnlichen Enzymen hydrolysiert [56, 57]. Die durch die

Fermentation erfolgte pH-Wert-Senkung begiinstigt die Bildung von Ascorbigen A.

Zur Analyse der GSL und ihrer gebildeten Abbauprodukte in den verarbeiteten Lebensmitteln steht

eine Reihe unterschiedlichster Methoden zur Verfligung. Diese werden im Folgenden vorgestellt.

4.4 Analytik von Glucosinolaten und deren Abbauprodukten
Um die in Kapitel 4.2 aufgefiihrten biologischen Wirkungen in Bezug auf die verzehrten Lebensmittel
besser beurteilen zu konnen, ist eine fundierte Analytik der GSL und deren Abbau- und

Reaktionsprodukten unabdingbar.

4.4.1 Analytik von Glucosinolaten

Es gibt verschiedene Herangehensweisen um GSL zu analysieren (Tabelle 1). Zum einen kann ein
Gesamtgehalt an GSL ermittelt und zum anderen die Identifikation und Quantifizierung einzelner GSL
durchgefiihrt werden. Die gdngige Methode GSL zu analysieren ist, sie enzymatisch zu
Desulfoglucosinolaten (Desulfo-GSL) umzuwandeln, von Matrixbestandteilen zu trennen und
anschlieBend mittels Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) zu
identifizieren und zu quantifizieren. Die GSL kdnnen auch intakt mittels RP-HPLC analysiert werden.
Die Desulfatierung bringt den Vorteil, dass die Desulfo-GSL aufgrund ihrer weniger polaren
Eigenschaften besser mittels RP-HPLC aufzutrennen sind als intakte GSL. Nachteil dieser Methode ist
allerdings der erhohte Zeitaufwand durch die enzymatische Desulfatierung der GSL und ihre nicht
reversible Veranderung [58]. Die Analytik der intakten GSL hat den Vorteil, dass die Funktionalitat
aufgrund einer Derivatisierung nicht eingeschrankt oder verloren gegangen ist. Allerdings ist die
vollstandige Trennung mittels RP-HPLC nicht gewahrleistet. Mittels der Methode der Reversed Phase
High Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (RP-HPLC-MS/MS) im Multi
Reaction Monitoring Modus (MRM-Modus) muss keine vollstindige Trennung der GSL zur
Identifizierung und Quantifizierung gewahrleistet sein, da nach spezifischen precursor-lonen der GSL

und deren Fragmenten selektiert wird.
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Tabelle 1: Auflistung einiger gangiger Methoden zur qualitativen und quantitativen Analyse von GSL nach [58].

Analysiertes Methode
Produkt

Gesamt-GSL-Gehalt | Palladiumchlorid- bzw. Thymol-Assays
Enzymatische Glucose- und Sulfat-Assays
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Nahinfrarotreflexionsspektroskopie (NIR)

Intakte GSL RP-HPLC-MS

Thermospray HPLC-MS/MS

hochauflésende Kapillarelektrophorese

Kapillare Gaschromatographie gekoppelte Massenspektrometrie (GC-MS)

Gaschromatographie gekoppelte Tandem Massenspektrometrie (GC-
MS/MS)

Desulfo-GSL RP-HPLC

Rontgenfluoreszenzspektroskopie (XRF)

4.4.2 Analytik der Abbauprodukte von Glucosinolaten

Eine Vielzahl an GSL-Abbauprodukten ist fliichtig und kann ohne vorherige Derivatisierung identifiziert
und quantifiziert werden. Fir die Analyse der fliichtigen Abbauprodukte (z.B. ITC, Nitrile, u.a.) eignet
sich die Gaschromatographie (GC) gekoppelt mit Massenspektrometrie (MS). Die Kopplung mit der
Massenspektrometrie ermdoglicht eine Identifizierung und strukturelle Charakterisierung [59]. Die
nicht fliichtigen Reaktionsprodukte der GSL-Abbauprodukte wie ihre Metabolite (Mercaptursduren),
Addukte mit Proteinen oder Aminen sowie das Ascorbigen lassen sich mittels der RP-HPLC-MS/MS
identifizieren und quantifizieren [60]. Eine Auflistung der gangigen Methoden zur Analytik der GSL-

Abbauprodukte und deren Reaktionsprodukten ist in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Auflistung einiger gangiger Methoden zur qualitativen und quantitativen Analyse von GSL-Abbauprodukten und
deren Reaktionsprodukten nach [58].

Analysiertes Produkt Methode

Abbauprodukte (ITC, Nitrile, u.a.) GC, GC-MS, GC-MS/MS

Reaktionsprodukte (Ascorbigen, Mercaptursauren der Abbauprodukte) | RP-HPLC, RP-HPLC-MS/MS
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4.5 Analytik der Abbauprodukte in humanen Matrizes

Zur Untersuchung der Bioverfligbarkeit von GSL und deren Abbauprodukten im menschlichen
Organismus ist es notwendig deren Gehalte in humanen Matrizes wie Urin, Plasma oder der Atemluft
zu bestimmen. Des Weiteren kann die Analyse von humanen Matrizes Aufschluss dariiber geben, wie
die GSL und ihre Abbauprodukte metabolisiert werden. Ebenso kénnen ihre Wirkorte genauer
identifiziert werden. Es gibt verschiedene Methoden die Abbauprodukte, im speziellen die ITC und
deren Metaboliten, aus Urin oder Plasma zu extrahieren und zu analysieren. Zum einen kénnen die ITC
mit organischen Losungsmitteln wie Hexan extrahiert, mit Ammoniak zu Thioharnstoffverbindungen
derivatisiert und mittels RP-HPLC-MS/MS analysiert werden [61]. Zum anderen werden ihre
Metaboliten, die Mercaptursduren, nach der Extraktion und Aufreinigung mittels RP-HPLC-MS/MS

analysiert [62].

Eine bisher in der GSL-Forschung noch vernachldssigte humane Matrix ist die Atemluft. Die
Untersuchung der Atemluft ist jedoch kein neues Forschungsgebiet. Der Fokus bisheriger Forschungen,
vor allem klinischer Art, liegt in der Identifizierung von Markersubstanzen zur nicht-invasiven

Diagnostik von komplexen Krankheiten wie Lungen- oder Brustkrebs [63].

Die Atemluft setzt sich aus der Exspirationsluft und der Alveolarluft zusammen. Die Exspirationsluft
entspricht der Zusammensetzung der Atmosphare. Lediglich der Gehalt an CO; ist erhoht. Dieser Teil
kann auch gemeinhin als das Totvolumen der Atemluft (engl. dead-space-air) bezeichnet werden. An
den funktionellen Elementen der Lunge, den Alveolen, findet ein reger Stoffaustausch zwischen dem
Blut und der umgebenden Luft statt. Dieser dient hauptsachlich dem Austausch von Sauerstoff und
CO,. Flichtige organische Substanzen (englisch: volatile organic compounds — VOCs) gelangen
ebenfalls hauptsachlich tber das Blut in die Alveolen und von dort aus in die Atemluft. Sie ermdglichen
so das Monitoring verschiedener Prozesse im Korper. Beispielsweise ist eine typische Markersubstanz
bei Diabetes Mellitus der Acetongeruch des Atems. Bei entzlindlichen Krankheiten ist eine erhdhte
Konzentration von Ethan und Pentan in der Atemluft nachgewiesen worden [63]. Die Atemluftanalyse
wurde jedoch aufgrund von technischen Problemen in der Probenahme und Analyse und dem Fehlen

einer Standardisierung in der klinischen Praxis noch nicht etabliert.

Flr eine quantitative Analyse der Atemluft ist es notwendig, reproduzierbare Proben zu generieren,
also eine Standardisierung der Probenahme zu erarbeiten. Es gibt bisher keine allgemein akzeptierten
Verfahren dafiir. Jedoch wurden bereits verschiedene Mdoglichkeiten der Standardisierung entwickelt.
Wichtige Faktoren hierbei sind die Atemtechnik, die Art der Probensammlung und das Verhaltnis
zwischen Alveolar- und Exspirationsluft. Zur Minimierung der Exspirationsluft kann beim Ausatmen die
zweite Halfte des Atems beprobt werden. Die so erhaltene endexspiratorische Luft besteht

groRtenteils aus Alveolarluft und eignet sich somit zur Quantifizierung der in ihr enthaltenen VOCs.
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Eine genauere Methode, um bei den Probenahmen nur Alveolarluft ohne eine Verdliinnung durch die
Exspirationsluft zu gewinnen, ist die Messung des CO,-Gehaltes und der Temperatur des Atems. Die
Verteilung des CO,-Gehaltes in der Atemluft ist schematisch in einem so genannten Kapnogramm
(Abbildung 6) dargestellt. Dieses ist jedoch mit einem erhéhten apparativen Aufwand verbunden. Eine
einfache Moglichkeit Atemluft zu sammeln, ist die Angleichung von Exspirations- und Alveolarluft
durch mehrmaliges Ein- und Ausatmen der Probe vor der Beprobung. Diese Methode ist jedoch nicht

geeignet fiir eine Quantifizierung der in der Atemluft enthaltenen Analyten.

Neben der Standardisierung von Probenahmeprozessen, kann auch eine Normalisierung der
Messdaten auf einen festgelegten Marker, eine reproduzierbare Analytik hervorrufen. Hierbei konnen
die Konzentrationen der im Atem analysierten Verbindungen auf die Konzentration von ausgeatmetem
CO; normalisiert werden, wie es bei der Analytik von Urin mit dem darin enthaltenen Creatinin bereits

gangig ist [64].

Ein zweiter wichtiger Punkt in der Analytik von Atemluft ist die Wahl einer geeigneten Methode zum
Sammeln und Konzentrieren der Proben. Dabei kann grob zwischen zwei Gruppen von
Probenahmemethoden unterschieden werden. Zum einen erfolgt sie durch Abkiihlen und

Kondensieren des Gases und zum anderen durch die Adsorption an ein Adsorptionsmittel [64].

“alveolar” Proben
mm Hg A
PCO,

“gemischt-exspiratorische” Proben

Phase Phase Phase
| I 1

Zeit

expiratorische Phase inspiratorische
Phase

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Kapnogramms. Phase |: Totvolumen der Atemluft, Phase II: Mix aus
Alveolarluft und Totvolumen der Atemluft, Phase IlI: Alveolarluft, PCO,: Darstellung der CO,-Endkonzentration im Atem
[63].

Ein kritischer Punkt in der Analytik von Atemluft ist der hohe Anteil an Wasser im Atem, der die
Konzentrierung, Separation und Detektion der Substanzen stark beeinflussen kann [63]. Eine

Konzentrierung der Analyten aus der Probe ist notwendig, da die meisten Substanzen in
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Konzentrationen in nanomolaren bis pikomolaren Bereichen liegen [63]. Ein typisches
Adsorptionsmittel in der Gaschromatographie ist Tenax®, ein 2,6-Diphenyl-p-phenylenoxidpolymer.
Der Vorteil an Tenax® ist, dass es kein Wasser adsorbiert, sich somit auch fiir die Beprobung von
Atemluft eignet. Weitere gdngige Sorptionsmittel sind Polydimethylsiloxan (PDMS), Divinylbenzen
(DVB) und Carboxen® [65]. Durch die Modifikation und Kombination dieser Verbindungen kénnen
unterschiedliche Substanzgruppen abgedeckt werden. Aktuell gibt es vielfaltige Anwendungsformen
von Adsorptions- bzw. Sorptionsmitteln. Sie sind kommerziell als klassische Saulen der
Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction - SPE), beschichtete Fasern (Solid Phase Micro Extraction

- SPME) oder beschichtete magnetische Stabchen (Stir Bar Sorptive Extraction - SBSE) erhiltlich.

Die Lagerung der Atemproben kann, je nach den chemischen und physikalischen Eigenschaften der zu
untersuchenden Substanzgruppe, in Glas, Saran®, Teflon® oder anderen inerten Materialien erfolgen.
Die Lagerung von VOCs aus Urin auf Tenax® wurde in einer Studie aus dem Jahr 1972 (ber 27 Tage

ohne Verlust untersucht [66].

Eine ideale Methode, um die verschiedenen Komponenten eines Gasgemisches wie der Atemluft zu
analysieren, ist die Gaschromatographie. Die Kombination mit der Thermodesorption (TD) der
adsorbierten Analyten ist hier von Vorteil, da in diesen Proben kein Wasser enthalten ist, welches die
Auflosung vieler GC-Saulen verringert. Zudem hat die thermische Desorption gegeniiber anderen

Methoden den Vorteil, dass sie sehr sensitiv ist [67].
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5 Zielsetzung der Arbeit

Die Charakterisierung von Nahrungsmittelpflanzen ist ein breites Forschungsfeld. Es umfasst u.a. die
Analyse von Makro- und Mikrondhrstoffen bis hin zu speziellen Inhaltsstoffen, die sowohl fiir die
Erndhrung als auch fir pharmakologische und toxikologische Fragestellungen eine wichtige Rolle

spielen. Eine Gruppe dieser speziellen Inhaltsstoffe sind die sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe.

In der Familie der Brassicaceae sind es im Besonderen die GSL, die aufgrund ihrer Funktionen in der
Pflanze fir die Forschung interessant sind. Daraus ergibt sich die Frage, ob die GSL, die liber die
Nahrung aufgenommen werden, auch fir den menschlichen Organismus positive oder negative

Effekte haben.

Die Reaktivitat von GSL und deren fllichtiger Abbauprodukte wird intensiv untersucht. Ein erstes
Herangehen ist die Identifizierung und Strukturaufklarung der Abbauprodukte der GSL im
Pflanzenmaterial. Diese werden entweder daraus isoliert oder re-synthetisiert und auf spezifische
Fragestellungen hin untersucht. Hierbei liegt meist der Fokus auf der reinen Substanz sowie ihrer

Wirkungen, was nur einen Aspekt der Wirkungsanalyse betrachtet.

GSL werden je nach den zugrundeliegenden Bedingungen grofitenteils zu den zwei
Hauptabbauprodukten Isothiocyanate (ITC) und Nitrile abgebaut. ITC werden dabei im Organismus
mittels Konjugation an Glutathion zu Mercaptursauren umgewandelt und anschlieBend tber den Urin
ausgeschieden. Das Forschungsfeld der Nitrile ist bisher in diesem Hinblick ebenfalls nicht umfassend

untersucht worden.

GroRBtenteils wird unsere Nahrung jedoch nicht roh verzehrt. Vielmehr wird sie z.B. durch Kochen,
Braten oder Fermentieren vor dem Verzehr verarbeitet. In der vorliegenden Arbeit sollte daher unter

anderem folgenden Fragen nachgegangen werden:

Wie reagieren GSL und ihre Abbauprodukte auf eine Verarbeitung der Pflanzenmaterialien?

Wird der Abbau der GSL durch bestimmte Verarbeitungsprozesse beschleunigt?

Flhrt die Reaktivitdt einzelner Abbauprodukte zu neuen Reaktionsprodukten?

Verandern sich die Abbauprodukte im Laufe der Prozessierung?

Wie hoch ist der Anteil an intakten GSL oder deren Abbauprodukten im verarbeiteten Lebensmittel?

Diese Fragen sollten durch die prozessbegleitende Untersuchung ausgewahlter Analyten am Beispiel
der Fermentation verschiedener Brassicaceae und im Rahmen einer humanen Interventionsstudie

erfolgen.
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Bevor eine solche umfassende Analyse erfolgen kann, muss untersucht werden, ob die zur Verfligung
stehenden Methoden und Materialien fir die angestrebte Analytik geeignet sind. Hierzu sollten bereits
bekannte Methoden zur Probenahme und Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten aus
verschiedenen pflanzlichen Matrizes angewendet, optimiert und validiert werden. Die analytische
Vorgehensweise der Probenahme und Quantifizierung aus verschiedenen humanen Matrizes

(Blutplasma, Urin und Atemluft) soll im Verlauf dieser Arbeit entwickelt werden.

In dieser Arbeit stellte sich auch die Frage, ob und wie die fliichtigen, aber eher unreaktiven Nitrile im
Organismus metabolisiert werden. Es galt die Hypothese zu untersuchen, ob Nitrile nach der
Resorption in der Blutbahn unverandert bis zu den Alveolen transportiert und dort tiber die Atemluft
ausgeschieden werden. Hierzu sollten die Abbauprodukte aus humanen Matrizes wie Urin, Blutplasma

und Atemluft quantifiziert werden.
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir die Analysen verwendeten Gerate sind im Anhang Al
aufgefiihrt. Weiterhin sind im Gefahrstoffverzeichnis (Anhang A2) die verwendeten Chemikalien
dargestellt. Im Folgenden soll auf die Aufarbeitung des Pflanzenmaterials und der humanen Matrizes,

sowie auf die durchgefiihrten Methoden eingegangen werden.

6.1 Probenaufarbeitung

Dieser Abschnitt beschreibt die Aufarbeitung der unterschiedlichen Probenmaterialien zur Messung.

6.1.1 Pflanzenmaterial

Methodenvalidierung: Analytik der GSL-Abbauprodukte aus Pflanzenmaterial mittels GC-MS

Probenzerkleinerung

Die Probenzerkleinerung erfolgte mittels eines Vortex-Mixers mit Telleraufsatz. Die geernteten
Sprossen wurden zundchst manuell mit einer Schere vorzerkleinert, anschlieRend mit zwei Stahlkugeln
(@ 1 mm) versetzt und 500-600mg davon eingewogen. Zur Hydrolyse wurden 500 pL
demineralisiertes (demin.) Wasser zugesetzt. Nach einer zunadchst 5-minitigen Zerkleinerung der
Proben bei hochster Stufe waren noch intakte Blatter der Sprossen erkennbar. Die Verlangerung der

Dauer auf zehn Minuten brachte den gewilinschten Zerkleinerungsgrad.
Extraktion

Im Anschluss an die 30-miniitige Hydrolyse der zerkleinerten Proben und quantitativen Uberfiihrung
in Extraktionsgefale, erfolgte die Zugabe des internen Standards (ISTD, Benzonitril). Fiir die spatere
Aufarbeitung und Analyse von Pflanzenmaterial wurde ein interner Standard gewahlt, der nicht
natlrlich in den Pflanzen enthalten ist. Dieser sollte zur Absicherung der Analytik neben den Analyten
quantifiziert werden, um eventuelle Verluste bei der Aufarbeitung des Probenmaterials nachzuweisen.
Dazu wurden sie zunachst mit je 100 pL Gebrauchslésung des ISTD (1:10-Verdiinnung der ISTD-
Stammlosung von Benzonitril; ¢=1,96 mmol/L) und 2 mL Dichlormethan (DCM) versetzt. Die
darauffolgende Extraktion der Proben erfolgte 30 Sekunden lang mit fiinf Schwingungen pro Sekunde
und anschlieRend noch einmal 30 Sekunden mit 42 Schwingungen pro Sekunde. Daran schloss eine 10-
mindtige Zentrifugation bei 3226 G und 5 °C an. Die untere, organische Phase konnte anschliefend mit
Hilfe einer Spritze entfernt werden. Zur Trocknung und Reinigung der organischen Phase wurde diese
auf eine vorbereitete Sdule gegeben. Als Sdule kam eine mit Glaswolle und mit 2 g wasserfreiem
Natriumsulfat befiillte Pasteurpipette zur Anwendung. Zur wassrigen Phase wurden erneut 2 mL DCM

pipettiert. Wie oben beschrieben erfolgten die Extraktion und Trocknung. Die vereinten DCM-Extrakte
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wurden unter Stickstoffstrom auf 300 uL reduziert und quantitativ in Injektionsflaschchen fiir die

GC-MS-Analyse tberfihrt. Bis zur Messung lagerten die Proben bei -20 °C.

Lebensmittelprozessierung: Fermentation — Analyse der GSL

Extraktion

Zur Extraktion flr die Analytik der GSL mussten die entnommenen Fermente lyophilisiert werden. Nach
der Zerkleinerung von jeweils 200 mg der gefriergetrockneten Proben im Mérser und Einwaage in ein
15 ml-ExtraktionsgefaB, wurden diese mit 3 ml 70 %igem heiflem Methanol versetzt und 10 min bei
800 rpm und 70 °C geschiittelt. Daraufhin zentrifugierten sie bei 3226 G und 20 °C flir 5 min. In einem
weiteren ExtraktionsgefaR wurde der Uberstand gesammelt. Es folgte die zweimalige Wiederholung

dieses Vorgangs.
Aufreinigung der Probe mittels SPE
Die zur SPE benotigten Losungen sind wie folgt angesetzt worden:

In Losung gebracht wurden Ammoniumacetat (2 mol/L): 30,85 g Ammoniumacetat in 200 mL demin.
Wasser und Ammoniumhydrogencarbonat (2 mol/L): 39,53 g Ammoniumhydrogencarbonat in 250 mL
demin. Wasser. Fiir 30 min konditionierten Diethylaminoethyl (DEAE) Sephadex A-25 Suspension: 5 g
DEAE Sephadex in 100 mL Ammoniumhydrogencarbonat (2 mol/L).

Mit Hilfe einer Festphasenextraktion durch ein Anionenaustauscherharz wurde stérende Matrix von
den mittels Methanol extrahierten GSL separiert. Zur Durchfiihrung der SPE sind Sdulen mit 2 ml einer
mit 2 mol/L Ammoniumhydrogencarbonatlosung konditionierten DEAE Sephadex Suspension gefillt
worden. AnschlieRend wurde mit 2 ml demin. Wasser gewaschen, mit 1 ml Ammoniumacetatlésung
(2 mol/L) gespllt und erneut mit 1ml demin. Wasser gewaschen. 2ml einer 2 mol/L
Ammoniumhydrogencarbonat aktivierten das Harz. Nach Zugabe des Probenextrakts auf das aktivierte
Harz ist ein weiteres Mal mit 3 ml demin. Wasser gespiilt worden. Zur Elution der GSL wurden 3 ml
einer 2 mol/L Ammoniumacetatlésung hinzu pipettiert. Aufgenommen wurde das Eluat nach
Lyophilisation in demin. Wasser, anschliefend in Injektionsflaschchen tberfiihrt und bis zum weiteren
Gebrauch bei -20 °C gelagert. Das Aufnahmevolumen fiir die jeweiligen Fermente schwankte je nach
Zeitpunkt der Probenahme und nach Sorte des verwendeten Pflanzenmaterials. In Tabelle 3 sind die

jeweiligen Aufnahmevolumina aufgefihrt.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die Aufnahmevolumina der Eluate zur Analyse der GSL.

Brokkoli Rot-, Spitz-, und Chinakohl

Entnahme demin. Wasser [mL] | Entnahme demin. Wasser [mL]
(Tage_Stunden) (Tage_Stunden)

T10 10 T10 5

T1 1 10 T1 1 5

T1. 2 9 T1. 2 3

T3 6 T3 3

T6 6 T6 3

T13 6 T13 3

T20 6 T20 3

Der erste Entnahmezeitpunkt T1 0 (0Tage, O0Stunden) bildet den GSL-Gehalt des rohen
Pflanzenmaterials ab. Es wurden jeweils 1 Stunde (T1_1) und 5 Stunden (T1_2) nach Beginn der
Fermentation Proben entnommen. Hierbei ist noch von einem aeroben Milieu auszugehen und der
Abbau der GSL durch die pflanzeneigene Myrosinase findet statt. Im Verlauf der Fermentation wurden
noch zu 4 weiteren Tagen Proben entnommen (nach 3 Tagen — T3, nach 6 Tagen — T6, nach 13 Tagen

—T13 und nach 20 Tagen — T20).

Lebensmittelprozessierung: Fermentation — Analyse des Reaktionsproduktes Ascorbigen

Zur Bestimmung des Reaktionsproduktes Ascorbigen in den Proben wurden 300 mg der
homogenisierten, gefriergetrockneten Proben mit 4 ml demin. Wasser, 1 g Natriumchlorid und 5 ml
Aceton versetzt. Das Gemisch ist fir eine Stunde bei 750 rpm und 20 °C geschiittelt und unter
Stickstoffstrom auf 5 mL konzentriert worden. Das Konzentrat wurde zweimal mit je 4 ml Ethylacetat
extrahiert und die gesammelten organischen Phasen (iber Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
AnschlieBfend erfolgte die Reduktion des Filtrats unter Stickstoff bis zur Trockene. Der Riickstand wurde
in einer Losung aus Wasser und Acetonitril (ACN) (50:50, v:v) aufgenommen und bei -20 °C bis zur

Messung gelagert.

Lebensmittelprozessierung: Fermentation — Analyse der GSL-Abbauprodukte

Zur prozessbegleitenden Analyse der GSL-Abbauprodukte des fermentierten Kohls sind zum einen das
in Streifen geschnittene Pflanzenmaterial und zum anderen die sich im FermentationsgefaR abgesetzte
FlUssigkeit zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen, homogenisiert, extrahiert und analysiert

worden.
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5 g Pflanzenmaterial (Nassgewicht) der festen Pflanzenproben wurden zur Analyse mit 5 ml demin.
Wasser in einen Stahlbehélter mit Eisenkugel eingewogen und bei 30 Schwingungen pro Sekunde fir
5 min mittels einer Kugelschwingmiihle homogenisiert. Je 1g (Nassgewicht) des jeweiligen
homogenisierten Pflanzenmaterials und 1ml der sich abgesetzten Flissigkeit des im
Fermentationsgefall befindlichen Kohls sind danach in ExtraktionsgefdaRe Uberfiihrt worden. Die
weitere  Aufarbeitung erfolgte analog zur Aufarbeitung des Pflanzenmaterials zur

Methodenvalidierung der Analytik der GSL-Abbauprodukte aus Pflanzenmaterial mittels GC-MS.

6.1.2 Urin und Blutplasma

Nach dem Verzehr von Kapuzinerkresse (charakteristisches GSL: Glucotropaeolin) erfolgte die
Bestimmung des Gehalts der GSL-Abbauprodukte Benzyl-ITC und Benzyl-CN in Urin und Blutplasma.
Hierzu wurden zu 150 puL des Urins bzw. Blutplasmas jeweils 100 puL ISTD-Gebrauchslosung
(1:10-Verdinnung der ISTD-Stammldsung von Benzonitril; ¢=1,96 mmol/L) hinzugegeben und mit
300 uL (Urin) bzw. 600 pL (Blutplasma) Acetonitril zur Fallung der Proteine versetzt. Das
Extraktionsgemisch ist bei 4 °C fiinf Minuten bei 15322 G zentrifugiert worden. Der wissrige Uberstand
wurde von der organischen proteinhaltigen Phase abgetrennt und mit 150 uL DCM versetzt.
Anschliefend erfolgte die Extraktion der Losung fiir 2 Minuten bei 42 Schwingungen pro Sekunde.
Danach wurde erneut bei 4 °C fiir finf Minuten bei 15322 G zentrifugiert. Die organische Phase ist
mittels einer Spritze entnommen und (ber einer Saule gefiillt mit Natriumsulfat getrocknet worden.
Es gab zwei Wiederholungen dieses Extraktionsschrittes. Die gesammelten und getrockneten
Losungen wurden unter Stickstoffstrom auf 50 uL konzentriert und bis zur Messung mittels GC-MS bei

-18 °C gelagert.

6.2 Identifizierung und Quantifizierung von Glucosinolat-

Abbauprodukten mittels GC-MS

Die Identifizierung und Quantifizierung der fliichtigen GSL-Abbauprodukte erfolgten mittels GC-MS. Es
wurden Methoden entwickelt, die sich sowohl fiir die Analyse von Pflanzenmaterial als auch fir die
Analyse von Humanproben (Blutplasma, Urin, Atemluft) eignen. Zur ldentifizierung von GSL-
Abbauprodukten in prozessierten Pflanzenproben wurde eine GC-MS Methode im Scan Modus
eingesetzt (Tabelle 5). Die Quantifizierung der Abbauprodukte erfolgte anhand einer externen
Kalibrierung mittels Referenzsubstanzen und selbst synthetisierter Standards (Tabelle 4). Die Analysen
erfolgten mittels des GC 6890 an der Sdule HP5-MS, gekoppelt mit einem MSD 5973 (Agilent, Santa
Clara, CA, USA).
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Tabelle 4: Auflistung der Referenzsubstanzen und synthetisierten Standards[68].

Referenz-substanz CAS- Molare Retentionszeit | spez. Massenfragmente
Nummer | Masse [min]
[g/mol]
Allyl-ITC 57-06-7 99,16 7,59 99 [M], 41 [M-NCS]
Phenyl-ITC 103-72-0 | 135,19 17,85 135 [M], 77 [M-NCS]
Benzyl-ITC 622-78-6 | 149,21 21,45 149 [M], 91 [M-NCS]
2-Phenylethyl-ITC 2257-09-2 | 163,24 23,40 163 [M], 105 [M-NCS], 91
[M-CH,NCS]
5-(Methylthio)pentyl-ITC 4430-42-6 | 175,31 24,12 175 [M], 129 [M-CH,S], 61
(Berteroin) [CoHsST
Benzonitril 100-47-0 | 103,04 9,66 103 [M], 76 [M-HCN]
3-Butennitril (Allyl-CN) 109-75-1 | 67,09 5,71 67 [M], 41 [M-CN]
Phenylacetonitril  (Benzyl- | 140-29-4 | 117,15 14,11 117 [M], 90 [M-CN]
CN)
3-(Methylsulphinyl)propyl- | 505-44-2 | 163,25 25,75 100 [M-CH,S0], 72
ITC (Iberin) [CH2NCS],
4-(Methylsulfinyl)butyl-ITC | 4478-93-7 | 177,29 27,80 114  [M-CHsSO], 63
(Sulforaphan) [CH3SO]
4-(Methylthio)butyl-ITC 4430-36-8 | 163,30 22,78 115 [M-CHsSH], 72
(Erucin) [CH2NCS], 61 [C2HsS)
3-Butenyl-ITC 3386-97-8 | 113,18 9,64 113 [M], 72 [CH2NCS], 55
[M-NCS]
Indol-3-acetonitril 771-51-7 156,18 28,29 156 [M], 155 [M-HT, 130 [M-
CN]
1-Cyano-2,3-Epithiopropan | 58130-93- | 99,15 8,30 99 [M]
(CETP) 1
1-Cyano-3,4-Epithiobutan 54096-45- | 113,18 9,70 113 [M]
(CETB) 6
4-Pentenyl-ITC Pub Chem | 127,21 12,30 127 [M], 126, 41 (100%),
CID 87436 72 [CH2NCS], 67
3-Phenylpropionitril (2- | 645-59-0 | 131,17 17,79 131 [M], 91 [M-CH,CN]
Phenylethyl-CN)
3-Hydroxymethylindol 700-06-1 | 147,17 - -
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Tabelle 5: Parameter der GC-MS-Methode zur Identifizierung und Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten aus

Pflanzenmaterial.

Autosampler (Gerstel MPS 2)

Spritzenvolumen 10 pL
Injektionsvolumen 1,0 uL
Injektionsgeschwindigkeit 6000 pL/min

Injektor
Probenaufgabe splitless
Injektortemperatur 190 °C
Purge flow 68,9 mL/min
Tragergas Helium
Pressure 104,2 kPa
Total flow 73,8 mL/min

GC - Flow 1,9 mL/min
Starttemperatur 35 °C fiir 3 min
Ramp 1 9 °C/min auf 90 °C fur 2 min
Ramp 2 3 °C/min auf 110 °C
Ramp 3 9 °C/min auf 210 °C
Ramp 4 3 °C/min auf 223 °C
Ramp 5 9 °C/min auf 230 °C
Endtemperatur 35 °C/min auf 310 °C fiir 6 min

Kapillarsaule

Spezifikation

HP5-MS; 30 m x 250 um x 0,25 um; 0-325 °C

MS
Analysenmodus Scan
Temperatur Quelle 230°C
Temperatur Quadrupol 150 °C
Solvent delay 2,4 min

Zur Analyse der GSL-Abbauprodukte aus Blutplasma und Urin nach dem Verzehr von Kapuzinerkresse
wurde die GC-MS Methode auf die beiden zu erwartenden Abbauprodukte Benzyl-ITC und Benzyl-CN

angepasst. Der Single-lon-Monitoring (SIM) Modus (Tabelle 5) fand hierfiir Verwendung. Die
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Parameter des Autosamplers, Injektors, GCs und der Kapillarsaule sind identisch zu denen der Analyse

der GSL-Abbauprodukte in Pflanzenmaterial.

Tabelle 6: Parameter der GC-MS-Methode zur Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten aus Urin und Blutplasma.

MS

Analysenmodus SIM

Zone 1: Rt 5-12 min; m/z: 103 (ISTD Benzonitril,
Rt 9,70 min)

Zone 2: 12-17 min, m/z: 90, 117 (Benzyl-CN,
Rt 14,1 min)

Zone 3: 17-42,29 min, m/z: 91, 149 (Benzyl-ITC,
Rt 21,3 min)

Temperatur Quelle 230 °C

Temperatur Quadrupol 150 °C

Solvent delay 5 min

Zur gaschromatographischen Analyse der Atemluft auf die GSL-Abbauprodukte Benzyl-ITC und
Phenylacetonitril ist eine SBSE-TD-GC-MS/MS Methode entwickelt worden. Die Analysen erfolgten an
einem GC 7890 B an der Saule HP5-MS, gekoppelt mit einem 7010 GC-MS Triple Quadrupole (Agilent,
Santa Clara, CA, USA). Zur thermischen Desorption wurde der TDU 2, sowie die Kihlfalle CIS 4 der Firma
Gerstel (Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an der Ruhr, Deutschland)) genutzt.
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Tabelle 7: GC-Parameter der SBSE-TD-GC-MS/MS Methode zur Quantifizierung von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril aus
Atemluft.

Thermische Desorptionseinheit (TDU, Gerstel)

Modus splitless
Starttemperatur 25°C
Endtemperatur 270°C
Transffertemperatur 300 °C

Kiihlfalle (Gerstel CIS 4)

Starttemperatur -100 °C
Equilibrationszeit 0,50 min

Ramp 1 12 °C/s
Endtemperatur 270 °C flir 3 min

Injektor (Programmable Temperature Vaporization (PTV))

Modus Solvent Vent
Purge flow to split vent 15 mL/min
Pressure 65,5 kPa

Total flow 19,239 mL/min

Kapillarsaule

Spezifikation HP5-MS; 30 m x 250 pum x 0,25 um; 0-325 °C
GC - Flow 1,24 mL/min

Starttemperatur 40 °Cflr 2 min

Ramp 1 5 °C/min auf 150 °C

Endtemperatur 15 °C/min auf 300 °C fur 5 min

MSD Transfer Line

Temperatur 300 °C
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Tabelle 8: MS-Parameter der SBSE-TD-GC-MS/MS Methode zur Quantifizierung von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril aus

Atemluft.
MS
lonisationsart El (70 eV)
Temperatur Quelle 230 °C
Solvent delay 2 min
Filament Stromstarke 100 pA
Quadrupole Ql Q2
Temperatur 150 °C 150 °C
DC 58V -5,2V
Post/Pre Filter 5,8V -15,2V
Polaritat negativ positiv
Resolution Einheit Wide Widest Einheit Wide Widest
Mass Gain -0,71 -0,82 -0,81 -2,24 -2,20 -2,37
Mass Offset dynamic | -1,612 -1,164 dynamic | -1,659 -1,230
Width Gain 22,3 22,3 22,3 25,1 25,1 25,1
Width Offset dynamic | -0,224 -0,744 dynamic | -0,169 -0,689
MRM Parameter | Precursor lon Product lon Dwell time [ms] Collision Energy
CE [V]
Benzyl-ITC 149,3 92 10 35
Benzyl-ITC 149,3 91,2 10 35
Phenylacetonitril | 117,0 111,8 10 35
Phenylacetonitril | 117,0 90,2 10 35
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6.3 Identifizierung und Quantifizierung von Glucosinolaten mittels ESI-LC-
MS,/MS

Fir die Identifizierung und Quantifizierung von GSL in entsprechend GSL-haltigem Pflanzenmaterial ist
eine LC-MS/MS Methode entwickelt worden. Es sollten neun GSL in einer Methode erfasst werden
(Tabelle 9). Aufgrund ihrer hohen Selektivitdt kam hierfir die MRM-Methode zur Anwendung. Die
Entwicklung der Methode erfolge an einem Triple-Quadrupol-MS (ABSciex, Framingham, MA, USA) mit

einer Electron Spray lonisation (ESI) im negativen lonenmodus.

Die zu untersuchenden GSL wurden anhand der Literaturdaten fiir die vier zur Analyse ausgewahlten

Brassica-Gemiisen und deren kommerziellen Verfiigbarkeit gewahilt.

Tabelle 9: Ansatzschema der 9 ausgewahlten GSL-Stammldsungen.

GSL Einwaage Masse reines | Vol. demin. | Molmasse | Konzentration
K-Salz [mg] | GSL [mg] Wasser [mL] | [g/mol] [mmol/L]
Glucotropaeolin (GT)* 7,2 6,57 10 408,43 1,609
Sinigrinhydrat (SG-hydrat) | 6,8 5,87 10 358,37 1,637
Glucobrassicin (GB) 1,6 1,47 3 447,47 1,096
Glucoiberin (Gl) 2,2 2,01 5 422,48 0,953
Glucoraphanin (GR) 3,0 2,75 5 436,51 1,262
Gluconapin (GN) 3,0 2,72 5 372,40 1,458
Progoitrin (PG) 4,8 4,36 10 388,40 1,123
Glucobrassicanapin (GBC) 0,9 0,82 2 386,43 1,058
Gluconasturtiin (GNT) 6,2 5,67 10 422,46 1,343

*zur eigenen Kontrolle der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, bei der Aufarbeitung hinzugegeben

Im ersten Schritt wurde das Fragmentmuster eines jeden einzelnen GSL ermittelt, indem
Stammlosungen der Standards verdinnt (100 umol/L) und mittels einer Spritzenpumpe (10 pL/min)
Uber den Direkteinlass in die ESI-Quelle eingebracht wurden. Mittels der Software Analyst
(Version 1.5.2) sind die jeweiligen Precursor-lonen und die drei Fragmentionen mit der hochsten
Intensitat der GSL ermittelt worden. Jeder Standard wurde mit drei Fragmenten spezifisch
charakterisiert, dem Quantifier (intensivstes Fragmention), dem Qualifier 1 (zweitintensivstes
Fragmention) und dem Qualifier 2 (drittintensivstes Fragmention). Die Bestimmung der optimalen
Parameter fiir die elektrische Spannung der lonenoptiken und der Quadrupole erfolgte mittels

automatic compound optimization (Tabelle 10).
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Tabelle 11 zeigt die optimierten Parameter fiir die ausgewahlten GSL-Fragmentionen. Die Dwell time
(Dwell t) beschreibt hierbei die Messzeit eines Massentiberganges. Das Signal/Rausch-Verhéltnis und
somit die Genauigkeit wird groRer je langer diese Zeit ist. Die Dwell time der jeweiligen Quantifier ist

hoher als die der beiden Qualifier, da hierlber die GSL quantifiziert werden.

Tabelle 10: Mittels automatic compound optimization optimierte Parameter der ESI-Quelle fiir die HPLC-ESI-MS/MS
Kopplung zur Analyse von intakten GSL.

Parameter Einstellung
Curtain Gas 10 PSI
Collision Gas 6 PSI
lonenspray Spannung -4500 V
Temperatur 450 °C
lonenquelle Gas 1 30 PSI
lonenquelle Gas 2 60 PSI
Interfaceheater on

Vorgeschaltet zur massenspektrometrischen Analyse erfolgte die Auftrennung der GSL mittels HPLC
Gber eine Agilent Poroshell 120 EC-C18 (4,6 x 150 mm) RP-Saule. Als mobile Phase wurde ein Gradient
aus demin. Wasser und Acetonitril entwickelt. Zur besseren Auflésung der Peaks wurden die
FlieRmittel mit 0,1 % Ameisensdure (Formic Acid, FA) angesduert. In Tabelle 12 wird das

Gradientenprogramm zur Trennung der intakten GSL aufgefihrt.
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Tabelle 11: Optimierte Parameter fiir die GSL-Fragmentionen im MRM Modus.

Substanz | Precursor Fragment Dwell t | DP FP EP[V] | CEP CE CXP
[u] [u] [msec] | [V] [V] [V] [V] [V]
GBC 385.772 97.000 200 -46 -140 | -8,5 -30 -30 -6
GBC? 385.772 74.700 80 -46 -140 | -8,5 -30 -54 -12
GBC? 385.772 95.900 80 -46 -140 | -8,5 -30 -74 -6
GB 446.720 97.000 200 -56 -350 | -5 -16 -50 -6
GB? 446.720 95.800 80 -56 -350 | -5 -16 -80 -6
GB? 446.720 75.000 80 -56 -350 | -5 -16 -48 -6
Gl 421.677 96.000 200 -1 -350 |-7,5 -36 -74 -8
GI? 421.677 74.600 80 -1 -350 |-7,5 -36 -56 -6
G 421.677 95.700 80 -1 -350 |-7,5 -36 -28 -10
GN 371.639 74.700 200 -41 -120 | -6,5 -20 -54 -10
GN? 371.639 96.000 80 -41 -120 | -6,5 -20 -46 -10
GN? 371.639 96.700 80 -41 -120 | -6,5 -20 -20 -6
GR 435.901 95.800 200 -46 -50 -8 -50 -88 -6
GR? 435.901 97.000 80 -46 -50 -8 -50 -30 -6
GR3 435.901 74.800 80 -46 -50 -8 -50 -62 -12
GT 407.782 95.700 200 -36 -330 |-10 -18 -46 -10
GT? 407.782 74.900 80 -36 -330 |-10 -18 -58 -10
GT? 407.782 96.700 80 -36 -330 |-10 -18 -28 -18
PG 387.841 74.800 200 -31 -350 |-5,5 -60 -40 -4
PG? 387.841 96.500 80 -31 -350 |-5,5 -60 -56 -16
PG3 387.841 79.700 80 -31 -350 | -5,5 -60 -118 | -12
SG 357.634 75.100 200 -46 -60 -7 -78 -44 -4
SG? 357.634 96.000 80 -46 -60 -7 -78 -64 -6
SG3 357.634 97.000 80 -46 -60 -7 -78 -20 -10
GNT 421.868 95.800 200 -26 -320 |-10,5 | -22 -52 -6
GNT? 421.868 74.900 80 -26 -320 |-10,5 |-22 -62 -4
GNT? 421.868 96.800 80 -26 -320 |-10,5 | -22 -34 -8

1 Quantifier, 2 Qualifier 1, 3 Qualifier 2
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Tabelle 12: HPLC Gradientenprogramm zur chromatographischen Trennung von intakten GSL.

Zeit [min] Eluent A [%] (demin. Wasser + 0,1 % FA) Eluent B [%] (ACN + 0,1 % FA)
0,00 99,0 1,0

2,00 99,0 1,0

23,00 67,0 33,0

25,00 67,0 33,0

26,00 10,0 90,0

30,00 10,0 90,0

31,00 99,0 1,0

36,00 99,0 1,0

Die graphische Auftragung des Gradienten ist in Abbildung 7 ersichtlich.
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Abbildung 7: HPLC-Gradient zur Trennung intakter GSL.

Zur chromatographischen Trennung wurde ein Fluss von 0,3 mL/min bei einem Injektionsvolumen von
5 ulL verwendet. Die Quantifizierung der in den Proben vorkommenden, ausgewahlten GSL erfolgte
Uber eine externe Kalibrierung mittels eines Multistandards kommerziell erhaltlicher
Referenzsubstanzen (Tabelle 9) in folgenden Konzentrationsniveaus: 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 20; 40;
60; 80; 100 mmol/L.
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6.4 Identifizierung und Quantifizierung von Ascorbigen mittels ESI-LC-
MS,/MS

Fir die Quantifizierung des Ascorbigen A in prozessiertem Pflanzenmaterial ist eine ESI-LC-MS/MS
Methode mit MRM-Modus entwickelt worden. Die Entwicklung der Methode erfolge an einem Triple-
Quadrupol-MS (ABSciex, Framingham, MA, USA) mit einer ESI lonisation im positiven lonenmodus. Zur
Ermittlung des spezifischen Fragmentmusters von Ascorbigen A wurde zundchst eine Stammldsung
(12,1 mg in 10 mL Methanol, 3,83 mmol/L) des synthetisierten Ascorbigen A per Direkteinlass im
Massenspektrometer analysiert. Wie in Kapitel 6.4 beschrieben, wurden die Precursor-lonen und
Fragmentionen der hochsten Intensitdt bestimmt und die optimalen Parameter der
massenspektrometrischen Analyse ermittelt. Die optimierten Parameter fiir die Analyse von

Ascorbigen A mittels MRM-Modus sind in Tabelle 13 und Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 13: Mittels automatic compound optimization optimierte Parameter der ESI-Quelle fir die HPLC-ESI-MS/MS
Kopplung zur Analyse von Ascorbigen A.

Parameter Einstellung
Curtain Gas 10 PSI
Collision Gas 6 PSI
lonenspray Spannung 4500V
Temperatur 450 °C
lonenquelle Gas 1 30 PSI
lonenquelle Gas 2 60 PSI
Interfaceheater on

Tabelle 14: Optimierte Parameter fiir die Ascorbigen A-Fragmentionen im MRM Modus.

Substanz Precursor Fragment Dwell t | DP FP EP CEP CE CXP
[u] [u] [msec] | [V] vi |Vl | V] vl |Vl
Ascorbigen | 305.968 130.200 200 41 320 |8 16 27 6
Ascorbigen? | 305.968 77.100 80 41 320 |8 16 95 8
Ascorbigen® | 305.968 103.100 80 41 320 |8 79 74 | 4

Vor der massenspektrometrischen Analyse erfolgte eine chromatograpische Trennung von
Ascorbigen A von Matrixbestandteilen mittels einer Agilent Poroshell 120 EC-C18 (4,6 x 150 mm)
RP-Saule. Als mobile Phase wurde ein Gradient aus demin. Wasser und Acetonitril (ACN) genutzt. Zur

besseren Auflésung der Peaks wurden die FlieBmittel mit 0,1 % FA angesauert. Der Fluss betrug
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0,3 mL/min (Gradientenprogramm siehe Tabelle 15). Der FlieRmittelgradient ist in Abbildung 8
graphisch dargestellt.

Tabelle 15: HPLC Gradientenprogramm zur chromatographischen Trennung von Ascorbigen A.

Zeit [min] Eluent A [%] (demin. Wasser + 0,1 % FA) Eluent B [%] (ACN + 0,1 % FA)
0,00 99,0 1,0
2,00 99,0 1,0
10,00 10,0 90,0
13,00 10,0 90,0
14,00 99,0 1,0
20,00 99,0 1,0
120
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Abbildung 8: HPLC-Gradient zur Trennung von Ascorbigen A von Matrixbestandteilen.

Die Quantifizierung des Ascorbigen A in den Proben prozessierten Pflanzenmaterials erfolgte anhand
einer externen Kalibrierung mit Hilfe eines synthetisierten Standards (siehe Kapitel 6.7 Synthese von
Ascorbigen A). Unter Berlicksichtigung der ermittelten Reinheit des synthetisierten Standards (siehe
Kapitel 6.7) wurden folgende Konzentrationsniveaus aus der Stamml6sung (3,83 mmol/L) fir die
externe Kalibrierung hergestellt: 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140; 160; 180 und
200 pmol/L.
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6.5 Synthese von Epithionitrilen

Die in Rotkohl und Pak Choi vorkommenden Epithionitrile CETP und CETB sind in Ermangelung der
kommerziellen Verfligbarkeit, beziehungsweise geeigneter Extraktion aus dem Pflanzenmaterial
eigenstandig synthetisiert worden. Die jeweiligen Edukte (3-Butennitril und 4-Pentennitril) werden
unter Zusatz des Oxidationsmittels m-Chlorperbenzoesdure in einer elektrophilen cis-Addition
(Prileschajew-Reaktion) zu den Epoxiden umgesetzt [69], welche im Anschluss im sauren Milieu mit
Thioharnstoff reagieren. Daraus entstehen die EPT. Diese sind Thiiranverbindungen mit dem fir sie

charakteristischen Thiiranring [70].

Synthese von 1-Cyano-2,3-Epithiopropan

Im Folgenden sind der Reaktionsmechanismus und die Durchfiihrung der Synthese von 1-Cyano-2,3-

Epithiopropan dargestellt (Abbildung 9).

1. Schritt: Oxidation des Alkennitrils zum Epoxynitril

0 0
N cl _OH Q cl
SN T B 0 R + OH
CN

3-Butennitril m-Chlorperbenzoesaure 1-Cyano-2,3-Epoxypropan m-Chlorbenzoesaure

2. Schritt: Reaktion mit Thioharnstoff zum Epithionitril

o} S S 0
CN NH, NH, CN NH, NH,

1-Cyano-2,3-Epoxypropan Thioharnstoff 1-Cyano-2,3-Epithiopropan Harnstoff

Abbildung 9: Reaktionsmechanismus der Synthese von 1-Cyano-2,3-Epithiopropan.

3-Butennitril (50,1 mmol) wurde langsam zu einer Losung aus m-Chlorperbenzoesdure (66,5 mmol) in
50 mL absolutiertem DCM tropfenweise hinzugegeben und 17 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Die als farbloser Feststoff ausgefallene m-Chlorbenzoesaure ist durch Filtration abgetrennt und mit
DCM und kaltem Pentan gewaschen worden. Das Filtrat wurde zur Trockene reduziert, der erhaltene
Feststoff in 100 mL einer Mischung aus DCM und Pentan (1:1; v:v) gel6st und das Lésungsmittel durch

Destillation unter Vakuum entfernt worden.

Das gewonnene Zwischenprodukt 1-Cyano-2,3-Epoxypropan (38,7 mmol) ist in einem weiteren Schritt
in 16 mL Aceton geldst worden. Diese Losung wurde zu einer Losung aus Thioharnstoff (34,7 mmol)

und Benzoesdure (35,0 mmol) in 22 mL Aceton gegeben. Bei Raumtemperatur wurde das Gemisch bis
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zum Ausfallen eines farblosen Niederschlages gerihrt, welcher durch Filtration abgetrennt und in
166 mL einer Mischung aus Aceton und demin. Wasser (3:7; v:v) gel6st worden ist. Nach Zugabe von
2,5 mL einer Natriumcarbonat-Losung (0,19 mol/L) wurde die Lésung dreimal mit Benzol extrahiert
und nach Zugabe von 10 mg Hydrochinon zur Stabilisierung des EPT das Losungsmittel unter Vakuum

entfernt. Die Ausbeute des CETP als eine zahfllssige gelbe Fliissigkeit lag bei 0,3 %.

Synthese von 1-Cyano-3,4-Epithiobutan

Der Reaktionsmechanismus der Synthese von 1-Cyano-3,4-Epithiobutan ist in Abbildung 10 dargestellt.

Im Folgenden wird die Durchfliihrung der Synthese geschildert.

1. Schritt: Oxidation des Alkennitrils zum Epoxynitril

0 0
a __OH o a
R o ¥ o) R + OH
N

4-Pentennitril m-Chlorperbenzoesaure 1-Cyano-3,4-Epoxybutan m-Chlorbenzoesaure

2. Schritt: Reaktion mit Thioharnstoff zum Epithionitril

0 S S 0
N NH, NH, N NH, NH,

1-Cyano-3,4-Epoxybutan Thioharnstoff 1-Cyano-3,4-Epithiobutan Harnstoff

Abbildung 10: Reaktionsmechanismus der Synthese von 1-Cyano-3,4-Epithiobutan.

Das Edukt 4-Pentennitril (20,7 mmol) wurde mit 21 mL absolutiertem DCM unter Eiskiihlung gerihrt,
eine Losung aus m-Chlorperbenzoesdure (120 mmol) in 32 mL DCM langsam tropfenweise hinzugefigt
und eine Stunde unter Rihren reagieren gelassen. Die Losung ist anschlieRend fir drei Stunden unter
Rlckfluss erhitzt worden und reagierte nach dem Abkihlen weiter fiir 15 Stunden bei

Raumtemperatur.

Es folgte die Abkiihlung auf 5 °C bis sich die m-Chlorbenzoesaure als Niederschlag absetzte, welcher
anschlieBend durch Filtration abgetrennt werden konnte. Um unerwiinschte Begleitstoffe
abzutrennen, wurde das Filtrat mit 10 mL einer Natriumbisulfit-L6sung (0,37 mol/L) und zweimal mit
gesattigter Natriumbicarbonat-Lésung (1, mol/L) extrahiert. Es folgte die Reduktion der organischen
Phase, welche unter Vakuum entfernt wurde. Die erhaltene gelbe Fliissigkeit diente als Edukt einer

weiteren Reaktion.
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Das Zwischenprodukt 1-Cyano-3,4-Epoxybutan (15,5 mmol) ist bei Raumtemperatur unter Rihren
tropfenweise zu einer Lésung aus Thioharnstoff (15,5 mmol) und Benzoesaure (15,5 mmol) in 16 mL
Aceton gegeben worden. Der kristalline Feststoff wurde nach Rihren bei Raumtemperatur fir 5
Stunden durch Filtration entfernt und in 32 mL einer Mischung aus Aceton und demin. Wasser-L6sung
(3:7; wv:v) gelést. Hach Hinzugabe von 1,5mL Natriumcarbonat-Losung (0,19 mol/L), wurde
anschlieRend die Loésung mit 20 mL Benzol extrahiert. Die wassrige Phase wurde in zwei
Wiederholungen mit 0,5 mL Natriumcarbonat-Losung (0,19 mol/L) versetzt und wieder mit Benzol
extrahiert. Gewaschen mit demin. Wasser sind die vereinigten organischen Extrakte unter
vermindertem Druck bei Raumtemperatur reduziert worden. Die Ausbeute von 3,4 mmol des CETB

(einer hellgelben Flissigkeit) betrug 16,4 %.

6.6 Synthese von Ascorbigen A

Im Folgenden sind der Reaktionsmechanismus (Abbildung 11) und die Durchfiihrung der Synthese von
Ascorbigen und dessen 2-Epimer dargestellt. Durch die Reaktion von Ascorbinsdaure mit 3-
Hydroxymethylindol bilden sich nach Kiss et al. (1966) das natrlich vorkommende Ascorbigen A und
das Ascorbigen B, welches ein 2-Epimer des Ascorbigen darstellt [71]. Der fur die Synthese benétigte
Zitronensaure-Phosphat-Puffer (nach Mcllvaine, pH 4) wurde aus zwei Stammldsungen wie folgt

hergestellt:

Fir die Stammlosung A wurden 1,92 g wasserfreie Zitronensaure in 100 mL demin. Wasser geldst. Als
Stammldsung B sind 3,56 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat in 100 mL demin. Wasser gel6st
worden. Der Zitronensaure-Phosphatpuffer wurde durch mischen von 61,4 mL der Stammldsung A mit
38,6 mL der Stammldsung B hergestellt. Die Uberpriifung des pH-Wertes von 4 erfolgte mittels eines

pH-Meters.

Es wurden 220 mg (1,25 umol) L-Ascorbinsdure in 10 mL Zitronensdure-Phosphat-Puffer (pH 4) gelost
und 185mg (1,26 umol) 3-Hydroxymethylindol hinzugegeben. Nach dem Rihren des
Reaktionsgemisches fiir 1 Stunde unter Stickstoffatmosphare erfolgte abschlieBend die Filtration.
Durch das saure Medium wurde aus dem 3-Hydroxymethylindol durch Protonierung und
anschlieRende Abspaltung von einem Molekil Wasser das Carbonium-immonium-lon gebildet (1),

welches mit dem L-Ascorbat (11l b) zu den 2-Epimeren Ascorbigen A und Ascorbigen B reagierte.

Die 4-fache Wiederholung der Extraktion des Filtrates mit Diethylether fiihrte zur Abtrennung von
Ascorbigen B. Die organische Phase wurde verworfen. Die wassrige Phase ist erneut mit Ethylacetat in
3-facher Wiederholung extrahiert worden. Es folgten die Trocknung der gesammelten Ethylacetat-

Extrakte Uber Natriumsulfat und die Reduktion bei vermindertem Druck zur Trockene.
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Es konnten 131 mg (0,43 umol) eines weillen, kristallinen Feststoffes (Ascorbigen A) gewonnen

werden. Die Ausbeute der Synthese des Produktes betrug 34,4 %.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Synthese wurde dieses weiRe, kristalline Produkt in deuteriertem
Wasser gelost und mittels NMR (400 MHz) analysiert. Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels
'HH-COSY-, H3C-HMBC- und H3C-HMQC-Experimenten iber das Programm Mestre-Nova 9.0.

Das weiRe, kristalline Produkt der Synthese konnte eindeutig als Ascorbigen A identifiziert werden.

Die Bestimmung der Reinheit des synthetisierten Ascorbigen A-Standards wurde mittels RP-HPLC-DAD
tiber eine Phenomenex Luna 100 A C18 (5pum, 150 x 3 mm) durchgefiihrt. Dazu sind 1,7 mg des
Ascorbigen A in 1 mL Methanol geldst und mittels RP-HPLC-DAD bei 280 nm analysiert worden. Die
Zusammensetzung der FlieBmittel erfolgte nach der Methode von Martinez-Villaluenga et al. (2009,
siche Tabelle 16; [72]). Analysiert wurde bei einer Flussrate von 0,7 mL/min bei einem
Injektionsvolumen von 8 pL. Der FlieBmittelgradient der RP-HPLC-DAD-Methode ist in Abbildung 12

graphisch dargestellt.

Die Reinheit des synthetisierten Standards Ascorbigen A ist mit 96,7 % bestimmt worden.
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Abbildung 11: Reaktionsmechanismus der Synthese von Ascorbigen A und B (nach Kiss et al., 1966).
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Tabelle 16: HPLC Gradientenprogramm zur Reinheitsbestimmung von Ascorbigen A.

Zeit [min] Eluent A [%] (0,1 mol/L Ammonium- | Eluent B [%] (0,1 mol/L Ammonium-
acetatpuffer (pH 5,7)/CAN (90:10; v:v)) | acetatpuffer (pH 5,7)/CAN (20:20; v:v))
0,00 100,0 0,0
2,00 100,0 0,0
27,00 0,0 100,0
32,00 0,0 100,0
37,00 100,0 0,0
42,00 100,0 0,0
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Abbildung 12: HPLC-Gradient zur Reinheitsbestimmung von Ascorbigen A.
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7 Ergebnisse und Diskussion

GSL und ihre Abbauprodukte kdnnen wie bereits beschrieben, auf vielféltige Weise analysiert werden.
Zu Beginn dieser Arbeit war es notwendig, geeignete Methoden fiir die entsprechenden
Fragestellungen zu finden. Bei GSL-Abbauprodukten handelt es sich zumeist um fliichtige
Verbindungen. Zur ldentifizierung und Quantifizierung dieser fliichtigen Verbindungen wurde als

geeignete Methode die GC, gekoppelt an die MS gewahlt.

7.1 Quantifizierung von Glucosinolat-Abbauprodukten aus rohem

Pflanzenmaterial

7.1.1 Methodenoptimierung und -validierung

Im Vorfeld der Analysen von Pflanzenmaterial wurde die GC-MS-Methode nach Wirzel et al. als
Grundlage fir die Anpassung an die Zielstellung optimiert und validiert [73]. Zweck dieser Methode
sollte die Identifizierung und Quantifizierung von ITC und Nitrilen aufgrund einer selektiven
chromatographischen Trennung sein. Hierfir wurde ein Multistandard von verschiedenen

Referenzsubstanzen ausgewahlt und im GC-MS analysiert (siehe Tabelle 17). Diese Substanzen sind in

den Proben, die im spateren Verlauf der Experimente analysiert werden, (iberwiegend enthalten.

Tabelle 17: Pipettierschema des Multistandards zur Methodenoptimierung und -validierung der GC-MS-Methode zur
Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten aus rohem Pflanzenmaterial.

Referenzsubstanz Konz. Vol. Konz. Vol. Konz.
Stammlosung | Stammlésung | Multistandard | Multistandard | Multistandard
[g/L] [mL] I [mg/L] I [mL] Il [mg/L]
Allyl-ITC 20,43 1000 2043 250 51,08
Phenyl-ITC 22,61 1000 2261 250 56,53
Benzyl-ITC 22,06 1000 2206 250 55,15
2-Phenylethyl-ITC 44,88 500 2244 250 56,10
5-(Methylthio)pentyl- | 15,00 333,3* 500 1000* 50,00

ITC

* Gebrauchslésung — aufgrund der geringen zur Verfligung stehenden Substanzmenge wurde das 5-(Methylthio)pentyl-ITC
nicht in den Multistandard aufgenommen, sondern separat hinzugegeben.

Dabei wurden die spezifischen Massenfragmente und Retentionszeiten der entsprechenden
Verbindungen ermittelt (siehe Abschnitt 6.2, Tabelle 4). Zur Optimierung der Methode wurde der
Multistandard durch variieren der Aufheizraten und Haltezeiten der Temperatur im Sdulenofen auf die
optimale Trennung der Substanzen untersucht. Durch geringe Aufheizraten retendierten die ITC

Benzyl-ITC, 2-Phenylethyl-ITC sowie das 5-(Methylthio)pentyl-ITC bis zu 5 min spater als in der
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Ausgangsmethode. lhre Trennung wurde dadurch nicht wesentlich beeinflusst. Die Retentionszeit von
Allyl-ITC blieb von allen Anderungen im Temperaturprogramm unberiihrt. Die Verschiebung der
Retentionszeiten von Phenyl-ITC und dem ISTD war etwas geringer als die von Benzyl ITC,
2-Phenylethyl-ITC und 5-(Methylthio)pentyl-ITC. Das abschliefend gewahlte Temperaturprogramm ist
charakterisiert durch eine ausreichende Trennung der Analyten bei kiirzester Analysezeit. Dadurch
steigt die Effizienz der Methode. Alle Analyten konnten stérungsfrei simultan bestimmt und sowohl

durch die Retentionszeit, als auch Uber ihr spezifisches Fragmentmuster eindeutig identifiziert werden.

Um niedrige Konzentrationen quantifizieren zu kénnen, sollte das Nachweisvermoégen der Methode
durch die Erh6hung des purge flow des GC von 10 mL/min auf 70 mL/min gesteigert werden. Zunachst
wurde der Multistandard mit dem geringeren purge flow injiziert und die Flachen der Analyten
integriert. AnschlieRend erfolgte die Erhdhung des purge flow auf 70 mL/min und der Multistandard
wurde erneut injiziert und integriert. Die Signalintensitdt sowie die Flacheneinheiten vervielfachten
sich gegenliber dem geringeren purge flow (siehe Abbildung 13). Fiir alle weiteren Messungen wurde

ein purge flow von 70 mL/min beibehalten und die so optimierte Methode anschlieRend validiert.
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Abbildung 13: Vergleich der Chromatogramme des Multistandards (grau: purge flow von 70 mL/min, rot: purge flow von
10 mL/min). Die Erhéhung des purge flow fiihrt zu einer verbesserten Signalintensitat.

Unter dem Begriff ,Validierung” ist der Nachweis und die Dokumentation der Zuverlassigkeit einer

Methode zu verstehen. Das heilt bei einer Methodenvalidierung wird durch Untersuchungen und
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Bereitstellung von Nachweisen die Bestatigung erhalten, dass die besonderen Anforderungen einer
Methode flir einen speziellen beabsichtigten Gebrauch erfillt werden [74]. Hierbei werden
Leistungsmerkmale in Bezug auf eine bestimmte Matrix, den Anwendungsbereich oder erwartete
Qualitatsanforderungen Gberprift. Es gibt drei verschiedene Validierungsarten. Je nach Ausgangslage
kann eine Full Validation (bei einer Neuentwicklung einer Methode), eine Partial Validation (nach einer
Modifizierung einer Analysenmethode) oder eine Cross Validation (zum Vergleich bestimmter
Leistungsparameter verschiedener Methoden) angewendet werden. Die fiir diese Arbeit verwendeten
Validierungsparameter sind die Prazision, die Richtigkeit, die Selektivitat und Spezifitat, die Robustheit
und die Linearitdt der Analysenmethode. Hinzu kommt die Bestimmung der Nachweis- und
Bestimmungsgrenze sowie die Untersuchung der Analysendaten auf AusreiRer. Die Gleichungen fir

die Validierung der Methode wurden Stavros Kromidas Validierung in der Analytik entnommen [74].

7.1.2 Analysenprazision

Durch sechsmaliges Injizieren eines matrixfreien Multistandards wurde die Analysenprazision
bestimmt, also die Prazision mit der das gewdahlte Analysengerat (GC-MS) die Analyten bestimmt. Die
relative Standardabweichung sollte dabei als Mal} der Analysenprazision nicht mehr als 3 % betragen.

In Gleichungen 1 und Gleichung 2 wird die Berechnung der relativen Standardabweichung dargestellt.

X;-X)2
2= % Gleichung 1
c-100
Orel= — % Gleichung 2
Variable Bedeutung
o Absolute Standardabweichung [CUA]
Orel Relative Standardabweichung [%]
n Anzahl der Mehrfachbestimmungen (n = 6)
X Mittelwert [CUA]
Xi Einzelwert i [CUA]

Tabelle 18 fasst die Ergebnisse der Untersuchung der Analysenprazision des Multistandards
zusammen. Die relative Standardabweichung der Analyten betrug weniger als 3 % und entspricht
daher den festgelegten Kriterien. Damit wurde das Analysengerat als geeignet fiir die Untersuchungen

bestatigt.

In einem zweiten Schritt wurde die Prazision der Aufarbeitung bericksichtigt.
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Tabelle 18: Ergebnisse der Untersuchung der Analysenprazision.

Messung | ISTD Allyl-ITC Phenyl-ITC | Benzyl-ITC | 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)
ITC pentyl-ITC

1[CUA] | 34961058 | 25187369 67599057 76619668 58162994 704304

2 [CUA] | 36474233 | 26085485 69246146 76911451 58128688 684031
3[CUA] | 37136134 | 26602862 70833774 78248559 59614946 697777

4 [CUA] | 37048880 | 26789498 69696361 76678051 58251168 696418
5[CUA] | 37054872 | 26382170 70349460 78274179 59229302 710705

6 [CUA] | 38247576 | 27494933 71318358 77758424 58485950 694195

X [CUA?] | 36820458 | 26423720 69840526 77415055 58645508 697905

2 [CUA] 1078952 769165 1328744 772031 626340 9091

Orel [%] 2,930 2,911 1,903 0,997 1,068 1,303

7.1.3 Methodenprazision
Zur Bestimmung der Validierungsparameter Methodenprazision und Richtigkeit der Methode wurden
matrixreiche Pflanzenproben genutzt. Der Gehalt an GSL schwankt entlang der Entwicklungsstadien

der Pflanze. Der hochste mittlere Gehalt liegt dabei in den Keimlingen vor.

Diesem entsprechend sind verschiedene Brassica-Sprossen gezogen worden. Untersucht wurden
Keimsprossen von Brokkoli (Brassica oleracea), Daikon-Rettich (Raphanus sativus) und weiRem Senf
(Sinapis alba) von der Sperli GmbH (Everswinkel, Deutschland). Eine flache Schale wurde mit
gewasserten Wattelagen ausgelegt und das griindlich mit Wasser gewaschene Saatgut anschliefend
auf der Watte verteilt. Die Wasserung Samen unter Tageslicht erfolgte dreimal taglich. Nach sieben
Tagen sind Blatter und Stangel der Sprossen geerntet und zur Probenaufbereitung eingesetzt worden.
Zur Erweiterung der Methode um die Analyten 1-Cyano-3,4-Epithiobutan (CETB) und 1-Cyano-2,3-
Epithiopropan (CETP), wurden nach oben genanntem Schema Sprossen von Rotkohl (Brassica oleracea
var. Captata f. rubra) und Pak Choi (Brassica rapa ssp. Chinensis) von der Sperli GmbH (Everswinkel,

Deutschland) gezogen.

Die Methodenprazision ist durch viermalige Aufarbeitung und Extraktion (siehe Abschnitt 6.1.1) einer
mit einer Standardlésung versetzten matrixhaltigen Probe untersucht worden. Dabei musste
sichergestellt werden, dass die Matrix keinen der Analyten enthalt. Aus diesem Grund wurde eine
Probe ohne Standardaddition aufgearbeitet und ebenfalls analysiert. Die Auswahl als Matrix fir diese
Bestimmungen fiel auf Senfsprossen, da diese das ITC Allyl-ITC enthalten. Dieses ist sehr fliichtig und

kann durch Schitteln und Bellften der Probe leicht entfernt werden.

Zur Umrechnung der Analytengehalte von der Kalibrierung (mg/L) auf die matrixreiche Probe (mg/kg),

wurde ein Umrechnungsfaktor (siehe Gleichung 3) verwendet.
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_ Xmg/LV-1000

Xig/ke= — Gleichung 3
Variable Bedeutung
Xme/kg Analytgehalt bezogen auf die Einwaage der Matrix
Xmg/L Analytgehalt ohne Berlicksichtigung der Einwaage
\Y Endvolumen der Probe (0,0003 L)
Mprobe Einwaage der Probe

Die Ergebnisse der Methodenprazision sind in Tabelle 19 und die ausfiihrlichen Ergebnisse der
Untersuchung in Tabelle 52 im Anhang A3-1 aufgefiihrt. Es wird deutlich, dass die Prazision tber das
Gesamtverfahren gegeniber der Prazision des Messgerates abnimmt. Diese Abweichung kann auf die
Probenvorbereitung zuriickgefiihrt werden. Zwei Extraktionen und eine abschlieRende Konzentrierung
der Proben durch Evaporation weisen ein hohes Fehlerpotenzial auf. Diese Schritte kénnen zu
etwaigen Verlusten und UngleichmaRigkeiten der Ergebnisse gefiihrt haben. Die berechnete relative
Standardabweichung Uber das Gesamtverfahren betragt weniger als 10 %. Die Methodenprazision

wurde damit als ausreichend bewertet.

Tabelle 19:Ergebnisse der Untersuchung der Methodenprazision.

Parameter Einwaage | Allyl- Phenyl- | Benzyl- 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)
gl ITC ITC ITC ITC pentyl-ITC

undotiert [mg/kg] 0,5157 - - - - -

Messung 1 [mg/kg] | 0,5914 18,27 23,17 23,02 25,76 25,23

Messung 2 [mg/kg] | 0,5567 21,86 | 26,60 26,96 30,32 22,86

Messung 3 [mg/kg] | 0,5682 21,48 27,01 27,04 31,19 24,57

Messung 4 [mg/kg] | 0,5930 19,99 26,60 25,38 28,28 22,45

X [mg/kg] - 20,40 | 25,84 25,60 28,89 23,78

2 [mg/kgl - 1,634 | 1,791 1,883 2,413 1,334

Orel [%] - 8,01 6,93 7,36 8,35 5,61

7.1.4 Richtigkeit

Neben der Prazision, mit der ein Ergebnis ermittelt werden kann, ist die Richtigkeit eines Ergebnisses
von entscheidender Bedeutung. Als MaR fiir die Richtigkeit wurde in dieser Arbeit die Bestimmung der
Wiederfindungsrate genutzt, also der Bestimmung ob ein Sollwert durch die Analyse einer Probe
bestatigt wird. Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden Sprossen von Brokkoli,
Daikon-Rettich und Senf zu je acht Proben eingewogen, zerkleinert, hydrolysiert und je vier der Proben
mit einer Standardlosung bekannter Konzentration (c = 50 mg/L) aufgestockt. Die Konzentration der
Standardlosung sollte als Sollkonzentration fiir die Berechnung dienen. Die vier Proben ohne Addition

des Standards dienten als Vergleichsproben, da die ausgewahlten ITC in den verwendeten Gemiisen
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zum Teil enthalten sind. Die Wiederfindungsraten wurden anhand von Gleichung 4 berechnet. Zur
Bericksichtigung der in den Matrizes bereits enthaltenen Analyten musste bei Quantifizierung eines
Analyten in den Vergleichsproben, die analysierte Konzentration aus den Einzelwerten gemittelt und

zur Sollkonzentration addiert werden.

Cist+100

WFR= % Gleichung 4
Csoll
Variable Bedeutung
Cist analysierter Gehalt der Proben [mg/kg]
Csoll Sollgehalt der Proben [mg/kg]
WFR Wiederfindungsrate [%)]

Tabelle 20 fasst die Wiederfindungsraten der analysierten Brassica-Gemise zusammen.

Tabelle 20: Wiederfindungsraten der drei ausgewahlten Brassica-Gemiise.

Material | Allyl-ITC | Phenyl-ITC | Benzyl-ITC | 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)pentyl-ITC
[%] [%] [%] ITC [%] [%]

Brokkoli 104,8 101,70 104,00 108,60 94,60

Daikon- 80,40 91,70 88,20 93,77 92,53

Rettich

Senf 76,73 87,90 89,21 98,94 91,53

Wiederfindungsraten werden je nach Bereich haufig in Abhangigkeit der Aufgabenstellung bewertet.
Die Anforderungen an diesen Validierungsparameter sind in der Pharmazie beispielsweise strenger als
in der Umweltanalytik [75]. Im Umwelt- und Gesundheitsschutz akzeptierte Wiederfindungsraten
liegen bei 70-120 %. Diese Anforderungen werden auch dieser Arbeit zugrunde gelegt. Bei
Betrachtung der in Tabelle 20 aufgefiihrten Wiederfindungsraten gilt die Richtigkeit unter diesen
Gesichtspunkten als nachgewiesen. Bei nachgewiesener Richtigkeit kann nach Gottwald [75] die
Spezifitat sowie die Selektivitat der Methode vorausgesetzt werden. Gegenliber den Brokkolisprossen
lagen die Wiederfindungsraten der Senfsprossen deutlich niedriger. Im Vergleich der
Chromatogramme von Brokkoli und Senf wird zwar deutlich, dass das Chromatogramm von
aufgearbeiteten Brokkolisprossen eine deutlich hohere Matrixlast aufweist (Abbildung 14), aber auch
die zu analysierenden Abbauprodukte in gréReren Mengen vorliegen. Dieses kann durch die Anzahl
der Signale und deren héhere Intensitat belegt werden. Der Peak des Allyl-ITC ist deutlich geringer
gegeniber der mitdetektierten Matrix, wodurch die Integration der Peaks deutlich Fehler-anfalliger
ist. Dieses zeigte sich schon in der unterschiedlichen relativen Standardabweichung zwischen Allyl-ITC

und Benzyl-ITC (Tabelle 18).
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Abbildung 14: Vergleich der Chromatogramme von Senfproben (rot) und Brokkoliproben (schwarz).

Eine Beeinflussung der Wiederfindungsrate durch Interaktion der Analyten und der Matrix ist
wahrscheinlich. Hanschen et. Al. belegten in ihrer Studie zur Stabilitdt von ITC bereits, dass diese mit
in der Probe enthaltenen Nucleophilen reagieren [15]. Aminosduren, Peptide oder Proteine kénnen
als Nukleophile in Pflanzen in Betracht gezogen werden. Je mehr Matrix in der Probe enthalten ist,
desto groler ist die Wahrscheinlichkeit, dass ITC mit weiteren Nucleophilen reagieren. Die Reaktivitat
einer schwefelhaltigen Seitenkette der ITC ist dabei am hochsten [15]. Die niedrigen
Wiederfindungsraten von Senf und Daikon-Rettich kdnnen dadurch erklart werden. Eine Erniedrigung
der Temperatur hat die Senkung der Reaktionsgeschwindigkeit durch eine Erhéhung der
Aktivierungsenergie zur Folge [76, 77]. Um Reaktionen mit den Nucleophilen in der Matrix
entgegenzuwirken, wurden die aufgearbeiteten Proben bei -20 °C gelagert. Da das Analysengerat nicht
Uber eine gekiihlte Probenaufgabe verfiigt, waren die Proben vom Start der Sequenz bis zur Messung
der Raumtemperatur ausgesetzt. Die damit verbundene Verdampfung des LOsungsmittels
Dichlormethan (Siedetemperatur: 40 °C) flihrt zu einer Konzentrierung der Probe. Dem entgegen zu
wirken, wurde mit kurzen Sequenzen und der Optimierung der Analysenzeit (siehe Abschnitt

Methodenoptimierung) gearbeitet.
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7.1.5 Linearitit

Die Linearitat einer Methode ist essentiell flir eine Quantifizierung von Analyten. Methodisch wird eine
Reihe von dquidistanten Konzentrationsniveaus mit der entwickelten Methode analysiert und eine
lineare Regression sowie eine quadratische Regression durchgefiihrt. Die Prifung der Linearitat einer
Kalibrierung beruht dabei auf dem Vergleich der Anpassung der linearen Regression (Gleichung 5)
beziehungsweise der Anpassung der quadratischen Regression (Gleichung 6) an die Messsignale.

Dieses geschieht mit Hilfe des Anpassungstests nach MANDEL.
y=b-x+a Gleichung 5
y=n-x>+b-x+a Gleichung 6

Um mit den erhaltenen Messdaten eine lineare bzw. eine quadratische Regression durchzufihren, ist
es notwendig, zundchst einige Hilfsgrolen zu berechnen. Hierzu zdhlen die Mittelwerte der
Kalibrierniveaus x (Gleichung 7) und der Flachenwerte der Messsignale ¥ (Gleichung 8). Des Weiteren
werden drei verschiedene Abweichungsquadrate bestimmt. Flir Qx (Gleichung 9) und Qy (Gleichung 10)
wird die Summe aus der quadrierten Differenz der Einzelwerte und des Mittelwertes gebildet.
Gleichung 11 beschreibt die Berechnung des Abweichungsquadrates Qx,. Dabei wird aus dem Produkt
der Abweichungen der x- und y-Werte die Summe gebildet. Aus diesen Hilfsgroen konnen
abschlieRend die Steigung (b, Gleichung 12) und der Ordinatenabschnitt (a, Gleichung 13) der linearen

Regression berechnet werden.

Die Ergebnisse der HilfsgréRen sind im Anhang A3 unter A3-2 aufgefiihrt.

1

X =—Di=1 % Gleichung 7
y= % i=1Yi Gleichung 8
Qx = Xini(x; — %)? Gleichung 9
Qy = 2= (vi — ¥)? Gleichung 10
Qxy =210 =0y — ¥) Gleichung 11
b= %y Gleichung 12
a=y—b-x Gleichung 13
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Variable

X

y
Xi
Yi
Qx

Die Gite der

Bedeutung

Arithmetrisches Mittel der Konzentration [mg/L]

Arithmetrisches Mittel Messsignal [CUA]

Konzentration Kalibrierniveau i [mg/L]

Messsignal Kalibrierniveau i [CUA]

Abweichungsquadrat der Konzentration [mg?/L?]

Abweichungsquadrat des Messsignals [CUA?]
Fehlerprodukt aus Gehalt und Messsignal [CUA - mg/L]
Steigung der linearen Regression [CUA - L/mg]

Messsignal der Kalibrierung bei der Konzentration 0 mg/L [CUA]

Kalibrierung wird durch die

Verfahrensstandardabweichung

und den

Verfahrensvariationskoeffizienten der Analyten bestimmt. Die Berechnung erfolgte mit den im

Folgenden aufgefiihrten Gleichungen. Die zur Berechnung benétigten Variablen wurden im vorigen

Abschnitt erldutert. Tabelle 21 fasst die Parameter der linearen Regression der durchgefihrten

Kalibrierung zusammen.

_ |Qy=bQxy
Sy = |[m——
N-2
S.
y
S —_— —
Syx0°100
O = X2—%
X
Variable
Sy
Sx0
Uy

Tabelle 21: Zusammenfassung der Parameter der linearen Regression.

Bedeutung

Reststreuung [CUA]
Verfahrensstandardabweichung [mg/L]

Verfahrensvariationskoeffizient [%]

Gleichung 14

Gleichung 15

Gleichung 16

Parameter Allyl-ITC Phenyl-ITC | Benzyl-ITC | 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)
ITC pentyl-ITC

b [CUA-L/mg] | 158447,7 | 378609,5 429451,4 336499,7 41776,06

a [CUA] -445710,6 | -1302756 -1615414 -527475,9 -95032,20

sy[CUA] 340463,5 | 1108133 1454492 1249848 48211,97

Sxo [mg/L] 2,15 2,93 3,39 3,71 1,15

Iy, [%] 3,96 4,87 5,78 6,23 4,35

Fir die Berechnung der quadratischen Regression werden ebenfalls HilfsgroRen benétigt, welche im

Folgenden aufgefiihrt werden. Die Konzentration der Kalibrierniveaus wird quadriert (x2), mit

Exponenten drei (x3) und vier (x*) potenziert und die Messsignale quadriert (y?). Des Weiteren wird das
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Produkt aus der Konzentration und dem Messsignal, sowie das Produkt aus quadrierter Konzentration

und Messsignal bendtigt.

)2
Qux = lez - % Gleichung 17
LYirLXi .
Quy = X(x;"yi) — [yTx] Gleichung 18
Qp=Yx}— [%] Gleichung 19
s _[Ex) .
Q=X xi — [Tl] Gleichung 20
TXI N Yi .
Qxzy = Z(xiz -yi) - [%] Gleichung 21
Qxy'Q,3-0Q,2,Q
n= w Gleichung 22
(Qx3) —Qux'Qua
b= —Q"y;n'Qx:" Gleichung 23
DY xS %2
_[Ew bZ;l nyxi] Gleichung 24
Variable Bedeutung
Xi Konzentration Kalibrierniveau i [mg/L]
Vi Messsignal Kalibrierniveau i [CUA]
Qxx Abweichungsquadrat der Konzentration [mg?/L?]
Quy Fehlerprodukt aus Gehalt und Messsignal [CUA - mg/L]
Qy3 Konzentration der Kalibrierniveaus potenziert mit 3 [mg3/L3]
Qe Konzentration der Kalibrierniveaus potenziert mit 4 [mg*/L*]
Qx2y Produkt aus Messsignal und quadr. Konzentration [CUA - mg?/L?]
N Anzahl der Kalibrierniveaus
n Regressionsparameter der Steigung der quadr. Regression [CUA - L2/mg?]
b Regressionsparameter [CUA - L/mg]
a Regressionsparameter [CUA]

Die Parameter der quadratischen Regression sind

zusammengefasst.

in der folgenden Tabelle

Tabelle 22: Zusammenfassung der Parameter der quadratischen Regression.

(Tabelle 22)

Parameter Allyl-ITC Phenyl-ITC | Benzyl-ITC 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)
ITC pentyl-ITC

n [CUA-L?/mg?] | -102,9 -263,9 -456,7 -618,3 -134,1

b [CUA-L/mg] 169620 410298 482957 410179 48896

a [CUA] -666093 -1994567 -2755072 -2123815 -163786

sy [CUA] 353418, 1152746 1488407 1178171 43819
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Fir die Berechnung des Anpassungstests nach MANDEL wird ein weiterer Parameter bendtigt, die

Reststreuung der quadratischen Regression. Diese wird nach Gleichung 25 berechnet.

Sy = ’ZO}:—__E)Z Gleichung 25
Variable Bedeutung
Sy Reststreuung [CUA]
Yi Messsignal [CUA]
Y% Messsignal berechnet liber die quadr. Regression [CUA]
p Anzahl der Konstanten des Funktionsmodells (hier p = 3)
N Anzahl der Kalibrierniveaus (hier 10)

Mittels der im vorigen Teil berechneten Hilfsgrofen, wird der Anpassungstest nach MANDEL

durchgefihrt (Gleichungen 26 und 27).

As? = ((N = 2) - 52 ) = (N = 3) - 52 qua) Gleichung 26
2
PG = ZAS Gleichung 27
Sy quad
Variable Bedeutung
As? Differenz der Abweichungsvarianzen
532, lin quadrierte Reststreuung der linearen Regression [CUA?]
532, quad quadrierte Reststreuung der quadratischen Regression [CUA?]
N Anzahl der Kalibrierniveaus (hier 10)
PG PrifgroBe (fir F-Test (mitfi=1undf, =7, a=1%))

Die PrifgroRen der ITCs wurden mit dem tabellierten Wert fir den F-Test mit zweiseitiger
Fragestellung (VG = 12,25) verglichen. Die nach Gleichung 26 berechneten Varianzdifferenzen der fiinf
ITC sind in Tabelle 23 aufgefiihrt. Ist der tabellierte Vergleichswert gréBer als die berechnete
PrifgroRe, so stellt die quadratische Regression keine signifikant bessere Anpassung als die lineare
Regression dar. In Folge dessen ist die lineare Funktion bestatigt und wird fiir die weitere Validierung
verwendet [75, 78)]. Die Berechnungen zeigten, dass die quadratische Funktion keine signifikant

bessere Beschreibung der Kalibrierfunktionen der ITC darstellt.

Tabelle 23: Zusammenfassung des Vergleichs von PG mit dem tabellierten Wert des F-Tests.

Parameter Allyl-ITC Phenyl-ITC Benzyl-ITC | 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)
ITC pentyl-ITC

As? [CUA?] 5,2989-10% | 5,2191-101 1,4169-10*2 | 2,7804-10%? 5,1543-10%°

PG 0,42 0,39 0,64 2,00 2,68

tab. Wert F-Test 12,25

Regression linear linear linear linear Linear
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Im Folgenden sind die graphischen Auftragungen der Datenpaare und der linearen Regression der flinf

ITC dargestellt.
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Abbildung 15: Kalibriergeraden und Vertrauensbander (rot) der fiinf ITC nach Ausschluss von AusreiBern und Linearer
Regression.

Ein Vergleich der Datenpaare der Kalibrierung mit der Regressionsgeraden zeigt, dass vereinzelte

Datenpaare eine relativ hohe Abweichung zur Geraden haben (Abbildung 15, gekennzeichnet mit (0)).

Dieses hohe Residuum deutet auf AusreiRer in der Kalibrierung hin. Aus diesem Grund wurden diese

ausgewahlten Datenpaare einem Residuen-AusreiRertest unterzogen.

PG

_ [(N=2)55 10 pp—(N=3)'55 o pp)

2
Sy9pp

Gleichung 28

51



7 Ergebnisse und Diskussion

Variable

2
Sy 10 Dp
2
Sy9Dp

N
PG

Bedeutung
quadrierte

Reststreuung der

Datenpaaren [CUA?]
guadrierte Reststreuung der linearen Regression mit 9 Datenpaaren

[CUA?]

linearen

Anzahl der Kalibrierniveaus (hier 10)
PrifgroBe (fir F-Test (mitfi=1undf, =8, a=1 %))

Regression

mit

10

Das als Ausreier verdachtigte Kalibrierniveau ist aus dem Datensatz entfernt und die quadrierte

Reststreuung neu berechnet worden. Die quadrierte Reststreuung der linearen Regression mit dem

vollstandigen Datensatz und die quadrierte Reststreuung der linearen Regression ohne den Ausreil3er

wurde in Gleichung 28 eingesetzt und die Priifgrofle PG berechnet. Der Vergleichswert wurde dem

zweiseitigen F-Test (f1=1 und f,=8, a=1 % bei N=10) entnommen. Die Hypothese gilt als bestatigt, dass

das Wertepaar ein AusreiRer der linearen Regression ist, wenn die PriifgroRe grofRer als der tabellierte

Wert des F-Tests ist. Das Datenpaar ist dann unter Kennzeichnung zu eliminieren. Tabelle 24 zeigt die

als AusreilRer verdachtigten Kalibrierniveaus.

Tabelle 24: als AusreiBer verdachtigte Kalibrierniveaus und deren berechnete Prifgréie.

Substanz Kalibrierniveau | Konzentration | Messsignal | PG AusreiSer
[mg/L] [CUA]

Allyl-ITC 7 69,04 11176925 9,552 Nein

Phenyl-ITC 7 76,41 30179043 | 22,14 Ja

Benzyl-ITC 7 74,55 33821725 | 26,75 Ja

2-Phenylethyl-ITC 7 75,83 27892122 23,78 Ja

5-(Methylthio)pentyl-ITC | 10 48,28 1833975 12,20 Ja

Die vier als AusreilRer identifizierten Datenpaare wurden aus dem Datenkollektiv entfernt und die

Parameter der linearen Regression neu berechnet (siehe Tabelle 25).

Tabelle 25: Zusammenfassung der Parameter der linearen Regression nach Eliminierung der Ausreier.

Parameter Allyl-ITC Phenyl-ITC | Benzyl-ITC | 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)pentyl-
ITC ITC

b [CUA-L/mg] | 158448 373737 422758 330918 43294,4

a [CUA] -445711 -1302691 -1615414 -527502 -121913,1

sy [CUA] 340463 580600 708139 637150 31119,1

sxo [mg/L] 2,15 1,55 1,68 1,93 0,72

Iy [%] 3,96 2,67 2,95 3,33 2,98

r 0,99771 0,99911 0,99892 0,99862 0,99871
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Jeder Messwert einer Probe ist mit einem Kalibrierfehler (Reststreuung s,) behaftet, der statistisch
bewertet werden kann. Der Gesamtfehler eines Messwertes ergibt sich dann aus dem Kalibrier- und
dem Messfehler. Aus dem Fehlerfortpflanzungsgesetz folgt, dass die Regressionsgerade zwischen zwei
Vertrauensbandern liegt [75, 79], die auch als Prognoseintervalle bezeichnet werden,. Die oberen und

unteren Vertrauensbander der Regressionsgleichungen wurden nach Gleichung 29 berechnet.

Ruo = ?is)};—'t %+%+ (2}2__212 Gleichung 29
Variable Bedeutung
% Messsignal [CUA]
y Mittelwert der Messsignale der Kalibrierung [CUA]
N Anzahl der Kalibrierniveaus (Allyl-ITC: 10)"
N Anzahl der Mehrfachbestimmungen (hier 1)
b Steigung der Regressionsgeraden [CUA-L/mg]
a Achsenabschnitt [CUA]
Sy Reststreuung der Kalibrierung [CUA]
t Wert aus t-Tabelle (f=N-2, a=5 %; hier 2,31)
X, Konzentration oberhalb des Kalibrierniveaus [mg/L]
Xy Konzentration unterhalb des Kalibrierniveaus [mg/L]
Q« Abweichungsquadrat der Konzentrationen der Kalibrierung [(mg/L)?]

*fur Phenyl-ITC, Benzyl-ITC, Phenylethyl-ITC und 5-(Methylthio)pentyl-ITC ist N=9 (t=2,36)

Diese zwei neuen Konzentrationswerte eines Messsignals, jeweils eines oberhalb und eines unterhalb
der Kalibrierkonzentration werden fiir jedes Kalibrierniveau berechnet und anschlieRend gegen die
Messignale aufgetragen. Daraus resultieren das obere und das untere Vertrauensband (siehe

Abbildung 15). Je schmaler die Vertrauensbander sind, desto besser ist die Giite der Kalibrierung.

Ein weiteres Kriterium fiir die Giite der Kalibrierung ist der Korrelationskoeffizient r (Gleichung 30) [80,
81]. Dieser Koeffizient vergleicht die Gesamtstreuung des Verfahrens mit der Streuung der Punkte der

Regressionsgeraden.

_ 2lxi=n)-(i-y)]

r= N e Gleichung 30
Variable Bedeutung
y Messsignal [CUA]
y Mittelwert der Messsignale der Kalibrierung [CUA]
X Konzentration [mg/L]
y Mittelwert der Konzentration der Kalibrierung [mg/L]
r Korrelationskoeffizient
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7.1.6 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Zu der Validierung einer Methode gehort die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
ebenso wie die Uberpriifung dieser Methode auf einen linearen Arbeitsbereich. Die Nachweisgrenze
kann als eine qualitative Aussage (iber die kleinste nachweisbare Menge einer Substanz definiert
werden (DIN 32625, [82]). Bei der Mehrfachmessung einer Probe mit der Konzentration der
Nachweisgrenze wird die Substanz mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % signifikant vom Leerwert
unterschieden [75, 83]. Je nach Anwendungsbereich kdnnen verschiedene Methoden zur Bestimmung
der Nachweisgrenze genutzt werden. Dazu gehoren neben der Blindwert-Methode [79] und der
Methode (iber das Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis [74] die hier angewendete Methode Uber eine
weitere Kalibrierung mit Kalibrierstandards im unteren Konzentrationsniveau (c =0 — 12 mg/L). Fur die
Berechnung der Nachweisgrenze (Gleichung 31) wird, wie schon in der Berechnung der linearen
Regression, die Verfahrensstandardabweichung benoétigt. Hierfiir wurden die Parameter der linearen

Regression fir die Kalibrierung im unteren Konzentrationsbereich ermittelt (Tabelle 26).

Es ist auffallig, dass die Verfahrensvariationskoeffizienten (9,) der Kalibrierung mit einem Bereich
zwischen 4 -8 % relativ hoch sind. Gewodhnlich sind Werte kleiner 3 % anzustreben. Die hohen
Abweichungen konnten nicht durch ausreifende Wertepaare erklart werden. Der bereits

beschriebene AusreiRertest ergab keine Ausreiler.

Eine mogliche Erklarung ist eine geringere Empfindlichkeit der Methode bei Analysen im Bereich der
Nachweisgrenze. Der Verfahrensvariationskoeffizient ist ein relatives MaR fir die Prazision, der
abhangig ist von der Verfahrensstandardabweichung und den Mittelwerten der Kalibrierung. Die
Steigung einer Kalibriergeraden bringt die Empfindlichkeit einer Methode zum Ausdruck. Eine flache
Steigung, also eine geringere Empfindlichkeit, erhoht den Wert der Verfahrensstandardabweichung

und beeinflusst damit auch den Verfahrensvariationskoeffizienten.

Tabelle 26: Zusammenfassung der Parameter der linearen Regression zur Bestimmung der Nachweisgrenze.

Parameter Allyl-ITC Phenyl-ITC | Benzyl-ITC | 2-Phenylethyl- | 5-(Methylthio)
ITC pentyl-ITC

b [CUA-L/mg] 153936 357754 431586 339755 29554,7

a [CUA] -95043 -205714 -270543 -140772 -45752,5

sy [CUA] 65924 141943 143235 92332 11139

sxo [mg/L] 0,428 0,397 0,332 0,272 0,377

I [%] 7,89 6,61 6,25 4,56 7,10

r 0,99098 0,99366 0,99432 0,99696 0,99122
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XN = Sxo 't —+é+f—2 Gleichung 31
NN Q
Xpe = 3 Xy Gleichung 32
Variable Bedeutung
XN Nachweisgrenze [mg/L]
Xsc Bestimmungsgrenze [mg/L]
N Anzahl der Kalibrierniveaus (hier 10)
N Anzahl der Mehrfachbestimmungen (hier 1)
Sxo Verfahrensstandardabweichung [mg/L]
t Wert aus t-Tabelle (f=N-2; a=10 %; hier 1,86)
X2 Quadrierter Mittelwert er Kalibrierkonzentrationen [(mg/L)?]
Qx« Abweichungsquadrat der Konzentrationen der Kalibrierung [(mg/L)?]

Die Bestimmungsgrenze wird in der Regel als die dreifache Konzentration der Nachweisgrenze
betrachtet. Zur Einfachheit der Berechnung der Bestimmungsgrenze wird somit die Nachweisgrenze
mit drei multipliziert (siehe Gleichung 32). Die berechneten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der

jeweiligen ITC sind in Tabelle 27 dargestellt.

Tabelle 27: Ubersicht der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der untersuchten ITC.

Parameter Allyl-ITC Phenyl-ITC Benzyl-ITC | 2-Phenylethyl-ITC | 5-(Methylthio)
pentyl-ITC

xn [mg/L] 0,9648 0,8937 0,7476 0,6122 0,8557

Xss [mg/L] 2,89 2,68 0,24 1,84 2,57

In der dargestellten Validierung wurde die Methode zur Quantifizierung von ITC aus Pflanzenmatrizes

auf ihre Prazision, Richtigkeit und Linearitat untersucht.

Fir alle Analyten konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration und den
Messsignalen bewiesen werden. Die daraus resultierenden Verfahrensstandardabweichungen und
Verfahrensvariationskoeffizienten entsprachen den Anforderungen. Bei der Analyse der Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen konnte ebenfalls ein linearer Zusammenhang im unteren
Konzentrationsbereich nachgewiesen werden. Der Nachweis (iber die Richtigkeit der Methode wurde
Uber die Bestimmung von Wiederfindungsraten in den drei Brassica-Gemiisen Brokkoli, Daikon-Rettich
und weiBem Senf erbracht. Dabei ist deutlich geworden, dass sich die prozentuale Wiederfindungsrate
reziprok zur Komplexitat der Probenmatrix verhalt. Die Prazision des Gesamtverfahrens konnte mit der

relativen Standardabweichung kleiner 10 % nachgewiesen werden.
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Die beschriebenen Validierungsparameter entsprechen den geforderten Kriterien und kdnnen als
erfolgreich durchgefihrt bewertet werden. Es konnte belegt werden, dass die Validierung der GC/MS-

Methode zur Quantifizierung von ITC in Brassica-Gewdachsen erfolgreich war.

7.1.7 Erweiterung der Methode um Analyten der Gruppe der Epithionitrile
Zur Erweiterung der Methode zur Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten um die Gruppe der EPT,
wurde die Methode mit den beiden Vertretern 1-Cyano-3,4-Epithiobutan (CETB) und

1-Cyano-2,3-Epithiopropan (CETP) teilvalidiert. Gepruft wurde auf Linearitat und Richtigkeit.

Das Vorkommen sowie die Wirkung dieser beiden EPT ist bereits in verschiedenen Studien untersucht
worden [46, 48, 84]. Relevante Vorkommen von CETB hatten Hanschen et al. (2015) [84] in einer Studie
in Rosenkohl, Pak Choi und Rotkohl nachgewiesen. Diese Studie belegte zudem auch das Vorkommen
von CETP in den Gemiisen Blumenkohl, Wirsing und WeiRkohl. Zur Untersuchung der Richtigkeit wurde
in der vorliegenden Arbeit auf Sprossen von Rotkohl und Pak Choi zuriickgegriffen. Aus Mangel an
kommerziell erhiltlichen Referenzsubstanzen, wurden die beiden Analyten nach Synthesevorschriften
von Shofran et al. (1998) sowie Liuthy und Benn (1980) [47, 85] hergestellt. Die ausfiihrliche
Beschreibung der Synthesen ist dem Kapitel 6.6 dieser Arbeit zu entnehmen. Die Reinheit des CETP
wurde als unzureichend beobachtet. Grund hierfir kann die unzureichende Abtrennung der Edukte
der Synthese sein. Ebenfalls Einfluss auf die Reinheit des Produktes kann eine ungenaue
Temperaturkontrolle bei der Synthese haben. Ein letzter zu nennender Einflussfaktor ist eine
unzureichende Erfahrung des Experimentators. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde das CETP aus
genannten Griinden von Frau Dr. Franziska S. Hanschen (Leibniz-Institut GroRbeeren e.V, GroRRbeeren)

bezogen.

Beide Produkte waren viskose Flissigkeiten von hellgelber Farbe. Im Verlauf der Lagerung der Analyten
bei-20 °C oder bei der starken Erhitzung dieser, verdunkelte sich die Farbung des CETP gegenliber dem
CETB. EPT sind sehr reaktive Verbindungen. Die Verdanderung der Farbe des CETP kann darauf
zurlickzufiihren sein, dass es weitaus instabiler ist als das um eine Methylgruppe ldngere CETB und
damit schneller polymerisiert. Diese Polymerisation wurde bereits nachgewiesen [86, 87]. Sie erfolgt
nach einem Mechanismus, der dhnlich dem der Polymerisierung von Epoxiden ist. Es wird daher die
Hypothese aufgestellt, dass Polymere von EPT die Struktur von Polythioethern aufweisen. In folgender

Abbildung ist die wahrscheinliche Struktur des Polymers des CETP dargestellt.
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h
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Abbildung 16: Wahrscheinliche Struktur eines Polymers aus CETP-Monomeren.

Die starkere Neigung des CETP zur Polymerisation ist auf die kiirzere Kettenlange des an dem Ring
befindlichen Restes mit anschlieBendem CN-Substituenten zurickzufiihren. Die Auswirkung
des -I-Effektes der CN-Gruppe bewirkt eine stdrkere Neigung zur Ringdffnung [88], was

dementsprechend in einem hoheren Polymerisierungsgrad resultiert.

Aus den synthetisierten Verbindungen wurden Konzentrationsniveaus in DCM fir eine Kalibrierung
hergestellt. Anhand derer wurde der lineare Arbeitsbereich der Methode nach oben beschriebenem
Verfahren Gberprift. Die Kalibrierung erfolgte in einem Konzentrationsbereich von 7 — 133 mg/L fiir
CETP und 9 - 171 mg/L fur CETB. Die Ergebnisse der Linearen und Quadratischen Regression sind in
Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchung der Linearitat der Methode nach Erweiterung um die
Gruppe der Epithionitrile.

Parameter ‘ CETP CETB
Linear

b [CUA-L/mg] | 58627 31560

a [CUA] -469589 -415089

sy [CUA] 142755 163396

sxo [mg/L] 0,0353 0,0603

Yy [%] 0,0458 0,0609

r 0,99648 0,99044

Quadratisch

n [CUA-L?/mg?] | -12,99 0,5939

b [CUA-L/mg] 60627 31443

a [CUA] -529636 -410551

sy [CUA] 153110 176483
Anpassungstest nach MANDEL

PG 0,0852 0,0004

Vergleichswert 13,75
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Die fir den Anpassungstest nach MANDEL berechneten PG sind kleiner als der tabellarische
Vergleichswert des zweiseitigen F-Tests (f1=1 und f,=6, a=1 % bei N=9). Die Lineare Regression ist somit
die bessere Beschreibung der Kalibrierfunktion (siehe Abbildung 17). Die Linearitdt der beiden

Verbindungen in dem gemessenen Konzentrationsbereich ist somit bewiesen.
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Abbildung 17: Kalibriergeraden und Vertrauensbander (rot) der beiden EPT nach Linearer Regression.

7.2 Prozessbegleitende Analyse ausgewihlter Glucosinolate und deren
Abbauprodukten in Fermentationsmodellen verschiedener Brassica-
Gemiise.

Das chemische Verhalten der GSL bei Verarbeitungsprozessen in Lebensmitteln ist aufgrund ihrer je
nach Reaktionsbedingungen grofRen Vielfalt von bioaktiven Abbauprodukten von groBem Interesse.

Zur Untersuchung des Einflusses der Prozessierung auf GSL-haltige Lebensmittel wurde

Pflanzenmaterial verwendet, wie es unter liblichen Bedingungen verzehrt wird.

7.2.1 Fermentation ausgewahlter Brassica-Gemiise

Die verwendeten Gemise (Abbildung 18) waren Brokkoli (Brassica oleracea convar. Botrytis var.
Italica, Italien), Rotkohl (Brassica oleracea convar. capitata var. capitata f. rubra, Deuschland),
Spitzkohl (Brassica oleracea var. capitata f. alba subv. Conica, Deutschland) und Chinakohl (Brassica
rapa subsp. Pekinensis, Deutschland). Vom Lebensmittelhandel Alnatura (Hauptsitz: Bickenbach,
Deutschland) wurden der Brokkoli, der Rotkohl und der Spitzkohl in Bio-Qualitdt und von EDEKA

(Hauptsitz: Hamburg, Deutschland) der Chinakohl bezogen.
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Abbildung 18: Rohes Probenmaterial, von links oben nach rechts unten: Brokkoli, Rotkohl, Spitzkohl, Chinakohl.

Brokkoli ist aufgrund seiner hohen Vitamin C von 840 mg/kg im frischen Pflanzenmaterial und seiner
hohen Gehalte an sekunddren Pflanzeninhaltsstoffen als Gemiise besonders interessant fir seine
Konsumenten [45, 89, 90]. Vor allem dem durch die Hydrolyse des GSL Glucoraphanin (GR)
entstehenden Sulforaphan werden positive gesundheitliche Wirkungen zugeschrieben. Als zweites
Gemise wurde der Rotkohl gewahlt. Die Blatter dieses Kohls werden als Blaukraut oder Rotkraut
sowohl roh als auch gekocht verzehrt. Die namensgebende Farbe des Krautes hat ihre Ursache in der
Zubereitung mit sdurehaltigen Zutaten. Auch milchsauer fermentiert kann Rotkohl zubereitet werden.
Als weitere Kohlart wurde der Spitzkohl gewahlt. Dieser ist eine Untervarietat des WeilRkohls und wird
wie dieser vorwiegend zu Sauerkraut verarbeitet oder roh als Salat verzehrt. Die dritte Kohlart in dieser
Arbeit war der Chinakohl. Verzehrt werden hier sowohl die dickeren Blattansatze als auch die Blatter.
Fermentiert dient er als Hauptbestandteil des koreanischen Nationalgerichts Kimchi [91], wird aber

auch roh oder gekocht verzehrt.

Als Modell aus den oben aufgefiihrten verschiedenen Arten der Verarbeitung wurde die Fermentation

gewahlt. Diese Form der Prozessierung erfolgt hier nach dem Prinzip der Milchsauregarung.

Durch spontane Milchsduregdrung in geschlossenen GefdaRen wird der pH-Wert erniedrigt, CO;
produziert und dadurch das Wachstum von schéadlichen, sdureempfindlichen und aeroben
Mikroorganismen gehemmt. Die Zugabe von 1—10% Salz vor der Fermentation wirkt zusatzlich
konservierend. Die jeweiligen Eigenschaften des fermentierenden Pflanzenmaterials hangen vom

Salzgehalt und der wahrend der Fermentation herrschenden Temperatur ab. Diese Faktoren
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bestimmen, welche Mikroorganismen wahrend des Prozesses dominieren. Dies bestimmt auch welche

Substanzen produziert werden [91].

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Fermentation die oben aufgefiihrten vier Vertreter der

Brassicaceae (Brokkoli, Rotkohl, Spitzkohl und Chinakohl) wie folgt behandelt:

Von einem Kopf Brokkoli wurden die Rdschen abgetrennt, diese in ein 1 L-Einweckglas gegeben,
anschlieRend mit 370 ml einer 2 %igen Natriumchlorid-Losung Gibergossen und durch ein Tongewicht
beschwert, sodass die aus dem Kohl austretende Flissigkeit die Oberflaiche des Pflanzenmaterials
dauerhaft bedeckte. Das Glas ist mit einem Biigelverschluss verschlossen und dunkel bei 20 °C gelagert

worden.

Die Behandlung der beiden Gemiuise Rotkohl und Spitzkohl erfolgten analog zueinander. Ein Kohlkopf
wurde geviertelt, vom Spross befreit, das Ubrige Pflanzenmaterial in ca. 0,5cm breite Streifen
geschnitten, mit Natriumchlorid (1,5 % im Pflanzenmaterial) vermengt und dann mit den Handen leicht
ausgepresst, so dass Flussigkeit aus dem Kohl austrat. Der Kohl und die ausgetretene Flissigkeit
wurden in ein 1 L-Einweckglas gegeben, noch einmal ausgepresst und mit 100 ml einer 1,5 %igen
Natriumchlorid-Lésung Ubergossen. Zur Beschwerung wurde ein Tongewicht hinzugegeben, so dass
die aus dem Kohl austretende Flissigkeit die Oberflache des Pflanzenmaterials bedeckte. Das Glas ist

mit einem Bligelverschluss verschlossen und dunkel bei 20 °C gelagert worden.

Ein Kopf Chinakohl wurde geviertelt und vom Spross befreit,das Gbrige Pflanzenmaterial wurde in ca.
2 cm breite Streifen geschnitten, mit Natriumchlorid (1,5 % im Pflanzenmaterial) vermengt und dann
mit den Handen leicht ausgepresst, so dass Flissigkeit aus dem Kohl austrat. Der Kohl und die
ausgetretene Flissigkeit wurden in ein 1 L-Einweckglas gegeben, unter die ausgetretene Flissigkeit
gedrickt und mit einem Tongewicht beschwert, so dass die aus dem Kohl austretende Flissigkeit die
Oberflache des Pflanzenmaterials dauerhaft bedeckte. Das Glas wurde mit einem Blgelverschluss

verschlossen und dunkel bei 20 °C gelagert.

Die zur Fermentation eingesetzten Mengen an Rohmaterial sind in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Tabelle 29: Eingesetzte Mengen an Rohmaterial der Vertreter der Brassicaceae zur Fermentation.

Brassicaceae Menge im Fermentationsansatz [g]
Brokkoli 175
Rotkohl 660
Spitzkohl 588
Chinakohl 914
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Die Ansatze der Fermentation sind in Abbildung 19 dargestellt und wurden fir 27 Tage wie oben

beschrieben gelagert.

Abbildung 19: Fermentationsansatze. A: Brokkoli, B: Rotkohl, C: Spitzkohl, D: Chinakohl.

Die Fermente und die Fermentationsfliissigkeit wurden zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der
Fermentation entnommen und analysiert (siehe hierzu Kapitel 6.1.1 Probenaufarbeitung des

Pflanzenmaterials, S.20f).

Um die Aktivitat der Milchsdurefermentation abschatzen zu kénnen und zur Bestimmung der
Reaktionsbedingungen sind zu jedem Tag der Probennahmen und an Tag 27 die pH-Werte der
Fermentationsfliissigkeiten der Kohlansatze bestimmt worden. Tabelle 30 listet die jeweiligen Werte

auf.

Tabelle 30: Veranderung der pH-Werte im Verlauf der Fermentation.

Zeitpunkt der | pH-Werte

Probenahme Brokkoli Rotkohl Spitzkohl Chinakohl
T1 1 6,90 6,81 6,85 6,82

T3 5,77 5,08 5,23 4,73

T6 5,20 3,47 3,43 3,23

T13 5,01 3,28 3,34 3,19

T20 3,93 3,76 3,76 3,21

T27 3,81 3,72 3,77 3,22
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Bereits kurz nach Beginn der Fermentationen wurden visuell erste Veranderungen in den Ansatzen
deutlich, die auf eine erfolgreiche Initilerung des Fermentationsprozesses schlieRen lieen. Ab dem
dritten Tag der Fermentation ist beim Offnen der Gldser zur Probenahme durch aufsteigende
Gasblaschen an der Oberflache des Pflanzenmaterials der Austritt von Gasen beobachtet worden. Das
Pflanzenmaterial von Rotkohl, Spitzkohl und Chinakohl wurde durch die Gasbildung leicht nach oben
gedrickt. Ab Tag 20 verringerten sich die pH-Werte der Fermentationsflissigkeiten nicht mehr
markant. Zudem konnte keine weitere Gasbildung beobachtet werden. Das liel8 darauf schlieBen, dass
der Fermentationsprozess beendet bzw. nur noch eine sehr geringe Aktivitat aufwies. Beim Vergleich
der pH-Wert-Verldufe der verschiedenen Ansdtze konnte Aktivitdit der Milchsdurebakterien
abgeschatzt werden. Die geringste Aktivitdt zeigte sich im Brokkoli-Ansatz (pH = 5,01, Tag 13), die
starkste Aktivitat im Chinakohl-Ansatz (pH = 3,19, Tag 13). Der Fermentationsverlauf von Rotkohl und
Spitzkohl war sich mit pH-Werten von 3,28 und 3,34 an Tag 13 sehr dhnlich. Die stark unterschiedlichen
Prozessverlaufe von Brokkoli und Chinakohl kénnten auf die grundlegend sehr unterschiedliche

Beschaffenheit des Pflanzenmaterials der beiden Gemiise zurtickzufiihren sein.

Die in den rohen Gemisen enthaltenen GSL sind limitierend fiir die moglichen, sich bildenden
Abbauprodukte wahrend der Fermentation. Die Abbauraten dieser im Verlauf des Prozesses sind
ebenfalls interessant, da sie Rickschliisse auf die sich im Fermentationsprozess neu bildenden
Abbauprodukte ermoglichen. Bereits die sehr unterschiedlichen pH-Wert-Verlaufe der beiden
Brassica-Gewachse Brokkoli und Chinakohl deuten auf einen unterschiedlichen Verlauf des

Abbauprozesses dieser hin.

7.2.2 ldentifizierung und Quantifizierung von Glucosinolaten
Die Identifizierung und Quantifizierung der GSL in den prozessierten Gemisen und deren

Fermentationsflissigkeiten erfolgte anhand von Referenzsubstanzen und ESI-LC-MS/MS-Analyse.

Das Chromatogramm eines Multistandards der neun betrachteten GSL (siehe Abschnitt 6.4, Tabelle 9)

mit einer Konzentration von 100 pmol/L ist in Abbildung 20 dargestellt.

Die einzelnen Verbindungen des Multistandards wurden nach der der in Abschnitt 6.4 erldauterten
Methode analysiert und lagen basisliniengetrennt vor. Anhand des Vergleichs der Retentionszeiten
und der jeweils spezifischen Fragmentionen (siehe Abschnitt 6.4, Tabelle 11) konnten die GSL in den

Fermentationsproben eindeutig identifiziert werden.

Durch eine externe Kalibrierung wurden die GSL in den Fermentationsproben quantifiziert. Da keine
geeignete Matrix zur Verfligung stand, konnte die Kalibrierung nicht matrixunterstitzt durchgefiihrt
werden. Mogliche Matrixeffekte wurden jedoch als gering eingeschatzt. Grund hierfiir ist, dass in

Vorbereitung der Proben zur Analyse eine Matrixabtrennung durch Bindung der GSL an einem
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lonentauscher erfolgte. Zudem weist das MRM eine sehr hohe Selektivitat auf. Zur Verbesserung der
Genauigkeit der Quantifizierung in den Proben wurden zwei Kalibrierreihen erstellt. Bei Analyten,
deren Flachenintegrale Giber dem des 6. Kalibrierniveaus lagen, ist zur Berechnung des Gehaltes die
Regressionsgerade 1 des Konzentrationsbereichs von minimal 0,0036 bis maximal 134,24 mg/L
verwendet worden. Bei Flachenintegralen darunter wurde die Regressionsgerade 2 mit einem
Konzentrationsbereich von minimal 0,0036 bis maximal 2,11 mg/L herangezogen. Die
Regressionsgeraden sind in Tabelle 31 aufgefiihrt. Durch Umstellen der Geradengleichung konnten die
Konzentrationen der Analyten in den Extrakten der Fermentationsproben der Gemiise berechnet
werden. Die in 100 g gefriergetrocknetem Pflanzenmaterial (TM = trockenes Material) enthaltenen

Konzentrationen der Analyten wurden nach folgender Gleichung berechnet.

B 7IC of -MRM (20 pain) from Samole 17 {100} of 20180208_CSL_Kali wiff (Tusbo Speay)

€635

£0s5 GBC

S
| GB
G”R | 2220

2082 Gl GN

Abbildung 20: Chromatogramm des Multistandards der neun ausgewd&hlten GSL, Konzentration 100 umol/L.

= x';_’a -100 Gleichung 33
Variable Bedeutung

C Gehalt an Analyt in gefriergetrocknetem Material [mg/100 g TM]

Va, Volumen in der Probenaufarbeitung [L]

Konzentration des Analyten im Probenextrakt [mg/L]
Einwaage der Probe IST [g]

Die Umrechnung der auf das gefriergetrocknete Material bezogenen Gehalte der Analyten auf das

frische Pflanzenmaterial (FM = frisches Material) erfolgte tiber das TM/FM-Verhaltnis. Vor und nach
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der Gefriertrocknung wurde von den Proben das Gewicht bestimmt. Das daraus resultierende
Verhaltnis ist auf die errechneten Gehalte der GSL (bezogen auf TM) gerechnet worden, um den Gehalt
an Analyten bezogen auf das frische Material zu erhalten. Eine Ubersicht tiber die Einwaagen ist in
Anhang A3 (A3-3) verzeichnet. Ebenfalls im Anhang A3 (A3-3) sind die Messwerte der Kalibrierungen 1

und 2 der jeweiligen GSL sowie die Messwerte der Proben aufgefihrt.

Tabelle 31: Regressionsgeraden der Kalibrierung der GSL mittels ESI-LC-MS/MS.

GSL

Regressionsgerade 1
(BestimmtheitsmaR)

Regressionsgerade 2
(BestimmtheitsmaR)

Glucoiberin (Gl)

y = 101957x + 3759,7 (0,9970)

y =12174,7x— 371,46 (0,9956)

Progoitrin (PG)

y =8236,13x + 3631,9 (0,9927)

y =10577,7x— 305,37 ( 0,9973)

Sinigrin (SG)

y =5977,14x + 3080,8 (0,9954)

y =7265,00x + 151,47 (0,9988)

Glucoraphanin (GR)

y = 14498,8x + 597,4 (0,9913)

y =16027,8x + 131,39 (0,9996)

Gluconapin (GN)

y = 19988,9x + 11312 (0,9860)

y =28882,7x — 1910,8 (0,9814)

Glucobrassicanapin

y =38413,6x + 23709 (0,9946)

y=51179,5x + 422,52 (0,9998)

Glucobrassicin (GB)

y = 24497,7x + 22635 (0,9941)

y =33439,6x — 21,505 (1,0000)

Gluconasturtiin (GNT)

y =34027,5x + 25002 (0,9911)

y = 48915,9x — 1164,2 (0,9971)

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Analyten wurden mittels der Blindwert-Methode
bestimmt. Hierbei werden unabhangig hergestellte Blindproben sowie eine Kalibrierreihe gemessen

und die Nachweisgrenze daraus mit folgender Gleichung berechnet [79].

St Nt .
Xy =—— Gleichung 34
Variable Bedeutung
XN Nachweisgrenze [mg/L]
Xsc Bestimmungsgrenze [mg/L]
N Anzahl der Parallelbestimmungen (1)
n Anzahl der unabhangig hergestellten Blindproben (10)
S Standardabweichung der Leerwerte [CUA]
t Wert aus einseitiger t-Tabelle (f=n-1; a=1 %; hier 2,821)
b Steigung der linearen Regression der NWG Kalibrierung [CUA - L/mg]

Der noch messbhare Konzentrationsunterschied wird durch die Empfindlichkeit der Kalibrierung, also
die Steigung der Regressionsgeraden angezeigt. Je steiler diese ist, desto empfindlicher ist die
Methode. Die Bestimmungsgrenze kann analog zur bereits beschriebenen Kalibrier-Methode (siehe
Abschnitt 7.1.6) als das Dreifache der Nachweisgrenze berechnet werden (siehe Abschnitt 7.1.6,
Gleichung 32).

Die fur die ausgewahlten GSL errechneten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tabelle 32

aufgefihrt.
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Tabelle 32: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Glucosinolate.

Analyt | Nachweisgrenze [mg/L] Bestimmungsgrenze [mg/L]
Gl 0,0095 0,029

PG 0,0028 0,0084

SG 0,0032 0,0095

GR 0,0018 0,0055

GN 0,0058 0,018

GBC 0,0021 0,0062

GB 0,0012 0,0037

GNT 0,0012 0,0036

Die hochste Nachweisgrenze der analysierten GSL wies Glucoiberin mit 0,0095 mg/L, die niedrigsten
mit 0,0012 mg/L wiesen Glucobrassicin und Gluconasturtiin auf. Die Nachweisgrenzen richten sich bei
der Blindwert-Methode nach dem fiir den jeweiligen Analyten bestimmten Grundrauschen. Je héher
das Grundrauschen ist, desto hoher ist die fiir diesen Analyten bestimmte Nachweisgrenze. Ebenfalls
einen Einfluss auf die Nachweisgrenze haben die unterschiedlichen lonisierbarkeiten der Analyten. Je

besser ein Analyt ionisierbar ist, desto niedriger ist dessen Nachweisgrenze.

Die in den verschiedenen Proben identifizierten und quantifizierten GSL sowie der Gesamtgehalt an

GSL jeder Pflanzenmatrix zum Zeitpunkt T1_0 sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 33: Zusammenfassung der Gehalte der in den vier Gemisen quantifizierten GSL-Gehalte sowie deren jeweiliger
Gesamt-GSL-Gehalt in pmol/100 g FM vor der Fermentation.

Analyt Brokkoli Rotkohl Spitzkohl Chinakohl
Gl 1,03 +0,15 1,37 +£0,25 1,57 £0,09 00

PG 0,020 1,59+0,17 0,18 £ 0,02 1,49 £0,15
SG unter Xgg 2,53+0,12 2,16 £ 0,15 unter xn
GR 13,86+ 1,79 2,18 +0,22 0,1+0,02 0,02+0,01
GN 0,03+0 0,36 £ 0,02 0,03+0 0,050
GBC unter xy unter xy unter xn 0,75+0,04
GB 2,94+0,2 1,29 +0,09 0,38 £ 0,09 0,19 £0,02
GNT unter Xy 0,05+0,01 unter xn 0,39+0,04
Gesamtgehaltan GSL* | 17,88+ 1,81 9,37+0,4 4,42 +0,2 2,89+0,16

xn — Nachweisgrenze, xss — Bestimmungsgrenze; * als Summe aller ermittelten Gehalte der ausgewahlten, zu analysierenden
GSL im Pflanzenmaterial

Fir alle vier Fermentationsansatze konnte in den Pflanzenproben wie in der Literatur beschrieben ein
stetiger Abbau der jeweils identifizierten Glucosinolate beobachtet werden [92]. Ab dem
Probenahmezeitpunkt T13 wurden in allen vier Kohlfermenten nur noch geringe Mengen

beziehungsweise in Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze analysiert.
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Parallel zum GSL-Gehalt wurden in den vier Fermentationsansadtzen die Abbauprodukte der acht

ausgewahlten GSL analysiert.

7.2.3 Identifizierung und Quantifizierung von Glucosinolat-

Abbauprodukten

Die Identifizierung der GSL-Abbauprodukte erfolgte anhand der spezifischen Fragmentmuster unter
Zuhilfenahme kommerziell erworbener Referenzsubstanzen. Diese wurden wie in Abschnitt 6.3
beschrieben mittels GC-MS analysiert. Zur eigenen Kontrolle der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist
Benzyl-ITC als ISTD den Proben zu Beginn der Aufarbeitung zugegeben worden. Vor der Verwendung
des ISTD wurden je eine Probe des zu analysierenden Pflanzenmaterials mit Benzyl-ITC versetzt und
gegen eine undotierte Probe gemessen. Dies diente der Bestatigung das kein Benzyl-ITC in den zu
analysierenden Proben enthalten war. Da in den Proben kein dem Benzyl-ITC zuzuordnendes Signal

gefunden wurde, konnte dieses als ISTD zur Kontrolle der Aufarbeitung hinzugefiigt werden.

Das aus dem Abbau von Glucobrassicin resultierende 3-Hydroxymethylindol konnte mittels GC-MS
nicht analysiert werden. Ein Vergleich des Massenspektrums des mittels GC-MS analysierten Standards
mit Massenspektren aus der Literatur zeigte eine Dimerisierung zu 3,3‘-Diindolylmethan auf. Diese
wurde mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die thermische Belastung wahrend der GC-Analyse

hervorgerufen [93].

Die Quantifizierung der GSL-Abbauprodukte erfolgte durch eine externe matrixfreie Kalibrierung. Es
wurden Stammldsungen der erworbenen Standards in DCM hergestellt (siehe Abschnitt 6.3) und diese
vor der Analyse mittels GC-MS zu den entsprechenden Kalibrierreihen verdiinnt. Je nach den in den
Proben enthaltenen Konzentrationen der Analyten sind Kalibrierniveaus im Bereich von 0,1 mg/L bis
100 mg/L hergestellt worden. Fur Sulforaphan wurde der Kalibrierbereich 50 — 2100 mg/L gewahlt.

Aus den erhaltenen Daten wurden Regressionsgeraden erstellt (siehe Tabelle 34).

Tabelle 34: Regressionsgeraden der Kalibrierung der GSL-Abbauprodukte mittels GC-MS.

GSL Regressionsgerade BestimmtheitsmaR
Allyl-ITC y = 188626x — 568848 0,9959
Allyl-CN y =112773x + 239354 0,9977
3-Hydroxymethylindol y =225944x — 2426259 0,9845
3-(Methylsulfinyl)propyl-ITC (lberin) y =99728x — 1489262 0,9851
4-(Methylsulfinyl)butyl-ITC (Sulforaphan) y =151001x — 19496265 0,9601
4-(Methylthio)butyl-ITC (Erucin) y = 303497x — 2815686 0,9908
3-Butenyl-ITC y =463714x - 5555672 0,9860
Phenylethyl-ITC y =603188x — 3002973 0,9901
3-Phenylpropionitril y =365513x + 195020 0,9940
5-Hexennitril y = 105653x + 148746 0,9960
4-Pentennitril y =100907x + 290392 0,9952
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Durch Umstellen der Geradengleichung konnten die Konzentrationen der Analyten in den Extrakten
der Fermentationsproben der Gemise berechnet werden. Die in 100 g gefriergetrocknetem
Pflanzenmaterial (TM = trockenes Material) enthaltenen Konzentrationen der Analyten wurden nach

folgender Gleichung berechnet.

G==-100-F Gleichung 35
Variable Bedeutung
G Gehalt an Analyt in der Probe [mg/100 g FM]
X Konzentration an Analyt im Probenextrakt [mg/L]
E Probeneinwaage (FM) [g]
Va Aufgefiilltes Volumen in der Probenaufarbeitung [L]
F Faktor der Verdinnung des Probenmaterials. Resultierend aus dem

entnommenen, nicht homogenisierten Pflanzenmaterial und der
Wasserzugabe bei der Aufarbeitung

Die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die noch nicht in Abschnitt 7.1.6 validierten

GSL-Abbauprodukte sind in folgender Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 35: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der noch nicht in Abschnitt 7.1.6 aufgefiihrten GSL-Abbauprodukte.

Analyt Nachweisgrenze | Bestimmungsgrenze
[mg/L] [mg/L]

3-Butennitril 0,55 1,65
3-Hydroxymethylindol 6,09 18,27
3-(Methylsulfinyl)propyl-ITC (Iberin) 24,50 73,49
4-(Methylsulfinyl)butyl-ITC (Sulforaphan) | 28,37 85,10
4-(Methylthio)butyl-ITC (Erucin) 7,58 22,74
3-Butenyl-ITC 12,45 37,35
3-Phenylpropionitril 0,039 0,12
5-Hexennitril 2,66 7,99
4-Pentennitril 1,95 5,84

Sulforaphan wies die hochste Nachweisgrenze (28,37 mg/L) und 3-Phenylpropionitril die niedrigste
Nachweisgrenze (0,039 mg/L) auf. Die starken Schwankungen kénnen auf die unterschiedlich starke
Fokussierung der Analyten im chromatographischen System zurlickzufiihren sein. Ein weiterer
Einflussfaktor in der Bestimmung der Nachweisgrenze ist die lonisierbarkeit des Analyten. Je besser
diese ist, desto geringer ist die Nachweisgrenze. Das 3-Phenylpropionitril kann daher aufgrund dessen
Wechselwirkung mit der stationaren Phase im gewahlten Temperaturprogramm oder einer leichteren
lonisierbarkeit besser fokussiert worden sein als das Sulforaphan. Fiir eine schlechtere Fokussierung
des Sulforaphans im Vergleich mit den anderen Analyten sprechen auch die deutlich breiteren Peaks

in den Chromatogrammen.
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Durch die mechanische Einwirkung auf die Brassica-Gewachse bei der Herstellung der
Fermentationsansatze, des dabei einhergehenden enzymatischen Abbaus der GSL und durch das
Absinken der pH-Werte wihrend der Fermentation wurden in Ubereinstimmung mit der Literatur
sowohl ITC als auch sich bildende Nitrile detektiert [94]. Unter sauren Bedingungen, wie sie im Prozess
einer Milchsdurefermentation mitunter vorliegen, wurden Nitrile in der Literatur als bevorzugte
Abbauprodukte genannt [11]. Die Bildung von Thiocyanaten, Epithionitrilen und Oxazolidinen ist
ebenso moglich. Die Bestimmung der aus den GSL resultierenden Abbauprodukte in den
Fermentationsansatzen erfolgte aus dem verarbeiteten Zustand zu unterschiedlichen Zeitpunkten
innerhalb von 20 Tagen wahrend der Fermentation. Zu den Probenahmen sind Proben der
Fermentationsfllissigkeit und des Pflanzenmaterials entnommen worden. Die Proben des
Pflanzenmaterials wurden zur Hydrolyse der GSL durch die pflanzeneigen Myrosinase homogenisiert,
nach der in Abschnitt 6.2 beschriebenen Methode aufgearbeitet und anschlieBend mittels GC-MS

analysiert.

Die GSL-Abbauprodukte, die im Verlauf der Fermentation der verschiedenen Gemiuse identifiziert und
quantifiziert wurden sind in Tabelle 36 mit ihren Retentionszeiten und Match-Faktoren aufgelistet. Der
Match-Faktor gibt die Ubereinstimmung der m/z-Werte und relativen Intensititen der Signale einer

Probe mit den Massenspektren des Standards der Datenbank an und wird in 0-100 % ausgedriickt.

Tabelle 36: Identifizierte GSL-Abbauprodukte mit Match-Faktoren und Retentionszeiten.

Abbauprodukt Retentionszeit [min] ‘ Match-Faktor [%] Probenbezeichnung*
Brokkoli

3-Butenyl-ITC 9,64 99,74 T1 1;3
Erucin 22,78 85,25 T1 1;3
Iberin 25,76 72,22 T1 2;3
Sulforaphan 27,80 71,53 T1 2;3
3-Hydroxymethylindol 38,29 98,06 T20; 1
Rotkohl

Allyl-ITC 7,59 96,47 T3;1
3-Butenyl-ITC 9,63 99,21 T3;1
Erucin 22,75 85,01 T6; 3
lberin 25,75 71,06 T3;1
Sulforaphan 27,73 71,55 T3;1
Chinakohl

4-Pentenyl-ITC 12,30 68,50 T1.1;1
3-Phenylpropionitril 17,79 98,89 T1 1;1
2-Phenylethyl-ITC 23,40 48,48 T1 1;1
3-Hydroxymethylindol 28,32 49,64 T1 1;1

* Bezeichnung der Probe aus der die angegebenen Werte der identifizierten Abbauprodukte bestimmt wurden (Zeitpunkt
der Probenahme; Nr. der Parallelbestimmung)
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Bei Match-Faktoren unter 70 % sind die Signale der Massenspektren genauer betrachtet worden.

Im Chinakohl wurde 2-Phenylethyl-ITC mit einem Match-Faktor von 48,48 % identifiziert. Dieses ITC
wird aus dem Abbau des Gluconasturtiins gebildet. Bei der Analyse der GSL im Chinakohl wurde diese
Verbindung identifiziert, ein Vorkommen des 2-Phenylethyl-ITC in den Proben des Chinakohls wurde
daher als sehr wahrscheinlich eingeschatzt. Das Signal der Probe mit einer Retentionszeit von
23,40 min ist mit dem der Standardsubstanz (23,42 min) und einem Matrixpeak mit &dhnlicher

Retentionszeit verglichen worden. Diese ist in Abbildung 21 dargestellt.

UHENOWH M = RE 229007 1 RE 00 Scan: 3029 | RT: 23,354 | RI: 0,0 | Detector: MS1 | Type: Centroid | Signal: 627
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Abbildung 21: Vergleich des Massenspektrums des Signals der Probe (links) mit dem eines Matrixpeaks (rechts). Die
gespiegelten in Schwarz dargestellten m/z-Werte entstammen dem analysierten Standard des 2-Phenylethyl-ITC.

Das Molekilion mit dem m/z-Wert 163 und die fir 2-Phenylethyl-ITC charakteristischen Fragmente
von m/z 105, 91, 77 und 65 in der Probe stimmen mit denen des Standards Uberein. Weitere m/z-
Werte wie 85, 71, 57 oder 43 wurden der Matrix zugewiesen. Da das entsprechende Signal sowohl in
Retentionszeit als auch anhand der charakteristischen Fragmentierung eindeutig mit der analysierten
Standardsubstanz Ubereinstimmt, konnte die ldentifizierung des 2-Phenylethyl-ITC im Chinakohl

bestatigt werden.

Zur eindeutigen Identifizierung von 4-Pentenyl-ITC (Match-Faktor: 68,50 %) wurde das gleiche
Verfahren angewandt. Das Massenspektrum des Signals der Probe (12,30 min) wurde mit einem
Matrixpeak dhnlicher Retentionszeit und dem in der NORMAN Mass Bank enthaltenen Spektrum der
Standardsubstanz 4-Pentenyl-ITC [95] verglichen (siehe Abbildung 22). Es wurden alle
charakteristischen Fragmente des Literatur-Massenspektrums im Spektrum des Probensignals in

dhnlichen Verteilungen wiedergefunden.
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UNKNOWN MS = RT:12,29703 | RE 0,0

LIBRARY MS = NAME: 4 Pentenyl ITC | CAS: |RT:12,3|RL: 0,0

Scan: 1412 | RT: 12,214 | RL: 0,0 | Detector: MS1 | Type: Centroid | Signal: 89€
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Abbildung 22: Vergleich des Massenspektrums des Signals der Probe (links) mit dem eines Matrixpeaks (rechts). Die
gespiegelten in Schwarz dargestellten m/z-Werte entstammen dem Standard des 4-Pentenyl-ITC.

Als drittes Signal mit einem Match-Faktor von unter 70% wurde im Chinakohlferment 3-
Hydroxymethylindol (Match-Faktor: 49,64 %) identifiziert. Das Massenspektrum des Signals der Probe

mit einer Retentionszeit von 28,32 min ist mit dem der Standardsubstanz (28,31 min) und dem eines

Matrixpeaks dhnlicher Retentionszeit verglichen worden (siehe Abbildung 23).

UNKNOWN MS = RT: 28,32063 | RL: 0,0

LIBRARY MS = NAME: BACN | CAS: | RT: 28,307 | RL: 0,0

Scan: 3745 | RT: 28,286 | RL: 0,0 | Detector: MS1 | Type: Centroid | Signal: 82¢
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Abbildung 23: Vergleich des Massenspektrums des Signals der Probe (links) mit dem eines Matrixpeaks (rechts). Die
gespiegelten in Schwarz dargestellten m/z-Werte entstammen dem Standard des 3-Hydroxymethylindol.

Zu erkennen ist eine Ubereinstimmung des Molekiilions (m/z = 156) und der Fragmente von m/z 130

und 101 in dhnlichen Verteilungen der relativen Hiufigkeiten der lonen. Die weiteren m/z-Werte des
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Signals der Probe (unter anderem 85, 71, 57, 43) sind der Matrix zugewiesen worden. Da das
entsprechende Signal sowohl in Retentionszeit als auch anhand der charakteristischen Fragmentierung
eindeutig mit der analysierten Standardsubstanz Gbereinstimmt, wurde auch hier die Identifizierung

des 3-Hydroxymethylindols bestatigt.

Im Folgenden werden die in den vier Brassica-Gewachsen identifizierten und im Verlauf der
Fermentation quantifizierten GSL und deren Abbauprodukte diskutiert. Ausgangspunkt der
Untersuchung des Fermentationsprozesses bildete die Analyse von frischem Pflanzenmaterial. Im
Folgenden wird auf die GSL und Abbauprodukte eingegangen, die einen grolReren Anteil am
Gesamtgehalt an GSL im jeweiligen Gem{ise haben. Prozentuale Veranderungen der Gehalte zwischen
den Zeitpunkten der Probenahme beziehen sich, wenn nicht anders genannt, auf den Wert zum
Zeitpunkt T1_ 0 (frisches, unfermentiertes Pflanzenmaterial). Die analysierten GSL und ihre
entsprechenden Abbauprodukte sind in den Graphiken in dhnlichen Farben dargestellt um eine

bessere Ubersicht tiber die verschiedenen Analyten und ihre Herkunft zu haben.

7.2.4 Fermentation von Brokkoli

Glucosinolate

In den Brokkolirdschen wurde der héchste Gesamt-GSL-Gehalt aller vier untersuchten Gemiise mit
18,88 mg/100 g FM quantifiziert. Von den ausgewdhlten zu analysierenden GSL wurden die
aliphatischen GSL Gluconapin, Glucoiberin, Glucoraphanin, Progoitrin und Sinigrin, das indolische GSL
Glucobrassicin und das aromatische GSL Gluconasturtiin identifiziert. Der Gehalt des Sinigrin lag unter
der Bestimmungsgrenze. Somit konnte kein valider Wert fiir dieses GSL bestimmt werden. Im
Folgenden wird auf die GSL mit dem héchsten Gehalt (Glucoiberin, Glucoraphanin und Glucobrassicin)

eingegangen. Abbildung 24 stellt die Konzentrationen dieser drei Verbindungen graphisch dar.
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Abbildung 24: Gehalte an Glucoiberin, Glucoraphanin und Glucobrassicin [mg/100 g FM] in rohem Brokkoli.
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Das aliphatische Methylsulfinyl-GSL Glucoraphanin ist das GSL mit dem héchsten analysierten Gehalt
in rohem Brokkoli. In 100 g frischem Material wurden im Rahmen dieser Arbeit 13,86 mg quantifiziert.
Dieser Gehalt ist vergleichbar mit den 2004 von Schonhof et al. veroffentlichten Glucoraphanin-
Gehalten von 15,02 — 90,87 umol/100g FM (entspricht 6,57 —39,75 mg/100 g FM). Glucoiberin
(analysiert: 1,03 mg/100 g FM) und Glucobrassicin (analysiert: 2,94 mg/100 g FM) wurden ebenfalls in
verschiedenen Brokkoliarten zu 0,63 - 8,94umol/100g FM (Glucoiberin, entspricht
0,27-3,79 mg/100gFM) und 12,71 - 270,1g/100g FM (Glucobrassicin, entspricht
5,69 — 120,86 mg/100 g FM) quantifiziert [90]. Im Verlauf der Fermentation verringerten sich die
Konzentrationen an Glucoiberin, Glucobrassicin und Glucoraphanin bis zu Tag 13 (unterhalb der
Nachweisgrenze) kontinuierlich. Die prozentualen Gehalte der GSL des Brokkoliferments (bezogen auf
den Gehalt an T1_0) zu den verschiedenen Zeitpunkten der Fermentation sind in Abbildung 25

veranschaulicht.
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Abbildung 25: Prozentuale Gehalte der GSL Glucoiberin, Glucoraphanin und Glucobrassicin des Brokkoliferments von T1_0
bis T13, bezogen auf den GSL-Gehalt an T1_0.

Aus dieser Abbildung geht ein rapider Abfall der GSL-Gehalte wahrend der Fermentation hervor. Dieses
ist besonders deutlich nach der ersten Stunde des Experiments zu beobachten. Die Konzentration des
Glucoraphanins sinkt um rund 27 % von 13,86 mg/100 g FM auf 10,06 mg/100 g FM. Die hdchste
Reduktion der Konzentration (51,96 %) wurde bei dem Methylsulfinyl-GSL Glucoiberin beobachtet. Die
rasche Verminderung der Konzentrationen innerhalb der ersten Stunde der Fermentation sind auf die
Verarbeitung des Pflanzenmaterials zum Fermentationsansatz zurlickzufiihren. Durch die
Beschadigung der Zellstrukturen durch mechanische Einwirkung kann das pflanzeneigene Enzym
Myrosinase in Kontakt mit den GSL getreten sein. Dieses Enzym hydrolysiert die GSL wie in Abschnitt

4.2 zu einer Vielzahl von Abbauprodukten. Durch Zugabe von Natriumchlorid erhéht sich aufgrund des
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dadurch entstehenden Konzentrationsgefélles der osmotische Druck und es tritt vermehrt Zellsaft aus
dem Inneren an die Oberflache. Dieses kann den Abbau der GSL beglinstigt haben indem es durch das
Austreten des Zellsaftes den Kontakt der Myrosinase mit ihrem Substrat erleichtert hat. Die
Verringerung der Konzentrationen der GSL im Pflanzenmaterial kann ebenfalls durch den Austritt der
Flussigkeit aus dem Pflanzenmaterial erklart werden, da auch GSL in die Fermentationsflissigkeit
ausgetreten sein kdnnen und sich dadurch die Konzentration im Pflanzenmaterial selbst verringert hat.
Dieses wurde 2005 bereits durch Vicas et al. Beobachtet [96]. Die Reduzierung des Glucoraphanin-
Gehaltes innerhalb von 4 Stunden vom Zeitpunkt T1_1zu T1_2 um 6,72 % auf 9,13 mg/100 g FM kann
ebenfalls durch den erldauterten enzymatischen Abbau der GSL und dem Austritt der GSL aus dem
Pflanzenmaterial begriindet werden. Im weiteren Verlauf der Fermentation nahmen die
Konzentrationen stetig weiter ab, jedoch in kleineren Mengen bezogen auf das gleiche Zeitintervall.
Innerhalb von 3 Tagen (von T1_2 auf T3) sank der Gehalt an Glucoraphanin um 31,44 %. Im gleichen
Zeitintervall von T3 auf T6 sank der Gehalt nur um 10,92 %. Ein Grund fir die stirker auftretenden
Effekte zu Beginn der Fermentation kénnte in der héheren Konzentration der durch das mechanische
Einwirken herausgelosten GSL liegen. Ebenso ist der Konzentrationsunterschied zwischen der
zugegebenen Salzlésung und dem Pflanzenmaterial zu Beginn am GréRten und somit auch das
Bestreben zum Konzentrationsausgleich zwischen der Flissigkeit und dem Pflanzenmaterial. Dies
fihrte zu einem vermehrten Fllssigkeitsaustritt. Ab Tag 13 der Fermentation lagen die GSL im
Pflanzenmaterial nur noch in geringen Konzentrationen bzw. unterhalb der Nachweisgrenze vor.
Martinez-Villaluenga et al. machten 2009 &hnliche Beobachtungen nach 7 Tagen der
Milchsaurefermentation von [72]. Bezogen auf den Gesamt-GSL-Gehalt zu Beginn der Fermentation
konnte am Probenahmezeitpunkt T6 noch ein Anteil von 22,27 % an GSL analysiert werden. Dabei wies
Brokkoli nach 6 Tagen Fermentation den héchsten Gehalt an GSL im Vergleich mit den drei anderen
analysierten Gemuisen Rotkohl (5,56 %), Spitzkohl (1,94 %) und Chinakohl (1,14 %) auf. Bei der
Herstellung des Fermentationsansatzes wurden nur die Brokkoliréschen abgetrennt und nicht, wie bei
den anderen Ansatzen, das Pflanzenmaterial klein geschnitten. Daher wurden geringere Einfllsse des

enzymatischen Abbaus erwartet als bei den anderen Gem{sen.

Glucosinolat-Abbauprodukte

Im Verlauf der Fermentation konnten die Abbauprodukte Sulforaphan (aus dem Abbau von
Glucoraphanin), lberin (aus Glucoiberin), 3-Butenyl-ITC (aus Gluconapin) und Indol-3-acetonitril
(ebenfalls aus dem Abbau von Glucoraphanin) identifiziert und quantifiziert werden. Ebenfalls
nachgewiesen wurde das ITC Erucin. Dieses resultiert aus dem Abbau des GSL Glucoerucin, welches
nicht Bestandteil dieser Untersuchung war. Tabelle 37 fasst die wahrend der Fermentation

quantifizierten  GSL-Abbauprodukte zusammen. In der graphischen Darstellung des
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Fermentationsverlaufs (siehe Abbildung 26) wurde das Sulforaphan zur besseren Anschaulichkeit

ausgeschlossen.

Tabelle 37: Gehalte an GSL-Abbauprodukt im Pflanzenmaterial des Brokkoliferments zu den jeweiligen Zeitpunkten der
Probenahmen in mg/100 g FM.

GSL-Abbau- | Zeitpunkt der Probenahme

produkt T1_1 T1.2 T3 T6 Ti3 T20

Erucin 0,90 £ 0,10 0,85+0,07 | 1,19+0,21 0,89 £ 0,02 U. XgG 0,63 +0,03
Iberin 3,80+ 0,67 4,67+0,57 |6,11+0,48 2,15+0,18 U. XgG U. XgG
Sulforaphan | 43,48+ 10,62 | 65,5+7,35 |81,27+5,05 |21,77+0,93 | 8,60+0,44 | 8,33+0,50
Indol-3-

acetonitril 1,33+0,38 1,24+0,13 | 2,42+0,14 2,02+0,22 2,26 £0,09 | 3,75+ 0,60
3-Butenyl- U. XsG U. XsG

ITC 2,17+0,17 2,11+0,17 | 2,22+0,15 1,21+0,04

u. Xge — unterhalb der Bestimmungsgrenze des Analyten
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Abbildung 26: Gehalte der Abbauprodukte Indol-3-acetonitril, Erucin, 3-Butenyl-ITC und Iberin [mg/100 g FM] im
Brokkoliferment zu den verschiedenen Probenahmezeitpunkten wahrend der Fermentation.

Bei allen Fermentationsansatzen waren hohe Gehalte der Abbauprodukte im Vergleich zu den

analysierten Gehalten ihrer jeweiligen GSL auffallig. Es wurde erwartet, dass der Gehalt des jeweiligen

gefundenen GSL gleich oder hoher der Konzentration der daraus resultierenden Abbauprodukte zu

jedem Zeitpunkt der Probenahme ist. Beispielsweise ist Glucoiberin in rohem Brokkoli mit einem

Gehalt von 1,03 + 0,15 mg/100 g FM quantifiziert worden. Eine Stunde nach Beginn der Fermentation

wurde fir das Abbauprodukt Iberin ein Wert von 3,80 + 0,67 mg/100 g FM bestimmt. Ursachlich

hierfir kdnnen Verluste an GSL bei der Aufarbeitung sein. Ebenfalls kdnnen eine nicht vollstandige
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Extraktion der GSL aus dem Pflanzenmaterial oder eine nicht vollstiandig gehemmte Aktivitat der

pflanzeneigenen Myrosinase wahrend der Aufarbeitung Einfluss auf diese Resultate haben.

Die hochste Konzentration der jeweiligen Analyten aus der GSL-Bestimmung bzw. der
GSL-Abbauprodukte Bestimmung wiesen das Glucoraphanin und sein daraus gebildetes Abbauprodukt
Sulforaphan (81,27 £ 5,05 mg/100 g FM an T3) auf. Beginnend von dem Probenahmezeitpunkt T1_1
bis T3 stiegen die Gehalte der ITC im Pflanzenmaterial an. Erucin, Iberin und Sulforaphan erreichten
dabei die hochsten Gehalte. Die Identifizierung und Quantifizierung des Erucins im Brokkoli weisen auf
das Vorkommen seines parentalen GSL Glucoerucin hin. Dieses GSL wurde in der Vorbereitung des
Experiments nicht bericksichtigt, da in der Literatur keine bis nur in Spuren vorkommende
Glucoerucin-Gehalte in Brokkoli beschrieben worden sind [90]. Daher kann vermutet werden, dass das
Erucin aus der Reduktion von Sulforaphan entstand. Dieses hatten bereits Harris und Jeffery 2008 in

humanen Krebszellen beschrieben [6].

Zu Beginn des Experiments wurde die Hypothese formuliert, dass die Bildung der Abbauprodukte
zeitlich leicht verzogert im Fermentationsprozess beginnt und mit Abnahme der GSL-Gehalte ansteigt.
Diese Hypothese konnte durch die Ergebnisse im Verlauf der Fermentation bestatigt werden. Ab dem
Probenahmezeitpunkt T3 wurde das pH-Optimum fir die Bildung von ITC von pH 7-6 mit einem pH von
5,77 unterschritten (siehe Tabelle 30, Seite 61) [11]. Infolge dessen kdnnen ab T3 geringere Mengen
an ITC gebildet worden sein. Dieses wurde ebenfalls in den Ergebnissen deutlich. Zum Zeitpunkt T20
lagen die Gehalte an 3-Butenyl-ITC und Iberin unter den jeweiligen Nachweisgrenzen. Zu diesem
Zeitpunkt wurden auch fiir Erucin und Sulforaphan die geringsten Gehalte im Verlauf der Fermentation

bestimmt.

Da wahrend der Fermentation aufsteigende Gase nicht gesammelt und beprobt worden sind, kann es
aufgrund der Fliichtigkeit der ITC zu einer Abnahme der Gehalte wahrend der Fermentation

gekommen sein.

Das aus Glucobrassicin entstehende Nitril Indol-3-acetonitril erreichte am Probenahmezeitpunkt T20
seinen héchsten Gehalt von 3,75 + 0,60 mg/100 g FM. Im Vergleich dazu lag der Gehalt an T1 bei
1,33 £ 0,38 mg/100 g FM. Der im spateren Verlauf der Fermentation abgesunkene pH-Wert hin zum
optimalen Bereich fir die Nitrilbildung kann die Bildung des Indol-3-acetonitril zu diesem Zeitpunkt

beglinstigt haben.

Der Ubergang von GSL und deren Abbauprodukten in die umgebende Flissigkeit bei
Verarbeitungsprozessen wie Kochen oder Fermentieren von GSL-haltigem Gem{se flihrt zu geringeren
GSL- und Abbauproduktmengen im Pflanzenmaterial. Bei der Fermentation kdnnen die in die
Flussigkeit (ibergegangenen GSL mit der ebenfalls aus dem Pflanzenmaterial ausgetretenen

Myrosinase in Kontakt treten und hydrolysiert werden [97]. Die dabei entstehenden Abbauprodukte
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und deren Gehalte wurden im Rahmen dieser Arbeit durch die Analyse der Fermentationsflissigkeit

untersucht.
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Abbildung 27: Gehalte an Sulforaphan [mg/100 g FM] im Pflanzenmaterial des Brokkolis und der umgebenden
Fermentationsflissigkeit zu allen Zeitpunkten der Probenahme.
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Abbildung 28: Gehalte an Indol-3-acetonitril [mg/100 g FM] im Pflanzenmaterial des Brokkolis und der umgebenden
Fermentationsflissigkeit zu allen Zeitpunkten der Probenahme.
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Nur flar Erucin (T13), Sulforaphan (T13, T20) und Indol-3-acetonitril wurden in der Flissigkeit
Konzentrationen Uber der Bestimmungsgrenze analysiert. Ab T13 konnte bei Sulforaphan (siehe
Abbildung 27) bzw. ab T6 bei Indol-3-acetonitril (siehe Abbildung 28) ein Anstieg der Gehalte in der
flissigen Phase der Proben beobachtet werden. An Tag 20 wurden in der FermentationsflUssigkeit
67,74 % des im festen Pflanzenmaterial bestimmten Gehaltes an Indol-3-acetonitril quantifiziert. Somit
konnte der Ubergang der GSL Glucobrassicin und Glucoraphanin sowie ihrer Abbauprodukte anhand
letzterer nachgewiesen werden. Es wurde vermutet, dass sowohl die Hydrolyse des, aus dem
Pflanzenmaterial in die fliissige Phase libergegangenen Glucobrassicin, als auch der Ubergang des im
Pflanzenmaterial durch Myrosinase gebildeten Abbauprodukts in die umliegende Fliissigkeit zu den

gefundenen Gehalten des Abbauprodukts gefiihrt haben.

7.2.5 Fermentation von Rotkohl

Glucosinolate

Der Rotkohl wies von den vier fir die Studie verwendeten Gemiisen die grofSte Vielfalt an GSL auf.
Sieben der acht ausgewahlten Verbindungen wurden mit Gehalten (Uber der Nachweisgrenze

guantifiziert.
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Abbildung 29: Gehalte an Glucoiberin, Progoitrin, Sinigrin, Glucoraphanin und Glucobrassicin [mg/100 g FM] in rohem
Rotkohl.

Sinigrin wies dabei den héchsten Gehalt mit 2,53 £ 0,12 mg/100 g FM (im rohen Pflanzenmaterial) auf
(siehe Abbildung 29). Interessant war hierbei, dass Volden et al. (2008) in Rotkohl einen Gehalt von
40,4 umol/100 g FM (entspricht 16,1 mg/100 g FM) und Glucoraphanin als GSL mit dem hé&chsten
Gehalt in Rotkohl angegeben haben [52]. Die Ausbildung von GSL und deren Vielfalt ist sehr stark

abhingig von Faktoren wie der Sorte der Pflanze, dem Wachstumsstadium und Kompartimenten der
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Pflanze, sowie duBeren Faktoren wahrend des Wachstums[10]. Auch die Lagerungsbedingungen der
Proben bis zur Analyse sind wichtige Parameter in der Betrachtung der Gehalte an GSL. In der Arbeit
von Volden et al. wurden Rotkohlsamen in 96-Well Plates ausgesat, nach 28 Tagen im Gewdachshaus
(bei 20 °C/Tag, 18 °C/Nacht, 16 Stunden Licht) vereinzelt und auf einem Testfeld angepflanzt. Dort
wurden sie nach 128 Tagen geerntet und bei 0—1 °C und 98 % relativer Luftfeuchtigkeit gelagert.
Gegenlber den kontrollierten Lagerbedingungen in der Arbeit von Volden et al. ist in der vorliegenden
Arbeit keine Kontrolle der Lagerbedingungen moglich gewesen. Dies konnte auch den von der Studie
aus 2008 stark abweichenden Gehalt an Sinigrin in dem untersuchten Rotkohl erklaren. Der Gesamt-
GSL-Gehalt wurde mit 9,37 +0,4 mg/100 g FM bestimmt. Die niedrigeren pH-Werte zu den
verschiedenen Zeitpunkten der Fermentation im Vergleich zum Brokkoliferment deuteten darauf hin,
dass eventuelle Auswirkungen des Fermentationsprozesses schneller sichtbar werden. Ein weiterer
Unterschied zum Brokkoli ist der Fermentationsansatz selbst. Zur Fermentation des Brokkolis wurde
deutlich mehr Wasser verwendet, als beim Rotkohlansatz. Der Effekt des Auslaugens der GSL kénnte
dadurch weniger stark ausgepradgt gewesen sein, als es beim Brokkoli der Fall war. Dennoch
verringerten sich die Gehalte der GSL von Zeitpunkt T1 0 zu T1_2 signifikant zum spéateren

Fermentationsverlauf (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Prozentuale Gehalte der GSL Glucoiberin, Progoitrin, Sinigrin, Glucoraphanin und Glucobrassicin des
Rotkohlferments von T1_0 bis T13, bezogen auf den GSL-Gehalt an T1_0.

Sinigrin wurde durch die mechanische Einwirkung und den darauffolgenden Abbau weniger stark
beeinflusst als die GSL Progoitrin, Glucoiberin, Glucoraphanin und Glucobrassicin, folgte sonst aber
dem gleichen Schema. Studien von Botti et al. (1995) beschaftigten sich unter anderem mit der
Affinitat der Myrosinase mit verschiedenen Substraten (GSL und strukturell hnliche Glykoside). Dabei

zeigte sich ebenfalls keine Diskriminierung zwischen GSL, deren Abbauraten dhnlich waren [98].
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Der Gehalt an Sinigrin sank von T1_0 auf T1_1 um 11,36 %, der Gehalt an Glucoraphanin um 36,51 %.
Dies kann auf die von Winde (2011) gezeigte Substratspezifitit der Myrosinase oder auf die
Wechselwirkung der Analyten mit der Matrix zurlckzufiihren sein [99]. Ein GSL, dass besser aus dem
Pflanzenmaterial in die umgebende Fllssigkeit austritt, kann besser hydrolysiert werden, als eines, das
stark mit der Matrix wechselwirkt und als Substrat nicht zur Verfligung steht. Innerhalb von drei Tagen
(von T1_2 auf T3) nahmen die Gehalte der GSL nur minimal ab. Bei Sinigrin konnte sogar ein leichter
Anstieg des Gehaltes um 2,24 % beobachtet werden. Da der enzymatische Abbau von GSL nicht
reversibel ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Stirke des enzymatischen Abbaus im
Probenmaterial je nach Zerkleinerungsgrad schwankt und somit ein hoherer Gehalt analysiert werden
konnte. Des Weiteren koénnte der zunehmende Abbau des Pflanzenmaterials wdhrend der
Fermentation die Wechselwirkung des Sinigrins mit der Pflanzenmatrix verringert haben, wodurch sich
dieses besser daraus extrahieren lieS. Von T3 auf T6 konnte bei allen analysierten GSL ein starkerer
Abfall des Gehaltes im Pflanzenmaterial detektiert werden, als im gleichen Zeitintervall von T1_2 auf
T3. Der Gehalt an Sinigrin fiel hierbei um 48,55% auf 1,46 +0,18 mg/100 g FM. Dieses
Konzentrationsgefille kann beispielsweise durch den starken Abfall des pH-Wertes des Ferments von
pH 5,08 (T3) auf pH 3,47 (T6) ausgelost worden sein. Ein verstarktes Auslaugen der GSL aus der sich
abbauenden Pflanzenmatrix ist jedoch wahrscheinlicher, da Tiedink et al. 1991 in einer Studie eine

hohe Stabilitat von GSL unter sauren Bedingungen (pH>2) bestatigen konnten [100].

Verglichen mit dem rohen Ausgangsmaterial wurde nach 6 Tagen ein Abfall des Gehaltes von Sinigrin
von Uber 90 % beobachtet. Zum Probenahmezeitpunkt T13 wurde im Rotkohlferment nur noch eine

geringe Aktivitat des GSL-Abbaus mit minimalen Gehalten nahe der Nachweisgrenze beobachtet.

Glucosinolat-Abbauprodukte

Im Verlauf der Fermentation sind in Rotkohl die ITC Sulforaphan (aus Glucoraphanin), Iberin (aus
Glucoiberin), Allyl-ITC (aus Sinigrin) und 3-Butenyl-ITC (aus Gluconapin) identifiziert und quantifiziert
worden. Letzteres wurde zu allen Zeitpunkten der Probenahme in Konzentrationen unterhalb der
Bestimmungsgrenze analysiert. Zudem wurde hier ebenfalls das ITC Erucin identifiziert. Die
analysierten Gehalte sind in Tabelle 38 aufgelistet und in Abbildung 31 graphisch veranschaulicht. Zur
besseren Veranschaulichung wurde Sulforaphan in Abbildung 31 nicht aufgefiihrt. Die Gehalte von
Sulforaphan sind in der Gegenliberstellung von Befunden in der Fermentationsflissigkeit und dem

Pflanzenmaterial in Abbildung 32 aufgetragen.
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Tabelle 38: Gehalte an GSL-Abbauprodukt im Pflanzenmaterial des Rotkohlferments zu den jeweiligen Zeitpunkten der
Probenahmen in mg/100 g FM.

GSL-Abbau- Zeitpunkt der Probenahme

produkt T1_1 T1_2 T3 T6 T13 T20

Erucin U. Xnwé 0,76 +0,04 |095+005 |085+0,17 |0,74+0,11 | 0,79+0,08
Iberin 3,74+0,39 |7,38+061 |7,31+097 |3,57+0,40 |2,23+0,14 U. XgG
Sulforaphan 8,10+0,46 | 11,10+1,50 | 11,55+0,78 | 8,52+0,32 | 7,62+0,28 | 8,15+0,36
Allyl-ITC U. XNnwe 0,79+0,09 |090+0,04 |0,72£0,05 |0,71+£0,04 |0,80+0,04
3-Butenyl-ITC | 0,41+0,03 |0,59+0,06 |0,69+0,04 |0,52+0,15 |0,20£0,02 | u.Xnwe

u. Xge — unterhalb der Bestimmungsgrenze des Analyten; u. xyws — unterhalb der Nachweisgrenze des Analyten
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Gehalt an Analyt [mg/100 g FM]
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M Erucin Iberin Allyl-ITC ® Indol-3-acetonitril

Abbildung 31: Gehalte der Abbauprodukte Erucin, Iberin, Allyl-ITC und Indol-3-acetonitril [mg/100 g FM] im Rotkohlferment
zu den verschiedenen Probenahmezeitpunkten wahrend der Fermentation.

Aus der obigen Abbildung ist, ebenso wie aus den Gehalten der Abbauprodukte im Brokkoliferment,
ein Anstieg der ITC-Gehalte von Erucin, Sulforaphan und Allyl-ITC von T1_1 zu T3 zu beobachten.
Dominierendes Abbauprodukt im Rotkohlferment war das Sulforaphan mit einem maximalen Gehalt
von 11,55 + 0,79 mg/100 g FM an T3, gefolgt von Iberin mit 7,38 + 0,61 mg/100 g FM (T1_2). Erucin
und Allyl-ITC wiesen zum Zeitpunkt T3 vergleichbare Gehalte von 0,95 + 0,05 mg/100 g FM (Erucin)
und 0,90 + 0,04 mg/100 g FM (Allyl-ITC) auf.

Das vor allem in Senf fiir seinen Scharfeeindruck bekannte Allyl-ITC war somit nicht, wie aus der
Verteilung der GSL im rohen Rotkohl vermutet wurde, das ITC mit dem héchsten Gehalt [18]. Das durch
Ciska et al. (2004) identifizierte Goitrin (aus der Hydrolyse von Progoitrin) bei der Verarbeitung von
WeiRRkohl wurde im Rotkohl nicht nachgewiesen. Zum Probenahmezeitpunkt T20 waren wie im oberen
Abschnitt aufgefiihrt alle GSL zum groRten Teil abgebaut beziehungsweise nicht mehr oberhalb der

Nachweisgrenze detektierbar. Bei der Homogenisierung des Pflanzenmaterials im Zuge der
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Aufarbeitung kann es somit zu keiner signifikanten Neubildung der Abbauprodukte gekommen sein.
Die an T20 bestimmten GSL-Abbauprodukte resultierten daher aus den zu friiheren Zeitpunkten
abgelaufenen Hydrolysen. Der leichte Anstieg des Gehaltes von Sulforaphan von T13
(7,62 £ 0,28 mg/100 g FM) auf T20 (8,15 £ 0,36 mg/100 g FM) beruht dabei auf der teils inhomogenen
Verteilung der Analyten innerhalb des Pflanzenmaterials. Im Verlauf der Fermentation wurde
beobachtet, dass der Gehalt an Sulforaphan ab T6 stagnierte. Die minimalen Schwankungen im Gehalt
sind auf die bereits mehrfach erwahnte Inhomogenitat des Pflanzenmaterials und Ungenauigkeiten

der Methode hinsichtlich der Aufarbeitung und der Messprazision zurlickzufiihren.

Aufgrund der Fliichtigkeit der ITC kam es (iber den Zeitraum der Fermentation zu Verlusten dieser
vermehrt von T1_1 bis T3 gebildeten Abbauprodukte in den Fermentationsansatzen. Vor allem die ITC
von Sinigrin und Glucoiberin waren aufgrund ihrer hohen Fliichtigkeit stark betroffen [92]. Uber der
Bestimmungsgrenze liegende Konzentrationen an Sulforaphan wurden in den Proben der flissigen
Phase ab Probenahmezeitpunkt T3 analysiert. Eine vergleichende Darstellung der Gehalte an
Sulforaphan in dem Pflanzenmaterial und der umgebenden Flissigkeit ist in Abbildung 32 dargestellt.
Somit wurde ein Ubergang aus dem Pflanzenmaterial beziehungsweise eine Bildung von Sulforaphan

aus Glucoraphanin in der Fermentationsflissigkeit beobachtet.
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Abbildung 32: Gehalte an Sulforaphan [mg/100 g FM] im Pflanzenmaterial des Rotkohls und der umgebenden
FermentationsflUssigkeit zu allen Zeitpunkten der Probenahme.
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7.2.6 Fermentation von Spitzkohl

Glucosinolate

Im Spitzkohl dominierten die aliphatischen GSL Glucoiberin und Sinigrin, sowie das indolische
Glucobrassicin. Diese drei Verbindungen machten jeweils liber 5% des Gesamt-GSL-Gehaltes

(4,42 £ 0,2 mg/100 g FM) aus.

2,5

2,3 I
2,0

1,8

15 I

1,3

1,0
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Gehalt GSL [mg/100 g FM]

0,5
0'3 —
0,0

Gl SG GB

Abbildung 33: Gehalte an Glucoiberin, Sinigrin und Glucobrassicin [mg/100 g FM] in rohem Spitzkohl.

Die Verwandtschaft des Spitzkohls (Brassica oleracea var. Capitata f. alba subv. Conica) mit dem
Weillkohl (Brassica oleracea convar. Capitata var. Alba) fiihrte zur Hypothese, dass sich der Spitzkohl
in seinem Fermentationsverhalten dem des WeiRkohles dhnelt. So wurden &dhnliche Ergebnisse
erwartet wie sie in der Literatur fir WeiRkohl beschrieben wurden [72, 92, 101]. Die Verteilung der
GSL und ihre GSL waren in dem durchgefiihrten Experiment jedoch anders als in der Literatur fiir den
WeiRkohl beschrieben. Sinigrin ist im analysierten rohen Spitzkohl mit 2,16 + 0,15 mg/100 g FM das
GSL mit dem hochsten Gehalt, gefolgt von Glucoiberin (1,57 + 0,09 mg/100 g FM) und Glucobrassicin
(0,38 £ 0,09 mg/100 g FM). Sarvan et al. beschrieben 2013 in WeiRkohl Glucoiberin als das GSL mit
dem hochsten Gehalt (72,0 umol/100 g FM, entspricht 30,5 mg/100 g FM) sowie Sinigrin mit
47,3 umol/100 g FM (entspricht 18,8 mg/100 g FM), Glucoraphanin mit 19,5 umol/100 g FM
(entspricht 8,5 mg/100 g FM) und Progoitrin mit 11,3 umol/100 g FM (entspricht 4,4 mg/100 g FM)
[101]. Progoitrin wurde im analysierten Spitzkohl nur mit einem Gehalt von 0,18 + 0,02 mg/100 g FM

quantifiziert.
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Abbildung 34: Prozentuale Gehalte der GSL Glucoiberin, Sinigrin und Glucobrassicin des Spitzkohlferments von T1_0 bis T13,
bezogen auf den GSL-Gehalt an T1_0.

Im Abbau der GSL vom rohen Zustand des Kohls an T3 unterschied sich Glucobrassicin markant durch
einen geringen Konzentrationsanstieg von 2,82 % zu Zeitpunkt T1_0 auf T1_1 und einer nur geringen
Abnahme um 8,56 % von T1_1 auf T1_2. Der leichte Anstieg kann wie beim Rotkohl auf
Wechselwirkungen mit der Pflanzenmatrix oder den unterschiedlichen Zerkleinerungsgrad des
Probenmaterials zuriickzufiihren sein. Weiterhin wird vermutet, dass durch Matrixeffekte im Spitzkohl
das Glucobrassicin weniger schnell durch den anfanglichen Abbau der GSL betroffen war und erst mit
fortschreitender Zersetzung des Pflanzengewebes in groReren Konzentrationen abgebaut worden ist.
Glucoiberin wurde in der ersten Stunde nach Ansatz der Fermentation um mehr als die Halfte (58,54 %)
abgebaut. Von T1_1 auf T1_2 war die Abnahme des Gehaltes mit 4,86 % wesentlich geringer. Der
Gehalt des Glucobrassicins verringerte sich von T1_2 auf T3 um 70,58 %. Bei Glucoiberin war im

gleichen Zeitraum der Gehalt im Unterschied dazu nur um 25,32 % gesunken.

In den beiden Kohlsorten Rotkohl und Spitzkohl wurden sowohl Sinigrin als auch Glucoiberin
identifiziert. Ein Vergleich des Verlaufs des Abbaus beider Verbindungen in den Gemiisen zeigte eine
zeitliche Verzogerung des Abbaus des Sinigrins gegenliber dem Glucoiberin in beiden Ansatzen.
Glucoiberin wurde zu Beginn in groBeren Mengen abgebaut als Sinigrin. Die Reduktion des Gehaltes
von T1_0 auf T1_2 in Rotkohl betrug 51,32 %, die des Sinigrins nur 44,48 %. Im Spitzkohl wurde bei
Glucoiberin im gleichen Zeitraum eine Verringerung des Gehaltes um 63,41 % ermittelt, bei Sinigrin
nur um 47,38 %. Mogliche Ursachen fiir diese Beobachtungen kénnen die Substratspezifitdt der
Myrosinase oder Matrixeffekte im Pflanzenmaterial sein, die zu einem schnelleren Abbau von

Glucoiberin gefiihrt haben [99].
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Glucosinolat-Abbauprodukte

In allen wahrend des Fermentationsprozesses genommenen und analysierten Proben von Spitzkohl
konnten keine der aus den identifizierten GSL resultierenden oder aus der Literatur erwarteten
Abbauprodukte identifiziert werden. Die bereits geringen Gehalte an GSL im rohen Spitzkohl und die
hohe Abbaurate der GSL in den ersten Stunden der Fermentation gaben im Vorfeld der Analyse der
Abbauprodukte Hinweise auf geringe Mengen an Abbauprodukten an. Dafiir verantwortlich kénnen
Matrixeffekte im Spitzkohl, die Flliichtigkeit der ITC, oder Verluste bei der Aufarbeitung gewesen sein.
Auch die vergangene Zeit zwischen Ernte des Kohls und Analyse des Pflanzenmaterials haben einen

Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse.

7.2.7 Fermentation von Chinakohl

Glucosinolate

In der Literatur finden sich bereits mehrfach Beschreibungen von Untersuchungen von GSL-Profilen
einer Vielzahl an Chinakohl-Varianten [45, 91, 102]. Dabei wurden unter Anderem Gluconasturtiin,
Glucobrassicin, Glucobrassicanapin und Progoitrin identifiziert. In der vorliegenden Arbeit konnten
diese GSL ebenfalls im untersuchten Chinakohl identifiziert werden (siehe Abbildung 35). lhre Gehalte
waren jedoch geringer als in der Literatur angegeben [102]. Unterschiede in den GSL-Profilen treten
zwischen unterschiedlichen Pflanzenarten, zwischen Sorten einer Art und den verschiedenen
Pflanzenkompartimenten einer Pflanze auf [10]. Zudem hat die Lagerdauer des Probenmaterials eine
grolRe Bedeutung in der Betrachtung des enzymatischen Abbaus der GSL. Im Zuge dieser Arbeit wurde
in rohem Chinakohl Progoitrin mit einem Gehalt von 1,49 + 0,15 mg/100 g FM, Glucobrassicanapin mit
0,75 £ 0,04 mg/100 g FM, Glucobrassicin mit 0,19 + 0,02 mg/100 g FM und Gluconasturtiin mit einem
Gehalt von 0,39 + 0,04 mg/100 g FM bestimmt.

Von den vier untersuchten Kohlsorten wies der Chinakohl den geringsten Gesamt-GSL-Gehalt

(2,89 + 0,16 mg/100 g FM) auf.

Bei der Praparation des Chinakohls zum Fermentationsansatz trat nach der Salzzugabe und dem
Beschweren des Pflanzenmaterials im Fermentationsgefa® mehr FlUssigkeit aus, als bei den
Fermentationsansatzen der drei anderen Kohlsorten. Es wurde vermutet, dass mit dem starkeren
Flussigkeitsaustritt auch verstarkt die GSL in die Fermentationsfllssigkeit austraten und somit nicht
mehr im Pflanzenmaterial detektiert werden konnten. Diese wurde durch die analysierten Gehalte der
vier genannten GSL zum Probenahmezeitpunkt T1_1 bestatigt. Der Gehalt des Progoitrins verringerte
sich dabei um 85,33 %, der Gehalt des Glucobrassicanapins um 81,98 % und des Gluconasturtiins um

74,30 % zum Gehalt im rohen Pflanzenmaterial. Der Abfall des Gehaltes war bei Glucobrassicin mit
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52,27 % im Vergleich zu den anderen drei GSL am geringsten. Die rapide Absenkung der Gehalte der

GSL, bezogen auf den Ausgangszustand T1_0 ist in Abbildung 36 verdeutlicht.

PG GBC GB GNT

Abbildung 35: Gehalte an Progoitrin, Glucobrassicanapin, Glucobrassicin und Gluconasturtiin [mg/100 g FM] in rohem
Chinakohl.
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Abbildung 36: Prozentuale Gehalte der GSL Progoitrin, Glucobrassicanapin, Glucobrassicin und Gluconasturtiin des
Chinakohlferments von T1_0 bis T13, bezogen auf den GSL-Gehalt an T1_0.
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Glucosinolat-Abbauprodukte

Wahrend des Prozesses der Fermentation von Chinakohl konnten verschiedene Abbauprodukte der

im rohen Chinakohl enthaltenen GSL identifiziert werden. Die identifizierten und quantifizierten

Abbauprodukte waren 4-Pentenyl-ITC aus der Hydrolyse von Glucobrassicanapin, Indol-3-acetonitril

(aus Glucobrassicin) und die beiden aus dem Abbau des Gluconasturtiin entstehenden Abbauprodukte

2-Phenylethyl-ITC und 3-Phenylpropionitril (siehe Tabelle 39 und Abbildung 37). Anhand der bereits

diskutierten GSL im Chinakohl wurden geringe Gehalte an Abbauprodukten erwartet.

Tabelle 39: Gehalte an GSL-Abbauprodukt im Pflanzenmaterial des Chinakohlferments zu den jeweiligen Zeitpunkten der
Probenahmen in pmol/100 g FM.

GSL- Zeitpunkt der Probenahme

Abbauprodukt T1_ 1 T1_2 T3 T6 T13 T20
2-Phenylethyl-ITC | 0,92+0,13 | 0,62+0,04 |0,52+0,03 |0,53+0,04 |0,47+£0,12 | 0,49+0,06
Indol-3-

acetonitril 0,86+0,09 |068+0,03 |083+0,04 |0,72+£0,05 |0,72£0,01 | 0,76 £0,06
3-Phenyl-

propionnitril 0,39+0,07 |0,17+0,05 | 0,06+0,01 |0,08+0,01 | 0,05+0,04 |0,06+0,01
4-Pentenyl-ITC* - - - - - -

* nicht erworbener Standard — Identifizierung liber die Datenbank

= - I =
T1_1 T1_2 T3 T6 T13 T20

Zeitpunkt der Probenahme
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Abbildung 37: Gehalte der Abbauprodukte 2-Phenylethyl-ITC, Indol-3-acetonitril und 3-Phenylpropionnitril [mg/100 g FM]
im Chinakohlferment zu den verschiedenen Probenahmezeitpunkten wahrend der Fermentation.
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Als dominierendes GSL wurde in rohem Chinakohl das Progoitrin identifiziert. Dessen primar aus der
Hydrolyse entstehendes Produkt Goitrin konnte jedoch zu keinem Probenahmezeitpunkt im

Pflanzenmaterial identifiziert werden [103].

Die Analysen der Abbauprodukte zeigten, dass die hochste Hydrolyseaktivitdt innerhalb der ersten
Stunde (T1_1) der Fermentation lag. Hier wurden die héchsten Gehalte aller Abbauprodukte ermittelt.
Im Vergleich dazu waren die hochsten Gehalte der Abbauprodukte in Brokkoli und Rotkohl bei T1_2
beziehungsweise T3 zu verzeichnen. Dieser Unterschied kann seine Ursache im bereits beschriebenen
starken FlUssigkeitsaustritt bei der Verarbeitung des Chinakohls haben. Dabei kann der Grol3teil der
mit der FlUssigkeit ausgetretenen GSL durch die pflanzeneigene Myrosinase zu den jeweiligen
Abbauprodukten hydrolysiert worden sein. Diese Hypothese korreliert auch mit der bereits

beschriebenen starken Reduktion der GSL von T1_0 auf T1_1 der Fermentation.

Ab dem Fermentationszeitpunkt T3 beziehungsweise T6 bei Indol-3-acetonitril verdanderte sich der
Gehalt der Abbauprodukte nicht mehr oder nur noch geringfligig. Durch die starke Abbaurate der GSL
zu Beginn der Fermentation war im weiteren Verlauf die Neubildung von Abbauprodukten stark
eingeschrankt. Ein Anstieg der Gehalte wurde daher als wenig wahrscheinlich eingeschatzt. Dieses
konnte durch den Grofiteil der Ergebnisse auch bestdtigt werden. Lediglich der Gehalt des Indol-3-
acetonitril zeigte einen leichten Anstieg von T1 2 (0,68+0,03 mg/100gFM) auf T3
(0,83 £ 0,04 mg/100 g FM). Die Bildung des Nitrils kann durch die Absenkung des pH-Wertes des

Ferments von pH 6,85 an Tag 1 auf pH 4,73 an Tag 3 beglinstigt worden sein.

Anhand der Uber der Bestimmungsgrenze liegenden Konzentrationen an 3-Phenylpropionitril in der
Fermentationsflissigkeit ab T3 wurde ein Ubergang aus dem Pflanzenmaterial beziehungsweise eine

geringe Neubildung des Nitrils aus dem GSL Gluconasturtiin beobachtet.

Eine Neubildung wurde aufgrund des an T3 nur noch in geringen Mengen vorhandenen GSL
(0,02 £ 0,00 mg/100 g FM) im Pflanzenmaterials als wenig wahrscheinlich angesehen. Der Ubergang
des 3-Phenylpropionitrils durch die zunehmende Zersetzung des Pflanzenmaterials in die FlUssigkeit

wurde als Begriindung der Beobachtungen dem vorgezogen.
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Abbildung 38: Gehalte an 3-Phenylpropionnitril [mg/100 g FM] im Pflanzenmaterial des Chinakohls und der umgebenden
Fermentationsflissigkeit zu allen Zeitpunkten der Probenahme.

7.2.8 Ascorbigen - Reaktionsprodukt aus dem Abbau von Glucobrassicin

Ein Reaktionsprodukt des aus Glucobrassicin entstehenden 3-Hydroxymethylindols mit Ascorbinsaure
ist das nicht fliichtige Ascorbigen. Ascorbinsdure ist in allen vier untersuchten Brassica-Gemiusen in
unterschiedlichen Mengen enthalten. Nach Angaben in der Literatur enthalt Brokkoli von den
ausgewahlten Pflanzen den hochsten Gehalt an Ascorbinsdure im Pflanzenmaterial von
88 — 118 mg/100 g, gefolgt von Rotkohl mit einem Konzentrationsbereich von 40 — 75 mg/100 g [104].
Fir Chinakohl ist der geringste Gehalt mit 16 —40 mg/100g angegeben. Spitzkohl ist eine
Untervarietat des Weillkohls und diesem in seiner Zusammensetzung dhnlich. Fiir Weikohl wird in
der Literatur ein Bereich von 30— 60 mg/100 g fiir Ascorbinsdure angegeben [104]. Da in allen vier
Proben ebenfalls das GSL Glucobrassicin identifiziert wurde, war die Analyse des Ascorbigens im
Verlauf der Fermentation in dieser Arbeit von besonderem Interesse. Hierbei sollte untersucht
werden, in welchem Verhaltnis Ascorbigen und 3-Hydroxymethylindol als miteinander konkurrierende

Abbauprodukte gebildet werden.

Das natirlich vorkommende Ascorbigen A und dessen 2-Epimer Ascorbigen B wurden aus Mangel an
kommerziell erhaltlichem Ascorbigen eigenstdndig synthetisiert. Hierfiir ist die in Abschnitt 6.7
beschriebene Methode von Kiss et al. (1966) verwendet worden [71]. Fur die Experimente in der
vorliegenden Arbeit wurde nur das Ascorbigen A verwendet. Die Abtrennung des Ascorbigen B erfolgte

durch Extrahieren mit Diethylether. Das nunmehr nur noch Ascorbigen A enthaltene Syntheseprodukt
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ist anschlieBend auf seine Struktur und Reinheit untersucht worden. Die dafiir angewandten

Methoden sind ebenfalls unter Abschnitt 6.7 aufgefihrt.

Charakterisierung des synthetisierten Ascorbigen-Standards mittels NMR

Das in der Synthese erhaltene weille, kristalline Produkt wurde zur Charakterisierung in deuteriertem

Wasser gelost und mittels 1-D- und 2-D-NMR bei 400 MHz auf seine Struktur untersucht.

Im Folgenden werden die Auswertungen des *H- und *C-Spektrums, sowie die der Spektren des HSQC

und COSY beschrieben. Alle Spektren sind ebenfalls im Anhang A3-5 aufgefiihrt.

Tabelle 40: Daten des 'H-Spektrums des synthetisierten Ascorbigen A.

Protonen 6 [ppm] Multiplizitat Anzahl der | J [HZ]
Protonen

4’-H 7,58 Dublett 1 8,0
7°-H 7,46 Dublett 1 8,1
2 -H 7,30 Singulett 1

6"-H 7,19 Triplett 1 7,5
5-H 7,09 Triplett 1 7,4
5-H 4,40-4,34 Multiplett 1

4-H 4,14 Multiplett 1

6-CH, 4,40 -3,97 Multiplett 2

8a-CH, 3,40 Dublett 1 14,6
8b-CH, 3,28 Dublett 1 14,6

Im *H-Spektrum wurden die fiinf aromatischen Protonen des Indol-Strukturelements den Signalen der
chemischen Verschiebung von 7,58 — 7,09 ppm (siehe Abbildung 39, Tabelle 40) zugeordnet. Dieses
geschah aufgrund ihrer niedrigen Abschirmung und der dadurch resultierenden Verschiebung ins
Hochfeld. Die Protonen der chemischen Verschiebung 7,19 und 7,09 ppm wurden aufgrund der
Multiplizitat ihrer Signale als Tripletts den Molekilpositionen 6'und 5°zugeordnet (siehe Abbildung
39). Die zwei Protonen der chemischen Verschiebung 3,40 (8a) und 3,28 ppm (8b) konnten aufgrund
ihrer Umgebung und ihrer daraus folgenden Multiplizitat der CH,-Gruppe (8) zugeordnet werden. Zu

den Protonen 4 — 6 konnten allein aus dem *H-Spektrum keine Aussagen getroffen werden.
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Abbildung 39: IH-NMR-Spektrum des synthetisierten Produktes zur Charakterisierung als Ascorbigen, gemessen bei
400 MHz in Deuteriumoxid.
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Abbildung 40: 3C-NMR-Spektrum des synthetisierten Produktes zur Charakterisierung als Ascorbigen, gemessen bei
400 MHz in Deuteriumoxid.
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Im 13C-Spektrum sind alle 15 Signale fiir die Kohlenstoffe im Molekiil gefunden worden (siehe
Abbildung 40, Tabelle 41). Durch die hohe chemische Verschiebung des Signals bei 177 ppm, ausgelost
durch den -M-Effekt der Carbonyl-Gruppe, handelte es sich um das quartare Kohlenstoffatom (1) am

Ascorbinsaure-Strukturelement.

Tabelle 41: Daten des 13C-Spektrums des synthetisierten Ascorbigen A.

Kohlenstoffatom | & [ppm]
1-C 177,92
7a’-C 135,76
3a’-C 127,16
2’-C 126,26
6°-C 121,85
5-C 119,26
4'-C 118,57
7°-C 111,81
3-C 107,36
3'-C 105,58
4-C 86,75
2-C 79,35
6-C 74,83
5-C 73,21
8-C 30,11

Uber das HSQC Experiment kénnen !J-Kopplungen von Protonen zu Kohlenstoffatomen detektiert
werden (siehe Anhang A3-5, Abbildung 55). Die nicht quartdren Kohlenstoffatome der Positionen 4°,
7,2,6,5,5,4,6 und 8 im 33C-Spektrum lassen sich den Protonen aus dem *H-Spektrum zuordnen.
Eine Kopplung des Protons bei einer chemischen Verschiebung von 2,01 ppm mit einem Kohlenstoff
konnte nicht erkannt werden. Daher wurde vermutet, dass es sich hierbei um eine Verunreinigung
handelt. Somit wurde dies nicht weiter betrachtet. Die Annahme, dass die beiden Dubletts bei der
chemischen Verschiebung 3,40 und 3,28 ppm dem Kohlenstoff der Position 8 zuzuordnen sind,
bestatigte sich durch eine detektierte J-Kopplung. Ebenfalls konnte den beiden Protonen bei
4,10-3,97 ppm zusammen der zweite sekunddre Kohlenstoff an Position 6 im Ascorbigen-

Strukturelement zugeordnet werden.

2)- und 3J-Kopplungen kénnen durch das COSY Experiment detektiert werden (siehe Anhang A3-5,
Abbildung 56). Die Nachbarschaft des 2°-Protons mit den Protonen 8a und 8b wurde festgestellt.

Ebenso geschah dieses zwischen den Protonen 5, 4 und 6a/6b.

Das HMBC Experiment detektiert 2J-, 3J- und in aromatischen Systemen “J-Kopplungen zwischen

Protonen und Kohlenstoffatomen (siehe Anhang A3-5, Abbildung 57). Die Positionen der quartéren,
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aber bislang nicht eindeutig zuordenbaren Kohlenstoffatome im Molekil wurden darliber identifiziert.
Alle Signale konnten den Positionen im Molekiil zugeordnet werden. Die Synthese wurde anhand

dessen als erfolgreich angesehen.

Reinheitsbestimmung des Ascorbigen A mittels High Performance Liquid Chromatography

Nach erfolgreicher Synthese ist die Reinheit des Produkts untersucht worden. Zur
Reinheitsbestimmung wurden der synthetisierte Ascorbigen A-Standard mittels RP-HPLC-UV bei
280 nm analysiert und die Flacheninhalte des Ascorbigens und seiner Nebenprodukte prozentual

zueinander gesetzt (siehe Tabelle 42).

Tabelle 42: Auswertung der Reinheitsanalyse der Signale des Ascobigen A-Standards und der Blindprobe bei 280 nm.

Retentionszeit Retentionszeit Prozentuale Beschreibung
Blindprobe [min] Ascorbigen A [min] | Verteilung

- 8,35 0,80 Nebenprodukt
- 8,80 96,7 Ascobigen A

- 9,62 0,30 Nebenprodukt
- 9,90 0,30 Nebenprodukt
- 10,68 0,20 Nebenprodukt
- 11,74 0,70 Nebenprodukt
- 14,25 1,0 Nebenprodukt
26,29 26,29 - Verunreinigung
34,77 34,77 - Verunreinigung

Flr das synthetisierte Produkt ist eine Reinheit von 96,7 % bestimmt worden. Nebenprodukte und
Edukte konnten grofRtenteils aus dem Produkt entfernt werden. Die Synthese nach der Methode von
Kiss et al. (1966) wurde erfolgreich durchgefiihrt. Das Produkt konnte durch eine NMR-
Charakterisierung eindeutig bestimmt und eine hohe Reinheit mittels RP-HPLC-UV-Analyse

nachgewiesen werden.

Fir die weiteren Untersuchungen wurde eine Stammldsung des Ascorbigen A hergestellt und mittels
der in Abschnitt 6.5 aufgefiihrten ESI-LC-MS/MS-Methode analysiert. Das Signal des Precursors von
Ascorbigen A hatte im gemessenen System eine Retentionszeit von 14,33 min. Unter Beachtung der
Signalintensitaten des ermittelten Precursors und dessen Retentionszeit konnte das in den Proben
enthaltene Ascorbigen A identifiziert werden. Die Quantifizierung erfolgte bei dieser Methode mittels

einer externen Kalibrierung.

Quantifizierung von Ascorbigen A in ausgewdhlten, fermentierten Brassica-Gemisen

Analog zu den GSL wurde zur Quantifizierung des in den Proben enthaltenen Ascorbigens eine

Kalibrierreihe des synthetisierten Standards angesetzt und mit Hilfe einer ESI-LC-MS/MS Methode mit
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MRM-Modus (siehe Abschnitt 6.5) analysiert. Aus den daraus erhaltenen Daten ergab sich die

Berechnung der folgenden Regressionsgerade:

Tabelle 43: Regressionsgerade der Kalibrierung von Ascorbigen A mittels ESI-LC-MS/MS.

BestimmtheitsmaR3
0,9805

Regressionsgerade
y =12473,6 x + 34149

Analyt
Ascorbigen A

Die Berechnung der Ascorbigen-Gehalte erfolgte analog der Berechnung der GSL. Auch hier konnte
keine geeignete Matrix zur Verfligung gestellt werden, um mogliche Matrixeffekte zu berlcksichtigen.
Diese Matrixeffekte wurden durch die hohe Selektivitit der MRM-Methode jedoch als gering

eingeschatzt.

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen von Ascorbigen wurden mit der Blindwertmethode bestimmt
und sind in Tabelle 44 aufgelistet. Die iber diese Methode bestimmte Nachweisgrenze richtet sich
nach dem fiir diesen Analyten bestimmten Grundrauschen. Geringes Rauschen und eine gute
lonisierbarkeit im Massenspektrometer sind hierbei gute Voraussetzungen fiir eine geringe

Nachweisgrenze.

Tabelle 44: Nachweis- und Bestimmungsgrenze von Ascorbigen A.

Analyt Nachweisgrenze [mg/L] Bestimmungsgrenze [mg/L]
Ascorbigen A 0,026 0,078

Zur Analyse der Ascorbigen-Gehalte in den vier Brassica-Gemiisen wurden innerhalb von 20 Tagen
parallel zu den Proben zur Analyse der GSL und deren Abbauprodukte, Proben entnommen und
lyophilisiert. Im Anschluss daran sind die Proben wie in Abschnitt 6.5 aufgearbeitet und mittels ESI-LC-

MS/MS analysiert worden. Tabelle 45 listet die so analysierten Gehalte auf.

Tabelle 45: Gehalte an Ascorbigen im Pflanzenmaterial der fermentierten Gemdse zu den jeweiligen Zeitpunkten der
Probenahmen in umol/100 g FM.

Zeitpunkt der | Brokkoli Rotkohl Spitzkohl Chinakohl
Probenahme

T1.0 1,85+ 0,25 1,17 £ 0,15 0,36 £ 0,08 0,13 +0,02
T1_1 0,98 £ 0,05 0,43 £+ 0,05 0,41+0,1 0,14 +0,01
T1_2 0,8+ 0,05 u. NWG u. NWG 0,55 + 0,04
T3 1,07 £ 0,05 u. NWG 0,6 £ 0,02 0,26 £ 0,05
T6 0,69 £ 0,01 1,34 £ 0,05 0,83 + 0,07 0,3+0,03
T13 0,06 £ 0,01 1,61+0,1 1,01 +£0,06 0,22 £0,02
T20 0,01 £ 0,002 1,11 +0,01 0,71+0,05 0,14 £ 0,002

u. Xnwe — unterhalb der Nachweisgrenze des Analyten

93



7 Ergebnisse und Diskussion

Ascorbigen A wurde in allen rohen Proben identifiziert. Die Gehalte lagen dabei oberhalb der
Nachweisgrenze. Anhand der in der Literatur beschriebenen Gehalte an Ascorbinsdure und der
analysierten Glucobrassicin-Gehalte, entstand die Vermutung, dass Brokkoli den hoéchsten und
Chinakohl den geringsten Gehalt an Ascorbigen A besitzt. Eine Korrelation der Gehalte an
Glucobrassicin mit den Gehalten an Ascorbigen konnte durch die Ergebnisse bestatigt werden. Roher
Brokkoli enthielt 1,85 £ 0,25 mg/100 g FM (entspricht: 18,0 + 2,4 mg/100 g TM), gefolgt von Rotkohl
mit 1,17 £ 0,15 mg/100 g FM (entspricht: 14,2 + 1,8 mg/100 g TM). Die anderen beiden Proben hatten
mit 0,36 + 0,08 mg/100 g FM (Spitzkohl; entspricht: 4,1 +0,9mg/100 g TM) und
0,13 + 0,02 mg/100 g FM (Chinakohl; entspricht: 2,9+ 0,5 mg/100 g TM) die geringsten Gehalte an

Ascorbigen A.

Wagner et. Al (2009) und Buskov et al. (2000) beschrieben Gehalte von Ascorbigen A in rohem Brokkoli
von 137 umol/100 g TM (entspricht: 41,8 mg/100 g TM); entspricht: 2,2 umol/100 g FM bzw.
0,67 mg/100 g FM), in Rotkohl von 43 umol/100 g TM (entspricht: 13,1 mg/100 g TM) und in Chinakohl
von 1,7 umol/100 g FM (entspricht: 0,5 mg/100 g FM) [45, 105].

Die Anderungen der Ascorbigen A-Gehalte im Verlauf der Fermentation sind in folgender Abbildung

veranschaulicht.
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Abbildung 41: Ascorbigen A-Gehalte [mg/100 g FM] im Verlauf der Fermentationen.

Innerhalb der ersten Stunde der Fermentation war in Brokkoli und Rotkohl eine deutliche Reduktion
der Gehalte zu beobachten. Der Ascorbigen A-Gehalt sank im Brokkoli um mehr als die Halfte auf

0,98 + 0,05 mg/100 g FM (T1_1). Der Verlust im Rotkohl war etwas geringer. Hier sank der Gehalt von
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1,17 £ 0,15 mg/100 g FM auf 0,43 + 0,05 mg/100 g FM. Im Gegensatz dazu stiegen die Gehalte in
Chinakohl und Spitzkohl leicht an. Im Verlauf der nachsten vier Stunden sanken der Gehalt des
Brokkoliansatzes auf 0,8 + 0,05 mg/100 g FM und der des Rotkohlansatzes unter die Nachweisgrenze
des Ascorbigens. Zum Probenahmezeitpunkt T3 konnte in Rotkohlproben ebenfalls keine lber der
Nachweisgrenze liegende Konzentration an Ascorbigen A bestimmt werden. Die bei Brokkoli und
Rotkohl an T1_1 und bei Spitzkohl an T1_2 (Konzentration unter der Nachweisgrenze) kurz nach der
Verarbeitung geringeren Konzentrationen an Ascorbigen als im Rohmaterial kénnen aus einem
Ubergang des Ascorbigens aus dem festen Pflanzenmaterial in die umliegende ausgetretene bzw. dem
Ansatz zugegebene Flissigkeit resultieren. Es wurde nur das feste Pflanzenmaterial untersucht. In der
Flussigkeit vorhandenes Ascorbigen A ist nicht bestimmt worden. Besonders die groe Menge an
Wasser (370 mL), die bendtigt wurde um den Brokkoli (175 g) im Fermentationsgefal® zu bedecken,
kann die kontinuierliche Verringerung des Analyten erklaren. Zum Fermentationsansatz des
Chinakohls wurde kein Wasser hinzugegeben. Die ahnlichen Gehalte zu den Probenahmezeitpunkten

T1_1und T1_2 bestatigten diese Theorie.

In allen Proben wurde ein Wiederanstieg der Gehalte an Ascorbigen A beobachtet. Eine Ursache
hierfir kann die Reaktion von Ascorbinsdure mit dem im Verlauf der Fermentation vermehrt
gebildeten Glucobrassicin-Abbauproduktes Indol-3-acetonitril sein. Beispielsweise stieg der Gehalt an
Indol-3-acetonitril im Brokkoliferment ab T3. Zum gleichen Zeitpunkt wurde ein Anstieg von
Ascorbigen A in den Brokkoliproben verzeichnet. Uber 60% des im Brokkoli enthaltenen
Glucobrassicins waren ab dem Probenahmezeitpunkt T3 abgebaut bzw. in die umgebene Flussigkeit
Ubergegangen. Ein weiterer Anstieg an Indol-3-acetonitril durch Neubildung aus der Hydrolyse von
Glucobrassicin wurde als wenig wahrscheinlich angesehen. Vielmehr wurde eine Konkurrenz in der
Bildung der beiden Produkte Indol-3-acetonitril und Ascorbigen A vermutet. Der optimale pH-Wert fir
die Bildung von Ascorbigen A liegt unterhalb von pH 4 [45, 106]. Die Bildung von Nitrilen wird ebenfalls
bereits im leicht sauren pH-Bereich beglinstigt [23]. Somit kann eine Konkurrenz in der Bildung des
Abbauproduktes Indol-3-acetonitril gegenliber dem Ascorbigen A in Betracht gezogen werden. Durch
die in groBer Menge im Brokkoliansatz enthaltene Flissigkeit wurde die starke Abnahme des Gehaltes

an Ascorbigen A ab T13 auf die Auslaugung in die umgebene Flussigkeit zurlickgefihrt.

Im Vergleich mit den anderen Pflanzen zeigte Chinakohl einen Anstieg im Gehalt an Ascorbigen A
bereits 5 Stunden nach Beginn der Fermentation (T1_2). Das Maximum an Ascorbigen A war mit
0,55 + 0,04 mg/100 g FM zu diesem Zeitpunkt erreicht. Dieses lasst sich damit in Verbindung bringen,
dass der Gehalt an Glucobrassicin in einer sehr kurzen Zeit nach Beginn der Fermentation stark
abnahm. Hier betrug die Abnahme an T1_2 bereits 67,68 %. Der Gehalt an dessen Abbauprodukt

Indol-3-acetonitril wies zum Zeitpunkt T1_2 einen deutlichen Riickgang von 0,86 + 0,09 mg/100 g FM
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(T1_1) auf 0,69 £ 0,03 mg/100 g FM (T1_2) auf. Dies lasst auf eine bevorzugte Bildung von Ascorbigen
A gegenilber dem Indol-3-acetonitril schlieen. An T3 stieg der Gehalt bei letzterem wieder auf das
Anfangsniveau (0,86 = 0,04 mg/100 g FM) und sank anschlieRend auf maRig schwankende Werte um
0,7 mg/100 g FM. Etwas zeitversetzt hierzu wurden auch bei Ascorbigen A dhnlich gering schwankende
Gehalte von 0,26 £ 0,05 mg/100 g FM (T3), 0,29 £ 0,03 mg/100 g FM (T6) und
0,22 + 0,02 mg/100 g FM (T13) beobachtet. Auch die Abnahme des pH-Wertes von 6,82 von T1_1 auf
3,23 an T6 kann ein Faktor der vermehrten Ascorbigen-Bildung sein.

Einen guten Einblick auf die Komplexitdt von Abbau- und Reaktionsprozessen gaben die analysierten
Gehalte an Ascorbigen in Rotkohl und Spitzkohl. In beiden Gemiisen wurde das GSL Glucobrassicin
identifiziert und quantifiziert. Das Abbauprodukt Indol-3-acetonitril konnte im Spitzkohl jedoch zu
keinem Zeitpunkt der Fermentation nachgewiesen werden. Im spateren Verlauf befanden sich von den
vier analysierten Gemisen die hochsten Gehalte an Ascorbigen A im Rotkohlferment (T6:
1,34 + 0,05 mg/100 g FM; T13: 1,61 + 0,10 mg/100 g FM). Auch die Gehalte in Spitzkohl liegen ab dem
Probenahmezeitpunkt T6 im mittleren Bereich aller untersuchter Fermente. Die verhaltnismaRig
hohen Verluste an Glucobrassicin im Rotkohl von T3 auf T6 um 42,98 % konnen sich hierbei mit dem
hohen Anstieg der Ascorbigen-Konzentration von T3 auf T6 in Zusammenhang bringen lassen. Die
Gehalte an Ascorbigen A in Rotkohl (1,61 + 0,10 mg/100 g FM), Spitzkohl (1,01 + 0,06 umol/100 g FM)
und in Chinakohl (0,22 + 0,02 mg/100 g FM) an Tag 13 lagen liber dem des jeweiligen rohen Kohls. Dies
kann aus einer Reaktion zwischen dem Abbauprodukt 3-Hydroxymethylindol, des in den Gemiisen
enthaltenen Glucobrassicins, mit Ascorbinsdure unter den sauren Reaktionsbedingungen von pH 3,28

(Rotkohl), bzw. 3,34 (Spitzkohl) resultieren.

In Stabilitatstests zeigten Lagerungen von Ascorbigen-haltigen Losungen mit pH-Werten von 3 — 6 bei
25 °C fiir 10 Stunden Verluste an Ascorbigen von 12 -20 % [45]. Dieser zeitlich bedingte Abbau kann

die sinkenden Gehalte an Tag 20 bei allen fermentierten Gemiisen erklaren.

7.2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse des Fermentationsexperiments

Das GSL-Profil der analysierten Brassicaceae wies im rohen Pflanzenmaterial gute Ubereinstimmungen
im qualitativen Vergleich mit den in der Literatur dargestellten Profilen auf. Der héchste GSL-Gehalt
wurde in Brokkoli analysiert, gefolgt von Rotkohl, Spitzkohl und Chinakohl. Die Fermentationsansatze
der Kohlsorten wurden Uber einen Zeitraum von 20 Tagen auf ihre GSL- und Abbauprodukt-Gehalte
untersucht. Es wurden Proben nach einer und fiinf Stunden, sowie nach 3, 6, 13 und 20 Tagen

genommen (bezogen auf den Zeitpunkt der Herstellung der Fermentationsansétze).

Wahrend der prozessbegleitenden Analyse der GSL in Rotkohl und Spitzkohl konnte eine geringere
Beeinflussung der Verarbeitung und dem darauffolgenden enzymatischen Abbau auf die Gehalte des
aliphatischen GSL Sinigrin beobachtet werden, als es beim ebenfalls aliphatischen Glucoiberins
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beobachtet wurde. Dieser Effekt kann durch die postulierte Substratspezifitdt der pflanzeneigenen

Myrosinase begriindet sein.

Durch den enzymatischen Abbau konnten in den Kohlfermenten nach 20 Tagen der Fermentation

keine bzw. nur noch in Spuren vorhandene GSL nachgewiesen werden.

Fir die mittels GC-MS bestimmten Abbauprodukte wurden teilweise hohere Gehalte bestimmt als fir
die jeweiligen GSL, aus denen diese resultieren. Es wurde erwartet, dass der Gehalt des jeweiligen GSL
im rohen Pflanzenmaterial gleich oder hoher des Gehaltes der daraus entstehenden Abbauprodukte
ist. Die Hypothese, dass dieses zu jedem Zeitpunkt der Probenahme im Verlauf der Fermentation
zutrifft, wurde nicht bestatigt. Dieses kann an einer nicht vollstdndigen Extraktion der GSL aus dem
Pflanzenmaterial, beziehungsweise einer teilweisen Hydrolyse der GSL wahrend der Aufarbeitung
gelegen haben. In Rotkohl und Brokkoli wurden nach drei-tagiger Fermentation die hochsten Gehalte
an ITCs analysiert. In Chinakohl wurde der maximale Gehalt an ITC bereits eine Stunde nach Herstellung
des Fermentationsansatzes erreicht. Im Verlauf der Fermentation von Brokkoli stiegen bei sinkendem
pH-Wert die Gehalte des, aus dem indolischen GSL Glucobrassicin gebildeten, Nitrils Indol-3-
acetonitril. Diese Beobachtung bestétigte die, in der Literatur beschriebene, bevorzugte Nitrilbildung
bei sauren Bedingungen. Der schnelle Abbau der GSL im Rot- und Chinakohl zu Beginn lie} darauf
schlieBen, dass keine Neubildungen von Abbauprodukten aus intakten GSL zu erwarten waren. Ab Tag
3 des Fermentationsprozesses wurden geringere Gehalte der ITC bestimmt. Dieses ist auf die
Fliichtigkeit dieser Verbindungen zuriick zu fithren. Zudem wurde der Ubergang der GSL bzw. der
daraus resultierenden Abbauprodukte aus dem Pflanzenmaterial in die umgebende Flissigkeit gezeigt.
Dieser fihrt zu geringeren GSL-Gehalten im Pflanzenmaterial, aber auch dazu, dass die
Fermentationsfliissigkeit bioaktive Abbauprodukte enthalt, die sich durch den Verzehr der Flissigkeit
positiv auf die Gesundheit auswirken kdnnen. Die Fermentationsflissigkeit des Brokkoliansatzes
enthielt an Tag 20 einen Gehalt von 5,48 + 0,032 mg/100 g FM Sulforaphan (100 g FM entspricht 100 g
Flussigkeit). Im Pflanzenmaterial des Brokkolis wurde zum gleichen Probenahmezeitpunkt ein Gehalt
des bioaktiven Erucins von 0,64 0,03 mg/100 g FM, sowie ein Gehalt an Sulforaphan von
8,46 + 0,50 mg/100 g FM analysiert. Letzteres ist aufgrund des postulierten krebspraventiven
Potentials von besonderem Interesse. 2000 postulierten Gamet-Payrastre et al. in einer in-vitro Studie
mit humanen HT29 Zellen, dass bereits 15 uM Sulforaphan-Lésungen das Wachstum der Zellen
inhibierten und ihre Anhaftung an der Platte verringerten [107]. Ein direkter Vergleich zwischen der
Applizierung in in-vitro Studien und dem Verzehr in-vivo lasst sich allerdings nicht treffen, da die im
Korper stattfindenden Umwandlungs- und Transportprozesse nicht bertcksichtigt werden kénnen.
Gamet-Payrastre und seine Kollegen gaben zum Ausblick, dass 100 g Brokkoli etwa 40 umol

Sulforaphan freisetzen kdnnte und somit womoglich lokal Konzentrationen im niedrigen mikromolaren
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Bereich auftreten kdnnten. Sie stiitzten dabei ihre Annahme auf Gehalte an Sulforaphan, die bereits in

der Literatur veroffentlicht sind [41, 59, 108].

Im Ferment des Chinakohls wurden nach 20 Tagen noch 0,5 + 0,06 mg/100 g FM des, aus dem
aromatischen GSL Gluconasturtiin gebildeten, 2-Phenylethyl-ITC analysiert, das in Zellstudien
induzierend auf die Apoptose von verschiedenen Krebszellen wirkt [109]. Die in diesen Zellstudien
wirksamen Konzentrationen im zweistelligen mikromolaren Bereich lieRen jedoch ebenfalls die Frage

offen, ob solche Konzentrationen im Zellplasma durch die Erndahrung erreicht werden kdénnten.

Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Glucobrassicin und dem Gehalt des, aus
3-Hydroxymethylindol (Abbauprodukt des GSL Glucobrassicin) und Ascorbinsdure gebildeten,
Ascorbigen Ain rohem Kohl festgestellt. Je hoher die Glucobrassicin-Gehalte in den rohen Brassicaceae
waren, desto hoher waren die Ascorbigen-Gehalte im entsprechenden Pflanzenmaterial. Der héchste
Gehalt an Ascorbigen A ist in rohem Brokkoli mit 1,85 + 0,25 mg/100 g FM bestimmt worden. In
Rotkohl, Chinakohl und Spitzkohl wurden im Verlauf der Fermentation ebenfalls gréBere Mengen an
Ascorbigen gebildet, die gegen Ende des Zeitraums der Fermentation aber wieder absanken. Die
Berechnung der Gehalte ergab die hochsten Werte im Rotkohl (1,61 + 0,10 mg/100 g FM) und im
Spitzkohl (1,01 £ 0,06 mg/100 g FM) nach 13 Tagen Fermentation. Der pH-Wert der Ansatze war zu
diesem Zeitpunkt bereits unter pH=4 gesunken. Im Fermentationsansatz des Rotkohls wurde bei
steigenden Ascorbigen A-Gehalten ein dazu korrelierender Abbau an Glucobrassicin beobachtet. Am
Ende des Fermentationszeitraums lag der Ascorbigen A-Gehalt im Brokkoli (0,01 + 0,002 mg/100 g FM)
weit unter dem im rohen Kohl bestimmten Wert. Im Gegensatz dazu erhdhte sich der Gehalt in
Spitzkohl (0,71 £ 0,05 mg/100 g FM) um das Zweifach des Ausgangsgehaltes wahrend in Chinakohl
(0,14 £ 0,002 mg/100 g FM) und Rotkohl (1,11 + 0,01 mg/100 g FM) der Gehalt an Ascorbigen A um

den Ausgangswert schwankte.

Zusammenfassend hatte der Fermentationsprozess insgesamt keine grofRen Auswirkungen auf die
Bildung der bioaktiven ITC. Die durch Hydrolyse der GSL gebildeten ITC erreichten zu Beginn die
hochsten Konzentrationen und nahmen im Verlauf der Fermentation grofStenteils ab. Bezlglich des
Spitzkohl- und Rotkohlferments kann eine Empfehlung des Verzehrs nach 13 Tagen Fermentation

gegeben werden, da hier die hochsten Gehalte des bioaktiven Ascorbigen A bestimmt wurden.

7.3 Analyse von Glucosinolat-Abbauprodukten in humanen Matrizes

Im voran gegangenen Experiment wurde beobachtet, dass eine Prozessierung GSL-haltigen
Pflanzenmaterials durch Fermentation keinen groRRen Einfluss auf den Abbau von GSL hat. Da die
meisten Gemise jedoch nicht roh, sondern verarbeitet verzehrt werden, wurde im folgenden Teil der

Arbeit dieses bericksichtigt und fir eine Pilotstudie zur Untersuchung der Bioverfligbarkeit und der

98



7 Ergebnisse und Diskussion

Ausscheidungswege von GSL-Abbauprodukten sowohl rohes als auch prozessiertes Probenmaterial
verwendet. Vor der Durchfiihrung einer solchen Studie mussten zunachst die Grundlagen fir die
Analytik der Abbauprodukte aus humanen Matrizes wie der Atemluft, Urin oder Plasma geschaffen

werden.

7.3.1 Methodenentwicklung der Probenahme und Aufarbeitung der

Atemluft

Zur Entwicklung der Methode zur Identifizierung und Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten in
Atemluftproben wurde als Modellpflanze die Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus) herangezogen. Die
Kapuzinerkresse wurde an den Versuchsstatten des Leibniz-Instituts fiir Gemise- und Zierpflanzenbau
GroRRbeeren/Erfurt eV, in GroRbeeren, Deutschland gezlichtet und im Herbst 2014 geerntet. Die
Dingung, die Bewasserung und der Pflanzenschutz entsprachen den Ublichen Anbauverfahren von
Brassica Gemiise. Vollstandig entwickelte Blatter, die frei von Verletzungen oder Schadlingen waren,
wurden geerntet. Das Pflanzenmaterial wurde bei -50 °C gefroren und lyophilisiert. Das Lyophilisat

wurde homogenisiert und zur Untersuchung eingesetzt.

Wie bereits in Abschnitt 4.5 dieser Arbeit beschrieben, wurde die Atemluftanalyse aufgrund von
technischen Problemen in der Probenahme und Analyse und dem Fehlen einer Standardisierung in der
klinischen Praxis noch nicht etabliert. Die Atemanalyse gestaltet sich deshalb so schwierig, weil die
Konzentrationen der zu bestimmenden Substanzen in der Atemluft sehr gering sind. Zudem kénnen
andere Stoffwechselprodukte, die ebenfalls mit dem Atem ausgeschieden werden, die Bestimmung

einzelner Stoffklassen storen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anreicherung der GSL-Abbauprodukte durch Sorption
untersucht. Hierfiir standen zwei vielversprechende Systeme zur Verfligung. Zum einen wurden
Anreicherungsexperimente mit der Solid Phase Microextraction (SPME) durchgefiihrt und zum
anderen wurde die Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) als Optimierung dieser Experimente verwendet.
Die SPME-Fasern wurden von Supelco bezogen. Zur SBSE wurden die Twister® der Firma Gerstel KG

verwendet.

Vorlaufer dieser beiden Systeme war die Open Tubular Trap (OTT), bestehend aus einer Kapillarsdule
ahnlich zu den in der Gaschromatographie genutzten Saulen, welche mit einer 5-20 um dicken Schicht
PDMS ausgekleidet ist [67]. Die Proben wurden so lange durch die OTT gepumpt oder gesaugt bis die
relevanten Analyten nicht mehr durch das PDMS zurlickgehalten wurden. AnschlieRend erfolgte die
Desorption der Analyten thermisch oder durch organische Lésungsmittel. Die geringe Probenkapazitat,
sowie die schlechte Handhabbarkeit und der hohe apparative Auffand des Sammelprozesses fiihrten

zur Entwicklung der beiden genutzten Systeme SPME und SBSE [67].
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7 Ergebnisse und Diskussion

Zunachst wurden verschiedene Sorbenzien mittels SPME auf die Eignung zur Analyse von Benzyl-ITC
und Phenylacetonitril untersucht. Benzyl-ITC und Phenylacetonitril sind die beiden Abbauprodukte des
in Kapuzinerkresse enthaltenen Glucotropaeolin. Die Sorption der aromatischen Abbauprodukte
sollten an den folgenden Sorbenzien getestet werden: Polydimethylsiloxan (PDMS, 100 um
Beschichtung), eine Kombination aus Polydimetylsiloxan und Divenylbenzen (PDMS/DVB, 65 um
Beschichtung) und eine Kombination aus Divinylbenzen, Carboxen und Polydimethylsiloxan
(DVB/CAR/PDMS, 50/30 um Beschichtung). Um moglichst authentisch die Anreicherung aus der
Gasphase zu simulieren, wurden Kalibrierldsungen der Analyten mit einer Konzentration von
100 umol/L auf Watte in einer Kunststoffsaule aufgebracht. Nach einer festgelegten Trocknungszeit
wurde durch die Sdulen auf die SPME-Fasern gepustet. Anhand dieser ersten Untersuchungen konnte
geschlussfolgert werden, dass in der Beprobung von Gasen viele Variablen bestehen, die einen
linearen Arbeitsbereich storen kénnen. Als Beispiele sind die Trocknungszeit, die Verdichtung der
Watte, die Wahl der Oberflache der Sdulen sowie die Starke und Lange des Pustens in die Saulen zu
nennen. In weiteren Modellen wurde statt der einfachen Watte eine Fritte aus Cellulose verwendet,
wie sie in der Solid Phase Extraction (SPE) Anwendung findet. Um die Umspulung der Faser mit dem
Analyten zu standardisieren, wurden Gassammelbehalter aus Polyvinylflourid (Tedlar® Bags) mit
Atemluft befillt. Diese wurden anschlieRend auf die Fasern mit den Sorbenzien entleert. Trotz dieser
Optimierung konnte keine genligende Linearitdt der Methode erreicht werden (siehe Abbildung 42).
Die Tedlar® Bags eigneten sich nur bedingt fur die Analytik, da sie im Gegensatz zu vorherigen
Systemen ein geschlossenes System bildeten, sich die Analyten jedoch an der Innenseite der Beutel
akkumulierten. Um dieser Akkumulation entgegen zu wirken, wurden in den folgenden Experimenten
500 mL-Flachbodenglasflaschen von Duran verwendet, die den weiteren Vorteil haben, dass sie nach
den Experimenten leicht zu reinigen sind und somit einer Verschleppung von Analyten in die

Folgeexperimente entgegengewirkt werden konnte.

Aus Messungen mit den unterschiedlichen Sorbenzien konnten jedoch Riickschliisse auf die Eignung
eines Sorbens fiir die Analytik der aromatischen GSL-Abbauprodukte geschlossen werden. Die mit
PDMS/DVB beschichtete Faser zeigte die hochste Sorption, jedoch auch eine sehr geringe Korrelation
zwischen dem Signal und der Konzentration. Die Faser mit einer reinen PDMS-Beschichtung zeigte in
der Analyse die grofRte Korrelation zwischen der Konzentration und dem gemessenen Signal. Das

Sorbens PDMS wies damit die hochste Eignung fiir die Analyse auf.

PDMS weist zudem weitere Eigenschaften auf, die fur die Analytik der verschiedenen GSL-
Abbauprodukte vorteilhaft sind [67]. Zum einen werden die Analyten, anders als bei Adsorbenzien,
nicht auf einer aktiven Oberflache zuriickgehalten, sondern in der Masse der PDMS-Phase verteilt. Da

diese Sorption ein deutlich schwacherer Prozess ist als die Adsorption, kommt es seltener oder sogar

100



7 Ergebnisse und Diskussion

nicht zu einem Abbau instabiler Analyten. Zum anderen kann durch die geringe Interaktion mit den
Analyten die thermische Desorption bei geringeren Temperaturen durchgefiihrt werden. Dadurch
verringert sich der Verlust thermolabiler Analyten. Die Kapazitdt von PDMS fiir einen Analyten wird
nicht durch die Anwesenheit grofRer Mengen Wasser oder anderen Analyten beeinflusst, da alle
gelosten oder gasférmigen Stoffe ein eigenes Verteilungsgleichgewicht im PDMS besitzen. Ein
Austausch der Analyten findet nicht statt. Ein Vorteil von PDMS gegeniiber organischen Adsorbenzien
ist zudem, dass beim Abbau von PDMS charakteristische Silikonmassenfragmente entstehen, die bei

Verwendung von massenselektiven Detektoren leicht erkannt werden.
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Abbildung 42: Vergleich der verschiedenen Sorbenzien der SPME in der Atemanalyse.

Bei allen Experimenten mit der SPME wurden geringe Signalintensitaten beobachtet. Grund hierfir
konnte der Aufbau der Beprobung sein. Es handelte sich um ein offenes System, bei dem die
Moglichkeit besteht, dass Analyten nicht direkt auf die Faser geleitet werden, sondern daran
vorbeiflieBen. Ebenso konnte das Probenvolumen mit den verwendeten Materialien nicht fest
definiert werden. Die Sorption beruht auf dem Gleichgewicht der Verteilung des Analyten zwischen
der Probe und dem Sorbens. Dies erfordert daher, dass sich die Probe in einem geschlossenen und
engen Raum befindet, um das Volumen genau zu bestimmen. Ebenso ist es wichtig, dass die Probe fir
ein schnelles Aquilibrieren griindlich gemischt wird [67]. Es wurde ein passenderes
Probensammelsystem geschaffen, dass mit einem definierten Probenvolumen (0,6 L) und einem
besseren Durchmischungsprozess arbeitet, um diesem Prinzip gerecht zu werden. Eine gréRere
Oberflache und Schichtdicke des Sorbens waren ebenfalls Parameter, die fir die Beprobung der

Atemluft optimiert wurden. Hierflr wurden die Twister® herangezogen.
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Die Beprobung der Atemluft erfolgte nun in 500 mL-Flachbodenglasflaschen (ber ein Mundstuick.
Daflr pusteten die Probandinnen fir 20 Sekunden in das Mundstilick, wobei das erste Drittel des

Atems verworfen wurde (siehe Abbildung 43).

Abbildung 43: Probenahmegefal fir die Atemluft.

Zur Absicherung, dass keine Umgebungsluft in die Flasche gelangt, wurde der Auslass mit einem
Gahrrohrchen, gefiillt mit Wasser, verschlossen. AnschlieRend wurde Umgebungsluft (iber eine
Zentrifugalpumpe fiir 10 Minuten bei einer FlieBgeschwindigkeit von 100 mL pro Minute in die
Flaschen gedriickt. Diese verdrangte damit die gesammelte Atemluft, die Gber den Gerstel Twister®
geleitet wurde (Abbildung 44). Die Analyten wurden dadurch vom PDMS sorbiert. Nach Ablauf der
10 Minuten wurde der Twister® mit einem fusselfreien Tuch zum Entfernen von letzten

Feuchtigkeitsresten abgetupft und zur Lagerung bis zur Messung in Injektionsflaschchen gefillt.
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Abbildung 44: Uberfiihrung der Analyten in der Atemluft aus dem ProbengefiR auf den Twister am Auslass der des
Probengefilies.

Zur gaschromatographischen Analyse der Atemluft auf die GSL-Abbauprodukte Benzyl-ITC und
Phenylacetonitril wurde eine SBSE-TD-GC-MS/MS Methode entwickelt. Die Methodenparameter sind
in Abschnitt 6.2 (Tabelle 7, Tabelle 8) aufgefiihrt.

7.3.2 Methodenentwicklung zur Aufarbeitung von Plasma- und Urinproben
Angelehnt wurde die Aufarbeitung der Humanpropen Blutplasma und Urin an der Extraktion der GSL-
Abbauprodukte aus Pflanzenmaterial. Im Unterschied zu dem in dieser Arbeit untersuchten
Pflanzenmaterial enthalt Blutplasma einen héheren Anteil an Proteinen. Diese und andere Nucleophile
kénnen mit den Abbauprodukten, vor allem den ITC, reagieren und damit die Quantifizierung mittels
GC storen. Urin hingegen enthalt bei gesunden Menschen nur geringe Mengen an Proteinen und
Aminosauren, wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch analog zu den Blutplasmaproben
aufgearbeitet. Wo im Pflanzenmaterial zur Quantifizierung der GSL-Abbauprodukte bisher eine
Extraktion mit DCM ohne vorherige Entfernung von Proteinen erfolgte, wurde bei den Plasma- und

Urinproben nun eine Fallung der Proteine vor der Extraktion untersucht.

Die Optimierung der Aufarbeitung begann mit der Auswahl eines optimalen Fallungsmittels zur
Entfernung der Proteine im Urin und Plasma. Dabei wurden zwei Wege verfolgt: die Fallung mit
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Losungsmittel und die Saurefallung. Eine Ublicherweise eingesetzte Saure in der Proteinfallung ist die
Trichloressigsdure (TCA). Diese wurde fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente ausgewahilt.
Prinzip der Fallung mit TCA ist ein Wasserentzug durch das eingesetzte Fallungsmittel [110]. Diese
Fallung stellt eine Aussalzung der Proteine aus einer Losung dar. Durch den Entzug der Wassermolekiile
durch Bildung einer Hydrathiille um die TCA, nehmen die Wechselwirkungen der verbleibenden
Wassermolekiile mit den Proteinen ab. Damit verringert sich die Léslichkeit der Proteine und sie treten

als Niederschlag aus der Losung aus [110].

Eine Fallung mit 300 pL einer 10 %igen TCA-Ldsung zeigte im Chromatogramm eine Uberlagerung des
Peaks des ISTD mit Verschleppungen des Fallungsmittels. Es konnte keine eindeutige Identifizierung

und Zuordnung dieser Standardsubstanz erfolgen (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Chromatogramm des Multistandards, Fallung der Proteine aus dem Blutplasma mittels 10 %iger TCA.

Die Konzentration der TCA-Losung wurde in folgenden Experimenten auf 5 % reduziert. Zudem wurde
das Volumen der Saurezugabe variiert. Die Proben wurden mit 100 und 50 uL der 5 %igen Losung
versetzt und aufgearbeitet. Die Reduzierung der Konzentration bewirkte eine Reduktion der
Uberlagerung des ISTD. Die verschiedenen Volumina zeigten ebenfalls eine Veridnderung im
Chromatogramm. Bei einer Aufarbeitung mit 50 uL 5 %iger TCA-Losung konnte eine verbesserte
Peaktrennung erzielt werden. Zudem wurde eine genauere Zuordnung der Standards im
Chromatogramm erreicht, da diese nicht mehr Uberdeckt waren. Bei der Aufarbeitung mit 100 pL
5 %iger TCA-Losung wurde beobachtet, dass die Standards schlechter mit der stationdren Phase
interagiert hatten und die Peaktrennung schlechter war als in der Aufarbeitung mit dem geringeren
Volumen des Fallungsreagenz (sieche Anhang A3-6, Abbildung 58). Der ISTD wurde dabei immer noch
Uberlagert. Die TCA ist durch ihre stark hygroskopische Eigenschaft sehr gut geeignet um Proteine zu

fallen [111]. Ihr niedriger pH-Wert kann bei Verschleppung wahrend der Aufarbeitung jedoch Schaden
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an der Kapillarsaule verursachen oder durch das Herausldsen von Stoffen aus den zur Aufarbeitung
benutzten Materialien Verunreinigungen in das System bringen. Die Uberlagerung der Peaks im
Bereich des ISTD wurde auf eine Verschleppung der TCA und andere wahrend der Aufarbeitung
mitgefiihrte Verunreinigungen zurtickgefiihrt. Beide Substanzen unterscheiden sich nur geringfigig in
ihrem Siedepunkt. Die TCA hat einen Siedepunkt von 196 °C, wahrend der ISTD bei 191 °Csiedet [111].
Aufgrund ihrer geringen GréRe und dhnlicher Siedepunkte zeigen beide Substanzen eine dhnliche
Verteilung in der chromatographischen Auftrennung mittels GC und kénnen sich somit tiberlagern. Die
Retentionszeiten konnen sich dabei in einem Gemisch etwas verschieben, da diese
temperaturabhangig sind. Diese Beobachtung flihrte zum Ausschluss von TCA als Fallungsmittel in

dieser Methode.

Die Fallung der Proteine mit 300 UL eines eisgekihlten organischen Losungsmittels wurde in parallel
verlaufenden Experimenten anhand des Acetonitrils (ACN) analysiert. Dieses wird haufig in der
Proteinfallung in biologischer Matrix wie beispielsweise in Serum verwendet [112]. Das Acetonitril
verringert die Dielektrizitatskonstante der Probenlésung und erhéht so die Anziehungskrafte zwischen
geladenen Molekilen. Dadurch sinkt die Loslichkeit der Proteine in der wassrigen Losung und durch

Zusammenballung dieser, fallen sie aus der Losung aus und setzen sich als Niederschlag ab [113].

Die Aufarbeitung mit dem eigekiihlten Acetonitril und eine Extraktion mit DCM bewirkte eine
Fokussierung der Standards sowie eine bessere Auftrennung und Auflosung (Anhang A3-7, Abbildung
59). Aufgrund der geringen Siedetemperatur von 82 °C [111] wiirde es bei einer Verschleppung in den
Extrakt zu einem frithen Zeitpunkt eluiert werden und ware dadurch im Bereich der Standards im
Chromatogramm nicht mehr sichtbar. Diese optimierte Aufarbeitung wurde fiir alle Plasma- und

Blutproben angewandt.

7.3.3 Aufbau und Hintergrundinformationen der Humanstudie

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte humane Interventionsstudie diente der Untersuchung des
Beitrages der einzelnen Metabolisierungs- und Exkretionsswege von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril
und ihren Metaboliten und Reaktionsprodukten nach dem Verzehr von Kapuzinerkresse und
Kapuzinerkresse-haltigen Produkten. Ebenso sollte die Durchfiihrbarkeit der analytischen Ansatze
demonstriert werden. Bekannt ist bereits, dass ITC (iber den Mercaptursdure-Stoffwechselweg
metabolisiert und Gber den Urin ausgeschieden werden. Aufgrund ihrer Reaktivitdt sind sie jedoch
auch im Stande mit nukleophilen Substanzen Konjugationen einzugehen [114]. Die Nitrile als zweites
Hauptabbauprodukt von GSL sind vergleichsweise unreaktiv und es sind bislang keine Erkenntnisse
Uber eine Metabolisierung gewonnen worden. Eine Ausscheidung als nicht-konjugiertes Abbauprodukt
Uber den Urin ist daher wahrscheinlich. Nitrile und ITC sind leicht fliichtige Verbindungen, wodurch

ihre Ausscheidung Uber die Atemluft ebenso moglich erscheint. Aus bisherigen Kenntnissen
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verschiedener Studien und den bereits erlduterten Annahmen kann das folgende Schema von
moglichen Metabolisierungs- und Ausscheidungswegen von GLS und ihren Abbauprodukten im

menschlichen Organismus abgeleitet werden:

Ausscheidung Uber ausgeatmete Alveolarluft

Mund
ITC, Hydrolyse von GLS durch | _ITC CN > Ausscheidung tiber
CN pflanzliche Myrosinase ausgeatmete Luft
(beim Kauen)

Lunge
Ubergang von der
flUssigen zur gasférmigen
Phase

GLS + Nahrungs-
matrix, ITC, CN

Magen Ausscheidung tber
ITC, saure Spaltung von GLS - ITC, CN ausgeatmete Luft
CN bevorzugte Bildung von (Eruktation)
CN
Blut/Leber GLS,
Mercaptursaureweg, l ITC,
Bildung von CN
PrOteka“JUgaten. Darm Ausscheidung iiber
Ih1/_|§tab0|lte, Spaltung von GSL durch | GLS, ITC, : Feces oder Flatus
N Mikrobiota — Bildung von | €N nach unten oder
ITC nach oben
Blase
Freisetzung von ITC aus Metabolite,
den Metaboliten W) Ausscheidung tiber den Urin

Abbildung 46: mogliche Metabolisierungs- und Exkretionswege von GSL und ihren Abbauprodukten im menschlichen
Organismus nach [115].

Im Folgenden werden zwei mogliche Exkretionswege naher betrachtet: die Ausscheidung der nicht-
konjugierten Abbauprodukte Benzyl-ITC und Phenylacetonitril {iber das Blutplasma und den Urin,
sowie deren Ausscheidung liber den Atem. Die Probenahmen wurden am Deutschen Institut flr
Erndhrungsforschung Potsdam-Rehbriicke durchgefiihrt. Vor Beginn wurde die Studie durch das
Ethikkomitee der lokalen Behorde (Klinische Studien Brandenburg, Potsdam) begutachtet und unter
der Zulassungsnummer 24/2011 freigegeben. Die Durchfiihrung erfolgte in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki. Es nahmen 7 gesunde, weibliche Probanden im Alter von 26 bis 61 teil. Alle
Probandinnen gaben ihr schriftliches Einverstdndnis zur Teilnahme an dieser Studie. Genauere

Angaben zu den Teilnehmerinnen sind in Tabelle 46 aufgefiihrt.
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Tabelle 46: Charakteristika der Teilnehmerinnen der Interventionsstudie.

Alle Kapuzinerkresse- mit Kapuzinerkresse
Suspension angereichertes Brot
Teilnehmer 7 4 3
Alter 26 -61 26-61 28 -58
Koérpergewicht [kg] | 55-82 56 - 82 55-72
KorpergroBBe [m] 1,58-1,83 1,58-1,82 1,58-1,83
BMI [kg/m?] 19-28 19-28 19-25

Die Probandinnen wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Gruppe 1 verzehrte 10 g gefriergetrocknete
Kapuzinerkresse als Suspension in 200 mL Wasser. Gruppe 2 wurde ein mit Kapuzinerkresse
angereichertes Weizenmischbrot dargebracht, von dem 50 — 150 g verzehrt werden sollten (siehe

Abbildung 47 und Abbildung 48).

Der Basisteig flr das mit Kapuzinerkresse angereicherte Brot enthielt 41 % Weizenmehl, 30 % Wasser,
8,5 % Roggenmehl, 18 % Sauerteig, 1,5 % Salz und 1,2 % Hefe. In 500 g Teig wurden anschliefend 60 g
frische Kapuzinerkresseblatter (grob geschnitten, 2 x 2 cm) eingearbeitet. Dieser Schritt erfolgte
vorsichtig, damit eine Zerstérung des Pflanzenmaterials vermieden wurde. Der fertige Teig ruhte flr
15-20 Minuten bei Raumtemperatur und ging weitere 40-50 Minuten in einer Fermentationskammer
auf, bevor er fir 40 Minuten bei 230 °C gebacken wurde. Das Brot wurde mit 10,7 % Kapuzinerkresse
angereichert und enthielt 1,76 £ 0,12 mg/100 g Glucotropaeolin, 0,37 * 0,045 mg/100 g Benzyl-ITC
und 0,88 + 0,047 mg/100 g Phenylacetonitril.

Abbildung 47: mit Kapuzinerkresse angereichertes Weizenmischbrot zum Verzehr im Rahmen der Pilotstudie zur
Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten aus humanen Matrizes.

Fir die Suspension wurden 10g gefriergetrocknete Kapuzinerkresse in ein Schraubdeckelglas
eingewogen, mit 200 mL Wasser verriihrt und bei geschlossenem Deckel 30 min. stehen lassen, bevor
die Probandinnen die Suspension zu sich nahmen. Eine Probe von 200 mg der gefriergetrockneten
Kapuzinerkresse wurde wie in Abschnitt 6.1.1 beschrieben in einer Dreifachbestimmung aufgearbeitet

und analysiert.
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Das fiur die Studie verwendete Pflanzenmaterial enthielt 7,00 + 0,16 mg/100 g Glucotropaeolin,
284,5 £ 56,8 mg/100 g Benzyl-ITC und 9,14 +0,0586 mg/100 g Phenylacetonitril. Die absoluten
Mengen an Glucotropaeolin, Benzyl-ITC und Phenylacetonitril, die von den Probandinnen

aufgenommen wurden sind in folgender Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 47: Absolute Mengen an Glucotropaeolin, Benzyl-ITC und Phenylacetonitril, die von den Probandinnen in der
Pilotstudie aufgenommen wurden.

Glucotropaeolin | Benzyl-ITC Phenylacetonitril
[umol] [umol] [umol]
Kapuzinerkresse-Suspension 1,71 +£0,04 190,7 +38,1 | 0,78 + 0,05
Mit Kapuzinerkresse angereichertes Brot | 4,32 + 0,32 2,48+0,30 | 7,52 0,40

Abbildung 48: Suspension aus 10 g gefriergetrockneter Kapuzinerkresse zum Verzehr im Rahmen der Pilotstudie zur
Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten aus humanen Matrizes.

Die Probandinnen starteten mit einer 2-wdéchigen ,Auswasch“-phase, in der ein Verzehr von GSL-
haltigem Essen vermieden werden sollte. Als Hilfestellung erhielten sie eine Liste mit zu vermeidenden
Lebensmitteln. Am ersten Tag der Studie wurde den Teilnehmerinnen niichtern (fasten tGber Nacht)
Blut entnommen. Zudem gaben sie je eine Urin- und Atemprobe ab. AnschlieRend wurden die

Probandinnen in die oben aufgefiihrten zwei Gruppen aufgeteilt.

In den jeweiligen Gruppen verzehrten die Probandinnen das angereicherte Brot bzw. die Suspension
und nach festgelegten Zeiten nach dem Verzehr wurden Urin, Blut und Atemluft beprobt. Das genaue
Beprobungsschema ist im Folgenden dargestellt. Das x stellt die jeweilige Probenahme zum Zeitpunkt

nach dem Verzehr dar.

Zur Gewinnung des Plasmas wurden direkt nach der Probenahme die Blutproben zentrifugiert, dieses
anschlieRend aliquotiert und bis zur Aufarbeitung bei-20 °C gelagert. Die Aliquotierung der Urinproben

erfolgte analog der Plasmaproben. Die Atemproben wurden direkt im Anschluss an die Beprobung auf

108



7 Ergebnisse und Diskussion

die Twister Gberfiihrt und diese bis zur Analyse (innerhalb von 24 h) in Glasvials mit Schraubverschluss

bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 48: Schema zur Beprobung von Blut, Urin und Atemluft nach Verzehr von Kapuzinerkresse bzw. einem mit

Kapuzinerkresse angereicherten Weizenmischbrot.

Zeitpunkt nach dem | Beprobung von:
Verzehr [Stunde]
Blut | Urin | Atem
Tag 1 0 X X X
Verzehr von Kresse bzw. Brot
10 Minuten X
30 Minuten X
1 X X
3 X X
4 X
5 X X
6 X
Tag 2 24 X X X
Tag 3 48 X X X

7.3.4 Ergebnisse und Diskussion der Humanstudie

Durch die gesundheitsfordernden Effekte der GSL-Abbauprodukte sind auch die Bioverfiigbarkeit und
der Metabolismus dieser Abbauprodukte im humanen Organismus von besonderem Interesse fir die
Forschung. In vielen Studien wird der Fokus auf die ITC und ihre Ausscheidung als Mercaptursduren
gelegt [116, 117]. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass vor allem die ITC, fir diese antibakteriellen oder
antikanzerogenen Effekte verantwortlich sind und somit mehr Beachtung in der Forschung
bekommen. Die Datenlage zur Bioaktivitdt und dem Metabolismus anderer Abbauproduktklassen wie
den Nitrilen oder EPT, zu moglichen Transformationen (z.B. in Form von Proteinkonjugaten) oder zu
Ausscheidungswegen (z.B. durch Exhalation) ist indes sehr gering. Diese sind jedoch ebenso von
Bedeutung bei der Betrachtung des Gesamtprozesses, beginnend mit der Aufnahme von GSL in den
Organismus, dem Metabolismus oder der Akkumulation sowie der letztendlichen Ausscheidung dieser
und anderer relevanter Substanzen. Die Erkenntnisse tiber das Verhalten und die Wirkorte von GSL
und deren jeweiligen Abbauprodukten im menschlichen Organismus ist Grundlage fiir die Erweiterung

des Wissens Giber mogliche gesundheitsfordernde oder auch nachteilige Effekte nach dem Verzehr von
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Brassicaceae. Ebenso wichtig kdnnen diese und weitere Erkenntnisse als Grundlage fiir eine mogliche

pharmazeutische Applikation sein [118].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte humane Interventionsstudie demonstrierte, dass sich
neben den bereits genannten Mercaptursduren auch Benzyl-ITC-Proteinkonjugate im Plasma formen
und das die Ausscheidung von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril nicht nur tber den Urin erfolgt,
sondern auch lber die Atemluft [115]. Der Schwerpunkt der folgenden Ausfiihrungen liegt jedoch nur
in der Betrachtung der nicht-konjugierten Abbauprodukte Phenylacetonitril und Benzyl-ITC und ihrer

Ausscheidung lUber die Atemluft und den Urin.

Ergebnisse der Atemluftuntersuchungen

Die Studie zeigte, dass nach dem Verzehr der Kapuzinerkresse-Suspension Benzyl-ITC und
Phenylacetonitril in der Atemluft ebenso detektierbar waren wie nach dem Verzehr des mit
Kapuzinerkresse angereicherten Brotes. Je nach Verzehrart und Probandin wurden unterschiedliche
Konzentrationsverlaufe der Analyten beobachtet. Bei den Probandinnen, die das Brot verzehrten,
erfolgte die hauptsachliche Ausscheidung von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril in der ersten Stunde
nach dem Verzehr, mit maximalen Konzentrationen nach 10 bzw. 30 min. Benzyl-ITC wurde als
hauptsadchliches Abbauprodukt im Atem analysiert (0,01 — 13,04 nmol/L). Phenylacetonitril wies
deutlich geringere Mengen in der Atemluft auf (0,01 — 0,21 nmol/L). Ein so deutliches Schema wie bei
den Probandinnen, die das Brot zu sich nahmen, konnte bei den Probandinnen, die die
Kapuzinerkresse-Suspension tranken, nicht beobachtet werden. Hier zeigte sich bei jeder Probandin
ein individueller Verlauf der Konzentrationen. Maximale Konzentrationen wurden zwischen 10 min
und 24 h nach dem Verzehr analysiert. Diese lagen bei Benzyl-ITC bei 0,03 — 5,89 nmol/L und bei
Phenylacetonitril bei 0,01 -15,66 nmol/L. In den Atemproben von zwei Probandinnen war
Phenylacetonitril das hauptsachlich detektierte Abbauprodukt. Bei den anderen beiden Probandinnen

wurde dhnlich zu der Gruppe, die das Brot verzehrt hatte, zu einem GroRteil Benzyl-ITC analysiert.
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Abbildung 49: zeitlicher Verlauf der Konzentrationen von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril in Atemluft der Probandinnen
nach dem Verzehr von Kapuzinerkresse in Form von einer Suspension (A) bzw. eines angereicherten Brotes (B).

Ergebnissee der Urinuntersuchung

Ein anderes Bild zeigte sich in den Urinproben der Probandinnen. Benzyl-ITC wurde als einziges
Abbauprodukt von Glucotropaeolin in den Proben aller Probandinnen detektiert. Sowohl in den
Proben aus dem Brotverzehr, als auch in den Proben aus dem Verzehr der Kapuzinerkresse-Suspension

wurde Benzyl-ITC noch 48 h nach dem Verzehr detektiert. Die hochsten Konzentrationen wurden im
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Bereich von 4 —24 h erreicht. Einzig bei einer Probandin der Gruppe, die das angereicherte Brot
verzehrt hatten, wies die Urinprobe nach 24 h die hoéchste Konzentration an Benzyl-ITC auf. Die
hochsten Konzentrationen im Urin der anderen zwei Mitglieder dieser Gruppe wurden nach 4 Stunden
analysiert. In der Gruppe, die eine Kapuzinerkresse-Suspension verzehrt hatte, wurden die hochsten
Konzentrationen im Urin 4 Stunden (9,19 umol/L) beziehungsweise 6 Stunden (4,43 umol/L) nach dem
Verzehr quantifiziert. Die hochste Konzentration in der Gruppe, die das angereicherte Brot verzehrt

hatte, lag nach 4 Stunden bei 7,40 umol/L.
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Abbildung 50: zeitlicher Verlauf der Konzentrationen von Benzyl-ITC im Urin der Probandinnen nach dem Verzehr von
Kapuzinerkresse in Form von einer Suspension (A) bzw. eines angereicherten Brotes (B).

Ergebnisse der Blutplasmauntersuchungen

Benzyl-ITC ist bereits in voran gegangenen Studien im Blutplasma von humanen Probanden nach dem

Verzehr von Kresse in Form seiner Mercaptursauren analysiert worden [116]. Aufgrund des sehr
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elektrophilen Kohlenstoffatoms in der N=C=S-Gruppe gehen ITC Reaktionen mit nukleophilen
Substanzen wie Glutathion oder Nukleinsauren [114]. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass
Benzyl-ITC zusatzlich zu der Metabolisierung als Mercaptursduren, Konjugate mit den im Blut
enthaltenen Proteinen eingeht und daher nicht in seiner nicht-konjugierten Form beobachtet wird.
Diese Hypothese konnte bestatigt werden. Anders als in den Matrizes Atem und Urin, konnten im
Blutplasma oberhalb der Nachweisgrenze weder Benzyl-ITC noch Phenylacetonitril im nicht-

konjugierten Zustand analysiert werden.

Einfluss der Verarbeitung auf die Analytenaufnahme

Ein Bestandteil der Studie war es den Einfluss des Verarbeitungsgrades der beiden
Kapuzinerkressequellen auf die Resorption und die Ausscheidung im Korper zu betrachten. Dass die
Verarbeitung einen Einfluss auf die anfanglichen Gehalte von Glucotropaeolin und seinen
Abbauprodukten Benzyl-ITC und Phenylacetonitril hat, zeigte sich bereits in der Analyse der beiden
Darreichungsformen (Abbildung 51). Wahrend in der Kapuzinerkresse-Suspension hauptsachlich
Benzyl-ITC mit einem Gehalt von 98,7% analysiert wurde (daneben 0,4% Phenylacetonitril, 0,9%
Glucotropaeolin), lag im angereicherten Brot Phenylacetonitril mit 52,2% vorrangig als Abbauprodukt
vor (Tabelle 47). Benzyl-ITC wurde in geringeren Mengen gebildet (17,3%). Die bevorzugte Bildung
eines Abbauproduktes gegeniiber dem anderen war im Brot nicht so stark ausgepragt wie in der

Suspension. Auch war deutlich mehr Glucotropaeolin (30,2%) nachweisbar als in der Suspension.

angereichertes Brot Kapuzinerkresse-Suspension

m Glucotropaeolin [%] = Benzyl-ITC [%] = Phenylacetonitril [%] m Glucotropaeolin [%] = Benzyl-ITC [%] = Phenylacetonitril [%]

Abbildung 51: Prozentuale Verteilung der Analyten im angereicherten Brot und der Kapuzinerkresse-Suspension.

Als Grund fir diese verschiedenen Ergebnisse ist die unterschiedliche Art der Hydrolyse bzw. der dabei
vorherrschenden Bedingungen zu nennen. Die Myrosinase bleibt wahrend des Lyophilisierens intakt.
Dieses und der nahezu neutrale pH-Wert in der Kapuzinerkresse-Suspension fiihren zu einer vorrangig

enzymatischen Hydrolyse, die die Formation von Benzyl-ITC beglinstigt [11]. Der Backprozess ist
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deutlich komplexer. Zunachst wird durch das Einbringen der Blatter (mechanische Zerstorung des
Pflanzenmaterials) in den Teig der Abbau des GSL enzymatisch initiiert. Wahrend der Erhitzung des
Teiges im Ofen wird die Myrosinase inaktiviert und es folgt eine thermisch induzierte Hydrolyse des
Glucotropaeolins, die die Bildung von Nitrilen begiinstigt [94, 119, 120]. Nur 7,5 % der moglichen
Ausgangsmenge an Abbauprodukten verblieb nach dem Backprozess im Brot erhalten. Griinde hierfiir
kénnen die Evaporation der leicht fliichtigen Abbauprodukte wahrend des Backens und eine mogliche
Konjugation des Benzyl-ITC an Matrixbestandteilen wie Proteinen, Lipiden oder Ballaststoffen sein [15,

40, 121, 122].

Die folgende graphische Auftragung der Abbauprodukte von Kapuzinerkresse in den verschiedenen
Verarbeitungsstufen verdeutlicht noch einmal diese beschriebenen Prozesse und den damit
verbundenen Verlust an bioaktiven Abbauprodukten. Die Daten wurden zur Verfligung gestellt von

Rebecca Klopsch vom Leibniz-Institut fir Gemiise- und Zierpflanzenbau (1GZ) in GroR Beeren.

frisch

getrocknet

gebacken

0 2 4 6 8 10 12 14
Gehalt Abbauprodukte [mg/100 g]

Verarbeitungsform der Kapuzinerkresse

Phenylacetonitril Benzyl-ITC

Abbildung 52: Vergleichende Darstellung des Analytenprofils bei unterschiedlicher Verarbeitung von Kapuzinerkresse.

Einen Vergleich zwischen frischen und verarbeiteten Lebensmitteln am Beispiel von Brokkoli zog die
Studie von Saha et al. im Jahr 2012. Sie zeigte enge Beziehung zwischen der Verarbeitung eines
Lebensmittels und der Verfligbarkeit von GSL und ihren Abbauprodukten. Schonendes kochen von
frischen Brokkoliréschen fiihrte zu einem Abbau des Glucoraphanins und merkbaren Mengen an
Sulforaphan, wohingegen die gleiche Vorgehensweise bei konventionell hergestellten, tiefgekihlten
Brokkoliréschen zu keiner Bildung von Sulforaphan flihrte. Beim Verzehr von Letzterem wurde nur eine
geringe Menge an Sulforaphan im Urin ausgeschieden (im Mittel rund 5 %) [123]. Saha et al.

begriindeten ihre Beobachtungen damit, dass kommerziell tiefgekihlter Brokkoli durch das kurze
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Blanchieren vor dem Einfrieren keine Thio-Glucosidase-Aktivitat aufweist und somit kein Sulforaphan

gebildet werden kann [123].

Ein zweiter Faktor in der Bewertung der Messdaten der vorliegenden Humanstudie sind die
Probanden. Je nach Alter, Erndhrungsweise und individuellem Metabolismus, kénnen Unterschiede in
den Ergebnissen auftreten. Je nach Individuum kann die Aktivitdt oder das Volumen der
Verdauungssafte variieren [124]. Auch der pH-Wert der Magensaure variiert je nach Erndhrungsweise
bzw. dem Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme [124]. Aufgrund der geringen Probandenanzahl und der
einfachen Ausgestaltung der Studie konnten hier jedoch keine gesicherten Erkenntnisse erhalten

werden.

Einfluss der Essgewohnheit auf die Aufnahme von GSL und ihren Abbauprodukten

Neben dem individuellen Metabolismus der Probandinnen und der unterschiedlichen Analytenmenge
und -art in den beiden Darreichungsformen, ist die Art und Weise ihres Verzehrs von Bedeutung fir
die vorliegenden Daten. Die Suspension wurde zligig verzehrt, wohingegen das Brot fiir eine kurze Zeit
gekaut wurde und daher langer im Mund blieb als die Suspension. Ein langerer Verbleib im Mund,
verbunden mit der mechanischen Verletzung des Pflanzenmaterials durch das Kauen, kann zu einer
Freisetzung von Abbauprodukten aus dem Brotteig fihren, die direkt ausgeatmet werden. Dieses wird
durch den starken Anstieg an Benzyl-ITC und Phenylacetonitril in den Atemproben in den ersten 10
Minuten bis zu einer halben Stunde nach dem Verzehr deutlich (Abbildung 49). Durch den im Vergleich
schnelleren Verzehr der Suspension, konnten die Abbauprodukte und die geringe Menge intaktes GSL
in den Magen gelangen, ohne im Mund signifikant verdndert zu werden. Zwei der vier Probandinnen,
die die Suspension verzehrt hatten zeigten keinerlei Anstieg in der Konzentration der Analyten in der
ersten halben Stunde nach dem Verzehr. Bei allen Probandinnen dieser Gruppe konnte ein Anstieg der
Konzentration der Analyten liber den gesamten Versuchszeitraum beobachtet werden. Dies spricht
dafiir, dass die beiden Analyten Benzyl-ITC und Phenylacetonitril in den Gastrointestinaltrakt
gelangten, dort resorbiert und im Verlauf des Versuches wieder Uber die Atemluft ausgeschieden
wurden. Allerdings wiesen die Messungen von zwei der Probandinnen bereits erhdhte Konzentration
der Analyten 10 Minuten nach dem Verzehr auf. Das kénnte auf ein unterschiedliches Trinkverhalten
der einzelnen Probandinnen hinweisen, bei dem die betreffenden Personen die Suspension nicht zligig

verzehrten, sondern langer im Mund behielten.

Anteil der Atemluft an moglichen Ausscheidungswegen

Tierstudien an Ratten und Méusen, in denen die Ausscheidung von ITCs lber die Atemluft mit Gehalten
von 3 — 30 % innerhalb von 24 Stunden nach dem Verzehr beobachtet wurde [125, 126] unterstiitzen
die Hypothese der Resorption im Gastrointestinaltrakt. Bereits 1970 wurde bei Untersuchungen zum

Hepatoxin a-Naphtylisothiocyanat in Ratten dessen Ausscheidung tUber die Atemluft beobachtet [125].
115



7 Ergebnisse und Diskussion

Hierfir wurde das Hepatoxin radioaktiv markiert und die Radioaktivitit in allen
Ausscheidungsprodukten, darunter der Atemluft, untersucht. Etwa 80 % der verabreichten Menge
Hepatoxin wurden nach 72 Stunden lber die Atemluft, den Urin und die Faeces ausgeschieden. Der
Anteil an radioaktivem Material in der Atemluft lag bei 30 % [125]. Eine weitere Studie von loannou et
al. (1984) beschaftigte sich mit dem Verbleib von Allylisothiocyanat im Organismus von Ratten nach
oraler oder intravendser Gabe [126]. Die Detektion erfolgte analog zur bereits aufgefiihrten Studie von
Capizzo und Roberts Uber die radioaktive Markierung des Kohlenstoffatoms der NCS-Gruppe. Nach
diesen Untersuchungen stellte die Ausscheidung der vom Allylisothiocyanat herriihrenden
Radioaktivitat als CO; in der Atemluft die zweitgroBte Route dar. Die Atemluft der Untersuchungstiere
wurde dafilr kontinuierlich fir 24 Stunden durch zwei Fallen, gefillt mit 500 mL 4 N Natriumhydroxid-
Losung, geleitet, um dieses radioaktiv markierte CO, zu sammeln. Die kumulierte Ausscheidung betrug
geschlechtsabhdngig 12,60 — 3,98 % (mannliche Ratten) beziehungsweise 14,50 — 2,37 % (weibliche
Ratten) von der urspriinglich verabreichten Dosis [126]. Weiterhin lieBen die Experimente vermuten,
dass die gastrointestinale Resorption beim Vergleich von oraler zu intravendser Einnahme annahernd
vollstandig verlief und die Art der Einnahme keinen erkennbaren Einfluss auf den Transport im Gewebe
oder der Ausscheidung hatte [126]. Im Unterschied zu den beiden Tierstudien, war es in der aktuellen
humanen Pilotstudie nicht méglich den Atem der Probandinnen kontinuierlich zu sammeln und zu
analysieren. Aus diesem Grund, sowie der einfachen Gestaltung der Studie und ihrer geringen
Teilnehmerzahl, ist der Anteil der Exkretion iber Atemluft an der Gesamtausscheidung nicht genau zu
beziffern. Dieser scheint Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Tierstudien eine geringe Rolle zu
spielen. Beide Studien waren auf die Aufnahme von ITC und der Untersuchung ihres Verbleibes im
Organismus konzipiert. Die Ausgangslage der humanen Interventionsstudie war eine andere. Im Brot
beispielsweise wurde neben seinen Abbauprodukten auch intaktes Glucotropaeolin analysiert
(30,2 %). Die Ergebnisse demonstrierten eine Ausscheidung von Phenylacetonitril, Benzyl-ITC und
seinen Metaboliten lber den gesamten Verlauf des Experiments. Daraus ergeben sich Fragen zu den
Transportwegen und moglichen Reaktionen des Glucotropaeolins und seiner Abbauprodukte nach

Eintreten in den Gastrointestinaltrakt.

Intakte GSL und ihre Bioverfugbarkeit — Effizienz der Umwandlung durch Darmbakterien

Intakte GSL kdnnen im Magen durch die Magensaure degradiert oder mit der Nahrung weiter in den
Darm transportiert werden, wo sie durch die dort vorherrschende Mikroflora umgesetzt werden [32,
127]. Fahey et al. beobachteten in einer Studie mit 45 Teilnehmern, dass intakte GSL mit bis zu 40 %
der aufgenommenen Dosis mittels bakterieller Myrosinase im Darm gespalten werden kénnen [32].

Der Mittelwert liege jedoch deutlich niedriger (11,8 % der Dosis). Sie schlussfolgerten, dass hohe
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Konversationsraten nicht der Regel entsprechen, da in der 2012 durchgefiihrten Studie 80 % der

Umsatzraten unterhalb des Mittelwertes von 11,8 % lagen [32].

Unter den sauren pH-Bedingungen im Magen sind die hauptsachlichen Abbauprodukte Nitrile [22, 23].
Die Art der Abbau- oder Reaktionsprodukte im Darm hingegen wiirde sehr stark von dem
Mechanismus der Reaktionen abhangen, die in der Mikroflora stattfinden. In der Literatur ist
hinreichend bekannt, dass Bakterien der humanen Darmflora Myrosinase-Aktivitat besitzen und damit
in der Lage sind GSL umzusetzen [32, 123, 128, 129]. Verbunden mit einem nahezu neutralen pH-Wert
im Darmtrakt waren ITC die praferierten Abbauprodukte. Werden diese anschliefend resorbiert und
lber den Mercaptursaure-Stoffwechselweg ausgeschieden, kdnnen sie im Urin detektiert werden.
Nach der Resorption besteht aber auch die Moglichkeit der Ausscheidung mit der Alveolarluft Gber die
Lunge. Auch andere Reaktionen waren moglich. Krul et al. stellten die Hypothese auf, dass das Sinigrin
durch die humane Mikroflora nicht ausschlieRlich zu Allyl-ITC abgebaut wird, sondern dass es weitere
teils unbekannte Abbauprodukte aus dem mikrobiellen Abbau von GSL geben kdnnte [128]. In einem
weiteren Experiment demonstrierte die Gruppe um Krul die Bildung von Allylamin und Benzylamin aus
der Umsetzung von Sinigrin bzw. Glucotropaeolin durch eine humane Mikroflora in-vitro [130]. Schon
Tang et al. zeigten 1972, dass Benzyl-ITC aus dem Abbau von Glucotropaeolin durch Bakterien zu
Benzylamin umgewandelt wurde [131]. Die vorliegende Pilotstudie verfolgte einen targeted-Ansatz

und kann daher keine Aussagen zu moglichen weiteren Abbau- und Reaktionsprodukten machen.

Intakte GSL weisen eine geringere Bioverfiigbarkeit auf als ihre Abbauprodukte [123, 128, 132]. In einer
Studie von Shapiro et al. beispielsweise erhielten erwachsene Probanden im Zeitrahmen von 6 —12
Tagen alle 8 Stunden oral eine Gabe eines Brokkoli-Extraktes (GSL bzw. ITC) und der gesammelte Urin
wurde analysiert. Die Untersuchungen zeigten, dass die Probanden nach einer Gabe des ITC-haltigen
Extraktes durchschnittlich 70.5 + 2.0% der Dosis als Mercaptursduren (in der Literatur als
Dithiocarbamate bezeichnet) im Urin ausschieden, bei Gabe des GSL-haltigen Extraktes jedoch nur
durchschnittlich 18.7 + 9.4 % [133]. Saha et al. untersuchten die Resorption und gegenseitige
Umwandlung von Sulforaphan und Erucin im humanen Organismus nach Verzehr von konventionellem
Tiefktihlbrokkoli bzw. frischem Brokkoli und beobachteten im Mittel eine Ausscheidung von 58,5 %
Sulforaphan der aufgenommenen Dosis. Wie bereits beschrieben fiihrte das schonende Kochen von
konventionell tiefgekiihltem Brokkoli zu keiner Bildung von Sulforaphan. Beim Verzehr dieser
Zubereitung mit hohen Gehalten intakten GSL wurde allerdings nur eine geringe Menge an
Sulforaphan im Urin ausgeschieden (im Mittel rund 5 %) [123]. Diese Beobachtung spricht fir eine
geringere Umsetzung von GSL im humanen Organismus. Des Weiteren traten nach dem Verzehr der
Zubereitung aus dem gefrorenen Brokkoli die héchsten Konzentrationen an Sulforaphan im Blutplasma

spater auf, als nach dem Verzehr der Zubereitung aus frischem Brokkoli. Die Autoren schlussfolgerten,

117



7 Ergebnisse und Diskussion

dass die Umsetzung des Glucoraphanins vermutlich erst durch die Mikroflora des Darms erfolgte und
daher die Absorption des Sulforaphans nicht bereits im Magen bzw. Diinndarm stattfinden konnte.
Saha et al. folgerten abschlieBend aus ihren Daten, dass die Effektivitat der Sulforaphanaufnahme ins
Blutplasma aus den im Dickdarm umgesetzten GSL geringer ist als die Aufnahme im oberen
Gastrointestinaltrakt [123]. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen Vrca et al. bei der Untersuchung der
Stabilitdt von Benzyl-ITC in der Simulation von in-vitro und ex-vivo Verdaureaktionen [134]. Die
Simulation wurde auf zwei Weisen durchgefiihrt. Die in-vitro Methode fulte auf kommerziell
erhaltlichen Enzymen des Magens und des Diinndarms. Fir die ex-vivo Methode wurden menschliche
Verdauungssafte von gesunden Spendern verwendet. In beiden Methoden wurde eine héhere
Stabilitdt des aus Kapuzinerkresse extrahierten Benzyl-ITC in der gastrischen Phase beobachtet
(97,57 % in-vitro und 73,47 % ex-vivo) als in der intestinalen Phase (71,17 % in-vitro und 54,90 % ex-
vivo). Diese Experimente sind nur bedingt vergleichbar, zeigen Gibereinstimmend mit anderen Daten

der Literatur jedoch eindeutig die geringere Bioverfligbarkeit von GSL im Intestinaltrakt.

Ein merklicher Abbau noch intakter GSL durch die im Darm angesiedelten Bakterien wurde bei der
Suspension aufgrund der geringen GSL-Menge nicht erwartet. Bei einem Anteil von 30,2 % intaktem
Glucotropaeolin im Brot bestand eine deutlich h6here Wahrscheinlichkeit, dass ein Abbau im Darm
stattfindet. Aufgrund der geringen Teilnehmerzahl der Studie, konnte jedoch kein Trend im zeitlichen
Verlauf der Detektion der Abbauprodukte beobachtet werden. Die individuellen
Konzentrationsverlaufe von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril bei den Probandinnen {ber den
gesamten Untersuchungszeitraum sind tibereinstimmend mit Beobachtungen aus der Literatur [133].
Bereits 2006 beobachteten Shapiro et al.,, dass die Umwandlung von GSL zu ITC bzw. ihren
Mercaptursaure-Metaboliten in den einzelnen Probanden sehr unterschiedlich verlief. Der
Unterschied in ihrem Gehalt zwischen den einzelnen Probanden betrug in dieser Studie anndahernd das

Vierfache [133].

Ahnliche Beobachtungen machten Krul et al. 2002 [128]. Diese untersuchten die Degradierung von
Sinigrin zu Allyl-ITC mittels eines dynamischen in-vitro Intestinal-Modell mit einem Mix von humaner
Darmmikroflora, welches die Prozesse im proximalen Colon simulierte. Hochste Gehalte an Allyl-ITC
beobachteten die Forscher 9-12 Stunden nach der Zugabe von Sinigrin zum Mikroorganismengemisch.
Die Verwendung von verschiedenen individuellen Mikrofloren fihrte zu merklich hoéheren
Konversationsraten [128]. Dies zeigt deutlich wie grof3 der Einfluss des individuellen Metabolismus und
hier im Besonderen der Einfluss der Darmflora ist. Die in der vorliegenden humanen
Interventionsstudie analysierten individuellen Konzentrationsverldufe deuten ebenfalls auf einen
groReren Einfluss des individuellen Metabolismus auf die Ausscheidung von Benzyl-ITC und

Phenylacetonitril. Auch Krul et al. beriicksichtigten in ihren Experimenten die Moglichkeit, dass die
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Bioverfligbarkeit intakter GSL geringer ist als die ihrer Abbauprodukte. Nur etwa 10-30 % (im Mittel
19 %) des Sinigrins standen fiir die Umsetzung durch die Bakterien im Darmlumen zur Verfligung [128].
Rund 74 % wurde nach 36 Stunden in der Dialysefliissigkeit gefunden, die die Absorption aus dem
Darminhalt simulierte. In einem dhnlichen Experiment an Ratten, die in ihrem Darm einen humanen
Bakterienstamm beherbergten, beobachteten Elfoul et al., dass rund 50 % des oral verabreichten

Sinigrins im Darmtrakt flr den Abbau durch die Bakterien zur Verfligung stand [135].

Hohe Reaktionsvielfalt von Abbauprodukten in-vivo

Neben der Verflgbarkeit und Umsetzung der intakten GSL ist auch die Verfligbarkeit der
Abbauprodukte selbst humanen Organismus von grofRer Bedeutung. Vor allem die elektrophilen ITC
kénnen Reaktionen mit nukleophilen Substanzen aus der Nahrung eingehen [40, 121, 122, 136]. In der
humanen Interventionsstudie zeigte sich, dass im Brot der Anteil an Benzyl-ITC deutlich geringer war
als in der Suspension. Die hauptsachlichen Griinde hierfiir wurden bereits im Zusammenhang der
unterschiedlichen Verarbeitungsformen genannt. Die Konjugation des Benzyl-ITC mit Proteinen wurde
in der vorliegenden Studie intensiv untersucht und an anderer Stelle veroffentlicht [115]. Die
Proteinkonjugation ist bis auf Ausnahmen reversibel. Eine dieser Ausnahmen ist die Konjugation mit
e-standiger NH,-Gruppe von Lysin [137]. Nach Aufnahme und Konjugation der ITC kann es wieder zu
einer Losung der Konjugation kommen und die ITC entsprechend zu einem spéateren Zeitpunkt auf den
unterschiedlichen Wegen ausgeschieden werden. Ein wichtiger Faktor in der Reversibilitdt der
Konjugationen ist hierbei der pH-Wert. Sie sind in einem sauren Milieu stabil, bei neutralem bis

basischem pH-Wert instabiler [40, 117, 136].

Neben der Atemluft wurde nicht-konjugiertes Benzyl-ITC ebenfalls im Urin der Probandinnen (héchste
Konzentrationen zwischen 4,43 und 9,19 umol/L; Abbildung 50) analysiert. Die maximalen Gehalte
lagen im Bereich von 4-6 Stunden nach dem Verzehr. Ebenfalls zu dieser Zeit wurden in der
vorliegenden Studie die Maximalgehalte an Metaboliten aus dem Mercaptursaure-Stoffwechselweg
detektiert. Diese Ergebnisse gehen einher mit dem analysierten nicht-konjugierten Benzyl-ITC und
stimmen mit Ergebnissen aus der Literatur Gberein [116, 138]. Bereits Brisewitz (1977) demonstrierte,
dass die ITC nicht irreversibel als Metabolite des Mercaptursdure-Stoffwechselweges vorliegen,
sondern sich wieder davon l6sen kénnen. Das wird auch dadurch unterstiitzt, dass basische
Bedingungen im umgebenden Medium die Herauslosung des nicht-konjugierten ITCs beglinstigen
[139]. Mennicke et al. berichteten, dass bei Harnwegsinfektionen der pH-Wert bis Gber 9 ansteigen
kénne, sie im frischen Urin mit pH 7,3 eines gesunden Probanden jedoch bereits Benzyl-ITC detektiert
haben. Der pH-Wert des Urins lag in der vorliegenden Humanstudie nicht im Fokus. Daher kénnen
keine weiteren Vermutungen zu den Ursachen fiir das Vorhandensein nicht-konjugierten Benzyl-ITCs

getroffen werden.
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8 Zusammenfassung
Diese Arbeit befasste sich mit der Analyse ausgewdhlter Abbauprodukte von GSL in verschiedenen
Lebensmittel- und Humanmatrizes. Sie ist dabei in drei Abschnitte gegliedert:
1. Erstellung, Erweiterung und Validierung von Methoden zur Bestimmung von ITC und Nitrilen
in verschiedenen Matrizes.
2. Untersuchung des Einflusses der Lebensmittelverarbeitung auf die Hydrolyse von GSL anhand
der sauren Garung von ausgewahlten Brassicaceae
3. Entwicklung einer Probenahme- und Untersuchungsmethode zur Quantifizierung von ITC und
Nitrilen in Atemluft — eine Pilotstudie
Ein Bestandteil dieser Arbeit war es, ausgewdhlte ITCs und Nitrile in verschiedenen Brassicaceae
mittels einer validierten Methode zu quantifizieren. Die praktischen Arbeiten hierzu wurden in zwei
Aufgabengebiete unterteilt, das Erweitern einer bekannten Methode um die Substanzklasse der
Epithionitrile sowie deren Teilvalidierung und das Entwickeln einer geeigneten Methode zur
Probenvorbereitung verschiedener Matrizes.
Die bereits aus der Literatur bekannte GC-MS-Methode wurde mit den zur Verfligung stehenden
Geraten zur Probenvorbereitung und Messung teilvalidiert und im Rahmen dessen auf ihre Prazision,
Richtigkeit und Linearitat untersucht. Hierfiir wurde eine Auswahl verschiedener ITC und Nitrile als
Multistandard hergestellt und in entsprechenden Verdiinnungsstufen analysiert. Keimlinge von den
drei Brassicaceae Brokkoli, Daikon-Rettich und weil3er Senf sind parallel dazu herangezogen und nach
der Methode aufgearbeitet und analysiert worden. Alle ausgewahlten ITC, Nitrile und Epithionitrile
(nicht Teil der Validierung) unterlagen einer linearen Kalibrierfunktion. Die aus den Ergebnissen der
Kalibrierniveaus  berechneten Verfahrensstandardabweichungen und Verfahrensvariations-
koeffizienten entsprachen den zuvor festgesetzten Anforderungen. Ein linearer Zusammenhang im
untersten Konzentrationsbereich fiir die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ist erfolgreich
nachgewiesen worden. Die Analyse der Richtigkeit der Methode erfolgte (iber die Bestimmung der
Wiederfindungsraten in den drei Brassicaceae-Keimlingen.
Im zweiten Abschnitt fanden diese Methoden Anwendung an einem prozessierten Lebensmittel am
Beispiel fermentierter Brassicaceae dhnlich dem traditionell asiatischen Kimchi. Es sollte der Einfluss
der Verarbeitung auf das Spektrum der GSL-Abbauprodukte untersucht werden. Einflussfaktoren
hierbei waren der sich verdandernde pH-Wert des Ferments wahrend der Garung und mogliche
Begleitsubstanzen mit Einfluss auf die Aktivitdt der pflanzeneigenen Myrosinase.
Das GSL-Profil der analysierten Brassicaceae wies im rohen Pflanzenmaterial gute Ubereinstimmungen
mit den in der Literatur dargestellten Profilen auf. Der hochste GSL-Gehalt wurde in Brokkoli analysiert,
gefolgt von Rotkohl, Spitzkohl und Chinakohl. Die Fermentationsansatze der Kohlsorten wurden iber
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einen Zeitraum von 20 Tagen auf ihre GSL- und Abbauprodukt-Gehalte untersucht. Es wurden Proben
nach einer und flnf Stunden, sowie nach 3, 6, 13 und 20 Tagen genommen (bezogen auf den Zeitpunkt
der Herstellung der Fermentationsansatze). Wahrend der prozessbegleitenden Analyse der GSL in
Rotkohl und Spitzkohl konnte eine geringere Beeinflussung der Verarbeitung und dem
darauffolgenden enzymatischen Abbau auf die Gehalte des aliphatischen GSL Sinigrin beobachtet
werden, als es beim ebenfalls aliphatischen Glucoiberins beobachtet wurde. Durch den enzymatischen
Abbau konnten in den Kohlfermenten nach 20 Tagen der Fermentation keine bzw. nur noch in Spuren

vorhandene GSL nachgewiesen werden.

Fiir die mittels GC-MS bestimmten Abbauprodukte wurden teilweise hohere Gehalte bestimmt als fiir
die jeweiligen GSL, aus denen diese resultieren. In Rotkohl und Brokkoli wurden nach drei-tagiger
Fermentation die hochsten Gehalte an ITCs analysiert. In Chinakohl wurde der maximale Gehalt an ITC
bereits eine Stunde nach Herstellung des Fermentationsansatzes erreicht. Im Verlauf der Fermentation
von Brokkoli stiegen bei sinkendem pH-Wert die Gehalte des, aus dem indolischen GSL Glucobrassicin
gebildeten, Nitrils Indol-3-acetonitril. Zudem wurde der Ubergang der GSL bzw. der daraus
resultierenden Abbauprodukte aus dem Pflanzenmaterial in die umgebende Flissigkeit gezeigt. Die
Fermentationsflissigkeit des Brokkoliansatzes enthielt an Tag 20 einen Gehalt von
5,48 + 0,032 mg/100 g FM (100 g FM entspricht 100 g Flussigkeit). Im Pflanzenmaterial des Brokkolis
wurde zum gleichen Probenahmezeitpunkt ein Gehalt an Erucin von 0,64 + 0,03 mg/100 g FM, sowie
ein Gehalt an Sulforaphan von 8,46 + 0,50 mg/100 g FM analysiert. Im Ferment des Chinakohls wurden
nach 20 Tagen noch 0,5+ 0,06 mg/100 g FM des, aus dem aromatischen GSL Gluconasturtiin
gebildeten, 2-Phenylethyl-ITC analysiert.

Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Glucobrassicin und dem Gehalt des, aus
3-Hydroxymethylindol (Abbauprodukt des GSL Glucobrassicin) und Ascorbinsdure gebildeten,
Ascorbigen A in rohem Kohl festgestellt. Je hoher die Glucobrassicin-Gehalte in den rohen Brassicaceae
waren, desto hoher waren die Ascorbigen-Gehalte im entsprechenden Pflanzenmaterial. Der hochste
Gehalt an Ascorbigen A ist in rohem Brokkoli mit 1,85 * 0,25 mg/100 g FM bestimmt worden. In
Rotkohl, Chinakohl und Spitzkohl wurden im Verlauf der Fermentation ebenfalls groRere Mengen an
Ascorbigen gebildet, die gegen Ende des Zeitraums der Fermentation aber wieder absanken. Die
Berechnung der Gehalte ergab die hochsten Werte im Rotkohl (1,61 +0,10 mg/100 g FM) und im
Spitzkohl (1,01 + 0,06 mg/100 g FM) nach 13 Tagen Fermentation. Der pH-Wert der Ansatze war zu
diesem Zeitpunkt bereits unter pH 4 gesunken. Im Fermentationsansatz des Rotkohls wurde bei
steigenden Acorbigen A-Gehalten ein dazu korrelierender Abbau an Glucobrassicin beobachtet. Am
Ende des Fermentationszeitraums lag der Ascorbigen A-Gehalt im Brokkoli (0,01 + 0,002 mg/100 g FM)

weit unter dem im rohen Kohl bestimmten Wert. Im Gegensatz dazu erhohte sich der Gehalt in
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Spitzkohl (0,71 = 0,05 mg/100 g FM) um das Zweifache des Ausgangsgehaltes wahrend in Chinakohl
(0,14 £ 0,002 mg/100 g FM) und Rotkohl (1,11 + 0,01 mg/100 g FM) der Gehalt an Ascorbigen A um
den Ausgangswert schwankte. Zur Entwicklung einer Probenahme und Analyse von GSL und ihren
Abbauprodukten in humanen Matrizes wurde im weiteren Verlauf der Arbeit als Modelllebensmittel
die Kapuzinerkresse gewahlt, da sie als einziges GSL Glucotropaeolin mit seinen zwei Abbauprodukten

Benzyl-ITC und Phenylacetonitril in ausreichender Menge enthalt und leicht verarbeitet werden kann.

Dieser dritte Abschnitt beschaftigte sich im Rahmen einer kleinen humanen Interventionsstudie mit
der Metabolisierung und den verschiedenen Ausscheidungswegen von Benzyl-ITC und
Phenylacetonitrii  nach  einmaligem Verzehr von Kapuzinerkresse in  verschiedenen
Darreichungsformen. Ein Fokus lag dabei auf der Anwendung einer neu entwickelten Probenahme und
Analyse dieser Analyten aus der Atemluft. Zunachst wurden Experimente mit der Solid-Phase-
Microextraction, kurz SPME, durchgefiihrt, bei denen die Atemluft mit den Analyten aus inerten
Beuteln Uber Fasern mit immobilisiertem Extraktionsmittel geleitet wurde. Diese sollten anschlieBend
in der GC-MS durch die hohe Temperatur im Injektionsofen wieder freigesetzt und analysiert werden.
Fasern mit PDMS/DVB beschichtet, zeigten die hochste Sorption, allerdings erzielte dieser
Versuchsaufbau keine Linearitdit der Messergebnisse. Aufgrund der ebenfalls geringen
Aufnahmekapazitat der Fasern wurden die folgenden Experimente mit der Stir-Bar-Sorptive-Extraction
Methode, kurz SBSE, durchgefiihrt. Ein Versuchsaufbau mit 500 mL-Flachbodenglasflaschen, in die die
Atemluft beprobt wurde, und einem Teflon®-Schlauch-System, das die Atemluft aus der Flasche tiber
ein SBSE-Magnetriihrstabchen leitet, fliihrte zu den gewinschten linearen Messergebnissen. Diese

Probenahme fand anschliefend Anwendung in der humanen Interventionsstudie.

Die Studie demonstrierte, dass neben den bereits bekannten Mercaptursauren die Ausscheidung von
nicht-konjugiertem Benzyl-ITC und Phenylacetonitril GUber den Urin ebenso erfolgt wie liber die
Atemluft. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Betrachtung der nicht-konjugierten
Abbauprodukte Phenylacetonitril und Benzyl-ITC und ihrer Ausscheidung Uber den Urin und die
Atemluft. Bei letzterem wurden je nach Verzehrart und Probandin unterschiedliche
Konzentrationsverldufe der Analyten beobachtet. Nach Verzehr eines mit Kapuzinerkresse
angereicherten Brotes erfolgte die hauptsachliche Ausscheidung von Benzyl-ITC und Phenylacetonitril
in der ersten Stunde nach dem Verzehr, mit maximalen Konzentrationen von Benzyl-ITC mit
13,04 nmol/L und von Phenylacetonitril mit 0,21 nmol/L. Ein individueller Verlauf der Konzentrationen
zeigte sich hingegen in der Gruppe, die eine Kapuzinerkressesuspension verzehrte. Maximale
Konzentrationen wurden zwischen 10 min und 24 h nach dem Verzehr analysiert. Diese lagen bei
Benzyl-ITC bei 0,03 — 5,89 nmol/L und bei Phenylacetonitril bei 0,01 — 15,66 nmol/L. Benzyl-ITC wurde

als hauptsichliches Abbauprodukt im Atem analysiert (0,01 — 13,04 nmol/L). Phenylacetonitril wies
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deutlich geringere Mengen in der Atemluft auf (0,01 — 0,21 nmol/L). In den Atemproben von zwei
Probandinnen, die die Kapuzinerkressesuspension zu sich nahmen, war Phenylacetonitril das
hauptsachlich detektierte Abbauprodukt. Bei den anderen beiden Probandinnen wurde dhnlich zu der

Gruppe, die das Brot verzehrt hatte, zu einem Grol3teil Benzyl-ITC analysiert.

Ein anderes Bild zeigte sich in den Urinproben der Probandinnen. Benzyl-ITC wurde als einziges
Abbauprodukt von Glucotropaeolin in den Proben aller Probandinnen detektiert. Sowohl in den
Proben aus dem Brotverzehr, als auch in den Proben aus dem Verzehr der Kapuzinerkresse-Suspension
wurde Benzyl-ITC noch 48 h nach dem Verzehr detektiert. Die hochsten Konzentrationen wurden im
Bereich von 4 —24 h erreicht. Einzig bei einer Probandin der Gruppe, die das angereicherte Brot
verzehrt hatten, wies die Urinprobe nach 24 h die hochste Konzentration an Benzyl-ITC auf. Die
hochsten Konzentrationen im Urin der anderen zwei Mitglieder dieser Gruppe wurden nach 4 Stunden
analysiert. In der Gruppe, die eine Kapuzinerkresse-Suspension verzehrt hatte, wurden die hochsten
Konzentrationen im Urin 4 Stunden (9,19 umol/L) beziehungsweise 6 Stunden (4,43 umol/L) nach dem
Verzehr quantifiziert. Die hochste Konzentration in der Gruppe, die das angereicherte Brot verzehrt
hatte, lag nach 4 Stunden bei 7,40 umol/L. Anders als in den Matrizes Atem und Urin, konnten im
Blutplasma oberhalb der Nachweisgrenze weder Benzyl-ITC noch Phenylacetonitril im nicht-

konjugierten Zustand analysiert werden.
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9 Summary

This work dealt with the analysis of selected degradation products of GSL in various food and human

matrices. It is divided into three sections:

1. establishment, extension and validation of methods for the determination of ITC and nitriles
in different matrices.
2. investigation of the influence of food processing on the hydrolysis of GSL based on the acid
fermentation of selected Brassicaceae
3. development of a sampling and testing method for the quantification of ITC and nitriles in
breath - a pilot study.
One component of this work was to quantify selected ITCs and nitriles in various Brassicaceae using a
validated method. The practical work for this was divided into two tasks, the extension of a known
method by the substance class of epithionitriles as well as their partial validation and the development

of a suitable method for the sample preparation of different matrices.

The GC-MS-method, which is already known from the literature, was partially validated with the
available devices for sample preparation and measurement and examined for its precision, accuracy
and linearity. For this purpose, a selection of different ITCs and nitriles was prepared as a multi
component reference and analysed in corresponding dilution levels. Seedlings of the three
Brassicaceae broccoli, daikon radish and white mustard were grown in parallel and processed and
analysed according to the method. All selected ITC, nitriles and epithionitriles (not part of the
validation) were subject to a linear calibration function. The procedure standard deviations and
procedure coefficients of variation calculated from the results of the calibration levels were in
accordance with the previously established requirements. A linear relationship in the lowest
concentration range for the detection and quantification limits has been successfully demonstrated.
The analysis of the accuracy of the method was carried out by determining the recovery rates in the
three Brassicaceae seedlings. The extension of the method to include the analyte group of
epithionitriles was carried out without any problems and served the aim of being able to analyse as

large an analyte profile as possible in the second section of the work.

In the second section, these methods were applied to a processed food using the example of
fermented Brassicaceae similar to the traditional Asian kimchi. The influence of processing on the
spectrum of GSL degradation products was investigated. Influencing factors here were the changing
pH value of the ferment during fermentation and possible accompanying substances with an influence

on the activity of the plant's own myrosinase.
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The qualitative GSL profile of the analysed Brassicaceae in the raw plant material was in accordance
with the profiles presented in the literature. The highest GSL content was analysed in broccoli, followed
by red cabbage, pointed cabbage and Chinese cabbage. The fermentation mixtures of the cabbage
varieties were analysed for their GSL and degradation products over a period of 20 days. Samples were
taken after one and five hours, as well as after 3, 6, 13 and 20 days (based on the time of preparation
of the fermentation mixtures). During the in-process analysis of the GSL in red cabbage and pointed
cabbage, a lower influence of the processing and the subsequent enzymatic degradation on the
contents of the aliphatic GSL sinigrin was observed than it was for the aliphatic Glucoiberin. Due to the
enzymatic degradation, no GSL or only traces of GSL were detected in the cabbage ferments after 20

days of fermentation.

In some cases, higher contents were determined for the degradation products determined by GC-MS
than for the respective GSLs from which they result. In red cabbage and broccoli, the highest contents
of ITCs were analysed after three days of fermentation. In Chinese cabbage, the maximum content of
ITCs was already reached one hour after preparation of the fermentation batch. In the course of the
fermentation of broccoli, the contents of the nitrile indole-3-acetonitrile, formed from the indolic GSL
Glucobrassicin, increased with decreasing pH. In addition, the transfer of the GSL or the resulting
degradation products from the plant material into the surrounding liquid was shown. The fermentation
liquid of the broccoli batch contained 5,48 + 0,032 mg/100 g FM (100 g FM corresponds to 100 g liquid)
on day 20. In the broccoli plant material, a content of Erucin of 0,64 + 0,03 mg/100 g FM and a content
of sulforaphane of 8,46 + 0,50 mg/100 g FM were analysed at the same sampling time. In the Chinese
cabbage ferment, 0,5+ 0,06 mg/100g FM of 2-phenylethyl-ITC, formed from the aromatic GSL

Gluconasturtiin, was still analysed after 20 days.

A correlation was found in raw cabbage between the content of Glucobrassicin and the content of
Ascorbigen A, formed from 3-Hydroxymethylindole (degradation product of GSL Glucobrassicin) and
ascorbic acid. The higher the Glucobrassicin contents in the raw Brassicaceae, the higher the
Ascorbigen A contents in the corresponding plant material. The highest Ascorbigen A content was
determined in raw broccoli with 1,85 = 0,25 mg/100 g FM. In red cabbage, Chinese cabbage and
pointed cabbage, larger amounts of Ascorbigen A were also formed in the course of fermentation, but
these decreased again towards the end of the fermentation period. The calculation of the contents
showed the highest values in red cabbage (1,61 + 0,10 mg/100g FM) and in pointed cabbage
(1,01 £ 0,06 mg/100 g FM) after 13 days of fermentation. The pH value of the mixtures had already
dropped below pH 4 at this point. In the red cabbage fermentation batch, a correlating degradation of
Glucobrassicin was observed with increasing Ascorbigen A contents. At the end of the fermentation

period, the Ascorbigen A content in broccoli (0,01 + 0,002 mg/100 g FM) was far below the value
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determined in the raw cabbage. In contrast, the content in pointed cabbage (0,71 + 0,05 mg/100 g FM)
increased by two times the initial content while in Chinese cabbage (0,14 + 0,002 mg/100 g FM) and
red cabbage (1,11 £ 0,01 mg/100 g FM) the Ascorbigen A content fluctuated around the initial value.
In order to develop a sampling and analysis method of GSL and its degradation products in human
matrices, nasturtium was chosen as a model food in the further course of the work. It only
Glucotropaeolin with its two degradation products Benzyl-ITC and Phenylacetonitrile in sufficient

guantity and can be easily processed.

This third section dealt with the metabolisation and the different excretion pathways of Benzyl-ITC and
Phenylacetonitrile after a single consumption of nasturtium in different dosage forms in the context
of a small human intervention study. One focus was on the application of a newly developed sampling
and analysis of these analytes from breath. First, experiments were carried out with Solid-Phase-Micro-
Extraction, or SPME, in which the respiratory air containing the analytes was passed from inert bags
over fibres with immobilised extractant. These were then to be released and analysed again in GC-MS
due to the high temperature in the injection oven. Fibres coated with PDMS/DVB showed the highest
sorption, but this experimental setup did not achieve linearity of the measurement. Due to the also
low absorption capacity of the fibres, the following experiments were carried out with the Stir-Bar-
Sorptive-Extraction (SBSE). An experimental set-up with 500 mL flat-bottomed glass bottles, into which
the respiratory air was sampled, and a Teflon® tube system, which passed the respiratory air from the
bottle over an SBSE magnetic stir bar, led to the desired linear measurement. This sampling was

subsequently used in the human intervention study.

The study demonstrated that, in addition to the already known mercapturic acids, the excretion of
non-conjugated Benzyl-ITC and Phenylacetonitrile occurs via the urine as well as via the respiratory air.
The focus of this work is on the non-conjugated degradation products Phenylacetonitrile and
Benzyl-ITC and their excretion via urine and respiratory air. In the latter, different concentration
courses of the analytes were observed depending on the type of consumption and the test person.
After consumption of a bread enriched with nasturtium, the main excretion of benzyl-ITC and
Phenylacetonitrile occurred in the first hour after consumption, with maximum concentrations of
benzyl-ITC at 13,04 nmol/L and of Phenylacetonitrile at 0,21 nmol/L. In contrast, an individual course
of the concentrations was shown in the group that consumed a nasturtium suspension. Maximum
concentrations were analysed between 10 min and 24 h after consumption. These were
0,03 - 5,89 nmol/L for Benzyl-ITC and 0,01 — 15,66 nmol/L for Phenylacetonitrile. Benzyl-ITC was
analysed as the main degradation product in breath (0,01 — 13,04 nmol/L). Phenylacetonitrile showed
significantly lower amounts in breath (0,01 — 0,21 nmol/L). In the respiratory air samples of two test

persons who ingested the suspension, Phenylacetonitrile was the main degradation product detected.
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In the other two volunteers, similar to the group that had eaten the bread, Benzyl-ITC was analysed to

a large extent.

The urine samples of the test persons showed a different course. Benzyl-ITC was the only detected
degradation product of Glucotropaeolin in the samples of all test persons. Benzyl-ITC was still detected
48 h after consumption in the samples from bread consumption as well as in the samples from the
consumption of the nasturtium suspension. The highest concentrations were reached in the range of
4 —24 h. Only one subject in the group that had consumed the enriched bread showed the highest
concentration of benzyl-ITC in the urine sample after 24 h. The highest concentrations in the urine of
the other two members of this group were analysed after 4 hours. In the group that had consumed a
nasturtium suspension, the highest concentrations in the urine were quantified 4 h (9,19 umol/L) and
6 h (4,43 umol/L) after consumption, respectively. The highest concentration in the group that had
consumed the enriched bread was 7,40 umol/L after 4 hours. Unlike in the respiratory air and urine
matrices, neither benzyl-ITC nor Phenylacetonitrile could be analysed in the non-conjugated state in

blood plasma above the detection limit.
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Die Validierung der GC-MS-Methode zur Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten aus pflanzlicher
Matrix kann als erfolgreich bewertet werden, da die beschriebenen Validierungsparameter den
Anforderungen entsprachen. Die Erweiterung der Methode um die Analytengruppe der Epithionitrile
erfolgte problemlos und diente dem Ziel, im zweiten Abschnitt der Arbeit ein moglichst grofies

Analytenprofil analysieren zu kénnen.

Fiir die mittels GC-MS bestimmten Abbauprodukte im Fermentationsexperiment wurden teilweise
hohere Gehalte bestimmt als fiir die jeweiligen GSL, aus denen diese resultieren. Dieses kann an einer
nicht vollstandigen Extraktion der GSL aus dem Pflanzenmaterial, beziehungsweise einer teilweisen
Hydrolyse der GSL wahrend der Aufarbeitung gelegen haben. Zusammenfassend hatte der
Fermentationsprozess insgesamt keine groRen Auswirkungen auf die Bildung der bioaktiven ITC. Die
durch Hydrolyse der GSL gebildeten ITC erreichten zu Beginn die hdochsten Konzentrationen und
nahmen im Verlauf der Fermentation groRtenteils ab. Aufgrund der geringen Analytenmengen am
Ende der Fermentation und des beobachteten Ubergangs von GSL und deren Abbauprodukten in die
Fermentationsflissigkeit, wurde der fermentierte Kohl als Modelllebensmittel fiir die weitere Arbeit
verworfen. Stattdessen wurde auf die leicht zu verarbeitende Kapuzinerkresse mit einem eindeutigen
GSL-Profil zurlickgegriffen. Diese stand zudem fiir die Interventionsstudie in der bendtigten Menge

und verarbeiteten Form zur Verfligung.

Ein Bestandteil der Studie war es den Einfluss des Verarbeitungsgrades der beiden
Kapuzinerkressequellen auf die Resorption und die Ausscheidung im Korper zu betrachten. Dass die
Verarbeitung einen Einfluss auf die anfanglichen Gehalte von Glucotropaeolin und seinen
Abbauprodukten Benzyl-ITC und Phenylacetonitril hat, zeigte sich bereits in der Analyse der beiden
Darreichungsformen durch die unterschiedliche Art der Hydrolyse bzw. der dabei vorherrschenden
Bedingungen. Nur 7,5% der moglichen Ausgangsmenge an Abbauprodukten verblieb nach dem
Backprozess im Brot erhalten. Grinde hierfir kdénnen die Evaporation der leicht fliichtigen
Abbauprodukte wahrend des Backens und eine mogliche Konjugation des Benzyl-ITC an
Matrixbestandteilen wie Proteinen, Lipiden oder Ballaststoffen sein [15, 40, 121, 122]. Dies bestatigt
dhnliche Experimente aus der Literatur [123]. Ein zweiter Faktor in der Bewertung der Messdaten der
vorliegenden Humanstudie waren die Probanden. Je nach Alter, Erndhrungsweise und individuellem
Metabolismus, kénnen Unterschiede in den Ergebnissen auftreten. Aufgrund der geringen
Probandenanzahl und der einfachen Ausgestaltung der Studie konnten hier jedoch keine gesicherten
Erkenntnisse erhalten werden. Neben dem individuellen Metabolismus der Probandinnen und der

unterschiedlichen Analytenmenge und -art in den beiden Darreichungsformen, ist die Art und Weise
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ihres Verzehrs von besonderer Bedeutung fir die vorliegenden Daten. Die Suspension wurde zligig
verzehrt, wohingegen das Brot fir eine kurze Zeit gekaut wurde und daher langer im Mund blieb als
die Suspension. Ein langerer Verbleib im Mund, verbunden mit der mechanischen Verletzung des
Pflanzenmaterials durch das Kauen, kann zu einer Freisetzung von Abbauprodukten aus dem Brotteig
flihren, die direkt ausgeatmet werden. Dieses wird durch den starken Anstieg an Benzyl-ITC und
Phenylacetonitril in den Atemproben in den ersten 10 Minuten bis zu einer halben Stunde nach dem
Verzehr deutlich. Durch den im Vergleich schnelleren Verzehr der Suspension, konnten die
Abbauprodukte und die geringe Menge intaktes GSL in den Magen gelangen, ohne im Mund signifikant
verandert zu werden. Zwei der vier Probandinnen, die die Suspension verzehrt hatten zeigten
beispielsweise keinerlei Anstieg in der Konzentration der Analyten in der ersten halben Stunde nach
dem Verzehr. Allerdings wiesen die Messungen der zwei anderen Probandinnen bereits erhdhte
Konzentration der Analyten 10 Minuten nach dem Verzehr auf. Das konnte wieder auf ein
unterschiedliches Trinkverhalten der einzelnen Probandinnen hinweisen, bei dem die betreffenden
Personen die Suspension nicht ziigig verzehrten, sondern ldanger im Mund behielten. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass in kiinftigen Studien besonderes Augenmerk auf die Standardisierung

des Probenverzehrs gelegt werden sollte.

Bei allen Probandinnen der Suspensions-Gruppe konnte eine Ausscheidung der Analyten in der
Atemluft Gber den gesamten Versuchszeitraum beobachtet werden. Dies spricht dafiir, dass die beiden
Analyten Benzyl-ITC und Phenylacetonitril in den Gastrointestinaltrakt gelangten, dort resorbiert und
im Verlauf des Versuches wieder tber die Atemluft ausgeschieden wurden. Im Brot beispielsweise
wurde neben seinen Abbauprodukten auch intaktes Glucotropaeolin analysiert (30,2 %). Daraus
ergeben sich Fragen zu den Transportwegen und moglichen Reaktionen des Glucotropaeolins und
seiner Abbauprodukte nach Eintreten in den Gastrointestinaltrakt. Unter den sauren pH-Bedingungen
im Magen wiirden Ubereinstimmend mit der Literatur Nitrile gebildet werden [22, 23]. Die Art der
Abbau- oder Reaktionsprodukte im Darm hingegen wiirde sehr stark von dem Mechanismus der
Reaktionen abhdngen, die in der Mikroflora stattfinden. Verbunden mit einem nahezu neutralen pH-
Wert im Darmtrakt waren ITC die praferierten Abbauprodukte. Werden diese anschliefend resorbiert
und liber den Mercaptursdure-Stoffwechselweg ausgeschieden, kénnen sie im Urin detektiert werden.
Nach der Resorption besteht aber auch die Moéglichkeit der Ausscheidung mit der Alveolarluft tiber die
Lunge. Ein merklicher Abbau noch intakter GSL durch die im Darm angesiedelten Bakterien wurde bei
der Suspension aufgrund der geringen GSL-Menge nicht erwartet. Bei einem Anteil von 30,2 %
intaktem Glucotropaeolin im Brot bestand eine deutlich hohere Wahrscheinlichkeit, dass ein Abbau im
Darm stattfindet. Aufgrund der geringen Teilnehmerzahl der Studie, konnte jedoch kein Trend im
zeitlichen Verlauf der Detektion der Abbauprodukte beobachtet werden. In der Literatur wurden auch

andere Reaktionsprodukte beschrieben, die im Gastrointestinaltrakt gebildet werden kdnnten [128].
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Die vorliegende Pilotstudie verfolgte einen targeted-Ansatz und konnte daher keine Aussagen zu

moglichen weiteren Abbau- und Reaktionsprodukten machen.

Neben der Verfligbarkeit und Umsetzung der intakten GSL ist auch die Verfligbarkeit der
Abbauprodukte selbst humanen Organismus von groRer Bedeutung. In der humanen
Interventionsstudie zeigte sich, dass im Brot der Anteil an Benzyl-ITC deutlich geringer war als in der
Suspension. Die hauptsachlichen Griinde hierfir wurden bereits im Zusammenhang der
unterschiedlichen Verarbeitungsformen genannt. Die Konjugation des Benzyl-ITC mit Proteinen im
humanen Blutplasma wurde in der vorliegenden Studie intensiv untersucht und an anderer Stelle
veroffentlicht [115]. Nach Aufnahme und Konjugation der ITC kann es aber wieder zu einer Losung der
Konjugation kommen und die ITC entsprechend zu einem spateren Zeitpunkt auf den
unterschiedlichen Wegen ausgeschieden werden. Dies kann ein Grund fiir die Ausscheidung des

Benzyl-ITC in Urin und Atemluft Gber den gesamten Versuchszeitraum sein.

Neben der Atemluft wurde nicht-konjugiertes Benzyl-ITC ebenfalls im Urin der Probandinnen (héchste
Konzentrationen zwischen 4,43 und 9,19 umol/L) analysiert. Die maximalen Gehalte lagen im Bereich
von 4 - 6 Stunden nach dem Verzehr. Ebenfalls zu dieser Zeit wurden in der vorliegenden Studie die
Maximalgehalte an Metaboliten aus dem Mercaptursdure-Stoffwechselweg detektiert. Diese
Ergebnisse gehen einher mit dem analysierten nicht-konjugierten Benzyl-ITC und stimmen mit

Ergebnissen aus der Literatur liberein [116, 138].

Nach Betrachtung aller untersuchten Ausscheidungswege, konnten die Beobachtungen bisheriger
Studien bestatigt werden, dass die dominante Ausscheidung von ITCs als Metabolite der
Mercaptursaure (iber den Urin erfolgt und die Ausscheidung Uber die Atemluft nur eine
untergeordnete Rolle spielt. Im Unterschied zu den meisten Tierstudien, war es in der aktuellen
humanen Pilotstudie nicht moglich den Atem der Probandinnen kontinuierlich zu sammeln und zu
analysieren. Aus diesem Grund, sowie der einfachen Gestaltung der Studie und ihrer geringen
Teilnehmerzahl, ist der Anteil der Exkretion {iber Atemluft an der Gesamtausscheidung nicht genau zu

beziffern.
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The validation of the GC-MS-method for the quantification of GSL degradation products from plant
matrix can be evaluated as successful, as the described validation parameters met the requirements.
The extension of the method to include the analyte group of epithionitriles was carried out without
any problems and served the aim of being able to analyse as large an analyte profile as possible in the

second section of the work.

In some cases, higher contents were determined for the degradation products determined by GC-MS
in the fermentation experiment, than for the respective GSLs from which they result. This may have
been due to incomplete extraction of the GSL from the plant material or partial hydrolysis of the GSL
during processing. In summary, the fermentation process did not have a major impact on the formation
of bioactive ITCs. The ITCs formed by hydrolysis of the GSL reached the highest concentrations at the
beginning and decreased for the most part in the course of the fermentation. Due to the low amounts
of analytes at the end of the fermentation and the observed transfer of GSL and its degradation
products into the fermentation liquid, fermented cabbage was discarded as a model food for further
work. Instead, the easy-to-process nasturtium with a clear GSL profile was used. This was also available

for the intervention study in the required quantity and processed form.

One topic of the study was to observe the influence of the degree of processing of the two nasturtium
sources on absorption and excretion in the body. That the processing itself has an influence on the
initial contents of Glucotropaeolin and its degradation products Benzyl-ITC and Phenylacetonitrile was
already shown in the analysis of the two dosage forms by the different type of hydrolysis due to the
prevailing conditions. Only 7.5 % of the possible initial amount of degradation products remained in
the bread after the baking process. Reasons for this may be the evaporation of the highly volatile
degradation products during baking and a possible conjugation of the Benzyl-ITC to matrix components
such as proteins, lipids or dietary fibres [15, 40, 121, 122]. This confirms similar experiments from the
literature [123]. A second factor in the evaluation of the results of the present study was the subjects.
Depending on age, diet and individual metabolism, differences in the results may occur. However, due
to the small number of test persons and the simple design of the study, no reliable findings could be
obtained here. In addition to the individual metabolism of the test persons and the different amount
and type of analytes in the two dosage forms, the way they were consumed is of particular importance
for the available data. The suspension was consumed quickly, whereas the bread was chewed for a
short time and therefore remained longer in the mouth than the suspension. Prolonged retention in
the mouth, combined with the mechanical injury to the plant material caused by chewing, may result

in the release of degradation products from the bread dough that are directly exhaled. This is evident
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from the strong increase in Benzyl-ITC and Phenylacetonitrile in the respiratory air samples in the first
10 minutes to half an hour after consumption. Due to the comparatively faster consumption of the
suspension, the degradation products and the small amount of intact GSL could enter the stomach
without being significantly changed in the mouth. For example, two of the four volunteers who
consumed the suspension did not show any increase in the concentration of the analytes in the first
half hour after consumption. However, the measurements of the other two subjects showed an
increased concentration of the analytes 10 minutes after consumption. This could again indicate a
different drinking behaviour of the individual test persons, who did not consume the suspension
quickly but kept it in their mouths longer. From this it can be concluded that in future studies special

attention should be paid to the standardisation of sample consumption.

In all subjects of the suspension group, excretion of the analytes in the breath could be observed over
the entire test period. This indicates that the two analytes Benzyl-ITC and Phenylacetonitrile entered
the gastrointestinal tract, were absorbed and excreted again via the respiratory air in the course of the
test. In bread, for example, intact Glucotropaeolin was analysed in addition to its degradation products
(30.2 %). This raises questions about the transport pathways and possible reactions of Glucotropaeolin
and its degradation products after entering the gastrointestinal tract. Under the acidic pH conditions
in the stomach, nitriles would be formed, consistent with the literature [22, 23]. The nature of the
degradation or reaction products in the intestine, on the other hand, would depend very much on the
mechanism of the reactions taking place in the microflora. Coupled with a near-neutral pH in the
intestinal tract, ITCs would be the preferred degradation products. If these are subsequently absorbed
and excreted via the mercapturic acid metabolic pathway, they can be detected in the urine. After
resorption, however, there is also the possibility of excretion with the alveolar air via the lungs. A
noticeable degradation of still intact GSL by the bacteria settled in the intestine was not expected with
the suspension due to the low amount of GSL. With a proportion of 30.2 % intact Glucotropaeolin in
the bread, there was a significantly higher probability that degradation would take place in the
intestine. However, due to the small number of participants in the study, no trend in the time course
of the detection of the degradation products could be observed. Other reaction products that could
be formed in the gastrointestinal tract have also been described in the literature [128]. The present
pilot study pursued a targeted approach and could therefore not make any statements on possible

further degradation and reaction products.

In addition to the availability and conversion of the intact GSL, the availability of the degradation
products themselves in the human organism is also of great importance. The human intervention study
showed that the proportion of Benzyl-ITC in the bread was significantly lower than in the suspension.

The main reasons for this have already been mentioned in connection with the different forms of
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processing. The conjugation of Benzyl-ITC with proteins in human blood plasma was intensively
investigated in the present study and published elsewhere [115]. However, after uptake and
conjugation of the ITC, the conjugation may again dissolve and the ITC may be excreted accordingly at
a later time by the different routes. This may be a reason for the excretion of the Benzyl-ITC in urine

and respiratory air over the entire test period.

In addition to the respiratory air, non-conjugated Benzyl-ITC was also analysed in the urine of the test
subjects (highest concentrations between 4,43 and 9,19 umol/L). The maximum levels were in the
range of 4 - 6 hours after consumption. Also at this time, the maximum levels of metabolites from the
mercapturic acid pathway were detected in the present study. These results comply with the analysed

non-conjugated Benzyl-ITC and are in agreement with results from the literature [116, 138].

After considering all the excretion pathways investigated, the observations of previous studies could
be confirmed that the dominant excretion of ITCs occurs via their mercapturic acid metabolites in the
urine and that excretion via the respiratory air only plays a subordinate role. In contrast to the most
animal studies, it was not possible to continuously collect and analyse the respiratory air of the subjects
in the current human pilot study. For this reason, as well as the simple design of the study and its small
number of participants, the share of excretion via breath in the total excretion cannot be precisely

guantified.
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Al Gerate und Materialien

Tabelle 49: Verzeichnis der verwendeten Materialien.

Material

Hersteller, Firmensitz

2mL-Spritze (Injekt®)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Einmal-Injektions-Kanile
0,80 mm x 80 mm (Gr.2)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Einwegpipetten, Glas
150 mm x 230 mm

Corning Incorporated Life Sciences (Amsterdam,
Niederlande)

Gas Sampling Bag
Polypropylen, 1 L, Tedlar®, 1L

Restek GmbH (Bad Homburg, Deutschland)

Glasliner fur GC

Agilent Technologies (Santa Clara, U.S.A.)

Glasliner fiir GC mit Eignung flir Twister

Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an der Ruhr,
Deutschland)

Glasverdampferrohr zur Twister-
Konditionierung

Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an der Ruhr,
Deutschland

Glasvial (GC, HPLC)
1,5mlL, 20 mL

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren,
Deutschland)

Glaswolle

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Kapillarsaule HP5-MS
30mx 0,25 mm x 0,25 um

stationdre Phase: Phenylmethylsiloxan 5 %

Agilent Technologies (Santa Clara, U.S.A.)

Pipettenspitzen flr Kolbenhubpipetten

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht, Deutschland)

Pyrex® Kulturglaser mit PTFE Deckel

Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland)

ReaktionsgefdRe (versch. GroRen)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren,
Deutschland)

ReaktionsgefdRe (versch. GroRen)

Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht, Deutschland)

SBSE-Stdbchen (Twister®)
PDMS, 10 mm x 0,5 mm

Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an der Ruhr,
Deutschland)

SPE-Polyethylen-Fritten
SPE-Saulen

Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland)

SPME-Fasern
DVB/CAR/PDMS —50/30 um
PDMS —100 um

PDMS/DVB — 65 um

Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland)

Transportadapter fir GERSTEL TDU
Desorption Liner

Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an der Ruhr,
Deutschland

Vial Insert 250 pL

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren,
Deutschland)

Vialdeckel (Crimpverschluss und
Schraubverschluss)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren,
Deutschland)
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Tabelle 50: Verzeichnis der verwendeten Geréte.

Gerat

Hersteller, Firmensitz

Spezifikation

Analysenwaage

Sartorius GmbH (Gottingen,
Deutschland)

Typ 1602 004; Maximalgewicht:
160 g; Genauigkeit 0,05 mg

Blockthermostat

Cole-Parmer (Staffordshire,
Grolbritanien)

Stuart®, 3 Blocke, Digital,
SBH130D/3

Flussmesser (Rotameter)

Supelco Inc. (Bellefonte, U.S.A.)

0-150 mL/min, ohne Nadelventil

GC-MS-System 1
Gaschromatograph

Massenspektrometer

Autosampler

Agilent Technologies (Santa Clara,
US.A)

Agilent Technologies (Santa Clara,
U.S.A)

Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an
der Ruhr, Deutschland)

6890 N
MSD 5973 Network

Multi Purpose Sampler MPS 2

GC-MS-System 2
Gaschromatograph

Massenspektrometer

Autosampler

Agilent Technologies (Santa Clara,
US.A.)

Agilent Technologies (Santa Clara,
US.A.)

Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an
der Ruhr, Deutschland)

7890 8B
7010 GC-MS Triple Quadrupole

Multi Purpose Sampler MPS 2

(Berlin, Deutschland)

therm. Desorptionseinheit | Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an | TDU 2
der Ruhr, Deutschland
Kihlfalle Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an | CIS 4
der Ruhr, Deutschland
HPLC Dr. Ing. Herbert Knauer GmbH Smartline, Autosampler 3950

Pump 1000, Manager 5050
UV-Detector 2500

Kolbenhubpipetten

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH (Briihl, Deutschland)

Research
10 L; 100 pL; 200 pL; 1000 pL

Kugelschwingmiihle

Retsch Technology GmbH (Haan,
Deutschland)

MM 400

PTFE Adapter fiir 10 2 mL
Reaktionsgefdle
TissuelLyser

LC-MS-System

Deutschland)

HPLC Agilent Technologies (Santa Clara, 1200 Series
U.S.A) Degasser G13798
Binary Pump SL G 1312B
FC/ALS G13308B
Autosampler G1367B
Thermostated Column
Compartment G1316B
Massenspektrometer ABSciex (Vertrieb Darmstadet, API12000
Deutschland) ESI-Quelle
Magnetriihrer IKA-Werke GmbH & Co. KG (Staufen, | RTC Basic

Drehzahlbereich 15-1500 1/min
Temperaturbereich RT-310 °C
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Gerat

Hersteller, Firmensitz

Spezifikation

NMR

Bruker Corporation (Billerica,
Massachusetts, U.S.A.)

AVANCE Il

400 MHz Spektrometer
Probenkopf 5 mm BBI,
ATM und z-Gradient
Probenwechsler B-ACS 120

pH-Elektrode

WTW GmbH (Weilheim,
Deutschland)

SenTix 41

pH-Meter WTW GmbH (Weilheim, inoLab
Deutschland) pH720
Probenkonzentrator Cole-Parmer (Staffordshire, Stuart® SBHCONC/1

Grolbritanien)

Rotationsverdampfer

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG

(Schwabach, Deutschland)
Vacuubrand GmbH & Co. KG
(Wertheim, Deutschland)

Laborata 4000

Membran Vacuumpumpe MZ 2C

Thermomixer Digital Biomedical Imaging Systems | MKR 23
AG (Pforzheim, Deutschland)
Trockenschrank Heraeus Instruments (Hanau, Typ T6120

Deutschand)

Maximaltemperatur 300 °C

Twister Konditionierer

Gerstel GmbH & Co. KG (Milheim an
der Ruhr, Deutschland

Tube Conditioner (TC 2)

Vortexer

VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland)

Digital Vortex Mixer

Zentrifugalpumpe

VEB Reglerwerk Dresden (Dresden,
Deutschland (DDR))

Typ 1.20 00 02

Zentrifuge

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH (Briihl, Deutschland)

Centrifuge 5810R
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A2 Gefahrstoffverzeichnis

Tabelle 51: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien mit GHS Piktogrammen und H- und P-Satzen.

GHS-
Substanz Symbol | H-Satze P-Sitze Hersteller, Firmensitz
3-(Methylsulfinyl)propyl-
Isothiocyanat (lberin, Sigma Aldrich Chemie GmbH
>98 %) 02 225 210, 280, 303+361+353 (Steinheim, Deutschland)
226, 301, 210, 260, 302+352,
312, 319, 304+340, 305+351+338, Sigma Aldrich Chemie GmbH
3-Butennitril (98 %) 02,06 |335 308+310 (Steinheim, Deutschland)
331, 301,
335, 315, Santa Cruz Biotechnology,
3-Butenyl-Isothiocyanat 06 319 3014310, 403+233, 321 Inc. (Dallas, Texas, U.S.A.)
Sigma Aldrich Chemie GmbH
3-Hydroxymethylindol 07 315, 319 305+351+338 (Steinheim, Deutschland)
4-(Methylsulfinyl)butyl-
Isothiocyanat Santa Cruz Biotechnology,
(Sulforaphan, >98 %) keine GHS-Einstufung vorhanden Inc. (Dallas, Texas, U.S.A.)
210, 260, 264, 280,
4-(Methylthio)butyl- 315, 319, 301+330+331,
Isothiocyanat (Erucin, 334,317, 303+361+353, 304+340, Santa Cruz Biotechnology,
>98 %) 07,08 |335 305+351+338, 310, 363 Inc. (Dallas, Texas, U.S.A.)
302, 312, TCI Deutschland GmbH
4-Pentennitril 07 332 280 (Eschborn, Deutschland)
5-(Methylthio)pentyl-
Isothiocyanat keine GHS-Einstufung vorhanden
226, 315, Sigma Aldrich Chemie GmbH
5-Hexennitril (95 %) 02,07 |335 210, 302+352 (Taufkirchen, Deutschland)
335, 319,
336, 210, 240, 305+351+338, VWR International GmbH
Aceton 02,07 |EUHO66 403+233 (Darmstadt, Deutschland)
225, 332,
302, 312, 210, 240, 302+352, TH. Geyer GmbH & Co. KG
Acetonitril (LC-MS-Grade) [02,07 |319 305+351+338, 403+233 (Renningen, Deutschland)
226, 310, 210, 273, 280, 302+352,
02,06, |315,319, 304+340, 305+351+338, Merck Schuchardt OHG
Allylisothiocyanat (95 %) |09 335, 410 309+310 (Hohenbrunn, Deutschland)
226, 302, 210, 250, 301+330+331,
02,05, | 314,331, 304+340, 305+351+338, VWR International GmbH
Ameisensadure (98 %) 06 EUHO71 308+310 (Darmstadt, Deutschland)
Merck Chemicals GmbH
Ammoniumacetat keine GHS-Einstufung vorhanden (Darmstadt, Deutschland)
Ammoniumhydrogen- Carl Roth GmbH & Co. KG
carbonat 07 302 301+312+330 (Karlsruhe, Deutschland)
315, 318, 280 302+352, 305+351+338, | Sigma Aldrich Chemie GmbH
Benzoesaure (99,5 %) 05,08 |372 314 (Steinheim, Deutschland)
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GHS-
Substanz Symbol | H-Satze P-Satze Hersteller, Firmensitz
340, 350,
225,304, 201, 210, 240, 273,
02,07, |315, 319, 301+330+331, AppliChem GmbH
Benzol (299,5 %) 08 372,412 302+351+338, 403+233 (Darmstadt, Deutschland)
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Benzonitril (99 %) 07 302, 312 280, 301, 330, 302+352, 312 | (Steinheim, Deutschland)
302, 312,
315, 319,
332,334, 261, 380, 305+351+338, Sigma Aldrich Chemie GmbH
Benzylisothiocyanat (98 %) | 07,08 |335 342+311 (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Deuteriumoxid (99,9 %) keine GHS-Einstufung vorhanden (Steinheim, Deutschland)
315, 319,
335, 336, 281, 302+352, Carl Roth GmbH & Co. KG
Dichlormethan (99,0 %) |07,08 |351,373 305+351+338, 314 (Karlsruhe, Deutschland)
224,302,
336,
EUHO19, Sigma Aldrich Chemie GmbH
Diethylether (=99,5 %) 02,07 | EUHO66 210, 240, 3044340, 403+233 | (Steinheim, Deutschland)
Dinatriumhydrogen- Carl Roth GmbH & Co. KG
phosphat-Dihydrat keine GHS-Einstufung vorhanden (Karlsruhe, Deutschland)
210, 240, 305+351+338, VWR International GmbH
Ethanol (absolut) 02,07 |225,319 403+233 (Darmstadt, Deutschland)
210, 240, 305+351+338, Carl Roth GmbH & Co. KG
Ethanol (99,8 %) 02,07 |225,319 403+233 (Karlsruhe, Deutschland)
225, 319,
336, 210, 240, 261, 280.1-3, TH. Geyer GmbH & Co. KG
Ethylacetat (99,8 %) 02,07 |EUHO066 305+351+338, 403+233 (Renningen, Deutschland)

Glucobrassicanapin
(Kaliumsalz)

keine GHS-Einstufung vorhanden

Phytolab GmbH & Co. KG
(Vestenbergsgreuth,
Deutschland)

Glucobrassicin (Kaliumsalz)

keine GHS-Einstufung vorhanden

Phytolab GmbH & Co. KG
(Vestenbergsgreuth,
Deutschland)

Glucoiberin ((Kaliumsalz,
87 %)

keine GHS-Einstufung vorhanden

Phytolab GmbH & Co. KG
(Vestenbergsgreuth,
Deutschland)

Gluconapin (Kaliumsalz,
87 %)

keine GHS-Einstufung vorhanden

Phytolab GmbH & Co. KG
(Vestenbergsgreuth,
Deutschland)

Gluconasturtiin
(Kaliumsalz, 89 %)

keine GHS-Einstufung vorhanden

Phytolab GmbH & Co. KG
(Vestenbergsgreuth,
Deutschland)

Glucoraphanin (Kaliumsalz,
88 %)

keine GHS-Einstufung vorhanden

Phytolab GmbH & Co. KG
(Vestenbergsgreuth,
Deutschland)
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GHS-
Substanz Symbol H-Satze P-Satze Hersteller, Firmensitz
Phytolab GmbH & Co. KG
Glucotropaeolin (Vestenbergsgreuth,
(Kaliumsalz, 87 %) keine GHS-Einstufung vorhanden Deutschland)
Linde AG (Hamburg,
Helium (>99,99 %) 04 280 403 Deutschland)
302, 317,
05,07, | 318, 341, Sigma Aldrich Chemie GmbH
Hydrochinon (299 %) 08,09 |351, 400 273, 280, 302+351+338, 313 | (Steinheim, Deutschland)
Kaliumdihydrogen- Merk KGaA (Darmstadt,
phosphat keine GHS-Einstufung vorhanden Deutschland)
m-Chlroperbenzoesaure 02,05, |242,302, 301+330+331, 280, Sigma Aldrich Chemie GmbH
(77 %) 07 314 305+351+338, 301+312 (Steinheim, Deutschland)
225, 331,
02,06, | 311, 301, 210, 233, 280, 302+352, VWR International GmbH
Methanol (MS-Grade) 08 370 309+310 (Darmstadt, Deutschland)
Natriumbisulfit-Losung 302, 318, Sigma Aldrich Chemie GmbH
(39 %ig) 05,07 |EUHO31 280, 305+351+338, 313 (Steinheim, Deutschland)
Grissing GmbH Analytika
Natriumcarbonat (99,5 %) |07 319 260, 305+351+338 (Filsum, Deutschland)
Natriumchlorid keine GHS-Einstufung vorhanden
Natriumhydrogencarbonat Grissing GmbH Analytika
(99 %) keine GHS-Einstufung vorhanden (Filsum, Deutschland)
Honeywell Riedel-de Haén
Natriumhydrogenphosphat keine GHS-Einstufung vorhanden (Seelze, Deutschland)
VWR International GmbH
Natriumsulfat (wasserfrei) keine GHS-Einstufung vorhanden (Darmstadt, Deutschland)
225, 336,
02,07, | 304,411, Sigma Aldrich Chemie GmbH
n-Pentan 08,09 |EUHO66 273,301+310, 331, 403+235 | (Steinheim, Deutschland)
301, 311, 280, 302+352, 304+340, Sigma Aldrich Chemie GmbH
Phenylacetonitril (98 %) 06 330 309+310 (Taufkirchen, Deutschland)
302, 312,
315, 319,
2-Phenylethylisothiocyanat 332, 334, 261, 280, 305+351+338, Fisher Scientific GmbH (Wien,
(97 %) 07,08 |335 342+311 Osterreich)
301, 314, 260, 301+310,
Phenylisothiocyanat 05, 06, | 317, 334, 303+361+353, Carl Roth GmbH & Co. KG
(299 %) 08,09 |410 305+351+338, 405, 501 (Karlsruhe, Deutschland)

Progoitrin (Kaliumsalz,
85 %)

keine GHS-Einstufung vorhanden

Phytolab GmbH & Co. KG
(Vestenbergsgreuth,
Deutschland)

Sephadex DEAE

keine GHS-Einstufung vorhanden

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland)
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GHS-
Substanz Symbol | H-Satze P-Satze Hersteller, Firmensitz
261, 264, 271, 280,
302+352, 304+340,
305+351+338, 312, 321, Phytolab GmbH & Co. KG
3015, 319, |[332+313,337+313, 362, (Vestenbergsgreuth,
Sinigrin 07 335 403+233, 405, 501 Deutschland)
Linde AG (Hamburg,
Stickstoff 04 280 403 Deutschland)
07,08, |302, 351, Sigma Aldrich Chemie GmbH
Thioharnstoff 09 3361d,411 |273,281,308+313 (Steinheim, Deutschland)
05,07, | 314, 355, 273, 280, 303+361+353, Carl Roth GmbH & Co. KG
Trichloressigsaure (>99 %) |09 410 305+351+338, 391, 501 (Karlsruhe, Deutschland)
Fisher Scientific GmbH (Wien,
Zitronensaure (99,5 %) 07 319 280, 305+351+338, 337+313 | Osterreich)

A3 Tabellen und Berechnungen

A3-1: Ergebnisse der Methodenprazision am Beispiel der Senfmatrix.

Tabelle 52: Methodenprazision anhand der Senfmatrix.

Parameter Einwaage | Allyl- Phenyl- | Benzyl- | Phenylethyl- | 5-
[g] ITC ITC ITC ITC (Methylthio)pent
yl-ITC
undotiert [mg/kg] 0,5157 - - - - -
Messung 1 [mg/L] 0,5914 36,01 | 45,68 45,38 50,79 49,73
Messung 2 [mg/L] 0,5567 40,56 | 49,36 50,03 56,26 42,42
Messung 3 [mg/L] 0,5682 40,69 | 51,15 51,22 59,07 46,53
Messung 4 [mg/L] 0,5930 39,52 | 52,57 50,16 55,90 44,37
undotiert [mg/kg] 0,5157 - - - - -
Messung 1 [mg/kg] 0,5914 18,27 23,17 23,02 25,76 25,23
Messung 2 [mg/kg] 0,5567 21,86 | 26,60 26,96 30,32 22,86
Messung 3 [mg/kg] 0,5682 21,48 27,01 27,04 31,19 24,57
Messung 4 [mg/kg] 0,5930 19,99 26,60 25,38 28,28 22,45
X [mg/kg] - 20,40 | 25,84 25,60 28,89 23,78
3 [mg/kg] - 1,634 | 1,791 1,883 2,413 1,334
Orel [%] - 8,01 6,93 7,36 8,35 5,61
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A3-2: Zusammenfassung der HilfsgroRen fir die lineare und quadratische Regression

1. Zusammenfassung der berechneten HilfsgréRen fiir Allyl-ITC.

Level x [mg/L] y [Area] Qx Qy Qxy xiz xi3 xf’ Xi Vi xiz Vi
1 9,86 993684 1970,03 5,1203-10® | 3,1760-10% | 97,22 958,59 9451,65 9,7977-10% | 9,6606-10”
2 19,73 2848150 1191,29 2,8102-10" | 1,8297-10% | 389,27 7680,35 1,5153-10% | 5,6194-10° | 1,1087-10%
3 29,59 4275175 607,87 1,5009-10" | 9,5516-10” | 875,57 25908,06 7,6662:10% | 1,2650-10% | 3,7432-10%
4 39,45 5613691 218,89 6,4292-10% | 3,7514-10 | 1556,30 61396,13 2,4221-10% | 2,2146-10% | 8,7366-10%
5 49,31 7029406 24,35 1,2541-102 | 5,5266-10% | 2431,48 1,1990-10% | 5,9121-10% | 3,4662-10% | 1,7092-10%°
6 59,18 9070875 24,35 8,4933-10"! | 4,5480-10% | 3502,27 2,0726:10% | 1,2266-10” | 5,3681-10% | 3,1769-10%°
7 69,04 11176925 218,89 9,1666-10% | 4,4794-10” | 4766,52 3,2908:10% | 2,2720-10 | 7,7165-10% | 5,3275-10%°
8 78,90 11823017 607,87 1,3496:10" | 9,0576:107 | 6225,21 4,9117-10% | 3,8753-10% | 9,3284-10% | 7,3601-10%°
9 88,76 13850643 1191,29 3,2505-10* | 1,9678-10% | 7878,34 6,9928-10% 6,2068-10 | 1,2294-10% 1,0912-10%
10 98,63 14811293 1970,03 4,4382-10" | 2,9569-10% | 9727,88 9,5946-10% | 9,4632-10% | 1,4608-10%° | 1,4408-10*
Summe | 542,45 81492859 8024,86 2,0240-10* | 1,2715-10% | 37450,06 2,9021-10% | 2,3970-10% | 5,6921-10% | 4,4262-10*

2. Zusammenfassung der berechneten HilfsgréRen fiir Phenyl-ITC.

Level x [mg/L] y [Area] Q Qy Qxy Xiz X? x? Xi Vi Xiz Vi
1 10,92 2503712 2412,28 3,5809-10* | 9,2942-10% | 119,25 1302,17 14219,70 2,7341-10% | 2,9856-10%
2 21,83 7248564 1459,62 2,0103-10* | 5,4169-10% | 476,55 10403,06 2,2710-10% | 1,5824-10% | 3,4543.10%
3 32,75 11232354 744,47 1,0393-10%* | 2,7816-10% | 1072,56 35126,42 1,1504-10% | 3,6786-10% | 1,2047-10%
4 43,66 14797016 268,14 4,3958-10" | 1,0857-10% | 1906,20 83224,50 3,6336-10% | 6,4604-10% | 2,8206-10%°
5 54,58 18398284 29,76 9,1735-102 | 1,6522-10” | 2978,98 1,6259-10% | 8,8743-10% | 1,0042:10% | 5,4808-10%°
6 65,49 23858827 29,76 5,9135-102 | 1,3265-10” | 4288,94 2,8088:10% | 1,8395-10” | 1,5625-10% | 1,0233-10%
7 76,41 30179043 268,14 7,6597-10% | 1,4331-10%® | 5838,49 4,4612-10% | 3,4088-10 | 2,3060-10%° | 1,7620-10%
8 87,32 30633763 744,47 8,4763-10* | 2,5120-10% | 7624,78 6,6580-10% | 5,8137-10 | 2,6749-10%° | 2,3358-10%
9 98,24 36128393 1459,62 2,1613-10* | 5,6166-10%® | 9651,10 9,4812-10% | 9,3144-10° | 3,5493-10%° | 3,4868-10*
10 109,15 39290689 2412,28 3,1911-10% | 8,7737-10%® | 11913,72 1,3004-10% | 1,4194-10% | 4,2886-10% | 4,6810-10%
Summe | 600,35 214270645 | 9828,55 1,4187-10 | 3,7212-10% | 45870,56 3,9340-10% | 3,5960-10% | 1,6585-10%° | 1,4277-10%

3. Zusammenfassung der berechneten HilfsgréRen fiir Benzyl-ITC.

Level x [mg/L] y [Area] Qx Qy Quy xiz X? x‘i* Xi Vi xiZ v
1 10,65 2596124 2296,81 4,3863-10% | 1,0037-10% | 113,42 1207,95 12864,66 2,7649-10 | 2,9446-10%
2 21,30 7756756 1389,43 2,4910-10% | 5,8831-10% | 453,69 9663,60 2,0583-10% | 1,6522-10%® | 3,5192-10%
3 31,95 12137393 708,89 1,3001-10** | 3,0359-10% | 1020,80 32614,64 1,0420-10% | 3,8779-10% | 1,2390-10%
4 42,60 16031249 255,20 5,6377-10% | 1,1995-10% | 1814,76 77308,78 3,2934-10% | 6,8293-10% | 2,9093-10%°
5 53,25 20144953 28,36 1,1524-10** | 1,8077-10 | 2835,56 1,5099-10% | 8,0404-10% | 1,0727-10% | 5,7122-10%
6 63,90 26526050 28,36 8,9183-10% | 1,5902-10” | 4083,21 2,6092:10% | 1,6673-10” | 1,6950-10% | 1,0831-10%
7 74,55 33821725 255,20 1,0572:10% | 1,6426-10% | 5557,70 4,1433-10% | 3,0888-10 | 2,5214-10%° | 1,8797-10*
8 85,20 33706866 708,89 1,0337-10** | 2,7070-10% | 7259,04 6,1847-10% | 5,2694-10% | 2,8718-10% | 2,4468-10%
9 95,85 39683621 1389,43 2,6063-10% | 6,0176-10% | 9187,22 8,8060-10% | 8,4405-10” | 3,8037-10% | 3,6458-10%
10 106,5 42992300 2296,81 3,7840-10% | 9,3227-10% | 11342,25 1,2079-10% | 1,2865-10% | 4,5787-10% | 4,8763-10"
Summe | 585,75 235397037 | 9357,36 1,7427-10*° | 4,0185-10° | 43667,66 3,6540-10% | 3,2590-10% | 1,7807-10%° | 1,4956-10%

4. Zusammenfassung der berechneten HilfsgréRen fiir Phenylethyl-ITC.

Lavel x [me/L] Y [Area] Qx Qy Quy x{ x} xf Xi“ Vi X -y
1 10,83 2466584 2376,76 2,9088-10** | 8,3148-10% | 117,29 1270,24 13756,69 2,6713-10 | 2,8930-10%
2 21,67 6844939 1437,32 1,6070-10* | 4,8061-10% | 469,59 10175,99 2,2051-10% | 1,4833-10% | 3,2143-10%
3 32,50 10429556 733,43 8,2670-10° | 2,4624-10%® | 1056,25 34328,13 1,1157-10% | 3,3896-10% | 1,1016-10%°
a 43,33 13753473 264,13 3,3274-10% | 9,3748-10%7 | 1877,49 81351,59 3,5250-10% | 5,9594-10% | 2,5822-10%°
5 54,17 17045118 29,29 6,1342:102 | 1,3404-10 | 2934,39 1,5896-10% | 8,6106-10% | 9,2333-10%® | 5,0017-10%°
6 65,00 22140815 29,35 6,8590-10*2 | 1,4190-10%7 | 4225,00 2,7463-10% | 1,7851-10 | 1,4392-10% | 9,3545.10%°
7 75,83 27892122 264,00 7,0062-10% | 1,3600-10% | 5750,19 4,3604-10% | 3,3065-10 | 2,1151-10° | 1,6038-10*
8 86,66 27760865 733,22 6,7881-102 | 2,2310-10% | 7509,96 6,5081-10% | 5,6399-10° | 2,4058-10% | 2,0848-10%
9 97,50 32273329 1437,77 1,6260-10** | 4,8351-10% | 9506,25 9,2686-10% | 9,0369-10% | 3,1466-10% | 3,0680-10"
10 108,33 34611660 2376,37 2,2770-10% | 7,3560-10% | 11735,39 1,2713-10% | 1,3772:10% | 3,7495.10%° | 4,0618-10"
Summe | 595,82 195218461 | 9681,64 1,1088:10*° | 3,2579-10%° | 45181,79 3,8457-10% | 3,4889-10% | 1,4889-10%° | 1,2658-10%

5. Zusammenfassung der berechneten HilfsgréRen fiir 5-(Methylthio)pentyl-ITC.

Level x [mg/L] y [Area] Qy Qy Qyy xiz x? X? Xi Vi Xiz Vi
i 4,83 85125 471,89 8,6327-10** | 2,0183-10% | 23,33 112,68 544,24 4,1115-10% | 1,9859-10%
2 9,66 314231 285,37 4,9002-10* | 1,1825-10” | 93,32 901,43 8707,80 3,0355-10% | 2,9323-10”
3 14,48 504387 145,76 2,5996-10 | 6,1555-10% | 209,67 3036,03 43961,68 7,3035-10% | 1,0576-10%
4 19,31 701381 52,46 9,7885-10%° | 2,2661-10% | 372,88 7200,24 1,3904-10% | 1,3544-10” | 2,6153-10%
5 24,14 872191 5,82 2,0180-10%° | 3,4278:10% | 582,74 14067,33 3,3959-10% | 2,1055-10 | 5,0826-10%
6 28,97 1150450 5,84 1,8551-10%° | 3,2920-10% | 839,26 24313,39 7,0436-10% | 3,3329-10 | 9,6553-10%
7 33,79 1392336 52,37 1,4295-10" | 2,7362-10% | 1141,76 38580,21 1,3036:10% | 4,7047-10” | 1,5897-10%
8 38,62 1555534 145,61 2,9299-10* | 6,5317-10% | 1491,50 57601,90 2,2246-10% | 6,0075-10 | 2,3201-10%
9 43,45 1732864 285,51 5,1641-10" | 1,2142:10 | 1887,90 82029,36 3,5642-10% | 7,5293-10 | 3,2715-10%
10 48,28 1833975 472,06 6,7195-10* | 1,7810-10 | 2330,96 1,1254-10% | 5,4334.10% | 8,8544-10” | 4,2749-10%
Summe | 265,53 10142474 1922,70 3,3742:10*? | 8,0323-10 | 8973,32 3,4038-10% | 1,3762-10” | 3,4964-10% | 1,3329-10%°
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Zusammenfassung der Kalibrierung zur Quantifizierung von GSL mittels LC-ESI-MS/MS.

A3-3

Im Folgenden ist die Kalibrierung zur Quantifizierung der GSL mittels LC-ESI-MS/MS fir die einzelnen

Referenzsubstanzen aufgefihrt

Glucoiberin Progoitrin Sinigrin Glucoraphanin Glucenapin
Konz [mg/L] |Areal Area 2 Konz [mg/fL] |Areal Area 2 —xajm [mg/L] |Areal Area 2 Konz [mg/L] [Areal Area 2 Konz [mgfL] [Areal Area 2
126,744 116,52 107,511 130,953 111,72
84,496 77,68 71674 87,302 74,45
63,372 58,26 53,7555 318000 65,4765 55,86 1130000
42 2458 422000 38,84 303000 35,837 223000 43,651 671000 37,24 691000
33,7984 344000 31,072 266000 28,6696 166000 34,9208 489000 29,792 665000
25,3488 276000 23,304 216000 21,5022 142000 26,1906 332000 22,344 467000
15,8992 193000 15,536 136000 14,3348 97800 17,4604 255000 14,896 318000
8,4496 95400 7,768 74400 7,1674 50100 8,7302 153000 7,448 206000
21124 25600 25600 1,942 20400 20400 1,79185 13100 131009 2,18255 35100 35100 1,882 53000 53000
0,42248 3450 3450 0,3884 3110 3110 0,35837 3060 mDmD— 043651 6940 8940 0,3724 3810 3810
0,21124 2200 2200 0,1942 1410 1410 0,1791385 1570 1570 0,218255 4180 4180 0,1862 1520 1520
0,0422458 444 444 0,03884 388 388 0,035837 296 295 0,043651 626 626 0,03724 11590 1190
0,021124 315 315 0,01942 166 165 0,0179185 204 204 0,0218255 445 445 0,018562 561 561
0,0042248 18,6 18,6 0,003884 55,5 55,5 0,0035837 18,5 18,5 0,0043651 92,6 92,6 0003724 18,5 18,5
Steigung 12174,773 10196,773 8236,132 1057767 5977,14 7265,001 14498,8 16027,79 28882,69 1998894
Achs.abschn. -371,4608 3759,7305 3631,878 -305,3722 3080,846 151,4667 5974041 131,3855 -1910,814 1131168
Glucobrassicanapin Glucotropaeolin Glucobrassicin Gluconasturtiin
Konz [mgfL] |Area1 Area 2 Konz [mg/fL] |Area 1 Area 2 —xo:m [mg/L] |Areal Area 2 Konz [mg/L] |Areal Area 2
115929 122,53 134,241 126,738
77,286 81,69 29 4594 84 493
57.,9645] 2250000 61,26] 1330000 67,1205| 1620000 63,369] 2150000
38,043] 1450000 40,84 866000 44 747 1020000 42,246] 1390000
30,9144 1220000 32,67 743000 35,7976 966000 33,7968] 1140000
23,1858 928000 24,51 634000 26,8422 706000 25,3476 265000
15,4572 693000 16,34 418000 17,8988 524000 16,8954 669000
7.7286 388000 8,17 225000 8,9454 272000 84492 380000
1,93215 99100 99100 2,04 63600 63600 2,23735 74800 74800Q 21123 103000 103000
0,38643 21300 21300 0,41 13900 13900 0,44747 15000 15000 0,42246 15200 15200
0,193215 10300 10300 0,20 5790 5790 0,223735 7310 7310 0,21123 8990 3990
0,038643 2010 2010 0,0408 1290 1290 0,044747 1290 1230 0,042246 2120 2120
0,0193215 1280 1280 0,0204 413 413 0,0223735 863 B3 0,021123 1090 1090
0,0038643 262 262 0,0041 113 113 0,0044747 263 263 0,0042246 244 244
Steigung 38413573 51179549 21776,2 31202,26 24437 569 334396 3402754 4891594
Achs.abschn. 23709,933 422,51569 19962,29 3856157 2263566 -215051 25002,55 -1164,182
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Tabelle 53: Einwaagen der GSL-Referenzsubstanzen fir die Kalibrierung mittels LC-ESI-MS/MS.

Substanz Masse GSL | Masse GSL | % EW [mg] | EW rein | c[mmol]
K Salz Salz auf | [mg] auf
10ml 10ml
Glucotropaeolin | 447,52 408,43 0,913 7,2 6,57 1,6089
Sinigrin hydrat | 415,46 358,37 0,863 6,8 5,87 1,6367
Glucobrassicin | 486,56 447,47 0,920 1,6 1,47 1,0961
Glucoiberin 461,57 422,48 0,915 2,2 2,01 0,9533
Glucoraphanin | 475,6 436,51 0,918 3 2,75 1,2616
Gluconapin 411,49 372,4 0,905 3 2,72 1,4581
Progoitrin 427,49 388,4 0,909 4,8 4,36 1,1228

A3-4: Zusammenfassung der Kalibrierung zur Quantifizierung von GSL-Abbauprodukten mittels GC-MS.

Tabelle 54: Einwaagen der Abbauprodukt-Referenzsubstanzen fiir die Kalibrierung mittels GC-MS.

Abbauprodukt Einwaage [mg] Molare Masse n [mmol] c [mg/L]
auf 10ml

Allyl-ITC 4,600 99 0,0464646 460
Allyl-CN 5,400 67 0,0805970 540
Indol-3-Carbinol 3,000 147 0,0204082 300
3-Methylsulfinyl- 6,700 163 0,0411043 670
propyl ITC (Iberin)
Sulforaphan 6,000 177 0,0338983 600
Erucin 10,200 161 0,0633540 1020
3-Butenyl-ITC 3,800 113 0,0336283 380
Phenylethyl-ITC 9,700 163 0,0595092 970
Benzyl-IT 10,300 149,21 0,0690302 1030
3- 10,300 131,17 0,0785241 1030
Phenylpropionnitril
5-Hexennitril * 8,800 95,15 0,0924855 880
4-Pentennitril * 7,600 81,12 0,0936884 760
I3ACN 4,3 156,18 0,0275323 430
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Im Folgenden ist die Kalibrierung zur Quantifizierung der Abbauprodukte mittels GC-MS fir die

einzelnen Referenzsubstanzen aufgefiihrt:

3-Butenyl-ITC Erucin I3ACN Iberin
Konz [mg/1] | Area Konz [mg/1] | Area Konz [mg/1] | Area Konz [mg/I] |Area
100| 15993794,2 100 | 28974466,9 100 | 20867407,8 100 | 8959269,86
75| 25825751,2 75(18346245,3 50| 8077177,4 75 15358984,99
50| 18175610,4 50(11784501,6 25(2260987,76 503362233,55
251]4931786,95 2514340932,17 201|1241701,83 25(1147388,11
20| 3189688,66 20|3689723,75 15| 768998,387 20(652457,177
15| 1409437,28 15| 1631705,79 10|477797,827
10| 160807,612 10| 1054224,73 51159589,964
3-Phenylpropionitril 5-Hexennitril 4-Pentennitril
Konz [mg/I] | Area Konz [mg/I] | Area Konz [mg/I] | Area
100| 37674030,1 100 | 10660889,3 100 | 10387324,2
75| 27754032,3 75| 8210566,22 75|7970357,06
50| 16437613,8 50(5231034,57 50| 4974227,9
25 10149967,5 25(3273282,66 25(3282186,71
20| 6390512,72 20(2196471,15 20(2425337,48
15| 5462458,78 15| 1456965,83 15| 1608522,42
10| 3666297,11 10|962118,496 10| 1024418,47
512587503,21 51796619,817 51920732,704
2| 1916639,62 2|465741,609 2|540713,723
1| 661673,235 1|246627,189 1|344988,274
Allyl-ITC Phenylethyl-ITC Allyl-CN Sulforaphan
Konz [mg/l] | Area Konz [mg/I] | Area Konz [mg/I] | Area Konz [mg/l] |Area
100| 17857067 100| 37445832 100|11162405,4 2100| 317214334
751 13997162,7 75(43063810,4 75(9044883,76 1800 | 289380052
50| 9476540,88 50(27773430,6 50(6109230,22 1500 | 176386262
25| 3466872,84 25(9422683,86 25(3096164,21 1200 | 130406014
20| 3378421,93 20| 7773195,64 202391803,84 900 | 93233637,3
15| 1903535,76 15|5407348,28 15| 1926951,36 800 |88751381,4
10| 1278253,9 10| 2878112,68 10| 1356432,66 700 | 77506914,5
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A3-5: Charakterisierung von Ascorbigen mittels NMR-Spektroskopie.
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Abbildung 53: 1H-NMR (400 MHz, D,0).
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Abbildung 54: 13C-NMR (400 MHz, D,0).
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Abbildung 55: HSQC-Experiment.
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Abbildung 56: COSY-Experiment.
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Abbildung 57: HMBC-Experiment.

A3-6: Proteinfallung mit TCA, Einfluss auf die Peaktrennung.
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Abbildung 58: Proteinfallung mit TCA: Chromatogramm des Multistandards im SIM-Modus - nach Proteinfallung mit links

100 pL und rechts 50 pL 5%iger TCA.

A3-7: Proteinfédllung mit eiskaltem Acetonitril, Einfluss auf die Peaktrennung.
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Abbildung 59: Proteinfallung mit Acetonitril: Chromatogramm des Multistandards im SIM-Modus
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