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EINLEITUNG

1.1 Kartoffel

1.1.1 Systematik

Die Kulturkartoffel gehort innerhalb der Familie der Nachtschattengewichse (Solanaceae) zur

Gattung Solanum. Diese wird wissenschaftlich ins Reich der Plantae, Division

Magnoliophyta, Klasse Magnoliopsida, Unterklasse Asteridae, Ordnung Solanales

eingegliedert.

Innerhalb der Gattung Solanum werden die Kulturkartoffel und die iibrigen 219 Wildarten in

21 Klassen der Sektion Petota eingeteilt. Die Sektion Petota wiederum gliedert sich in zwei

Untersektionen: Estolonifera und Potatoe. Die knollenbildende Untersektion Potatoe besteht

aus 19 Serien, Estolonifera nur aus zwei, die weder Knollen noch Stolone bilden (Hawkes

1990, 1994).

Die Kulturkartoffel Solanum tuberosum ist das Ergebnis menschlicher Ziichtung. Abbildung

1.1 zeigt den von Brown (1999) postulierten Domestikationsprozess. Ihr tetraploider

Chromosomensatz entstammt vermutlich aus der Kreuzung der beiden Wildarten

S. stenotomum Juz. & BUK. und S. sparsipilum (BITTER) Juz. und BUK. (Teuscher &

Lindequist 1994).

S. tuberosum wird in zwei nicht scharf zu trennende Unterarten gegliedert:

- S. tuberosum ssp. andigena HAWKES: iiberwiegend im Andengebiet, selten in Europa
kultiviert, und
- S. tuberosum ssp. tuberosum L.: in Nordamerika, Europa und den tibrigen altweltlichen

Gebieten angebaute Sorten. Sie wird weiter untergliedert nach der Farbe der Schalen
und des Knollenfleisches sowie der Bliitenfarbe in acht Convarietiten mit insgesamt 32
Varietdten (Schreiber 1961). Auf Grund des liberwiegenden Gebrauchs dieser Unterart
in Europa, ist in dieser Arbeit mit der Bezeichnung ,Kartoffel grundsitzlich die

Unterart tuberosum gemeint.
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Ausgangspunkt:
Wilde D|p|0|de
Diploide Vorfahren
Diploide Kult|vare S acaule S microdontum
Triploide”
Kultivare
S. XJuzepczukn S. magha

Tetraploide
Kultivare S. megista-
crolobum
S. curtilobum’
S. x ajanhum

Sisu Kultivare”

S. stenotomum S. sparsipilum
S. phureja S. tuberosum ssp.  S. tuberosum ssp.
andigena tuberosum

Abb. 1.1 Vereinfachtes Diagramm zur Domestikation der Kulturkartoffel nach Bradshaw et al.
(2006), Brown (1999), Volkov et al. (2003) und HagerROM (2004).

" bittere Kultivare,
Sisu-Kultivare: von den Aymara-Indiandern im ,Altiplano®-Gebiet, westliches Bolivien,
angebaute Kultivare (Osman et al. 1978),
-------------- » = Zwischenstufen unbekannt)

1.1.2 Verbreitung der Kartoffel

Das Ursprungsgebiet der Kartoffel liegt in den Zentral-Anden von Chile, Bolivien und Peru
bis Kolumbien, wobei eine exakte Herkunft nicht definiert werden kann. Eine Ubersicht
moglicher Ursprungsgebiete findet sich bei Briicher (1975). In der ersten Hélfte des 16.
Jahrhunderts erreichte die Kartoffel durch die Spanier Europa. Die landwirtschaftliche
Nutzung begann erst Ende des 17. Jahrhunderts in England und Schottland, ab Mitte des 18.
Jahrhunderts auch in Deutschland, hier zunédchst in Sachsen und Preufen.

Die Kartoffel nimmt heute mit einer jdhrlichen Produktion von 322 Miot (2005)
wirtschaftlich gesehen die fiinfte Position der wichtigsten Nahrungspflanzen ein (FAO 2006).
Kiihles Klima mit hohen Niederschlagsmengen, wie in Westeuropa, bieten beste Wachstums-
bedingungen. Der Anbau erfolgt vorwiegend auf der nordlichen Erdhalbkugel, in Europa und
Asien zwischen dem 40. und 60. Breitengrad. Auf der Siidhalbkugel findet sich nur eine

sporadische Kultivierung. Hauptanbaugebiete sind neben China, Russland, Indien, Ukraine

2
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und den USA im europdischen Raum vor allem Deutschland (2004: 11,1 Mio t, ZMP 2005)

und Polen. In Deutschland wird die Kartoffel vorwiegend in Niedersachsen/Bremen,

Nordrhein-Westfalen, Bayern und Rheinland-Pfalz kultiviert. Baden-Wiirttemberg steht an

funfter Stelle.

1.1.3 Kartoffelpflanze

Die Kartoffel ist eine krautige, mehrjéhrige, dikotyle
Pflanze, die bis zu einem Meter grol werden kann
(Abb. 1.2). Der Stingel ist aufrecht und veristelt. Die
Laubblitter sind unterseitig behaart und unterbrochen
fiederschnittig, d. h. groBere Fiederblédttchen wechseln sich
regelméfBig mit kleineren ab, wobei die Endbléttchen groBer
als die Seitenblidttchen sind. In der Bliitezeit von Juni bis
August bildet sie Bliiten mit einer weillen, rétlichvioletten
oder blauen Bliitenkrone und gelben Staubbeuteln, die sich
nach innen kegelférmig zusammenneigen. Der Fruchtknoten
ist oberstindig, zweifdchrig und eiférmig. Die
ungenieBbaren, kirschgroen Friichte sind vielsamigen
Beeren mit platten, nierenformigen Samen. Sie werden nur
in der Ziichtung verwendet. Die Wurzeln sind langfaserig
und an der Grundachse veridstelt. An unterirdischen
Seitentrieben (Stolone) wachsen ei- oder walzenfomige

Knollen, die als Speicherorgane dienen (HagerRom 2004).

1.1.4 Kartoffelknolle

Knollen

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der
Kartoffelpflanze.

Die Kartoffelknolle (Abb. 1.3) wird als unterirdischer, verdickter Sprossabschnitt in jeder

Vegetationsperiode neu gebildet. Sie ist aus unterschiedlichen Schichten aufgebaut. Die

duBlere Korkschicht bildet die Schale der Kartoffel. Sie schiitzt das Kartoffelfleisch vor dem

Austrocknen und vor Schidlingsbefall, z. B. durch Pilze, Insekten oder Wiirmer. Auf der

Schale sind gut die ,,Augen* zu erkennen, aus denen bei der Keimung die Triebe wachsen.

Uber den Nabel ist die Kartoffelknolle mit der Mutterpflanze verbunden, die gegeniiber-

liegende Seite bildet die Krone. Die Rindenschicht, die sich unter der Korkschicht befindet,

enthilt die wertvollsten Inhaltsstoffe, das Eiweill und die meisten Mineralstoffe, allerdings
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auch den Grofteil der toxischen Steroidalkaloide. Im Innersten, in der Markschicht, sind

schlieBlich Starke und die Vitamine gespeichert (Mohler & Sulser 2001).

Auge mit
Schuppenblatt Knospe

Nabel

Abb. 1.3  Schematische Darstellung der Kartoffelknolle.

1.1.5 Kartoffelsorten

Die Sorte stellt die unterste systematische Einheit einer Kulturpflanze dar. Weltweit gibt es
etwa 5000 Kartoffelsorten. In Deutschland sind derzeit 206 Sorten beim Bundessortenamt fiir
den Handel von Saatgut und Pflanzenteilen zugelassen, wovon ca. 150 kommerziell genutzt
werden. Nach Untersuchung der Abstammungsbeziehungen der einzelnen Sorten ist das heute
erhéltliche Kartoffelsortiment aus relativ wenigen Ausgangssorten hervorgegangen (Mohler
& Sulser 2001). Grund ist vermutlich die verheerende Krautfdule-Epidemie von 1845 bis
1848, der ein GroBteil der damaligen Sorten zum Opfer fiel (Briicher 1975). Die Sorten sind
nach Kriterien wie Erregerresistenz, Reifezeit, Ertrag, Bliitenfarbe, Knollenform und Kochtyp
gelistet (Reinberger 2005). Nach der Handelsklassenverordnung fiir Speisekartoffeln miissen
sie einem der drei Kochtypen entsprechen: ,,festkochend (hoher EiweiBlgehalt), ,,vorwiegend
festkochend bzw. ,,mehligkochend* (hoher Stirkegehalt). Nach dem Erntezeitpunkt werden
sie in ,,erste frithe” (bis Mitte August), ,,zweite frithe* und ,,Haupternte* (ab Ende September)
eingeteilt. Die erst genannten bilden rasch kleinere Knollen, die jedoch durch Wasserabgabe
schnell altern und zu Qualitétsverlusten fithren. Spétere Sorten tragen eher groe Knollen, die
fiir die Einkellerung bestimmt sind. Die Schalenfarbe kann von ocker, gelb, rot bis hin zu lila
und blau variieren. Die Fleischfarbe erscheint weill oder spiegelt die Schalenfarbe wieder (aid

2002).

1.1.6 Inhaltsstoffe

Verwendete Teile flir die menschliche wie tierische Erndhrung sind vorwiegend die Knollen,

die zu 74 bis 80% aus Wasser, 10 bis 30% aus Stérke, 0 bis 8% aus loslichen Kohlenhydraten
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(Glucose, Fructose, Saccharose und Glucose-6-phosphat), 0,7 bis 4,6% Proteinen und 0,04 bis
1% Lipiden (Glycerophosphatide und wenig Triacylglycerole, Carotinoide und Phytosterole)
bestehen (Lister & Munro 2000, Sotelo et al. 1998). Erndhrungsphysiologisch wichtigster
Inhaltsstoff ist die Stirke, gefolgt von den Proteinen durch deren hohe biologische Wertigkeit.
Der Gesamtgehalt ist zwar gering, der Anteil essentieller Aminosduren liegt mit ca. 35%,
davon viel Lysin, jedoch im oberen Bereich (Fischnich 1959). Des weiteren ist noch ihr
Vitamingehalt vor allem an Vitamin C (10 bis 25 mg/100 g FG) und B¢ (0,3 mg/ 100 g FG)
sowie der Gehalt an Kalium (220 bis 940 mg/100 g FG) von Bedeutung (Lister & Munro
2000, Reinberger 2005, Schreiber 1961, Sotelo et al. 1998). Die gefirbten Kultivare
beinhalten in ihren Schalen zusétzlich groBere Mengen antioxidativ wirkender Anthocyane (v.
a. Pelagonidin-, Penonidin-, Petunidin- und Malvidin-Glykoside), die durch das Entfernen der
Schale jedoch meist verloren gehen (Lewis et al. 1998).

Neben diesen erndhrungsphysiologisch bedeutenden Bestandteilen beinhalten Kartoffel-
knollen jedoch auch toxische Sekunddrmetabolite, die Glykosidalkaloide (GA). In hohen
Mengen bitter und giftig, tragen sie in niedriger Konzentration zum typischen , Kartoffel-
Flavour* bei (Edwards & Cobb 1999, Valkonen et al. 1996). Sinden et al. (1976)
beobachteten, dass Gehalte iiber 14 mg/100 g FG als bitter empfunden werden, iiber
25 mg/100 g FG fiihrten sie zu einem Brennen im Mund.

1.1.7 Verarbeitung der Kartoffel

Die Kartoffelknolle wird vorwiegend im Nahrungsmittelsektor genutzt, obwohl ihr Einsatz
nicht nur auf den Food-Bereich beschrankt ist (vgl. Tab. 1.1). In Europa ist die Kartoffel
industriell vor allem als Rohmaterial flir die Stirkeproduktion bedeutend (1995: 1,9 Mio t,
OECD 2002).

Tab. 1.1 Erntemenge und prozentuale Verteilung der Knollen auf verschiedene Verarbeitungs-
bereiche in Deutschland (ZMP 2004).

Erntemenge 11.604.000 t
Saatgut 5,2%
Futter 9,1%
Industrielle Verwertung 29,3%
Menschliche Ernahrung 50,0%
Ausfuhr 13,8%
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Die Verarbeitungsmoglichkeiten der Knollen im Lebensmittelbereich sind sehr vielseitig
(Kochen, Backen, Frittieren, Piirieren, Mikrowellen garen). In den letzten Jahrzehnten hat sie
sich zu einem hochwertigen Nahrungsmittel weiterentwickelt. Und gerade diese
Convenience-Produkte sorgen dafiir, dass der Kartoffelverzehr im Zeitalter von Fastfood und
Fertigmahlzeiten nicht aus der Mode gerdt. Tabelle 1.2 zeigt eine Einteilung der

Convenience-Produkte und deren Anteil an der Gesamtverarbeitung.

Tab.1.2  Prozentualer Anteil verschiedener Convenience-Produkte an der Gesamtverarbeitung

(ZMP 2004).

%
Trockenprodukte (Piree, Knddelpulver...) 25,8
Snackprodukte (Chips, Knabberartikel...) 12,4
Gefrierprodukte (Pommes frites, Kartoffelviertel, Rosti...) 43,6
Andere Produkte (Gratins, Nassprodukte...) 18,2

Insgesamt ist in den letzten Jahrzehnten ein Riickgang des Kartoffelverzehrs zu verzeichnen
(1961/62 Westdeutschland: 130 kg/Jahr, 2003/04 Gesamtdeutschland 67 kg/Jahr). Wéhrend in
den Jahren 1970/71 der Pro-Kopf-Verbrauch bei 102 kg/Jahr lag, von denen 86,4% direkt und
15,6% als Veredlungsprodukte verzehrt wurden, sank der Verbrauch bis 2004/05 auf
66,5 kg/Jahr, wobei jedoch nur noch 49,2% als Frischware und 50,8% als
Veredlungsprodukte auf den Markt kamen (ZMP 2004).

1.2 Solanum-Alkaloide

Solanum-Alkaloide sind glykosidisch vorliegende Steroidalkaloide, die als Sekundéirstoffe
vorwiegend in den Gattungen Solanum und Lycopersicon vorkommen (Gemeinholzer &
Wink 2002, Hansel & Sticher 2004). Sekundérstoffe sind das Ergebnis eines evolutionidren
Selektionsprozesses. Sie sind flir Pflanzenwachstum und -entwicklung nicht erforderlich,
sondern erfiillen ihre Funktion als Kommunikations-, Abwehr- oder Schutzsubstanzen. Damit
sind sie wichtige Komponenten des Uberlebens- und Reproduktionssystems der Pflanzen
(Luckner 1990, Wink 2003b). Haufig liegen sie als komplexe Gemische unterschiedlicher
Sekundarstoffen mit verschiedenen Bioaktivitidten vor (Wink 2005).

Nach der Isolierung des Solanins 1820, konnte 1954 nachgewiesen werden, dass es sich um

ein Gemisch zweier Komponenten, a-Solanin und a-Chaconin, handelt (Friedman 2006, Kuhn
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etal. 1955a,b). Das hdufig paarweise Auftreten von Solanum-Alkaloiden ist ein
Charakteristikum. Evolutionsbiologische Griinde nach Friedman (2002, 2006) kénnten sein:

- die Antwort der Pflanze auf die Adaptation von Pathogenen

- die Bildung geringerer Konzentrationen durch Ausnutzen synergistischer Effekte

- das Erschweren des Adaptationsvorgangs durch die Pathogene oder

- die spezielle Anpassung der Alkaloide an bestimmte Pathogene.

1.2.1 Struktur

GAe dhneln von ihrem strukturellen Aufbau her den Saponinen (Heftmann 1983, Schreiber
1968a). Wie diese bestehen sie aus einem unpolaren Steroidkern, dem Aglykon, das {iber eine
B-glykosidische Verbindung zwischen der Hydroxyl-Gruppe an C-3 in Ring A mit einem
Zuckerrest verkniipft ist. Das Aglykon ist chemisch gesehen ein Alkamin mit einem
Cy7-Cholestangertist, d. h. es besteht aus dem eigentlichen Steroidanteil, &hnlich dem
Cholesterol, der durch einen Stickstoff-enthaltenden Heterozyklus erweitert wurde (Lachman
et al. 2001). Hier liegt der Unterschied zu den Saponinen, die statt des Stickstoffs ein
Sauerstoff-Atom im Heterozyklus besitzen.

Bei den Alkaminen wird zwischen fiinf Ausprdgungen unterschieden: den Solanidanen, den
Spirosolanen, den o-Epiminocyclohemiketalen, den 3-Aminospirostanen und den
22, 26-Epiminocholestanen. Bislang wurden mindestens 90 strukturell unterschiedliche
Steroidalkaloide in 350 verschiedenen Solanum-Arten isoliert (Friedman & McDonald 1997).
Die in Kartoffeln am hiufigsten vorkommenden Typen gehéren den Spirosolanen und
Solanidanen an, wobei diese sich in der Bindung des Stickstoffs unterscheiden. In den
Spirosolanen liegt er sekundir, im Solanidantyp tertidr gebunden vor. Die Spirosolane weisen
das Aza-oxaspiransystem (vgl. Abb. 1.4.1) auf und sind somit analog den Steroidsapogeninen
gebaut, mit denen sie hdufig zusammen auftreten. In den Solanidanen liegt ein Indolizidin-
System vor, das Stickstoff-Atom gehort zwei Ringen an. GAe vom Solanidantyp sind a-
Solanin, a-Chaconin, Demissin, Commersonin sowie die Leptine und Leptidine. Den
Spirosolan-Typ finden wir in Solasonin, Solamargin, o-Tomatin und den Solamarinen
(Héansel & Sticher 2004, Lachman et al. 2001).

Als Zuckerkomponenten treten Tri- oder Tetrasaccharide auf. Die hiufigsten Monomere sind
D-Glucose, D-Galactose, D-Xylose und L-Rhamnose. Bei den Trisacchariden dominieren
zwel Auspragungen. Die in o-Solanin auftretende Solatrioseform besteht aus je einem
Baustein D-Glucose, D-Galactose und L-Rhamnose. In o-Chaconin finden wir die

Chacotriose, die aus zwei Anteilen L-Rhamnose und einer D-Glucose aufgebaut ist. In den -,
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und vy-Formen sind jeweils ein bzw. zwei der Zuckermolekiile abgespalten. Das
Tetrasaccharid B-Lycotetraose kommt in Demissin und a-Tomatin vor. Es besteht aus zwei
Glucose- und je einem Galaktose- und Xylose-Baustein. Commertetraose aus Commersonin
ist dhnlich aufgebaut, endstindiger Zuckerrest ist statt Xylose ein Glucosemolekiil. In der
Ubersicht in Tabelle 1.4 sind Aglyka und Saccharid-Seitenketten der in der Kulturkartoffel
hiufigsten GAe dargestellt. Abbildung 1.4.1 zeigt die in Solanum-Arten fiinf hiufigsten

Aglyka, Abbildung 1.4.2 die dazugehorigen Zuckerkomponenten.

Tab.1.3 MG, Form des Aglykon und der Zuckerkomponente der in Kulturkartoffeln haufigsten
Glykoalkaloide.
MG des
GA Summen- MG Aglykon Aglykons Zucker-
formel [g/mol] komponente
[g/mol]
a-Chaconin C45H73NOy4 852.1 Solanidin 397.6 Chacotriose
a-Solanin C45H73NOy5 868.1 Solanidin 397.6 Solatriose
a-Solamargin C45H73NO;5 868.1 Solasodin 413.6 Chacotriose
a-Solasonin C45H73NOy6 884.1 Solasodin 413.6 Solatriose
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Solanidin Solasodin
22aH, 22BH-Solanid-5-en (25R)-22aN-Spirosal-5-en
MG 397,6 g/mol MG 413,6 g/mol

Demissidin Tomatidenol
5a, 22aH, 25BH-Solanidan (25S)-223N-Spirosal-5-en
MG 399,7 g/mol MG 413,6 g/mol

Abb. 1.4.1 Struktur der haufigsten in Solanum-
Arten vorkommenden Aglyka.

Tomatidin
(25S)-22BN-5a-Spirosolan
MG 415,7 g/mol
D-Glucose
D-Galactose OH

. O CH L-Rhamnose
Solatriose . L- Rhamnose
L-Rhamnose Chacotriose
D-Glucose
OH Abb. 1.4.2 Struktur der in Solanum-Arten
D-Xylose o vorkommenden Zuckerkomponenten.
o)
Ho N\ S
HO
OH % R
o
HO
Lycotetraose OH 5 O OH
HO ol D-Galactose
HO
D-Glucose
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1.2.2 Vorkommen im Gewebe

Die bitter schmeckenden GAe kommen in allen Organen der Pflanze vor, in der Regel in
hoheren Konzentrationen in den oberirdischen Teilen. Hochste Gehalte finden sich in
Geweben mit hohen Stoffwechselraten, z. B. Bliiten, griine Beeren und Sprosse (Jadhav et al.
1973, Jadhav & Salunkhe 1975). Haupt-GAe der Kulturkartoffel sind zu 95% a-Solanin und
a-Chaconin, wobei letzteres meist liberwiegt. Das Verhiltnis von a-Solanin zu a-Chaconin
variiert in Knollen je nach Sorte und Jahreszeit zwischen 0,3 und 0,7 (Friedman & Dao 1992,
Morris & Petermanm 1985, Percival et al. 1993 & 1994, Percival 1999, Teuscher &
Lindequist 1994). Wilde Solanum-Arten enthalten neben Solanidin-Alkaloiden noch eine
Reihe weiterer GAe mit unterschiedlichen Aglyka (vgl. Abschnitt 1.2.3). Freies Solanidin,
sowie die B- und y-Formen von a-Solanin und o-Chaconin liegen in sehr niedrigen
Konzentrationen vor, vermutlich sind sie nur Zwischenprodukte wéhrend der Biosynthese
bzw. kommen als intermedidre Zwischenstufen beim hydrolytischen Abbau im Metabolismus
VOr.

Obwohl Natur und Menge der GAe genetisch festgelegt sind (Friedman 2006, Gregory et al.
1981, Schreiber et al. 1961, Sinden & Sanford 1981), kann die Gesamtkonzentration durch
okologische Einfliisse und Stressfaktoren mitbeeinflusst werden (Crush 1973). Daher variiert
der Gehalt an GAen saisonal, wobei hochste Konzentrationen in der wachsenden Pflanze
wiahrend der Bliitezeit vorliegen. Mit zunehmender Reife fillt der Gehalt leicht (Ahmed &
Miiller 1979, Street et al. 1946) und bleibt wihrend der Seneszenz konstant (Friedman &
Levin 1998). Mehrfach wurde berichtet, dass die GA-Konzentration in Knollen und Blittern
positiv korreliert ist (Deahl et al. 1973, Uppal 1987), es existieren jedoch auch gegenteilige
Ergebnisse (Sarquis et al. 2000). Tabelle 1.4 zeigt den durchschnittlichen Gesamt-GA-Gehalt
in verschiedenen Organen der Kartoffelpflanze [mg/100 g FG] (iibernommen aus Friedman &
McDonald 1997). Auf der rechten Seite ist zum Vergleich der Gehalt zweier Sorten mit
bekanntermaf3en hohen Alkaloidmengen dargestellt (Friedman & Dao 1992).

Der durchschnittliche Gehalt in kommerziellen Knollen liegt unter 12 mg/100 g FG, meist
zwischen 1 und 15 mg, dies entspricht 20 bis 60 mg/100 g TG (Griffith et al. 1994, van
Gelder 1990). In Knollen hilt die Biosynthese an und kann den Alkaloidgehalt bei
ungiinstigen Bedingungen, wie z. B. Lichteinfluss oder mechanische Beschadigung, {iber eine
de-novo-Synthese aus Vorstufen erhéhen (Cronk et al. 1974). Nach Keimung wurde ein
Anstieg auf bis zu 35 mg/100 g FG festgestellt (aid 2002).
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Tab.1.4  Gesamt-GA-Gehalte [mg/100 g FG] in unterschiedlichen Organen der Kulturkartoffel
(Ubersicht in Friedman & McDonald 1997, Friedman & Dao 1992, Wood & Young 1974).

Pflanzenteil Gesamt-GA® Gesamt-GA®
Wurzel 18-40 86
Stiel 2,3-7,1 32-45
Blatter 23-100 145
Bliten 215-500 -
Beeren 42 38
Sprosse 195-400 275-1000
Knolle gesamt 2,0-12,5 14,7
g‘iat;r:qtis(nolle 25.80 )
Schale 30-60 85
Schale3 bittere 150-220 )
Knolle
Fleisch 1,2-10,0 1,6-6,0

! Sorten mit durchschnittlichen Gehalten
? Sorten mit bekanntermaRen hohen Gehalten (NDA1725-1, Lenape)
% aus Wood & Young (1974)

Die hochsten GA-Mengen befinden sich direkt unter der Schale und im Bereich der Augen
sowie der wachsenden Sprosse (Bushway et al. 1987, Friedman 2006, Kozukue et al. 1987).
Kalac (1994) konnte 83-96% der GAe in der Schale detektieren, 3-14% in der Rindenschicht
und nur 1-3% im Fleisch. Der Grofteil befindet sich in einer 1,5-3 mm dicken Schicht direkt
unter der Schale (Schulzova et al. 1992). Durch Schélen kann der Hauptteil der Alkaloide
entfernt werden. Enthalten die Knollen jedoch natiirlicherweise oder durch Stresseinfluss
hohe Gehalte, konnen diese nur teilweise beseitigt werden (Hellenés et al. 1995a, Lachman et
al. 2001, Petersen 1993). So konnte Maga (1994) bei gesunden Knollen 60-96% der GAe
durch Schilen entfernen, bei stark alkaloidhaltigen dagegen nur 35%. Da Schélen wiederum
Stress fiir die Kartoffelknolle bedeutet, kann die Konzentration bei mehrstiindiger Lagerung
erneut ansteigen, Teuscher & Lindequist (1994) berichteten von einer GA-Zunahme innerhalb

von 7 Stunden auf das 2,4-2,8-fache.

1.2.3 Alkaloidvorkommen in wilden Solanum-Arten

Wihrend in der Kulturkartoffel S. tuberosum ssp. tuberosum fast ausschlieBlich Solanidin-
Alkaloide zu finden sind, je nach genetischen Vorfahren in Bléittern auch Solasodin-
Alkaloide, , konnten in zahlreichen Untersuchungen von Solanum-Wildarten eine Reihe

weiterer Aglyka nachgewiesen werden, darunter Demissidin, Tomatidin und Tomatidenol
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(vgl. Abb. 1.2.1) (Gregory 1981, Osman et al. 1978, Schmiediche et al. 1980, 1982, Van
Gelder et al. 1988b, Zrist 2004). Die entsprechenden GAe dhneln vom Aufbau her den
Kartoffelalkaloiden, indem das Aglykon mit einem Drei- oder Vierfachzucker verbunden ist.
Die wichtigsten in wilden Solanum-Arten vorkommenden GAe sind mit ihrer strukturellen

Verwandtschaft aus Tabelle 1.5 zu entnehmen.

Tab.1.5 MG, Form des Aglykon und der Zuckerkomponente der haufigsten in wilden Solanum-Arten
vorkommenden GAe (Bianco et al. 2002, Cataldi et al. 2005, Falbe & Regitz 1991,
Friedman et al. 1997, Lawson et al. 1997, Ono et al. 1997, Vaananen et al. 2005, Vazques

et al. 1997).
GA S‘f’é‘:ﬂi."' [gll\:‘InGoI] Aglykon Agl:g’('i” korznupc;(:;;\te
[g/mol]

a-Chaconin C4sH73NOy 852.1 Solanidin 397.6 Chacotriose
a-Solanin C4sH73NOy5 868.1 Solanidin 397.6 Solatriose
o-Solamargin C4sH73NOy5 868.1 Solasodin 413.6 Chacotriose
a-Solasonin C4sH73NOy6 884.1 Solasodin 413.6 Solatriose
B-Solamarin C45H73NOq5 868.1 Tomatidenol 413.6 Chacotriose
a-Solamarin C45H73NOyg 884 .1 Tomatidenol 413.6 Solatriose
Demissin CsoHgsNOog 1018.2 Demissidin 399.7 Lycotetraose
([j):rrr']}llssrlon CsoHgiNOy | 1016.2 Solanidin 397.6 Lycotetraose
a-Tomatin CsoHgzNOo4 1034.2 Tomatidin 415.7 Lycotetraose
Eﬂgg r|]'o- CsoHg1NO»4 1032.2 | Tomatidenol 413.6 Lycotetraose
Commersonin Cs1HgsNO»4 1047.3 Demissidin 399.7 Commertetraose
c?:r?rfer(r)s_onin Cs1HgzNO,4 1045.3 Solanidin 397.6 Commertetraose
Leptinin | C45H73NO45 868.1 Leptinidin 413.6 Chacotriose
Leptinin 1l C45H73NOg 884 .1 Leptinidin 413.6 Solatriose
Leptin | C47H75NO1g 909.8 Acetylleptidin 455.3 Chacotriose
Leptin Il C47H75NO47 925.8 Acetylleptidin 455.3 Solatriose

Neben den strukturell verwandten Aglyka kommen noch diverse Hydroxy- und Acetoxy-
Derivate des Solanidins vor (Lachman et al. 2001). Eine Ubersicht hierzu findet sich bei
Schreiber (1968a, b). Die wichtigsten Vertreter der Hydroxy-Derivate sind Leptinin I und II,
die hiufigsten Acetoxy-Derivate Leptin I und II. Beide Derivattypen konnten in hohen
Konzentrationen bislang nur in Blittern von S. chacoense identifiziert werden (Ronning et al.
1999, 2000). Die zugehorigen Aglyka sind das Leptinidin bzw. Acetylleptinidin. Bei beiden
befindet sich die funktionelle Gruppe an C-23 des F-Ringes im Solanidin (Abb. 1.2.1).

Wilde Solanum-Arten dienen heute noch zur Integration erwiinschter Resistenzgene ins

genetische Material der Kulturkartoffel (Bradshaw et al. 2006, Darsow 2002, Friedman 2006,
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Gregory et al. 1981, Osman et al. 1978, Rangarajan et al. 2000, Wink 1988, Yencho et al.
2000). Wie Sharma & Salunkhe (1989) hinwiesen, muss jedoch beriicksichtigt werden, dass
dadurch auch unerwiinschte GAe eingefiihrt werden konnen. Laurila et al. (1996) und
Viindnen et al. (2005) konnten eine qualitative Verdnderung in der GA-Zusammenstellung in

somatischen Hybriden aus S. tuberosum und S. acaule bzw. S. brevidens feststellen.

1.2.4 Biosynthese und Abbau

Die Biosynthese vieler Sekundéarstoffen wird durch Verwundung oder Pathogeninfektion de-
novo in Gang gesetzt (Wink 2003a), wobei Licht und Sauerstoff fordernd wirken (Teuscher &
Lindequist 1994). Die Synthese der GAe verlduft zundchst iiber das Zwischenprodukt
Cholesterol (Bergenstrahle et al. 1996, Heftman 1983, Valkonen et al. 1996).

Im ersten Schritt der Steroid-Synthese (Abb. 1.5.1a) kommt es zundchst zur Reaktion eines
Molekiils Acetyl-CoA (C;) mit Acetoacetyl-CoA (Cs) zum ersten Zwischenprodukt
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA, Cg). Dieses wird mittels NADPH unter
gleichzeitiger Abspaltung des CoA-Restes zur Mevalonsdure reduziert. AnschlieBend wird
das Mevalonat in drei enzymkatalysierten Schritten zu Mevalonat-3-phospho-5-pyrophosphat
phosphoryliert. Dieses instabile Intermediat wird unter Abspaltung eines Phosphatrestes
decarboxyliert, woraus aktives Isopren (Isopentenylpyrophosphat, Cs) hervorgeht, das
teilweise zu 3,3-Dimethylallylpyrophosphat (Cs) isomerisiert. Durch Kondensation beider
isomerer Formen entsteht ein C;p-Korper, das Geranylpyrophosphat. Nach Wiederholung
dieser Reaktion mit einem weiteren Cs-Korper entsteht das aus 15 C-Atomen bestehende
Farnesylpyrophosphat. Aus zwei dieser Farnesylphyrophosphat-Molekiile bildet sich durch
reduktive Kondensation der unmittelbare Vorlaufer des Cholesterols, das Squalen (Csp). In der
ndchsten Phase (Abb. 1.5.1b) entsteht durch Cyclisierung aus dem linearen Squalen iiber die
Zwischenstufen Cycloartenol, Lanosterol, Desmosterol und die Abspaltung von drei CHj;-
Gruppen schlieBlich das Cholesterol (C,7) (Bianchini et al. 1996, Heftmann 1983, Richter
1998). Sowohl Cholesterol als Vorldaufermolekiil, als auch der Ablauf bis zum Cholesterol
wurde durch =zahlreiche Studien mit radioaktiv markierten Ausgangsprodukten und
Zwischenstufen untermauert (Ubersicht bei Heftmann 1983, Beeler et al. 1963, Eltayeb &
Roddick 1984, Kozukue et al. 2001). Bergenstrahle et al. (1996) wiesen nach, dass bei
Akkumulation der Alkaloide gleichzeitig die Cholesterol-Konzentration abnahm. Bei einer
fritheren Untersuchung verringerte sich die GA-Bildung nach Zusatz von Inhibitoren der

Sterolsynthese (Bergenstréhle et al. 1992b).
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b.)

H,C CH, HC XM
CH,
CH « CH,
Desmosterol CH, Lanosterol
H,
HO HO
H,C™ CH HC  CH,

Cholesterol

HO

Abb. 1.5.2 Biosynthese der GAe zum Cholesterol (nach Heftmann 1983, Richter 1998):
a.) bis zum linearen Squalen,
b.) Cyclisierung zum Cholesterol.

Der weitere Ablauf vom Cholesterol bis zum vollstindigen GA ist trotz zahlreicher
Untersuchungen bis heute nicht vollstdndig aufgeklirt. Bekannt ist, dass sich der Biosynthese-
weg zur Bildung der Solanidane und Spirosolane aufspaltet, wobei in beiden Féllen zunéchst
der Stickstoff ins Molekiil integriert wird. Tschesche et al. (1976) fanden Hinweise, dass dies
liber einen einfachen Austausch der terminalen Hydroxylgruppe durch eine Aminogruppe
erfolgt, dhnlich einer Transaminierungsreaktion. Als Donor scheint in S. tuberosum eine
Aminoséure, z. B. Glycin oder Alanin zu fungieren (Jadhav & Salunkhe 1973).

Die meisten Publikationen gehen davon aus, dass die Synthese der Spirosolane (Abb. 1.5.2a)
mit sekundiar gebundenem Stickstoff entweder {iber 26-Amino-16p-hydroxycholesterol und
dem Ringschluss von zundchst Ring E zum 26-Aminodihydrodiosgenin (Tschesche &
Petersen 1975) oder iiber einen Ringschluss von Ring F und der Bildung von 22, 26-Epimino-
5-cholesten-33, 16B-diol (Schreiber 1968a) verlduft. Bei der Bildung der Solanidane
(Abb. 1.5.2b), die einen tertidr gebunden Stickstoff enthalten, entsteht zundchst Dormantinol.
Erst danach wird der Stickstoff integriert und iiber die Zwischenstufen Verazin, Etiolin und

Teinemin schlieBlich das fertige Solanidin gebildet. Einen leicht abweichenden Syntheseweg
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schlugen Petersen et al. (1993) vor. Sie postulierten, dass Solanidin, Solasodin, Tomatidenol
und Soladulcin direkt aus Cholesterol entstehen, wihrend Tomatidin und Demissidin aus
gesittigtem Cholesteranol hervorgehen. Auf dieser These basierend nehmen Friedman &
McDonald (1997) an, dass zunichst ungesittigte Formen entstehen, darauf folgend erst die
gesdttigten.

Abgeschlossen wird die Bildung der GAe schlielich durch die Anheftung der
Zuckerseitenkette. Das erste Zuckermolekiil, bei Solanin eine UDP-Galaktose bzw. UDP-
Glucose bei Chaconin, wird jeweils iiber eine Solanidin-UDP-Glycosyltransferase iibertragen
(Jadhav & Salunkhe 1973, Lavintman et al. 1977, Liljegren 1971, Moehs et al. 1997, Osman
et al. 1980). Die Klonierung und Antisense-Unterdriickung des Genes zur Bildung der UDP-
Glycosyltransferase, resultierte in verminderten GA-Gehalten in transgenen Kartoffelknollen
und brachte somit den Beweis (McCue et al. 2005, Moehs et al. 1997, Stapleton et al. 1991).
Die Glykosylierung des Aglykons erfolgt dabei recht schnell, so dass freies Solanidin in
gesunden Knollen praktisch nicht anfillt (Osman et al. 1980).

a.)

Cholesterol

HO

H,G HN
CH,
CH,
26-Amino-164- 26-Aminodihydro-
hydroxycholesterol diosgenin
HO HO

22, 26-Epimino-5- Solasodin
cholesten-3p, 16p3-diol

HO
HO
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b.)

H.C CH,
CH,
Cholesterol
HO
CH, CH,
_—
Dormantinol Verazin
HO HO
H,C
CH CH,§ CH,
NH
OH
Teinemin Etiolin
B
HO HO

Solanidin

HO

Abb. 1.5.2 Biosynthese der GAe ausgehend von Cholesterol (nach Heftmann 1983, Roddick 1974):

a.) zum Spirosolan-Aglykon: Solasodin
b.) zum Solanidan-Aglykon: Solanidin.

Der Bildungsort kann bislang nur vermutet werden. Basierend auf seinen Studien an

Tomatenpflanzen geht Roddick (1979) von mikrosomalen Organellen als Syntheseapparate

aus. Ramaswamy et al. (1976) schlugen die Bildung, zumindest von Vorstufen, in Plastiden

vor. Sie entdeckten, dass in isolierten Chloroplasten 14C02 aus radioaktiv markiertem

NaHCO; unter Lichteinfluss zu einem hoheren Anteil in Solanidin eingebaut wird, als in

Dunkelheit. Dagegen spricht die Beobachtung von Bergstrahle et al. (1992a), die die zur

Glykosylierung der GAe notwendigen Transferasen nach Abzentrifugieren der Plastidfraktion

noch im Uberstand nachweisen konnten. Sicher ist, dass die Synthese der GAe mit der

Keimung beginnt (Heftmann 1983). Die Akkumulation der fertigen Alkaloide erfolgt in der
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16slichen Phase des Cytoplasma und/oder in der Vakuole (Hansel & Sticher 2004, Roddick
1976, 1977). GAe hédufen sie sich an ihren Syntheseorten an, da sie innerhalb der Pflanze
nicht transportiert werden (Friedman 2006, Heftmann 1983, Roddick 1992).

Ein bemerkenswerter Abbau der GAe konnte in der Kartoffel bislang nicht festgestellt
werden. Bei Tomatenpflanzen ist bekannt, dass die Zerlegung des a-Tomatins in den Friichten
mit der Reife erfolgt (Friedman 2002). Eltayeb & Roddick (1985) wiesen nach, dass die
Abbauprodukte in geringen Mengen im Chlorophyll, vor allem aber in Carotinoiden und
Xanthophyllen wiederzufinden sind. Die enzymatische Zerlegung innerhalb der Pflanze
erfolgt dabei durch stufenweise Abspaltung der Zucker aus der Seitenkette (Schreiber 1968a,
Heftmann 1983, Bushway et al. 1990). Der weitere Abbau des Aglykons liegt noch im
Dunkeln.

1.2.5 Erwiinschte Eigenschaften

Grundsatzlich ist das Vorkommen der GAe in Kartoffelpflanzen als niitzlich anzusehen, dient
sie doch der Ausbildung einer Resistenz gegen zahlreiche Schadorganismen. Wichtige
Kartoffel-Krankheiten und ihre Erreger sind in Radtke & Rieckmann (2001) sowie in Salazar
(2006) zu finden.

1.25.1 Pilzresistenz

Pilze, die die Kartoffelpflanze befallen sind sehr zahlreich. Schadwirkungen werden am
hiufigsten durch die Folgenden hervorgerufen:

Phytophtora infestans (Kraut- und Knollenfdaule), Alternaria solani (Diirrfleckenkrankheit),
Rhizoctonia solani (Pocken- oder Wurzeltoterkrankheit), Spongospora subterranea
(Pulverschorf), Helminthosporium solani (Silberschorf), Fusarium coeruleum (Weifaule),
Synchytrium endobioticum (Kartoffelkrebs), Fusarium oxysporum ssp. lycopersici (Fusarium-
Welke), Septoria lycopersici (Tomaten-Blattfleckenkrankheit), Verticillium albo-atrum
(Vercillium-Welke), Botrytis cinerea (Grauschimmel).

Ein von Percival et al. (1999) durchgefiihrter Vergleich der Resistenz von Oberfldchenknollen
und Erdknollen gegen verschiedene Pilzerreger deutet auf die fungizide Wirkung der GAe
hin. Wachstumsraten, Sporenbildung und Konidosporenanzahl waren signifikant erniedrigt
bei Kultivierung auf den ergriinten Oberflaichenknollen, die hohere GA-Gehalte aufwiesen.
Eine Abhingigkeit der Wirksamkeit vom Alkaloidtyp wurde aus zahlreiche Studien
abgeleitet. Mehrfach zeigte sich eine hohere fungizide Aktivitit von o-Tomatin (Durbin &
Uchytl 1969, Osbourn 1996), gefolgt von a-Chaconin und Solamargin, wihrend a-Solanin

bzw. Solasonin kaum wirksam waren (Fewell & Roddick 1997). Traten die Solanidin- und
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Solasodin-Alkaloide gepaart auf, so wurden zusétzlich synergistische Effekte nachgewiesen
(Fewell & Roddick 1993, Fewell et al. 1994). Nach Wolters (1964) war nicht die Zuckerkette
allein fiir die Aktivitit ausschlaggebend, sie beeinflusste aber weitgehend die Stirke der
Wirkung, da allgemein GAe wirksamer waren. Worauf die fungitoxische Wirkung der GAe
beruht, ist nicht genau bekannt. In vitro- und in vivo-Studien lieBen vermuten, dass der
fungitoxische Wirkmechanismus auf einer Komplexbildung der Alkaloide mit den Sterolen
der Biomembran des Pilzes beruht, dies fiihrt zur Porenbildung und schlieBlich dem Verlust
der Membranintegritit (Mert-Tiirk 2006). Die Untersuchung von Nes et al. (1983) an
Phytophtora cactorum lisst als zusitzlichen Mechanismus die Hydrolyse der GAe zum
Aglykon und deren Einbau in die Mycelmembran des Pilzes vermuten, was wiederum die
Storung der Sterolsynthese und der Membranfunktion durch Interaktion mit
Membranproteinen zur Folge hat.

Einigen Autoren bezweifelten Effekte von GAen auf Pilze allerdings gédnzlich. So konnten
Andrivon et al. (2003) keine Auswirkungen auf Phytophtora infestans, Morrow & Caruso
(1983) auf Rhizoctonia solani und Frank et al. (1975) auf Knollenfaule-, Welke- und
Schorferreger feststellen. Eine mogliche Erkldrung scheint die Anpassung einzelner
Schaderreger auf ihre Wirtspflanze sein. Ford et al. (1977), Ito et al. (2004) sowie Lairini &
Ruiz-Rubio (1997) konnten in Fusarium oxysporum ssp. lycopersici und Bouarab et al. (2002)
in Septoria lycopersici ein Tomatinase-Enzym nachweisen, das in der Lage ist, die
Lycotetraose-Seitenkette aus o-Tomatin abzuspalten und das GA somit in das weniger
toxische Aglykon umzuwandeln. Nach Mert-Tiirk enthalten auch Botrytis cinerea,
Verticillium albo-atrum und Alternaria solani eine Tomatinase. Wie Hénsel & Sticher (2004)
berichteten, kann es alternativ auch zur Ausbildung von Pilzmutanten kommen, die in ihrer
Plasmamembran einen geringeren Sterolgehalt aufweisen und daher weniger anfillig fiir die

Komplexierung mit GAen sind.

1.2.5.2 Bakterienresistenz

Wichtige, durch bakterielle Infektion ausgeldste Krankheiten sind:

die Nassfdaule durch Erwinia carotovora, Kartoffelschorf (Streptomyces scabies),
Bakterienringfdule (Corynebacterium sepedonicus) und die Schleimkrankheit (Pseudomonas
solanacearum).

Die Wirksamkeit von GAen gegen bakterielle Schiddlinge wurde nur selten untersucht. Dabei
konnten positive (Jadhav et al. 1981, Lachman et al. 2001, Rokka et al. 2005) wie negative
Reaktionen (Andrivon et al. 2003, Frank et al. 1975, Paquin 1966) nachgewiesen werden.

Obwohl Sterole in Prokaryoten fehlen, enthalten sie sterol-dhnliche, stablisierende Hopanoide
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(Rokka et al. 2005), so dass grundsétzlich eine Aktivitit von GAen gegen Bakterien moglich
ist, zumal auch Saponine durch Erhéhung der bakteriellen Membranpermeabilitit bakterizid

wirken. Die Wirksamkeit scheint dabei vom jeweils vorliegenden GA-Typ abhédngig zu sein.

1.2.5.3 Virenresistenz

Durch Viren bedingte Krankheiten sind:

die Blattrollkrankheit durch das Kartoffelblattrollvirus (PLRV), Strichelkrankheit
(persistentes Kartoffel-Virus Y), = ABC-Krankheit (Tabaknekrose-virus), Biischeltrieb-
krankheit (Kartoffelbiischeltriebvirus), verschiedene Mosaikkrankheiten (Rauh-, Roll- und
Kréauselmosaik) sowie die Eisenfleckigkeit durch das Tabak-Rattle-Virus. Ein durch
Mycoplasmosen hervorgerufene Infektion ist die Welkekrankheit.

Viruserkrankungen waren selten Gegenstand von Resistenzstudien. Anzeichen fiir eine Virus-
Resistenz durch GAe zeigte die Untersuchung von Bianco et al. (2003). Sie wiesen in Schalen
resistenter Klone gegen das Kartoffelvirus Y hohere Alkaloid-Konzentrationen nach als in
Kontrolllinien. Als vorstellbares Target gilt die Storung der viralen Hiillmembran. Gegen eine
Beteiligung der GAe an der Virusresistenz sprechen die erniedrigten Alkaloid-Gehalte der mit
Tabak-Rattle-Virus infizierten Knollen verglichen mit gesundem Material bei Dale et al.

(2000).

1.25.4 Insektenresistenz

Die sich auf Kartoffelpflanzen spezialisierten Insektenschidlinge sind Drahtwiirmer (Larven
des Saatschnellkidfer Agriotes obscurus und A. leneatus), die Kartoffelzikade (Emboasca
fabae), Kartoffelerdfloh (Psylloides affinis) sowie der Kartoffelkdfer (Leptinotarsa
decemlineata). Daneben kommen als Generalisten Blattlause (u. a. Griine Pfirsichblattlaus
Myzus  persicae,  Griingestreifte = Kartoffelblattlaus ~ Macrosiphon  euphorbiae,
Kartoffelkellerlaus Rhopalosiphonius latysiphon), Engerlinge der Mai-, Juni- und
Gartenlaubkafer, Springschwinze (Sminthurus solani, Bourletiella pruinosa), verschiedene
Wanzenarten (Kartoffelwanze Calocoris norvegicus, griine Futterwanze Lygocoris pabulinus)
Erdraupen und Nacktschnecken (Deroceras reticulatum, Milax budapestansis) vor.

Insgesamt wurden mehrfach positive Korrelationen der GA-Gehalte zur Resistenz gegen
Kartoffelkdfer (Sinden et al. 1980), Drahtwirmer (Jonasson & Olsson 1994) oder
Kartoffelgrashiipfer (Tingey et al. 1978) beobachtet. Andere Studien wiederum zeigten keine
Beziehung zwischen den GA-Gehalten und dem Auftreten der Insektenschéddlinge (Flanders
et al. 1992, Lachman et al. 2001). Eine Erklarung fiir diesen Widerspruch lieferten Flanders et
al. (1992). In einer breit angelegten Studie verglichen sie wilde Solanum-Arten auf ihre

Resistenz gegen eine Vielzahl pathogener Insekten. Ergebnis war, dass nicht der Gesamt-GA-
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Gehalt entscheidet, sondern das Vorliegen bestimmter Alkaloid-Arten. So zeigten Leptine und
a-Tomatin bessere Wirksamkeit gegen Kartoffelzikade und Kartoffelkéfer als die Solanidin-
und Solasodin-GAe. Entgegen fritheren Meinungen waren Commersonin, Demissin und
Solanocardenin unwirksam (Kuhn & Low 1955¢, Sinden et al. 1980, Flanders et al. 1992,
Hiansel & Sticher 2004). Zusétzlich scheinen noch weitere Resistenzanlagen eine Rolle zu
spielen. Ebenfalls Flanders et al. (1992) sowie De Medeiros & Tingey (2006) konnten zeigen,
dass auch Driisentrichome der Blétter Einfluss auf Kartoffelkdfer und Kartoffelzikade
ausiibten.

Gut untersucht ist die Aktivitdt von Leptin-Alkaloiden gegen den Kartoffelkidfer (Kuhn &
Low 1957, 1961, Schwarze 1963). Es konnte eine Dosis-Wirkungsbeziehung nachgewiesen,
da hohere Leptin-Gehalte geringere Fralschidden und hohere Mortalitdt des Kéfers zur Folge
hatte (Sinden et al. 1986, Sikinyi et al. 1997). Kowalski et al. (1999) konnten nach Aufnahme
einer Leptin [-enthaltenden Diét eine verlangsamte Entwicklung in den Larven nachweisen.
Auf welchem Wirkungsmechanismus die Aktivitdt beruht, ist nicht genau bekannt. Wie die
Arbeit von Hollister et al. (2001) zeigte, konnten chemosensitive Rezeptoren verantwortlich
sein. Isolierte Neuronen chemosensitiver Haare des adulten Kartoffelkidfers reagierten
dosisabhdngige auf reines Leptin I im Konzentrationsbereich 0,03 bis 0,3 mM. Lag
gleichzeitig a-Solanin vor, war die Antwort abgeschwicht. Mogliche Griinde kdnnten noch
Membranstorungen (Roddick et al. 1990, 1992, Fewell et al. 1994) oder Interaktionen mit
dem Sterol-Metabolismus (Nes et al. 1982) der Insekten sein. Vermutet wird eine Aktivitit
iber die Imminogruppe in Ring F.

In zahlreichen Tests offenbarte a-Tomatin ebenfalls repellente Wirkung. Bei Zunahme des
a-Tomatin-Gehaltes einer synthetischen Diét konnten Kowalski et al. (1999) in den der Eiern
des Kartoffelkéfers eine verlangsamte Umwandlung in adulte Tiere beobachten. Das Aglykon
Tomatidin zeigte keine Wirkung. Fiir die Aktivitdt scheint das Vorliegen einer
Tetrasaccharid-Seitenkette mit Xylose-Einheit und das Fehlen der 5, 6-Doppelbindung im
Aglykon wichtig zu sein (Hénsel & Sticher 2004).

1.2.5.,5 Nematodenresistenz

Die beiden wichtigsten Fadenwiirmer sind der Gelbe und Weille Kartoffelzystennematode
(Globodera rostochiensis bzw. Globodera pallida).

Die Wirksamkeit der GAe auf Nematoden wurde bislang kaum untersucht. Allen &
Feldmesser (1971) fiihrten eine nematizide Wirkung auf die freie Base des a-Chaconins
zuriick, da die Wirkung bei niedrigem pH-Wert ausblieb. Voinilo & Ponin (1979) konnten

einen Anstieg des GA-Gehaltes in der resistenten Sorte Ariadna nach Nematodenbefall
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nachweisen, wihrend die Konzentration in der anfilligen Sorte Loshitski unverindert blieb.
Dagegen zeigte die Untersuchung von Forrest & Coxon (1980) keinerlei Zusammenhang von
Nematodenbefall und GA-Konzentration, weder in den Wurzeln resistenter noch anfilliger
Sorten.

Allgemein wird die nematizide Wirkung eher den Phytoalexinen, wie z. B. den
Sesquiterpenen Rishitin und Lubimin, Solavetivenon, Phytotuberin und Katahdion,

zugeschrieben (Teuscher & Lindequist 1994).

1.2.6 Unerwinschte Eigenschaften

GAe wirken auch auf den Sédugetierorganismus toxisch. Pharmakologisch stehen zwei
Wirkungen im Vordergrund. Erstens die Fihigkeit an 3B-Hydroxy-Sterole zu binden und
daher Membranfunktionen zu stéren (Keukens et al. 1995, Roddick 1979, Roddick et al.
1988, Stine et al. 2006) und zweitens die Cholinesterasen des Korpers zu inhibieren
(Krakowski et al. 1997, Roddick et al. 2001).

Durch die strukturell enge Verwandtschaft mit Saponinen zeigen Solanum-Alkaloide dhnliche
physikalische Eigenschaften. Wie sie sind sie oberflichenaktiv und besitzen ein gutes
Schaumbildungsvermogen (Hénsel & Sticher 2004, Heftmann 1983). Des weiteren lysieren
sie durch Komplexbildung mit Cholesterol simtliche Zellen des Kdrpers, wobei die Wirkung
auf Epithelzellen (Keukens et al. 1996) und Erythrozyten (Roddick et al. 1988, 2001) im
Vordergrund steht. Seit den Studien von Keukens et al. (1995, 1996) wird folgende
Modellvorstellung dieses Mechanismus vermutet:

Zunichst schiebt sich der Aglykonanteil in die Membran und bildet mit Sterolen einen 1:1-
Komplex. Daraus resultiert eine eingeschriankte Beweglichkeit der Phospholipide, die bereits
zu Storungen der Fluiditdt der Membranen fiihrt (Woldemichael & Wink 2001). Erreichen
diese GA-Sterolkomplexe eine bestimmte Dichte, kommt es zu kooperativen Zucker-Zucker-
Interaktionen, die wiederum die Bildung einer irreversiblen Matrix initiieren. Diese Matrix ist
es schlieBlich, die den Verlust der Barrierenfunktion des Bilayers verursacht. Der Typ des
Komplexes und damit das Ausmall der Membranschddigung, hingt neben der Art und dem
Gehalt des Sterols (Stine et al. 2006) stark von der Struktur des GAs, seines Aglykons und der
Konzentration in der Membran ab. Roddick (1979) und Keukens (1992) wiesen unter-
schiedliche Assoziationsfahigkeiten mit verschiedenen Membran-Sterolen nach. Stérkste
Wirkung trat mit B-Sitosterol und Fucosterol ein, gefolgt von Cholesterol und Ergosterol. Die
Féahigkeit zur Komplexbildung scheint dabei sowohl vom Aglykon, wie auch von der

Zuckerseitenkette abzuhidngen. Roddick et al. (1992 & 2001) verglichen Chacotriose-
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enthaltende GAe (o-Chaconin, [-Solamarin, Solamargin) in ihrer Wirkung auf
Membranensterole. Den stirksten Effekt zeigten a-Chaconin und Solamargin, gefolgt von 3-
Solamarin. Praktisch unwirksam waren die Aglyka Solanidin, Tomatidin und Solasodin. Eine
weitere Studie von Roddick et al. (1988) untersuchte die Abhingigkeit von der
Zuckerseitenkette. Ergebnis war die hohere Affinitidt von Chacotriose-enthaltenden GAen zu
Cholesterol, wihrend GAe mit Solatrioseanteil minimale bis gar keine Aktivitit zeigten.
Hintergrund, so wird vermutet, sind Zucker-Zucker-Interaktionen mit membranstdndigen KH-
Ketten oder Zellrezeptoren (Blankemeyer et al. 1998, Friedman et al. 1992, Nakamura et al.
1996, Rayburn et al. 1994). Chataing et al. (1998) bewiesen fiir die f-Chacotriosyleinheit eine
hohere Bindungsaffinitit zu Zellrezeptoren, als fiir B-Solatriosyl. Kommen beide Alkaloide
gemeinsam vor, existierte ein Synergismus (Roddick et al. 1990 & 2001). Das hochste
Potenzial zeigte eine 1:2,3-Mischung aus a-Solanin und a-Chaconin und gerade dieses
Verhiltnis ist natlirlicherweise in Kartoffeln enthalten (Friedman 2006). Der Synergismus
geht vermutlich aus dem Vorliegen der weiteren Zuckerkette hervor, wie die Untersuchung
von Roddick et al. (1990) belegte. GAe mit unterschiedlichen Aglyka und Zuckerketten
zeigten ebenso synergistische Wirkungen auf Phosphatidylcholin/Cholesterol-Liposomen.

Die destruktive Membranstorung wirkt sich direkt auf den Barriereeffekt der intestinalen
Mucosa aus. Wie die Studie von Gee et al. (1996) offenbarte, reagierte die Mucosa auf o-
Tomatin, gefolgt von einem Gemisch aus a- und B-Chaconin sowie a-Solanin (1,9:1:1,8)
stairker cytotoxisch auf menschliche Darmzellen (INT-407, Caco-2), als Gypsophila-
Saponine. Nach Zerstorung der Membran wird die Mucosa einerseits fiir zahlreiche
unerwiinschte Stoffe bis zur GroBe von Proteinen passierbar (Roddick et al. 1988),
andererseits kommt es zum Verlust von Metaboliten, die aus den Zellen herausflieBen.

Zweite bedeutende Wirkung entfalten GAe auf die Cholinesterasen des Organismus.
Acetylcholin- (EC 3.1.1.7) und Butyrylcholinesterase (EC 3.1.1.8) sind wichtige Bestandteile
des Nervensystems. Sie sind im synaptischen Spalt zwischen zwei Neuronen
(Parasympathikus: priaganglionir und postgangliondr, Sympathikus: pragangliondr) bzw. an
der motorischen Endplatte fiir die Spaltung von Acetylcholin verantwortlich und damit fiir die
Beendigung der Reizweiterleitung (Friedman & McDonald 1997, Friedman et al. 2003b,
Lachman et al. 2001, Nigg et al. 1996). Apathie, Schwéiche und Konfusion sind typische
Symptome, die auf die Storung des Nervensystems zuriickzufiihren sind. Auch hier wurde die
Abhéngigkeit von den Saccharid-Seitenketten nachgewiesen. Das reine Aglykon Solanidin
zeigte zwar kaum Wirksamkeit auf bovine Acteylcholinesterase (Bushway et al. 1987). Es

spielt bei der Inhibition der Cholinesterasen jedoch eine groBere Rolle als zuvor bei der
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Membranwirkung (Roddick 1990, 2001). Bei Roddick (1989) zeigte a-Chaconin starke
Aktivitit, a-Solanin war kaum wirksam, eine Mischung von beiden erhohte die Aktivitét
zusitzlich, wihrend die Solasodin-Alkaloide Solasonin und Solamargin weder isoliert, noch
im Gemisch Wirkung auf die Cholinesterasen aufwiesen.

Des weiteren konnten unspezifischere Wirkungen in Tiermodellen und Tierstudien beobachtet
werden. Die GAe induzierten die Ornithin-Decarboxylase, die die Decarboxylierung von
Ornithin zu Putrescin katalysiert (Caldwell et al. 1991, Friedman 2006). Da Putrescin
Ausgangsmolekiil zur Bildung der Polyamine ist, bestimmt das Enzym die Geschwindigkeit
ihrer Biosynthese. Polyamine interagieren mit Nukleinsduren. Es wird angenommen, dass sie
gefaltene DNA stabilisieren konnen. Des weiteren scheinen sie als endogene Regulator-
substanzen zu fungieren, wobei genaueres noch nicht bekannt ist. Die Untersuchung von
Friedman et al. (2003a) belegte eine schwach ostrogene Wirkung von Solanidin. Schlieflich
wurde hdufiger von embryotoxischen und teratogenen (Friedman et al. 1991, Jelinek et al.
1976, Mun et al. 1975, Poswillo et al. 1973, Rayburn et al. 1994, Renwick et al. 1984,
Waalkens-Berendsen et al. 1992, Wang et al. 2005) sowie genotoxischen (Ness et al. 1984)
Effekten in verschiedenen Tierversuchen berichtet. Eindeutige Ergebnisse hierzu fehlen, da
der genaue Wirkmechanismus bislang nicht vollstindig geklért ist. Ein Grund scheint die
Interaktion der GAe mit lonenkanélen der Membranen zu sein, wodurch es zur Stérung des
Ca®"- und Na-Transportes iiber die Zellmembran kommt. Da die relative Wirksamkeit der
GAe auf Uberlebensrate und Teratogenitit von Froschembryos vergleichbar mit der
Verianderung des Membranpotentials war (Blankemeyer et al. 1995), geht Friedman (2006)
von einem mdglichen Zusammenhang beider Beobachtungen aus. Des weiteren spielen fiir
Friedman (2006) nach Auswertung zahlreicher Studien folgende Merkmale fiir die Toxizitéit

eine Rolle:

- die Seitenkette scheint Einfluss auf das toxische Potenzial zu besitzen, da die einzelnen
GAe unterschiedliche Wirksamkeit zeigten und die Aglyka eine geringer Toxizitdt
aufwiesen

- der Stickstoff des Steroidkerns ist wichtig fiir die teratogene Wirkung der GAe

- die Orientierung des ungepaarten Elektronenpaares am Stickstoff beeinflusst die
Wirksamkeit nicht

- das Stickstoffatom im Steroidkern ist bei der Bindung an Membranrezeptoren beteiligt

- die Wirksamkeit ist pH-abhéingig

- von der Toxizitdt der Einzelsubstanzen kann nicht auf die Wirksamkeit von GA-

Mischungen geschlossen werden, da synergistische Effekte beschrieben wurden.
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Fiir den Menschen konnten embryotoxische und teratogene Wirkung, die eindeutig auf eine
GA-Aufnahme zuriickzufithren waren, noch nicht beschrieben werden. Nach Hellenis et al.
(1992) fiithren die {iiblicherweise in Kartoffeln vorliegenden GA-Konzentrationen zu keinem

teratogenen Risiko beim Menschen.

1.2.7 Toxikologie

Obwohl Hall (1992) behauptete, dass GAe und cyanogene Glycoside fiir mehr menschliche
Erkrankungen und Todesfille verantwortlich sind, als andere pflanzliche Giftstoffe, ist davon
auszugehen, dass ernsthafte Vergiftungen durch GAe in heutiger Zeit eher selten sind. Jedoch
sind aus fritheren Jahren schwerste Félle bekannt, die bis hin zu Koma und Tod (ca. 30 Fille)
fiihrten. Tabelle 1.6 zeigt eine Ubersicht iiber bislang beschriebene Vergiftungsfille, die mit
hoher Wabhrscheinlichkeit auf GA-Aufnahme zuriickzufiihren sind. Vermutlich ist die
Dunkelziffer hoch, da die Symptome bei leichten Vergiftungen denen -einer
Lebensmittelintoxikation gleichen.

In niedrigeren Konzentrationen offenbaren sich vor allem abdominale Stérungen wie Diarrho,
und Krampfe. Diese sind auf die membranzerstorende Wirkung der GAe zuriickzufiihren.
Zusétzlich kommt es dhnlich wie bei Saponinen zur Reizung des Nervus vagus, was einen
Brechreiz und Erbrechen nach sich zieht. Werden héhere Menge aufgenommen, so kommen
zusitzlich hoher Blutdruck und Hyperventilation, gefolgt von neurologischen Ausfallen durch
die Cholinesterase-Inhibition hinzu (Rayburn et al. 1994). Basierend auf fritheren
Vergiftungsfillen wird die toxische Dosis beim Menschen auf 2-5 mg/kg KG geschétzt, die
Letaldosis liegt bei ca. 3-6 mg/kg KG (Edwards & Cobb 1996, Hellenis et al. 1992, Morris &
Lee 1984). Die Anfilligkeit des Menschen scheint dabei sehr unterschiedlich zu sein, wie die
Humanstudie von Mensinga et al. (2005) zeigte. Nach Aufnahme unterschiedlicher GA-
Dosen, konnte eine geringe intra-individuelle, aber hohe inter-individuelle Variation der Blut-
Konzentrationen beobachtet werden. Aufbauend auf diesen Ergebnissen bestétigte sich die
toxische (140-350 mg GA fiir den Durchschnittsmenschen mit 70 kg) und letale Dosis (204-
420 mg GAe). Des weiteren kann die Inhibierung der Cholinesterasen eine Verdnderung der
Arzneimittelkinetik hervorrufen, was z. B. bei Verwendung indirekter Parasympathomimetika

zu beachten wire (Krakowski et al. 1997).
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Tab. 1.6  Ubersicht liber beschriebene Vergiftungsfalle nach GA-Aufnahme (Gonomori et al. 1993,
Hellenas et al. 1992, McMillan & Thompson 1979, Morris & Lee 1984% Swinyard &
Chaube 1973°).

Autor Publ;l;ztrions- Vergiftungsfille
Gonomori et al. 1993 1 Frau
Goodman & Nawrot? 1984 61
McMillan & Thompson 1979 78 Kinder, 3 schwer erkrankt
Wilson® 1959 4 Personen
Reelah & Keem® 1958 404 Erwachsene, 22 tot
Ruhl? 1951 Erwachsene
Terbruggen? 1936 1 Kind tot
Willimot® 1933 61 Personen, 1 tot
Autenreith® 1928 673 Erwachsene
Hansen’ 1925 7 Personen, 2 tot
Griebel® 1924 keine genauen Angaben
Bomer & Mattis® 1924 keine genauen Angaben
Harris & Cockburn® 1918 60 Erwachsene, 1 Kind tot
Rothe® 1918 41 Personen
Pfuhl® 1899 56 Erwachsene
Schroff’ 1865 Erwachsene

Als anerkannter Grenzwert fiir Knollen, die fiir die menschliche Erndhrung bestimmt sind, gilt
ein Gesamt-GA-Gehalt von 20 mg/100 g FG (entspricht 100 mg/100 g TG). Fiir neu
geziichtete Sorten muss sichergestellt sein, dass diese Grenze nicht iiberschritten wird
(Lachman et al. 2001). Bei beginnender Griinung konnen in zugelassenen Sorten dennoch
Gehalte von bis zu 1000 mg/100 g FG erreicht werden. Vielfach wurde der Grenzwert als zu
gering angesehen. Morris & Lee (1984) wiesen darauf hin, dass dieses Limit nur dem
vierfachen Sicherheitszuschlag entspricht. Von offizieller Seite wir durch das Joint
FAO/WHO Expert Comittee on Food Additives (JEFCA) ein Gesamt-GA-Gehalt von unter
10 mg/100 g FG als unproblematisch angesehen (Grunenfelder et al. 2006). Ein No Observed
Adverse Effect Level (NOAEL) und eine tolerierbare tigliche Aufnahme (TDI) wurden
bislang nicht aufgestellt, da bisher durchgefiihrte Human- und Tierstudien kein ausreichendes

Datenmaterial zur Verfiigung stellten (Mensinga et al. 2005).
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1.2.8 Metabolisierung im Korper

Das Schicksal der aufgenommenen GAe im Korper wurde bislang kaum untersucht. Einige
Studien zeigten, dass die Aufnahme direkt ins Blut erfolgt. Hellenés et al. (1992) wies bei
einer der wenigen Humanstudien die hochste Konzentration von a-Solanin 5 (8,8 nM) bzw.
o-Chaconin 6 Stunden (16,9 nM) nach Aufnahme von 0,4 mg o-Solanin/kg KG und 0,6 mg
a-Chaconin/kg KG nach. Ahnlich wie bei Rattenversuchen von Nishie et al. (1971) und der
Untersuchung der Komplexbildung durch Friedman et al. (2000) deutete der Serumgehalt auf
eine geringe intestinale Absorption. Sie lag bei Nishie et al. (1971) bei nicht mehr als 0,2%.
Ist die Darmschleimhaut z. B. durch chronisch GA-Aufnahme vorgeschiadigt, wird die
Resorption drastisch erhoht. Der Nachweis von Solanidin im Blut (2,5 bis 12 nM) nach 8 bis
25 Stunden zeigte, dass ein nicht unerheblicher Teil der GAe zum Aglykon metabolisiert
wird. Die biologische Halbwertszeit konnte fiir a-Solanin auf 11 Stunden, fiir a-Chaconin auf
19 Stunden geschitzt werden. Allgemein war der Gehalt im Blut gering, moglicherweise
nehmen Leber und Niere einen Grofteil auf. Hier scheint das Verhalten wieder den Saponinen
zu dhneln, die ebenfalls im GIT nur in geringem Umfang resorbiert werden und deren Blut-
konzentrationen durch einen enterohepatischen Kreislauf oder eine Plasmaproteinbindung
niedrig sind (Hénsel & Sticher 2004). Die bereits erwdhnte Studie von Mensinga et al. (2005)
betrachtete die Pharmakokinetik tiber 96 Stunden. Verglichen wurde die Wirkungen zweier
Aufnahmeformen mit je drei Konzentrationsbereichen (GA-Losungen mit 0,3; 0,5 oder
0,7 mg GA/kg KG und Kartoffelpiiree mit 0,95; 1,10 oder 1,25 mg GA/kg KG, wobei die
hochste Konzentration dem oben genannten Grenzwert entsprach). Keine der Behandlungen
zeigte systemische Effekte in den Testpersonen. Je nach aufgenommener GA-Menge konnte,
wie zuvor, die Maximalkonzentration nach vier bis acht Stunden im Blut nachgewiesen
werden. Die Clearance der GAe dauerte mehr als 24 Stunden. Die Halbwertszeiten waren bei
a-Chaconin lidnger (27-84 h) als bei a-Solanin (5-42 h). Uber die genaue Verstoffwechslung
der GAe ist wenig bekannt. Der mutmalBliche Metabolismus der Alkaloide ist in Abbildung
1.6 dargestellt.
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Abb. 1.6  Postulierter Metabolismus der GAe (modifiziert nach Driedger 2000).

1.2.9 Einflussfaktoren auf die GA-Konzentration

1.2.9.1 Genetische Faktoren

Den stirksten Einfluss auf den GA-Gehalt einer Sorte hat der Genotyp. Er bestimmt einerseits
den Grundgehalt in der Pflanze (Van Dam et al. 1999), aber auch die Akkumulations-
fahigkeit unter Stressbedingungen (Papathanasiou et al. 1999a). Bislang konnte keine
Beziehung zwischen der Alkaloid-Konzentration bei Ernte und der GA-Akkumulation
wihrend der Lagerung nachgewiesen werden (Griffith et al. 1997). Papathanasiou et al.
(1998) beobachteten jedoch eine Verdanderung des a-Solanin:a-Chaconin-Verhéltnisses
wihrend der Reifung in Abhéngigkeit vom Genotyp. Wihrend man zunichst von einigen
wenigen Genen sprach, geht man heute davon aus, dass die Bildung der Alkaloide unter
polygener Kontrolle steht (Sanford et al. 1996, Van Dam et al. 1999). Wie viele und welche

Gene genau beteiligt sind, ist noch unbekannt.

1.2.9.2 Umweltfaktoren

Neben den genetischen Grundlagen beeinflussen Umweltfaktoren wéhrend des Wachstums
die GA-Akkumulation. Wichtige Parameter sind neben den klimatischen Einflussgrof3en
(Lichtintensitdt, Temperatur, Feuchtigkeit, Tagesldnge) auch Erntezeitpunkt und Diingung.
Der Einfluss der Strahlungsintensitit auf die GA-Bildung in Kartoffelnknollen war
Gegenstand einiger Untersuchungen von Percival und seinen Mitarbeitern. In einer Studie von
1994 wurde unter Natrium- und Fluoreszenzlicht eine Akkumulation von Alkaloiden
nachgewiesen, wihrend die Verwendung einer Quecksilberlampe nur zu starken

Schwankungen fiihrte (Percival et al. 1994). Eine weitere Studie von Percival & Dixon
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(1996b) bestdtigte diese Beobachtung unabhidngig vom Genotyp. Bei photosynthetisch
aktiven Intensitdten von L <500 pmol/mz*s konnte eine signifikante Zunahme der GA-
Konzentration ermittelt werden, wihrend der Bereich L>750 pmol/m**s zu einer
Verringerung fithrte. Deahl et al. (1991) kamen zu &hnlichen Ergebnisse fiir die
Gesamtpflanze. In den Blittern von S. chacoense stiegen die GA-Werte bei hoherer
Strahlungsintensitit. 1999 bestatigten Nitithamyong et al. dies auch fiir S. tuberosum. Die
Verldngerung der Tageslinge und sehr hohe bzw. relativ niedrige Temperaturen in der
Wachstumsphase erhdhten ebenfalls den GA-Gehalt. Zu gleichem Ergebnis kamen auch Lafta
& Lorenzen (2000). Im Gewiachshausexperiment von Olsson (1996) fanden sich groflere GA-
Mengen in Pflanzen, die bei hoherer Temperatur kultiviert wurden, als in denen aus dem
Kalthaus. Dagegen konnten Papathanasiou et al. (1996) keinen erkennbaren Einfluss kiihler
Witterung wihrend der friihen Wachstumsphase auf den GA-Gehalt nachweisen. Auch zum
Erntezeitpunkt unterschieden sich die Konzentrationen in ihren Knollen nicht von denen, die
bei klimatisch optimalen Bedingungen wuchsen.

Diingung kann sich ebenfalls auf die Alkaloidgehalte auswirken, oftmals waren die
Ergebnisse jedoch nicht eindeutig. Stickstoffdiingung beispielsweise erhohte die Alkaloid-
gehalte in der Untersuchung von Mondy & Mushi (1990), wéhrend dies bei Fragoyiannis et
al. (2001) zur Verringerung der Alkaloidmengen fiihrte. Hoffland et al. (1999) spekulierten,
dass die Verfiigbarkeit von Kohlenstoff eher entscheidend fiir die Bildung von a-Tomatin in
Tomaten-Pflanzen ist und nicht Stickstoff der limitierende Faktor sei. Rogozinska (1999)
machte die Beobachtung, dass Diinung mit mineralisch-gebundenem Kalium aus K;SO4
niedrigere GA-Gehalte nach sich zog, als wenn mit KCl gediingt wurde. Versuche mit
weiteren Mineralstoffen, wie z.B. Magnesium, Selen oder Molybdian zeigten dhnlich
heterogene Auswirkungen (Evans & Mondy 1984, Turakainen et al. 2004). Des weiteren
konnte ein positiver Einfluss des Wachstumsfaktors Indolessigsdure auf den GA-Gehalt in
Bléttern von Kartoffelpflanzen (Ponnampalam & Mondy 1986) sowie das Aufbringen von
Pestiziden (Friedman & McDonald 1997) nachgewiesen werden. Dagegen blieb die
Anwendung von Herbiziden bei Zarzecka & Gugala (2003) wirkungslos. Eine regionale
Abhingigkeit der Alkaloidgehalte in Knollen scheint nicht zu bestehen. Die Analyse gleicher
Sorten aus drei unterschiedlichen Regionen Tschechiens von Panovska et al. (1994, 1997)
erbrachte keine Unterschiede im GA-Gehalt. Unbeeinflusst zeigten sich die Alkaloidgehalte
auch von der Anbauhodhe. Tendenziell weisen Pflanzen, die in héheren Regionen angebaut
werden zwar hohere Gehalte auf, Hamouz et al. (1999) konnten jedoch keine signifikanten

Unterschiede feststellen.
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Insgesamt ist durch die komplexe Zusammensetzung des Klimas mit seinen vielen
Einflussfaktoren die Auswirkung eines einzelnen Faktors nur abzuschitzen, zumal die Studien
mit verschiedenen Sorten durchgefiihrt wurden und die genetische Ausstattung der
Haupteinflussfaktoren auf den GA-Gehalt ist. Als statistisch signifikant erwies sich der
Unterschied der Alkaloidgehalte verschiedener Anbaujahre. Wie Papathanasiou et al. (1999b)
folgerichtig ableiteten, beruhen sie vermutlich auf den unterschiedlichen klimatischen

Bedingungen in den einzelnen Jahren.

1.2.9.3 Pathogeninfektion

Die Verteilung der GAe und die erh6hte Synthese bei Stressbedingungen deuten auf die
Funktion als Abwehrsubstanzen hin (Shih et al. 1973). Somit wire anzunehmen, dass einer
Pathogeninfektion der Pflanze ein Alkaloid-Anstieg nachfolgt. Eindeutige Ergebnisse hierzu
fehlen. Wahrend Matthews et al. (2005) eine Zunahme der GA-Konzentration als Antwort auf
einen Pathogenangriff in infizierten Pflanzen beobachtete, verringerte sich der Alkaloid-
Gehalt bei Fragoyiannis et al. (2001) bei Befall mit der Griinen Pfirsichlaus. Sie fiihrten dies
auf eine durch die Besiedlung verminderte Verfligbarkeit an Zuckern fiir die GA-Synthese
zuriick. Vermutet wird ein Einfluss des Pathogentyps auf die Alkaloid-Konzentration. Hlywka
et al. (1994) vermuteten einen Zusammenhang zwischen der Art des Pathogenangriffs und der
Reaktion der Pflanze. Wird die Pflanze durch den Befall stark geschédigt, sollte ein GA-
Anstieg resultieren, wihrend ein Angriff von phloemsaugenden Lausen unbeantwortet bleiben

kann.

1.2.9.4 Lagerungsbedingungen

Den grofiten Einfluss auf die Alkaloidgehalte nach der Ernte hat der Genotyp einer Sorte,
denn er bestimmt in welcher Weise die Knollen auf &ullere Reize reagieren, ob sie
stressresistent oder eher anféllig sind.

Levy et al. (1993) und Hellenas et al. (1995b) wiesen in Friih- und Sommerkartoffeln hohere
o-Solanin- und o-Chaconin-Werte als in der Herbsternte nach, womit ein Einfluss des
Erntezeitpunktes belegt werden konnte. Van Gelder et al. (1988b) bestétigten dies auch fiir
unreife Knollen und die Untersuchung von Olsson (1996) zeigte, dass physiologisch jiingere
Knollen stirker auf &ullere Stressreize reagierten als Ausgereifte. Ein Grund konnte die
hohere Stoffwechselrate in Jungknollen sein.

Nach der Emte kann es durch ungiinstige Lagerbedingungen zur GA-Akkumulation in den
Knollen kommen. Wichtige Parameter sind mit absteigender Bedeutung:

mechanische Beschddigung durch Ernte oder Transport, Licht, Temperatur und die Lagerzeit.
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Mechanische Schadigung
Die Schidigung der Knollen kann wihrend der Ernte oder bei Verpackung und Transport

geschehen. Der Grad der Alkaloid-Akkumulation wird dabei &hnlich wie bei Licht- und
Temperatureinfluss vom Genotyp (Dale et al. 1998), aber auch von der Schwere der
Schadigung beeinflusst. Starke Schidigungen, wie zerschneiden, fiihrten bei Wu & Salunkhe
(1976) zu den hochsten Alkaloid-Anstiegen. Die Studie von Olsson (1986) zeigte, dass das
Fallenlassen von Knollen aus 1,5 m stirkere Verletzungen und signifikante hohere

Alkaloidzunahmen nach sich zog, als der Fall aus 1 m.

Licht

Vielfach untersucht ist die Erhdhung der Alkaloid-Gehalte durch Lichteinfluss (Ahmed &
Miiller 1981, Dale et al. 1993, Edwards & Cobb 1999, Griffith et al. 1994, Percival et al.
1993, 1994, Percival & Dixon 1994,1996a, 1996b, Uppal 1987). Griffith et al. (2000, 2001)
konnten sogar eine durch Lichteinfluss hervorgerufene Induktion neuer GA-Formen in S.
phureja nachweisen. Auch das Verhiltnis der einzelnen Alkaloide zueinander kann durch
Belichtung beeinflusst werden (Dale et al. 1993). Vor allem die Untersuchungen von Percival
(1999) und Percival et al. (1993, 1994, 1996) zeigten, dass vorwiegend die a-Solanin-
Synthese intensiviert wird. Eine Erkldarung konnte der unter Lichteinfluss verstirkte Abbau
von Stirke zu reduzierenden Zuckern, wie z. B. Galaktose oder Glucose sein. Die verglichen
mit Rhamnose hohere Konzentration dieser Zuckertypen begiinstigt eher die o-Solanin-
Synthese. Wie die Untersuchung von Haddadin et al. (2001) offenbarte, vollzieht sich die
Neubildung der GAe vor allem im obersten Millimeter, direkt unter der Schale. Je weiter zum
Zentrum vorgedrungen wurde, desto geringer fiel der Alkaloid-Anstieg aus. Die natiirliche
Féarbung der Schale hatte keinerlei Einfluss auf die Neubildung (Percival et al. 1996).

Lange wurde davon ausgegangen, dass die unter Lichteinfluss verstirkt stattfindende
Chlorophyll- und GA-Synthese genetisch miteinander gekoppelt sind. Mittlerweile existieren
jedoch zahlreiche Untersuchungen, die dies widerlegen konnten (Dale et al. 1993, Dao &
Friedman 1994, Edwards & Cobb 1997, 1999 sowie Griffith et al. 1994). Bei der Behandlung
von Kartoffelknollen mit Inhibitoren der Chlorophyll-Synthese blieben die GA-Gehalte
unbeeinflusst, woraus Edwards et al. (1998) schlossen, dass keine metabolische Verkniipfung
beider Synthesewege existiert. Auch Kozukue et al. (2001) kamen zu diesem Ergebnis,
nachdem radioaktiv markiertes Mevalonat vorwiegend in GAen gefunden wurde und nicht
wie gedacht in Chlorophyll und Alkaloiden zu gleichen Teilen. Dass die Synthese der
Alkaloide unter Lichteinfluss nicht ausschlieBlich negativ ist, zeigt ein aktuell laufendes

Projekt im Rahmen des Bundesprogramms Okologischer Landbau, das die Belichtung von
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Pflanzknollen zur Verbesserung der Lagerqualitit und Erh6hung der Krankheitsresistenz im

Frithjahr nutzt (Benker 2006).

Temperatur

Grundsitzlich fordert die Lagerung von Kartoffelknollen bei hoheren Temperaturen die
Akkumulation von Alkaloiden (Bergenstrihle et al. 1992b, Love et al. 1994, Percival et al.
1993, Sengiil et al. 2004). Wie die Untersuchung von Coria et al. (1998) verdeutlichte, hingt
das Ausmal} stark vom Genotyp ab. Bei 35 °C und vierstiindiger Behandlung eines
hitzeempfindlichen Kultivars war die Alkaloidkonzentration um 74% hdoher verglichen mit
22 °C-Lagerung. Gleiches Verfahren einer hitzeresistenten Sorte ergab eine unverdnderte GA-
Akkumulation. Die ebenfalls ungiinstig Auswirkung tiefer Temperaturen bewiesen
Untersuchungen von Griffith et al. (1997, 1998). Der durchschnittlich stirkste GA-Anstieg
wurde bei 7 °C gemessen, die insgesamt hochste Zunahme bei 4 °C. Wurden die Knollen
neun Wochen bei 10 °C gelagert und danach bei niedrigerer Temperatur kam es zu keinen
Verdnderungen im Alkaloidgehalt mehr. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass die
Knollen sich bei 10 °C im Ruhezustand befinden, der sie danach fiir Stressreize
unempfindlich macht. Ein vergleichbares Ergebnis erhielten sie auch fiir den Parameter Licht

nach vorausgegangener Lagerung bei verschiedenen Temperaturen.

Lagerzeit

Eine verldngerte Lagerzeit erhoht generell die Alkaloid-Gehalte (Griffith et al. 1997, Percival
et al. 1993, Sengiil et al. 2004). Love et al. (1994) und Griffith et al. (1997) beobachteten,
dass sich in den ersten 12 bzw. 9 Wochen die Konzentration schnell erhéht und danach relativ
stabil bleibt. Nach 40 Wochen konnten Edwards & Cobb (1998) keinerlei Verédnderung im
Alkaloid-Gehalt mehr feststellen.

1.2.10 Einfluss der Verarbeitungstechnik auf den GA-Gehalt

Da GAe thermisch sehr stabil sind (Jadhav & Salunkhe 1975), werden sie beim Kochen,
Backen, Frittieren und Mikrowellengaren kaum zerstort (Bushway & Ponnampalam 1981,
Friedman 2006, Friedman & McDonald 1999, Sotelo & Serrano 2000). Bei Pellkartoffeln
bleiben sie praktisch vollstaindig erhalten. Beim Kochen von Salzkartoffeln gehen sie
teilweise in das Kochwasser iiber (Schreiber 1961, Maga 1980, Sizer et al. 1980, Teuscher &
Lindequist 1994, Wu & Salunkhe 1976). Porter (1972) erwdhnte eine Zersetzungstemperatur
von 260-270 °C, diese liegt noch 70-80 °C {iiber den normalen Frittiertemperaturen, so dass
selbst bei Pommes frites, Potato Wedges und Kartoffelchips kaum eine Reduktion der Gehalte

zu erwarten ist. Beier & Nigg (1992) konnten in frittierten Kartoffelschalen, einer Delikatesse
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im amerikanischen Raum, Mengen von bis zu 140 mg GA/100 g FG nachweisen. Friedman
(2006) detektierten in frittierten Schalen verschiedener Restaurants in den USA GA-Gehalte
von 56,3 bis 203,6 mg/100 g. Bei wiederholtem Frittieren im gleichen Fett kann es nach
dessen Absittigung zu einer Riickdiffusion in das Frittiergut kommen.

Ist die Kartoffelverarbeitung mit einem Entzug von Wasser verbunden, beispielsweise bei der
Chipsherstellung, konnen die GA-Gehalte bezogen auf das geringere Gewicht weiter
ansteigen. Dies verdeutlichte die Untersuchung von Driedger & Sporns (1999). Aus
Kartoffelknollen, die 6,6 mg GA/100 g FG im Ausgangsmaterial enthielten, wurde
Kartoffelstirke hergestellt. Direkt in der Stirke lag der Alkaloidgehalt unter der
Nachweisgrenze von 0,02 mg/100 g. Die Bestimmung in Proteinkonzentrat und getrocknetem
Kartoffelfleisch aus denselben Knollen, ergab einen erkennbaren Ubergang der Alkaloide in
die hergestellten Produkte, gemessene Werte waren 60 bzw. 50 mg/100 g TG. Hoher Druck,
der bei der Extruderbehandlung von Kartoffeln zur Snackherstellung angewendet wird, zeigte
in einer Untersuchung von Surjawan et al. (2001) keine Auswirkungen auf die
Alkaloidgehalte. Die Autoren konnten durch Zugabe schwefelhaltiger Substanzen (Thiamin
bzw. Methionin) jedoch eine signifikante Reduktion der GA-Gehalte erzielen. Vermutlich
wirkt die reaktionsfdhige Thiolgruppe auf die Zuckerbindungen, so dass es zu deren
Abspaltung kommt und das weniger giftige Solanidin entsteht.

Entscheidend fiir den GA-Gehalt in Kartoffelprodukten ist daher deren Konzentration im
Ausgangsmaterial (Sotelo & Serrano 2000). Trotz der wachsenden Bedeutung der
Kartoffelprodukte fiir die moderne Erndhrung, liegen wenige Untersuchungen zum
Alkaloidgehalt vor. Hinderlich ist die schwierige Matrix, mit ihrem meist hohen Fett- und
Stirkeanteil. Tabelle 1.7 zeigt in einer Ubersicht die Ergebnisse bislang durchgefiihrter
Alkaloidanalysen verarbeiteter Kartoffelprodukte.

In neuester Zeit dienen Kartoffeln als billiges Ausgangsmaterial zur Herstellung hochwertiger
Intermediate fiir die Lebensmittelindustrie, z. B. zur Gewinnung von Anthocyanen als
Lebensmittelfarbstoffe (Wrolstad & Rodriuguez-Saona 2001). Diese Zusatzstoffe konnen
allerdings hohe Mengen an Alkaloiden enthalten (Rodriuguez-Saona et al. 1999).
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Tab. 1.7 GA-Gehalte [ug/g] verschiedener Kartoffelprodukte (Bushway & Ponnampalam 1981,
Easton 1998, Friedman 1992, Friedman & Dao 1992, Kvasnika 1994, Marihart et al. 1979,
Sizer et al. 1980).

Produkt a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA
Gekochte Kartoffel,
Fertigprodukt 8,6-12,3 30-40,7 38,6-53,1
Kartoffel, in Dose 0,04-0,12 0,04-0,13 0,09-0,25
Kartoffelpulver, trocken 1,3-1,9 1,5-2 2,8-3,9
. 20,1 23,9 44,0
Kartoffelviertel, gefroren 76-120
Kartoffelviertel, frisch 440
Schale, geschnitten, 66,0-71,0
gefroren
Schale, gebacken 31,0-63,0
s 55,0-203,0
Schale, frittiert 46,1-48,0 93,1-97-9 139.0-145.0
04 0,4 0,8
. . 0,42 0,42 0,84
Pommes Frites, frisch 0,8-58
0,8-8,4
Ballchen, gefroren 0,6-1,2 0,7-1,2 1,4-2,3
Kroketten, gefroren 2,7 4.0 6,7
10,5 13,0 23,5
17,6 31,6 49,2
50,2 58,8 109,0
2,2 4,1 6,3
1,3 2,9 4,2
Chibs 1,6 2,3 3,9
P 1,1-51 1,6-10,9 2,7-16,2
0,2-1,4 0,4-1,4 0,3-2,9
0,5-1,6 0,6-3,8 1,1-5,4
24,0-720,0
24,0-109,0
12,3-23,6
Ungeschalte Chips 1,8-6 3,3-15,6 5,1-21,3
Kartoffelsnack 2,2-6,9 2,1-3 5,2-8,0
24 1 20,5 44,6
Plreepulver, trocken 19.2 24,8 44,2
’ 45,0-65,0
0,5-0,8 1,0-1,5 1,5-2,3
Plree, zubereitet 0,9 1,1 2,0
Proteinkonzentrat, trocken 10,0-240,0
Kartoffelmehl, trocken 3,1-3,7 3,4-4,0 6,5-7,5
i 0,4-0,8 0,5-1,1 0,9-1,9
Kartoffelstarke 0,03-0,12 0,08-0,23 0,11-0,35
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1.3 Methoden der GA-Analytik

Wihrend der letzten dreiflig Jahre wurden zahlreiche Methoden zur Isolierung und Detektion
von GAen in Kartoffeln und daraus zubereiteten Produkten entwickelt. Die ersten waren
gravimetrische Verfahren, wihrend HPLC und Immunoassays erst seit den achtziger Jahren
angewendet werden. Keine der entwickelten Methoden wurde bislang offiziell anerkannt.
Weder das deutsche Lebensmittelbuch, noch das amerikanische AOAC Handbuch listen ein
Standardverfahren auf (Deutsches Lebensmittelbuch § 15 LFBG, AOAC International
Handbook 1999). Die Wahl der Methode hingt meist von der Laborausstattung und den
Anforderungen ab. Eine gute Ubersicht iiber bislang angewendete Methoden liefern Friedman

& McDonald (1997) sowie Edwards & Cobb (1998).

Grundsitzlich gliedert sich eine analytische Methode zur Detektion von GAen in folgende
Schritte:

1. Extraktion

2. Aufreinigung

3. Analyse der Alkaloide

1.3.1 Extraktion

Aus der chemisches Struktur ist ersichtlich, dass die quantitative Extraktion der GAe
Schwierigkeiten bereitet. Ein hydrophober Steroidkern ist mit einem hydrophilen Zuckerrest
verkniipft, woraus ein Molekiil resultiert, das in fast allen Losungsmitteln 16slich ist, aber in
keinem wirklich gut. Die basische Reaktion der GAe (pKgp Solanidin in 60% Alkohol-Wasser
= §8,62; Kuronen et al. 1999) ermdoglicht die Aufnahme eines Protons unter Bildung des
Alkaloid-Salzes, wodurch die Loslichkeit verbessert wird. Daher bieten sich leicht saure
Losungsmittel an. Bislang wurden verschiedenste Extraktionsmittel verwendet, von
angesduerten, wassrigen (Bacigalupo et al. 2000, Driedger et al. 2000a, Gregory et al. 1981)
iiber rein organische (Kobayashi et al. 1989, Plhak & Sporns 1992, Saito et al. 1990),
Mischungen von beiden (Bushway et al. 1985, Osman & Sinden 1977, Zhao et al. 1994) bis
hin zu Ionenpaarbildnern in sauren Losungen (Carman et al. 1986, Driedger 2000, Edwards &
Cobb 1996, Simonovska & Vovk 2000). Nach Friedman und McDonald (1995a) eigenen sich
fiir Frischmaterial vor allem MeOH-CHCI; (2:1) oder eine THF-Wasser-Mischung mit
MeOH, CHCI; oder Essigsdure. Beste Ausbeute bei getrocknetem Gewebe wurde mit

essigsauren, wassrigen Losungen erreicht. Bei lonenpaarbildnern, wie z. B. Heptansulfon-
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sdureextrakten beobachteten Bushway et al. (1986) eine partielle Hydrolyse der Zucker nach

einigen Stunden, so dass diese direkt aufgearbeitet werden miissen.

1.3.2 Aufreinigung

Die Aufreinigung der Extrakte ist notwendig, um die GAe anzureichern und Storsubstanzen
zu entfernen. Soll bei chromatographischen Analysen mit UV-Licht detektiert werden, so ist
durch das Fehlen eines starken Chromophors im GA-Molekiil ein aufgereinigter Extrakt
Vorraussetzung fiir eine genaue quantitative Analyse. Wihrend in fritheren Jahren das
Austillen der GAe mit konzentrierten Basen erfolgte (Friedman & Dao 1992, Gregory et al.
1981, Osman et al. 1978), hat sich in letzter Zeit die Festphasenextraktion (Solid Phase
Extraction, SPE) immer mehr durchgesetzt. Vorteil dieses Verfahrens ist der geringere
Losungsmittelverbrauch, kein Handtieren mit konzentrierten Basen, eine kiirzere
Probenvorbereitungszeit, eine leichtere Automatisierbarkeit und nicht zuletzt geringere
Analytverluste (Henion et al. 1998). Sie fiihrt zu genaueren Ergebnissen, da die
Féllungsmethode oftmals nicht quantitativ erfolgte, teilweise kam es zu hydrolytischen
Zuckerabspaltungen oder es verblieben Alkaloide im Uberstand (Viininen et al. 2000). Wie
Untersuchungen wilder Solanum-Arten von Gregory et al. (1981) zeigten, sind bestimmte
GA-Arten wie die Leptine iiberhaupt nicht fillbar.

Die SPE basiert d4hnlich wie die HPLC auf Migrationsprozessen, bei denen die Komponenten
an porOses Material adsorbiert und wieder eluiert werden. Zwischen Analyt und Sorbens
kommen vorwiegend hydrophobe (Van-der-Waals-Kréfte), polare (Wasserstoffbriicken-
Bindungen und Dipol-Dipol-Krifte) oder ionische Wechselwirkungen vor. Fiir die Auswahl
des Sorbens sind die funktionellen Gruppen der Analyten, die Natur der gebunden Phase
sowie die Wechselwirkungen zwischen Analyt und Sorbens wie auch zwischen
Matrixbestandteilen und Sorbens bzw. Analyt von Bedeutung. Als hédufigste Matrix zur
Anreicherung und Aufreinigung von GAen wurde unpolares RP-18-Material verwendet
(Bushway et al. 1986, Carman et al. 1986, Driedger & Sporns 2001a, b, Edwards & Cobb
1996, Saito et al. 1990). Teilweise konnten auch NH;- (Saito et al. 1990) oder CN-Kartuschen
(Jonker et al. 1992) erfolgreich eingesetzt werden. Ein Vergleich verschiedener Materialien ist
bei Edwards & Cobb (1996) sowie Védninen et al. (2000) zu finden. Im ersten Fall wurde
beste Wiederfindung mit trifunktionellen, endcapped RP-18-Kartuschen erzielt. Védnénen et
al. (2000) bevorzugten ein makroporoses Copolymer, wobei auch ein Benzolsulphonat-
Kationenaustauscher und unpolares RP-18-Material akzeptable Ergebnisse lieferten.

Grundsatzlich gliedert sich die Extrakt-Aufreinigung mittels SPE in folgende Hauptschritte:
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1. Konditionierung des Sorbens

Die Solvatisierung des Sorbens ist notig, damit eine Umgebung geschaffen wird, die geeignet
ist, die Analyten reproduzierbar zu adsorbieren. Unpolare Sorbentien konditioniert man
iblicherweise mit einem wassermischbaren Losungsmittel, gefolgt von dem Extraktions-
mittel, in dem der Analyt gelost ist.

2. Aufgabe der Probe

Die Probenaufgabe hingt von der Art des Sorbens ab. Sie sollte mit einer Flussrate von
maximal 10 ml/min erfolgen, um reproduzierbare Wechselwirkungen zu ermoglichen.

3. Waschen des Sorbens

Ublicherweise dienen zum Waschen und damit zur Entfernung von Interferenzen Wasser oder
Gemische aus Losungsmittel und Wasser.

4. Elution

Die Elution mit einem geeigneten Eluenten sollte nicht zu schnell erfolgen, um die Analyten
vollstindig von der Kartusche zu entfernen. Abhidngig von der Siulendimension und der

Sorbensmenge wird eine Flussrate von ca. 1 ml/min empfohlen.

1.3.4 Quantitative Analyseverfahren

1.3.4.1 Fruhe Methoden

Die ersten Methoden zur Bestimmung der GAe bedienten sich der Gravimetrie. 1937
veroffentlichte Conner eine volumetrische Methode, die auf der Abschitzung der
freigesetzten Zucker nach Hydrolyse beruhte. In den 50er und 60er Jahren wurden
verschiedene kolorimetrische Methoden entwickelt, die eine Reaktion mit Formaldehyd
(Clarke 1958, Dabbs & Hilton 1953), Methylorange (Birner 1969) oder Titration mit
Bromphenolblau (Dao & Friedman 1996, Fitzpatrick & Osman 1974, Gregory et al. 1981,
Osman et al. 1978) vorsahen. Am haufigsten wurde die Reaktion mit phosphorsaurer
p-Formaldehydlosung nach Clarke (1958) verwendet, die jedoch das Vorliegen einer
Doppelbindung im Steroidanteil voraussetzt. Die Methode ist daher auf Alkaloide mit
ungesittigtem Aglykon begrenzt. Nachteilig ist, dass die individuelle GA-Zusammensetzung
nicht bestimmt werden kann. Hellends (1986) erarbeitete basierend auf der Reaktion mit
Clarkes Reagenz eine Methode fiir Knollengewebe. Ein Vergleich mit HPLC und ELISA
ergab mit einem BestimmtheitsmaB von 0,92 akzeptable Ubereinstimmung der Verfahren.
Bazioldanov & Tukalo (1973) verwendeten die Reaktion mit Methylorange und direkter
Extraktion des Reaktionsproduktes in CHCl; zur Bestimmung von Solanthren und Solanidin.

Einen anderen Weg schritt Roddick (1980) ein, als er GAe iiber ungebundenes Sterol im
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Uberstand quantifizierte. Vorausgegangen war die Bildung eines GA-Sterolkomplexes. Aus

der Abnahme der Sterolkonzentration konnte auf den GA-Gehalt geschlossen werden.

1.3.4.2 Chromatographische Verfahren

Dunnschichtchromatographie

Die Diinnschichtchromatographie wurde zunidchst nur zur qualitativen Analyse des
vorliegenden GA-Spektrums verwendet (Jellema et al. 1981, Van Gelder 1989). Zur
Anwendung kamen iiberwiegend Kieselgelphasen mit Laufmittelsystemen aus MeOH, EtOH,
CHCls, Ethylacetat, Pyridin in unterschiedlichen Mengenverhiltnissen, denen oft Diethylamin
zur Erhohung des pH-Wertes zugesetzt wurde. Als Detektionsreagentien eigneten sich
Joddampf, 95%ige Schwefelsdure-MeOH (1:1, v/v), wissrige Kobalt(Il)-thiocyanatlosung,
Antimon (IIT)-chlorid, Cer(IV)-sulfat, p-Formaldehyd-Phosphorsidure oder auch das allgemein
auf Alkaloide mit quartdrem Stickstoff ansprechende Dragendorff-Reagenz (Kuronen et al.
1999, Marihart et al. 1979, Stahl 1966). Spiter wurden Systeme entwickelt, die eine
quantitative Aussage ermdoglichten. Cadle et al. (1978) nutzten Antimon-Trichlorid und ein
Densitometer zur quantitativen Analyse. Ferreira et al. (1993) verwendeten Carr-Price- und
Dragendorff-Reagenz ebenfalls mit Densitometrie und Simonovska & Vovk (2000)
entwickelten ein HPTLC-Verfahren und verglichen verschiedene Detektionsmittel auf ihren
Einsatz als Spriihreagenzien zur densitometrischen Bestimmung. Die Detektionsgrenze
(0,1 ng) sowie die Wiederfindungsraten fiir je 1 pg a-Solanin (86%) bzw. a-Chaconin (92%)
zeigten eine gute Methodenperformance. Jellema et al. (1981) quantifizierten GAe mit Hilfe
eines optischen  Fluoreszenzauthellers. Trotz  weiterer  Verbesserung  der
Quantifizierungsverfahren sind die Ergebnisse noch recht wage und seit den 80er Jahren
wurden immer wieder neue, genauere chromatographische Verfahren entwickelt. Die DC
wird durch ihre einfache Anwendung jedoch heute noch in der qualitativen Analyse

angewendet.

Gaschromatographie

Die Gaschromatographie bietet durch den universellen Flammenionisations-Detektor gute
Auflosung und hohe Empfindlichkeit und damit beste Voraussetzungen fiir eine genaue
Quantifizierung. Allerdings setzt sie die Fliichtigkeit der Analyten voraus, die bei GAen durch
die polaren Zuckerreste nicht gegeben ist. Entweder miissen die OH-Gruppen im Zuckeranteil
durch geeignete Methoden derivatisiert werden, beispielsweise durch Permethylierung (Herb
et al. 1975, Osman et al. 1978) oder Trimethylsylierung (Roosen-Runge & Schneider 1977).
Dies verldngert jedoch die Analysenzeit und hohe Temperaturen reduzieren die Lebenszeit

der GLC-Sédule (King 1980, Morgan et al. 1995). Oder es ist nur die Analyse der Aglyka nach
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hydrolytischer Abspaltung der Zuckerreste moglich, was wiederum die Bestimmung einzelner
Alkaloide unmoglich macht. Insgesamt kommt die GLC fiir die Analyse von Kartoffel-GAe
eher selten zur Anwendung. Bushway et al. (1984) bevorzugten sie zur Bestimmung des
Solanidin-Ubertritts in die Milch von Rindern, die mit Nebenprodukten der
Kartoffelverarbeitung geflittert wurden. Auch King (1980), Van Gelder (1985) und Van
Gelder et al. (1988a) nutzten die GLC zur Analyse der Solanidin-Gehalte in Knollen und
Blattmaterial. Vorausgegangen war jeweils eine hydrolytische Spaltung der GAe mit 1 N
methanolischer oder ethanolischer HCl. Der Einsatz der GLC zur Trennung der Aglyka
verschiedener wilder Solanum-Arten gelang Van Gelder et al. (1989) fiir Solanidin,
Solasodin, Demissidin und Tomatidin wie auch Lawson et al. (1992) zur Trennung von
Solanidin, Leptinidin, Acetylleptinidin und Tomatidin.

In neuester Zeit wurden mehrfach Verfahren entwickelt, die versuchten einzelne
Methodenschritte zu kombinieren. Wihrend die Extraktion der GAe direkt durch das
Hydrolysegemisch noch Probleme bereitete (Nicolic & Stankovic 2003), war die
Kombination von Hydrolyse und direkter Extraktion der entstandenen Aglyka in organisches
Losungsmittel in einem Ein-Phasen-System erfolgreich (Nicolic et al. 2005, Weissenberg
2001). Vorteil ist, neben der Einsparung der Analysenzeit, der Schutz des Solanidins vor der
Dehydrierung zu Solanthren, das unter den gegebenen Reaktionsbedingungen als

unerwiinschtes Nebenprodukt entsteht (King 1980, Nicolic et al. 2005).

High-performance liquid chromatography

Das erste HPLC-Verfahren zur Bestimmung von GAen wurden 1979 von Bushway et al.
veroffentlicht. Bis heute ist sie zusammen mit den Immunoassays die am hdufigsten
verwendete Technik, was die bislang zahlreich erschienenen Veroffentlichungen zeigen (Dao
& Friedman 1996, Edwards & Cobb 1996, Friedman et al. 2003b, Hellends et al. 1992,
Hellends & Brancell 1997, Houben & Brunt 1994, Saito et al. 1990, Sotelo & Serrano 2000).
Zur Anwendung kommen vorwiegend RP-18- oder NH,-Sédulen verschiedener Hersteller. Die
Detektion erfolgt meist mit UV-Licht bei Wellenlingen zwischen 200 und 208 nm. Da
zahlreiche Verunreinigungen in diesem Wellenldngenbereich ebenfalls absorbieren ist die
zuvor besprochene Probenaufreinigung unentbehrlich. Vorteil der HPLC gegeniiber
zahlreichen anderen Methoden ist ihre hohe Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit. Die
Wiederfindungsraten liegen typischerweise > 90% und relative Standardabweichungen
< 10%, die Detektionsgrenzen bewegen sich zwischen 1 und 20 ng/ul. Des weiteren bietet sie
die Moglichkeit einzelne Alkaloidarten zu unterscheiden. Wahrend bei GLC-Analysen oder

immunologischen Assays nur der Gesamtalkaloidgehalt angegeben werden kann, ermdglicht
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die HPLC die getrennte Erfassung von a-Solanin und a-Chaconin. Wichtig ist dies z. B. bei
der Selektion verschiedener Kartoffelsorten fiir die Pathogenresistenz oder Sekundérstoff-
produktion (Kobayashi et al. 1989). Vorraussetzung, um Aussagen beziiglich der
Pharmakokinetik anzustellen, war bei Hellends et al. (1992) die getrennte Detektion der
Abbauprodukte aus GAen. Friedman & McDonald (1995a) nutzen HPLC, um den Verlauf der
sauren Hydrolyse und ihrer Abbauprodukte zu untersuchen. Sowohl GAe wie auch deren
Aglyka konnten Kuronen et al. (1999) innerhalb einer HPLC-Analyse detektieren. Dies
bereitete lange Zeit Schwierigkeiten, da entweder das Aglykon Solanidin so stark retardiert
wurde, dass es auf der Sdule verblieb, oder sich die GAe durch die verwendete mobile Phase
nicht auftrennen lieBen. Eine betrdchtliche Erhohung der Nachweisgrenze auf 1,2 bis
1,3 ng/ml erreichte Kodamatani et al. (2005) durch die Reaktion der GAe mit Tris-(2,2’-

bipyridin) ruthenium (I1I) und Verwendung von Chemilumineszenz-Messung.

1.3.4.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wurde urspriinglich zur Strukturanalyse und zum Identitdtsnachweis
der GAe verwendet. Nach lonisation der Substanzen in der Ionenquelle und Auftrennung nach
dem Masse/Ladungsverhéltnis (m/z), konnen die Ionen detektiert und als Massenspektrum mit
ihren relativen Molekiilmassen und dem relativen Vorkommen dargestellt werden. Dadurch
wird ein spezifischer ,,Finger-print* erzeugt, der eine genaue Identifizierung ermoglicht. Zur
Quantifizierung kommen vorwiegend Kopplungstechniken mit voriger LC oder GLC-
Trennung, zum Einsatz. Die Gewinnung struktureller und quantitativer Informationen erfolgte
bereits mehrfach mit GLC-MS (Laurila 2004, Laurila et al. 1999, Lawson et al. 1997, van
Gelder et al. 1989), LC-MS (Bushway et al. 1984, Chuda et al. 2004, Matsuda et al. 2004,
Stobiecki et al. 2003, Vadninen et al. 2005), FAB-MS (Price et al. 1985), high resolution MS
(Lawson et al. 1997) und auch Kapillarzonenelektrophorese gekoppelt mit MS (Bianco et al.
2002, 2003, Cherkaoui et al. 2001).

Soll das gesamte GA-Spektrum in wilden Solanum-Proben oder Hybriden mit S. tuberosum
untersucht werden so ist LC-MS (Stobiecki et al. 2003, Véddnnen et al. 2005, Zywicki et al.
2005) bzw. CE-MS (Bianco et al. 2003, Cherkaoui et al. 2001) das Mittel der Wahl. GLC-MS
bietet sich durch die fehlende Verdampfbarkeit der polaren GAe nicht an und alleinige HPLC-
UV-Identifikation scheitert an fehlenden Chromophoren in einigen GAen, die nur
Einfachbindungen enthalten. Wahrend zunichst vorwiegend die Electron-Impact-lonisierung
als Kopplungstechnik verwendet wurde, bei der es durch den Elektronenbeschuss jedoch zu
starker Fragmentierung der Ionen kam, steht seit Einfiihrung der Elektorspray-lonisation

(ESI) 1984 durch Fenn und seine Mitarbeiter ein noch effizienteres Werkzeug zur Verfiigung,
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das diese Fragmentierung auf ein Minimum reduziert. Bereits heute ist LC-ESI-MS mehrfach
zur Identifikation oder Quantifizierung eingesetzt worden (Bianco et al. 2002, 2003,
Chivanov et al. 2001, Chuda et al. 2004, Claeys et al. 1996, Matsuda et al. 2004, Stobiecki et
al. 2003, Véininen et al. 2005, Zywicki et al. 2005). Ist der weitere Zerfall der Ionen fiir
genauere Identifizierungsnachweise erwiinscht, bietet sich die Tandem-MS-Analyse an. Hier
kann in einer Kollisionszelle eine erwiinschte Fragmentierung erzeugt werden (Chen et al.
1994, Evans et al. 1993). Das von Abell & Sporns (1996), Coates & Wilkins (2005) sowie
Driedger & Sporns (1999, 2001b) verwendete MALDI-TOF-MS-Verfahren zur Analyse von
Kartoffel-Alkaloiden bietet durch die schnelle Analyse und geringe Probenvorbereitung einen

weiteren Fortschritt zur Etablierung der Massenspektrometrie auch in der Routine-Analytik.

1.3.4.4 Elektrophoretische Verfahren
Die Elektrophorese kann grundsitzlich auf alle Stoffe angewendet werden, die unter den
gegebenen Bedingungen geladen sind und sich in ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit

voneinander unterscheiden.

Kapillarzonenelektrophorese

Bei der Kapillarzonenelektrophorese (CE) basiert die Trennung auf einem unterschiedlichen
Ladungs/Masse-Verhiltnis der Analyten. Bislang konnte bereits mehrfach gezeigt werden,
dass sich neben der LC auch die CE zur Trennung von GAen eignet. Meist wird dieses
Verfahren mit MS kombiniert. Cherkaoui et al. (2001) quantifizierten Beeren-Extrakte aus
S. elaeagnifolium sowie Blatt- und Samenproben aus S. sodomaeum mit Hilfe von CE-UV
wie auch CE-MS. Bianco et al. (2002, 2003) entwickelten zur Trennung von GAen ein
elektrophoretisches Verfahren, das mit nicht-wéssrigen Losungsmitteln arbeitet. Dies war
Vorraussetzung zur direkten on-line Kopplung mit ESI-MS, da die {iblicherweise
verwendeten Pufferlosungen nicht kombinierbar sind. In ihrer spiteren Verdffentlichung

wurde dieses Verfahren erfolgreich an genetisch verdnderten Kartoffeln eingesetzt.

Kapillar-Isotachophorese

Das durch Kvasnika et al. (1994) entwickelte Verfahren erlaubt zwar keine Auftrennung
einzelner GAe, dafiir aber die simultane Analyse des Gesamt-GA-Gehaltes und vorhandener
Aglyka. Da Kartoffel-Alkaloide leichte Basen sind, wandern sie unter den gegebenen
Bedingungen zur Kathode, wobei die effektive Geschwindigkeit von der Struktur und dem
Molekulargewicht abhéngt. Da beide GAe das selbe Aglykon und fast identische

Molekulargewicht aufweisen, konnten sie nicht getrennt werden.
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1.3.4.5 Immunologische Verfahren

Radioimmunoassay

Die Radioimmunoassay-Technik wurde von Vallejo & Ercegovich (1979) als erstes
immunologisches Verfahren zur Detektion von GAen verwendet. Nach Zugabe von Anti-
Solanin-Serum und Tritium-markiertem Solanidin zu einem Kartoffelextrakt, folgender
Inkubation und Trennung, wird die Radioaktivitét der gebundenen Antikdrper bestimmt. Aus
dieser kann die Gesamtsumme an Solanidin, a-Solanin und a-Chaconin in der Probe ermittelt
werden. Durch die niedrige Nachweisgrenze wurden Radioimmunoassays u. a. auch von
Harvey et al. (1985a, b) und Matthew et al. (1983) zur Bestimmung der GA-Gehalte in Serum

verwendet.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der erste ELISA fiir GAe, der 1983 von Morgen et al. entwickelt wurde, brachte eine grof3e
Erleichterung fiir die GA-Analyse. Vor allem die groBen Probenmengen, die in
Monitoringprogrammen anfallen, konnten in kurzer Zeit mit geringem Einsatz analysiert
werden. Seitdem wurden zahlreiche Verfahren entwickelt, die entweder mit polyklonalen
(Morgan et al. 1983, Peréz et al. 1999, Plhak & Sporns 1992) oder monoklonalen Antikérpern
(Friedman et al. 1998, Plhak & Sporns 1994, Stanker et al. 1994, 1997) arbeiteten. Der Vorteil
der ELISA-Verfahren liegt in ihrer hohen Nachweisgrenze bis in den nanomolaren Bereich,
die sie zu einem geeigneten Analyseverfahren v. a. fiir pharmakologische und
pharmakokinetische Untersuchungen in Blut macht. Eine aufwindige Probenaufreinigung
kann entfallen, so dass ihre Anwendung recht einfach ist. Durch lange Inkubationszeiten und
zahlreiche Waschschritte umfasst die Analysenzeit dennoch einen ganzen Tag. AuBlerdem
wurde mehrfach von einer fehlenden Spezifitidt der Antikdrper oder der immunologischen
Antwort berichtet (Morgan et al. 1983, Plhak & Sporns 1992, 1994, Thomson & Sporns
1995).

Solution-phase Immunoassays

Immunoassays, in denen die Immunreaktion in Lésung stattfindet, sind schneller und praziser
als ELISA’s, da lange Inkubationszeiten und zahlreiche Waschschritte entfallen. Der durch
Thomson & Sporns (1995) entwickelte Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay verkiirzte die
Analysenzeit auf ein Minimum, da die Bindung von Antikérper und Antigen innerhalb von
Minuten verlduft (Colbert et al. 1986). Das Prinzip basiert auf der Erhéhung der
Fluoreszenzpolarisation bei Bindung eines fluoreszenzmarkierten Hapten an einen Antikdrper

im Vergleich zur markierten freien Substanz.
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Driedger (2000) sowie Driedger & Sporns (2000 a, b) nutzten zur GA-Bestimmung in
Kartoffelextrakten nach Komplexbildung mit Antigenen die CE gekoppelt mit einer Laser-
induzierten Fluoreszenzdetektion. Hier wird die Konkurrenz zwischen den Kartoffel-GA und
fluoreszenz-markiertem Solanidin um eine begrenzte Menge Anti-GA-Serum zur
Quantifizierung verwendet. Nach der folgenden Auftrennung der Reaktionsprodukte durch
CE war die Flache des markierten Solanidin-Peaks proportional zur GA-Konzentration im
Kartoffelextrakt.

Ebenfalls in der fliissigen Phase verlduft die Immunreaktion des von Glorio-Paulet & Durst
(2000) entwickelten Liposomenimmunomigrations-Fliissigphasen-Assays. Auch dieser
Ansatz basiert auf der Antikorperbindungs-Konkurrenz von GAen aus der Probe mit Solanin-
und Biotin- sowie Farbstoffbeladenen Liposomen. Gemessen wird letztendlich die freie
Liposomenmenge, deren Antikorper-Bindung nicht durch GAe inhibiert wurde. Die
Farbbande auf Nitrocellulose wurde densitometrisch gemessen und war proportional zur

Menge an GAen in der Probenlosung.

1.3.4.6 Weitere Verfahren
Wihrend membranlytische und Enzym-inhibitorische Wirkungen der GAe im Organismus als
unerwiinscht gelten, konnten sie zur Entwicklung weiterer Detektionsverfahren ausgenutzt

werden.

GA-Bestimmung Giber membranaktive Eigenschaften

Bacigalupo et al. (2000,2004) stellten Cholesterol-enthaltende Phosphatidylchlolin-
Liposomen her, in die sie einen Tracer (Europium Chelator: 4,7-bis-(chlorosulfophenyl)-1,10
phenanthroline-2,9-Dicarbonsdure) einschlossen. Nach Zerstorung der Liposomen wird der
Chelator freigesetzt und bindet im Uberschuss zugesetztes Eu’". Die nach 20 min gemessene
Fluoreszenz ist direkt proportional zur GA-Konzentration. Ein Vergleich mit einer HPLC-
Methode ergab eine sehr gute Ubereinstimmung mit einem BestimmtheitsmaB von 0,99.

Auch ein Himolyse-Assay macht sich die membranlytische Wirkung zu Nutze. Nach
Komplexbildung mit Cholesterol und Zerstorung der Erythrozytenmembran strdmen Na'-
Ionen und Wasser in die Zellen bis sie platzen. In der Zelle enthaltenes Hdmoglobin geht ins
Plasma iiber und kann nach zentrifugieren im Uberstand photometrisch bestimmt werden.
Bereits Roddick et al. (1988, 1990) konnten die hdmolytische Aktivitdit an Kanninchen-
Erythrozyten bzw. Rinderblut nachweisen, die @hnlich schnell wie bei Steroidsaponinen
eintritt (Takechi et al. 1991, Takechi & Tanaka 1995). Zur Gehaltsbestimmung von o-
Tomatin in Tomaten-Blittern wurde dieses Verfahren von Barbour & Kennedy (1991)

eingesetzt.
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GA-Bestimmung tUber Enzym-Inhibition

In neuester Zeit wurden vermehrt biosensorische Verfahren entwickelt. Ein Biosensor ist ein
Messfiihler, der eine biologische Komponente, z. B. ein Enzyme oder ganze Zellen, nutzt, um
die gesuchten Molekiile oder Substanzen zu erkennen und ihre Menge zu bestimmen.
Basierend auf den Untersuchungen von Korpan et al. (2002) wendeten Arkhypova et al.
(2003) pH-sensitive Feldeffekttransistoren mit immobilisierter Butyrylcholinesterase als
Biodetektionselement an Kartoffelproben erfolgreich an. Der Arbeitsbereich lag zwischen 0,2
und 100 pM, was dem Vorkommen in Kartoffeln entspricht (25-250 pM). Die
Nachweisgrenze war abhédngig vom jeweiligen GAe (0,2 uM fiir a-Chaconin, 0,5uM fiir
a-Solanin und 1 pM fiir Solanidin). Durch die Wiederherstellung der Butyrylcholinesterase
konnte der Biosensor mindestens 100 Mal verwendet werden. Die Lagerung iiber 3 Monate

bei 4 °C in Puffer fiihrte zu keinem Verlust der Enzymwirkung.
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KAPITEL Il

AUFGABENSTELLUNG

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit gliederte sich in zwei Abschnitte.

Im ersten Abschnitt sollte zundchst ein Standardverfahren entwickelt werden, das verldssliche und
reproduzierbare Aussagen iliber den Gehalt der toxischen Glykoalkaloide o-Solanin und -
Chaconin in Kartoffelproben erlaubt. Diese Methode sollte durch Ermittlung géngiger
Priifparameter auf Préizision, Richtigkeit und Linearitit validiert werden. Als Standardmethode
bietete sich die hochauflosenden Fliissigkeitschromatographie (HPLC) an. Sie war fiir die
Bestimmung von GAen in Kartoffeln schon immer das Mittel der Wahl und erfiillte die Vorgabe,
einzelne Alkaloide getrennt voneinander bestimmen zu konnen. Zundchst musste ein Verfahren
entwickelt werden, um die GAe quantitativ zu extrahieren, sauber aufzureinigen und mittels
HPLC und Diodenarraydetektion zu bestimmen. Nachfolgend solle dieses Verfahren zur
Untersuchung verschiedener Kartoffelproben eingesetzt werden. Zu diesen gehorten kommerziell
erhiltliche Sorten, wobei sowohl zwischen konventionellem Anbau und Bioware, als auch
zwischen Friihkartoffeln und Herbsternte unterschieden werden sollte. Des weiteren dienten
traditionelle Kultursorten als Untersuchungsmaterial, die im Eigenanbau sowohl im Freiland wie
auch im Gewichshaus kultiviert wurden. Hier sollte ein Komplett-Screening der Alkaloid-
konzentrationen in den einzelnen Pflanzenorganen durchgefiihrt werden. Des weiteren sollte die
Verwendbarkeit des Verfahrens fiir Proben mit schwieriger Matrix getestet werden, wozu stark
fett- und/oder proteinhaltige Kartoffelerzeugnissen auf ihren GA-Gehalt untersucht wurden.

Die Analyse verschiedener knollentragender Solanum-Wildarten, in denen neben a-Solanin und
a-Chaconin eine Reihe weiterer GA-Typen zu finden sind, sollte der Uberpriifung der Methode
zur Anwendbarkeit fiir weitere Steroidalkaloidtypen dienen. Zur Bestitigung der HPLC-
Ergebnisse sollten zusétzlich LC-MS-Analysen durchgefiihrt werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Entwicklung einer Reihe weiterer
Quantifizierungsverfahren, die sich ebenfalls zur Detektion von GAen in Kartoffelprodukten
eignen. Durch die niedrigen Gehalte in diesen Verarbeitungserzeugnissen und die schwierige
Matrix sind empfindliche Verfahren von Noten, um verldssliche Aussagen treffen zu kdnnen.
Nachfolgend sollten die Ergebnisse dieser Methoden mit der HPLC-Standardmethode verglichen
und Aussagen zu deren Ubereinstimmung und damit Verwendbarkeit gemacht werden. Im letzten
Schritt sollte eines der Verfahren ausgewihlt werden, um darauf basierend einen

Automatisierungsprozess zu entwickeln, der sich fiir die Routineanalytik eignet.
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KAPITEL I

MATERIAL UND METHODEN

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Kommerziell erhiltliche Kartoffelsorten

Die untersuchten Kartoffelsorten aus konventionellem (Tab. 3.1) und 6kologischem Anbau

(Tab. 3.2) stammten ausschlieBlich aus dem kommerziellen Handel.

Untersuchungsmaterial

Nach dem Kauf wurden fiir jede Sorte drei Knollen in Standardgrofe ausgewihlt und der
Liange nach halbiert. Eine Hélfte diente der Bestimmung des Alkaloidgehaltes in der
Gesamtknolle, die zweite Halfte wurde mit einem Kartoffelschéler in Fleisch und Schale
(Schalendicke 2 mm) aufgeteilt und getrennt analysiert. Vor der Bearbeitung wurde das

Material eingefroren und gefriergetrocknet.

Tab. 3.1  Analysierte Kartoffelsorten aus konventionellem Anbau.

Sorte Jahr? Herkunft Handel

Fruhkartoffeln

Anal Annabelle-1 1999 Deutschland Gemiusehandel, Heidelberg

Baml Bamberger 1870 Deutschland Gemiusehandel, Heidelberg
Hoérnchen-1

Berl Berber-1 1983 Deutschland Gemiusehandel, Heidelberg

Ber2 Berber-2 Deutschland Plus, Heidelberg

Ber3 Berber-3 Deutschland Gemiisehandel, Heidelberg

Ber4 Berber-4 Deutschland Markt, Heidelberg

Ber5 Berber-5 Deutschland Markt, Heidelberg

Nicl Nicola-1 1973 Sudlander Handelshof, Heidelberg

Nic2 Nicola-2 Agypten Penny, Heidelberg

Nic3 Nicola-3 Sudlander Lidl, Heidelberg

Nic4 Nicola-4 Agypten Plus, Heidelberg

Nic5 Nicola-5 Agypten Rewe, Heidelberg

Nic6 Nicola-6 Sudlander Selgros, Heidelberg

Nic7 Nicola-7 Deutschland Penny, Heidelberg

Siegl Sieglinde-1 1954 Italien Markt, Heidelberg

Sieg2 Sieglinde-2 Deutschland Gemusehandel, Heidelberg

Sieg3 Sieglinde-3 Deutschland Markt, Heidelberg
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Herbsternte
Bam2 Bamberger
Hornchen-2
Binl Binova-1
Chel Cherie-1
Fral Franceline-1
LaR1 La Ratte-1
Nic7 Nicola-7
Qual Quarta-1
Prim1 Primura-1
Rovl Rosval-1
Sieg4 Sieglinde-4
Spul Spunta-1

! Jahr der Zulassung, Angaben nach Bundessortenamt (2006)

1971
1997
1993
1972

1979

1963

1950

1967

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Italien

Markt, Heidelberg

Toom, Frankfurt

Familia Center, Heidelberg
Familia Center, Heidelberg
Markt, Heidelberg

Penny, Heidelberg

Markt, Heidelberg

Lidl, Heidelberg

Markt, Heidelberg

Markt, Heidelberg
City-Markt, Heidelberg

Tab. 3.2  Analysierte Kartoffelsorten aus ékologischem Anbau.

Sorte Jahr! Herkunft Handel
Fruhkartoffeln

BAti1 Atica-1 1971 Deutschland Fullhorn, Heidelberg
BDitl Ditta-1 1991 Deutschland Handelshof, Heidelberg
BRos1 Rosara-1 1991 Deutschland Fullhorn, Heidelberg
BVvall Valor-1 1993 Agypten Plus, Heidelberg
Herbsternte

BAgrl Agria-1 1985 Deutschland Bioland, Heidelberg
BAgr2 Agria-2 Deutschland Bioland, Heidelberg
BALti2 Atica-2 1972 Deutschland Markt, Heidelberg
BRos2 Rosara-2 1991 Deutschland Markt, Heidelberg
BRos3 Rosara-3 Deutschland Markt, Heidelberg
BSell Selma-1 1972 Deutschland Markt, Heidelberg

! Jahr der Zulassung, Angaben nach Bundessortenamt (2006)

3.1.2 Traditionelle Kartoffelsorten

3.1.2.1 Anzuchtmaterial

Kartoffelsorten, die nicht mehr in der offiziellen Sortenliste des Bundessortenamtes vermerkt
sind, werden als traditionell bezeichnet. Der Grofiteil der hier untersuchten Sorten (Tab. 3.3)
wurde urspriinglich um die Jahrhundertwende kultiviert. Bamberger Hornchen, La Ratte und

Rosara sind jedoch auch heute noch im deutschen Handel, Balmoral und Golden Wonder in
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England und Bildstar in den Niederlanden zu beziehen und gehdren damit streng genommen
nicht zu den traditionellen Sorten. Da neben dem Alter ein zusétzlicher Einfluss der
Knollenfarbe analysiert werden sollte, wurden sie in die Untersuchung mitaufgenommen.

Der Bezug des Probenmaterials, das aus Pflanz- und Speiseknollen bestand, erfolgte aus der
Altmark (Kartoffelspezialititen Altmark, Riebau, Deutschland). Nach Ankunft in Heidelberg
wurde jede Sorte in drei Gruppen eingeteilt. Gruppe eins diente der Anzucht im
Gewichshaus. Gruppe zwei wurde zum Freilandanbau verwendet und der dritte Teil direkt
aufgearbeitet. Zum Vergleich wurde die konventionelle Sorte Agria unter den gleichen

Bedingungen kultiviert.

Tab. 3.3  Kaultivierte und analysierte traditionelle Kartoffelsorten.

Sorte Herkunft/Jahr Schale Fleisch
AV Arran Victory Schottland 1912 violett-blau weild
BA  Balmoral Schottland 1989* rot-braun gelb
BH Bamberger H6rnchen Deutschland 1870 ocker gelb
BI Bildstar Niederlande 1981" rot gelb
EB Edzell Blue Schottland vor 1890 violett hellgelb
FA Fischbacher Alpe Osterreich? ocker hellgelb
GW  Golden Wonder England 1906 ocker hellgelb
LR La Ratte Frankreich 1872 rot-braun gelb
NK Nagler Kipfler Osterreich 1956 hellocker gelb
PF Pink Fir Apple Deutschland 1850 hellrot hellgelb
RD Red Duke of York Schottland 1891 rot gelb
RL Rote Loschtaler Schweiz? rot hellgelb
RO Rosara Deutschland 1991" rot gelb
AG Agria Deutschland 1985 ocker gelb

! Jahr der Zulassung (im betreffenden Land)
? keine Angaben
Angaben zu Herkunft, Jahr, Schale, Fleischfarbe nach ZADI (2000)

Anbaubedingungen

Jede Sorte wurde im Freiland und in Pflanztopfen im Gewéchshaus des Botanischen Gartens
der Ruprecht-Karls-Universitidt Heidelberg gepflanzt. Der Anbau des Untersuchungsmaterials
erfolgte im Jahr 2004 von April bis Ende Juli. Im Freiland-Anbau wurden 6-8 Knollen in
getrennten Beeten ca. 3 cm unter der Erde gepflanzt. Bei langeren Trockenperioden wurde bei
Bedarf zusdtzlich zur natiirlichen Niederschlagsmenge gegossen. Die Kultivierungsdauer

betrug 16 Wochen. Der Gewédchshaus-Anbau erfolgte ebenfalls sortenrein in 20 1 Pflanztdpfen
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in Naturerde. Verwendet wurden 3-5 Knollen, die ebenfalls ca. 3 cm unter der Oberflache
angepflanzt wurden. Bei tiglicher Wisserung und gleichbleibenden Temperaturbedingungen
(20 = 5 °C) erfolgte die Kultivierung durch das schnellere Wachstum nur 14 Wochen. Bei

beginnender Seneszenz wurden die Pflanzen geerntet, eingefroren und gefriergetrocknet.

Untersuchungsmaterial

Es wurden folgende Pflanzengewebe auf ihren GA-Gehalt hin untersucht:

junges Blatt, altes Blatt, junge Sprossachse, alte Sprossachse, Gesamtknolle, Schale, Fleisch
und Wurzel. Die Sorte La Ratte bildete zusétzlich Friichte aus, die als ganze Beere und
getrennt in Pulpa und Samen analysiert wurden. Fiir jede Sorte wurde die grof3te Pflanze und
fiir jedes Gewebe mindestens zwei Proben fiir die Alkaloid-Analyse ausgewéhlt. Bei Knollen
wurde nach Moglichkeit auf eine einheitliche Grofle geachtet. Die Trennung von Schale und

Fleisch erfolgte mittels eines Kartoffelschilers (Schichtdicke 2 mm).

3.1.2.2 weiteres Knollenmaterial
Zusiatzliches  Knollenmaterial traditioneller Kartoffelsorten (Tab. 3.4) wurde aus
Eigenbestinden von Dr. Lorey, Steinhagen, Deutschland zur Verfiigung gestellt. Die Proben

stammten alle aus dem Freilandanbau.

Untersuchungsmaterial

Da bei oberirdischem Material bereits Seneszenz eingetreten war, stand zur Untersuchung nur
Knollengewebe zur Verfiigung. Jeweils drei Knollen identischer Grofle wurden auf den
Alkaloid-Gehalt in der Gesamtknolle und in Schalen- bzw. Fleischgewebe untersucht, wobei

zum Schilen wieder der Kartoffelschaler verwendet wurde.

Tab. 3.4  Analysierte Knollen weiterer traditioneller Kartoffelsorten.

Sorte Herkunft/Jahr* Schale Fleisch
AS Ackersegen Deutschland, 1929-1963 ocker gelb
BH2 Bamberger Hérnchen Bamberg, vor 1900 ocker gelb
DS Danische Déanemark, vor 1900 ocker gelb
Spargelkartoffel
ER Early Rose USA, 1861 hellrot weild
FR Fransen Niederlande, vor 1900 ocker hellgelb
OB Odenwalder Blaue Grol3bierau, 1908 blau-violett hellgelb
PB Peruanisch Blaue Peru’ blau-violett hellgelb
PV Patersons Victoria Schottland, 1863 ocker weild

! Jahr der Zulassung (im betreffenden Land)
? keine Angaben
Angaben zu Herkunft, Jahr, Schale, Fleischfarbe nach ZADI (2000)
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3.1.3 Knollenbildende Solanum-Wildarten

Blatt- und Knollenmaterial verschiedner Solanum-Wildarten (Tab. 3.5) wurde durch das
Leibnitz-Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, AuBenstelle GroB-
Liisewitz, Gatersleben, Deutschland, zur Verfiigung gestellt. Der Anbau erfolgte im Jahr 2005
teils im Freiland, teils im Gewéchshaus. Aufler den Arten S. ajanhuiri Juz. & Bukasov,
S. chomatophilum BirTeER und S. pascoense OcHoa konnte von allen Arten Blatt- und Knollen-
proben erhalten werden. Die drei Genannten bildeten im Untersuchungsjahr keine Knollen

aus.

Untersuchungsmaterial

Bei den Solanum-Wildarten wurden Blatter und Knollen analysiert. Da sich die Knollen der
unterschiedlichen Arten sehr stark in ihrer Grof3e unterschieden und z. T. wenig Material zur
Verfiigung stand, wurde auf die getrennte Untersuchung von Schale und Fleisch verzichtet

und die Knollen nur in ihrer Gesamtheit analysiert. Die Proben erreichten binnen zwei Tagen

nach der Ernte Heidelberg und wurden direkt eingefroren und gefriergetrocknet.

Tab. 3.5  Analysierte Solanum-Wildarten.

Solanum-Art Accessions- Herkunft Kultivierung

Nummer

S. acaule ssp. acaule BITTER 0053 Bolivien Gewachshaus
S. ajanhuiri Juz. & BukAsov 2308 Bolivien Feldanbau
S. alandiae CARDENAS 1565 Bolivien Gewaéchshaus
S. bulbocastanum ssp. bulbocastanum DUNAL 1758 Mexiko Gewachshaus
S. chaucha Juz. & Bukasov 6166 Peru Feldanbau
S. chomatophilum BITTER 1672 Peru Gewachshaus
S, curtilobum Juz. & BukAasov 5514 Peru Feldanbau
S. demissum LINDLEY 5484 Mexiko Gewachshaus
S. maglia SCHLTDL. 5290 Argentinien Feldanbau
S. microdontum BITTER 0858 Argentinien Gewachshaus
S. pascoense OCHOA 5377 Peru Gewachshaus
S. phureja ssp. phureja Juz. & BUKASOV 6227 Bolivien Feldanbau
S. polyadenium GREENMAN 5375 Mexiko Gewachshaus
S. raphanifolium CARDENAS & HAWKES 0645 Peru Gewachshaus
Solanum sparsipilum (Bitter) Juz. & Bukasov 0939 Peru Gewaéchshaus
Solanum tarijense HAWKES 1577 Bolivien Gewachshaus
Solanum tuberosum ssp. andigena HAWKES 4258/1 Argentinien Feldanbau
(violett blihend)
Solanum tuberosum ssp. andigena HAWKES 4258/2 Argentinien Feldanbau
(weil3 blihend)
Solanum tuberosum ssp. andigena HAWKES 5518 Peru Feldanbau
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3.1.4 Verarbeitungserzeugnisse

Die in dieser Arbeit untersuchten, verarbeiteten Kartoffelerzeugnisse stammten aus dem
kommerziellen Handel. Tabelle 3.6 zeigt einen Uberblick iiber die analysierten

Verarbeitungsprodukte.

Untersuchungsmaterial

Die in Tab. 3.6 genannten wasserhaltigen Frisch- (B1, C1-C2) und Tiefkiihlerzeugnisse (P1-
P3, R1, W1-W3) wurden zunichst gefriergetrocknet. Kartoffelchips (C1-C2) wurden nach der
Gefriertrocknung sofort extrahiert, um eine Wasseraufnahme durch ihren hohen Salzgehalt zu

verhindern. Trockenprodukte (F1-F3, K1) konnten direkt analysiert werden.

Tab. 3.6  Analysierte Verarbeitungserzeugnisse.

Code Produkt Hersteller Handler

Bl Kartoffelknollen, eingeschweifl3t Friweika Kartoffelbabies Aldi, Heidelberg

C1 Kartoffelchips KClassic Handelshof, Heidelberg
c2 Chio Chips Selgros, Aschaffenburg
F1 Kartoffelpureeflocken Marena Penny, Heidelberg

F2 Potato Master Norma, Heidelberg

F3 Gut Friedlingshof Lidl, Heidelberg

F4 Maggi Kaufland, Heidelberg
K1 Kartoffelknddel Le Gusto Aldi, Heidelberg

P1 Pommes Frites Backofen-Frites Aldi, Heidelberg

P2 Harvest Basket Crispy Frites  Lidl, Heidelberg

P3 Harvest Basket Jumbo Frites  Lidl, Heidelberg

R1 Kartoffelpuffer Potato Rosti Lidl, Heidelberg

w1 Potato Wedges Tenergy Lidl, Heidelberg

w2 Tenergy Lidl, Neuenheim

w3 KClassic Handelshof, Heidelberg
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3.2 Verwendete Chemikalien und Gerate

Folgend sind die Chemikalien und Gerdte aufgelistet, die wiederholt fiir die Versuche

verwendet wurden. Chemikalien, die fiir eine bestimmte Methode ndtig waren, sind unter dem

entsprechenden Abschnitt zu finden.

Chemikalien
A. bidest.:

Methanol (p. a.):
Ethanol (96%):

Phosphorséure (85%):

Gerite
Bi-Destilliergerit:
Feinwaage:
Gefriertrocknungs-
anlage:

Glasgerite:
Heizblock:
Heizplatte:
Kaffeemiihle:

Magnetriihrer:

Membranvakuum-
pumpe:
Petrischalen:
pH-Meter:
pH-Meter-
Pufferl6sungen:

Reaktionsgefille:

Eigendestillat, Labor des IPMB, Universitit Heidelberg,
Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Chemikalienlager des Theoretikums, Eigenabfiillung,
Universitit Heidelberg, Deutschland

VWR International, Fontenais sous Bois, Frankreich

Brand GmbH & Co., Wertheim, Deutschland

Sartorius Basic, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Christ Alpha I-6, Typ 1052, Christ Martin GmbH, Osterode,
Deutschland

Schott AG, Mainz, Deutschland

Bioblock scientific, Barnstead Thermolyt, Dubuque, USA
Schott AG, Mainz, Deutschland

KSW 2669, CLAtronic, Kempen, Deutschland

MR 3001, Heidolph Instrumente GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Biichi System B-168, Biichi Labortechnik GmbH, Essen,
Deutschland

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland

MP 120, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach, Schweiz

pH 7,0 und pH 4,0, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Polypropylen-Tubes (15 und 50 ml), Greiner bio-one GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf-Safe-look Tubes (1,5 und 2 ml), Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland
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Rotationsschiittler:  Pilot Shake System Kuhner, B. Braun Melsungen, Melsungen,
Deutschland

Rotationsverdampfer: Rotavapor-R, Biichi Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland

Trockenschrank: T 6030, Herdeus Instruments, Hanau, Deutschland

Ultraschallgerit: Sonorex Super RK 106, Bandelin Elektronik GmbH, Berlin,
Deutschland

Vortex: REAX Top, Heidolph Instrumente GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Vakuumzentrifuge:  Univapo H 150 Konzentratorzentrifuge, Frobel Labortechnik GmbH,
Lindau, Deutschland

Varipetten: 10-100 pl und 100-1000 pl, Gilson Inc., Middleton, USA

Wasserbad: M 240N, Biichi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz

Zentrifugen: Megafuge 1.0R, Kendro Laboratory Products, Osterode,
Deutschland

Biofuge fresco, Kendro Laboratory Products, Osterode,
Deutschland

3.3 Standard-Substanzen

Chemikalien

Solanidin (purum): Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
a-Solanin (CHR):  Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
a-Chaconin (99%): Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Standardlésungen

Zur Herstellung der Standardlosungen wurden jeweils 10 mg GA-Standardsubstanz bzw.
10 mg Solanidin-Standard in 10 ml MeOH geldst. Aus diesen Stammlosungen [1 mg/ml]
wurden durch Verdiinnen mit MeOH die Kalibrierlosungen fiir die einzelnen Verfahren

hergestellt.

Standardlosung des Himolyse-Assays (a-Chaconin:a-Solanin = 70:30, w/w)

Zur Herstellung der Kalibrierstandards des Hémolyse-Assays wurde aus den GA-
Stammlosungen zundchst eine Hamolyse-Stammldsung mit dem Verhiltnis a-Chaconin:a-
Solanin = 70:30 (w/w) hergestellt, indem aus der a-Solanin Stammldsung 300 pl und aus der

a-Chaconin-Stammlosung 700 pl entnommen und miteinander vermischt wurden, um eine
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Endkonzentration von 1 mg Gesamt-GA/ml zu erhalten. Aus dieser Himolyse-Stammldsung

wurden anschlieBend die Kalibrierlésungen (2,5; 5; 10; 15; 20; 25 pg Gesamt-GA) hergestellt.

3.4 Aufbereitung des Untersuchungsmaterials

3.4.1 Probenvorbereitung

3.4.1.1 Trocknung des Pflanzenmaterials und der Verarbeitungserzeugnisse

Wasserhaltiges Frischmaterial wurde zunédchst bei —20 °C im Gefrierschrank eingefroren. Zur
Entfernung des Wassers wurde die Probe 48 h an der Gefriertrocknungsanlage im
Olpumpenvakuum gefriergetrocknet. Trockene Pulverproben konnten direkt eingesetzt

werden.

3.4.1.2 Homogenisierung
Um eine quantitative Extraktion sicherzustellen, wurde das Gewebe zunédchst homogenisiert.
Bei Blattmaterial und Sprossachsen erfolgte dies in einer Kaffeemiihle. Bei Knollen, Schalen,

Fleischproben und Verarbeitungserzeugnissen kamen Morser und Pistill zum Einsatz.

3.4.2 Extraktion

Chemikalien
Eisessig (99,8%): Sigma Aldrich Schweiz, Buchs, Schweiz
Salzsdure (37%): Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

n-Pentan: Griissing, Filsum, Deutschland

Gerite

Membranfilter: Rotilabo Spritzensterilfilter, 45 um, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Einmalspritzen: Inject 5 ml, B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland

Herstellung der Losungen

Extraktionsmittel Variante A: 1% Essigsaure
Zu 10 ml 99,8%iger Essigsdure wurden 990 ml A. bidest. zugesetzt.

Extraktionsmittel Variante B: 1% Essigsdure-MeOH (70:30, v/v)
70 ml 1%ige Essigsdure aus Variante A wurden mit 30 ml MeOH vermischt.

Extraktionsmittel Variante C: 1 N HCI in MeOH-A. bidest (1:1, v/v)
Zunachst wurden 45 ml A. bidest mit 55 ml MeOH versetzt. Diesem Gemisch wurden 10 ml

rauchende Salzsdure (37%) zugesetzt.
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Durchfithrung

Je nach vorliegendem Probenmaterial bzw. verwendetem Analyseverfahren kamen drei
Extraktionsvarianten zum Einsatz. Variante A und B wurden fiir das HPLC- und LC-ESI-MS-
Verfahren sowie die kolorimetrische Methode und den Hamolyse-Assay verwendet. Variante

C diente ausschlieBlich zur Alkaloid-Bestimmung mittels GLC.

Variante A: fiir Pflanzenmaterial
Abhéngig vom GA-Gehalt wurde eine definierte Menge des gepulverten Pflanzenmaterials

eingewogen und zweimal mit je 20 ml 1% Essigsdure unter zu Hilfenahme von 1 min
Ultraschall extrahiert. Die erste Extraktion erfolgte iiber Nacht (> 12 h), die zweite 30 min
jeweils auf einem Rotationsschiittler. Nach Abzentrifugieren der festen Bestandteile (8 min,
4000 Upm) und Vereinigung der Uberstinde, erfolgte die Aufreinigung eines definierten

Extraktvolumens iiber Festphasenextraktion (weiter Abschnitt 3.4.3).

Variante B: fiir Verarbeitungserzeugnisse
Wiederum wurde eine definierte Menge des gepulverten Materials eingewogen und mit einer

Mischung aus 1% Essigsdure-MeOH (70:30, v/v) extrahiert. Die Extraktion erfolgte erneut
zweifach mit je 20 ml des Extraktionsmittels, begleitet von 1 min Ultraschallbehandlung und
jeweils liber Nacht (> 12 h) und 30 min auf dem Rotationsschiittler. Nach Entfernung der
festen Bestandteile durch Zentrifugieren (8 min, 4000 Upm) wurde bei stark fetthaltigen
Proben eine Entfettung des Extrakts mit n-Pentan durchgefiihrt. Nach Abnehmen der n-
Pentanlosung, wurde ein Aliquot der verbleibenden Lésung iiber sterile Spritzenfilter filtriert.
Von diesem Filtrat konnte eine definierte Menge iliber SPE aufgereinigt werden (weiter
Abschnitt 3.4.3).

Variante C: GLC-Bestimmung

Eine definierte Menge der gepulverten Probe wurde zweimal mit je 20 ml des Hydrolyse-
Mediums (1 N HCI in MeOH-A. bidest 1:1, v/v) und 1 min Ultraschall {iber Nacht (> 12 h)
bzw. 30 min auf dem Rotationsschiittler extrahiert. Nach Abzentrifugieren fester Bestandteile
(8 min, 4000 Upm) wurden jeweils 8-12 ml zur Hydrolyse verwendet (weiter Abschnitt
3.5.5).

3.4.3 Extraktaufreinigung mittels Festphasenextraktion (SPE)

Als moderne analytische Methode zur Aufreinigung der unpolaren Steroidalkaloide hat sich

die Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) etabliert (Vainénen et al. 2000).

Chemikalien
NaHCOs: Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Gerite

SPE-Vakuumblock: Visiprep™ Vacuum Manifold, Supelco, Bellefonte, USA
SPE-Kartuschen: Supelclean™ ENVI™-18, 100 mg, 1 ml, Supelco, Bellefonte, USA
Einmalinjektions- 8 x 40 mm, B. Braun Melsungen, Melsungen,

kaniilen: Deutschland

Herstellung der Losungen

Konditionierungslosung: 1% Essigsiure
Zu 10 ml 99,8%iger Essigsdure wurden 990 ml A. bidest. zugesetzt.

Waschlosung 1: 0,05 M NaHCO; (pH 8,4)
420 mg Natriumhydrogencarbonat wurden in 100 ml A. bidest geldst.

Waschlosung 2 :MeOH-NaHCO; (60:40, v/v)
60 ml MeOH wurden mit 40 ml Waschlosung 1 gemischt.

Elutionsmittel: MeOH-1% Essigsiure (90:10, v/v)
90 ml MeOH wurden mit 10 ml 1% Essigsdure vermischt.

Durchfithrung
Die im Extrakt vorliegenden GAe wurden iiber 1 ml SPE-Kartuschen, die mit 100 mg der
unpolaren RP-18-Matrix  gefiillt waren, aufgereinigt. Hierzu diente folgendes
Aufarbeitungsprotokoll:
Konditionierung: 2 ml MeOH
2 ml 1% Essigséure
Probenbeladung: 1-15 ml Extrakt (vgl. Kapitel V)
Waschschritte: 2 ml 0,05 M NaHCO:s (pH 8,4)
2 ml MeOH-0,05 M NaHCOj (60:40, v/v)
1 ml A. bidest
Elution: 2 ml MeOH-1% Essigsédure (90:10, v/v)

Nach Elution der GAe wurde das Losungsmittel durch Vakuumzentrifugation (5 h) entfernt

und der Riickstand je nach dem verwendeten, analytischen Verfahren weiterbearbeitet.
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3.5 Analytische Methoden

3.5.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Chemikalien
Acetonitril:

Wasser:

Geriite

Geritetyp:

Stationire Phase:

Mobile Phase:

Gradientenprogramm:
Injektionsvolumen:
Detektions-
wellenlange:
Datensystem:

HPLC-Vials:

Gradient grade, J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Chromanorm HPLC-grade, VWR International, Leuven, Belgien

Beckman Instruments, Fullerton, USA:

Bindres Pumpensystem Typ 125 P
Dioden-Array-Detektor Typ 168

Probengeber Marathon, 20 ul Probenschleife, Spark Holland,
Emmen, Niederlande

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland:

Siule: LiChrospher™ 100-RP-18 (250 mm x 4 mm)
Korndurchmesser 5 um

Vorsiule: LiChrospher® 100-RP-18 (4 mm x 4 mm)
Korndurchmesser 5 pm

Eluent A: Wasser (pH 2,5, eingestellt mit 85% H3PO4)
Eluent B: Acetonitril

bindrer Gradient, Gradientenprogramm siehe Tab. 3.7
20 pl

202 nm, Bandbreite 4 nm

System Gold Nouveau, Beckman Instruments, Fullerton, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Herstellung der Losungen

Eluent A: Wasser (pH 2,5)
1 I Wasser (HPLC-grade) wurde mit 500 pul 85% H3;PO4 versetzt.

Durchfiithrung

Der mittels SPE aufgereinigte Riickstand wurde in MeOH gelost, so dass die End-

konzentration innerhalb des Kalibrierbereiches der HPLC-Methode lag. Die jeweils

eingewogenen Mengen, das Aufreinigungsvolumen des Extraktes und das MeOH-

Aufnahmevolumen sind den zugehorigen Abschnitten aus Kapitel V zu entnehmen. Die
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Losung wurde in ein HPLC-Vial iiberfiihrt und jeweils 20 pl in das Gerit injiziert. Tabelle 3.7

zeigt das zur chromatographischen Trennung der GAe verwendete Gradientenprogramm.

Tab.3.7  Gradientenprogramm zur Auftrennung der GAe mittels HPLC auf LiChrospher® RP-18.
Eluent A: Wasser (pH 2,5), Eluent B: Acetonitril.

Zeit Eluent A EluentB Flussrate Elutions-
[min] [%0] [%0] [mI/min] profil
0,0 90 10 1,3 Gradient
10,0 70 30 1,3 Gradient
11,0 40 60 0,9 Isokratisch
19,0 40 60 0,9 Gradient
20,0 100 0,9 Isokratisch
22,0 100 0,9 Gradient
22,0 90 10 0,9

3.5.2 Flissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie

(LC-ESI-

Chemikalien
Acetonitril:
Wasser:

Ameisensaure (98%):

Geriite

Massenspektrometer:

Stickstoffgenerator:

Stationére Phase:

Mobile Phase:

MS)

Gradient grade, J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Chromanorm HPLC-grade, VWR International, Leuven, Belgien
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Micromass VG Quattro II, Waters, Manchester, GrofSbritannien:
Interface: Electrospray-lonisation (ESI)

terndres Pumpensystem, Latek Labortechnik GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Injektionsventil: Rheodyne, Modell 77251

Parker NG-7, Netten-Leur, Niederlande

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland:

Saule: LiChrospher™ 100-RP 18 (250 mm x 4 mm i. D.)
Korndurchmesser 5 pm

Vorsdule: LiChrospher” 100-RP 18 (4 mm x 4 mm i. D.),
Korndurchmesser 5 pm

Eluent A: 0,1% Ameisensaure

Eluent B: 0,1% Ameisensdure in Acetonitril
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Gradienten- bindrer Gradient,

programm: Gradientenprogramm fiir Solanum-Wildarten siche Tab. 3.8
Gradientenprogramm fiir Verarbeitungserzeugnisse siche Tab. 3.9

Injektionsvolumen: 20 pl

Splitverhéltnis: 1:10

Datensystem: Mass Lynx 4.0, Waters, Manchester, GroB3britannien

Herstellung der Losungen
Eluent A: 0,1% Ameisensaure

1 1 Wasser (HPLC-grade) wurde mit 1 ml Ameisensdure versetzt.

Eluent B: 0,1% Ameisensiure in Acetonitril
1 I Acetonitril (Gradient-grade) wurde mit 1 ml Ameisensdure vermischt.

Durchfithrung

Fir die LC-ESI-MS-Analyse wurden die Extrakte der HPLC-Bestimmung verwendet.
Wiederum wurden 20 pl des methanolischen Extraktes in das Gerit injiziert und die GAe mit
Hilfe der in den Tabellen 3.8 (Solanum-Wildarten, traditionelle Kartoffelsorten) und 3.9 (fiir
Verarbeitungserzeugnisse) dargestellten Gradientenprogrammen aufgetrennt.

Tab. 3.8  Gradientenprogramm zur Auftrennung der GAe in Solanum-Wildarten und den

traditionellen Kartoffelsorten mittels LC —ESI-MS auf LiChrospher® RP-18.
Eluent A: 0,1% Ameisensaure, Eluent B: 0,1% Ameisensaure in Acetonitril

Zeit Eluent A Eluent B Flussrate Elutions-
[min] [%6] [%6] [ml/min] profil
0,0 90 10 1,0 Isokratisch
0,5 90 10 1,0 Gradient
20,5 40 60 1,0 Gradient
30,5 0 100 1,0 Isokratisch
31,5 0 100 1,0 Gradient
32,5 90 10 1,0
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Tab. 3.9  Gradientenprogramm zur Auftrennung der GAe in Verarbeitungserzeugnissen mittels

LC—ESI-MS auf LiChrospher® RP-18.
Eluent A: 0,1% Ameisensaure, Eluent B: 0,1% Ameisensaure in Acetonitril.

Zeit Eluent A Eluent B Flussrate Elutions-

[min] [%6] [%6] [ml/min] profil

0,0 20 10 1,0 Isokratisch

0,5 90 10 1,0 Gradient

55 40 60 1,0 Isokratisch
10,5 40 60 1,0 Gradient
12,5 0 100 1,0 Isokratisch
13,5 0 100 1,0 Gradient
14,5 90 10 1,0

Die massenspektrometrische Detektion positiv geladener GAe erfolgte iiber den

Massenbereich m/z 100-1200, wobei das Gerét auf folgende Parameter eingestellt wurde:
Verneblungsgasdruck: 13 1/h

Trocknungsgasdruck: 350 I/h

HV-Lens: 0,5 kV

Cone Spannung: 90V

Quellentemperatur: ~ 120°C

3.5.3 Kolorimetrische Methode

Chemikalien
para-Formaldehyd: Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
EtOH absolut (p. a.): Sigma Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland

Gerite

Photometer: Ultrospec plus 4054 UV/VIS Spectrophotometer, LKB Biochrom,
Cambridge, Grof3britannien

Einmalmikro- No./REF. 67.742, Sarsted AG & Co., Numbrecht, Deutschland

kiivetten:

Herstellung der Losungen
10% H3POy4

Zu 10 ml konzentrierter Phosphorsdure wurden 75 ml A. bidest. gegeben.

10% H3P04-99% EtOH (1:1, v/v)
50 ml 10% Phosphorsdure wurden mit 50 ml 99% EtOH vermischt.

Clarkes Reagenz
50 mg para-Formaldehyd wurden in 100 ml 85% H3;PO4 gelost.
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Durchfithrung

Der durch SPE aufgereinigte und getrocknete Riickstand wurde in 300 pul eines Gemischs aus
10% H3;P04-99% EtOH (1:1, v/v) gelost. Dazu wurde 1,5 ml frisch zubereitetes Clarkes
Reagenz zugesetzt. Nach erneutem Durchmischen konnte nach 60 min inkubieren bei

Raumtemperatur die Absorption bei 595 nm gegen den Blindwert gemessen werden.

3.5.4 Hamolyse-Assay

Chemikalien
Schafsblut mit SR0053D, Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland
Alseverzusatz:

Krebs-Ringer-Puffer: Krebs-Ringer-Puffer-Tabletten, Merck, Darmstadt, Deutschland

Digitonin: Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Gerite

Photometer: Ultrospec plus 4054 UV/VIS Spectrophotometer, LKB Biochrom
Cambridge, GroB3britannien

Einmalmikro- No./REF. 67.742, Sarsted AG & Co., Numbrecht, Deutschland

kiivetten:

Brutschrank: Modell 100-800, Memmert, Schwalbach, Deutschland

Herstellung der Losungen

%a konzentrierter Krebs-Ringer-Puffer (isotonisch, pH 7,4)
Zur Herstellung einer % konzentrierten Pufferlosung wurde eine Krebs-Ringer-Puffer-

Tablette in 166,7 ml A. bidest. gelost. Eine Tablette enthilt 1,125 g NaCl, 0,0525 g KCl,
0,0225 g CaCl,, 0,025 g NaHCO:s.

Positivkontrolle: 0,98 mM Digitonin in MeOH
12,0 mg Digitonin wurden in 10 ml MeOH geldst.

Komplexierungsassay: 20 mM Cholesterol in 96% EtOH
Zur Herstellung der 20 mM Cholesterollosung wurden 200,6 mg Cholesterol in 25 ml 96%
EtOH gelost.

Durchfithrung

Quantifizierung
Das nach SPE aufgereinigte Pellet wurde in 1,0 ml Krebs-Ringer-Puffer (34 konzentriert)

geldst. Nach Zusatz von 250 ul Schafsblut und 2 sec durchmischen mit dem Vortex wurde
30min bei 37 °C inkubiert. Die Abtrennung der festen Bestandteile erfolgte durch
zentrifugieren (10 min, 2000 Upm, 10°C). Die {iberstechende Losung diente der
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photometrischen Bestimmung des Hamoglobingehaltes bei 540 nm gegen den Blindwert. Bei
jedem Ansatz wurde als Negativkontrolle reiner Puffer und als Positivkontrolle 5 pg
Digitonin in Krebs-Ringer-Puffer verwendet.

Komplexierungsassay

Der aufgereinigte Extrakt wurde zunédchst in 300 pl 96% EtOH aufgenommen. Zu dieser
Losung wurden 100 pul 20 mM Cholesterol in EtOH zugesetzt und 5 min bei 90 °C im
Wasserbad inkubiert. Nach Abkiihlung auf RT und Lagerung bei 4°C iiber Nacht (> 16 h)
erfolgte die Trennung des a-Chaconin-Cholesterol-Komplexes von ungebundenem
Cholesterol durch 30 min zentrifugieren bei 13 000 Upm und 4 °C. Nach Abdenkantieren des
Uberstandes wurde das Losungsmittel unter einem leichten Stickstoffstrom entfernt und der
Riickstand gemif3 der Anleitung dem Hémolyse-Assay unterworfen.

Bei Anwendung des Assays auf die Standardsubstanzen a-Solanin und a-Chaconin wurde die
Cholesterol-Konzentration im Uberstand gaschromatographisch vermessen. Hierzu diente das

zur Quantifizierung der GAe verwendete GLC-Verfahren

3.5.5 Gaschromatographie (GLC)

Chemikalien

Ammonium- Sigma Aldrich Schweiz, Buchs, Schweiz
hydroxid (25%):

Chloroform: Sigma Aldrich Schweiz, Buchs, Schweiz
Gelseminhydro- Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
chlorid:

Helium 4.6: Air Liquid Deutschland GmbH, Diisseldorf,

Deutschland
Salzsdure (37%): Merck, Darmstadt, Deutschland
Synthetische Luft: 20,5% O, in N,, Messer, Griesheim, Deutschland
Wasserstoff 3.0: Messer Griesheim GmbH, Krefeld, Deutschland

Gerite
Gaschromatographie (GLC):

Geritetyp: Carlo Erba, Mailand, Italien:
GC 6000 Vega Series 2 Gaschromatograph
Flammenionisationsdetektor (FID)

Séule: Ohio Valley, Marietta, USA:
Kapillarsdule OV-1, 30 m x 0,25 mm 1. D., 0,25 pm Filmdicke
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Triagergas: Helium, lineare Geschwindigkeit 1 ml/min

Injektortemperatur: 270 °C

Detektortemperatur: 270 °C

Splitverhéltnis: 1:25

Temperatur- 150 °C, 2 min isotherm,

programm: linearer Temperaturgradient von 150 auf 300 °C mit 8§°C/min,
10 min isotherm

Datensystem: ChromStar 4.0, Latek Labortechnik GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GLC-MS):

Geritetyp: GLC: HP 5890 Series II, Palo Alto, USA
MS: Finnigan, SSQ 7000, Thermo Finnigan, Waltham, USA
Interface: Electron Impact (EI)
Saule: Ohio Valley, Marietta, USA
Kapillarsdule OV-1, 30 m x 0,25 mm i. D., 0,25 um Filmdicke
Trigergas: Helium, lineare Geschwindigkeit 1 ml/min
Injektortemperatur: 250 °C
Splitverhéltnis: 1:10
Temperatur- 150 °C, 2 min isotherm,
programm: linearer Temperaturgradient von 150 auf 300 °C mit 8§°C/min,
10 min isotherm
Datensystem: Xcalibur 1.4
Reaktionsgefifle: Wheaton-V-Vials, 3 ml, NeoLab Migge Laborberdarf Vertriebs

GmbH, Heidelberg, Deutschland
Enghalsflasche 20 ml, gasdicht, Buddeberg, Mannheim, Deutschland

Herstellung der Losungen
Hydrolyselosung: 1 N HCI in MeOH-A. bidest (1:1, v/v)
Zur Herstellung der Hydrolyselosung wurden zundchst 45 ml A. bidest. mit 55 ml MeOH

vermischt. Diesem Gemisch wurden 10 ml rauchende Salzsdure zugesetzt.

Interner Standard: Gelsemin

Als interner Standard wurde Gelsemin verwendet. Zur Herstellung der Gelsemin-

Stammldsung wurden 5 mg Gelseminhydrochlorid in 10 ml MeOH gelost.

Kalibrierlosung

Zur Quantifizierung des Solanidins in den Extrakten wurden vor jeder Analysenserie fiinfmal
2 pl eines Standardgemischs aus Gelsemin und Solanidin injiziert. Die Herstellung der
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Kalibrierlosung erfolgte durch Vermischen von 50 ul der Gelseminhydrochloridlosung mit

50 pl der Solanidin-Stammldsung.

Durchfithrung

Hydrolyse der GAe zum Aglykon Solanidin
Die Extraktion der GAe erfolgte direkt durch die Hydrolysemischung (vgl. Abschnitt 3.4.2,

Variante C). Nach zentrifugieren (8 min, 4000 Upm) wurden aus diesem Extrakt 8 bis 12 ml
in gasdichte Enghalsflaschen gefiillt, 50 ul der Gelsemin-Stammlosung [0,5 mg/ml] als
interner Standard zugegeben und das Gemisch 16 h bei 80 °C im Trockenschrank
hydrolysiert.

Extraktion des Solanidin

Nach Abkiihlen des Hydrolysegemischs auf RT wurde der pH-Wert mit 500 ul 25% NH4OH
auf pH 10 eingestellt. Das als freie Base vorliegende Solanidin konnte durch zweimaliges
Ausschiitteln mit je 2 ml CHCI; extrahiert werden. Bei Emulsionsbildung wurde zur
Phasentrennung 1 min bei 4000 Upm zentrifugiert. Nach Abnahme der Cholorformphasen
und deren Vereinigung konnte das Losungsmittel unter einem leichten Stickstoffstrom
entfernt und der Riickstand in jeweils 100 ul MeOH aufgenommen werden. Nach Losen des
Riickstandes wurde zum Schutz der GC-Siule nochmals 1 min bei 2000 Upm zentrifugiert.

GLC-Analyse
2 pl des methanolischen Extraktes wurde zur Analyse in das Gerit injiziert.

3.5.6 Automatisierte XLC-MS-Methode

Chemikalien

Acetonitril: HPLC grade, J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Ameisensdure (98%): Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Ammonium- Sigma Aldrich Schweiz, Buchs, Schweiz

hydroxid:

MeOH: HPLC-grade, J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Wasser: Chromanorm HPLC-grade, VWR International, Leuven, Belgien
Geriite

XLC-Geritetyp: Symbiosis Pharma, Spark Holland, Emmen, Niederlande:

Bindres Pumpensystem mit Degasser
Automatisches Kartuschenaustauschmodul
Hochdruck-Probengeber

Autosampler mit Wellplatten-Halter
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Massenspektrometer: API 3000TM, MDS Sciex, Concord, Kanada

Aufreinigungs-

kartusche:

Stationdre Phase:

Mobile Phase:

Gradientenprogramm:
Flussrate:
Splitverhéltnis:

Datensystem:

Interface: Turbo-lonenspray

HySpere C-18HD (10 mm x 1 mm i. D., 20 mg)

Konditionierung:

Injektionsvolumen:

Waschlosung:

Flussrate:

Waters, Manchester, Grof3britannien,

I ml ACN

1 ml 5% ACN in 1% NH4OH

50 pul

2 ml 20 % ACN in 1% NH4OH

2 ml/min

Sdule: Xterra MS C-18 ( 50 mm x 2 mm i. D.), Korndurchmesser 3 um

Eluent A: 0,1% Ameisensadure

Eluent B: 0,1% Ameisensdure in MeOH

binédrer Gradient, Gradientenprogramm siche Tabelle 3.10

0,5 ml/min

1:1

Analyst 1.4.1, MDS Sciex, Concord, Kanada

Tab. 3.10 Gradientenprogramm zur Aufreinigung und Trennung der GAe durch XLC-MS auf
Xterra MS C-18.
Eluent A: 0,1% Ameisensaure, Eluent B: 0,1% Ameisensaure in MeOH

Zeit Eluent A Eluent B Flussrate Elutions-
[min] [%0] [%0] [mI/min] profil
0,0 90 10 1,0 Isokratisch
0,1 90 10 1,0 Gradient
2,1 10 90 1,0 Gradient
2,5 10 90 1,0 Isokratisch
3,0 90 10 1,0 Gradient
5,0 90 10 1,0 Isokratisch

Die massenspektrometrische Detektion positiv geladener GAe erfolgte durch Multiple

Reaction Monitoring (MRM) (Q1: m/z 852,4 fiir a-Chaconin bzw. m/z 868,4 fiir a-Solanin,

Q3: m/z 98,2), wobei das Massenspektrometer auf folgende Parameter eingestellt wurde:

Verneblungsgasdruck:

Curtaingasdruck:

Kollisionsgasdruck:

Ionenspray-Spannung;:

Quellentemperatur:

15 /h
10 Vh
9 h
55kV
400 °C
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Herstellung der Losungen
Extraktionsmittel Variante A: 1% Essigsiure

Zu 10 ml 99,8%iger Essigsdure wurden 990 ml A. bidest. zugesetzt.

Extraktionsmittel: 1% Essigsiure
Zu 10 ml 99,8%iger Essigsdure wurden 990 ml A. bidest. zugesetzt.

Konditionierungslosung: 5% ACN in 1% NH4OH

49,5 ml Acetonitril wurden mit 940,5 ml A. bidest versetzt. Zu dieser Losung wurden 10 ml
NH4OH gegeben.

Waschlosung: 20 % ACN in 1% NH,OH

198 ml Acetonitril wurden mit 792 ml A. bidest versetzt. Zu dieser Losung wurden 10 ml
NH4OH gegeben.

Eluent A: 0,1% Ameisensaure
1 I Wasser (HPLC-Qualitdt) wurde mit 1 ml Ameisensédure versetzt.

Eluent B: 0,1% Ameisensiure in MeOH

1 I MeOH (HPLC-Qualitit) wurde mit 1 ml Ameisensdure versetzt.

Durchfithrung

50 pl des essigsauren Extraktes wurden direkt in das XLC-System injiziert, iiber SPE-
Kartuschen aufgereinigt, direkt iiber on-line Kopplung fliissigchromatographisch getrennt und

massenspektrometrisch detektiert.

3.5.7 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die DC diente ausschlieBlich der qualitativen Analyse von GA-Abbauprodukten wihrend der
Methodenentwicklung, bei der Isolierung von GAen aus Pflanzenmaterial und bei der
Uberwachung von Reaktionen, z.B. dem Hydrolyseverlauf. Sie wurde nicht zur

Quantifizierung verwendet.

Chemikalien

Ammonium- Sigma Aldrich Schweiz, Buchs, Schweiz
hydroxid (25%):

Dichlormethan p. a.: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Elementares Jod: Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Gerite

Stationare Phase: DC-Alufolien Kieselgel 60 Fas4, 20 cm x 20 cm, Merck,
Darmstadt, Deutschland

Mobile Phase: MeOH-Dichlormethan-25% NH4OH (70:30:1, v/v/v)

66



1l MATERIAL UND METHODEN

Herstellung der Losungen

Mobile Phase: MeOH-Dichlormethan-25% NH4OH (70:30:1, v/v/v)
Zur Herstellung der mobilen Phase wurden 70 ml MeOH mit 30 ml Dichlormethan vermischt,

anschlieBend wurde zur Alkalisierung 1 ml 25% NH4OH zugesetzt.

Durchfithrung

Die DC-Kammer wurde mit 100 ml der mobilen Phase gefiillt, wobei die Kammersittigung
durch das Einbringen von Filterpapierstreifen unterstiitzt wurde. Nach 30 min konnte die mit
den Proben bestiickte DC-Platte eingestellt und innerhalb einer Stunde entwickelt werden, so
dass die Laufstrecke ca. % der Platte betrug. Die Detektion der Alkaloide erfolgte im
Joddampf. Nach ca. 2 min waren die Alkaloide als braune Spots sichtbar. Alternativ kann
auch Dragendorff-Reagenz (reagiert mit quartdrem Stickstoff) oder Clarkes Reagenz (reagiert

mit Steroidgertist) verwendet werden.

3.6 Untersuchung des GA-Gehaltes in Kartoffeln
und Solanum-Wildarten

Das Probenmaterial der in Abschnitt 3.1.1 bis 3.1.3 beschriebenen Kartoffelsorten sowie die
in  Abschnitt 3.1.4 dargestellten Solanum-Wildarten wurden nach trocknen und
homogenisieren geméfl den unter 3.4.2 und 3.4.3 beschriebenen Verfahren extrahiert und
aufgereinigt. Als Analysenmethode kam die HPLC zum Einsatz, da das individuelle
Verhidltnis der GAe a-Solanin und a-Chaconin interessierte. Bei traditionellen
Kartoffelsorten und den Wildarten wurden zur Ermittlung des GA-Musters zusétzlich LC-
ESI-MS-Analysen durchgefiihrt.

3.7 Weiterfuhrende Untersuchungen zur Alkaloid-
Verteilung in Kartoffelgewebe

Als Untersuchungsmaterial der in diesem Abschnitt beschriebenen Analysen dienten aufgrund
threr hohen Stoffwechselaktivitit Friihkartoffeln. Die Proben wurden ebenfalls den unter
Punkt 3.4.2 und 3.4.3 beschriebenen Verfahren der Extraktion und Aufreinigung unterzogen
und mittels HPLC und bei Bedarf LC-ESI-MS analysiert.
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3.7.1 GA-Akkumulation nach Licht- und Dunkellagerung

Jeweils drei gleich groBBe Knollen der Sorten Berber-2, Ditta-1, Nicola-4 und Valor-1 wurden
in Petrischalen eine Woche lang bei RT unter Tageslicht oder abgedeckt im Dunkeln gelagert.
AnschlieBend wurden die Knollen geteilt. Eine Hilfte wurde als Gesamtknolle analysiert, die

zweite Halfte als Schale und Fleisch getrennt untersucht.

3.7.2 GA-Gehalt ergriinter Kartoffelknollen

Als Untersuchungsmaterial dienten die Friihkartoffelsorten Nicola-2 und Sieglinde-1, die
bereits beim Kauf eine partielle Griinfarbung einzelner Knollen aufwiesen. Die griin gefarbte
Schale sowie das bis zu 1 cm darunter liegende Fleisch wurden entfernt und jeweils getrennt

voneinander analysiert. Als Vergleich diente ungefarbtes Gewebe derselben Knolle.

3.7.3 GA-Gehalt in ,,Kartoffelaugen*

Die Ursprungsgebiete der Seitensprosse, die ,,Kartoffelaugen®, von jeweils drei Knollen der
Sorten Berber-2 und Nicola-7 wurden im Radius 3 mm um den Mittelpunkt entfernt und auf

thren GA-Gehalt hin untersucht. Die restliche ,,augenlose* Schale diente als Vergleichsprobe.

3.7.4 GA-Verteilung in Kartoffelfleisch

Die Untersuchung der Alkaloid-Verteilung innerhalb des Fleisches erfolgte an Berber-2, da
diese Sorte unter den analysierten Frithkartoffeln den hochsten Gesamt-GA-Gehalt aufwies.
Vier Kartoffelknollen wurden zundchst von ihrer Schale befreit, wobei darauf geachtet
wurden, dass die braune Korkschicht vollstindig entfernt wurde. AnschlieBend wurde das
darunter liegende Fleisch mit einem Kartoffelschiler in die Kategorien: duBeres Fleisch
(4 mm), mittleres Fleisch (4 mm) und restliches inneres Fleisch unterteilt und getrennt

voneinander analysiert.

3.7.5 GA-Aufnahme durch Marienkaferlarven
(Coccinellidae)

Die im Freilandanbau kultivierten traditionellen Kartoffelsorten wurden von Blattldusen
befallen. Dies hatte die Ansiedlung der Marienkéferlarven als natiirliche FraB3feinde zur Folge.

Diese wurden auf das Vorkommen von GAen hin untersucht wurden.
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Chemikalien
Isooktan (Rotsolv®)  Carl Roth GmbH, Karlruhe, Deutschland

Durchfiihrung

5-6 auf Kartoffelkraut lebende Marienkéferlarven wurden mit 3 ml 1%iger Essigsédure
homogenisiert. Nach zentrifugieren (5 min, 13000 Upm) und dekantieren des Uberstandes
wurde gleiche Prozedur wiederholt und die Uberstiinde vereinigt. Die Entfettung der Losung
erfolgte durch Ausschiitteln mit 2 ml Isooktan. Nach zentrifugieren (1 min, 2000 Upm) wurde
die wissrige Losung zwischen Pellet und der Isooktanphase tiber das bekannte SPE-Protokoll
(Abschnitt 3.4.3) aufgereinigt. Als Kontrolle dienten 5-6 nicht auf Kartoffelkraut
vorkommende Marienkéferlarven, die dem gleichen Verfahren unterzogen wurden. Die

aufgereinigten Extrakte wurden mit LC-ESI-MS untersucht.

3.8 Untersuchung des GA-Gehaltes in
Verarbeitungserzeugnissen

3.8.1 Veranderung des GA-Gehaltes in Salz- und Pellkartoffeln

Als Untersuchungsmaterial dienten Knollen der Sorte Primura. Um die interindividuelle
Variation des GA-Gehaltes auszuschlieBen wurden drei Knollen gleicher Gréf3e zunéchst in
jeweils vier Teile zerlegt. Ein Viertel wurde als Referenz direkt gefriergetrocknet und die
Alkaloid-Konzentration in Fleisch und Schale analysiert. Der zweite Teil wurde geschélt und
als Salzkartoffel in 100 ml Salzwasser (+ 800 mg NaCl) 15 min gekocht. Nach abkiihlen und
zerkleinern wurden die Proben eingefroren und gefriergetrocknet. Der dritte und vierte Anteil
der Kartoffelknolle wurde als Pellkartoffel einmal in 100 ml Salzwasser (+ 800 mg NaCl), das
zweite Mal in 100 ml 1% Essigsdure 15 min lang gegart. Die Pellkartoffelproben wurden
sofort geschilt und Schale und Fleisch getrennt gefriergetrocknet und analysiert.

Nach Homogenisieren der Proben kamen die unter Abschnitt 3.4.2 und 3.4.3 beschriebenen
Extraktions- und Aufreinigungsverfahren zur Anwendung. Die Bestimmung der Alkaloid-
Konzentration erfolgte per HPLC. Zusitzlich wurde jedes Kochwasser ebenfalls tiber SPE
aufgereinigt und per HPLC und LC-ESI-MS analysiert.

3.8.2 GA-Gehalt in Verarbeitungserzeugnissen

Als Untersuchungsmaterial dienten die in Abschnitt 3.1.5, Tabelle 3.6 beschriebenen

Verarbeitungserzeugnisse. Neben der HPLC-Analyse wurden zusitzlich die unter Punkt 3.5.2
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bis 3.5.6 genannte Quantifizierungsverfahren angewendet und miteinander verglichen. Fiir
das HPLC- und LC-ESI-MS-Verfahren sowie den kolorimetrischen Test und den Hamolyse-
Assay erfolgte die Bearbeitung des getrockneten und homogenisierten Probenmaterials nach
den unter 3.4.2 Variante B und 3.4.3 beschriebenen Verfahren der Extraktion und
Aufreinigung. Zur XLC-MS-Analyse diente der unbearbeitete 1%ige Essigsdureextrakt. Fiir
die gaschromatographische Analyse wurde die in Abschnitt 3.4.2 beschriebenen Variante C
zur Extraktion verwendet. Die sich anschlieBende weitere Bearbeitung ist Punkt 3.5.5 zu

entnehmen.

3.9 Isolierung der GAe aus Pflanzenmaterial

Chemikalien
Ethanol absolut (p. a.): Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ethylacetat: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Herstellung der Losungen
Extraktionsmittel: 1% Essigsiure

Zu 10 ml 99,8%iger Essigsdure wurden 990 ml A. bidest. zugesetzt.

Waschlosung: 2% NH,OH
20 ml 25% NH4OH wurden mit 230 ml A. bidest. verdinnt.

Extraktionslosung 1: EtOAc-99% EtOH-5% NH4OH (80:16:4, v/v/v)
Zundchst wurden 10 ml 25% NH4OH mit 40 ml A. bidest. gemischt und anschlieend zu 8 ml
dieser Losung 160 ml Ethylacetat und 32 ml absolutes EtOH zugesetzt.

Extraktionslosung 2: 95% EtOH:
190 ml 99% EtOH wurden mit 8 ml A. bidest. vermengt.

Kristallisationslosung: 80% EtOH:
Zu 160 ml absolutem EtOH wurden 38 ml A. bidest. gegeben.

Durchfiihrung

Die Isolation der Alkaloide erfolgte durch Ausfdllung nach den Angaben bei Friedman et al.
(1993) mit geringen Modifikationen. Hierzu wurde trockenes, gepulvertes Sprossmaterial 5 h
mit 1% Essigsdure auf dem Magnetriihrer extrahiert, so dass pro 10 g TG 300 ml Extraktions-
mittel zur Verfligung stand. Nach Abfiltrieren der festen Bestandteile erfolgte eine Re-
Extraktion des Filterkuchens in gleicher Weise. Nach Vereinigung der Filtrate wurde dieses
mit konzentriertem NH4OH auf pH 10 eingestellt, auf der Heizplatte 30 min bei 70°C erhitzt
und zur Ausfillung der Alkaloide 12 h bei 4 °C gelagert. Nach Abzentrifugieren (15 min,
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4000 Upm) der ausgefillten GAe wurde der Uberstand verworfen. Das erhaltene Pellet wurde
solange mit kalter 2%iger NH,OH-Lsung gewaschen, bis der Uberstand fast farblos war.

Die Extraktion des a-Chaconins erfolgte drei mal mit je 50 ml einer Mischung aus EtOAc-
99% EtOH-5% NH4OH (80:16:4, v/v/v). Nach Abzentrifugieren wurde der Uberstand
vereinigt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der restliche Filterkuchen wurde
anschlieBend mit 95% EtOH erneut dreimal extrahiert und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der jeweils verbliebene Riickstand wurde in 80% EtOH
aufgenommen und die Alkaloide auskristallisiert. Nach Abzentrifugieren konnte a-Chaconin

in einer Reinheit von ca. 80%, a-Solanin von etwa 85% erhalten werden.
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KAPITEL IV

METHODENENTWICKLUNG

4.1 GA-Extraktion

Zur Extraktion der GAe aus dem Probenmaterial wurde grundsétzlich homogenisiertes,
gefriergetrocknetes Gewebe verwendet. Bereits Dao & Friedman (1996) stellten in trockenem
Material eine geringere Variation der Alkaloidkonzentrationen fest. Zugleich wird die
Vergleichbarkeit der Gehalte zwischen den Pflanzen, zwischen verschiedenen Geweben einer
Pflanze, als auch innerhalb des gleichen Gewebes der selben Pflanze verbessert. Der
Trockenmassegehalt in den Knollen liegt zwar durchschnittlich bei 20% (Edwards & Cobb
1996), dennoch kann er stark abweichen, so zeigte z. B. die Sorte Sieglinde-2 eine Variation
von 7,1 bis 20% im Trockenmassegehalt.
Weitere Vorteile der Verwendung gefriergetrockneter Proben sind nach Dao & Friedman
(1996) und Friedman (2006):

- die Unterdriickung enzymkatalysierter oder verletzungsinduzierter Verdnderungen des

GA-Gehaltes

- die Lagerung des Probenmaterials

- die Untersuchung weiterer Inhaltsstoffe wie Proteine, Polyphenole u. a.

- die Verwendung des selben Pflanzenmaterials fiir GA-Gehaltsanalysen als auch fiir

Fiitterungsversuche.

Wie in der Einleitung bereits angedeutet, gestaltet sich die quantitative Extraktion der
Kartoffelalkaloide durch ihren chemischen Aufbau schwierig. Die hydrophilen
Zuckermolekiile verbunden mit dem hydrophoben Aglykon fithren zu einem Molekiil, fiir das
sich kein Losungsmittel wirklich gut eignet. Der im Indolizidin-System gebundene Stickstoff
mit seinem freien Elektronenpaar bietet jedoch die Moglichkeit, durch Aufnahme eines
Protons, das Alkaloid-Salz zu bilden. Als ionisches und damit polares Molekiil besitzt diese
Verbindung eine wesentlich bessere Loslichkeit in wéssriger Losung. Zum Vergleich wurde
zundchst die Fahigkeit der Losungsmittel A. bidest., 1% Essigsdure, 5% Essigsdure, 1%
essigsaures MeOH und reines MeOH zur Extraktion der GAe in Fleisch- und Schalengewebe
gegeniibergestellt. Die Ergebnisse sind Tabelle 4.1 zu entnehmen. Als Analysenmethode

diente zur Entwicklung der Extraktions- und Aufreinigungsverfahren die HPLC.
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Tab. 4.1 Vergleich der Extraktionsausbeute [ug/g] verschiedener Ldsungsmittel in Fleisch- und
Schalengewebe.

Probe Lésungsmittel a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA

1% Essigsaure 14,23+ 0,57 3505+ 1,24 4928+ 1,79

Fleisch 5% Essigsaure 13,63+ 2,91 33,93+ 5,07 4756+ 7,98
MeOH 1426 + 2,42 23,09+ 3,34 37,29+ 5,12
A. dest. n. q.1 n. q.’ n. q.’

1% Essigsdure | 611,47+ 16,94 | 1164,34+ 93,25| 1775,81+110,19

Schale | 5% Essigsadure | 612,73+ 1,72 1308,81+ 69,12| 191553+ 69,83

1% Essigsaure
in MeOH

MeOH 539,22+ 47,48| 1233,33 +110,44| 1774,55 + 157,92

619,43 £ 123,33 | 1102,38 +210,84 | 1721,80 + 334,16

" nicht quantifizierbar

Wihrend A. bidest. praktisch keine GAe herauslosen konnte, zeigten 1% essigsaures MeOH
sowie reines MeOH ebenfalls geringere Ausbeuten, als die essigsauren wassrigen
Auszugsmittel. Nachteilig wirkt sich dariiber hinaus der fiir methanolische Extraktionsmittel
zusdtzliche Aufarbeitungsschritt aus, weil eine quantitative Adsorption der Alkaloide an die
RP-Matrix der nachfolgenden SPE-Aufreinigung nur aus wissrigen Losungen erfolgt. Die
Ergebnisse zwischen 1% und 5%iger Essigsdure unterschieden sich insgesamt nicht deutlich.
Zwar konnte in Schalengewebe mit 5% Essigsdure eine hohere Ausbeute erzielt werden, was
jedoch auf deren schwierige Homogenisierbarkeit und damit verbunden héhere Variation des
GA-Gehaltes zuriickzufiihren ist. In leicht homogenisierbarem Kartoffelfleisch ergaben sich
identische Konzentrationen. Um die Gefahr einer Hydrolyse der GAe zum Aglykon bei
hoherer Saurekonzentration zu verringern, wurde 1% Essigsdure bevorzugt.

Um die Extraktionsfihigkeit der 1%igen Essigsdure zu bewerten, wurde deren Ausbeute
zusdtzlich mit einer sechszehnstiindigen Extraktion nach Soxhlet unter Verwendung von
MeOH verglichen. Wie aus Tabelle 4.2 hervorgeht, lagen die Unterschiede beider
Extraktionsweisen sowohl fiir Fleisch wie auch in hoherkonzentriertem Schalengewebe
innerhalb der jeweiligen Standardabweichungen und zeigten somit keinen signifikanten
Unterschied. Ein Nachteil der Soxhlet-Extraktion ist zudem die lange Dauer sowie der

zusitzliche Arbeitsschritt zur Entfernung des organischen Losungsmittels.
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Tab. 4.2 Vergleich der Extraktionsaubeute [ug/g] der Soxhlet- und Essigsaure-Extraktion in
Fleisch- und Schalengewebe.

Probe E\):;ﬁ::li?enns' a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA

Fleisch Soxhlet 3416+ 5,35 46,45+ 4,30 81,98+ 8,05
1% Essigsaure 2391+ 5,13 40,93+ 5,59 64,84 + 10,62

Schale Soxhlet 449,84 + 144,27 | 1074,04 £ 320,84 | 1523,87 + 465,11
1% Essigsaure 466,54 + 138,81 820,81 £ 143,48| 1287,36 + 282,29

Abgesehen vom Extraktionsmittel ist das eingesetzte Losungsmittelvolumen, die Anzahl der
Extraktionsschritte sowie die Extraktionszeit von Bedeutung. Die besten Ergebnisse konnte
durch eine zweifache Extraktion erhalten werden, wobei fiir Fleisch und Gesamtknolle pro
Gramm TG 5 ml Losungsmittel, fiir Schalengewebe 40 ml nétig waren. Als Extraktionszeit
erwiesen sich 12 h fiir den ersten und 30 min fiir den zweiten Extraktionsschritt als
ausreichend. Die lange Dauer der ersten Extraktion war zur vollstindigen Benetzung des
trockenen Probenmaterials notig, zur Vereinfachung kann sie tiiber Nacht erfolgen.
Unterstiitzend wurde jeweils kurz mit Ultraschall behandelt.

Eine Verbesserung des Extraktionsvorgangs durch 30 min Erwdrmung auf 70 °C konnte nicht
erreicht werden, da es zum teilweisen Abbau der Glykoside durch hydrolytische Zucker-

abspaltungen kam.

4.2 GA-Aufreinigung mittels Festphasenextraktion

Die geringe Alkaloidkonzentration im Extrakt machte eine Aufkonzentrierung notwendig.
Zusétzlich enthielt die essigsaure Losung neben den GAen noch eine Reihe weiterer
Matrixbestandteile, die in den sich anschlieBenden Quantifizierungsverfahren zu falschen
Ergebnissen fiihren konnen und daher entfernt werden miissen. Zur Entfernung dieser
Matrixbestandteile und zur Anreicherung der GAe bietet sich die SPE durch ihre hohe
Effizienz und einfache Handhabung an. Zur Aufstellung eines geeigneten
Aufreinigungsprotokolls muss zundchst ein passendes Sorbens gefunden werden.

Anschliefend kann die Suche nach geeigneten Wasch- und Elutionsmitteln erfolgen.

4.2.1 SPE-Sorbens

Ein geeignetes Phasensystem ist so auszuwéhlen, dass eine hohe Affinitdt zum Analyten und
eine geringe gegeniiber Matrix bzw. Storsubstanzen besteht. Die zu isolierende Substanz

sollte dabei einen Kapazitétsfaktor von iiber 100 zeigen (Unger 1989). Andererseits darf die
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Retention des Analyten nicht zu hoch sein, da er sich quantitativ wieder eluieren lassen muss.
Durch den eher unpolaren Charakter der GAe eignen sich zu ihrer Aufreinigung RP-18-
Materialien, wobei sich die Sorbentien verschiedener Hersteller unterscheiden konnen.
Folgende Kartuschen wurden in ihrem Retentions- und Elutionsverhalten gegeniiber GAen

verglichen:

- Supelco Supelclean” LC-18 (3 ml, 500 mg Sorbens)
- Supelco Supelclean” ENVI' -18 (1 ml, 100 mg)
- IST Isolute” C-18ec (10 ml, 100 mg)

Durchfuhrung

Die Versuche zur Aufstellung eines geeigneten Aufreinigungsprotokolls wurden mit einem
Standardgemisch aus a-Solanin und o-Chaconin [je 250 ng/pl] in 1% Essigsdure
durchgefiihrt. Bei keinem der Materialien konnte mit einem Volumen von 200 pl bei dieser
Konzentration ein Durchbruch festgestellt werden. Die sich anschlieBende Elution der
Alkaloide mit reinem MeOH zeigte zwischen den Sorbentien erste Unterschiede in der
Wiederfindungsrate (WFR). Als ungeeignet erwies sich die Supelclean” LC-18-Kartusche.
Fir beide GAe konnte eine WFR von maximal 73% erzielt werden. Isolute” C-18ec
offenbarte mit 102 bzw. 106% zunéchst eine gute Wiederfindung, zeigte im weiteren Verlauf
jedoch bei der Verwendung aufgestockter Proben einen starken Matrixeinfluss. Die WFR
schwankte zwischen 41 und 239% fiir a-Chaconin und 32 und 174% fiir a-Solanin. Das beste
Ergebnis lieferte die 100 mg Supelclean ENVI' -18-Kartusche von Supelco. Sowohl bei
Verwendung der Standardldsungen, als auch mit aufgestockten Proben lagen die
Wiederfindungsraten nahe 100% (a-Chaconin 110 + 18,1% bzw. a-Solanin 105 + 6,1%). Der
Versuch, mit groBerer Sorbensmenge (500 mg) zu arbeiten, resultierte in einem nicht
unbedeutenden Verlust der Analyten. Wie Edwards & Cobb (1996) bereits feststellten konnte

eine irreversible Adsorption der GAe an das Material Schuld sein.

4.2.2 Aufreinigungsprotokoll

Nachdem das Sorbens festgelegt war, konnte ein geeignetes Aufreinigungsprotokoll zur
Entfernung der Matrixbestandteile und anschlieBenden Elution der GAe von der Kartusche
erarbeitet werden.

Erster Schritt jeder SPE-Methode ist die Konditionierung des Sorptionsmaterials, meist wird
Methanol zur Benetzung verwendet. Um eine optimale Umgebung zur Adsorption der

Analyen zu schaffen, wird anschlieBend mit einem wéssrigen Medium, héufig dem
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Extraktionsmittel, nachgespiilt. Nach der Vorbereitung des Sorbens mit MeOH, gefolgt von
1% Essigsdure, wurden wiederum 200 pl des GA-Standardgemischs [je 250 ng/pl]
aufgebracht. Das folgende Spiilen der Kartusche mit Gemischen aus A. bidest. und MeOH mit
steigender Elutionskraft zeigte das erste GA-Vorkommen im Eluat bei MeOH-A. bidest.
(70:30, v/v). Der hochste Gehalt wurde in MeOH-A. bidest. (90:10, v/v) aufgefunden. Als
Waschmedium diente fortan eine MeOH-A. bidest.-Mischung im Verhéltnis 60:40 (v/v), als
Elutionslosung wurde MeOH-A. bidest. (90:10, v/v) festgelegt. Im weiteren Verlauf konnte
eine verbesserte Adsorption der GAe an das Sorbens bei Verwendung von 0,05 M NaHCOs-
Puffer (pH 8,4) anstatt A. bidest. festgestellt werden. Durch den leicht alkalischen pH-Wert
wird die Umwandlung des Alkaloid-Salzes in die unpolarere Basenform begiinstigt, wodurch
die Adsorption an die RP-Matrix noch erhoht werden kann. Im Elutionsmedium wurde A.
bidest. durch 1% Essigsdure ersetzt, da bei erniedrigtem pH-Wert der Alkaloid-Stickstoff
wieder protoniert vorliegt, was wiederum die Ablosung der GAe vom Kartuschenmaterial
erleichtert. Um Puffersalze vor der Elution zu entfernen, wurde vor der Ablosung zusétzlich
mit A. bidest. durchgespiilt.

Nach Elution der GAe von der Kartusche in 2 ml Eppendorfgefde erfolgte die Entfernung
des Losungsmittels in einer Vakuumzentrifuge. Nach dem Trocknen konnte der
alkaloidhaltige Riickstand je nach dem verwendeten Quantifizierungsverfahren
weiterbehandelt werden.

Zusammenfassend ergab sich fiir Extraktion und Aufreinigung das in Abbildung 4.1
dargestellte Flussdiagramm. Die SPE-Kartuschen konnten bis zu zehn mal wiederverwendet

werden, bevor es zu Leistungseinbullen kam.
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Extraktion

gefriergetrocknetes, homogenisiertes Probenmaterial

Y

2 x 20 ml Extraktionsmittel
a.) Pflanzenmaterial: 1% Essigsaure
b.) Verarbeitungsprodukte: 1% Essigsaure-MeOH (70:30, v/v)

1 min Ultraschall
1. Extraktion 12 h, 2. Extraktion 30 min

Y

Zentrifugieren (8 min 4000 Upm)
Ubersténde vereinigen

Aufreinigung und

Konzentrierung

Quantifizierung

Abb. 4.1

Y

Uberstand (iber Supelclean™ ENVI “-18 aufreinigen:

Benetzung: 2 ml MeOH
Konditionierung: 2 ml 1% Essigsaure

¥

Probenaufgabe: Aliquot aus Uberstand

Y

Waschschritt  1: 2 ml 0,05 M NaHCO,-Puffer (pH 8,4)
2: 2 ml MeOH-0,05 M NaHCOgs-Puffer (60:40, v/v)
3: 1 ml A. bidest.

¥

Elution: 2 ml MeOH-1% Essigsaure (90:10, v/v)

\

\

Entfernung des Losungsmittels durch Vakuumzentrifugation

Y

HPLC
LC-ESI-MS
Kolorimetrischer Assay
Hamolyse-Assay

Flussdiagramm des Standard-GA-Aufarbeitungsverfahrens.
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4.2.3 Wiederfindungsrate des gesamten Aufarbeitungsprozesses

Die korrekte Arbeitsweise des aufgestellten Extraktions- und Aufreinigungsverfahrens wurde
tiber die WFR mit Hilfe aufgestockter Testansétze kontrolliert. Als Matrix diente wie zuvor
Fleisch- und Schalengewebe. Fiir beide Gewebe konnten akzeptable WFR ermittelt werden,
wie Tabelle 4.3 verdeutlicht. Die fiir Schalenmaterial abweichende WFR fiir a-Solanin ist

vermutlich wieder auf dessen schlechtere Homogenisierbarkeit zuriickzufiihren.

Tab.4.3  WFR fiir a-Solanin und a-Chaconin mit Supelclean” ENVI" -18-Kartuschen.

GA-Zusatz Wiederfindung? [%]
[na/g TGI* a-Solanin a-Chaconin
Schale 100 128 102
200 144 106
Frucht- 2 113 89
fleisch 5 93 96
97 105
10 92 93
20 103 103
40 105 119

" GA-Zusatz zu Schalen- oder Fleischgewebe
2 Mittelwert einer Doppelbestimmung fur jedes Gehaltsniveau und jede Komponente

4.3 Hochauflosende Flussigkeitschromatographie
(HPLC)

Die HPLC war schon immer Mittel der Wahl zur Detektion der Einzelalkaloide in
Kartoffelextrakten. Sie wurde daher als Referenzmethode ausgewihlt, auf die die spéter
entwickelten Quantifizierungsverfahren zu beziehen waren. Wichtige festzulegende
Parameter sind das Sdulenmaterial, die Zusammensetzung der mobilen Phase sowie deren

Flussrate.

4.3.1 Stationare Phase

Als Séulenmaterial eignen sich Sorbentien mit unpolarer Charakteristik. Eine gewisse
Restpolaritdt ist fiir die Trennung von a-Solanin und a-Chaconin allerdings nétig, da sich
beide nur in ihrer polaren Zuckerkomponente unterscheiden (vgl. Kapitel I, Abschnitt 1.2.1).

Die bislang bevorzugten Sorbentien waren C-18, C-8 und Aminophasen (Edwards & Cobb
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1996, Kuronen et al. 1999, Shakya & Navarre 2006, Sotelo & Serrano 2000) oder die speziell
fiir die Auftrennung von Zuckern geeigneten Kohlenhydrat-Phasen (Bushway et al. 1979,
1980).

In dieser Arbeit standen folgende Saulenmaterialien zur Trennung der GAe zur Verfligung:

- Merck LiChrospher” 100 RP-18 (250 mm x 4 mm i. D., Korndurchmesser 5 pm)
- Merck LiChrospher® 100 RP-18ec (250 mm x 4 mm i. D., Korndurchmesser 5 pm)
- Merck LiChrospher® 100 NH, (250 mm x 4 mm i. D., Korndurchmesser 5 pum)

Als geeignete stationdre Phase erwies sich die RP-18-Sdule ohne Nachsilanierung. Hierbei
handelt es sich um mit Octadodecyldimethylmonochlorsilan modifiziertes Kieselgel. Da der
Platzbedarf eines Silans etwa doppelt so grol wie der einer Hydroxylgruppe ist, ist nur die
Halfte der Hydroxylgruppen des Kieselgels umgesetzt. Die Verbleibenden sind den zu
trennenden Substanzen mehr oder weniger zugidnglich. Neben hydrophoben zeigen diese
Sorbentien somit gleichzeitig hydrophile Eigenschaften (Unger 1989), die zur Trennung der
GAe ausgenutzt werden kdnnen. Das Material erwies sich als unpolar genug zur Retardierung
der GAe und konnte durch seine Restpolaritit dennoch zu deren Trennung beitragen. Absolut
ungeeignet erwies sich die nachsilanierte Saule. Thre Oberfliche war zu unpolar, so dass es zu
keiner Retardierung der GAe kam. Diese Art von Sdulenmaterial eignet sich nur zur Trennung
unpolarer Aglyka, wie Kuronen et al. (1999) bereits feststellten. Bedingt geeignet war das
Aminopropyl-Material. Dieses Sorbens stellt bereits den Ubergang zu den Ionenaustauschern
dar, da die NH,-Gruppen in saurer Losung protoniert vorliegen. Im Ubersichtsgradienten
zeigte sich ein starkes Tailing der Peaks, was auf eine ungleichméfige Elution der GAe
deutete. Da das Material gegeniiber modifizierten Kieselgelen zudem eine geringere Stabilitét
aufweist (Friedman & Dao 1992, Hellends 1986, Kuronen et al. 1999), wurde die RP-18-

Sdule bevorzugt.

4.3.2 Mobile Phase

Als zweiter Parameter ist die Auswahl eines geeigneten FlieBmittelsystems notwendig. Dabei
spielen nicht nur die verwendeten LoOsungsmittel eine Rolle, sondern auch deren
Mischungsverhéltnis und der pH-Wert. Umkehrphasen werden meist mit stark wasserhaltigen
FlieBmitteln kombiniert, da Wasser in der eluotropen Reihe der Umkehrphasen durch seine
geringe Elutionskraft am Anfang steht (Unger 1989). Zunichst wurden Ubersichtsgradienten
mit Wasser und Acetonitril (ACN) bei neutralem pH und pH 2,5 (eingestellt mit 85% H3;PO,)

verglichen. Als Testgemisch diente eine a-Solanin-a-Chaconin-Standardmischung
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[je 100 ng/ul], die Flussrate betrug 1 ml/min. Wéhrend bei neutralem pH-Wert keine Peaks
detektiert werden konnten, zeigte das phosphorsaure System ein deutliches Signal.
Vermutlich war die Elutionskraft des neutralen FlieBmittelsystems nicht ausreichend, um die
GAe vom Sidulenmaterial zu l6sen. Bereits Friedman & Levin (1992) berichteten, dass
freiliegende Silanolgruppen der RP-Phasen zu einem zweiten Retentionsmechanismus in
Form eines Kationenaustauschs fiihren, was gerade bei basischen Substanzen zu starkem
Tailing und verlidngerten Elutionszeiten fiihrt. Kuronen et al. (1999) stellten fest, dass mobile
Phasen mit niedrigem pH-Wert zur Trennung basischer Substanzen vorzuziehen sind, weil die
basische funktionelle Gruppe der GAe wie auch die freien, sauren Silanolgruppen des
Kieselgels vollstindig protoniert vorliegen, was die ionischen Interaktionen zwischen ihnen
verringert und so zu reproduzierbareren Ergebnissen fiihrt.

Als néchstes musste die Zusammensetzung der FlieBmittel so variiert werden, dass es zur
Auftrennung des Alkaloid-Peaks kommt. Aus dem Ubersichtsgradienten konnte das
Mischungsverhiltnis der mobilen Phase zur Elution der GAe abgeschitzt werden, es lag bei
ACN-Wasser (pH 2,5) im Verhiltnis 60:40 (v/v). Der Versuch das GA-Standardgemisch mit
dieser Mischung durch isokratische Arbeitsweise aufzutrennen, misslang. Eine Antrennung
konnte mit einem leicht ansteigenden Gradienten von 10 auf 60% ACN erreicht werden. Nach
weiteren Testldufen mit variierenden FlieBmittelzusammensetzungen wurde deutlich, dass die
Trennung der GAe vor allem im ersten Teil des Gradienten von 10 auf 30% ACN erfolgt.
Darauf basierend wurde schlieBlich das in dieser Arbeit verwendete Elutionsprofil ermittelt
(vgl. Kapitel I1I, Abschnitt 3.5.1, Tab. 3.7):

Nach langsamem Anstieg der ACN-Konzentration von 10 auf 30% innerhalb von 10 min, in
der die Trennung der GAe stattfindet, wurde innerhalb einer Minute auf das Elutionsgemisch
ACN-Wasser (pH 2,5) (60:40, v/v) erhoht, mit dem die GAe in weiteren 10 min eluiert
wurden. Die isokratische Arbeitsweise im zweiten Teil der Methode wurde bevorzugt, da es
bei der verwendeten, niedrigen Detektionswellenldnge zu keinem Grundlinienanstieg kommit.
Nach Steigerung auf 100% ACN, um sehr unpolare Substanzen von der Sdule zu spiilen,

wurde 2 min lang wieder mit der Ausgangszusammensetzung konditioniert.

4.3.3 Flussrate

Die Variation der Flussrate kann zu einer weiteren Verbesserung der Auftrennung beitragen.
Durch deren Erhéhung auf 1,3 ml/min wihrend der Gradientenelution und Absenkung auf
0,9 ml/min bei isokratischer Arbeitsweise konnte die Trennung von a-Solanin und o-

Chaconin weiter optimiert werden.
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4.3.4 Detektionswellenlange

Zur Detektion der GAe stand ein Diodenarray-Detektor zur Verfiigung, der die spektrale
Absorption der Analyten im UV- und VIS-Bereich ausnutzt. Die Absorption bei gegebener
Wellenldnge folgt dabei dem Lambert-Beer’schen-Gesetz und liefert ein konzentrations-
abhingiges Signal. Da a-Solanin und o-Chaconin durch ihre Doppelbindung nur ein
schwaches Chromophor besitzen, muss bei niedriger Wellenldnge detektiert werden.
Prinzipiell zeigen Doppelbindungen zwar bis 215 nm Absorption, der Detektor reagiert
jedoch umso empfindlicher, je niedriger die Wellenldnge gewéhlt wird. Als Detektions-

wellenldnge wurden daher 202 nm verwendet.

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen konnte das in Kapitel III, Abschnitt 3.5.1
beschriebene HPLC-Verfahren als Standardmethode festgelegt werden. In Abbildung 4.2 ist
das Chromatogramm der Auftrennung eines a-Solanin-a-Chaconin-Gemischs [je 100 ng/pl]
dargestellt. Die Retentionszeit fiir a-Solanin lag bei 16,8 min, fiir das unpolarere a-Chaconin
ergaben sich 17,3 min.

1o

a-Solanin _
a-Chaconin

/

SiH

- x3

Abb. 4.2

HPLC-Chromatogramm des Standardgemischs
aus a-Solanin und a-Chaconin [100 ng/pl].
R: a-Solanin 16,8 min, R; a-Chaconin 17,3 min.

uW o (Chromatographische  Bedingungen  siehe

Kapitel Ill, Abschnitt 3.5.1)

150 175

4.3.5 Kalibrierung

Die Bestimmung des GA-Gehaltes im Probenmaterial erfolgte auf Basis der Injektion
externer Standards und der Aufstellung einer sechs-Punkt-Kalibriergeraden (vgl. Abb. 4.3).
Hierzu wurde aus der a-Solanin- bzw. a-Chaconin-Stammldsung [1 mg/ml] jeweils ein
Aliquot entnommen und mit MeOH zu den verwendeten Kalibrierkonzentrationen verdiinnt.

Die aufgestellten Kalibriergeraden ergaben sich aus einer Doppelbestimmung und zeigten fiir
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a-Solanin im Bereich von 5 bis 480 pg/ml, fiir a-Chaconin im Bereich 3,5 bis 450 ng/ml eine

lineare Abhéngigkeit.

HPLC: Kalibrierung

3000000 -
b.) y = 5592,4x - 5838,5

2
2500000 |~~~ RT=09999 "

Flalcheneinheiten

2000000 - a.) ¥ =5514,9x - 20098

2 _
1500000 + R =0,9996

1000000 f ~— -~~~ ™

500000 -

0

0 100 200 300 400 500
c [ng/ul]

Abb. 4.3 Kalibriergeraden der HPLC-Methode fir a.) a-Solanin und b.) a-Chaconin im
Arbeitsbereich 5 bis 480 bzw. 7 bis 450 ng/ul mit Angabe der Gleichung der
Regressionsgeraden und des Bestimmtheitsmalles.

4.3.6 Validierung des HPLC-Verfahrens

Zur Sicherstellung der korrekten Arbeitsweise wurde die HPLC-Methode mit gédngigen
Parametern validiert. Die Methodenvalidierung dient ganz allgemein der Beurteilung einer
analytischen Methode. In der DIN EN ISO 17025 wird u. a. gefordert, dass ,,ein Laboratorium
nicht genormte, selbst entwickelte Verfahren* validieren muss, ,,um zu bestitigen, dass die
Verfahren fiir den beabsichtigten Gebrauch geeignet sind*“ (DIN EN ISO 17025, 2000). Im
Verlauf der Validierung werden die Leistungsmerkmale in Bezug auf den
Anwendungsbereich, die Matrix und die Qualitidtsanforderungen der fiir den bestimmten
Anwendungszweck entwickelten Verfahren, festgestellt. Aufwand und Umfang der
Validierung miissen dabei in einem angemessenen Verhidltnis zu den Forderungen stehen
(Kromidas 2000), daher ist es wichtig, sich iiber die Art und Ziele der Analytik im Klaren zu
sein. Die hier entwickelte HPLC-Methode wurde gemil3 den Richtlinien der International
Conference on Harmonisation Guidances (ICH) validiert, wobei folgende Parameter zu

bestimmen waren (ICH Q2B, 1997):

1. Prazision (Precision):
Die Prézision ist ein MaB} fiir die Streuung von Analysenwerten auf Grund von zufilligen

Fehlern. Sie wird unterschieden in:
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Messprazision (Schwankungen durch das Analysensystem):
Die Bestimmung erfolgte durch aufeinanderfolgende, sechsmalige Injektion eines
Standardgemisches aus o-Solanin und o-Chaconin [50 ng/pl] und der Berechnung des

Variationskoeffizienten vy (Soll: v < 1) nach folgender Formel:

vV, = Séo *100% S = St_andardabweichung
X X = Mittelwert

Wie Tabelle 4.4 zeigt, konnte die Bedingung vi < 1% erfiillt und somit die Messprizision

nachgewiesen werden.

Methodenprazision (Schwankungen innerhalb der gesamten Methode):

Die Bestimmung erfolgte durch Mehrfachanalyse einer Probe von der Homogenisierung bis
zur HPLC-Analyse. Wiederum wurde oben genannte Gleichung zur Auswertung verwendet.
Die Methodenprizision und somit auch die vi-Werte sind stark abhingig von der jeweiligen
Matrix. Wéhrend in der pharmazeutischen Qualititskontrolle vi-Werte zwischen 1 und 2%
iblich sind, werden in der Umweltanalytik 10 bis 15% akzeptiert. Da es sich bei den
vorliegenden Proben um biologisches Material handelt, wurden auch hier vi-Werte bis zu
15% toleriert. Zur Bestimmung der Methodenprézision wurden die Kartoffelprodukte B1, F4,
P2 und W1 verwendet. Tabelle 4.4 verdeutlicht durch vk < 15%, dass auch die

Methodenprézision nachgewiesen wurde.

Tab. 4.4 Variantionskoeffizienten [%] zur Ermittlung der Mess- und Methodenprazision fur
a-Solanin und a-Chaconin.

Testprodukt q-St\)/Ikanin a-Ch\:;;onin
Standardlésung [50 ng/ul] 0,69 1,03
B1 13,00 6,68
F4 12,26 15,44
P2 12,50 14,03
W1 18,16 12,07

2. Richtigkeit (Accuracy of the mean)

Die Richtigkeit ist ein MaB fiir die Abweichung eines Messwertes vom Referenzwert auf
Grund eines systematischen Fehlers. Belegt werden kann sie wu.a. {iber die
Wiederfindungsrate (WFR). Mit der WFR kann die gesamte Probenaufarbeitung bewertet
werden, da sie deren Ausbeute aufzeigt und Verluste, die wihrend Extraktion, Aufreinigung

oder Injektion geschehen, aufdeckt. In der Praxis wird sie hdufig durch Aufstockung einer
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Probe mit der Standardsubstanz bestimmt. Die Differenz aus den Konzentrationen der
aufgestockten (Xa) und der Urprobe (Xo) im Verhéltnis zur hinzugefiigten Konzentration an

Standard (AX) ergibt schlieBlich die WFR.

X, = Konzentration [pg/g] der aufgestockten Probe
WER = Xa = X £100% Xo = Konzentration [ug/g] ohne Aufstockung
AX Ax = zugefligte Konzentration an Standard-Substanz [ug/g]

Tabelle 4.5 gibt die wihrend der Validierung ermittelten WFR wieder. Als Testsubstanz
wurde alkaloidarme Kartoffelstirke verwendet. Fiir o-Solanin wurde eine mittlere
Wiederfindung von 113,8 £+ 6,2%, fiir a-Chaconin 99,7 + 5,3% ermittelt. Somit konnte die

Richtigkeit der Methode nachgewiesen werden.

Tab. 4.5 Wiederfindungsraten fiir a-Solanin and a-Chaconin.

GA-Zusatz Wiederfindung® [%]
[ug/g TG]* a-Solanin a-Chaconin
Kartoffel- 1 118 93
starke 10 117 98
50 108 105

" GA-Zusatz zu Kartoffelmehl
2 Mittelwert einer Doppelbestimmung fir jedes Gehaltsniveau und jede Komponente.

Die Gesamtheit aus Prézision und Richtigkeit ergibt die Genauigkeit. Sie ist damit ein Maf}
fiir den Gesamtfehler einer Analyse. Das Ergebnis ist genau, wenn es frei von zufalligen und

systematischen Fehlern ist (Kromidas 2000).

3. Nachweisgrenze (Limit of Detection)

Die Nachweisgrenze ist die niedrigste Konzentration einer Substanz, die qualitativ noch
erfasst werden kann. Nach DIN 32645 muss sie iiber die direkte Leerwert oder indirekte
Kalibriergeraden-Methode berechnet werden. In der chromatographischen Praxis gelten meist
das zwei- bis dreifache Grundlinienrauschen als Nachweisgrenze. Oftmals wird nicht die
absolute Hohe der Rausch-Signale, sondern deren Standardabweichung (Sg) in die
Berechnung miteinbezogen. Es wird daher gefordert, dass das Messsignal um die k-fache
(mindestens 3) Standardabweichung grofer sein muss als der Mittelwert der Rauschsignale
(Xr) (Riicker et al. 2001). Zur Bestimmung von Xg wurde eine zehnfache Leerwertbestimmung
durchgefiihrt. Nach folgender Gleichung ergab sich fiir die Nachweisgrenze der beiden GAe

eine Konzentration von 1,2 ng/pl.

xne = Nachweisgrenze (als Hohe des Messsignals)
_ xg = Mittelwert der Rauschsignale
Xno = Xr +K* S kR = Faktor k
Sk = Standardabweichung der Rauschsignale
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4. Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification)

Die Bestimmungsgrenze ist die Konzentration, die mit einer vorgegebenen Mindestprizision
(z. B. 33,3% Standardabweichung) und -richtigkeit noch quantitativ bestimmt werden kann.
In der chromatographischen Praxis gilt die dreifache Nachweisgrenze bzw. das neun- bis
zehnfache Grundlinienrauschen als Bestimmungsgrenze (Wellmitz & Gluschke 2005).

Analog zur Nachweisgrenze ergibt sich fiir die Berechnung der Bestimmungsgrenze folgende

Gleichung:
xgg = Nachweisgrenze (als Hohe des Messsignals)
_ Xz = Mittelwert der Rauschsignale
Xge = Xr +K*5p k = Faktor
Sk = Standardabweichung der Rauschsignale

Als Bestimmungsgrenze konnte nach obiger Formel fiir a-Solanin wie fiir a-Chaconin eine
Konzentration von 3,0 ng/ul berechnet werden. Mit 2,92 fiir a-Solanin bzw. 9,24 fiir a-

Chaconin war die Prizision tolerierbar.

5. Spezifitat (Specifity)

Die Spezifitit zeigt die Fahigkeit eines Analysenverfahrens nur den gesuchten Analyten zu
erfassen. Weitere Bestandteile oder Merkmale in der Probe beeinflussen das Ergebnis nicht.
Haufig wird die Selektivitidt synonym zur Spezifitit verwendet. Sie wird iiber die Richtigkeit
bestimmt, da Spezifitit bzw. Selektivitdt Voraussetzung fiir die Richtigkeit ist, ist eine
richtige Methode automatisch auch selektiv (Komidas 2000). Da die Richtigkeit der Methode

bereits unter Punkt 2 bewiesen wurde, war somit ihre Spezifitit gegeben.

6. Linearitat und Arbeitsbereich (Linearity and range)

Die Linearitét zeigt die Proportionalitdt des Messsignals zur Analytkonzentration in der Probe
an. Die Linearitdt wird aus der Kalibrierfunktion ersichtlich. Ist die Steigung konstant, so ist
die Linearitit gegeben. Haufig wird in diesem Zusammenhang der Arbeitsbereich genannt. Es
ist der durch die gewdhlten Randbedingungen (Kalibrierpunkte, Konzentrationsniveaus...)
festgelegte und experimentell iiberpriifte Giiltigkeitsbereich einer Methode (Komidas 2000).
Die Linearitit im Arbeitsbereich wurde bereits bei der Kalibrierung unter Abschnitt 4.3.5

nachgewiesen.

7. Robustheit (Robustness)

Die Robustheit stellt die relative Unempfindlichkeit eines Analysensystems gegeniiber
Anderungen der analytischen Rahmenbedingungen (Methodenparameter wie Losungsmittel,
pH-Wert, Gerit, Labor) dar. Zur Bestimmung der Robustheit wird die Verfahrensstabilitét,

Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit zusammengefasst. Da bei dem vorliegenden HPLC-
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Verfahren nur ein Gerit und ein Labor zur Verfiigung stand, wurde auf die Untersuchung der

Robustheit verzichtet.

8. Systemeignung (System Suitability)
Die Eignung des analytischen Systems ist natiirlich grundlegende Bedingung fiir eine

erfolgreiche Validierung und wurde vorausgesetzt.

44 LC-ESI-MS

Die Massenspektrometrie allein oder in Verbindung mit voriger LC-Trennung wurde bislang
hauptsdchlich zur Identifizierung von GA-Gemischen verwendet. Durch ihre universelle
Detektion und geringe Nachweisgrenze bietet sie auch fiir die Quantifizierung beste

Vorraussetzungen (Stobiecki et al. 2003, Zywicky et al. 2005).

441 MS-Parameter

Zundchst wurden die Parameter des Massenspektrometers so optimiert, dass hdochste
Empfindlichkeit fiir die GAe gegeben war. Es wurde eine a-Solanin-Standardldsung mit der
Konzentration 5ng/ul in MeOH-0,1% Ameisensdure (1:1, v/v) hergestellt und per
Direkteinlass injiziert. Zur Optimierung der angelegten Spannungen und der Temperatur
diente das m/z-Verhéltnis 868, das sich aus der Molekiilmasse des a-Solanins von 867 g/mol
und der Masse eines Protons, das zur Ionenbildung im ESI-Verfahren angelagert wird, ergibt.
Die Parameter der MS-Methode sind in Kapitel III, Abschnitt 3.5.2 aufgelistet.

Die Detektion positiv geladener Ionen erfolgte im Full Scan—-Modus durch die Darstellung der
Massenspuren m/z 868 fiir a-Solanin und m/z 852 fiir a-Chaconin. Ohne weiteres hétte auch
der empfindlichere Single Ion Mode gewéhlt werden kdnnen. Da in der vorliegenden Arbeit
zusitzlich das Vorkommen von Nebenprodukten, z. B. aus einer Hydrolyse, {iberpriift werden

sollte, wurde der Full Scan-Modus im Massenbereich m/z 100 bis 1200 bevorzugt.

4.4.2 LC-Parameter

Die Parameter zur chromatographischen Trennung der GAe wurde basierend auf den
Erkenntnissen des HPLC-Verfahrens erarbeitet. Als Sdulenmaterial kam wiederum die Merck
LiChrospher® 100-RP-18-Saule (250 mm x 4 mm i. D., Korndurchmesser 5 pm) zum Einsatz.
Bei der Ermittlung des geeigneten FlieBmittelsystems stand bei der massenspektrometrischen
Detektion die schnelle Elution der Analyten von der stationdren Phase mit moglichst schmaler

Peakbreite im Vordergrund. Auf eine vollstindige Trennung der GAe konnte verzichtet
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werden, da im Full-Scan-Modus Massenspuren mit den gesuchten m/z-Verhéltnissen gelegt
werden konnen. Die Elutionszeit sollte allerdings nicht zu kurz gewihlt werden, um
reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.

Im Vergleich zur HPLC-Methode war der Austausch der Phosphorsdure wichtig, da diese
nicht verdampfbar ist und somit die lonenquelle verschmutzen wiirde. Dennoch war ein
Sdurezusatz zu beiden Losungsmitteln ndtig, um Protonen fiir die Bildung der positiv
geladenen Molekiilionen im ESI-Verfahren zur Verfiigung zu stellen. Meist werden
Ameisensdure oder Trifluoressigsdure als Protonenspender verwendet. In dieser Arbeit wurde
Ameisensdure aufgrund ihrer geringeren Giftigkeit und der guten Molekiilionenbildung
bevorzugt und in einer Konzentration von jeweils 0,1% den beiden FlieBmitteln Wasser und
ACN zugefiigt.

Das zur Trennung von o-Solanin und o-Chaconin in Kartoffelprodukten verwendete
Gradientenprogramm ist in Kapitel III, Abschnitt 3.5.2, Tabelle 3.9 dargestellt. Im zeitlichen
Verlauf stieg der Anteil des ameisensauren ACN innerhalb von 6 min von 10 auf 60%. Dies
wurde weitere 5 min in isokratischer Arbeitsweise aufrechterhalten. Nach einer weiteren
Erhohung auf 100% 0,1% Ameisensdure in ACN zur Entfernung stark retardierter
Substanzen, wurde wiederum 1 min lang mit der Ausgangszusammensetzung zur
Saulenkonditionierung gespiilt. Als Retentionszeiten ergaben sich fiir a-Solanin 15,7 min, fiir
a-Chaconin 16,7 min. Diese Zeit konnte gerétespezifisch nicht weiter verringert werden.

Das Ergebnis der Auftrennung der beiden GAe ist in Abbildung 4.4 zu sehen. Bild 4.4a zeigt
das Ionenchromatogramm bei m/z 868 fiir a-Solanin und m/z 852 fiir a-Chaconin. In den

Abbildungen 4.4b und c sind jeweils die zugehorigen Massenspektren dargestellt.
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Abb. 4.4

b.) MS-Spektrum fiir a-Solanin

(charakteristische Fragmentionen m/z 722, 706, 560, 398, vgl. Anhang B.1)
c.) MS-Spektrum fir a-Chaconin

(charakteristische Fragmentionen m/z, 706, 560, 398, vgl. Anhang B.1).

a.) lonenchromatogramm fir die m/z-Werte 868 flir a-Solanin und 852 fiir a-Chaconin.
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4.4.3 Kalibrierung

Die Quantifizierung der GAe erfolgte wiederum mit Hilfe von externen Standards und der
Aufstellung einer acht-Punkt-Kalibriergeraden. Hierzu wurde aus der a-Solanin- bzw. o-
Chaconin-Stammlésung [1 mg/ml] jeweils ein Aliquot entnommen und mit MeOH zu den
verwendeten Kalibrierkonzentrationen verdiinnt. Die aufgestellten Kalibriergeraden
(Abb. 4.5) waren das Ergebnis einer Doppelbestimmung und zeigten fiir a-Solanin im
Bereich von 0,35 bis 44 ng/ml, fiir a-Chaconin im Bereich 0,35 bis 46 ng/ml eine lineare
Abhingigkeit. Die hohere Steigung der a-Chaconin-Geraden ergibt sich aus dessen besserer

Ionisierbarkeit. Gleiches Phinomen wurde bereits von Vaidnénen et al. (2005) beobachtet.

LC-ESI-MS: Kalibrierung
§ 1400 [
2 )
€ 1200 b.) Yy 2,52439x+53,164
o R® = 10,9921
£ 1000 -
[&}
:t_U
e e
600 -
a.) y=1,9698x+ 13,86
4001 R®=0,9985
200 -
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
GA [ng/ul]

Abb. 4.5 Kalibriergeraden der LC-ESI-MS-Methode fiir a.) a-Solanin und b.) a-Chaconin im Arbeits-
bereich 0,35 bis 44 bzw. 0,35 bis 46 ng/ul mit Angabe der Gleichung der Regressions-
geraden und des Bestimmtheitsmalies.

Mit vi -Werten von 0,3 fiir a-Solanin und 1,5 fiir a-Chaconin zeigte die LC-ESI-MS gute
Messprizision. Als Bestimmungsgrenze ergab sich bei Verwendung des Full-Scan-Modus
eine Konzentration von 10 ng/ml fiir a-Solanin und 5 ng/ml fiir a-Chaconin durch dessen
bessere lonisierbarkeit. Durch Anwendung des empfindlicheren SIR-Modes kann sie noch

verbessert werden.

89



IV METHODENENTWICKLUNG

4.5 Kolorimetrischer Assay

4.5.1 Methodenentwicklung

In frithen Zeiten der GA-Forschung wurden zu deren Quantifizierung oftmals Kolorimetrische
Methoden eingesetzt. Der 1958 von Clarke entwickelte und von Hellenés (1986) modifizierte
Assay macht sich die Reaktion von para-Formaldehyd mit Sterolen in Anwesenheit starker
Sauren zu Nutze. Verwendet wird eine Abwandlung des zum Morphinnachweis eingesetzten
Marquis-Reagenz. Die dabei verwendete Schwefelsdure wurde von Clarke durch
Phosphorsdure ausgetauscht, da die direkte Anwendung an Pflanzenmaterial zur
Schwarzfarbung der Losung fiihrte und somit eine photometrische Bestimmung unmdglich
machte. Vorraussetzung fiir die Reaktion ist das Vorliegen einer Doppelbindung, da die
Reaktion auf der Umsetzung des para-Formaldehyd mit dieser Doppelbindung beruht.
Ausgehend von der Vorschrift bei Hellenéds (1986) wurde die Methode fiir das in dieser Arbeit
verwendete Probenmaterial leicht modifiziert. Zu 100 pg a-Solanin-Standard in 300 ul einer
Mischung aus 10% H3;P04-99% EtOH (1:1, v/v) wurden 3 ml frisch zubereitetes Clarke’s
Reagenz (50 mg para-Formaldehyd in 100 ml 85% H3;PO4) zugesetzt. Nach Durchmischung
wurde genau 60 min bei RT inkubiert. Nach dieser Zeit war eine stahlblaue Fiarbung zu
erkennen, deren Absorption bei 595 nm gegen das Losungsmittel gemessen werden konnte.
Da die GA-Konzentration der spiter verwendeten Verarbeitungserzeugnisse niedriger ist und
zur einfacheren Handhabung in 2 ml Eppendorfgefalen gearbeitet werden sollte, wurde der
Ansatz um den Faktor 2 verkleinert, so dass nach Zusatz von 300 pl der 10% H3;PO4-
99% EtOH—Mischung (1:1, v/v) nur noch 1,5 ml Clarke-Reagenz zugesetzt wurden.

Ein Vergleich der Absorptionswerte von a-Solanin und a-Chaconin erbrachte keine
Unterschiede. Auch die Anwendung auf ein Gemisch aus beiden Alkaloiden, lieferte
identische Ergebnisse. Einzig bei Verwendung des Aglykons ergaben sich doppelt so hohe
Werte, was sich aus dessen etwa halb so hoher Molekiilmasse erklart. Es ist somit

unerheblich, welche Art von GA oder ob ein Gemisch aus beiden vorliegt.

4.5.2 Kalibrierung

Zur Quantifizierung der GAe in den Proben wurde eine Kalibriergerade im Bereich 25 bis
250 pug a-Solanin aufgestellt. Aus der a-Solanin-Stammlésung [1 mg/ml] wurde jeweils ein
Aliquot entnommen, in ein 2 ml Eppendorfgefdl iiberfiihrt und das Losungsmittel unter
einem leichtem Stickstoffstrom entfernt, so dass die Kalibrierkonzentrationen 25, 50, 75, 100,
150, 200 und 250 pg o-Solanin enthalten waren. In Abbildung 4.6 ist die ermittelte
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Kalibriergerade dargestellt, die sich aus den Absorptionswerten einer Dreifachbestimmung
ergab. Auf Grund des zu vernachldssigenden Massenunterschiedes beider GAe kann das

Ergebnis auf a-Chaconin bzw. die Mischung beider Alkaloide tibertragen werden.

Kolorimetrischer Assay: Kalibrierung
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Abb. 4.6 Kalibriergerade des kolorimetrischen Assays fiir a-Solanin im Arbeitsbereich 25 bis
250 yg Gesamt-GAe mit Angabe der Gleichung der Regressionsgeraden und des
Bestimmtheitsmales.

Die Wiederholung verschiedener Konzentrationen zeigte gute Messpréizision. Als
Variationskoeffizienten vy flir 48 pg, 120 pg und 336 pg ergaben sich 6,5; 3,3 bzw. 1,2%. Die

Bestimmungsgrenze des Testes lag bei 20 ug pro Ansatz mit vg= 12,0%.

4.6 Hamolyse-Assay

4.6.1 Methodenentwicklung

Hintergrund des Hamolyse-Assays ist das Komplexierungsvermogen der GAe. Dabei treten
sie in Wechselwirkung mit Membransterolen, 16sen sie aus dem Membranverbund heraus und
fiihren so zur Zerstérung des Bilayers. Diese Aktivitdt zeigen die GAe u. a. mit Cholesterol,
das in die Erythrozytenmembran eingelagert ist. Nach Membranlyse entweicht Himoglobin
aus den Erythrozyten und kann nach zentrifugieren photometrisch im Uberstand bestimmt
werden. Die Konzentration der GAe ist dabei proportional zur Anzahl der zerstorten
Blutzellen und damit zur Rotfarbung durch Himoglobin.

Als Ausgangspunkt fiir die Methodenentwicklung dienten die Untersuchungen von Abe et al.
(1978), Oda et al. (2000), Santos et al. (1997), Takechi et al. (1991), Takechi & Tanaka
(1995) sowie Woldemichael & Wink (2001), die die Ilysierende Wirkung von

Steroidsaponinen auf Erythrozyten untersuchten sowie die GA-Studien von Keukens et al.

91



IV METHODENENTWICKLUNG

(1996) und Roddick et al. (1988, 2001). Auf Grund ihrer saponindhnlichen Struktur und den
entsprechenden Eigenschaften, zeigen auch GAe diese hdmolysierende Wirkweise. Bekannt
war die stirkere Wirksamkeit von a-Chaconin gegeniiber a-Solanin, weshalb wéhrend der
Entwicklung des Assays nur a-Chaconin als Testsubstanz verwendet wurde. Zu Beginn
wurden 20 und 50 pg a-Chaconin-Standard in 1 ml isotonischem Krebs-Ringer-Puffer (pH
7,4) gelost. Nach Zusatz von 250 pl Schafsblut mit Alseverzusatz und kurzem Durchmischen
mit Hilfe des Vortex, wurde 60 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Bei der
Durchmischung ist auf eine kurze Zeitdauer zu achten, da die wirkenden Scherkréfte bereits
hier zu einer Zerstdrung der Erythrozyten fithren konnen. Nach dem Inkubieren wurde sofort
10 min bei 2000 Upm und 10 °C zentrifugiert, um intakte und zerstérten Erythrozyten zu
entfernen. Beide Ansitze zeigten eine deutliche Rotfarbung mit einer etwa doppelt so hohen
Intensitét der 50 pg Probe, was auf eine konzentrationsabhidngige Farbbildung schlieBen lieB3.

Zur Ermittlung der Inkubationszeit wurde eine Hamolyse-Zeitkurve aufgenommen. Sechs
Testlosungen mit je 10 ug a-Chaconin wurden nach obigem Schema angesetzt und 0, 5, 15,
30, 60 und 120 min lang bei 37°C inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der Erythrozyten
wurde die Absorption in den einzelnen Proben in Relation zur Inkubationszeit gesetzt,
wodurch sich die Zeitkurve in Abbildung 4.7 ergab. Deutlich ist die sehr rasch verlaufende
Héamolyse zu erkennen. Zum Zeitpunkt 0, d. h. ohne Inkubation, war bereits eine partielle
Hiamolyse eingetreten. Das Ausmaf stieg bis zum Zeitpunkt 30 min noch steil an und niherte
sich dann asymptotisch einem Grenzwert. Da die Steigung der Kurve ab der 30. Minute nur

noch gering ausfiel wurde eine Inkubationszeit von 30 min als ausreichend betrachtet.

Hamolyse-Assay: Zeitkurve
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Abb. 4.7  Zeitverlauf der Hamolysewirkung von a-Chaconin bei 37°C auf Schafsblut-Erythrozyten.
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In dieser Eigenschaft dhneln die GAe den Steroidsaponinen, die im Gegensatz zu
Triterpenoid-Saponinen ebenfalls zu einer schnellen Hadmolyse fiihren. Vermutet wird eine
sehr viel hohere Affinitit des Steroidanteils zum Cholesterol der Erythrozytenmembran
(Takechi et al. 1991, Takechi & Tanaka 1995).

Im letzten Schritt musste noch die Wirksamkeit der Einzelalkaloide und ihrer Mischungen auf
die Hamolyse-Aktivitit untersucht werden. Wie vielfach in fritheren Studien erwéhnt,
reagierte a-Chaconin grundsétzlich aktiver auf sterolhaltige Membranen als a-Solanin
(Roddick et al. 1988, Rayburn et al. 1994), bei Vorliegen beider Alkaloide wurde von einer
synergistischen Wirkungsweise berichtet (Roddick et al. 1990, 2001). Der Effekt der
Einzelalkaloide und ihrer Mischungen auf das Ausmal} der Himolyse wurde durch Vergleich
der gemessenen Absorptionen bei Einsatz gleicher Mengen a-Chaconin, a-Solanin, einem
Gemisch im Verhéltnis 70:30 (w/w, entspricht 2,3) und einer Mischung 63:37 (w/w,
entspricht 1,7) untersucht. Die Mischungsverhéltnisse richteten sich dabei nach der
natiirlicherweise in Knollen vorkommenden Zusammensetzung von durchschnittlich 0,8 bis
2,6 (Friedman 2006). Das Ergebnis ist in Abbildung 4.8 zu sehen. Wie vermutet, zeigten die
Alkaloid-Mischungen eine hohere Wirksamkeit auf Erythrozyten, als die Einzelalkaloide. Auf
die Darstellung der Testreihe mit a-Solanin wurde verzichtet, da dieses im dargestellten
Konzentrationsbereich keine Hémolyse zeigte. Ein direkter Vergleich der GA-Mischung

70:30 und 63:37 lieB auf keine unterschiedliche Aktivitit schlieBen.

Hamolyse-Assay: Direktvergleich der GAe
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Abb. 4.8 Direkter Vergleich der Hdmolysewirkung von reinem a-Chaconin und den GA-Mischungen
a-Solanin:a-Chaconin im Verhaltnis 70:30 und 63:37 (w/w).
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4.6.2 Kalibrierung

Zur Quantifizierung der GAe in den Proben wurde eine Kalibriergerade im Bereich 0 bis
25 ng GA aufgestellt. Durch die synergistische Interaktion von a-Chaconin und a-Solanin
erfolgte die Kalibrierung mit einer Mischung aus a-Chaconin : a-Solanin im Verhéltnis 70:30
(w/w). Hierzu wurde zunéchst eine Hidmolyse-Stammldsung [1 mg/ml] hergestellt, indem
700 ul der a-Chaconin-Stammldsung mit 300 pl der a-Solanin-Stammldsung vermischt
wurden. Aus dieser Hdmolyse-Stammldsung wurde jeweils ein Aliquot in 2 ml Eppendorf-
gefalBe iiberfiithrt, das Losungsmittel abgedampft und in 1 ml Krebs-Ringer-Puffer
aufgenommen. Die folgende Bearbeitung erfolgte gemidB den Angaben aus Kapitel III,
Abschnitt 3.5.4. Die resultierende Kalibrierkurve in Abbildung 4.9 war das Ergebnis einer
Dreifachbestimmung fiir jedes Konzentrationsniveau. Sie zeigte Linearitit im Bereich 2,5 bis

25 png Gesamt-GAe.

Hamolyse-Assay: Kalibrierung

Absorptionseinheiten

30
pg GA

Abb. 4.9 Kalibriergerade des Hamolyse-Assays fir a-Chaconin-a- Solanin (70:30, w/w) im Arbeits-
bereich 0 bis 25ug mit Angabe der Gleichung der Regressionsgeraden und des
Bestimmtheitsmalles.

Die Messprizision des Hamolyse-Assays war fiir die Standard-Konzentrationen 5, 10, 15, 20
und 25 pg Gesamt-GA mit vy zwischen 3,0 und 12,4% gut. Die Konzentration 2,5 pg bildete

die Bestimmungsgrenze, Vi ergab hier einen Wert von 24,9%.
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4.7 Gaschromatographie

Vorraussetzung fiir die gaschromatographische Analyse ist die Hydrolyse der GAe zum
Aglykon Solanidin, da nur dieses unzersetzt verdamptbar ist. Durch die Kohlenhydratketten
besitzen die GAe eine zu hohe Polaritit, die durch Derivatisierungsreaktionen, wie
Permethylierung oder Trimethylsylierung zwar erniedrigt werden kann, doch rechnet sich

dieser Aufwand nicht fiir die Routineanalyse.

4.7.1 Hydrolyse

Bei der Hydrolyse werden die glykosidischen Bindungen zwischen den Kohlenhydraten
aufgespalten. Basierend auf den Untersuchungen von BeMiller (1967) und Capon (1969)
handelt es sich beim sdurekatalysierten Hydrolyse-Mechanismus um eine schnelle
Protonierung des glykosidischen Sauerstoffs, was zu einem Carbonium-Ion fiihrt. Dieses ist
sehr reaktionsfdhig und fiihrt schlieflich zur Spaltung der glykosidischen Bindung. Die
konventionelle Hydrolyse hingt vorwiegend von der Konzentration der Mineralsdure, der
Temperatur, dem verwendeten Losungsmittel und der Hydrolysezeit ab.

Erste Vorversuche zur Hydrolysestabilitit von a-Solanin und a-Chaconin ergaben eine héhere
Bestiandigkeit von o-Solanin, weshalb dieses als Testsubstanz in einer Konzentration von
0,5 ng/ul fiir die Methodenentwicklung verwendet wurde. Zur Detektion der Spaltprodukte
diente auf Grund ihrer einfachen Handhabung zunéchst die Diinnschichtchromatographie. Die
verwendete DC-Methode ist aus Kapitel I1I, Abschnitt 3.5.7 ersichtlich.

Nach Friedman (2006) erhoht sich die Hydrolyserate mit zunehmender Sdurekonzentration
und Temperatur, sie verringert sich, je hoher der Wasseranteil im Hydrolysemedium ist. Die
Verwendung von HCIl gegeniiber H,SOy4 ist vorzuziehen, da es im allgemeinen zu einem
reineren Reaktionsprodukt fiihrt (King 1980).

In den Vorversuchen wurden zunichst folgende Parameter variiert, wobei jedes

Hydrolysemedium jeweils den verschieden Temperaturen und Zeiten ausgesetzt wurde:

- Hydrolysemedium: Séurekonzentration und Losungsmittel
0,1; 0,2; 0,5 und 1 N HCI sowie dieselben Konzentrationen in MeOH, in
MeOH-A. bidest (1:1, v/v) und in MeOH-A. bidest. (3:1, v/v)
- Hydrolysetemperatur: 65, 80 und 100 °C
- Hydrolysezeit: 1;2,5,5,8und 16 h
Wie bereits aus Literaturdaten bekannt war (Friedman 2006, Friedman & McDonald 1995b,
King 1980, Nicolic et al. 2005, Niolic & Stankovic 2003, Weissenberg 2001), lassen sich die
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GAe in Alkohol-Wassermischungen wesentlich besser hydrolysieren, als in rein wissrigem
Milieu. Die Wirkung des Alkohols basiert vermutlich auf der Kontrolle der Hydrolyse-Rate
tiber die Diffusion von Protonen aus der Salzsdure zum glykosidischen Sauerstoffatom. Da
die Protonierung des Sauerstoffs fiir die Spaltung notwendig ist, ist dieser Schritt
entscheidend. Auf Grund ihrer amphiphilen Natur bevorzugt der Kohlenhydratanteil die
Losung in hydrophilen Losungsmitteln, wihrend das Aglykon organische Losungsmittel
vorzieht. Durch sein optimales Gleichgewicht zwischen hydrophilem und hydrophoben
Charakter, ermodglicht MeOH eine effizientere Hydrolyse, da MeOH die Protonen-
Konzentration in der Zwischenschicht erhoht, die die GAe umgibt. (Friedman & McDonald
1995b).

Die aus den Vorversuchen gewonnen Ergebnisse bestitigten diese Beobachtung. In rein
wassriger Losung wie auch in reinem MeOH war nach 5 h in allen HCI-Konzentrationen noch
o-Solanin enthalten, wiahrend sowohl die 0,5 und 1 N-Konzentration der 1:1 und 3:1-
Mischung keinen o-Solanin-Spot mehr anzeigten. Die groflite Ausbeute an den
Zwischenprodukten B- und y-Solanin wurde mit IN HCI in MeOH-A. bidest. (1:1) erhalten.
Als Hydrolysezeit waren mindestens 5 h notwendig, um a-Solanin vollstindig zu
hydrolysieren. Die Spaltung von B-Solanin zum y-Produkt verlief schnell, wahrend die
Abspaltung des letzten Zuckermolekiils wiederum recht lange dauerte. Nach 8 h war a- und -
Solanin in beiden Alkohol-Wasser-Mischungen mit der Konzentration 0,5 und 1 N HCI
vollsténdig hydrolysiert. Ein Spot fiir y-Solanin war immer noch vorhanden, der erst bei
Hydrolyse iiber Nacht verschwunden war.

Als Hydrolysetemperatur lieferte 80 °C die besten Resultate. Eine Temperatur von 65 °C war
zu gering und zog lange Hydolysezeiten nach sich. 100 °C bewirkte bereits eine starke
Braunfirbung der Losung, was vermutlich auf Karamelisierungsreaktionen der entstandenen
Zucker zuriickzufiihren ist, die durch das saure Medium unterstiitzt werden (Belitz & Grosch
1985).

Zusammenfassend liefen sich folgende Hydrolysebedingungen aus den vorangegangenen

Untersuchungen ableiten:

- Medium: 1 N HCI in MeOH-A. bidest. (1:1, v/v)
- Temperatur: 80 °C
- Dauer: 16 h

Problematisch war ein unter den gewédhlten Bedingungen entstandenes Nebenprodukt, das
sich nach GC-MS-Untersuchungen als Solanthren herausstellte. Gleiches Nebenprodukte
stellten bereits King (1980), Nicolic & Stankovic (2003), Osman & Sinden (1977) und Van

96



IV METHODENENTWICKLUNG

Gelder (1984) in ihren Untersuchungen fest. Es unterscheidet sich von Solanidin durch die
Einfiihrung einer weiteren Doppelbindung zwischen C-3 und C-4 in den Ring A des
Solanidins (vgl. Kapitel V, Abschnitt 5.5.4.2, Abb. 5.39).

Da weder die Zugabe von Natriumbisulfit, noch die Variation der Hydrolysebedingungen zu
einer vollstindige Unterdriickung der Solanthren-Bildung filihrte, wurden die Flachen beider

Substanzen zur spéteren Quantifizierung addiert.

4.7.2 Interner Standard
An einen geeigneten internen Standard werden folgende Anforderungen gestellt:

- er darf kein Inhaltsstoff der untersuchten Probe sein
- er sollte eine verwandte chemische Natur besitzen, um bei den gegebenen Bedingungen
dhnlich wie die Analyten zu reagieren

- er darf sich im GLC-Chromatogramm nicht mit den Analyten {iberlagern

Weder das von Van Gelder et al. (1988b) verwendete Sa-Cholestan, noch Cholesterol oder
das von Lawson et al. (1992) favorisierte Tomatidin erfiillten die letzte Bedingung, da sie sich
mit Solanidin iiberlagerten. Als geeigneter interner Standard erwies sich Gelsemin. Mit
Sicherheit kommt es nicht in Solanum-Arten vor, es besitzt als Alkaloid einen dem Solanidin
entsprechenden Charakter und hatte mit 21,8 min eine dhnliche Retentionszeit ohne sich zu

iiberlagern.

4.7.3 lsolierung des Solanidins durch Flussig-Flussig-Extraktion

Das nach der Hydrolyse entstandene Solanidin musste mit einem organischen Losungsmittel,
das sich nicht mit dem Hydrolysemedium vermischt, isoliert werden. Die Verwendung von
Dichlormethan, Chloroform, Diethylether und Hexan ergab nach einmaligem Ausschiitteln
die hochste Ausbeuten fiir Chloroform (83%), gefolgt von Dichlormethan (57%). Diethylether
und Hexan erwiesen sich als ungeeignet. Dies bestitigte die Ergebnisse von Van Gelder et al.
(1989), Nicolic & Stankovic (2003) und Nicolic et al. (2005). Letztgenannte konnten mit
Chloroform praktisch 100% des Solanidins extrahieren. Das noch verbliebene Solanidin
konnte in einem zweiten Extraktionsschritt vollstindig isoliert werden. Die
Extraktionsausbeute des Gelsemins war zunéchst diirftig, konnte aber durch Alkalisieren der

Losung auf pH 10 mit NH4OH vor der Isolation optimiert werden.
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4.7.4 Gaschromatographische Methode

Die gaschromatographische Methode wurde ausgehend von den GC-Parametern bei Herb et
al. (1975) und Nicolic et al. (2005) entwickelt. Als Sdulenmaterial erwies sich das im Labor
des IPMB standardmiBig verwendetet OV-1-Material von Ohio Valley (30 m x 0,25 mm
1. D., 0,25 um Filmdicke) als geeignet. Carriergas war Helium 4.6 mit einer linearen
Geschwindigkeit von 1 ml/min. Durch den unpolaren Charakter des Solanidins konnte die
Temperaturfithrung des Sdulenofens bei hoher Temperatur (150 °C) begonnen werden. Mit
einer linearen Erhohung um 8 °C/min bis 300 °C gelang die Trennung des Substanzgemisches
aus Solanidin, Solanthren und dem Internen Standard Gelsemin. Nach weiteren 10 min
isothermer Temperatur bei 300 °C wurden die Substanzen schlielich von der Sdule eluiert.
Die genauen Parameter der gaschromatographischen Trennung sind aus Kapitel I1I, Abschnitt
3.5.5 zu entnehmen.

Abbildung 4.10 zeigt das Chromatogramm eines o-Solanin-Standards, der durch das
entwickelte Verfahren zunichst hydrolysiert und anschlieBend gaschromatographisch
vermessen wurde. Als Retentionszeiten ergaben sich fiir den internen Standard Gelsemin
21,8 min und die beiden aus a-Solanin entstandenen Hydrolyseprodukte Solanthren 23,6 min

und Solanidin 28,6 min.
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Abb. 410 GC-Chromatogramm nach Hydrolyse von a-Solanin in MeOH-A. bidest (1:1, v/v), 80 °C,
16 h mit internem Standard Gelsemin.
R: Gelsemin: 21,8 min, R; Solanthren: 23,6 min, R; Solanidin: 28,6 min.

Die Quantifizierung des Solanidins erfolgte anhand des Internen Standards und der
Berechnung des relativen Response-Faktors (vgl. Kapitel V, Abschnitt 5.5.4.1). Vorteil ist,
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dass Schwankungen des Injektionsvolumens zu keiner Verfialschung des Analysen-
ergebnisses fiihren. Als Bestimmungsgrenze des Solanidins ergab sich eine Konzentration
von 15 ng/pl. Auf die Angabe der Messprizision wird durch die unvermeidbare Variation des

Injektionsvolumens verzichtet.

4.7.5 Extraktion der GAe aus Probenmaterial

Voraussetzung flir die Extraktion der GAe aus dem Probenmaterial war ein Lsungsmittel,
das einerseits leicht sauer reagiert, um die Alkaloide in ihre Salzform zu iiberfiihren.
Andererseits war ein Losungsmittelanteil von mindestens 30% nétig, um eine Starkequellung
zu vermeiden, da ansonsten ein Grofiteil der Saure fiir die Stirkespaltung verloren geht. Beide
Bedingungen konnte das Hydrolysemedium erfiillen, so dass versucht wurde, dieses direkt als
Auszugsmittel zu verwenden. Eine Gegeniiberstellung der Ausbeute mit 1%iger Essigsdure
ergab iibereinstimmende Gehalte, so dass als Extraktionsmittel fortan 1N HCI in MeOH-A.
bidest. (1:1, v/v) eingesetzt wurde.

Die Isolation des nach Hydrolyse der GAe entstandenen Solanidins in Chloroform erfolgt sehr
selektiv, so dass auf eine SPE-Aufreinigung verzichtet werden konnte. Im néchsten Schritt
wurde versucht, Hydrolyse und Isolation des Aglykon zeitlich zu verbinden, so dass das
wihrend der Hydrolyse entstandene Solanidin direkt in Chloroform extrahiert wird. Vorteil
wire eine weitere Zeitersparnis durch Verbindung zweier Verfahrensschritte, sowie der
Schutz des Aglykons vor der Nebenreaktion zum Solanthren, da das Solanidin dem wissrigen
Milieu direkt entzogen wird (Nicolic & Stankovic 2003). Unerwarteterweise verringerte sich
allerdings die Solanidin-Ausbeute deutlich. Scheinbar verhinderte der Chloroform-Zusatz
eine optimale Hydrolyse. Mdglicherweise konnte eine stindige Durchmischung der Losung
wie bei Nicolic & Stankovic (2003) sowie Nicolic et al. (2005) zu einer Verbesserung flihren.

Durch den hoheren apparativen Aufwand wurde auf weitere Versuche verzichtet.

4.7.6  Ermittlung der Wiederfindungsrate

Zur Uberpriifung der Hydrolyse- und Extraktionseffizienz wurde die WFR bestimmt. Als
Testsubstanzen dienten die Verarbeitungsprodukte F2, F3 und W2, die mit variierenden
Mengen Solanidin-Standard aufgestockt wurden. Die Wahl fiel bewusst auf komplexe
Proben, um den Einfluss der Probenmatrix bei der Hydrolyse abzuschétzen zu kénnen. Die
Berechnung der Wiederfindung erfolgte nach der bekannten Gleichung aus Abschnitt 4.3.6
Punkt 2. Tabelle 4.7 zeigt die berechneten WFR. Mit einer mittleren WFR von 85 + 9,1% lag
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sie im akzeptablen Bereich, da bei Pflanzenmaterial immer mit natiirlichen Schwankungen zu

rechnen ist.

Tab. 4.6  Wiederfindungsrate des Solanidins fiir die GC-Analyse.

GA-Zusatz Wiederfindung [%]
[ngAnsatz]l Solanidin
F2 30 77
80 86
F4 10 104
50 90
W2 5 75
10 89
25 70
50 78
55 90

" GA-Zusatz zum Probenextrakt

4.8 Automatisierung der GA-Analyse uber XLC-MS

Die Entwicklung eines automatisierten und schnellen Analyseverfahrens, das sich fiir den
Einsatz in der Routineanalytik eignet, erfolgte in Zusammenarbeit mit der Firma Spark
Holland, Emmen, Niederlande. Die im System Symbiosis integrierte XLC-MS-Technik
bietet durch die Zusammenfiihrung von SPE-Aufreinigung, chromatographischer Trennung
und massenspektrometrischer Detektion die Moglichkeit, Probenaufgabe, Probenaufreinigung
und LC-Trennung parallel zu bearbeiten, wodurch die Aufarbeitungszeit auf null reduziert
und daher ein hoher Probendurchsatz und eine hohe Effizienz garantiert wird. Abbildung 4.11
zeigt eine schematische Ubersicht iiber das von Spark Holland vertriecbene System

Symbiosis” .
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Abb. 411 Schematische Ubersicht (iber das verwendete System Symbiosism (Spark Holland,
Emmen, Niederlande).

4.8.1 GA-Extraktion

Die Methodenentwicklung erfolgte zundchst mit Kartoffelproben, so dass zur Extraktion der
Alkaloide, wie unter Kapitel III, Abschnitt 3.4.2, Variante B beschrieben, 1% Essigsdure

verwendet wurde.

4.8.2 GA-Aufreinigung

Der Methodenentwicklungsprozess ist schematisch in Abbildung 4.12 dargestellt. Ausgehend
von einem Standardverfahren zur Aufreinigung hydrophober Substanzen, wurden die
folgenden Parameter zur Aufreinigung und massenspektrometrischen Detektion der GAe
optimiert. Im Entwicklungsprozess wurde zunéchst ein Standardgemisch aus a-Solanin und a-

Chaconin [jeweils 500 ng/ml] verwendet.
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Abb. 4.12 Ubersicht iiber den Methodenentwicklungsprozess mit dem System Symbiosis”
(Spark Holland, Emmen, Niederlande).

101



IV METHODENENTWICKLUNG

Wihrend des Methodenentwicklungsprozesses wurde jeweils eine Arbeitsanweisung erstellt

fuir:

1.

die Autosamplerkonfiguration:

Wichtige Parameter sind das bendtigte Probenvolumen und ein Reinigungsprotokoll fiir die
Probenschleife. Mit einem Injektionsvolumen von 50 pl konnte sowohl fiir das GA-
Gemisch wihrend der Methodenentwicklung, als auch bei den spdteren Probenextrakten
eine fiir die Detektion ausreichende Alkaloidmenge in das System injiziert werden.

Zur Reinigung der Probenschleife wurde ein Standardprotokoll, bestehend aus 700 pl
ACN-0,1% Ameisensdure (1:1, v/v), gefolgt von 700 ul ACN-0,1% Ameisensdure (9:1,
v/v) verwendet.

die SPE-Bedingungen:

Folgende Schliisselparameter waren zur Aufstellung einer Arbeitsanweisung festzulegen:
Sorbent-Screening:

Zunichst musste ein geeignetes Sorbens gefunden werden, um die GAe quantitativ aus
der Losung zu adsorbieren und wieder vollstindig zu eluieren. KenngréBen, die hierzu
Aufschluss geben sind die Wiederfindung sowie die Peakform des Analyten bzw. dessen
Breite und Asymmetriefaktor (Patsias et al. 2000). Die Wiederfindung zeigt die
Retardierungsfahigkeit des Sorbens, die Peakform verdeutlicht, wie gut sich die Analyten
wieder vom Sorbens eluieren lassen.

Durch Injektion von 50 pl GA-Standardgemisch auf acht verschiedene Sorbentien (CN,
C-2, C-8, C-8ec, C-18ec, C-18HD, Resin GP, Resin SH) und Vergleich der
Wiederfindungsraten (Tab 4.7) erwiesen sich C-18HD und Resin GP als geeignet. Auf
Grund der besseren Peakform mit geringerer Peakbreite wurde die C-18HD-Kartusche fiir
die weitere Arbeit ausgewdihlt. Abbildung 4.13 zeigt die Gegeniiberstellung des gewéhlten
C-18HD- mit ungeeignetem Resin SH-Material.
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Tab. 4.7  Wiederfindung von a-Solanin und a-Chaconin [jeweils 500 ng/ml] bei Verwendung acht
verschiedener Sorbentien in der XLC-MS-Analyse.

Sorbens WFR WFR
a-Solanin a-Chaconin
[%] [%]
CN 85 93
C-2 59 80
C-8 130 120
C-8ec 144 123
C.18 149 106
C-18HD 124 99
Resin GP 115 96
Resin SH 3 40
a.) L] oS Ve 255078 b.) - 100 g 5 u [N

I \P‘ -

e | a-Chaconin -

o) ‘/

B B §E & B B ¥ B B

40 45 05 0 15 25
s £ % 9 2 i
Tire min Time,min

05 10 15 20
® ° 291 3

Abb. 413 Gegenuberstellung der XLC-MS-Chromatogramme flir m/z 868 und 852 unter Verwendung
von: a.) C-18HD bzw. b.) Resin SH als Sorbens.

Konditionierung des Sorbens:

Zur Benetzung des Sorbens wurde 1 ml ACN verwendet, gefolgt von 1 ml 5% ACN in
1% NH4OH zur Konditionierung.

Probenbeladung:

Es wurde das unter Punkt 1. verwendete Probenvolumen von 50 pl injiziert.
Zusammensetzung der Waschldsung:

Hier galt es, die Zusammensetzung so zu optimieren, dass Storsubstanzen vollstdndig von
der Kartusche entfernt werden, die Analyten jedoch auf dem Sorbens retardiert bleiben.
Der Anteil des organischen Losungsmittels wurde hierzu in 10%-Schritten erhoht, bis die
GAe begannen, sich vom Sorbens zu losen. Eine Konzentration von 20% ACN konnte

toleriert werden, bevor GA-Elution kam.
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Flussrate wahrend des Waschvorgangs:

Entscheidende Einflussgroflen zur Bestimmung der Flussrate waren das Waschvolumen
und die Waschzeit. Beide Parameter wurden so gewéhlt, dass Storsubstanzen vom
Sorbens entfernt werden, ohne Zeit durch unnétiges Spiilen zu vergeuden. Mit 2 min und
einem Volumen von 4 ml, was letztlich einer Flussrate von 2 ml/min entsprach, konnten
alle Interferenzen auf der Kartusche beseitigt werden. Ein hoherer Organikanteil und eine
langere Waschzeit resultierten in einem partiellen Verlust der Analyten.

Elutionszeit:

Ein Feintuning der Elutionszeit war wichtig, um die GAe vollstindig von der Kartusche
zu entfernen, ohne storende Matrixbestandteile, die sehr unpolar sind und sich noch auf
dem Sorbens befinden ebenfalls abzulosen. Um den XLC-Prozess Okonomisch zu
gestalten ist die Verwendung des LC-Gradienten zur Elution sinnvoll. Eine Elutionszeit
von 5 min mit steigendem MeOH-Anteil von 10 auf 90% war zweckmaBig.

Durchbruch:

Die Priifung auf Durchbruch ist fiir die Abschitzung der Maximalbeladung wichtig. Das
Durchbruchsvolumen stellt das maximale Volumen dar, das mit einer theoretischen
Wiederfindungsrate von 100% aufgegeben werden kann. Wird dieses Volumen
iiberschritten, so bricht der Analyt am Saulenende durch und es kommt zu
Analytverlusten, die wiederum eine Verfalschung des Analysenergebnisses bewirken. Die
Konzentration in den spéteren Proben ist so zu wéhlen, dass es zu keinem Durchbruch
kommt (Unger 1989). Die Injektion einer GA-Standardlosung mit 1 ug/ml zeigte einen
Durchbruch von 0,5%, was im tolerierbaren Bereich lag. Somit konnten die spiteren
Extrakte eine Konzentration von bis zu 1 pg/ml besitzen, ohne dass Analytverluste auf

Grund von Durchbruch zu befiirchten wéren.

4.8.3 MS-Parameter

Die Parameter des Massenspektrometers wurden so eingestellt, dass hochste Empfindlichkeit
fiir die m/z-Werte 868 fiir a-Solanin und 852 fiir a-Chaconin gewahrleistet war. Dies
resultierte in den in Kapitel III, Abschnitt 3.5.6 beschriebenen Kenngrof3en.

Spezifitit und hohe Identifizierungssicherheit der Analyten konnte durch Fragmentierung der
GAe und die Detektion im MRM-Modus sichergestellt werden. Fiir a-Solanin zeigte das
Molekiilion [M+H'] bei m/z 868,3, fiir a-Chaconin bei m/z 852,4 maximale Intensitit. Nach
Fragmentierung in der Kollisionszelle trat bei beiden Alkaloiden ein Fragment bei m/z 98,2 in

Erscheinung (vgl. Tochterionenscan in Abb. 4.14), das charakteristisch fiir diese
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Substanzklasse ist und daher als Identifikationsion verwendet wurde. Die Quantifizierung

erfolgte tiber die jeweiligen Molekiilionen bei m/z 868,3 und m/z 852.4.

B MS2 (852.24) CE (127): 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Chaconine_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 1.2¢6 cps|

120e6]] — 98.2
1.15e6 4
1.10e6 4
1.05e6
1.00e6 4
9.50e5 4
9.00e5
8.50e5
8.00e5 4
7.50e5 3
7.00e5
6.50e5
6.00e5 4
5.50e5 3

706.4.
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Abb. 4.14 Tochterionenscan der XLC-MS-Methode fiir a-Chaconin (m/z 852,4).

Um welches Bruchstiick es sich beim m/z-Verhiltnis 98,2 genau handelt kann nur spekuliert
werden. Bei dem aus EI-Spektren bekannten Schliisselfragment m/z 150 handelt es sich um
den Indolizidin-Ring (vgl. Kapitel VI, Abschnitt 6.5.4.2, Abb. 6.1). Somit konnte dieser in der

Kollisionszelle weiter zerfallen sein und die Strukturformel aus Abbildung 4.15 besitzen.

H

+ N “y Abb. 4.15 Vorgeschlagene Strukturformel des Schliisselfragments
CH3 m/z 98,2 der Tochterionenanalyse der XLC-MS-Methode.

4.8.4 LC-Parameter

Um einen mdglichst hohen Probendurchsatz zu erreichen, werden fiir XLC-Systeme oft kurze
Sdulen (20-50 mm) mit niedriger Auflosung gewihlt. Systeme, die mit diesen Sédulen
arbeiten, konnen sehr schnell betrieben werden und eine Gesamtanalysenzeit von 5 min und
weniger ist zu erreichen (Allanson et al. 1996). In dieser Arbeit wurde eine 50 mm Xterra
MS-C18-Sdule von Waters eingesetzt. Eine fehlende oder ungeniigende Auflosung der
Analyten auf dieser Sidule bereitete keine Probleme, da eine massenspektrometrische
Detektion folgte. Durch Verwendung des selektiven MRM-Modus wurden Massenspuren fiir
a-Solanin und a-Chaconin festgelegt (vgl. 4.8.4), so dass eine vollstindige Trennung der

Analyten zur Quantifizierung nicht notig war. Die Hauptfunktion des LC-Gradienten war
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somit nicht die Auftrennung der Substanzen, sondern deren Elution von der SPE-Kartusche.
Daher wurde die mobile Phase dahingehend optimiert, hochste Wiederfindung in der
kiirzester Zeit zu erlangen. Der resultierende LC-Gradient stieg innerhalb von 2 min von 10
auf 90% 0,1% ameisensaures MeOH, gefolgt von 1 min isokratischer Arbeitweise mit der
selben Mischung. AnschlieBend wurden innerhalb von 0,5 min wieder die Initialbedingungen
mit 10% 0,1% ameisensaures MeOH, hergestellt. Die genauen LC-Bedingungen kdnnen aus
Kapitel III, Abschnitt 3.5.6 entnommen werden. Die Retentionszeiten lagen bei 2,6 min fiir a-

Solanin und 2,7 min fiir a-Chaconin bei einer Gesamtldnge von 5 min pro XLC-MS-Analyse.

4.8.5 Validierung des XL C-MS-Verfahrens

Zur Validierung des automatisierten XLC-MS-Verfahrens wurden die bereits unter Abschnitt
4.3.6 beschriebenen Parameter iiberpriift. Auf die Uberpriifung auf Robustheit wurde wieder
verzichtet.

1. Prazision (Precision)

Melprazision:

Der Variationskoeffzient vx lag nach vierfacher Injektion eines oa-Solanin-Standards
[50 ng/ml] mit 1,2% im tolerierbaren Bereich.

Methodenprazision:

Die Schwankung innerhalb der Methode wurde durch jeweils vierfache Analyse der
Karoffelproduktproben B1, C2, F3, P2 und R1 iberpriift. Tabelle 4.8 zeigt die ermittelten
Werte fiir V. In allen Féllen konnte die Bedingung vk < 15% erfiillt werden. Somit wurde
sowohl Mess- als auch Methodenpréizision nachgewiesen.

Tab. 4.8 Variantionskoeffizienten zur Ermittlung der Mess- und Methodenprazision fir das XLC-
MS-Verfahren.

Testprodukt a-S<\>/Ikanin a-Ch;::onin
[%] [%]
Standardlésung [50 ng/mi] 3,34 2,50
B1 5,36 3,37
C1 6,02 5,36
F3 5,36 6,02
P2 6,52 15,39
R1 5,27 5,50
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2. Richtigkeit (Accuracy of the mean)

Die Richtigkeit wurde wie unter Abschnitt 4.3.6 Punkt 2 mit Hilfe der Wiederfindungsrate
bestimmt. Als Testsubstanz kam wiederum alkaloidarme Kartoffelstdrke zur Anwendung, die
mit unterschiedlichen GA-Mengen aufgestockt wurde. Durch die hohe Empfindlichkeit der
XLC-MS-Methode erfolgte der Standardzusatz als Losung direkt zum Kartoffelstirke-
Extrakt. Tabelle 4.9 zeigt die ermittelten WFR. Die Berechnung erfolgte nach der unter
Abschnitt 4.3.6 Punkt 2 beschriebenen Formel.

Fiir a-Solanin wurde eine mittlere Wiederfindung von 84,1 +£9,3%, fiir a-Chaconin
87,2 £ 6,0% ermittelt. Die WFR bewegen sich zwar im unteren Erwartungsbereich, lassen sich
durch die natiirlichen Schwankungen innerhalb des Materials jedoch begriinden (unverénderte
Kartoffelstirke a-Solanin 53,35 + 8,27 ng/ml, a-Chaconin 75,85 + 9,55 ng/ml). Die geringe
Wiederfindung bei hochstem Standardzusatz ist vermutlich auf die Uberladung der Kartusche

zuriickzufiihren.

Tab. 4.9 Wiederfindungsraten [%] der XLC-MS-Methode fir a-Solanin und a-Chaconin.

GA-Zusatz Wiederfindung®
[ng/mi]* [%]
a-Solanin a-Chaconin a-Solanin a-Chaconin
Kartoffel- 104 94 83 88
starke 416 376 94 93
1560 1410 75 81

" GA-Zusatz zum Kartoffelstarkeextrakt
2 Mittelwert einer Doppelbestimmung fir jedes Gehaltsniveau und jede Komponente

3. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Sowohl die Nachweis- als auch die Bestimmungsgrenze wurden aus der Kalibriergeraden
durch das Softwaresystem Analyst 1.4.1 berechnet. Als Nachweisgrenze ergab sich eine
Konzentration von 0,3 ng/ml fiir a-Chaconin bzw. 0,5 ng/ml fiir a-Solanin. Die Bestimmungs-
grenze lag bei 1,0 bzw. 1,5 ng/ml.

4. Spezifitat

Die Spezifitit konnte wiederum aus der Richtigkeit abgeleitet werden, die unter Punkt 2
bewiesen wurde. Durch die Verwendung des selektiven MRM-Modus mit dem
Identifikationsion bei m/z 98 und den Molekiilionen bei m/z 868,4 und 852,3 wurde hohe
Spezifitit garantiert. Die chromatographische Trennung, gefolgt von einer massen-
spektrometrischen Detektion im MRM-Modus mit zwei m/z-Werten fiir jede Substanze ist

ausreichend, um die Identitét einer Substanz sicher zu bestitigen (Bacaloni et al. 2005).
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5. Linearitat und Arbeitsbereich

Die Quantifizierung der GAe erfolgte durch die Injektion externer Standards und der
Aufstellung einer Fiinf-Punkt-Kalibriergeraden. Hierzu wurde aus den a-Solanin und a-
Chaconin-Stammlosungen [1 mg/ml] zundchst eine GA-Stammlosung [1000 ng/ml]
hergestellt, aus der jeweils ein Aliquot entnommen und mit MeOH zu den
Kalibrierkonzentrationen [1, 5, 10, 100, 500, 1000 ng/ml] verdiinnt wurde. Die aufgestellten
Kalibriergeraden zeigten fiir a-Solanin und a-Chaconin im kalibrierten Arbeitsbereich von 1

bis 1000 ng/ml eine lineare Abhéngigkeit, wie die Abbildungen 4.16a und b zeigen.

a ) B calcurve.rdb (Solanine): "Linear” Regression ("No” weighting): y = 4.86e+003 x + 1.5e+005 (r = 0.9915)
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Abb. 4.16 Kalibriergeraden des XLC-MS-Verfahrens fur a.) a-Solanin und b.) a-Chaconin im Arbeits-
bereich 1 bis 1000 ng/ml.
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KAPITEL V

ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

5.1 Kommerzielle Kartoffelsorten

5.1.1 Methodenanpassung

Die in Kapitel III, Abschnitt 3.1.1 aufgelisteten Kartoffelsorten wurden auf ihren GA-Gehalt
in der Gesamtknolle sowie in Schale und Fleisch analysiert. Es wurde zunéchst ein Protokoll
fiir die bendtigte Einwaage, Kartuschenbeladung und das Aufnahmevolumen nach Trocknung
aufgestellt, das in Tabelle 5.1 dargestellt ist. Die vermerkten Mengen des trockenen,
homogenisierten Probenmaterials wurden in 50 ml Polypropylen-Tubes eingewogen und nach
dem unter Kapitel III, Abschnitt 3.4.2, Variante A beschriebenen Verfahren zweimal mit 1%
Essigsdure extrahiert. Nach Aufreinigung eines Aliquots (vgl. Abschnitt 3.4.3) und
Trocknung durch Vakuumzentrifugation wurde der Riickstand in MeOH aufgenommen,
wovon 20 pl per HPLC auf seinen GA-Gehalt untersucht wurden.

Tab.5.1  Ubersicht Uber Einwaage [g], Kartuschenbeladung [mI] und MeOH-Aufnahme-
volumen [ml] fiir die Analyse kommerzieller Kartoffelsorten mittels HPLC.

Probe EW SPE- Aufnahme-
Beladung volumen
Gesamtknolle 3,0 6 250
Schale 0,5 5 300
Fleisch 4,0 10 200

Als Sekundirstoffe in den kommerziell erworbenen Kartoffelsorten waren ausschlieflich
a-Solanin und a-Chaconin nachweisbar. Abbildung 5.1 zeigt als Beispiel das HPLC-
Chromatogramm der Sorte Sieglinde-4. Die Alkaloide wurden durch Vergleich ihrer
Retentionszeit mit denen der Standardsubstanzen identifiziert. Als Retentionszeiten ergaben

sich fiir a-Solanin 16,8 min, fiir das unpolarere a-Chaconin 17,3 min.
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a-Chaconin

a-Solanin /

Abb.5.1
A I; HPLC-Chromatogramm des methanolischen
| Extraktes der Frihkartoffelsorte Sieglinde-4.
R: a-Solanin 16,8 min, R; a-Chaconin 17,3 min.

(Chromatographische  Bedingungen  siehe
Kaptitel Ill, Abschnitt 3.5.1).

15 17

5.1.2 GA-Gehalt kommerzieller Kartoffelsorten

Die im Handel erworbenen Kartoffelsorten unterschieden sich einerseits in ihrem
Erntezeitpunkt (Friihkartoffeln und Herbsternte) wie auch im verwendeten Anbauverfahren
(konventioneller und 6kologischer Anbau). Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt daher
getrennt als Friihkartoffeln-konventionell (Tab. 5.2), Friihkartoffeln-o6kologisch (Tab. 5.3),
Herbsternte-konventionell (Tab. 5.6) und Herbsternte-6kologisch (Tab. 5.7). Die Tabellen
geben die Gehalte in den analysierten Geweben in mg/100 g TG wieder, wobei fiir jede Sorte
mindestens drei verschiedenen Knollen jeweils als Doppelbestimmung untersucht und daraus
der Mittelwert und seine Standardabweichung berechnet wurde. In der rechten Spalte ist der
Gesamt-GA-Gehalt [mg/100 g] berechnet auf das Frischgewicht dargestellt. Die Abbildungen
5.1 und 5.2 am Ende des Abschnitts zeigen einen Uberblick iiber die ermittelten GA-Gehalte

in den Gesamtknollen der analysierten Sorten.

5.1.2.1 Fruhkartoffeln

Die folgende Tabelle 5.2 zeigt zundchst die ermittelten o-Solanin und o-Chaconin-
Konzentrationen in Frithkartoffeln aus konventionellem Anbau, in Tabelle 5.3 sind die
Ergebnisse aus biologischem Anbau zu sehen. In allen Geweben der analysierten Sorten
konnten GAe nachgewiesen werden, deren Gehalte sich in der Gesamtknolle (14,71 bis
39,44 mg Gesamt-GA/100 g TG), Kartoffelfleisch (2,82 bis 16,05 mg Gesamt-GA/100 g TG)
und Schale (54,59 bis 254,12 mg Gesamt-GA/100 g TG) z. T. erheblich unterschieden.
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Vorherrschende Sorte zu Beginn der Frithkartoffelsaison im April war Nicola, die auf Grund
des Klimas ausschlieBlich aus Mittelmeerldndern bezogen werden konnte. Die in den
Gesamtknollen enthaltenen Mengen an a-Solanin, o-Chaconin und der Gesamt-GA-Gehalt
bewegten sich in dieser Sorte in einem engen Rahmen mit durchschnittlich 20 mg Gesamt-
GA/100 g TG. In Fleisch und Schalengewebe war die Variation etwas hoher, lag aber
innerhalb der natiirlichen Schwankungsbreite. Ein dhnliches Ergebnis zeigten auch die spiter,
ab Juni, aus deutschem Anbau erworbenen Proben, die vorwiegend den Sorten Berber oder
Sieglinde angehorten. Im Durchschnitt lag der Gesamt-Alkaloidgehalt hier mit 30 mg/100 g
TG in der Gesamtknolle zwar auf einem etwas hoheren Niveau, war aber innerhalb der
jeweiligen Sorte konstant. Fiir die verbleibenden Sorten Annabelle und Bamberger Hornchen
konnte jeweils nur eine Probe analysiert werden, deren Gehalte sich im genannten Rahmen
bewegten.

Als Untersuchungsmaterial 6kologisch erzeugter Friihkartoffeln standen die Sorten Atica,
Ditta, Rosara und Valor zur Verfiigung, die auf Grund des begrenzten Angebots nur als
Einzelproben untersucht werden konnten. Insgesamt betrachtet lag der Gesamt-GA-Gehalt
(vgl. Tab. 5.3) trotz des hohen Wertes von 40,41 mg/100 g TG in Atica wie zuvor im Bereich
von 20 bis 30 mg Gesamt-GA/100 g TG. Die Sorte Ditta enthielt mit 13,03 mg/100 g TG die
niedrigste Alkaloidmenge. Auch die Konzentrationen in Fleisch (1,13 bis 4,20 mg Gesamt-
GA/100 g TG) und Schale (54,28 bis 209,83 mg Gesamt-GA/100 g TG) zeigten keine

Besonderheit.
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Tab. 5.2

Ubersicht tiber die in konventionell erzeugten Friihkartoffeln ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle.

Fleisch Schale Knolle
a-Solanin a-Chaconin | Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesgll_rgt-GA Ges?g}-GA
X% s, X8, X £ 8, X £ 8, X+ s, Xts, X %8y FEX Xz s, Xts,

Anal 0,59+0,03| 1,07+0,02| 1,66+0,05| 33,31+ 1,22| 111,57 +13,61| 14488+ 14,83 | 6,21+ 3,11 | 17,88+ 6,94 | 24,09+ 10,05| 4,50+ 1,74
Baml | 221+1,23| 259+132| 480+255| 22,61+ 655| 6320+ 558| 8581+ 1213| 911+ 1,85| 2268+ 6,51 | 31,79+ 8,36| 7,87+2,00
Berl 212+2,06| 322+1,79| 534+385| 17,50+ 1,90| 37,09+ 443| 5459+ 6,33| 7,54+ 4,04 1499+ 459| 2253+ 8,63 | 557+295

Ber2 223+1,35| 358+1,31| 570+266| 49,12+ 7,12| 117,70+ 13,74 | 166,82+ 20,86 | 11,51+ 6,46 | 26,03+10,19| 37,54+ 7,22 | 7,79%3,12

Ber3 395+1,57| 6,06+2,35| 10,00+3,92| 54,79+ 12,21 | 107,22+22,98 | 166,82+ 35,19 | 14,26 + 13,43 | 25,18 + 18,82 | 39,44 +32,25| 7,28 +5,38

Ber4 583+3,55| 10,22+5,16 | 16,05+8,71 | 30,49+ 14,26 | 98,12+46,42| 128,61+ 60,68 | 10,75+ 567 | 2545+ 8,96 | 36,20+ 14,63 | 7,60+ 1,42

Ber5 1,85+1,94| 293+258| 4,78+452| 2693+ 6,70| 86,70+31,76| 113,63+ 38,76 | 10,42+ 3,08 | 28,79+ 16,35| 39,21 +£19,43 | 9,73+ 1,00

Nicl 0,35+0,02| 0,70+0,04| 1,05+0,06| 42,56+ 1,77 | 10558+ 13,49 | 148,14+ 1526| 6,05+ 069 1495+ 2,95| 21,00+ 3,64 | 4,48+1,34

Nic2 1,88+0,95| 293+1,18| 4,81+213| 37,57+ 6,92| 94,61+2392| 132,18+ 30,84 | 6,86+ 1,53 | 1542+ 4,28 | 2228+ 581 | 4,21+1,19

Nic3 1,18+0,42| 2,18+0,31| 3,36+0,73| 2390+ 9,64 | 62,74+20,33| 8664+ 2997| 898+ 1,74| 1554+ 3,82| 2452+ 556 | 4,85+0,57

Nic4 369+202| 519+196| 888+398| 33,30+ 4,51 | 8893+ 827 | 122,23+ 12,78 | 9,56+ 1,54| 13,80+ 3,77 | 23,36+ 531| 4,62+1,75

Nic5 2,71+1,21| 388+160| 659+281| 1991+ 0,99| 5586+ 441| 7587+ 540| 7,01+ 0,70 1454+ 298| 21,55+ 3,68 | 4,12+0,62

Nic6 0,94+0,39| 1,88+0,19| 2,82+0,58| 32,63+ 1,52| 8549+ 7,22| 118,12+ 8,74| 410+ 1,08| 1061+ 1,39 | 14,71+ 2,47 | 2,83+0,05

Siegl | 1,83+£0,88| 2,21+0,96| 4,04+1,84| 53,54+16,71| 129,97 £38,22| 183,51+ 54,93 | 10,62+ 2,30 | 22,64+ 4,38| 3326+ 6,68| 7,11x175
Sieg2 | 3,91+£049| 453+053| 7,11+£1,11| 77,84+ 9,02| 132,89+ 9,20| 210,73+ 18,22 | 11,98+ 1,32| 20,59+ 590 | 3257+ 7,22| 6,74%1,236
Sieg3 | 2,81+£1,08| 3,66+1,19| 6,47+227| 83,63+£49,28| 170,49+99,02| 254,12+ 148,30 | 7,18+ 4,58| 15,09+ 9,33 | 22,27 £13,91| 240%1,29

! auf das FG berechnet
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Tab. 5.3

Ubersicht tiber die in 6kologisch erzeugten Friihkartoffeln ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle.

Fleisch Schale Knolle
a-Solanin a-Chaconin | Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesgrnét-GA Gesggi—GA
X £ 84 X * s, X £ 8, X % s, X £ Sy X+ s, X * sy X £, X * s, X * Sy
BAtil 1,04 +£0,47 | 3,16+234| 4,20+281| 17,17+ 548 | 4586+ 19,63| 63,03+ 25,11 11,94 £+8,00 | 28,47 +10,85| 40,41+18,85| 8,10+3,82
BDitl 0,38+0,27| 0,75+0,09| 1,13+0,36| 43,55+24,13| 4568+29,65| 94,63+ 63,12 5,68 + 2,62 7,35+ 3,95| 13,03+ 6,57 | 2,26+1,09
BRos1| 053+059| 122+0,76| 1,75+1,35| 55,68 +24,22| 154,15+ 65,58 | 209,83 + 89,90 6,78 +1,97 | 22,85+ 13,34 | 29,63 + 15,31 5,78 +£2,39
BVall 1,72+0,96| 2,28+0,79| 4,00+1,75| 2557+12,06| 28,71+ 4,60| 54,28+ 16,66 8,34 +£2,75 991+ 4,08| 1825+ 6,83| 4,07+1,16

L auf das FG berechnet
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V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

Uber den prozentualen Anteile der Alkaloide in Schale und Fleisch der Friihkartoffelsorten
gibt Tabelle 5.4 Auskunft. Sie zeigt den Gesamt-GA-Anteil im Schalengewebe. Zur
Berechnung wurden die detektierten Alkaloidwerte [mg/g TG] mit der Trockenmasse [g]
multipliziert und die erhaltene Gesamtalkaloidmenge in Fleisch und Schale in Relation
gesetzt. Sehr deutlich ist der hohe GA-Anteil in der duBleren Randschicht der Knolle zu
erkennen, wobei der prozentuale Anteil in konventionell wie in 6kologisch erzeugten
Kartoffeln sortenunabhéngig stark variierte (insgesamt 55,6 bis 97,7%).

Tab.5.4  Prozentualer GA-Anteil [%] in der Schale der analysierten Fruhkartoffeln, links aus
konventionellem, rechts aus 6kologischem Anbau.

Konventioneller Anbau Okologischer Anbau
Sorte Schale Sorte Schale
Ana1 95,6 BAtt1 79,8
Bam1 86,6 BDit1 95,2
Ber1 73,6 BRos1 95,8
Ber2 80,0 BVal1 70,6
Ber3 84,4
Ber4 71,0
Ber5 80,7
Nic1 97,7
Nic2 82,6
Nic3 85,1
Nic4 73,9
Nic5 55,6
Nic6 88,7
Sieg1 86,6
Sieg2 85,5
Sieg3 88,4

Tabelle 5.5 stellt die prozentuale Verteilung der Einzelalkaloide dar. Angegeben ist jeweils
der Anteil des toxischeren a-Chaconin am Gesamt-GA-Gehalt.

In konventionell erzeugten Kartoffeln ist deutlich der hdhere o-Chaconin-Anteile im
Schalengewebe zu erkennen. Wéhrend Fleisch durchschnittlich 60% als a-Chaconin enthielt,
lag dessen Anteil in der Schale bei iiber 70%. In den Kartoffelknollen aus dkologischem
Anbau war durch den geringen Probenumfang eine dhnliche Tendenz nicht festzustellen.
Auffallend war der, im Vergleich zu den iibrigen Sorten geringe a-Chaconin-Anteil in Fleisch

und Schale der Sorte Valor. Beide Gewebe enthielten a-Chaconin nur zu knapp tiber 50%.
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V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

Tab.5.5 Prozentualer Anteil an a-Chaconin [%] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle der
analysierten Frihkartoffeln, links aus konventionellem, rechts aus 6kologischem Anbau.

Konventioneller Anbau Okologischer Anbau
Sorte | Fleisch | Schale | €Samt- Sorte Fleisch | Schale | ®€samt-
knolle knolle
Ana1 64,5 77,0 74,2 BAtt1 75,3 72,8 70,5
Bam1 54,0 73,6 71,3 BDit1 66,0 55,7 56,4
Ber1 60,3 67,9 66,5 BRos1 69,9 73,5 77,1
Ber2 61,6 70,6 69,3 BVal1 55,9 52,9 54,3

Ber3 60,5 64,6 63,2
Ber4 63,7 72,7 70,3
Ber5 61,2 76,3 73,4

Nic1 66,8 71,3 71,2
Nic2 60,9 71,6 69,2
Nic3 66,1 72,4 63,4

Nicd | 584 72,8 71,3
Nic5 | 58,9 73,7 67,5
Nic6 | 66,7 72,4 72,1

Sieg1 | 54,7 70,8 68,1

Sieg2 | 60,9 64,6 63,2

Sieg3 | 56,7 67,3 67,8

5.1.2.2 Herbstkartoffeln

Die Herbsternte brachte eine sehr viel groflere Vielfalt verschiedener Kartoffelsorten, die auf
thre GA-Konzentration untersucht werden konnten. Die Ergebnisse der Gehaltsanalysen sind
in Tabelle 5.6 fiir den konventionellen und Tabelle 5.7 fiir den Okologischen Anbau

dargestellt.
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Tab. 5.6 Ubersicht iber die in konventionell erzeugten Herbstkartoffeln ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle.

Tab. 5.7

Fleisch Schale Knolle
a-Solanin a-Chaconin | Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesglrrgt-GA Ges?:rgt-GA
X£s, XEs, FET XEs, FET X5, PET X8, X5, X s,
Bam2 220+151| 3,87+225 6,07 +3,76 | 40,30+ 17,89 80,63 + 36,20 | 120,93 £+ 54,09 | 8,03+5,65| 1562+ 9,96 | 23,65+ 15,61 | 5,52+ 3,08
Binl 3,21+2,53| 5,01+4,05 8,22 £ 6,58 61,32+ 4,28 | 118,01 +27,13 | 179,33 + 31,41 | 15,85 + 8,23 | 28,50 £ 18,75 | 44,35 + 26,98 | 12,63 * 6,66
Chel 1,63+£0,28| 3,85+0,80 548 +1,08| 44,44+ 576| 132,11+17,85| 176,55+23,61| 8,45+0,67 | 22,75+ 1,23| 31,20+ 1,90| 6,80+0,22
Fral 1,22+0,57 | 1,69+0,75 2,91+1,32 11,76 £ 5,11 47,93 +20,80| 59,69+2591| 3,92+0,97| 11,97+ 191| 1589+ 2,88| 3,15+0,61
Nic7 1,58+ 0,60 | 2,78 +1,06 436+217| 41,65+1543| 130,26 +30,89 | 171,91 +46,32| 6,61+1,70| 1504+ 5602165+ 7,30 | 3,81+0,86
LaR1 1,59+0,81| 2,45+1,36 4,04 +2,17| 25,72+ 37,33 68,30+ 22,51 | 94,02 +59,84 | 11,56 £ 9,57 | 26,63 + 15,04 | 38,19 + 24,61 | 4,89+ 0,96
Qual 0,28+0,21| 0,67 0,33 0,95+ 0,54 19,29+ 4,04 2422+ 8,14 | 43,51+1218| 3,37+1,81| 435+ 151| 7,72+ 3,32| 1,73+0,67
Prim1 3,38+0,41| 571+£2/12 9,09+2,53 | 40,24 + 6,25 79,20+ 14,80 | 119,44 +21,05| 6,69+0,42| 11,75+ 1,80| 18,44+ 2,22 | 3,96 +0,39
Rovl 0,55+0,34| 1,88+0,74 2,43 £1,08 19,01+ 8,20 59,43 +19,31| 78,44+2751| 3,82+0,87| 9,16+ 7,04| 12,98+ 7,91 | 3,87+0,37
Siegz 1,08+0,33 | 2,02+0,69 3,10 £ 1,02 94,96 + 12,29 | 120,89 + 60,62 | 215,86 + 72,91 | 13,22 +4,65| 23,52+ 7,35| 36,74 +12,00| 7,00 + 1,99
Spul 0,25+0,14| 0,63 0,21 0,88 + 0,35 1491+ 544 | 47,61+2045| 62,52+2589| 3,59+1,46|10,33+ 3,27 | 13,92+ 4,73 | 2,70+£0,74
Ubersicht tiber die in 6kologisch erzeugten Herbstkartoffeln ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle.
Fleisch Schale Knolle
a-Solanin a-Chaconin | Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gese%rgt-GA Ges?_rgt-GA
X+ s, X % S X * 8y X*s, X % s, X %S, X £ 8, X * Sy X £ 84 X £ 8,

BAgrl 0,36+0,23| 1,01+0,58| 1,37+0,81| 30,76 +17,27 | 80,33+40,61| 111,09+ 57,88| 265+ 0,79| 7,18+ 1,89| 983+ 2,68| 2,23+0,55
BAgr2 0,82 £ 0,41 0,80+0,44 | 1,62+0,85| 27,21+ 6,59| 4527+18,80| 72,48+ 2539| 3,83+ 0,88| 4,11+ 4,70 794+ 558 | 2,10+1,05
BAti2 599+284| 8,18+4,23|14,17+7,07| 61,74+ 4,24| 102,06 +22,19| 163,80 + 26,43 | 17,95+ 10,75 | 28,03 + 15,58 | 45,98 + 26,33 | 8,96 + 3,29
BRos2 345+205| 396+189| 7,14+3,94| 52,01+ 7,38| 106,88 +17,30 | 158,89 + 24,68 | 14,46 + 10,01 | 23,26 + 15,07 | 37,72+25,08 | 7,62+ 3,29
BRos3 0,46 £ 0,15 1,24 £ 0,21 1,70+£0,36 | 21,01+ 575| 31,83+ 586| 52,84+ 11,61 3,53+ 0,85| 534+ 1,10 8,87+ 1,95 1,99 + 0,47
BSell 0,82+0,19 1,83+0,52| 2,65+0,98| 36,98+ 5,74| 113,00+ 18,13 | 149,98 + 23,87 | 7,41+ 3,24|20,78+ 7,16| 28,19+10,40| 6,05+ 2,52
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V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

Insgesamt betrachtet, waren die ermittelten GA-Mengen heterogener als in den Friihkartoffeln,
was auf die Vielzahl verschiedener Sorten zuriickzufithren ist. Die Gesamtalkaloid-
konzentrationen in der Gesamtknolle variierte in einem breiten Bereich, wobei die Sorte Quarta
mit 7,72 mg/100 g TG den niedrigsten, die Sorten Sieglinde, La Ratte und Binova mit 36,74
bzw. 38,19 und 44,35 mg/100 g TG die hochsten Gehalte aufwiesen. Eine dhnliche Variation
zeichnete sich auch in Kartoffelfleisch (0,88 bis 9,09 mg/100 g TG) und Schale (43,51 bis zu
215,86 mg/100 g TG) ab.

Die Sortenauswahl okologisch erzeugter Knollen ermdglichte ebenfalls eine umfangreichere
Untersuchung, in der sich die Heterogenitit der Gehalte bestétigte. Agria wies mit
7,94 mg/100 g TG einen der niedrigsten Gehalte {iberhaupt auf, in Atica wurde mit
45,98 mg/100 g TG die insgesamt hochste Konzentration detektiert. Die Variabilitdt spiegelte
sich innerhalb der Sorten wieder. Wihrend die Probe Rosara-3 8,87 mg Gesamt-GA/100 g TG
in der Knolle aufwies, war der Gehalt in Rosara-2 fast fiinf mal so hoch.

Uber die prozentuale Verteilung der GAe innerhalb der Knolle gibt Tabelle 5.8 Auskunft. Die
Berechnung des Alkaloid-Vorkommens in der Schale erfolgte wie zuvor unter Einbeziehen der
zugehorigen Trockenmassen.

Tab.5.8  Prozentualer GA-Anteil [%] in der Schale der analysierten Herbstkartoffeln, links aus
konventionellem, rechts aus 6kologischem Anbau.

Konventioneller Anbau Okologischer Anbau
Sorte Schale Sorte Schale
Bam2 83,9 BAgr1 92,1

Bin1 88,5 BAgr2 87,5
Chef 83,5 BAti2 84,6
Franc1 82,8 BRos2 77,2
LaR1 88,9 BRos3 84,9
Nic7 85,6 BSel1 87,8
Qua1 86,2

Prim1 75,1

Ros1 87,3

Sieg4 921

Spu1 92,1

117
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Die Verteilung der Einzelalkaloide zeigt Tabelle 5.9. In konventionell erzeugten Sorten lag der

Anteil des toxischeren a-Chaconin im Fruchtfleisch durchschnittlich zwischen 60 und 70% des

Gesamt-GA-Gehalts, im Schalenanteil dagegen nur bei knapp iliber 50 %. Demgegeniiber

wiesen 0kologisch erzeugte Sorten mit mehr als 60% einen hoheren Anteil a-Chaconin in ihrer

Schale auf, wéahrend im Fruchtfleisch etwas weniger a-Chaconin als im konventionellen Anbau

vorlag.

Tab. 5.9 Prozentualer Anteil

an a-Chaconin [%]

in Fleisch, Schale und Gesamtknolle der

analysierten Herbstkartoffeln, links aus konventionellem, rechts aus 6kologischem Anbau.

Konventioneller Anbau Okologischer Anbau
Sorte | Fleisch | Schale | ©Samt- Sorte | Fleisch | Schale | ©&samt-
knolle knolle

Bam2 63,8 51,9 66,1 BAgr1 73,6 72,3 73,0
Bin1 60,9 51,3 64,3 Bagr2 49,5 62,5 51,9
Che1 70,2 51,3 72,9 BAti2 59,2 63,2 61,0
Franc1 58,1 52,9 75,4 BRos2 53,4 67,3 49,8
LaR1 62,1 52,2 69,7 BRos3 73,1 60,2 60,2
Nic7 63,8 51,2 69,5 BSel1 69,1 75,3 73,7
Qua1 70,6 56,4 56,3

Prim1 62,8 62,5 63,7

Ros1 77,4 53,1 70,6

Sieg4 65,2 51,3 64,0

Spuf 71,5 53,5 74,2
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Abb.5.2  Gegenuberstellung der GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Knollen der:
a.) Frihkartoffeln aus links: konventionellem und rechts: 6kologischen Anbau,
b.) Herbstkartoffeln aus links: konventionellem und rechts: 6kologischen Anbau.
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5.1.3 Weiterfuihrende Untersuchungen zur Alkaloidverteilung in
Kartoffelgewebe

5.1.3.1 Vergleich der GA-Gehalte nach Licht- und Dunkellagerung
Lichteinwirkung wirkt bekanntermalen als Stressfaktor auf Kartoffelknollen und hat daher den

Anstieg des Alkaloidgehaltes zur Folge. Gegenstand dieser Untersuchung war es
herauszufinden, in welcher Gréfenordnung dies wiahrend der Angebotszeit im Handel erfolgt.
Es wurde von einer Aufbewahrungszeit von durchschnittlich einer Woche ausgegangen, in der
die Knollen dem Kunden angeboten werden. Fiir jede untersuchte Sorte wurden drei Knollen
bei Raumtemperatur eine Woche unter Lichteinfluss und weitere drei Knollen in Dunkelheit
gelagert. Die genaue Versuchsbeschreibung ist Kapitel III, Abschnitt 3.7.1 zu entnehmen.

Nach einwdochiger Lagerung konnte weder in den belichteten, noch in den Knollen aus
Dunkellagerung eine Chlorophyllbildung beobachtet werden. Wie Tabelle 5.10 sowie die sich
anschlieBenden Abbildungen deutlich machen, kam es dennoch in fast allen Proben zu einer
licht-unabhingigen Zunahme der Alkaloid-Gehalte. Die GA-Akkumulation in belichteten
Knollen war erwartungsgemill hoher. Dies war nicht nur auf das Schalengewebe begrenzt,
sondern vollzog sich im Fruchtfleisch weiter. Tabelle 5.10 zeigt die ermittelten GA-Gehalte
[mg/100 g TG] der analysierten Frithkartoffelsorten Berber-2, Nicola-4, Ditta-1 und Valor-1 in
der Kontrolle (entspricht den Gehalten der direkten Aufarbeitung) und den untersuchten
Geweben nach Licht- und Dunkellagerung sowie deren prozentuale Alkaloidzunahme bezogen
auf den Kontrollgehalt. Die sich anschlieBenden Abbildungen verbildlichen die Verdnderungen

des Alkaloidkonzentration in den analysierten Sorten.
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Tab.5.10 Vergleich des a-Solanin-, a-Chaconin- und Gesamt-GA-Gehaltes [mg/100 g TG] in Fleisch,
Schale und Gesamtknolle der analysierten Friihkartoffelsorten nach einwdchiger Lagerung
mit bzw. ohne Lichteinfluss mit Angabe der prozentualen Veranderung des GA-Gehaltes im
Vergleich zur Kontrolle.

a-Solanin  [%] a-Chaconin [%] Gesamt-GA [%]
Berber-2
Fleisch Kontrolle 2,23 5,58 5,81
Licht 2,51 12 3,67 3 6,18 6
Dunkel 3,68 65 5,68 59 9,36 61
Schale Kontrolle 50,25 120,11 170,37
Licht 37,90 -25 101,67 -15 139,57 -18
Dunkel 38,13 -24 93,04 -23 131,17 -13
Gesamt- Kontrolle 7,82 20,16 27,99
knolle Licht 16,39 110 35,35 75 51,75 85
Dunkel 8,49 8 21,50 7 29,99 7
Ditta-2
Fleisch Kontrolle 0,31 0,73 1,03
Licht 1,11 261 1,62 123 2,72 164
Dunkel 0,34 12 0,95 32 1,30 26
Schale Kontrolle 43,55 45,68 89,63
Licht 45,55 5 50,48 11 96,03 8
Dunkel 26,92 -38 30,78 -33 57,70 -35
Gesamt- Kontrolle 3,30 4,15 7,45
knolle Licht 4,15 25 5,12 23 9,27 24
Dunkel 4,67 42 8,16 97 12,23 72
Nicola-4
Fleisch Kontrolle 3,69 5,19 8,88
Licht 5,39 46 9,38 81 14,77 66
Dunkel 3,81 3 4,70 -9 8,51 -4
Schale Kontrolle 33,30 88,93 122,23
Licht 70,55 112 184,05 107 254,60 108
Dunkel 41,33 24 91,67 3 133,01 9
Gesamt- Kontrolle 5,56 13,80 19,36
knolle Licht 19,36 248 42,14 205 61,51 218
Dunkel 13,84 149 23,86 73 37,70 95
Valor-1
Fleisch Kontrolle 1,72 2,18 3,90
Licht 5,52 221 6,17 183 11,69 200
Dunkel 5,83 239 5,75 163 11,58 197
Schale Kontrolle 28,07 30,15 58,21
Licht 61,47 119 75,35 150 136,82 135
Dunkel 41,80 49 53,46 77 95,26 64
Gesamt- Kontrolle 9,10 11,27 20,37
knolle Licht 15,08 66 16,27 44 31,35 54
Dunkel 11,15 23 13,54 20 24,68 21
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Abb.5.3 Vergleich der GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle nach
einwdchiger Licht- bzw. Dunkellagerung der Sorte:
a.) Berber-2
b.) Nicola-7
c.) Bio-Ditta-1
d.) Bio-Valor-1

5.1.3.2 GA-Gehalt ergrtinter Knollenanteile

Junge Friihkartoffeln zeichnen sich durch eine hohe Stoffwechselaktivitit aus, weshalb in
ergrimten Knollen eine GA-Akkumulation zu erwarten ist. Keine der erworbenen
Friihkartoffeln wies griine Stellen auf, mit Ausnahme der Sorten Nicola-2 und Sieglinde-1,
deren Alkaloidkonzentration in der griinen Schale und dem direkt darunter liegenden Fleisch
mit der Kontrolle aus unverdandertem Gewebe der gleichen Knolle verglichen wurden. Das
Vorgehen ist aus Kapitel I1I, Abschnitt 3.7.2 zu entnehmen.

Tabelle 5.11 verdeutlicht, dass in beiden Sorten eine deutliche Erhohung des
Gesamtalkaloidgehaltes in den griinen Anteilen ausgemacht werden konnte, wobei keines der
Einzelalkaloide bevorzugt synthetisiert wurde. Der stirkste prozentuale Anstieg erfolgte mit
mehr als 50% jeweils im Fruchtfleisch unter der Schale. Im Schalengewebe zeigte sich zwar

ebenfalls eine Akkumulation, die insgesamt geringer ausfiel.
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Tab.5.11 Vergleich des a-Solanin-, a-Chaconin- und Gesamt-GA-Gehaltes [mg/100 g TG] in
ergriinten und unveranderten Anteilen der Frihkartoffelsorten Nicola-2 und Sieglinde-1 mit
Angabe der prozentualen Veranderung des GA-Gehaltes im Vergleich zur Kontrolle.
a-Solanin  [%] a-Chaconin [%] Gesamt-GA [%0]
Nicola-2
Fleisch Kontrolle 2,21 2,85 5,06
Grin 3,78 +71 4,49 +58 8,27 +63
Schale Kontrolle 37,78 104,78 142,56
Grin 54,00 +43 117,60 +12 171,60 +20
Sieglinde-1
Fleisch Kontrolle 1,52 1,88 3,40
Griin 2,55 +67 3,54 +88 5,42 +79
Schale Kontrolle 47,06 127,31 170,37
Grin 65,17 +38 157,00 +23 22217 +30

Die folgende Abbildung 5.4 verdeutlichen den Alkaloid-Anstieg durch die Gegeniiberstellung

der GA-Konzentrationen in griinem und unveridndertem Gewebe.

a) Grunfarbung: Fleisch b.) Griinfarbung: Schale :gz:::'"
@10 - mm e @ 300 -
= =
(o2} o
5] 8
E 8§+ -—————- = - E: 240 |
3 3
6 - 180
4 120
24 60 -
0 - 01
Kontrolle| Fleisch |Kontrolle| Fleisch Kontrolle | Schale | Kontrolle | Schale
Fleisch | grin | Fleisch | griin Schale grun Schale grun
Nic2 Sieg1 Nic2 Sieg1
Abb.5.4  Vergleich des a-Solanin, a-Chaconin und GA-Gehaltes [mg/100 g TG] gruner Anteile mit

Kontrollgewebe ohne Grinfarbung in den Frihkartoffelsorten Nicola-2 und Sieglinde-1 in:
a.) Knollenfleisch
b.) der Schale

5.1.3.3 GA-Gehalt in ,,Kartoffelaugen*

Die ,,Kartoffelaugen® sind die Ursprungsgebiete der Seitensprosse bei der Keimung der Knolle.
Prozentual beinhalten sie neben den jungen Sprossen die grofSten Alkaloidgehalte aller
Gewebearten. Die Gegeniiberstellung der Konzentrationen (Tab. 5.12, Abb. 5.5) in der Region
der ,,Kartoffelaugen* mit denen in ,,augenloser* Schale (Vorgehen sieche Kapitel I1I, Abschnitt
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3.7.3) offenbarte eine zwei bis dreifach hohere GA-Konzentration in der ,,Augenregion®. Sie
war damit vergleichbar mit den Alkaloidgehalten in der ergriinten Schale, die in den Knollen
der Sorte Berber-2 zusétzlich auftrat.

Tab.5.12 Vergleich des a-Solanin-, a-Chaconin- und Gesamt-GA-Gehaltes [mg/100 g TG] in

,Kartoffelaugen, und ,augenloser* Schale der Frihkartoffelsorten Nicola-2 und Sieglinde-1
mit Angabe des prozentualen Unterschieds im GA-Gehalt verglichen mit der Kontrolle.

a-Solanin  [%] a-Chaconin [%] Gesamt-GA  [%]
Berber-2
Schale Kontrolle 1 37,80 108,99 146,79
Auge 1 171,560 +353 252,11 231 423,61 +189
Kontrolle 2 54,71 116,90 171,61
Auge 2 123,30 +125 274,78 135 398,03 +132
Grinung 146,14 +167 307,86 163 453,99 +165
Nicola-7
Schale Kontrolle 1 64,62 175,68 240,29
Auge 1 69,80 +8 193,69 10 263,50 +9
Kontrolle 2 29,89 39,49 69,38
Auge 2 130,94 +339 84,92 115 215,87 +211
a) b.) .
"Augen": Berber-2 "Augen": Nicola-7 :g:;::'”
G450 - ©300 ------——-m -
- - ~
SA00 f - S -
> S 250 |
E 350 - £ -I—
k) k)
300 - 200 + - -] - -
250 -
150 -
200 - -—- -
150 -| 100 | - . -
100 -
50 -
O Bl T T T T O a T T T
Kontrolle Auge 1 Kontrolle Auge 2  griine Kontrolle Auge 1 Kontrolle Auge 2
1 2 Schale 1 2

Abb.5.5 Vergleich des a-Solanin, a-Chaconin und GA-Gehaltes [mg/100 g TG] in Kartoffelaugen
und Kontrollgewebe von:
a.) Berber-2
b.) Nicola-7

5.1.3.4 Verteilung der Alkaloide im Kartoffelfleisch
Wie bereits in Abschnitt 5.2.1 gezeigt, befand sich die Hauptmenge der Alkaloide in der
Schale. In wie weit sich die Verteilung im Kartoffelfleisch von au3en nach innen fortsetzt, war

unbekannt. Wie in Kapitel III, Abschnitt 3.7.4 beschrieben, wurden die Knollen der Sorte
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Berber-2 von ihrer Schale befreit und die drei Schichten 1: &uBeres Fleisch (4 mm
Schichtdicke), 2: mittleres Fleisch (4 mm Schichtdicke) und 3: inneres Fleisch auf ihren
Alkaloidgehalt untersucht. Das Ergebnis der Untersuchung veranschaulicht Tabelle 5.13 und
Abbildung 5.5.

Tab. 5.13 Vergleich der a-Solanin- und a-Chaconin-Gehalte [mg/100 g TG] der drei Schichten

aulleres, mittleres und inneres Fleisch mit Angabe des prozentualen Anteils am
Gesamt-GA-Gehalt.

a-Solanin  [%] a-Chaconin [%] Gesamt-GA [%]

Nicola-1  Aufen 3,71+£1,21 84 529+176 72 9,00 £ 2,97 78
Mitte 0,34+0,05 10 1,16+£0,38 18 1,50 £ 0,88 14

Innen 0,15+ 0,17 6 0,49+0,38 11 0,64 + 0,55 9

Deutlich ist die wesentlich hohere Alkaloid-Konzentration in den dufersten 4 Millimetern des
Kartoffelfleisches zu erkennen, die zum Zentrum hin rapide abnimmt. Verglichen mit dem
Alkaloidgehalt in der Schale war die Menge der duBersten Fleischschicht dennoch

vernachléssigbar, fiir a-Solanin betrug sie 0,9%, fiir a-Chaconin sogar nur 0,7%.

Fruchtfleisch: Verteilung der 2™
i @ Solanin

1 Alkaloide Schale entfernt
) Innen
'_
(@)
S 10 - I
B-, .
E Mitte
< i
S 8

6 4

Aulden

4 4 - r v V-e----_-_-_________________

2 i

. ii

Aulken Mitte Innen

Abb.5.6  Verteilung von a-Solanin und a-Chaconin innerhalb des Kartoffelfleisches von Aulen nach
Innen.
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5.1.4 Veranderung des GA-Gehaltes in Salz- und Pellkartoffeln

Die Untersuchung der Gehaltsanderung bei Zubereitung von Pell- und Salzkartoffeln erfolgte
an Knollen der Sorte Primura, die zunédchst als Gesamtknollen nach den Verfahrensschritten in
Kapitel III, Abschnitt 3.8.2 behandelt wurden. Durch die hohe interindividuelle Variabilitdt im
a-Solanin- (+ 42%) und a-Chaconin-Gehalt (£ 24%) zwischen den Knollen, konnte auf dieser
Basis jedoch keine Aussage getroffen werden.
Um die Variabilitdt zu verringern, wurde im zweiten Ansatz das Versuchsdesign so veréndert,
dass eine Knolle geviertelt und jeweils ein Viertel flir die drei Zubereitungsformen
(Salzkartoffel, Pellkartoffel in Wasser, Pellkartoffel in 1% Essigsdure) und zur Direktanalyse
des Alkaloidgehalts verwendet wurde. Der gesamte Ansatz wurde einmal wiederholt, wobei fiir
jede Zubereitungsform drei Knollen und diese als Doppelbestimmung analysiert wurden. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung zeigt Tabelle 5.14, in der der GA-Gehalt [mg/100 g TG] als
Mittelwert der Knollen beider Ansdtze dargestellt ist. Zusdtzlich ist die prozentuale
Verdnderung des Alkaloid-Gehaltes gegeniiber der Kontrolle (sofortige Aufarbeitung)
angegeben.
Tab.5.14 Vergleich der a-Solanin-, a-Chaconin- und Gesamt-GA-Gehalte [mg/100 g TG bzw.
mg/100 ml Wasser] in Fleisch, Schale und Kochwasser der zubereiteten Pell- und

Salzkartoffeln mit Angabe der prozentualen Veranderung der Alkaloid-Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle.

a-Solanin  [%] a-Chaconin [%)] Gesamt-GA [%]
Wasser Kontrolle 0 0 0
Pellkartoffel 0,05 £+ 0,02 0,06 £+ 0,01 0,11+ 0,03
Salzkartoffel 0,02 £ 0,01 0,02+ 0,01 0,04 + 0,02
1% Essigsaure 0,51 £ 0,02 0,69+ 0,03 1,20+ 0,05
Fleisch Kontrolle 3,38 £ 0,41 571+ 2,12 9,09+ 2,53
Pellkartoffel 490+0,15 +45 6,75+ 0,76 +18 11,65+ 0,91 +28
Salzkartoffel 1,44 +£0,20 -57 1,90+ 0,36 -67 3,34+ 0,56 -63
1% Essigsaure 2,79+ 0,34 -17 4,44+ 0,67 -22 723+ 1,001 -20
Schale Kontrolle 40,24 + 6,25 79,20 + 15,60 119,44 + 21,85
Pellkartoffel 42,89+9,65 +7 73,69+17,53 -7 116,58 + 27,18 -2

1% Essigsaure 19,31 +2,73 -52 26,78+ 8,01 -66 46,09+ 10,74 -61

Im Kochwasser aller Zubereitungsformen konnten GAe in niedriger Konzentration
nachgewiesen werden. Die zusitzlich durchgefiihrte LC-ESI-MS-Analyse bestdtigte das
hauptsdchliche Vorkommen von a-Solanin und a-Chaconin in unveranderter Form und der -
Formen im Spurenbereich. Das Wasser der Salzkartoffeln enthielt grundsétzlich weniger
Alkaloide als das Kochwasser der Pellkartoffeln. In 1%iger Essigsdure fanden sich wiederum

zehnfach hohere Konzentrationen als im normalen Pellkartoffelsud.
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Erstaunlich war die abweichende Veridnderung des Alkaloidgehaltes in Abhdngigkeit von der
Garmethode. Wiahrend im Fleisch der Pellkartoffeln, die mit Schale gegart wurden,
grundsitzlich ein Anstieg der GA-Konzentration zu verzeichnen war, verringerten sich die
Mengen an o-Solanin und a-Chaconin in allen Salzkartoffelproben betrdchtlich. Ein
verminderte Erniedrigung der Alkaloidkonzentration konnte ebenfalls in den in Essigsdure
gekochten Pellkartoffeln beobachtet werden. Im Vergleich zu den herkdmmlichen
Pellkartoffeln sank der Gehalt an a-Solanin sogar um 43%, von a-Chaconin um 34%.

Ahnlich verhielt es sich im Schalengewebe der Pellkartoffelansitze. Der GA-Gehalt in der
Schale der herkommlichen Pellkartoffeln blieb praktisch unverdndert, wéahrend in den in

Essigsdure gekochten Knollen ein deutlicher Riickgang von tiber 50% zu verzeichnen war.

5.2 Traditionelle Kartoffelsorten

5.2.1 Methodenanpassung

Das trockene, homogenisierte Probenmaterial aus Kapitel III, Abschnitt 3.1.2 wurde auf die
GA-Konzentration in Knolle, Schale, Fleisch, junges und altes Blatt, junge sowie alte
Sprossachse und Wurzel analysiert. Durch die gewebeabhingig abweichenden
Alkaloidkonzentrationen wurde wiederum ein Protokoll fiir Einwaage, RP-Beladung und
MeOH-Aufnahmevolumen aufgestellt, das in Tabelle 5.15 dargestellt ist. Die Angabe zu
Extraktion und Aufreinigung sind Kapitel III, Abschnitt 3.4.2 und 3.4.3 zu entnehmen. Von
dem nach Trocknung in MeOH aufgenommenen Riickstand dienten 20 pl zur Analyse des
Alkaloidgehaltes per HPLC, weitere 20 pl wurden zur Identifizierung des Alkaloidmusters

massenspektrometrisch untersucht.

Tab.5.15 Ubersicht tiber Einwaage [g], Kartuschenbeladung [mlI] und MeOH-Aufnahmevolumen [ml]
fur die Analyse traditioneller Kartoffelsorten mittels HPLC und LC-ESI-MS.

Probe EW RP-18- Aufnahme-
Beladung volumen
Blatt 0,4 4 250
Sprossachse 04 4 300
Wurze 1,0 5 500
Sprosse 0,1 5 400
Beere 0,2 4 400
Knolle gesamt grof3 3,0 8 300
Knolle gesamt klein 0,5 1 400
Schale 1,0 5 250
Fleisch 4,0 10 250
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Wie zuvor konnte in den Knollen a-Solanin (R; 16,8 min) und a-Chaconin (R; 17,3 min) durch
Vergleich ihrer Retentionszeiten mit denen der Standardsubstanzen nachgewiesen werden. Im
Blatt- und Stielmaterial der Sorten Bamberger Hornchen, Nageler Kipfler, Pink Fir Apple und
La Ratte sowie in dessen Beeren wurden dariiber hinaus noch zwei weitere Alkaloide mit den
Retentionszeiten 15,6 und 16,3 min detektiert, die sich nach LC-ESI-MS-Analyse als Solasonin

und Solamargin herausstellten (vgl. Abschnitt 5.2.3).

5.2.2 GA-Gehalt traditioneller Kartoffelsorten

5.2.2.1 Anzuchmaterial

Die folgende Abbildung 5.7 zeigt zunidchst als Beispiel das HPLC-Chromatogramm des
Beerenextraktes der Sorte La Ratte. Die zur Quantifizierung verwendetet Methode ist
Kapitel ITI, Abschnitt 3.5.1 zu entnehmen. Die unvollstindig Auflosung der Peaks fiir a-
Solanin und a-Chaconin war konzentrationsabhingig und konnte durch die Verdiinnung der
Probe verbessert werden. Da in der Abbildung die Peaks der beiden Nebenalkaloide Solasonin
und Solamargin gezeigt werden sollten, wurde bei der Darstellung auf eine vollstindige

Auflésung verzichtet.

a-Chaconin
a-Solanin
Sola-
margin
Sola-
|onin
Abb. 5.7
HPLC-Chromatogramm des methanolischen
Extraktes aus Kartoffelbeeren der Sorte La Ratte.
(Chromatographische Bedingungen siehe
' ' Kaptitel Ill, Abschnitt 3.5.1).
16 20

Die analysierten Alkaloid-Gehalte [mg/100 g TG] der im Gewichshaus und Freiland
kultivierten traditionellen Kartoffelsorten (Anbaubedingungen siehe Kapitel III, Abschnitt
3.1.2.1) sind in Tabelle 5.16 und 5.17 dargestellt. Zusétzlich wurde das Knollenmaterial

weiterer 8 Sorten untersucht, deren Ergebnisse in Tabelle 5.23 zusammengestellt sind. Die
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ermittelten Gehalte sind jeweils das Ergebnis mindestens einer Doppelbestimmung. Bei
Untersuchung von mindestens drei Testgeweben sind zusidtzlich die zugehorigen
Standardabweichungen angegeben. Je nach Sorte musste teilweise auf die Untersuchung
bestimmter Gewebe verzichtet werden, da entweder keine Knollen gebildet wurden oder durch
die unterschiedliche Entwicklungsgeschwindigkeit der einzelnen Sorten, die Seneszenz so weit
fortgeschritten war, dass kein représentatives Blattmaterial zur Verfiigung stand. Durch die
variierende KnollengréB3e der Sorten, wurden Knollen, die weniger als 5 g FG besallen als
kleine Knolle, alles was dariiber lag als grofle Knolle deklariert.

In Tabelle 5.16 sind zunichst die Gehalte an a-Solanin und a-Chaconin und der Gesamt-GA-
Gehalt [mg/100 g TG] in den unterirdischen Geweben aus Gewichshaus- und Freilandanbau
dargestellt. Da sich in den Knollen keiner der Sorten neben a-Solanin und a-Chaconin andere
GAe fanden, ergibt sich die Gesamt-GA-Konzentration aus der Summe der beiden
Einzelalkaloide. Die letzte Spalte zeigt zur besseren Vergleichbarkeit den jeweils auf das FG
berechneten Gesamtalkaloidgehalt, um ihn dem Grenzwert 20 mg Gesamt-GA/100 g FG
gegeniiberzustellen. In den sich anschlieBenden Tabellen 5.17a und 5.17b sind die zugehdrigen
Mengen [mg/100 g TG] in den oberirdischen Geweben dargestellt. Zum Gesamtgehalt wurde
wiederum die Konzentration der Einzelalkaloide aufsummiert, wobei bei den Sorten Bamberger
Hornchen, La Ratte, Nageler Kipfler und Pink Fir Apple, deren GA-Gehalte in Tabelle 5.18
vermerkt sind, die zusétzlich vorkommenden GAe Solasonin und Solamargin mitberiicksichtigt

wurden.
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Tab. 5.16 Ubersicht tber die ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle der in Freiland (FL) und Gewéchshaus (GH)
kultivierten traditionellen Kartoffelsorten.
Fleisch Schale Knolle klein Knolle groR
a- a- Gesamt- a- a- Gesamt- a- a- Gesamt-GA a- a- Gesamt-GA Gesamt-GA
Solanin | Chaconin GA Solanin | Chaconin GA Solanin Chaconin Solanin Chaconin TG FG
X X X X X X XS, X £ 8, X+ Sy X+ Sy X * s, X £, X £ 8,

GH 2,43 3,12 5,56 35,02 82,99| 118,00 88,80+ 26,27 | 50,53+ 6,51| 139,34+ 32,79| 6,81+0,92| 17,97+ 252 | 2478+ 1,33| 4,72+0,35
AV FL 1,22 1,31 2,53 44,24 149,94 194,18 | 20,24 54,19 74,37 8,26+0,81| 2335+ 211| 3161+ 262| 6,31+0,52
GH X X X 31,43 50,73 82,16 | 55,85+ 21,44| 88,65+ 8,14 144,50 + 29,57 506+1,38| 3,30+ 0,21 8,36+ 1,60| 6,33+3,72
BA FL 1,71 1,99 3,70 57,93 123,79 181,72 38,72+ 29,86 | 99,96+ 8,46 | 138,68 + 38,32 7,88+0,01| 1510+ 1,60| 2298+ 1,61 7,70 £ 3,54

GH 3,31 4,93 8,24 61,87 133,68 195,55| 7854+ 2,64 |143,79+ 0,49 222,33+ 3,13| 14,14 21,03 35,17 2,17
BH FL 4,23 5,39 9,62 36,53 98,00 134,53 X X x| 32,00+7,66| 46,65+ 9,90| 78,65+ 17,56 | 13,64 +2,34
GH 1,06 2,34 3,40 72,17 119,19 191,35| 79,02+ 6,61| 81,32+ 50,21 |160,34+ 56,82 | 21,78+ 3,20 | 35,75+ 7,91 | 57,62+ 11,11 6,00 £ 1,63
Bl FL 0,76 1,10 1,86 90,42 160,74 251,16 X X x| 17,65+3,91| 28,60+ 5,61| 46,25+ 9,52| 6,48+0,97
GH 0,98 1,64 2,62 48,96 91,23 140,19 X X x| 21,01+£8,01| 27,06+ 7,42| 48,06+ 1543 | 6,42+234
EB FL 0,41 0,60 1,01 32,97 70,66 103,63 X X x| 14,90 +6,42 | 28,63 + 12,12 | 43,53+ 18,54 | 8,46+ 3,08
GH X X X X X x| 46,50+ 25,70 | 96,54+ 52,49| 143,04 + 78,19 9,90+0,63| 2090+ 6,85| 30,80+ 7,48| 5,48+1,53

FA FL 3,40 2,89 6,29 42,83 123,09 165,92 | 22,56+ 10,72 | 64,78+ 859 | 87,34+ 19,31 | 5,84 16,62 22,46 4,42
GH 0,60 0,68 1,28 40,54 43,74 84,28 | 42,14+ 2913 | 6191+ 28,91 |104,05+ 58,04 | 6,72+3,92| 6,18+ 3,17 | 1290+ 7,09| 1,74+0,84
ewW FL 0,25 0,34 0,59 18,18 19,79 37,92 | 128,77 + 27,84 | 148,82+ 15,01 [ 277,59+ 42,85| 4,18+0,43| 4,13+ 0,44 831+ 087 | 2,31+1,26

GH 1,83 4,03 5,86 45,42 85,72 131,14 | 44,60+ 16,60 | 95,68+ 30,33 | 140,28 + 46,93 | 14,92 34,79 49,71 7,73
LR FL 3,02 3,89 6,91 44,24 149,94 194,18 | 75,78 + 78,55 | 142,35 + 124,80 | 218,13 £ 203,31 8,26+0,81| 2335+ 211| 3161+ 2,92| 11,72+0,57
GH 0,16 0,74 0,90 24,83 42,99 67,82 2726+ 589 | 53,25+ 10,44| 8051+ 16,33 | 4,23+1,07| 7,86+ 4,07| 12,09+ 514 | 1,72+0,99
NK FL 0,96 1,8 2,76 32,89 94,03 126,92 | 2787+ 954 | 66,26+ 2,24| 94,13+ 11,78 785+0,69| 1742+ 1,44 2500+ 213 | 4,73+0,63
GH X X X X X x| 15,85 30,17 46,02 X X X X

PF FL 1,29 2,06 3,35 61,74 147,46 208,20 | 48,96+ 6,05| 97,88+ 10,45| 146,84+ 16,50 | 20,42 39,65 60,07 13,77
GH 0,38 0,72 1,10 95,43 126,67 | 222,10| 206,88+ 5,79|211,63+ 0,88|41851+ 6,67 | 13,60+4,84| 2548+ 2,10| 39,08+ 6,94| 6,13+0,59
RD FL 0,47 1,01 1,48 83,57 103,84 187,41 73,08 + 44,48 | 126,51 £+ 66,25 | 199,59 + 110,73 X X X X
GH 1,80 2,38 4,18 36,23 68,95 105,18 | 110,91+ 7,93 141,20+ 13,32 | 252,11+ 21,25 799+204| 13,01+ 2,00| 21,00+ 4,04 4,28+214
RL FL 0,08 0,44 0,52 10,74 31,69 42,43 | 44,35+ 47,91 102,13+ 43,08 | 146,48 £+ 90,99 561+2,01| 13,88+ 3,88 1949+ 589 3,11+0,92
GH X X X X X X X X X X X X X

RO FL 0,56 1,36 1,92 65,28 190,19 255,47 X X x| 8,91 21,45 30,36 6,16
GH 1,72 1,09 2,81 55,19 128,57 183,76 | 87,30+ 8,63 |113,35+ 7,16|200,65+ 15,79 | 7,16+ 5,61 | 13,15+ 10,28 | 20,31+ 13,90 | 3,98 +0,22
AG FL 1,04 1,27 2,31 29,50 47,36 76,86 X X x| 556+1,06| 10,80+ 1,75| 16,36+ 2,81 2,66 + 1,99
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Tab. 5.17.1 Ubersicht tber die ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in jungen und alten Blattern der in Freiland (FL) und Gew&chshaus (GH) kultivierten

traditionellen Kartoffelsorten.

Blatt jung Blatt alt
a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA
X s, Xty Xt s, X £ 84 X £ 84 X £ 84

GH | 218,90 +£130,82 | 642,57 + 299,55 862,56 + 411,98 97,73+ 48,56 | 361,25+140,26 | 458,98 +187,78
AV FL 159,87 + 33,38 | 518,42+ 82,40 583,17 £ 235,53 | 174,64 +129,80 | 670,78 +135,57 | 845,42 +212,28

GH | 338,15+189,85| 465,89 + 132,61 804,04 + 322,46 | 159,63 315,58 475,21
BA FL X X X X X X
GH | 156,48+ 48,55| 430,62+ 111,60 587,10 + 160,17 30,78+ 16,80 | 134,86+ 30,95| 16564+ 47,75
Bl FL 96,18 + 61,31 179,38 £ 114,90 275,56 + 176,21 70,26+ 22,34 | 120,32+ 17,26 | 190,68+ 5,77
GH | 149,97+ 62,13 | 883,29 +424,90 1033,26 + 486,99 | 153,42+ 24,78 | 246,71+ 0,35| 400,13+ 25,13
EB FL 129,95+ 9,33 | 47595+ 24,48 604,90 + 33,81 133,94+ 23,62| 51492+ 13,39| 648,85+ 37,01
GH | 130,92+ 40,80 | 674,33 +283,30 805,25 + 324,10 56,04+ 31,29 | 149,54+ 43,76 | 205,58+ 75,05
FA FL 193,02+ 50,23 | 406,68+ 87,77 599,70 + 137,85 | 141,02+ 12,82 | 324,68+ 37,27 | 465,70+ 50,09
GW GH X X X X X X
FL 34,27+ 16,45 84,42 + 40,87 118,69 + 57,32 3449+ 555 83,056+ 4,24| 117,54+ 9,79
GH 73,50+ 29,31 | 241,18+ 68,73 314,68+ 98,04 | 11553+ 11,25| 308,29 +104,80| 423,82+ 116,05
RD FL 65,30 37,38 102,68 97,36+ 142| 217,06+ 12,20 | 308,42+ 13,62

GH 72,67+ 26,53 211,02+ 3597 283,69+ 62,50 | 139,83 247,51 387,34
RL FL X X x| 234,49+117,45| 305,25+277,60| 539,74 + 395,05
GH | 153,35+ 44,01 185,29 + 26,18 338,64+ 70,19 46,20+ 4,51 114,35+ 7,49| 160,55+ 12,00
RO FL 155,38 + 4529 | 282,10+ 67,72 437,48 £+113,01 | 210,09+ 33,67 | 318,18+ 23,69 | 528,27+ 57,36
GH | 129,32+ 54,54| 357,71+171,80 487,03 + 226,34 57,06+ 17,25| 15595+ 52,88 | 213,00+ 70,13
AG FL X X X X X X
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Tab. 5.17.2 Ubersicht Uber die ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in jungen und alten Sprossachsen

Gewachshaus (GH) kultivierten traditionellen Kartoffelsorten.

sowie in Wurzeln der in Freiland (FL) und

Sprossachse jung Sprossachse alt Wurzel
a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA
PET Xts, X£s, X£s, Xts, X5y X£s, Xt s, X£s,

GH 32,72+ 8,43 | 75,06+ 36,42 96,87 + 56,22 | 37,51+ 6,37 | 62,37+ 13,41 | 99,88+ 19,58 179,95 64,14 244,09

AV FL 50,97+ 2,10 | 104,79+ 1,50 155,75+ 0,60| 44,80+ 7,53| 70,12+ 79011491+ 15,35 307,21 351,47 658,68
GH | 58,98 154,76 213,73 98,13 £ 45,79 | 146,41 + 55,73 | 244,51 + 102,52 103,35 32,59 135,94

BA FL X X x| 65,04 10,72 172,05 58,40 45,97 104,37
GH 11,61+12,67 | 14,27+ 3,31 25,88+ 15,98 | 119,35+ 18,10 | 178,77 + 23,38 | 298,12+ 41,48 58,36 0,00 58,36

Bl FL 13,67+ 523 | 31,04+ 12,43 44,71+ 17,50 | 88,56 + 26,30 | 124,06 + 47,38 | 212,62+ 73,77 X X X
GH 38,30 + 26,21 | 120,74 + 10,51 159,04 + 36,72 | 58,72 +26,33 | 106,70 £ 50,,23 | 165,42+ 75,56 69,28 77,16 146,44

EB FL 30,56 + 13,50 | 91,38+ 69,78 111,94 + 83,28 | 20,23+ 4,08| 46,20+ 4,28 | 66,43+ 8,36 114,41 120,47 234,88
GH 21,32+ 14,30 | 65,08 + 24,20 86,40+ 38,50 | 2941+ 4,47| 49,09+ 6,55| 78,50+ 11,02 58,10 46,80 104,90

FA FL 48,83+ 12,72 | 105,16 + 20,61 153,99 + 33,14 | 53,98+ 12,40 | 89,26 + 23,20 | 143,25+ 40,50 181,99 241,07 423,06
GH X X X X X X 73,56 61,60 135,16

Gw FL 19,50+ 0,09| 82,20+ 8,55 101,07+ 864 | 20,80+ 084 | 51,26+ 1,62| 72,06+ 246 90,42 91,56 181,98
GH 11,17 79,65 90,82 110,85 + 13,63 | 187,72+ 31,01 | 298,57 + 44,64 167,61 153,56 281,51

RD FL 30,28 69,93 100,21 53,43 95,47 148,90 X X X
GH 28,63+ 18,47 | 54,05+ 19,87 83,68+ 38,34 | 4520+24,73| 107,52+50,29 | 152,72 + 75,02 132,06 113,90 245,96

RL FL 66,84 + 32,58 | 142,14 +68,13 | 208,98 + 100,71 | 84,88+ 19,13 | 153,38 + 29,35 | 238,26 + 48,48 147,29 403,11 550,40
GH 27,99+ 0,00| 3849 0,84 66,48+ 084 | 3880+ 163| 6744+ 750 106,24+ 9,13 X X X

RO FL 32,67+ 291| 6039+ 7,86 93,06 + 10,77 | 160,68 + 34,97 | 211,09 + 43,18 | 371,77 + 78,15 183,42 200,30 383,72
GH 12,18+ 6,95| 33,87 +1247 46,05+ 1942| 31,82+28,52| 3390+21,59| 6572+ 50,11 107,04 0,00 107,04

AG FL X X X X X X X X X
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Tab. 5.18.1 Ubersicht tber die ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in jungen und alten Blattern der in Freiland (FL) und Gewachshaus (GH) kultivierten
traditionellen Kartoffelsorten Bamberger Hornchen, La Ratte, Nageler Kipfler und Pink Fir Apple

Blatt jung Blatt alt
a-Solanin a-Chaconin Solasonin Solamargin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Solasonin Solamargin Gesamt-GA
PELY X5, X5, X £, XS, X5, PEE X £ 8, X5, Xts,
GH 957+ 4,99 | 2448+ 576| 4260+ 2553 | 8065+ 46,68| 157,30+ 82,96 | 885+ 4,21| 28,71+15,79 3,70+ 1,98 6,12+ 1,27 | 47,38+ 23,25
BH FL 259+ 0,00 12,72+ 3,91| 43,80+ 2591| 72,61+ 4487| 131,72+ 74,69| 3,97+ 0,00| 19,51+ 13,02| 43,36+ 7,95| 84,77+14,11| 151,61+ 35,08
GH | 71,50+ 0,00 59,67+19,99| 6850+ 3505| 69,24+ 5537 | 26891+ 110,41 X X X X X
LR FL 417+ 3,29| 10,13 0,72 | 134,98+ 48,67 | 269,31+ 98,19 | 418,59+ 150,87 | 0,09 7,85 178,68 + 23,19 | 350,92 £47,22 | 537,54 + 70,41
GH 0,60+ 0,06 36,33+ 3,36| 121,06+ 23,67 | 98,72+ 7,78| 256,71+ 34,87 | 0,00 7,54 452,76 £ 294,91 | 33,056+ 6,61 | 493,35+ 301,52
NK FL 1,66 11,76 227,65+ 78,42| 316,59+ 98,50 | 190,34 +176,92 | 0,00 0,00 217,24 + 16,04 | 309,70 £ 19,69 | 526,91+ 35,73
GH | 31,81 +17,55| 110,30 + 63,52 | 148,89 + 103,77 | 153,81 £ 109,55 | 444,81 +213,32 | 25,43 +10,23 | 22,72+ 14,70 | 27,61+ 17,09| 36,94 +31,26| 112,70+ 73,28
PF FL 0,00 0,00 192,91+ 45,07 | 337,61+ 82,59 | 530,52+127,66| 0,00 0,00 221,95+ 25,06 | 402,25 £ 55,35 | 624,20 + 80,41

Tab. 5.18.2 Ubersicht (ber die ermittelten GA-Gehalte [mg/100 g TG] in jungen und alten Sprossachsen der in Freiland (FL) und Gewé&chshaus (GH)

vel

kultivierten traditionellen Kartoffelsorten Bamberger Hornchen, La Ratte, Nageler Kipfler und Pink Fir Apple.

SproBachse jung SproBachse alt
a-Solanin a-Chaconin Solasonin Solamargin Gesamt-GA a-Solanin a-Chaconin Solasonin Solamargin Gesamt-GA
X * s, X £ s, X sy Xts, X*s, X#s, Xts, Xts, X*s, Xt
GH 3,95+1,73 8,73+ 0,79 4,12+ 2,26 464+ 3,21 2144+ 799| 12,16+1,14| 22,81+0,68 1,67+ 0,11 1,62+ 0,05 38,26+ 1,98
BH FL 1,60+1,34| 1346+ 0,91 6,70 £ 0,62 9,93+ 0,91 31,69+ 3,78 6,83+4,54| 16,24 £2,80 12,34+ 3,66 | 13,17+ 2,37 48,58 + 13,37
GH X X X X x| 29,96 +0,84 | 32,71+ 10,89 85,04 + 1529 | 47,07+ 5,25 194,78 + 32,27
LR FL 9,33 13,21 2574+293| 7041+ 2,13 118,69+ 5,06 6,14 +£2,74| 11,61+0,65 0,00 0,00 17,75+ 3,39
GH | 16,29 27,31 0,00 0,00 43,60 13,03 23,02 16,30 £ 11,82 | 21,34 + 13,68 37,64 + 25,50
NK FL 3,09+051| 11,93+ 0,74 160,19 £8,25 | 118,53 + 49,54 293,74 + 59,04 516 +3,17 | 16,12+ 7,40 53,26 + 50,81 | 39,12 + 36,88 113,66 * 98,26
GH 8,42 +3,18 | 40,68 +23,76 1423+0,26| 39,25+ 0,00 102,58 £27,20 | 11,92+8,32| 22,28 + 12,57 590+ 447| 570+ 3,59 45,80 + 28,95
PF FL 2,13+0,79| 1555+ 0,44 21,30+3,89| 3529+ 548 74,27 + 10,60 3,50+2,49| 10,87+ 2,20 6,08+ 0,29| 3,24+ 0,89 23,69+ 5,87
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V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

In allen analysierten Geweben konnten GAe nachgewiesen werden, wobei sich Knollen- und
Blattmaterial sowohl quantitativ, als auch qualitativ unterschieden.

In Knollen und Wurzeln wurden ausschlieBlich Alkaloide vom Solanidin-Typ detektiert,
wobei die Wurzelgehalte um das zwei bis 30-fache hoher lagen. Die Gehalte in den Knollen
bewegten sich im Freilandanbau im Bereich von 8,31 (GW) bis 78,65 mg/100 g TG (BH), bei
Gewichshauskultivierung von 8,36 (BA) bis 57,62 mg/100 g TG (BI). Innerhalb einer Sorte
korrelierten die Werte, d. h. Sorten, die unter Freilandbedingungen hohe Alkaloidwerte
aufwiesen, zeigten auch im Gewdéchshausanbau eine hohere Konzentration. Die hochsten
Knollenkonzentrationen konnten erwartungsgemill in den kleinen Knollen unter 5 g FG
detektiert werden. Sie wiesen bis zu zehn mal hohere Alkaloidmengen auf (z. B. RD: grof3
39,08; klein 419,51 mg Gesamt-GA/100 g TG).

Das oberirdische Gewebe enthielt grundsitzlich hdhere GA- Konzentrationen. Die hdochsten
Alkaloidwerte zeigten die Blitter, wobei keine Unterschiede zwischen jungem und dlteren
Blattmaterial bestand. Die Menge im jungen Gewebe variierte zwischen 102,68 (RD) und
1033,26 mg Gesamt-GA/100 g TG (EB), in den &lteren Blattern zwischen 47,38 (BH) und
845,25 mg Gesamt-GA/100 g TG (AV). Auch das Anbauverfahren in Freiland oder
Gewdchshaus zeigte keine Auswirkung auf die Alkaloid-Konzentration der Blétter.

Die Sprossachse enthielt im Vergleich zu den Blittern geringere GA-Mengen bis maximal
293,74 (NK) in jungen und 371,77 mg Gesamt-GA/100 g TG (RO) in den é&lteren. Insgesamt
betrachtet waren die Gehalte der élteren Abschnitte hoher als die der jungen. In den Sorten
Bamberger Hornchen, La Ratte, Nageler Kipfler und Pink Fir Apple, die zusitzlich Solasodin-
Alkaloide enthielten, waren beide Alkaloid-Typen in den Sprossachsen gleichmiBig verteilt.
In den Blittern lagen die Solasodin-Alkaloide dagegen als Hauptalkaloide vor. Insgesamt
ergaben sich trotz dem zusdtzlichen Auftreten von Solasonin und Solamargin keine hoheren
Alkaloidkonzentrationen.

Einzige beerenbildende Sorte war La Ratte, wobei nur im Freilandanbau Friichte ausgebildet
wurden. Wie in den Blittern enthielten die Beeren (Tab. 5.19) neben a-Solanin und
a-Chaconin ebenfalls die Solasodin-Alkaloide Solasonin und Solamargin. Verglichen mit dem
Blattmaterial wurde in den Friichten ein etwa doppelt so hoher Gesamtalkaloidgehalt
gemessen. Die getrennte Analyse der Alkaloid-Konzentration in Samen und umgebenden

Fruchtfleisch zeigte keine Unterschiede.
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V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

Tab. 5.19 Ermittelte «-Solanin-, «a-Chaconin- und Gesamt-GA-Gehalte [mg/100 g TG] in
Kartoffelbeeren der Sorte La Ratte.

Beeren
a-Solanin a-Chaconin Solasonin Solamargin Gesamt-GA
PEXH X * 8¢ X+ S« PEXN X * S«
LR 453,36 + 34,92 399,14 + 37,38 38,19 + 18,07 86,94 + 24,23 | 977,64 + 114,60

Die Verteilung der Alkaloide in Schale und Kartoffelfleisch zeigt Tabelle 5.20. Dargestellt ist
wiederum der Gesamt-GA-Anteil im Schalengewebe, wobei das zugehdrige Trockengewicht
jeweils in die Berechnung miteinbezogen wurde. Wie zuvor war die klare Dominanz in der
Randschicht erkennbar, wobei die Variation sowohl zwischen den Sorten wie auch zwischen

Gewdchshaus- und Freilandkultivierung minimal war.

Tab. 5.20 Prozentualer GA-Anteil [%] in der Schale der analysierten traditionellen Kartoffelsorten.

Sorte Schale Sorte Schale Sorte Schale
GH 85,1 GH X GH 97,2
AV FA RD
FL 95,8 FL 86,3 FL 95,0
GH X GH 90,6 GH 90,0
BA GW RL
FL 85,9 FL 93,3 FL 95,3
GH 96,6 GH 96,7 GH X
BH LR RO
FL 90,7 FL 89,5 FL 95,8
GH 96,7 GH 95,9 GH 96,4
BI NK AG
FL 96,3 FL 92,0 FL 94.4
GH 93,8 GH X
EB PF
FL 97,1 FL 94,5

Die Verteilung der Einzelalkaloide in den analysierten Geweben zeigt fiir oberirdisches
Material Tabelle 5.21, fiir Knollen, Sprosse und Wurzeln Tabelle 5.22. Angegeben ist jeweils
der Anteil des toxischeren a-Chaconins am Gesamt-GA-Gehalt. Fiir die Sorten Bamberger
Hornchen, La Ratte, Nageler Kipfler und Pink Fir Apple wurden die Solasodin-Alkaloide in
Bléttern und Sprossachsen mitberiicksichtigt, so dass sich die Angabe hier auf chacotriosyl-
haltige GAe bezieht.

Insgesamt konnte wie zuvor tendenziell ein hoheres a-Chaconin-a-Solanin-Verhiltnis in den
Schalen festgestellt werden, wobei die Verteilung weniger eindeutig als bei den

kommerziellen Sorten war.
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V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

Tab. 5.21 Prozentualer Anteil an a-Chaconin [%] in jungen und alten Blattern sowie jungen und alten
Sprossachsen der analysierten traditionellen Kartoffelsorten.
Spross- | Spross- Spross- | Spross-
Sorte _Blatt Blatt achse achse Sorte _Blatt Blatt achse achse
jung alt . jung alt .
jung alt jung alt
GH | 746 | 78,7 69,6 62,4 , | GH | 47,9 X X 43,9
AV LR
FL | 76,4 | 79,3 67,3 61,0 FL | 68,7 | 82,6 65,9 65,4
GH | 57,9 | 66,4 72,4 59,9 , | GH | 716 X 62,6 60,3
BA NK
FL X X X 14,2 FL | 72,9 X 61,0 59,0
BH GH | 68,7 | 69,4 60,9 57,2 PE! GH | 64,2 | 52,2 78,1 57,1
FL | 72,7 | 74,6 74,5 61,0 FL | 63,6 X 75,2 55,2
BI GH | 73,4 X 55,1 60,0 RD GH | 76,6 | 72,7 87,7 62,9
FL | 65,1 | 63,1 69,4 58,4 FL | 36,4 | 69,0 69, 8 64,1
EB GH | 85,5 | 61,7 75,9 64,5 RL GH | 74,4 | 63,9 65,4 70,4
FL | 78,6 | 79,6 74,9 69,6 FL x | 56,6 68,0 64,4
GH | 83,7 | 72,8 75,3 62,5 GH | 54,7 | 71,2 57,9 63,5
FA RO
FL | 67,8 | 69,7 68,3 62,3 FL | 64,5| 60,2 64,9 56,8
GH X X X X GH | 73,5| 73,2 73,6 51,6
GW AG
FL | 711 X 80,8 711 FL X X X X

! Anteil auf chacotriosylhaltige GA bezogen

Tab. 5.22 Prozentualer Anteil an a-Chaconin [%] in Fleisch,
analysierten traditionellen Kartoffelsorten.

Schale und Gesamtknolle der

Sorte Fleisch | Schale G;:glr;;t- SproBl | Wurzel Sorte Fleisch | Schale G:::;::- SproB | Wurzel

GH | 56,1 | 70,3 36,3 26,3 GH | 68,8 | 654 | 68,2 22,5
AV 54,3 LR 52,0

FL | 51,8 | 77,2 72,9 534 FL | 56,3 | 77,2 | 65,3 X

GH X 61,7 61,3 24,0 GH | 822 | 63,4 | 66,1 36,6
BA 53,4 NK 49,0

FL | 53,8 | 68,1 72,1 440 FL | 652 | 741 70,4 X

GH | 59,8 | 68,4 64,7 457 GH X X 65,6 36,9
BH 56,5 PF 56,5

FL | 56,0 | 72,8 X 32,7 FL | 61,5 | 70,8 | 66,7 52,3

GH | 68,8 | 62,3 50,7 X GH | 655 | 57,0 | 50,6 47,8
Bl 32,9 RD 68,9

FL | 59,1 | 64,0 X X FL | 68,2 | 554 | 634 X

GH | 62,6 | 651 X 52,7 GH | 56,9 | 656 | 56,0 X
EB 55,2 RL 45,5

FL | 59,4 | 68,2 X 51,3 FL | 84,6 | 74,7 | 69,7 52,2

GH X 67,5 446 GH X X X 46,3
FA 56,9 RO 61,1

FL | 45,9 | 74,2 74,2 57,0 FL | 70,8 | 74,4 X 73,2

GH | 53,1 | 51,9 59,5 45,6 GH | 38,8 | 70,0 X X X
GW 50,3 AG

FL | 57,6 | 52,2 53,6 50,3 FL | 55,0 | 61,6 X X X
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V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

Neben den selbst kultivierten Pflanzengeweben wurde zusitzlich das Ausgangsmaterial auf
seinen GA-Gehalt untersucht. Die ermittelten Konzentrationen sind in Tabelle 5.23 zu finden.
Da es sich grofitenteils um Pflanzknollen mit Sprossansatz handelte wurden die

Konzentrationen in Kartoffelfleisch, Schale und den Sprossen untersucht.

Tab. 5.23 Ermittelte  a-Solanin-, a-Chaconin- und Gesamt-Gehalte [mg/100gTG] im
Ausgangsmaterial der traditionellen Kartoffelsorten.
Fleisch Schale Sprosse
a- a- Gesamt- a- a- Gesamt- a- a- Gesamt-
Solanin | Chaconin | knolle | Solanin | Chaconin| knolle | Solanin | Chaconin | knolle
AV 1,98 4,94 6,92 71,88 134,44 | 206,32 | 2073,91| 2468,19| 4542,10
BA 1,65 3,00 4,65| 152,14 148,99 | 300,63 | 3416,18 | 3908,90 | 7325,68
BH 10,45 10,98 21,43 | 111,92 211,30 | 323,22 | 3414,03 | 4430,27 | 7844,30
2] 1,27 2,15 3,41 102,20 38,08 | 140,28 | 2517,79 | 1234,63 | 3752,40
EB 8,47 11,62 20,21 | 123,33 1359 | 262,23 |2931,77| 3610,78| 6542,55
FA 1,14 2,34 3,48| 4925 90,32 | 138,57 | 2823,82| 3721,43| 654525
GW | 1036 9,32 19,68 | 53,65 56,74 | 113,39 | 457537 | 4621,76 | 9197,13
LR 5,42 8,11 13,53 | 75,74 168,42 | 262,16 | 177329 | 1920,78 | 3694,07
NK 1,04 1,82 2,86 42,11 66,71 108,82 | 2768,70 | 2663,71| 5432,41
PF 8,12 11,05 19,17 | 90,05 149,17 | 239,22 | 3104,45| 4034,67 | 7139,12
RD 0,16 0,78 0,94 | 297,17 265,53 | 562,70 | 2111,78 | 4678,07 | 6789,85
RL 1,48 2,28 3,76 | 64,49 81,13 | 145,62 | 315577 | 2632,14| 5787,91
RO 1,41 3,07 4,48 | 66,84 86,79 | 153,63 | 1457,05| 228557 | 3742,62

5.2.2.2 Weiteres Knollenmaterial
Die Ergebnisse acht weiterer traditioneller Kartoffelsorten, bei denen wiederum Fleisch,

Schale und Gesamtknolle auf ihren Alkaloidgehalt analysiert wurden, zeigt Tabelle 5.24.

Tab. 5.24 Ubersicht Uber die ermittelten Gesamt-GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Fleisch, Schale und
Gesamtknolle weiterer traditioneller Kartoffelsorten.

Fleisch Schale Knolle

a- a- Gesamt- a- a- Gesamt- a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA Gesamt-GA

Solanin | Chaconin GA Solanin | Chaconin GA TG FG

X X X X X X X+s, X+, X £ 8, X £ S,
AS 0,36 0,80 1,16 | 33,51 88,63 122,14 | 8,84+ 1,23 | 16,73+ 6,51 | 2557+ 7,74 | 3,28+1,28
BH2 1,31 2,18 3,48 | 42,19 86,72 128,90 | 38,88 +11,08 | 68,46 + 11,22 | 107,33 + 22,05 | 13,03 + 2,80
DS 1,35 2,17 3,52 | 38,15 72,97 111,12 31,85+0,48 | 54,23 +19,50 | 86,07 + 19,89 | 10,54 + 4,02
ER 0,51 0,98 1,48 | 54,00 111,33 165,33 | 37,07 £23,52 | 31,80 +20,77 | 68,87 +44,30 | 5,81+ 3,50
FR 0,33 0,66 0,99 | 25,87 47,54 73,41 6,53+ 0,89| 8,62+ 0,67 1514+ 156| 1,92+0,15
OB 0,63 1,20 1,82 | 25,62 60,13 85,74 | 7,73 3,21| 17,46+ 4,43| 2518+ 7,63| 3,40+1,02
PB 5,00 12,44 17,43 | 22,79 39,69 62,48 | 10,50+ 0,75| 19,37+ 7,62| 29,88+ 8,38| 3,06+0,77
PV 0,87 1,51 2,37 | 36,16 40,69 76,85| 18,06+ 1,01| 12,39+ 3,07 | 30,45+ 4,08| 2,61+0,80

! auf das FG berechnet
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Uber die Verteilung der Alkaloide in Schale und Kartoffelfleisch dieser Sorten gibt Tabelle
5.25 Auskunft. Wie zuvor konnte in den Randschichten eine hohere Alkaloidkonzentration
detektiert werden. Auffallend war die geringere Dominanz der Schale, in der durchschnittlich

nur 2/3 der Alkaloide lokalisiert waren.

Tab. 5.25 Prozentualer GA-Anteil [%] in der Schale weiterer traditioneller Kartoffelsorten.

Sorte Schale Sorte Schale
AS 69,5 FR 71,2
BH2 72,0 OB 65,9
DS 69,0 PB 75,4
ER 66,5 PV 60,0

Den Anteil des toxischeren a-Chaconins im analysierten Gewebe zeigt Tabelle 5.26. Wie
zuvor konnte eine Verteilung zu Gunsten des o-Chaconins nachgewiesen werden, wobei
zwischen Fleisch und Schale kein deutlicher Unterschied zu erkennen war. Der prozentuale

Anteil im Schalengewebe war nur geringfiigig hoher als im Kartoffelfleisch.

Tab. 5.26 Prozentualer Anteil an a-Chaconin [%] in Fleisch, Schale und Gesamtknolle in den

weiteren traditionellen Kartoffelsorten.

Sorte | Fleisch | Schale Glf::ﬁ:t' Sorte | Fleisch | Schale Glf:zlrlr:-
AS 69,2 72,6 65,4 FR 67,1 64,8 56,9
BH2 62,5 67,3 63,8 OB 65,6 70,1 69,3
DS 61,7 65,7 63,0 PB 63,5 53,0 40,7
ER 65,9 67,3 46,2 PV 71,3 63,5 64,8
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Die folgenden Abbildungen 5.8a bis ¢ zeigen einen Uberblick iiber die in den Knollen der
analysierten traditionellen Kartoffelsorten detektierten Alkaloidgehalte. Bild a und b zeigt die

Sorten aus Eigenanbau, Bild ¢ die Knollen der weiteren Sorten.
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Abb. 5.8 Gegenulberstellung der GA-Gehalte [mg/100 g TG] in Knollen der:
a/b.) traditionellen Kartoffelsorten aus Eigenanbau,
c.) weiteren traditionellen Kartoffelsorten.
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5.2.3 GA-Muster traditioneller Kartoffelsorten

Zur Uberpriifung der in den HPLC-Analysen detektierten Peaks wurden die methanolischen
Extrakte aus Blattspitze und Gesamtknolle jeder Sorte per LC-ESI-MS untersucht. Die hierzu
verwendeten Parameter sind Kapitel III, Abschnitt 3.5.2 zu entnehmen. Identifizierte
Alkaloide waren in chronologischer Reihenfolge: Solasonin (16,4 min), Solamargin
(17,0 min), a-Solanin (18,5 min) und schlieBlich das unpolare a-Chaconin (20,0 min) (vgl.
Tab. 5.27). Zur Interpretation der MS-Spektren sei an dieser Stelle auf die Solanum-Wildarten
in Abschnitt 5.3.3 verwiesen.

In Abbildung 5.9 ist als Beispiel die LC-ESI-MS-Analyse des Beerenextraktes der Sorte La
Ratte dargestellt. Bild a zeigt die Ionenspuren m/z 852, 868, 884 der genannten Alkaloide, im
unteren Bild ist das Massenspektrum der gesamten Analyse zu sehen. In Anhang B,
Abbildungen B.1 bis B.2 sind die zugehdrigen MS-Spektren, Fragmentionen und

Fragmentierungsschemata hinterlegt.

Tab. 5.27 Ubersicht Uber die in traditionellen Kartoffelsorten detektierten GAe mit Angabe des
Molekulions sowie der zugehoérigen Fragmentionen.

Substanz MoIek@Iion Fragmentionen

[M+H]
a-Chaconin 852 706 560 398 380
a-Solanin 868 722 706 560 398 380
Solamargin 868 722 576 414 396
Solasonin 884 738 722 576 414 396

Tabelle 5.28 zeigt in einer Ubersicht das Ergebnis der LC-ESI-MS-Analysen. Fiir jede Sorte
ist das Vorkommen der verschiedenen GAe in den untersuchten Geweben dargestellt, wobei
die Angabe der Menge relativ zu sehen ist. Mit (+++) wurden jeweils die Hauptalkaloide
angegeben, mit (++) die ndchst niedrigeren Gehalte. (+) entspricht dem Vorkommen in
Spuren. Konnten keinerlei Anzeichen des betreffenden GAs gefunden werden, so wurde dies
mit (—) gekennzeichnet. Ein Vergleich der Absolutmengen zwischen den Arten kann somit
nicht angestellt werden. Die rechte Spalte gibt weitere m/z-lonen an, die durch ihre
Molekiilmasse auf das Vorliegen von GAen deuten.

Ubereinstimmend mit den HPLC-Resultaten konnte in den Knollen aller Sorten a-Solanin und
a-Chaconin als Hauptalkaloide detektiert werden. Ferner fanden sich in Golden Wonder und
Nageler Kipfler Spuren von Solasodin und Solamargin. Durch ihre niedrige Konzentration
unterhalb der HPLC-Nachweisgrenze, konnten sie dort weder registriert noch quantifiziert

werden. Wie aus der Tabelle weiter zu entnehmen ist, wurden neben den bekannten
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Alkaloiden noch weitere m/z-lonen registriert, die auf das Vorkommen von GAen schlieen
lassen. Vorherrschend waren die m/z-Werte 850 und 866, in den Sorten La Ratte und Nageler
Kipfler zusitzlich m/z 926.

Im Gegensatz zu den Knollen konnten im oberirischen Material neben den Solanidin-
Alkaloiden in allen Sorten mehr oder weniger grole Mengen an Solasonin und Solamargin
erfasst werden. In den Sorten Bamberger Hornchen, La Ratte, Nageler Kipfler und Pink Fir
Apple bildeten sie in Blittern und Sprossachsen die Hauptalkaloide. Wie zuvor im
Knollenmaterial konnten weitere, alkaloiddhnliche Strukturen nachgewiesen werden. Neben
den bereits erwdhnten m/z-Ionen 850 und 866 lag in den Sorten Balmoral, Bildstar, Nageler
Kipfler und Rosara das m/z-Ion 886 vor. In Bamberger Hornchen und La Ratte zusétzlich m/z
910 und 926.

Ferner wurden exemplarisch drei Wurzelextrakte der Sorten Edzell Blue, Arran Victory und
Agria auf ihre GA-Muster hin untersucht. Wie die HPLC-Analyse bereits offenbarte, waren
die Hauptalkaloide a-Solanin und a-Chaconin, Solasonin und Solamargin sowie die m/z-Ionen
850, 866 und 706 konnten in Spuren nachgewiesen werden. Bei letzterem handelt es sich um
das Spaltprodukt B-Chaconin, das durch Abspaltung einer endstdndigen Rhamnose aus a-
Chaconin entsteht, woraus sich die um 146 Einheiten niedrigere Masse erklért (vgl. Anhang

B.1).

Tab. 5.28 Ubersicht tber die in traditionellen Kartoffelsorten detektierten GAe mit Angabe ihres
relativen Vorkommens.

Sorte a-Solanin | a-Chaconin | Solasonin | Solamargin | (m/z)"
Blatt +++ +++ + + ggg

AV Knolle +++ +++ - - 866
Wurzel +++ +++ + + ggg

Blatt +++ +++ + + 866

886

BA 850
Knolle +++ +++ - - 866

850

Blatt + ++ ++ ++ 866

BH 910
926

Knolle +++ +++ - - ggg

Blatt +++ +++ + + 866

886

Bl 850
Knolle +++ +++ - - 866

Blatt +++ +++ + + 866

EB |Knolle| +++ - ; ; oo
Wurzel +4++ +++ + + -

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung von voriger Seite

Sorte a-Solanin | a-Chaconin | Solasonin | Solamargin | (m/z)*
Blatt +++ +++ + + 866
FA
Knolle +++ +++ - - 866
Blatt +++ +++ + + -
Gw
Knolle +++ +++ + + -
Blatt ++ ++ ++ ++ ggg
LR Knolle +++ +++ - - 866
Beere + + +++ +++ ggg
850
NK Blatt + ++ +++ +++ 866
886
Knolle +++ +++ - - 866
Blatt + ++ +++ +++ 866
PF
Knolle +++ +++ - - 866
Blatt +++ +++ ++ + 866
RD
Knolle +++ +++ - - ggg
Blatt +++ +++ + + 886
RL
Knolle +++ +++ - - 866
Blatt +++ +++ + + 850
886
RO 850
Knolle +++ +++ - - 866
Blatt +++ +++ + + ggg
AG Knolle +++ +++ + + 866
706
Wurzel +++ +++ + + 850
866

! weitere m/z-lonen mit alkaloiddhnlicher Masse
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a.)

b.)

Alt-LaRatte-Beere5-1

ABI-J-Beere5-1 Scan ES+
2126 852
1007 2.16e5
a-Chaconin
<
0 T T T T T T T T T T T T f T T f T T T T 7 T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 = 2200 2400 2600  28.00  30.00 3200  34.00
ABI-J-Beere5-1 Scan ES+
19.14 868
1007 1.34¢6
< Solamargin a-Solanin
20,69
T VA A A A B A A TSR A e E o AL s sAama
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200  34.00
ABI-J-Beere5-1 Scan ES+
18.57 884
1007 8.72¢5
Solasonin
'Ee
16.40
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800  20.00  22.00 2400 2600 2800 3000 3200  34.00
Alt-LaRatte-Beere5-1
ABI-J-Beere5-1 359 (18.574) Cm (46:594) Scan ES+
100+ 868.33 2.72e4
118.12
884.31
<
1885.30
852.34
453.97
414.44 72233 886.33
28108 398.40 [415.35 57639 723.32782.42 926.29 1059.26
319.11 : 507.28 551.32 77%% 639 34 683.34 _783.43 887.32| 92729 1058.54] 107771
T T W (O N | | ol HJ \JW " el 256,30 Jdm. o] e 22
miz
360 ' 35‘)0 ' 460 ' 45‘0 ' 560 ' 55‘0 ' 660 ' 55‘0 ' 760 ' 75‘0 ' 560 ' 55‘0 ' 960 ' 95‘0 ' 10b0 ' 10‘50 11b0 ' 11‘50 '

Abb. 5.9
a.) lonenchromatogramm fur die Massenspuren m/z 852, 868 und 884 des Beerenextraktes der

b.) Zugehoriges MS-Spektrum des untersuchten Massenbereiches (m/z 100 bis 1200).

Sorte La Ratte.
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5.2.4  GA-Aufnahme durch Marienkéaferlarven (Coccinellidae)

Die Untersuchung der methanolischen Extrakte aus Marienkéferlarven erfolgte auf Grund der
erwartet niedrigen Konzentration direkt per LC-ESI-MS. Das Vorgehen zur Aufarbeitung der
Larven ist in Kapitel III, Abschnitt 3.7.5 beschrieben. Das in Abbildung 5.10 dargestellte MS-
Spektrum zeigt das Ergebnis der Analyse. Im Extrakt konnten keinerlei Spuren der Alkaloide

a-Solanin und a-Chaconin oder des Aglykons Solanidin nachgewiesen werden.

Kaefer auf Kartoffel
KAEFER 2 15-07-04 25 (0.900) Cm (1:53) Scan ES+
1004 210.22 3.99¢6

419.49

232.24

194.22)

158.99 H ‘
-

; L, 27828 368.30 40351) 45048 50 56 572.21 65059 708.15 776.13 538.86 912.04 980.01
0 t t T t T T T T T T T T 1 T T T T f T T T T T T T T T T T T T T MUz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Abb. 5.10 MS-Spektrum des methanolischen Extraktes aus Marienkaferlarven (Coccinellidae).
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5.3 Solanum-Wildarten

5.3.1 Methodenanpassung

Die in Kapitel III, Abschnitt 3.1.3 aufgelisteten Knollen- und Blattproben wurden quantitativ
auf ihren Alkaloid-Gehalt sowie qualitativ auf das Vorkommen verschiedener Alkaloidarten
untersucht. Zur Extraktion der GAe aus gefriergetrocknetem, homogenisierten Gewebe (vgl.
Angaben Tab. 5.28) diente das in Kapitel III, Abschnitt 3.4.2, Variante A beschriebenen
Verfahren. Nach der Aufreinigung der Extrakte gemiB den Vorgaben aus Abschnitte 3.4.3
wurde der trockene Riickstand in MeOH aufgenommen, wovon 20 ul zu quantitativen
Analyse in die HPLC und weitere 20 pl zur qualitativen Untersuchung in die LC-ESI-MS
injiziert wurden. War die Alkaloidkonzentration sehr hoch, wurde der Extrakt nochmals 1:1
(v,v) verdiinnt.

Tab. 5.29 Ubersicht (iber Einwaage [g], Kartuschenbeladung [ml] und MeOH-Aufnahmevolumen [ml]
fur die Analyse traditioneller Kartoffelsorten mittels HPLC.

Probe EW RP-18- Aufnahme-
Beladung volumen

Blatt 0,3 5 250

Knolle 3,0 8 300

5.3.2 GA-Gehalt wilder Solanum-Arten

Zundchst wurden die GA-Gehalte der methanolischen Extrakte aus Abschnitt 5.3.1 mittels
HPLC analysiert. Die zur Quantifizierung verwendetet Methode ist Kapitel III, Abschnitt
3.5.1 zu entnehmen.

Da zur Detektion der GAe nur ein Diodenarray-Detektor zur Verfiigung stand, war die
Detektion auf Alkaloide begrenzt, die mindestens eine Doppelbindung aufwiesen. Dies sind
die bereits bei den Kultursorten nachgewiesenen Solanidin- und Solasodin-Alkaloide sowie
die Leptine, Leptidine und die Dehydroformen von Demissin, o-Tomatin und Commersonin.
Die Identifikation von a-Solanin und o-Chaconin erfolgte wieder durch Vergleich der
Retentionszeit nach Injektion von Standardsubstanzen, Solasonin und Solamargin durch
Gegentiberstellung mit den LC-ESI-MS-Daten. Bei den iibrigen detektierbaren Alkaloiden
war eine direkte Zuordnung der Peaks aus LC-ESI-MS und HPLC nicht moglich. Da die
meisten Solanum-Arten die identifizierten Alkaloide als Leitstrukturen enthielten, wurden nur

diese zur Quantifizierung herangezogen. Die sich ergebenden Retentionszeiten waren in
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chronologischer Reihenfolge fiir Solasonin 15,6 min, Solamargin 16,3 min, o-Solanin
16,8 min und fiir das unpolare a-Chaconin 17,3 min. Folgende Abbildung 5.11 zeigt das
HPLC-Chromatogramm des Blattextraktes aus S. phureja ssp. phureja. Als Hauptalkaloide
konnten a-Solanin und a-Chaconin identifiziert werden, in geringer Konzentration auch die

beiden Solasodin-Alkaloide.

a-Chaconin
a-Solanin
Sola- L
Solg.  Margin
sonin Abb. 5.11
HPLC-Chromatogramm des Blattextraktes aus
P S. phureja ssp. phureja.
e (Chromatographische Bedingungen siehe
w
ra o Kaptitel 1ll, Abschnitt 3.5.1).

Die sich anschlieBenden Tabellen 5.30.1 und 5.30.2 geben die nach HPLC-Analyse
ermittelten Gehalte der vier Hauptalkaloide a-Solanin, a-Chaconin, Solasonin und Solamargin
a.) in den Blittern bzw. b.) in Knollen wieder. Fiir jede Art und jedes Gewebe wurde jeweils
eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Gehalte verstehen sich als Mittelwerte dieser
Doppelbestimmungen, wobei durch die geringe Zahl an Ansédtzen auf die Angabe von
Standardabweichungen verzichtet wurde.

In allen untersuchten Geweben konnten GAe nachgewiesen werden, wobei sich die
Konzentrationen sowohl in den Bléttern (28,87 bis 2664,57 mg/100 g TG) wie auch in den
Knollen (2,12 bis 1038,86 mg/100 g TG) zwischen den Arten sehr unterschieden. Insgesamt
waren bis auf eine Ausnahmen, S. bulbocastanum ssp. bulbocastanum, die Gehalte in
oberirdischen Bléttern hoher. Zuriickzufithren war dies unter anderem auf die zusitzlichen
Vorkommen von Solasonin und Solamargin. Wihrend die Solasodin-Alkaloide in Knollen
nur in geringem Umfang enthalten waren, konnten sie in den Blattproben z. T. in
betrachtlichem Umfang nachgewiesen werden. Hohe Gehalte (> 500 mg/100 g TG) zeigten
S. ajanhuiri S. chaucha, S. demissum, S. microdontum, S. pascoense und schlielich

S. tarijense, dort traten sie als Hauptalkaloide auf.
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Tab. 5.30.1 Ermittelte Gehalte der vier Hauptalkaloide (a-Solanin, «-Chaconin, Solasonin,
Solamargin) [mg/100 g TG] in den Blattern wilder Solanum-Arten.

Detektierte GA-Gehalte
3
Art a-Solanin | a- Chaconin Solg- Sola_- Gesamt-GA | Gesamt-GA
sonin margin TG FW

S. acaule ssp. Sp.t Sp.t 51,24 69,81 121,05 18,18
acaule
S. ajanhuiri Sp.t 25,86 473,33 | 949,98 144917 217,38
S. alandiae 918,17 1743,17 3,23 Sp.t 2664,57 399,69
S. bulbocastanum
ssp. 10,66 34,93 2 2 45,59 6,82
bulbocastanum
S. chaucha 61,82 116,93 283,42 391,44 829,47 124,42
S. chomatophilum 2,99 16,98 28,03 16,07 64,07 9,61
S. curtilobum 37,68 106,82 Sp.t Sp.t 144,50 21,68
S. demissum Sp.t 9,13 583,25| 297,20 889,58 133,44
S. maglia 13,13 31,51 29,86| 152,84 227,34 34,10
S. microdontum 33,68 50,01 963,56| 823,06 1870,31 280,55
S. pascoense 42,83 15,26 218,62 545,70 822,41 123,36
S. phureja ssp. 425,61 974,70 22,34 30,61 1453,26 217,99
phureja
S. polyadenium 6,14 47,06 Sp.t Sp.t 53,20 7,98
S. raphanifolium 1,68 27,19 Sp.t Sp.t 28,87 4,33
S. sparsipilum 563,86 948,10 7,12 1,23 1520,31 228,05
S. tarijense Sp.! 46,77 968,86 | 1353,89 2369,52 355,48
S. tuberosum ssp.
andigena 208,63 52,45 92,10 2,61 355,79 53,37
(Argentinien,
weild)
S. tuberosum ssp.
andigena 8,91 64,43 6,84 Sp.t 80,18 12,03
(Argentinien,
violett)
S. tuberosum ssp.
andigena Sp.t 11,12 352,45| 208,63 572,20 85,83
(Peru)
in Spuren

% nicht detektiert
® berechnet auf das Frischgewicht
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Tab. 5.30.2 Ermittelte Gehalte der vier Hauptalkaloide (a-Solanin, o-Chaconin, Solasonin,
Solamargin) [mg/100 g TG ] in den Knollen wilder Solanum-Arten.

Detektierte GA-Gehalte
3
Art a-Solanin | a- Chaconin Sol:_i- Sola_- Gesamt-GA | Gesamt-GA
sonin margin TG FG

S. acaule ssp. 0,97 115 Sp. Sp. 212 0,84
acaule
S. alandiae 159,56 236,42 Sp.t n.d.? 395,98 136,08
S.
g;’r')bocasm"“m 4,99 691| 25607| 770.89| 103886 293,46
bulbocastanum
S. chaucha 13,89 16,28 Sp.t Sp.* 30,17 6,26
S. curtilobum 14,85 13,43 0,19 1,32 29,79 6,14
S. demissum 3,61 0,63 Sp.t Sp.t 4,24 1,33
S. maglia 187,48 250,01 2,02 1,81 441,32 144,12
S. microdontum 141,36 90,62 3,03 5,73 240,74 89,83
S. phureja ssp. 15,91 7,65 Sp.t Sp.t 23,56 5,95
phureja
S. polyadenium Sp.t Sp.t n.d.2 n.d.2 Sp.t Sp.t
S. raphanifolium 26,60 51,36 Sp.t Sp.* 77,96 24,75
S. sparsipilum 69,86 115,87 1,03 0,94 187,70 142,20
S. tarijense 19,57 23,23 0,25 Sp.* 43,05 14,95
S. tuberosum
ssp. andigena 19,05 17,89 Sp.! n.d.2 36,94 14,65
(Argentinien,
weild)
S. tuberosum
ssp. andigena 2.83 458 n. d.2 Sp.t 7.41 1,97
(Argentinien,
violett)
S. tuberosum
ssp. andigena 19,31 32,67 Sp.t Sp.t 51,98 5,00
(Peru)
in Spuren

% nicht detektiert
® berechnet auf das Frischgewicht

In den Knollen waren, &hnlich der Kulturkartoffel, a-Solanin und o-Chaconin die
Leitstrukturen. Eine Ausnahme bildete, wie bereits angedeutet, S. bulbocastanum ssp.
bulbocastanum. Vorkommende Alkaloidarten waren zwar wie in den anderen Sorten die
Solanidin- und Solasodin-Alkaloide, die Mengenverteilung war jedoch gegensitzlich. Nicht
die Solanidin-Alkaloide, sondern Solasonin und Solamargin traten als Hauptalkaloidfraktion

in einer vergleichsweise hohen Konzentration auf. Von allen analysierten Wildarten enthielt
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S. bulbocastanum ssp. bulbocastanum mit 1038,86 mg/100 g TG die héchsten Knollen-
gehalte.

Ebenfalls hohe Knollenkonzentrationen, die iiber dem fiir Speisekartoffeln als unbedenklich
geltenden Grenzwert von 20 mg/100 g FG lagen, fanden sich zudem in S. alandiae, S. maglia,
S. microdontum, S. raphanifolium und S. sparsipilum. In diesem Zusammenhang ist allerdings
das uniibliche Alkaloidmuster der Spezies S. acaule ssp. acaule, S. curtilobum, S. demissum
und S. polyadenium zu beachten (vgl. Abschnitt 5.3.3). Da sich die Quantifizierung auf die
UV-detektierbaren Solanidin- und Solasodin-Alkaloide beschriankte, fallt deren Alkaloid-
Gehalt zu niedrig aus.

Die GA-Konzentration in den Knollen der noch heute in Lateinamerika konsumierten Arten
S. tuberosum ssp. andigena und S. phureja ssp. phureja rangierten mit maximal
14,65 mg/100 g FG unter dem Grenzgehalt.

Die Arten S. ajanhuiri, S. pascoense und S. chomatophilum fehlen in der Aufstellung der

Knollenkonzentrationen, da sie im Untersuchungsjahr keine Knollen ausbildeten.

Bei Wildarten sollte zur besseren Vergleichbarkeit der Alkaloidgehalte die Knollengro3e mit
in die Betrachtung einbezogen werden, da unterschiedliche Entwicklungsgeschwindigkeiten
durch verschiedene Kultivierungsarten (Freiland und Gewéchshaus) und artspezifisch kleine
Knollen die Alkaloidkonzentration stark beeinflussen konnen. Allgemein beinhalten kleine
Knollen, durch deren grofBeres Verhéltnis von alkaloidreicher Schale zu Kartoffelfleisch,
hohere GA-Mengen als grole Knollen mit kleinerem Quotienten. Tabelle 5.31 stellt diese
Abhiéngigkeit dar. Die KnollengroBen der im Freiland kultivierten Arten S. tuberosum ssp.
andigena, S. chaucha, S. phureja ssp. phureja und S. curtilobum lagen allesamt tiber 20 g FG,
thre Gesamt-GA-Gehalte unter 50mg/100g TG. Bei den {ibrigen Arten aus
Gewichshausanbau stieg das Knollengewicht nicht {iber 20 g FG, wéhrend ihre
Alkaloidkonzentration die Marke von 50 mg/100 g TG iiberschritten. Die vier Wildarten
S. acaule ssp acaule, S. chomatophilum, S. demissum und S. polyadenium sind aus den

vorangegangenen Griinden als Ausnahmen zu betrachten.
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Tab. 5.31 Einfluss des Kaultivierungsstandorts und des Knollengewichtes [gFG] auf den
Alkaloidgehalt [mg/100 g TG].

Solanum Art Kultivierungs- KnoI_Ien- GA Gehalt
ort gewicht

S. tuberosum ssp.
andigena (Argentinien)
S. chaucha > 50
S. phureja ssp. phureja Feldanbau <50
S. curtilobum
S. tuberosum ssp. 20-50
andigena (Peru)
S. raphanifolium > 50
S. microdontum >100
S. sparsipilum >100
S. alandiae >100
S. tarij <

arijense Gewschs- 50

) <20

S. maglia haus > 100
S. acaule ssp. acaule <50
S. demissum <50
S. bulbocastanum ssp. > 100
bulbocastanum
S. polyadenium <50

5.3.3 GA-Muster wilder Solanum-Arten

Die methanolischen Extrakte der 15 Solanum-Wildarten sowie drei identischer Arten
unterschiedlicher Herkunft oder Bliitenfarbe wurde nach der quantitativen Analyse einem
qualitativen Screening ihrer Alkaloidmuster mittels LC-ESI-MS unterworfen. Die
verwendeten Parameter der LC-Trennung und MS-Detektion sind aus Kapitel III, Abschnitt
3.5.2 zu entnehmen.

Die Solanum-Arten zeigten eine mehr oder weniger grofle Vielfalt an vorkommenden
Strukturen. Detektierte ~ Alkaloide waren in chronologischer Reihenfolge ihrer
Retentionszeiten: Dehydrocommersonin (15,2 min), Dehydrotomatin (15,7 min), Solasonin
(16,4 min), Commersonin (17,0 min), a-Tomatin (17,0 min), Solamargin (17,0 min), Leptin II
(17,5 min), Dehydrodemissin (17,9 min), Leptin I (18,2 min), Demissin (18,3 min) und
schlieBlich die unpolaren GAe a-Solanin (18,5 min) und a-Chaconin (20,0 min).

Die Darstellung einzelner Massenspuren erlaubte es, auf eine vollstindige
chromatographische Auftrennung zu verzichten. Abb. 5.11 zeigt als Beispiel die
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Ionenchromatogramme des bereits vorgestellten Blattextraktes aus S. phureja ssp. phureja mit
den Massenspuren m/z 852 fiir a-Chaconin, m/z 868 fiir a-Solanin und Solamargin und
m/z 884 fiir Solasonin. Die zugehorigen MS-Spektren kdnnen in Anhang B, Abbildungen B.1
bis B.7 eingesehen werden. In der Abbildung ist das gesamte Massenspektrum iiber den

analysierten Bereich m/z 100 bis 1200 dargestellt.
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Abb. 5.12

a.) lonenchromatogramm fiir die Massenspuren m/z 852, 868 und 884 des Blattextrakies aus
S. phureja ssp. phureja.

b.) Zugehoriges MS-Spektrum des analysierten Massenbereiches (m/z 100 bis 1200).
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Die MS-Spektren der einzelnen Massenspuren des LC-ESI-MS-Chromatogramms enthielten
als Hauptpeak jeweils das protonierten Molekiilion [M+H']. Zusitzlich fanden sich
charakteristische Fragmentionen bei m/z 722, 706, 560, 398 fiir dic Solanidin-GAe bzw.
m/z 722, 704, 576, 414 und 396 fir die Solasodin-Alkaloide. Sie sind auf den Verlust der
Zuckermolekiile und von Wasser zuriickzufiihren. Die Ubersicht in Tabelle 5.32 zeigt die in
den Solanum-Arten detektierten Substanzen mit ihren protonierten Molekiilionen sowie deren
Fragmentionen. Zur Identifizierung der Substanzen wurden diese mit publizierten
Literaturdaten verglichen. In Anhang B sind die MS-Spektren der in dieser Arbeit
behandelten GAe aufgelistet sowie aus der Literatur entnommene Fragmentionen und die
zugehorigen Fragmentierungsschemata der jeweiligen Substanzen.

Tab. 5.32 Ubersicht (ber die in Solanum-Wildarten detektierten GAe mit Angabe des Molekiilions
und der zugehdrigen Fragmentionen.

Substanz Molekﬁjion Fragmentionen
[M+H]
a-Chaconin 852 706 560 398 380
o-Solanin 868 722 706 560 398 380
Solamargin 868 722 576 414 396
Solasonin 884 738 722 576 414 396
Dehydrodemissin 1016 884 854 722 560 398
Demissin 1018 886 856 724 562 400
Dehydrotomatin 1032 1014 900 870 738 576 558 414 396
o-Tomatin 1034 1016 902 872 740 578 560 416 398
Dehydro- 1046 884 866 722 560 398
commersonin
Commersonin 1048 886 868 724 562 400

Tabelle 5.33 zeigt in einer Ubersicht das Ergebnis der LC-ESI-MS-Analysen. Wie bei den
traditionellen Sorten erfolgte die Mengenangabe relativ und kann somit zwischen den Arten
nicht verglichen werden. Spalte 9 gibt weitere detektierte m/z-Ionen an, die durch ihre

Molekiilmasse auf ein Vorliegen von GAen deuten.
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Tab. 5.33 Ubersicht Uber die in Solanum-Wildarten detektierten GAe mit Angabe ihres relativen
Vorkommens.
(+++) = Hauptalkaloid, (++) = Nebenalkaloid, (+) = Spuren, (-) = nicht detektiert.

Glykoalkaloide
Art 1 2a | 2b 3 4 5a | 5b | 6a | 6b | 7a | 7b | 8a | 8b 9
[m/z]
S acaule Blatt + + + ++ | || A [ | |+ - - 886
ssp. acaule Knolle | + + + + + |t | | | |+ + - - 886
S.ajanhuii | Blatt | + | 4+ |+ |+eeere| o | oo [ o o e | o]+ |4 ggg
850
- Blatt +++ [ +++ | + + + - - - - - - + + 866
S. alandiae 850
Knolle | +++ | +++ | ++ + - - + - + - - - - 866
886
S. Blatt ++ | ++ + - - - - - - - - + - 854
bulbocastanum 866
Ssp. 850
bulbocastanum [Knolle |+ |+ |- bbb bbb |- - - - - - g
Blatt ++ || - | | | - - - - + - - - ggg
S. chaucha
Knolle | +++ | +++ | + + + - - - - - - - - ggg
S. . Blatt + ++ + ++ | ++ | ++ + |+ | |+ |+ - - 886
chomatophilum
854
Blatt ++ | +++ | + + + ++ + ++ | ++ + - - - 870
S. curtilobum 886
Knolle | +++ | +++ | + + + ++ + ++ | ++ + - - - 870
886
Blatt + + - 4+ |+ | | | | | + - - ggg
S. demissum
Knolle | + + + + + || | | |+ - - 886
Blatt + + - | | | - - + - - - + | ++ | 886
S. maglia
Knolle | +++ | +++ | ++ + - - - - - ++ | + - - 850
866
S Blatt ++ | ++ +4++ | +++ + - - - - - - - ggg
microdontum
Knolle | +++ | ++ | +++| + + + - - - - - - - -
S. pascoense | Blatt F+ | | | | | - - + - + - - - -
Blatt +4++ | +++ |+ ++ | ++ - + - - - - + - 850
S. phureja ssp. 866
phureja - 850
Knolle | +++ | +++| - + + - - - - - - - 866

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung von voriger Seite

Art 1 |2a|2b | 3 4 | 5a |5b|6a |6b | 7a|7b | 8a | 8b 9
[m/z]
Blatt + ++ + + + |t | | A | - - + - -
S. polyadenium
Knolle | + + + - - | | ||+ + - - 870
866
S Blatt + ++ - | | |+ + - - - - - - 870
raphanifolium
Knolle | ++ |+++|+++| + + - - - - - - - - 866
Blatt +4++ [ +++ | + + + - - - - - - - - -
S. sparsipilum
Knolle | +++ | +++ | + + + - - - - - - - - -
Blatt e I S B I S S - + + + - |+ |+ 228
S. tarijense
Knolle | +++ | +++ | ++ | ++ | ++ + + + + - - + - 866
S. tUberqsum Blatt ++ | +++ | - + + + + + + ++ | ++ - - 886
ssp. andigena
(_Argentlnlen, Knolle | +++ | + |+++| - + ) } } } _ _ _ _ _
violett)
S. tuberosum 850
ssp. andigena Blatt | +4+ 44+ - A I ST T | | ee6
(Agentinien,
weil) Knolle | +++ | +++ | ++ | + - - - - - - - - - | 866
Blatt +4++ | H+H+ | - + ++ + - ++ |+ | | | - - 850
S. tubersoum 866
ssp. andigena
(Peru) Knolle | +++ | +++ | ++ | + + - - - - - - - - ggg
1 a-Solanin 5a a-Tomatin 7a Commersonin
2a a-Chaconin 5b Dehydrotomatin 7b Dehydrocommersonin
2b B-Chaconin 6a Demissin 8a Leptin |
3 Solasonin 6b Dehydrodemissin 8b Leptin Il
4 Solamargin 9 weitere detektierte m/z-Werte

Die qualitative Analyse der wilden Solanum-Arten offenbarte z. T. groe Unterschiede. Wie
aus der Tabelle zu entnehmen ist, sind zwar in den meisten die Solanidin- und Solasodin-
Alkaloide vorherrschend, die Arten S. acaule ssp. acaule, S. comatophilum, S. demissum und
S. polyadenium bildeten jedoch eine Ausnahme.

In den Knollen dominierten, dhnlich wie in der Kulturkartoffel, a-Solanin und o-Chaconin.
Zusétzlich konnten in allen Arten geringe Mengen Solasonin und Solamargin detektiert
werden. Die zugehorigen Blitter wiesen hingegen bis auf die Arten S. tuberosum ssp.
andigena und S. phureja ssp. phureja, Solasodin und Solamargin als Hauptalkaloide auf.
Einen Sonderfall in dieser Verteilung zeigte S. bulbocastanum ssp. bulbocastanum, womit die
uniibliche Mengenverteilung der Gehaltsanalyse bewiesen werden konnte. Neben geringen
Mengen an Solanidin-GAen waren in den Knollen Solasonin und Solamargin vorherrschend.

Die Blitter enthielten dagegen nur a-Solanin und a-Chaconin.
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Im oberirdischen Gewebe war die Alkaloid-Vielfalt reichhaltiger als in den Knollen. In fast
allen Wildarten konnte, neben den Solanidin- und Solasodin-Alkaloiden, noch mindestens
eine Alkaloidform mit Vierfachzucker (Demissin, a-Tomatin, Commersonin) detektiert
werden. Fiir gewohnlich waren die Konzentrationen niedrig. Eine Ausnahme bildete
S. chomatophilum sowie die bereits erwédhnten S. acaule ssp. acaule, S. demissum und
S. polyadenium, in denen diese Alkaloide als Hauptkomponenten vorlagen. Die Blatter von
S. chomatophilum enthielten als Hauptalkaloid Demissin und Dehydrodemissin, gefolgt von
a-Tomatin, Commersonin sowie deren Dehydro-Formen Dehydrotomatin und —commersonin.
In S. acaule ssp. acaule sowie S. polyadenium war in den Blattern wie auch in den Knollen
o-Tomatin und Demissin vorherrschend, daneben kamen noch Commersonin und die
dehydrierten Formen vor. Und S. demissum enthielt, wie der Name bereits andeutet, hohe
Konzentrationen an Demissin und a-Tomatin, gefolgt von deren Dehydro-Formen und von
Commersonin.

Der Vergleich drei verschiedener Akzessionen von S. tuberosum ssp. andigena, die sich in der
Bliitenfarbe (violett und weil}) bzw. im Herkunftsort (Argentinien oder Peru) unterschieden,
offenbarte ein leicht abweichendes GA-Muster im Blattgewebe. Wihrend in den Knollen aller
drei Akzessionen a-Solanin und a- bzw. -Chaconin dominierten, konnte in den Blittern der
violettblithenden Akzession aus Argentinien neben Solanidin- und Solasodin-Alkaloiden,
zusétzlich groere Mengen Commersonin und Dehydrocommersonin detektiert werden. Thre
weiBblithende Verwandte enthielt a-Tomatin, Demissin und Commersonin nur in Spuren. Die
Akzession aus Peru wies aufer diesen noch Demissin und Dehydrodemissin auf.

Neben den in der Literatur bereits vielfach beschriebenen Alkaloiden enthielten die meisten
Arten weitere Ionen, die auf Grund ihres m/z-Verhiltnisses auf eine Alkaloidstruktur
deuteten. Hierzu gehorten die m/z-Werte 850, 866, 870, 886 sowie 910 und 926. Die beiden
letztgenannten sind bekannt und werden als Leptin I und II bezeichnet. Bislang wurden sie in
nur in S. chacoense beschrieben. In den vorliegenden Arten wiesen S. ajanhuiri, S. alandiae,
S. bulbocastanum ssp. bulbocastanum, S. demissum, S. polyadenium und S. tarijense Spuren
dieses GAs auf. Mogliche Strukturen der librigen Alkaloide werden in Kapitel VI, Abschnitt
6.3.2.1 diskutiert.
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5.4 Verarbeitungserzeugnisse

5.4.1 Methodenanpassung

Durch die technologische Bearbeitung der Kartoffeln zur Herstellung der Industriewaren
waren Verdnderungen in der Probenaufarbeitung notwendig. Nach Einwaage von 3 bis 6 g
gepulverter Trockensubstanz (vgl. Tab. 5.33), wurde zur Unterdriickung der Stirkequellung
statt 1%iger Essigsdure ein Gemisch aus 1% Essigsdure-MeOH (70:30, v/v) verwendet.
Zusiatzlich musste bei den vorfrittierten Produkten C1 und C2, P1 bis P3 und W1 bis W3 vor
der SPE-Aufreinigung eine Entfettung erfolgen. Hierzu wurde der vereinigte Extrakt mit der
gleichen Menge n-Pentan ausgeschiittelt, das organische Losungsmittel abgenommen und
verworfen. Das genaue Vorgehen ist aus Kapitel III, Abschnitt 3.4.2, Variante B zu
entnehmen. Die sich anschlieende Aufreinigung iiber SPE konnte wie gewohnt stattfinden.
Tabelle 5.34 gibt die eingesetzte Menge [g TG], die aufgearbeiteten Volumina [ml] und das
Aufnahmevolumen [ml MeOH] nach Trocknung der gereinigten Extrakte wieder. Jeweils
20 pl des Extraktes dienten zur HPLC-Analyse.

Tab. 5.34 Ubersicht tiber Einwaage [g TG], Kartuschenbeladung [ml] und Aufnahmevolumen [ml]
fur die Analyse der Verarbeitungserzeugnisse mittels HPLC

Probe EW SPE- Aufnahme-
Beladung volumen
B1 5 12 100
C1+2 6 10 100
F1-3 6 10 100
K1 6 10 100
P1-3 6 10 100
R1 6 12 100
W1-3 4 8 100

5.4.2 GA-Gehalt verarbeiteter Kartoffelprodukte

Der Alkaloidgehalt der 15 in Kapitel III, Abschnitt 3.1.4 aufgelisteten Verarbeitungsprodukte
wurde zunichst mit dem validierten HPLC-Verfahren bestimmt. Die verwendeten Parameter
sind aus Kapitel III, Abschnitt 3.5.1 zu entnehmen. Abbildung 5.13 zeigt als Beispiel das
HPLC-Chromatogramm der Pommes Frites-Probe P3. Die ermittelten GA-Konzentrationen

stellt Tabelle 5.32 dar, wobei jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung einer
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mindestens dreifachen Doppelbestimmung angegeben wurde. Auf Grund der, verglichen mit

Kartoffelknollen, niedrigeren GA-Gehalte wurden die Mengen in pg/g TG angegeben.

a-Solanin a-Chaconin

N\

Abb. 5.13

HPLC-Chromatogramm des methanolischen
Extraktes der Pommes Frites-Probe P 3.
R: a-Solanin 16,8 min, R; a-Chaconin 17,3 min.

(Chromatographische  Bedingungen  siehe
Kaptitel lll, Abschnitt 3.5.1).

175 20,0

Die hochsten Alkaloidkonzentrationen konnten erwartungsgemdfl in Kartoffelvierteln
detektiert werden, da diese mit der alkaloidreichen Schale angeboten werden. Unterschiede
ergaben sich bei verschiedenen Herstellen, aber auch zwischen den Chargen eines Herstellers.
Den hochsten Gehalt zeigten die Viertel von Tenergy mit 219,34 ug/g TG. Das selbe Produkt
einer anderen Charge wies eine geringere Alkaloidmenge auf (130,70 pg/g TG). Ein
Erzeugnis aus dem Hause KClassic enthielt mit 97,35 pg/g TG noch niedrigere Gehalte.

Die vier analysierten Kartoffelpiirees offenbarten ein dhnliches Bild. Die Proben von Marena,
Potato Master und Maggi wiesen mit 23,65 bis 43,50 pg/g TG einen relativ konstanten
Alkaloidgehalt auf, das Produkt von Gut Friedlingshof enthielt zwei- bis dreimal so hohe GA-
Konzentrationen. Der insgesamt niedrigsten Gesamtgehalt wurde in der Pommes Frites-Probe
aus dem Hause Aldi detektiert (8,45 pg/g TG). Die librigen Pommes Frites-Produkte lagen im
Bereich von 18 bis 41 pg/g TG.

Der Anteil des a-Chaconins am Gesamt-GA-Gehalt lag in den Verarbeitungsprodukten im

Bereich zwischen 54,5 und 67,7% und war damit relativ konstant.
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Tab. 5.35 Ermittelte HPLC-Gehalte [ug/g TG] an a-Solanin, a-Chaconin, Gesamtalkaloiden in

Kartoffelerzeugnissen und Anteil von a-Chaconin [%] am Gesamt-GA-Gehalt.

Probe a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA a-Cpr‘lgtc?ci)Inin
B1 14,08+ 1,83| 20,06+ 1,34 3414+ 2,95 58,9
c1 824+ 3,67| 14,00+ 4,88 22,24+ 8,49 65,9
Cc2 13,85+ 1,67| 26,69+ 2,56 40,54 + 4,21 63,5
F1 14,68+ 3,02| 28,82+ 6,88 43,50+ 8,36 58,1
F2 12,89+ 4,28| 16,77+ 5,67 29,65+ 9,49 56,1
F3 32,48+ 5,06| 45,65+ 13,16 78,13 £ 16,10 57,5
F4 940+ 1,15| 1545+ 2,54 23,65+ 5,32 66,4
K1 852+ 446| 13,84t 7,81 22,36 £ 12,14 61,4
P1 3,13+ 0,48 532+ 0,27 845+ 0,75 63,1
P2 848+ 245| 10,03 242 18,51+ 4,74 54,5
P3 10,83+ 1,35| 16,48+ 2,31 27,31+ 3,61 60,3
R1 1497+ 4,79 18,90+ 543 33,87 £ 10,03 58,1
w1 81,25+ 14,25| 138,08 £ 16,65| 219,34 + 28,55 63,1
w2 50,50 + 15,78 | 80,20+ 19,62| 130,70 + 33,63 61,6
w3 30,98+ 4,58| 66,52+21,19 97,35 + 24,55 67,7

5.5 Vergleich der entwickelten Analyseverfahren
an Verarbeitungserzeugnissen

Um die Leistungsfahigkeit und Handhabung der in Kapitel IV entwickelten Bestimmungs-
verfahren zu vergleichen, wurden sie an verarbeiteten Kartoffelprodukten angewendet und die
dabei erzielten Ergebnisse mit der validierten HPLC-Standardmethode verglichen. Die Wahl
des Testmaterials fiel auf Verarbeitungsprodukte, da ihre Matrix im Vergleich zu
Kartoffelknollen durch hohe Fettgehalte oder das Vorkommen von Stirkeabbauprodukten

komplex aufgebaut ist und somit mehr von der Analysenmethode abverlangt.

5.5.1 Vergleich mit LC-ESI-MS

Die Bestimmung des GA-Gehalts mittels LC-ESI-MS erfolgte jeweils mit den selben iiber
SPE aufgereinigten methanolischen Extrakten der HPLC-Analyse. Diese wurden zunéchst
1:10 verdiinnt, wovon je 20 pl in das System injiziert wurden. Die Parameter der LC-ESI-MS-
Methode sind aus Kapitel III, Abschnitt 3.5.2 zu entnehmen. In der folgenden Tabelle 5.33
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sind die ermittelten GA-Konzentrationen [pug/g TG] der LC-ESI-MS-Analyse aufgelistet. Der
Gehalt versteht sich als Mittelwert der Doppelbestimmungen von mindestens drei analysierten

Extrakten fiir jedes Produkt.

Tab. 5.36 Uber LC-ESI-MS ermittelte Gehalte [ug/g TG] an a-Solanin, a-Chaconin und

Gesamtalkaloiden in Verarbeitungserzeugnissen.

Probe a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA
B1 13,01+ 3,04 14,31+ 3,49 27,32+ 6,51
C1 10,33+ 0,79 15,64+ 1,18 2597+ 1,89
F1 23,70+ 2,16 36,91+ 4,77 60,61+ 6,39
F2 19,93+ 6,06 21,46+ 4,90 41,28 + 10,95
F3 63,77 £ 18,47 62,41 + 10,26 126,18 + 27,27
F4 8,97+ 0,54 12,14 + 1,09 21,10+ 1,62
K1 11,70+ 5,59 11,54 + 4,55 23,23 £ 10,14
P2 13,95+ 3,92 15,59+ 6,01 30,28 + 10,77
P3 17,57+ 4,63 22,06+ 7,09 39,65 + 11,71
R1 10,94 + 5,83 13,04 + 6,92 23,98 + 12,66
W1 107,57 £ 17,31 152,13 £ 22,50 259,70 + 39,82
W3 14,56 + 4,96 22,05+ 3,54 36,61+ 8,16

Die folgenden Abbildungen (5.14a bis c) zeigen die Ubereinstimmung der mittels LC-ESI-

MS ermittelten Gehalte fiir a-Solanin, a-Chaconin und den Gesamt-GA-Gehalt im Vergleich

zur HPLC-Standardmethode. Das Bestimmtheitsmaff R der Ausgleichsgeraden verdeutlicht

die Ubereinstimmung der beiden Analyse-Verfahren. Je niiher es bei 1 liegt, desto

einheitlicher sind die Ergebnisse. Mit R?= 0,92 fur a-Solanin, 0,91 fiir a-Chaconin bzw. 0,97

fiir den Gesamt-GA-Gehalt konnte eine gute Ubereinstimmung nachgewiesen werden.

a.)
HPLC
120 -

100 -

Vergleich LC-ESI-MS und HPLC: Solanin

80

100 120

140
LC-MS
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c.)

HPLC
200

150 -

100 -

50

Vergleich LC-ESI-MS und HPLC: Chaconin

20 40 60 80 100 120 140 160 180
LC-MS

HPLC
300 -

250 +
200 -
150 -
100 +

50

Vergleich LC-ESI-MS und HPLC: Gesamt-GA

50 100 150 200 250 300
LC-MS

Abb. 5.14 Vergleich der ermittelten Gehalte fur

a.) a-Solanin
b.) a-Chaconin
c.) Gesamtalkaloide in Kartoffelerzeugnissen aus LC-ESI-MS und HPLC-Analyse.

5.5.2 Vergleich mit dem Kolorimetrischen Assay

Mit Hilfe des kolorimetrischen Assays konnte nur der Gesamt-GA-Gehalt in den Proben

bestimmt werden. Die Extraktion und Aufreinigung erfolgte gemiB den Angaben in

Kapitel III, Abschnitt 3.4.2 und 3.4.3. Um im kalibrierten Arbeitsbereich zu bleiben wurden

jeweils 6 g homogenisiertes Trockengewebe eingewogen und 15 ml des kombinierten

Extraktes tiber SPE aufgereinigt. Durch die hoheren Alkaloid-Gehalte in den Proben W1 bis

W3 kamen hier 3 g TG und 8 ml Extrakt zum Einsatz. Nach Inkubieren wurden die Farbung

der Losung photometrisch bestimmt und mit Hilfe der Kalibriergeraden aus Kapitel 1V,

Abschnitt 4.5, Tab. 4.6 in die Alkaloidgehalte (Tab. 5.34) umgerechnet. Die Werte verstehen

sich als Mittelwerte der Doppelbestimmungen mindestens dreier Ansétze.
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Tab. 5.37 Mit Hilfe des kolorimetrischen Assays ermittelte Gesamt-GA-Gehalte [ug/g TG] in
Verarbeitungserzeugnissen.

Probe Gesamt-GA
C1 13,28+ 2,04
F1 49,09 + 18,44
F2 21,72+ 7,27
F3 22,80 + 11,20
F4 27,46 + 11,43
K1 12,87+ 4,76

Probe Gesamt-GA
P2 8,91+ 4,97
P3 21,65+ 6,18
R1 13,96 £+ 2,91
W1 274,61+ 79,09
W2 118,43 £ 28,54

Die folgende Abbildung 5.16 veranschaulicht die gute Ubereinstimmung der Gesamt-GA-

Gehalte des kolorimetrischen Assays im Vergleich zur HPLC-Standard-Methode an Hand der

Ausgleichgsgeraden und des BestimmtheitsmaBes R? von 0,92. Eine Ausnahme bildeten die

Kartoffelpiireeflocken von Gut Friedlingshof. Die durch Photometrie erhaltene GA-

Konzentration betrugen mit 22,80 ug/g TG nur ein Drittel des Gehaltes aus der HPLC-

Analyse (78,13 pg/g). Mehrmalige Wiederholung dieser Probe bestitigte den Wert.

HPLC
250 -

200 -

150 -

100 -

50

Vergleich Kolorimetrie und HPLC

300
Kolorimetrie

Abb. 5.15 Vergleich der ermittelten Gesamt-GA-Gehalte aus kolorimetrischer Bestimmung

HPLC-Analyse.

und
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5.5.3 Vergleich mit dem Hamolyse-Assay

5.5.3.1 Vergleich der Hamolysewirkung verschiedener GAe

Steroidalkaloiden unterscheiden sich wie die Saponine in ihrer himolytischen Aktivitit. Um
die Wirkung auf Erythrozyten vergleichen zu konnen wurden gleiche Konzentrationen an
a-Tomatin, a-Chaconin und ein GA-Gemisch aus a-Chaconin und a-Solanin (70:30, w/w) mit
Digitonin, einem fiir seine hdmolysierende Wirkung bekannten Steroidsaponin aus Digitalis

purpurea verglichen. Abbildung 5.16 veranschaulicht das Ergebnis.

Vergleich der Hamolysewirkung o— Digitonin
g 2,5 - —— GAe
i3 —a&— Tomatin
'§ 2 —@— Chaconin
c Digitonin
kel
[oR
5 1,5 1
[}
Q
<
1 4
a-Chaconin
0,5 -
™~ a-Tomatin
0 T T T 1
0 5 10 15 20 25
[ug]

Abb. 5.16 Vergleich der Hamolyseaktivitat von a-Tomatin, a-Chaconin, GA-Gemisch
(a-Chaconin:a-Solanin = 70:30, w/w) und Digitonin.

Wie erwartet ging die stirkste Haimolyseaktivitét von Digitonin aus. Fiir das GA-Gemisch aus
a-Chaconin und a-Solanin konnte die zweithochste Himolysewirkung nachgewiesen werden,

gefolgt von den Einzelsubstanzen a-Chaconin und a-Tomatin in absteigender Reihenfolge.

55.3.2 GA-Gehalt in Verarbeitungserzeugnissen

Der Hémolyse-Assay liel, wie zuvor, nur die Ermittlung des Gesamt-GA-Gehalt zu. Die
Aufarbeitung erfolgte wiederum nach den in Kapitel III, Abschnitt 3.4.2 und 3.4.3
beschriebenen Verfahren. Da der Arbeitsbereich des Himolyse-Assays sehr begrenzt ist (2,5
bis 25 pg pro Ansatz), musste auf genaue Einwaagen geachtet werden, so dass fiir jedes
Kartoffelprodukt unterschiedliche Mengen zu verwenden waren. Diese sowie die Beladung

der SPE-Kartuschen sind Tabelle 5.35 zu entnehmen.

163



V ERGEBNISSE DER GA-ANALYSEN

Tab. 5.38 Ubersicht Uiber Einwaage [g TG], Kartuschenbeladung [mI] und Aufnahmevolumen [ml] fur
die Analyse von Verarbeitungserzeugnissen mittels Hamolyse-Assay.

Probe EW SPE- Aufnahme-
Beladung volumen

F1-4 7 15 100

K1 8 15 100

P2+3 5 15 100

R1 8 15 100

W1+3 5 10 100

Die folgende Tabelle 5.36 gibt die durch den Hémolyse-Assay ermittelten GA-
Konzentrationen wieder, die als Mittelwert der Doppelbestimmungen mindestens dreier
Ansitze zu verstehen sind. Die sich anschlieBende Abbildung 5.16 veranschaulicht die
Ubereinstimmung dieser Gehalte im Vergleich zur HPLC-Analyse.

Tab. 5.39 Mit Hilfe des Hamolyse-Assays ermittelte Gesamt-GA-Gehalte [ug/g TG] in
Verarbeitungserzeugnissen.

Probe Gesamt-GA Probe Gesamt-GA
C1 3,27+ 0,78 P2 12,29 + 3,53
F1 34,04 +£ 13,98 P3 16,40+ 7,24
F2 21,50+ 3,40 R1 14,92+ 8,06
F3 4560+ 9,19 W2 84,17 + 31,63
F4 1,45+ 0,95 W3 32,97 £ 12,99
K1 14,77 £ 0,96

HPLC
140 -

120 -
100 -
80
60 -
40 -

20 -

Vergleich Hamolyse und HPLC

50 60

70 80 90
Hamolyse

Abb. 5.17 Vergleich der ermittelten Gesamt-GA-Gehalte aus Hamolyse-Assay und HPLC-Analyse.
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Die insgesamt hohe Variabilitdt zwischen den Proben, aber auch innerhalb der gleichen Probe
bestitigte sich durch den deutlich von 1 abweichenden Wert des BestimmtheitsmaBes (R* =
0,82). Der Grund fiir die starke Schwankung der Alkaloid-Konzentrationen wurde in der
unzureichenden Aufreinigung der Proben vermutet, weshalb zur Verbesserung des
Aufreinigungsprotokolls drei weitere Sorbentien auf ihre Tauglichkeit getestet wurden. Alle
drei gehorten der Klasse der Kationenaustauscher an, da sie sehr spezifisch die in saurer
Losung positiv geladen vorliegenden GAe adsorbieren konnen. Zur Anwendung kamen

folgende Kartuschentypen:

- Supelco DSC-SCX (Benzylsulfonsédure) 500 mg, 3 ml
- Varian Bondelut " PRS (Propylsulfonsiure) 100 mg, 10 ml
- Varian SCX Bondelut" (Benzylsulfonsiure) 100 mg, 10 ml

Bei allen drei Sorbentien handelte es sich um starke Kationenaustauscher, die sich zur
Isolierung schwach saurer Substanzen eignen. Nach ersten Versuchen mit GA-Standardlosung
ergaben sich jedoch stark schwankende Wiederfindungsraten, die von 0 bis 300% reichten
und weitere Versuche tliberfliissig machten.

Eine Erwdrmung des Extraktes auf 90 °C vor der Standardaufreinigung, bei der thermisch

labile Substanzen wie z. B. storende Proteine zerstort werden, brachte ebenfalls keinen Erfolg.

5.5.3.3 Uberprufung des Hamolyse-Assays

Die Kontrolle, ob die hdmolysierende Wirkung tatsdchlich auf die aufgereinigten GAe
zuriickzufithren ist, erfolgte mit Hilfe eines Komplexierungsassays. Hierzu wurden die
enthaltenen GAe zundchst mit Cholesterol komplexiert und damit in ihrer Aktivitdt inhibiert.
Nach Abzentrifugieren des Cholesterol-GA-Komplexes wurde der Uberstand iiber
Vakuumzentrifugation  getrocknet und anschlieBend den iiblichen  Hémolyse-
Verfahrensschritten unterzogen. Das genaue Vorgehen ist Kapitel III, Abschnitt 3.5.4 zu
entnehmen. Als Arbeitsproben dienten sowohl die Standardsubstanzen o-Solanin und a-
Chaconin, die Kalibriermischung a-Chaconin-a-Solanin (70:30) sowie ausgewéhlte Extrakte
der Produktproben. Zur Kontrolle wurden identische Proben jeweils im gleichen Ansatz ohne
vorherige Komplexierungsreaktion den Verfahrensschritten des Hémolyse-Assays
unterzogen. Nach der Inkubation und zentrifugieren zeigten die unbehandelten Ansitze der
Kartoffelprodukte die erwartete Rotfirbung im Uberstand, die bei den komplexierten
Testansétzen ausblieb.

Um die Komplexierungsfahigkeit von a-Solanin und a-Chaconin zu vergleichen wurde der

Komplexierungsassay mit beiden Standardsubstanzen durchgefiihrt und die nach Inkubation
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und Zentrifugieren noch vorhandene Menge Cholesterol im Uberstand gaschromatographisch
quantifiziert. Verwendet wurde die GLC-Methode zur Detektion von Solanidin. Wéhrend -
Solanin praktisch keine Reaktion mit Cholesterol zeigte, verringerte sich dessen

Konzentration bei Verwendung von a-Chaconin auf 25 bis 50% der Ausgangskonzentration.

5.5.4 Gaschromatographie

5.5.4.1 GA-Gehalt in Verarbeitungserzeugnissen

Die gaschromatographische Methode vermochte ebenfalls nur den Gesamt-GA-Gehalt zu
erfassen. Im Gegensatz zu den vorigen Methoden konnte auf eine SPE-Aufreinigung
verzichtet werden. Zur Analyse wurden flir die Proben W1 und W3 jeweils 5 g, fiir die
iibrigen Produkte 8 g gefriergetrocknetes, homogenisiertes Probenmaterial eingewogen. Nach
der Extraktion der GAe mit Hilfe des Hydrolyse-Mediums wurden bei W1 und W3 10 ml,
ansonsten jeweils 15 ml des Extraktes in gasdichten Enghalsflaschen hydrolysiert. Die
genauen Bedingungen der Extraktion der GAe, deren Hydrolyse zum Aglykon sowie die
Isolierung des Aglykons sind Kapitel III, Abschnitt 3.5.5 zu entnehmen. Die folgende
Abbildung 5.17 zeigt als Beispiel das GLC-Chromatogramm eines Kartoffelpiiree-Extraktes
aus P2.

Chromatogram: SOLAOD32Z
miJ

Gelsemin

3 | Solanidin
Solanthren

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
17.3 2000 223 23.0 273 300 min

Abb. 518 GLC-Chromatogramm nach Hydrolyse der GAe aus P2 in 1 N HCI in MeOH-A. bidest
(1:1, vlv), 80 °C, 16 h mit internem Standard Gelsemin.
R; Gelsemin 21,6 min, R; Solanthren 24,3 min, R; Solanidin 27,8 min.
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Nach gaschromatographischer Analyse konnten die in Tabelle 5.37 aufgefiihrten Solanidin-
Gehalte [pg/g TG] ermittelt werden. Die Berechnung der Konzentration erfolgte mit Hilfe des
internen Standards Gelsemin. Vor jeder Analysenserie wurde zunichst fiinfmal je 2 pl des
Standardgemischs aus Gelsemin und Solanidin eingespritzt und der Mittelwert der Gelsemin-
bzw. der Solanidin-Fliache gebildet. Aus den Mittelwerten der Standardchromatogramme
konnte der relative Responsefaktor (RP) nach folgender Gleichung ermittelt werden. Er setzt
sich aus den einzelnen Responsefaktoren (fsoig, feer) der Analysensubstanz Solanidin und dem

des inneren Standards Gelsemin zusammen.

RF = Relativer Responsefaktor
fsog = Responsefaktor Solanidin
f Csold /q Csold = Konzentration des Solanidin
RF =24 — Sold Asoq = Peakflache des Solanidin
fGeI c Fee = Responsefaktor Gelsemin
Gel AGe| Ccel = Konzentration des Gelsemin

Ace = Peakflache des Gelsemin

In der unbekannten Probe kann die Konzentration unter zu Hilfenahme des oben berechneten

RF nach folgender Gleichung bestimmt werden:

c cp =Konzentration des Solanidin in der unbekannten Probe
¢, = A, *RF * 7S Ap = Peakflache des Solanidin in der unbekannten Probe
s cs = Konzentration des internen Standards in der unbekannten Probe
As = Peakflache des internen Standards in der unbekannten Probe

Nach Auswertung der Chromatogramme und der Berechnung nach oben genannten
Gleichungen ergaben sich die in Tabelle 5.37 aufgefiihrten Gesamt-GA-Gehalte [ug/g TG],
die die Mittelwerte der Doppelbestimmungen mindestens dreier Ansétze sind.

Tab. 5.40 Gaschromatographisch bestimmter Gesamt-GA-Gehalt [ug/g TG] in Verarbeitungs-
erzeugnissen.

Probe Gesamt-GA Probe Gesamt-GA
F1 52,91+ 5,48 P2 15,68+ 5,33
F2 29,10+ 8,80 P3 24,59 + 14,92
F3 53,62+ 4,78 R1 19,35+ 4,53
F4 23,68 £ 11,39 W1 197,00 £ 36,95
K1 20,50 £ 10,53 W3 92,26 + 19,42

Die in der gaschromatographischen Analyse ermittelten Gesamt-GA-Gehalte stimmten gut

mit den Werten der HPLC-Standard-Methode iiberein. Wie die folgende Abbildung 5.18
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verdeutlicht, liegen die in beiden Verfahren ermittelten Konzentrationen nah an der
Ausgleichsgeraden, die mit einem BestimmtheitsmaB3 von 0,97 die gute Ubereinstimmung

dokumentiert.

HPLC Vergleich GC und HPLC
250 -

200 -
R?=0,9779
150 1

100 -

50

0 50 100 150 200 250
GC

Abb. 5.19 Vergleich der ermittelten Gesamt-GA-Gehalte aus GLC- und HPLC-Analyse.

5.5.4.2 Uberprufung der GLC-Analyse in Verarbeitungserzeugnissen
mittels GLC-MS

Zur Uberpriifung der im GLC-Chromatogramm detektierten Peaks wurde fiir jedes Produkt
eine GLC-MS-Analyse durchgefiihrt. Die Trennung der Substanzen erfolgte mit dem in
Kapitel III, Abschnitt 3.5.5 dargestellten Temperaturprogramm. Die Parameter der massen-
spektrometrischen Detektion sind unter dem gleichen Abschnitt aufgefiihrt.

Wie die Abbildungen 5.18a bis d zeigen, bestitigten die GLC-MS-Analysen die

gaschromatographischen Ergebnisse. Bei den detektierten Peaks handelte es sich um die

Substanzen:
Gelsemin: R;GLC: 21,6 min R; GLC-MS: 24,9 min m/z: 322
Solanthren: R; GLC: 24,3 min R; GLC-MS: 26,7 min m/z: 379
Solanidin: R; GLC: 27,8 min R; GLC-MS: 28,7 min m/z: 397
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Abb. 5.20 GLC-MS-Analyse nach Hydrolyse der GAe aus P2 in MeOH-A. bidest (1:1, v/v), 80 °C,

16 h mit internem Standard Gelsemin.
a.) oberer Abschnitt Totalionenstrom

unterer Abschnitt Massenspur bei m/z 150
b.) Massenspektrum bei R; 24,9 min: Gelsemin (m/z 322)
c.) Massenspektrum bei R; 26,7 min: Solanthren (m/z 379)
d.) Massenspektrum bei R; 28,1 min: m/z 411
e.) Massenspektrum bei R; 28,7 min: Solanidin (m/z 397).

In Abbildung 5.19a ist im oberen Abschnitt zundchst der Totalionenstrom der Probe P2

dargestellt. Es sind deutlich die Peaks fiir Gelsemin, Solanthren und das Aglykon Solanidin

sichtbar. Um weitere Solanidin-Derivate ausfindig zu machen, wurde eine Massenspur bei

m/z 150 gelegt, die im unteren Abschnitt der Abbildung zu sehen ist. Es handelt sich dabei um

ein bei El-lonisierung auftretendes Schliisselfragment des Solanidins und seiner Derivate, das

vermutlich aus der Abspaltung des Indolizidin-Ringsystems hervorgeht (vgl. Kapitel VI,

Abschnitt 6.4.1.2). Es sind deutlich zwei weitere Substanzen erkennbar, die durch ihr

Schliisselfragment als Solanidin-Derivate charakterisiert werden konnten. Wie vermutet

handelte es sich bei R;26,7 min um Solanthren (m/z 379), das Dehydrierungsprodukt des
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Solanidins. Solanthren entsteht durch Einfiihren einer weiteren Doppelbindung in den Ring A.
Der zweite Peak besall das m/z-Verhéltnis 411. Die um 14 Einheiten hohere Masse deutet auf
den Methylester des Solanidins (vgl. Kapitel VI, Abschnitt 6.5.4).

Die Abbildungen 5.19b bis e zeigen jeweils das Massenspektrum fiir die Substanzen
b.) R¢ 24,9 min: Gelsemin (m/z 322), ¢.) R; 26,7 min: Solanthren (m/z 379), d.) R, 28,1 min:
m/z 411 und d.) R; 28,7 min: Solanidin (m/z 397).

5.5.5 Vergleich mit XLC-MS

Ziel der in Kapitel IV, Abschnitt 4.8 dargestellten XLC-MS-Methode war die Entwicklung
eines Verfahrens, das durch seinen hohen Automatisierungsgrad einen hohen Probendurchsatz
garantiert und sich somit fiir die Routineanalytik anbietet. Um die Verldsslichkeit der
Methode in der Praxis zu iberpriifen wurde das Verfahren an den zuvor analysierten
Kartoffelprodukten angewendet und die Ergebnisse wiederum mit dem HPLC-
Standardverfahren verglichen.

Die Extraktion der GAe erfolgte wiederum nach der in Kapitel III, Abschnitt 3.4.2
beschriebenen Variante C. Zur Analyse dienten 50 ul des unbehandelten Essigsdure-MeOH-
Extraktes. Tabelle 5.38 zeigt die Ergebnisse der Analyse, die die Mittelwerte von mindestens
zwei Doppelbestimmungen sind. In den sich anschlieBenden Abbildungen 5.20a bis c ist die
Ubereinstimmung beider Verfahren ersichtlich. Sowohl fiir die Einzelalkaloide a-Solanin und
a-Chaconin wie auch fiir den Gesamt-GA-Gehalt deutet das Bestimmtheitsmaff R? = 0,90 bis

0,92 auf eine gute Ubereinstimmung.
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Tab. 5.41 Durch XLC-MS ermittelte a-Solanin, a-Chaconin und Gesamt-GA-Gehalte [ug/g TG] in
Verarbeitungserzeugnissen.
Probe a-Solanin a-Chaconin Gesamt-GA
B1 24,73 +1,30 25,80 + 1,03 50,52 + 2,32
C1 9,48 + 0,50 13,49 £ 0,57 22,97 + 1,07
Cc2 12,72 £ 0,78 20,89 + 0,82 33,61 +1,52
F1 8,04 £ 0,48 10,57 + 0,47 18,59 + 0,94
F2 7,99 £ 0,45 7,35+ 0,31 15,35+ 0,76
F3 18,59 + 1,51 18,89 + 1,66 37,48 + 3,11
F4 7,07 £ 0,46 7,38+0,32 14,45+ 0,78
P2 5,77 £ 0,31 5,28 +0,27 11,06 + 0,57
R1 13,87 + 0,84 15,52 + 0,58 29,39 + 1,32
WA1 65,06 + 3,44 91,16 + 3,45 156,22 + 6,83
W2 42,28 + 2,33 65,64 + 2,49 107,92 + 4,80
W3 22,18 + 3,42 30,42 + 4,71 52,60 + 8,12
a) Vergleich XLC-MS und HPLC: Solani
HPLC ergleic - un : Solanin
100 -
80 f - — - .
60
40
20 A
0 T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
XLC-MS
b.) Vv . . .
HPLC ergleich XLC-MS und HPLC: Chaconin
1< ——_—————————Hh.s .
[ ]
R® = 0,9023
100 A
50 -
0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
XLC-MS
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HPLC Vergleich XLC-MS und HPLC: Gesamt-GA
250

200
R?=0,9131
-7

100 +

50

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
XLC-MS

Abb. 5.21 Vergleich der ermittelten GA-Gehalte der XLC-MS und HPLC-Analyse:
a.) a-Solanin
b.) a-Chaconin
c.) Gesamt-GA-Gehalt aus XLC-MS und HPLC-Analyse.
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KAPITEL VI

DISKUSSION DER GA-ANALYSEN

6.1 Kommerzielle Kartoffelsorten

6.1.1 GA-Gehalt kommerzieller Kartoffelsorten

Obwohl zahlreiche Veroffentlichungen den Alkaloid-Gehalt verschiedener Kartoffelsorten
behandelten, ist ein direkter Vergleich der Sorten mit publizierten Daten sehr schwierig. Die
Autoren bevorzugten meist landesspezifische Kultivare, bei Hellends et al. (1995a,b)
beispielsweise die schwedischen Sorten Ukama, Maris Bard, Provita, Silla, Ulster Chieftain,
Magnum Bonum u. a. bei Papathanasiou et al. (1998) die britischen Sorten Home Guard,
British Queen und Rocket oder bei Chuda et al. (2004) die in Japan erhiltlichen Touya, May
Queen oder Sayaka, so dass insgesamt zwar Daten zu einem reichhaltigen Sortiment
vorliegen, jedoch waren die in Deutschland erhiltlichen Kultivare selten Gegenstand dieser
Analysen.

Insgesamt bewegte sich die Bandbreite der publizierten GA-Konzentrationen im Bereich
zwischen 0,7 und 58,0 mg/100 g FG (Sinden et al. 1976). Morris & Peterman erhielten bei
threr 1985 durchgefiihrten Analyse 55 verschiedener Kultivare eine Streubreite von 1,6 bis
31,7 mg/100 g FG, bei den Untersuchungen von Concon (1988), Friedman & Dao (1992),
Friedman et al. (2003b), Parnell (1984) und Uppal (1987) wurden jeweils Gehalte unter
20 mg/100 g FG detektiert. Als Durchschnittsgehalt der im Handel erhiltlichen Sorten geben
Lachman et al. (2001) einen Wert von 7,5 mg/100 g FG an. Allein die Arbeit von Zywicki et
al. (2005) behandelte einige in Deutschland verwendete Sorten, wobei nur die Schalen der
Sorten Agria, Desiree, Granola, Linda und Solara untersucht wurden, die von Natur aus
héhere Mengen enthielten (41 bis 90 mg/100 g FG).

In den Knollen aller in dieser Arbeit analysierten kommerziellen Sorten konnten, unabhingig
von Erntezeitpunkt oder Kultivierungsart, Gesamt-GA-Gehalte unter dem als sicher geltenden
Grenzwert von 20 mg/100 g FG festgestellt werden. Die Bandbreite erstreckte sich bezogen
auf das Frischgewicht auf 1,73 bis 12,63 mg/100 g, im Durchschnitt 5,32 mg/100 g, womit

das bislang publizierte Datenmaterial bestitigt werden konnte.
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Ein direkter Vergleich der Alkaloid-Konzentrationen in Gesamtknollen kommerziell
erhdltlicher Friihkartoffeln mit den Werten der Herbsternte wie auch zwischen
konventionellem und 6kologischem Anbau gestaltete sich schwierig, da die verfligbare
Sortenauswahl speziell fiir Frith- und Bio-Kartoffeln sehr eingeschrinkt war. Fiir die Analyse
standen meist nicht dieselben Sorten zur Verfiigung, was die Bildung von Schlussfolgerungen
erschwerte, besonders da dem Genotyp der stirkste Einfluss auf den Alkaloidgehalt zukommt
(Friedman 2006, Papathanasiou et al. 1999a, Van Dam et al. 1999, Van Gelder 1990).
Obwohl einige der bisherigen Untersuchungen in Okologisch erzeugten Kartoffeln und
Frithkartoffeln hohere GA-Gehalte nachweisen konnten, sprechen die Ergebnisse dieser
Arbeit nicht dafiir. Hajslova et al. (2005) untersuchten in einer der wenigen Vergleichsstudien
wihrend der Jahre 1996 bis 1999 verschiedene tschechische Sorten unter kontrollierten
konventionellen und 0Okologischen Bedingungen u. a. auf die Konzentrationen an
Sekundédrmetaboliten. Nach Auswertung der Ergebnisse stellten sie in 6kologisch erzeugten
Knollen hohere GA-Gehalte (8,08 + 4,45 mg/100 g FG) fest, als in konventionell kultivierten
(5,85 £ 4,41 mg/100 g FG). Obwohl der Unterschied insgesamt statistisch nicht signifikant
war, konnte in einzelnen Kultivaren (Rosara, Rosella und Monalisa) eine signifikant hohere
Konzentration festgestellt werden. Neben erhohten Alkaloidgehalten wurden ebenfalls
gesteigerte Chlorogensduregehalte (20,8 + 11,4 mg/100 g FG gegentiber 15,9 + 9,2 mg/100 g
FG) und eine hohere Polyphenoloxidase-Aktivitdt nachgewiesen. Hohere Chlorogensiure-
Konzentrationen in 6kologisch produzierten Knollen beschrieben ebenfalls Hamouz et al.
(1999), der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Wszelaki et al. (2005) berichteten von
tendenziell hoheren GA-Mengen in 6kologischem Anbau und Matthews et al. (2005) leiteten
aus den hoheren Alkaloid-Konzentrationen in den Knollen schéddlingsbefallener Pflanzen ab,
dass sich durch den fehlenden Einsatz von Pestiziden und damit zu erwartendem hoheren
Schadlingsbefall im O6kologischen Landbau insgesamt hohere Alkaloid-Mengen ergeben
konnen. Auch Friedman (2006) kam in seinem Ubersichtsartikel zum Schluss, dass
okologisch kultivierte Kartoffelpflanzen die fehlende Anwendung von Herbiziden und
Pestiziden mit einer hoheren Syntheserate natiirlicher Abwehrstoffe, darunter GAe wie auch
phenolische Substanzen, kompensieren.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Alkaloid-Analysen lassen derartige Schlussfolgerungen
allein vom Studiendesign nicht zu. Da das Probenmaterial aus dem kommerziellen Handel
stammte, unterschieden sich nicht nur die Anbauorte, sondern auch die individuelle
Vorgeschichte, sprich die Wachstums-, Ernte- und Transportbedingungen, die Zeit von der

Ernte bis zum Verkauf usw. Wie Hajslova et al. (2005) feststellten, hatten diese Faktoren in
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ihrer Untersuchung einen hoheren Einfluss auf die Qualitdt der Knollen, als das jeweilige
Kultivierungssystem. Abreu et al. (2006) konnten aus der Analyse kommerziell erworbener
Knollen der portugiesischen Sorten Sante und Raja aus konventionellem, integriertem und
okologischem Anbau ebenfalls keine deutliche Tendenz im GA-Gehalt ablesen. Fiir Raja
erhielten sie im konventionellem Landbau sogar bis zu 78% hohere GA-Mengen als fiir die
beiden anderen Kultivierungsarten. Moglicherweise bewirkt jegliche Art von Stress, darunter
auch eine Pestizidbehandlung, die Akkumulation von Sekundirstoffen als Reaktion der
Pflanze, wie Zarzecka & Gugala (2003) aus ihren Untersuchungen an Kartoffelknollen nach
Herbizid-Behandlung schlussfolgerten.

Allgemein anerkannt und oftmals nachgewiesen ist die Abnahme der Alkaloid-Gehalte mit
zunehmender Reife und KnollengroBe (Papathanasiou et al. 1998). Daher erscheint es nicht
verwunderlich, dass Levy et al. (1993) in Friihjahr- und Sommerknollen héhere Werte
nachwiesen, als in Kartoffeln der Herbsternte. Papathanasiou et al. (1998) fiihrten die hohere
Alkaloid-Konzentration kleiner, unreifer Knollen auf deren noch sehr aktiven Metabolismus
zuriick, der auch der Grund fiir die stirkere Reaktion physiologisch junger Kartoffeln auf
Lichtreize sein mag (Olsson et al. 1996b). Die Angaben bei Hellenés et al. (1995a), die in
verschiedenen frithen Kultivaren in Schweden Werte zwischen 5,1 und 22,1 mg/100 g FG
nachwiesen, lassen verglichen mit den oben genannten Mengen nicht auf hohere Alkaloid-
Konzentrationen in frithen Knollen schlieen. Wiederum ist ein direkter Vergleich schwer
anzustellen, da ebenfalls bei Friihkartoffeln eine starke Abhdngigkeit der GA-Gehalte vom
jeweiligen Genotyp besteht. Festzuhalten bleibt die Tatsache, dass, falls die
Alkaloidkonzentrationen in Frithkartoffeln im Vergleich zur Herbsternte hoher sind, diese
noch weit von gesundheitsgefdhrdenden Mengen entfernt liegen. Dennoch sollten, wie
Friedman (2006) anfiihrte, bevorzugt solche Kultivare als Konsumkartoffeln verwendet
werden, die im Verlauf des Knollenwachstums zu geringen Alkaloid-Akkumulationen neigen.
Speziell fiir Friihkartoffeln gilt eine frithe Einstellung der GA-Bildung als wiinschenswert, da
sie als kleine, z. T. nicht ausgereifte Knollen geerntet und bevorzugt ungeschélt gegessen
werden.

Wie die vorliegende Untersuchung trotz allem zeigten konnte, konnen tendenzielle Aussagen
iiber den individuellen Alkaloidgehalt einzelner Sorten durchaus getroffen werden, sofern
eine ausreichende Anzahl an Proben untersucht werden. Fiir die Sorte Nicola, von der sechs
verschiedene Proben aus unterschiedlichen Léndern zur Verfiigung standen, konnte ein
durchschnittlicher Gesamt-GA-Gehalt von 21,24 mg/100 g TG mit einer Standardabweichung

von 3,44 ermittelt werden. Die fiinf Berber-Proben enthielten dagegen, bis auf Berber-1, mit
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durchschnittlich 34,98 + 7,09 mg/100 g TG alle eine hohere Konzentration. Die fiir
biologisches Material geringen Standardabweichungen belegen, dass trotz unterschiedlicher

Herkunftsorte der Alkaloidgehalt ein sortenspezifisches Merkmal darstellt.

6.1.2 Verteilung der Glykoalkaloide

Der Grofteil der Alkaloide befindet sich nach Kozukue et al (1987) und Schulzova et al.
(1992) in einer 1 bis 3 mm dicke Schicht direkt unter der Schale. Kalac (1994) untersuchte die
Konzentration innerhalb der Knolle und wies je nach Sorte 83 bis 96% in der Schale, 3 bis
14% in der Rindenschicht und 1 bis 3% im Kartoffelfleisch nach. Mit durchschnittlich 80 bis
90% im Schalenanteil wurden diese Angaben bestétigt, wobei die Variation mit 56 bis 98% in
Friihkartoffeln hoher als in den Knollen der Herbsternte (80 bis 90%) war. Dies ist vermutlich
auf die hohere und im frilhen Reifestadium noch sehr individuelle Stoffwechselaktivitit der
einzelnen Sorten zuriickzufithren. Ein deutlicher Unterschied zwischen konventionell und
okologisch erzeugten Knollen konnte nicht festgestellt werden.

Die Abnahme des Alkaloidgehaltes hélt innerhalb des Kartoffelfleisches zum Zentrum hin
weiter an, wobei die dullerste 4 mm-Schicht des Fleisches mit 72% des a-Chaconins und 84%
des a-Solanins noch die hochste GA-Konzentration im Fleisch aufweist, um dann zum
Mittelpunkt hin schnell abzufallen (unter 1%). In der Schale konnte ebenfalls eine
inhomogene Verteilung beobachtet werden. Als Akkumulationszentren erwiesen sich die
Regionen um die ,,Kartoffelaugen®. Dies ist nicht verwunderlich, da aus diesen spéter beim
Austreiben der Knollen die jungen Sprosse wachsen, die insgesamt die prozentual hochste
Alkaloidmenge aller Gewebe enthalten (vgl. Abschnitt 6.2). Die GA-Konzentration der
Augenregion ist vergleichbar mit der Alkaloidmenge in griinen Schalen (vgl. Tab. 5.12).

Nach Morris & Petermann (1985) ist die prozentuale Verteilung der Einzelalkaloide
a-Chaconin und a-Solanin sorten- und gewebeabhéngig. Die publizierten Angaben variieren
in Knollen zwischen 43 und 73 % a-Chaconin (Friedman 2006, Friedman & Dao 1992,
Morris & Petermann 1985, Sotelo & Serrano 2000). Fiir Schalengewebe gibt Friedman (2006)
einen Anteil von durchschnittlich 67% an, wihrend im Fleisch nur 60% als o-Chaconin
vorliegen. Insgesamt entsprach die in dieser Arbeit ermittelte Verteilung den von Friedman
(2006) genannten Angaben. Interessant war die Gegeniiberstellung der a-Chaconin-Anteile in
Kartoffelfleisch und Schale der Frith- und Herbstkartoffeln. Wéhrend die Alkaloide in
Friihkartoffeln sortenunabhéngig im Fleisch zu etwa 60% und in den Schalen zu 70% aus
a-Chaconin bestanden, kehrte sich dies in der Herbsternte um. Wéahrend der Anteil im Fleisch
relativ konstant blieb, verringerte er sich in der Schale auf etwas mehr als 50% oa-Chaconin.
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Aus pflanzlicher Sicht betrachtet erscheint diese Verteilung durchaus sinnvoll, da a-Chaconin
potenter gegen Schidlinge wirkt und gerade die junge Pflanze sich gegen Angriffe schiitzen
muss. Fiir den Konsumenten hingegen bedeutet der erhohte o-Chaconin-Gehalt der
Friihkartoffeln ein hoheres Toxizititsrisiko. Zwischen konventioneller und 6kologischer
Anbauweise konnten keine Unterschiede ausgemacht werden.

Somit bleibt festzuhalten, dass Friihkartoffeln nicht nur durch ihren potentiell hoheren
Gesamtalkaloidgehalt, sondern auch durch ihr ungiinstigeres Alkaloidverhiltnis
problematisch sein konnen. Da sie bevorzugt mit Schale gegessen werden, wirkt sich gerade

das ungiinstige a-Solanin-a-Chaconin-Verhiltnis der Schale nachteilig aus.

6.1.3 Veranderung der GA-Gehalte durch Lichteinfluss

Die durch Lichteinfluss bewirkte Griinfarbung von Kartoffelknollen ist deutlich sichtbar. Sie
ist auf die Umwandlung von Amyloplasten in chlorophyllsynthetisierende Chloroplasten
zurlickzufithren. Entgegen der landldufigen Meinung belegten zahlreiche Studien (Dale et al.
1993, Dao & Friedman 1994, Edwards & Cobb 1997, 1998, 1999, Griffith et al. 1994 sowie
Grunenfelder et al. 2006), dass die Synthese der Chlorophylle und der Steroidalkaloide
unabhingig voneinander verlduft, sprich die Griinfarbung der Knollen ist nicht unbedingt ein
Indiz hoherer Alkaloidgehalte. Haufig konnte dennoch ein paralleler Anstieg der Alkaloid-
und Chlorophyllkonzentration beobachtet werden (Dao & Friedman 1994, Grunenfelder et al.
2006, Percival 1999, Uppal 1987). Moglicherweise kann die verstirkte Bildung von Alkaloid-
vorstufen in griilnen Knollenanteilen eine Erkldrung dafiir sein (Ramaswamy et al. 1976).

In den beiden Friihkartoffelsorten Nicola-2 und Sieglinde-1 waren bereits beim Kauf ergriinte
Knollen enthalten. Nach Vergleich der Alkaloidkonzentration in der griinen Schale und dem
darunter liegenden Fleisch mit ungefarbtem Gewebe der gleichen Knolle (Tab. 5.11) konnte
in den ergriinten Stellen eine deutlich hohere Alkaloidkonzentration nachgewiesen werden.
Problematischer ist hingegen der umgekehrte Fall. Bei fehlender Griinfarbung unter Licht
gelagerter Knollen kann nicht unbedingt auf unbedenkliche GA-Gehalte geschlossen werden.
Bereits Dao & Friedman (1994) beobachteten in dunkel gelagerten Kartoffeln nach
vierzehntigiger FEinlagerung keine Chlorophyllbildung, trotzdem stiegen die GA-
Konzentrationen an. Nach sieben Tagen verdoppelte sich der Gehalt fiir beide Alkaloide, nach
14 Tagen kam es zur Verdreifachung. Edwards & Cobb (1998) konnten durch Behandlung
von Kartoffelknollen mit Inhibitoren der Chlorophyllsynthese diese zwar unterdriicken,
dennoch war ein signifikanter GA-Anstieg zu beobachten, woraus die Autoren schlossen, dass

metabolisch keine direkte Verbindung zwischen Chlorophyll und GA-Synthese besteht.
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Teuscher & Lindequist (1994) berichteten von einem Alkaloidanteil in der Schale nicht
ergriinter Knollen von bis zu 1,2%, wobei wiederum sortenabhéngige Unterschiede bestehen
(Grunenfelder et al. 2006, Haddadin et al. 2001, Percival 1999, Percival et al. 1996, Sengiil et
al. 2004). Die Auswertung der Lagerungsversuche verschiedener Friihkartoffelsorten iiber
sieben Tage fithrten zum gleichen Ergebnis. Obwohl keine der Proben eine sichtbare
Chlorophyllbildung aufwies, konnte in fast allen Knollen eine Alkaloidzunahme beobachtet
werden. Diese war nicht ausschlieBlich lichtinduziert, Knollen aus der Dunkellagerung
akkumulierten ebenfalls z. T. betrdchtliche Alkaloidmengen, die partiell sogar hoher als unter
Lichteinfluss waren. Die Alkaloid-Akkumulation begrenzte sich nicht nur auf die Schale,
sondern vollzog sich im Kartoffelfleisch weiter, so dass ein alleiniges Entfernen der Schale
als nicht ausreichend betrachtet werden kann, um die toxischen Alkaloide génzlich zu
entfernen. Dies bestdtigt wiederum die von Maga (1994) berichtete Reduktion alkaloidreicher
Knollen durch schilen um nur 35%, wihrend in gesunden Knollen durchschnittlich 60-96%
entfernt werden konnten.

Die Aussagekraft dieses Versuches ist durch den eingeschrinkten Probenumfang und das
Nichteinbeziehen sortenabhingiger Eigenheiten natiirlich begrenzt und soll hier nicht zur
Verallgemeinerung dienen. Dennoch verdeutlicht er die oftmals unterschitzte Gefahr der
Alkaloid-Anreicherung bereits nach relativ kurzer Lagerzeit, beispielsweise im Handel.
Obwohl in keiner der Sorten grenzwertiiberschreitende Mengen nachgewiesen wurden, so
konnte der Verbraucher durch lichtundurchldssige Verpackungen besser vor der Aufnahme
potentiell schddlicher Steroidalkaloide geschiitzt werden, zumal Untersuchungen der
dauerhaften GA-Aufnahme bis heute fehlen (Grunefelder et al. 2006). Die Untersuchung von
Rosenfeld et al. (1995) verdeutlichte, dass durch die Wahl sinnvoller Verpackungsmaterialien
durchaus Einfluss auf die Alkaloidgehalte der Knollen genommen werden kann. Bei der
Lagerung von Knollen der Sorte Beate wurde zwar nach zwei Wochen in allen
Packmaterialien ein GA-Anstieg nachgewiesen, der in Papiertiiten mit schwarzer PE-
Beschichtung jedoch wesentlich geringer ausfiel, als in lichtdurchldssigen Polyethylentiiten.
Abhingig von der Farbe der PE-Folie waren die Werte hier 1,4 bis 1,6 mal hoher. Die oftmals

fiir Kartoffeln verwendeten PE-Netze enthielten sogar 1,7 mal mehr Alkaloide.

6.1.4 Veranderung des GA-Gehaltes in Salz- und Pellkartoffeln

Wie einleitend bereits erwidhnt, besitzen GAe mit 260-270°C eine hohe
Zersetzungstemperatur (Porter 1972). Demzufolge ist nicht mit einer Zerstorung bei

haushaltsiiblichen Zubereitungsformen zu rechnen. Selbst beim Frittieren liegen die
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Temperaturen gewohnlich noch 70 bis 80°C niedriger. Nach dem Frittieren von Kartoffeln
konnte Sizer et al. (1980) sogar eine Konzentrierung der Alkaloide feststellen, was vermutlich
auf den Wasserverlust des Materials zuriickzufiihren ist. Neben dem Frittiervorgang waren die
Auswirkungen von Backtemperaturen noch hiufiger Gegenstand von Untersuchungen,
wihrend Daten zum Kochen nur bei Kvasnika et al. (1994) sowie Bushway & Ponnampalam
(1981) aufgefunden werden konnten. Letztere beobachteten beim gewohnlichen Kochvorgang
wie auch beim Backen und Mikrowellengaren keine signifikante Verdnderung, allein
Frittieren fiihrte zu etwas niedrigeren Alkaloidgehalten. Friedman (2006) berichtete von einer
geringen Verringerung um 3,5% fiir a-Chaconin und 1,2% fiir a-Solanin. Demgegeniiber
berichteten Kvasnika et al. (1994) in gekochten Knollen von einer Reduktion der GA-
Konzentration um iiber 50% und fiihrten dies auf ein Auswaschen der Alkaloide ins
Kochwasser zuriick, das jedoch nicht analysiert wurde.

Der in dieser Arbeit verwendete Versuchsansatz verglich die Verdnderung der GA-
Konzentration wihrend der Herstellung von Salz- und Pellkartoffeln im Produkt selbst wie
auch im verwendeten Kochwasser. Er erlaubt daher auch Aussagen zu einem moglichen
Einfluss der alkaloidreichen Schale wéhrend des Kochvorgangs zu treffen. Die GA-
Konzentration in den schalenlosen Salzkartoffeln verringerte sich nach dem Kochen auf
weniger als die Hailfte, was vermutlich wie von Kvasnika et al. (1994) berichtet, auf die
Auswaschung zuriickzufiihren ist, da in allen Kochwéssern Alkaloide nachgewiesen wurden.
Im Fleisch der Pellkartoffeln erhohte sich dagegen die GA-Konzentration leicht, eventuell
wurden Alkaloide aus der Schale durch die Aufnahme von Wasser mit in das Fleisch
geschleppt. Ein Einfluss unterschiedlicher Wasseraufnahmevolumen kann ausgeschlossen
werden, da die Konzentrationen grundsitzlich auf das Trockengewicht bezogen wurden. Auch
der partielle Abbau der o-Formen zu ihren - und y-Formen lie} sich nach Auswertung von
MS-Analysen ausschlieBen. Somit war zu vermuten, dass die alkaloidreiche Schale
tatsdchlich Einfluss auf die Alkaloidmenge im Kochgut ausiibt. Ein Vergleich der
Alkaloidkonzentrationen in der Schale der Pellkartoffeln mit der unbehandelten Kontrolle
deutete auf keine Verdnderung hin. Durch den insgesamt hohen GA-Gehalt in Schalen und
deren schwere Homogenisierbarkeit sind geringste Verdnderungen, wie hier, allerdings
schwer nachzuvollziehen. Wurden die beiden Pellkartoffelansidtze in Salzwasser bzw.
verdiinnter Essigsdure verglichen, so offenbarte sich eine unerwartete Verringerung der
Alkaloid-Werte im Kartoffelfleisch der Essigsdurekartoffeln. Falls tatsdchlich die
Verschleppung von Alkaloiden aus der Schale ins Fleisch der Grund fiir die hdhere

Alkaloidkonzentrationen in Pellkartoffeln wére, so sollte erwartet werden, dass sich der
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Gehalt im Fleisch der Essigsdurekartoffeln stark erhoht. Eventuell mag die gegeniiber der
Verschleppung bevorzugte Auswaschung der Alkaloide ins Kochwasser ein Grund sein. Diese
konnte in den Essigsdure-Proben eindeutig nachgewiesen werden. Zum einen wies das
Essigsdurewasser eine zehnfach hohere GA-Konzentration auf, als das Salzwasser der
Pellkartoffeln, andererseits verringerten sich die Alkaloidmengen in der Schale deutlich um
mehr als 50%.

Der vorliegende Versuch soll und kann nur ein tendenzielles Verhalten der GAe wihrend der
Zubereitung wiederspiegeln. Inwieweit diese Beobachtungen Richtigkeit besitzen, muss durch
weitere Ansdtze bestitigt werden. Sinnvoll wire sicherlich, dabei auf verschiedene
Kartoffelsorten zuriickzugreifen, die sich untereinander in ihren GA-Mengen in Fleisch und
Schale unterscheiden, um den Einfluss des Kochprozesses noch deutlicher darzustellen.
AuBlerdem sollte einem eventuellen Einfluss durch das Zerschneiden der Knollen

nachgegangen werden, in dem die Versuche nochmals mit Gesamtknollen wiederholt werden.

6.2 Traditionelle Kartoffelsorten

Die Datenlage zum Alkaloidgehalt und -muster der gesamten Kartoffelpflanze ist sehr rar.
Meist beschriinkten sich die Analysen auf die Uberpriifung von wilden Solanum-Arten
(Bianco et al. 2002, Stobiecki et al. 2003, Tingey et al. 1978, Viinénen et al. 2005, Van
Gelder et al. 1989, Zywicki et al. 2005), die in Zuchtprogrammen zur Verbesserung der
Schidlingsresistenz der Kulturkartoffel eingesetzt werden (vgl. Abschnitt 6.3). Andere
Untersuchungen analysierten ausschlieflich Blattmaterial, um den Einfluss biotischer und
abiotischer Faktoren auf den GA-Gehalt zu erforschen (Eltayeb et al. 2005, Lafta et al. 2000,
Uppal 1987). In einigen Quellen sind zwar Gehalte zu verschiedenen Pflanzenorganen
erwahnt (Hansel & Sticher 2004, Teuscher & Lindequist 1994, Lachman et al. 2001), jedoch
handelt es sich hier jeweils um Zusammenstellungen aus verschiedenen Publikationen. Allein
Friedman & Dao (1992) berichteten iiber GA-Konzentration verschiedener Organe einer
Kartoffelpflanze. So konnten sie in der Sorte NDA 1725 die hochsten Gehalte in jungen
Sprossen (997 mg Gesamt-GA/100 g FG) nachweisen, gefolgt von den Bléttern (145 mg
Gesamt-GA/100 g FG), der Wurzel (86 mg/100 g FG), der Sprossachse (Hauptstamm 32,0;
Nebenast 45,6 mg Gesamt-GA/100 g FG), den Beeren (22,1 bis 15,9 mg/100 g FG) und
schlieBlich den Knollen mit durchschnittlich 14,7 mg/100 g FG.

Die vorliegende Untersuchung diente dazu, eine Ubersicht iiber die Alkaloidkonzentrationen
in den verschiedenen Pflanzenorganen innerhalb einer Sorte aufzustellen und verschiedene
Sorten zu vergleichen. Die Wahl fiel dabei auf Kartoffelsorten, die um die Jahrhundertwende

181



VI DISKUSSION DER GA-ANALYSEN

des vergangenen Jahrhunderts gebrduchlich waren, da einerseits hierzu keine Daten zur
Verfligung stehen und es sich andererseits hdufig um Kultivare handelt, die eine deutliche
Féarbung ihrer Knollen zeigen, wie z. B. die ,,blauen* Sorten Edzell Blue, Arran Victory oder
die ,,roten* wie Pink Fir Apple oder Red Duke of York. Zusitzlich wurden heute kommerziell
erhiltliche, gefdrbte Sorten wie Balmoral, La Ratte oder Rosara mit in die Untersuchung

aufgenommen.

6.2.1 GA-Gehalt traditioneller Kartoffelsorten

Die optimale Kartoffelpflanze sollte laut Dao & Friedman (1996) niedrige Alkaloidgehalte in
den Knollen und zum Schutz vor Schéddlingsbefall hohe Mengen im Kartoffelkraut enthalten.
Wie die Untersuchungen von Dao & Friedman (1994, 1996) und Friedman & Dao (1992)
zeigen konnten, liegen die Blattalkaloidkonzentrationen mit maximal 908 mg /100 g TG
tatsdchlich liber den Knollengehalten. Mit bis zu 845 mg Gesamt-GA/100 g TG in
Blattgewebe und 1033 mg/100 g TG in den jungen Blittern bewegten sich die in dieser Arbeit
analysierten traditionellen Kartoffelsorten im gleichen Bereich. Trotz des etwas hoheren
Maximalwertes war ein generell hoherer Alkaloidgehalt in jungen Bléttern nicht
offensichtlich. Insgesamt war die hohe Variation problematisch, die nicht nur zwischen den
Sorten, sondern auch innerhalb einer Pflanze der gleichen Sorte auftrat. Sie ist deutlich an den
z. T. recht hohen Standardabweichungen erkennbar. Ahnliche Beobachtungen bestitigten
auch Brown et al. (1999) sowie Dao & Friedman (1996). In beiden Untersuchungen konnte
eine Abhidngigkeit der Alkaloidkonzentration von der Blattposition an der Pflanze und dem
Zeitpunkt der Probennahme beobachtet werden. Die Autoren empfahlen daher, beim
Vergleich verschiedener Individuen oder Sorten Blétter zu verwenden, die dieselbe Position
an der Pflanze besitzen. Uber jahreszeitabhingige Konzentrationsunterschiede berichtete
Schreiber bereits 1961. Er registrierte einen abfallenden Gesamtalkaloidgehalt in Blittern von
Juni (330 mg/100 g FG) bis Ende August (130 mg/100 g FG), was einer Abnahme von
immerhin 60% entsprach. Denkbar wire sogar eine tageszeitliche Abhidngigkeit der GA-
Konzentrationen. So wiesen Sporer et al. (1993) an Atropa belladonna, ebenfalls einer
Solanaceae, einen tageszeitlichen Rhythmus im Hyoscyamin-Gehalt nach. Hochste
Blattkonzentrationen wurden am frithen Morgen und spiten Abend detektiert, wiahrend am
Mittag die Gehalte am niedrigsten waren. Begriindet wurde dies u. a. durch die
unterschiedlichen Lichtverhiltnisse der Tageszeiten. Dass die Bestrahlungsintensitit einen
signifikanten Einfluss auf die Blattalkaloidkonzentrationen ausiiben kann, bestdtigten Lafta et

al. (2000). Durch die zahlreichen Einflussparameter auf die GA-Gehalte in den Bléttern ist es
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somit schwierig verldssliche Aussagen zu treffen. Friithere Untersuchungen belegten, dass sich
die GA-Konzentration mit zunehmender Reife des Blattes erhoht, nach vollstindiger
Ausreifung dann wieder leicht abnimmt, wobei die Blattgrofe keine Rolle spielte (Brown et
al. 1999).

Die in den Sprossachsen analysierten GA-Konzentrationen waren grundsétzlich niedriger als
im Blattmaterial. Mit einem Gehalt zwischen 4,12 und 273,13 mg/100 g TG entsprachen sie
den bereits von Friedman & Dao (1992) berichteten Werten. Tendenziell enthielt das dltere
Gewebe hohere Mengen als die oberen, jlingeren Abschnitte. Dies mag damit
zusammenhéngen, dass sich die Alkaloidkonzentration im weiteren Verlauf in den Wurzeln
noch leicht erhoht.

Der jeweils hochsten Alkaloidgehalt aller Organe wiesen die jungen Sprosse mit 3694 bis
9197 /100 g TG auf, gefolgte von den Beeren, die nur bei La Ratte gebildet wurden. Mit
978 mg Gesamt-GA/100 g TG wurden die Angaben von Coxon 1981 (17,7 bis
135,4 mg/100 g FG) bestitigt. Ein Vergleich der Alkaloidkonzentration in den Samen und im

umgebenden Fruchtfleisch erbrachte keine signifikanten Unterschiede.

6.2.2 Verteilung der GAe

Bei der Gegeniiberstellung der Alkaloidverteilung in den verschiedenen Geweben (Kapitel V,
Abschnitt 5.2.2.1, Tab. 5.21 und 5.22) fiel auf, das der Anteil des toxischeren a-Chaconins
von den Blittern (durchschnittlich 60-80%) kontinuierlich iiber die Sprossachse (65-75%) bis
hin zu den Wurzeln (unter 50%) abnimmt, um dann in den Knollen wieder anzusteigen (60-
70%). Eine mogliche Erkldrung konnte das fiir Blitter und Knollen hohere Risiko eines
Pathogenangriffs sein, gegen den sich die Pflanze mit Hilfe des toxischeren a-Chaconins
schiitzen will. Dem widerspricht der relativ geringe a-Chaconin-Anteil der jungen Sprosse
(ca. 50%), die mit dieser Begriindung den hochsten Gehalt aufweisen sollten, um sie am
effektivsten zu beschiitzen. Da publizierte Daten bislang fehlen, kann an dieser Stelle nur
spekuliert werden.

Hinsichtlich der Korrelation der GA-Gehalte in Blittern und Knollen existieren
unterschiedliche Ansichten. Wéhrend Eltayeb et al. (2005) und Sarquis et al. (2000) eine
Abhingigkeit von Blatt- und Knollengehalten bestritten, fanden Deahl et al. (1973), Sanford
& Sinden (1972) sowie Uppal (1987, R?=0,865) eine positive Korrelation. Grund fiir diese
widerspriichlichen Meinungen mag die bereits angesprochene hohe Varianz der Pflanzen zu
sein. Moglicherweise verhalten sich einzelne Sorten unterschiedlich oder der Einfluss der

Umweltbedingungen, vor allem Temperatur und Sonnenbestrahlung (Lafta et al. 2000), hat
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einen so groBen Einfluss, dass eine mogliche Korrelation iiberdeckt oder eine nicht
vorhandene hineingedeutet wird. In der vorliegenden Untersuchung war kein Zusammenhang
zwischen den Blatt- und Knollenkonzentrationen erkennbar.

Ahnliches gilt auch fiir den Vergleich von Gewichshaus- und Freilandpflanzen. Bereits
Schwarze (1963) beklagte deren hohe Variabilitit in seiner Gegeniiberstellung.
Durchschnittlich konnte er zwar viermal hohere Alkaloid-Werte in den Blittern von
Gewichshauspflanzen finden, betonte jedoch die begrenzte Aussagekraft auf Grund der
grolen Schwankungen. Die zwei- bis dreimal hoheren GA-Konzentrationen, die Van Gelder
et al. (1988b) in den Knollen von Kartoffelpflanzen aus dem Gewédchshausanbau detektierte,
sind dagegen weniger auf die Umweltbedingungen zuriickzufiihren, sondern auf die starke
Abhingigkeit der Alkaloidgehalte von der KnollengroB3e. Je kleiner die Knolle, desto grof3er
ist der prozentuale Anteil der alkaloidreicheren Schale und damit auch der
Gesamtalkaloidgehalt. Da die Kultivierung von Kartoffeln in Pflanzkiibeln zu geringeren
Knollengewichten fiihrt, sind hohere Alkaloidkonzentrationen im Gewéchshausanbau zu
erwarten.

In der vorliegenden Arbeit wichen die Alkaloidmengen beider Anbauverfahren nicht
voneinander ab, was mit fast identischen Knollengewichten zu erkldren ist. Verglichen mit
den in Kapitel 6.1 besprochenen kommerziellen Sorten wurde insgesamt ein geringeres
Frischgewicht erzielt, was sich wiederum in deren durchschnittlich hoéherer GA-
Konzentration wiederspiegelt. Ein Einfluss der Knollenfarbe auf die Alkaloidgehalte konnte
nicht beobachtet werden. Weder die ,,blauen* Sorten Arran Victory, Edzell Blue, Odenwilder
Blaue und Peruanisch Blaue, noch die ,,roten* Vertreter Balmoral, Bildstar, Early Rose, La
Ratte, Pink Fir Apple, Red Duke of York, Rosara oder Rote Loschtaler enthielten auffallend
hohe Alkaloidmengen. Im Zuge des wachsenden Gesundheitsbewusstseins der Bevolkerung
und der bekanntermallen giinstigen Effekte der farbgebenden Anthocyane auf die menschliche
Gesundheit wire es durchaus sinnvoll statt der iiblichen braunen Kartoffeln von Zeit zu Zeit

auch auf deren farbige Vertreter zuriickzugreifen.

6.2.3 GA-Muster traditioneller Kartoffelsorten

6.2.3.1 ldentifizierung der GAe
Die Identifizierung der durch LC-ESI-MS detektierten Alkaloide erfolgte durch Vergleich der

m/z-Werte der protonierten Molekiilionen mit literaturbekannten Daten (Bianco et al. 2002,
2003, Chen et al. 1994, Cherkaoui et al. 2001, Coates & Wilkins 1986, Kozukue et al. 1999,
Lawson et al. 1997, Stobiecki et al. 2003, Véinédnen et al. 2005, Van Gelder et al. 1989,
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Zywicki et al. 2005). Eine zusétzliche Strukturinformation lieferten Fragmentionen, die durch
die Spaltung der glykosidischen Bindungen beim Ionisierungsprozess und/oder Dehydrierung
entstanden (Coates 1986). Die Zucker-Bindungen besitzen eine relativ niedrige Bindungs-
energie, so dass es durch die zur Ionisierung verwendeten Spannungen bereits in der
Ionenquelle zu einer ,,In-Source-Fragmentierung®™ kommt. Cataldi et al. (2005) wie auch Price
et al. (1985) zeigten an a-Tomatin, dass bei der Fragmentierung die Spaltung der inter-
glykosidischen Bindungen dominiert. Stobiecki et al. (2003) bestdtigten diese Beobachtung
fiir Solanidin- und Solasodin-Alkaloide. Chen et al. (1994) erklarten den Mechanismus der
Spaltung mit einer Protonierung des interglykosidischen Sauerstoffs, gefolgt von einem
Wasserstofftransfer und schlieBlich der Spaltung der Bindung distal vom Aglykon. Die
Durchfiihrung von MS/MS-Experimenten, bei denen die GAe in einer Kollisionszelle durch
eine Spannung beschleunigt werden, auf Kollisionsgasmolekiile treffen und dadurch
fragmentiert werden, brachte geringen Erfolg. Problematisch war die Einstellung der
Kollisionsenergie, die entweder zu niedrig war, so dass es kaum zu Fragmentierungen kam
oder bei zu hoher Einstellung das Molekiil fast vollstindig zertriimmerte. Ahnliches
berichteten auch Bianco et al. (2002) sowie Chen et al. (1994), die in ihren MS/MS-
Experimenten ebenfalls nur eine geringe Intensitéit der Fragmentionen feststellten. Auf Grund
der informativeren ,,In-Source-Fragmentierung* wurde daher auf die weitere Anwendung von
MS/MS verzichtet. In Anhang B Abb. B.1 und B.2 sind die MS-Spektren der in der
Kulturkartoffel ~ (Solanum  tuberosum L.) dominierenden Alkaloide mit ihren
Fragmentierungsschemata dargestellt. Mit Hilfe der Molekiilionen und der Fragmentionen
durch ,,In-source-Fragmentierung™ konnten die in Kapitel V, Abschnitt 5.2.3, Tabelle 5.27
dargestellten GAe identifiziert werden.

6.2.3.2 GA-Muster

Die bisherigen massenspektrometrischen Untersuchung von Kulturkartoffeln beschriankten
sich meist auf den Nachweis von a-Solanin und a-Chaconin im Knollengewebe. Analysen
der oberirdischen Anteile fehlen fast génzlich.

Die Kartoffelknollen aller untersuchter Sorten enthielten fast ausschlieBlich a-Solanin und o-
Chaconin. Im Blattgewebe wurden dariiber hinaus die beiden Solasodin-Alkaloide Solasonin
und Solamargin nachgewiesen, deren Mengen meist niedrig waren, in den Sorten Bamberger
Hornchen, La Ratte, Nageler Kipfler und Pink Fir Apple jedoch in hoher Konzentration
vorlagen. Da die Beeren der Sorte La Ratte ebenfalls groflere Solanidin und Solamargin-
Gehalte aufwiesen, ist davon auszugehen, dass alle oberirdischen Teile dieser Sorten reich an

Solasoidin-Alkaloiden sind. Wie Uppal (1987) bereits anmerkte, ist eine Abweichung des
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Alkaloidmusters in Knollen- und Blattmaterial in Solanum-Wildarten durchaus héufiger
anzutreffen. Fiir Kulturkartoffeln wurde dies bislang nicht beschrieben. Grund fiir die
unterschiedlichen Alkaloidmuster in Kartoffelsorten sind genotypische Unterschiede, die auf
verschiedene Vorfahren zuriickzufiihren sind. Wie Mohler & Sulser (2001) anfiihrten, gehen
die heute erhéltlichen Kultursorten auf einige wenige Ausgangssorten zuriick, die der
Krautfaule-Epedemie von 1845 bis 1848 widerstehen konnten. Es scheint, als existierten zwei
Auspragungen dieser Ursprungssorten. Die eine, die unabhingig vom Organ fast
ausschlieBlich a-Solanin und a-Chaconin produzierte und die zweite, in deren Knollen o-
Solanin und a-Chaconin vorherrschten, die in den oberirdischen Anteilen aber noch gro3erer
Mengen Solasonin und Solamargin produzierte. Moglicherweise fand die Integration der
Gene zur Solasodin-Produktion aber auch erst im spéteren Verlauf der Kartoffelzucht statt.
Neben den vier Hauptalkaloiden konnten im Spurenbereich noch Ionen bei m/z- 850, 866,
886, 910 und 926 detektiert werden, die auf Grund ihres Masse/Ladungsverhéltnisses
vermutlich den GAen angehoren. Hierauf soll in Abschnitt 6.3.2 niher eingegangen werden.
Die Wurzeln enthielten zusétzlich grole Mengen B-Chaconin (m/z-Verhéltnis 706), das in
dieser GrofBenordnung in keinem der anderen Organe auftauchte. Nach Friedman & Dao
(1992) handelt es sich dabei um B,-Chaconin, bei dem die an C-2 der Glucose gebundene
Rhamnose fehlt (vgl. Kapitel I, Abschnitt 1.2.1, Tab. 1.4.1). In wie weit diese Beobachtung
fiir die Biosynthese relevant ist, kann an dieser Stelle nicht gesagt werden. Bislang wurde kein
bedeutender Transport von GAen innerhalb der Pflanze nachgewiesen, grundsitzlich sind alle
Organe zur Synthese fdhig und soweit man weil}, tun sie dies auch. Weitere Alkaloide, wie
die in einigen Wildarten vorkommenden Formen o-Tomatin, Demissin oder Commersonin
konnten nicht gefunden werden.

Die LC-ESI-MS-Analyse von Marienkéferlarven, die sich auf den mit Lausen befallenen
Freilandpflanzen ansiedelten, zeigte keinerlei Anzeichen einer Alkaloidaufnahme tiber die
Léause in die Larven. Dies konnte mit einer Aufnahmemenge in die Laus und nachfolgend in
die Marienkéferlarve unterhalb der Nachweisgrenze zusammenhédngen. Wie Hlywka et al.
(1994) vermuteten, kommt es durch Lausbefall zu keinem messbaren Alkaloidanstieg in der
Pflanze, da sie als Phloemsauger sehr sorgsam mit ihrem Wirt umgehen. Andererseits konnte
auch beim destruktivem Befall durch den Kartoffelkédfer noch keine Aufnahme von GAen in

die Insekten nachgewiesen werden (Amer 2004).
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6.3 Solanum-Wildarten

Beide Unterarten von Solanum tuberosum, die in Europa kultivierte tuberosum, wie auch die
in Lateinamerika bevorzugte andigena, sind das Ergebnis eines langen Domestikations-
prozesses, in dem verschiedene Wildarten miteinander gekreuzt wurden. Dies geschah bereits
in den Ursprungsgebieten in Stidamerika, so dass die im 16. Jahrhundert durch die spanischen
Eroberer eingefiihrten Knollen als indianische Ziichtungsprodukte bereits Kulturformen
waren (Johns & Alonso 1990). Fiihrend in der Zucht waren vor allem Aymara- und Quechua-
Stimme der Zentralanden (Briicher 1975, Johns & Alonso 1990). Ziel der ziichterischen
Bemiihungen war es, eine Kulturform zu entwickeln, die groBknollige Speicherorgane bildet,
deren Alkaloidgehalt nach Aufnahme zu keinen toxischen Nebenwirkungen fiihrt (Johns &
Alonso 1990). Als die Kartoffel im Europa des 18. Jahrhunderts das Interesse als
landwirtschaftliche Nutzpflanze erlangte, kam als weiteres Kriterium die Verbesserung der
Anfalligkeit gegen verschiedene Krankheitserreger wie den Erreger der Kartoffelfdule
(Phytophtora infestans) hinzu. Dies wurde und wird auch heute noch durch Einkreuzung
verschiedener Wildsorten erreicht (Bradshaw et al. 2006, Darsow 2002, Gregory et al. 1981,
Hijmans et al. 2003, Kuronen 1999, Osman et al. 1978, Van Gelder et al. 1988b). Bislang
wurden mehr als 15 Wildarten als Quelle von Resistenzgenen verwendet, unter ihnen die in
dieser Arbeit untersuchten Spezies: S. acaule ssp. acaule, S. demissum, S. maglia,
S. microdontum, S. raphanifolium und S. sparsipilum (Bradshaw et al. 2006, Flanders et al.
1992, Petersen et al. 1993). Bei der Einkreuzung von Wildarten muss jedoch immer deren
Alkaloidmuster und —gehalt beriicksichtig werden, da sie zu unerwiinschten
Begleiterscheinungen fiihren konnen und die Knollen der domestizierten Kultivare fiir
Erndhrungszwecke unbrauchbar werden lassen (Osman et al. 1978, Sharma & Salunkhe 1989,
Van Gelder et al. 1988b). Ein Beispiel war die amerikanische Sorte Lenape, in die die Wildart
S. chacoense eingekreuzt wurde. Sie musste durch ihre hohen Knollenalkaloidgehalte vom

Markt genommen werden (Zitnak & Johnston 1970).

6.3.1 GA-Gehalt wilder Solanum-Arten

Der Alkaloidgehalt wilder Solanum-Arten liegt in Knollen wie Bldttern allgemein iiber den
Werten fiir Kulturkartoffeln. In den Knollen erwdhnten Osman et al. (1986) Mengen von
20 bis 126 mit typischerweise um die 50 mg/100 g FG. Friedman (2006) berichtete von noch
hoheren Gehalten, die zwischen 3,6 bis 432 mg/100g FG liegen. Angaben in Bléttern sind
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selten, fiir einzelne Arten wurden Mengen von 20 bis zu 3900 mg/100 g angegeben (Gregory
etal. 1981).

Die in dieser Arbeit analysierten Wildarten bildeten Alkaloidmengen zwischen 46 und
2993 mg/100 g Blatt-TG, in Knollen konnten Werte zwischen 2 und 1039 mg/100 g TG
nachgewiesen werden. Die folgenden Tabellen 6.1a und 6.1b zeigen nochmals die in Knollen-
und Blattgewebe ermittelten GA-Gehalte auf Trocken- und Frischgewicht bezogen und
vergleichen diese mit den bislang in der Literatur beschriebenen Daten.

Die Knollen der Arten S. acaule ssp. acaule, S. chaucha, S. curtilobum, S. demissum,
S. polyadenium, S. tarijense, S. tuberosum ssp. andigena und S. phureja ssp. phureja wiesen
Gehalte unter dem fiir Kultursorten festgelegten Grenzwert von 20 mg/100 g FG auf. Fiir die
Arten S. acaule ssp. acaule, S. demissum und S. polyadenium gilt dies jedoch nur
eingeschrinkt. Sie wiesen ein gegeniiber der Kulturkartoffeln uniibliches Alkaloidmuster auf,
in dem nicht die vier quantifizierten GA-Formen Hauptalkaloide waren, sondern a-Tomatin
und Demissin (vgl. Abschnitt 6.3.3).

Die Wildart S. acaule ssp. acaule ist zwar fiir ihre von Natur aus variierende Knollen-
konzentration bekannt. Der Gehalt von 2,12 mg/100 g TG (entsprechen 0,84 mg/100 g FG)
erscheint bei den Angaben von Osman et al. (1978) mit 35 bis 126 mg/100 g FG oder
Schmiediche et al. (1980 & 1982) mit 47,6 bis 122,7 mg/100 g FG dennoch zu niedrig. Beide
Gruppen arbeiteten allerdings mit GLC und permethylierten GAen und quantifizierten somit
alle Alkaloide. Osman et al. (1978) fiihrten die hohen innerartlichen Abweichungen auf die
Variabilitdt des genetischen Materials zuriick und wiesen auf die Gefahr des Einsatzes dieser
Art in Zuchtprogrammen hin.

Die Knollen und Blitter aus S. polyadenium enthielten nach Zrast (2004) dhnlich niedrige
Alkaloidmengen (Knolle: 78,02 mg/100 g FG, Blatter: 15,68), wie die in dieser Arbeit
ermittelten Gehalte. Er quantifizierten allerdings nur die Solanidin-Alkaloide. Die hohen
Angaben der Tingey Gruppe (1978, 688 mg/100 g FG) und Gregory et al. (1981,
2000 mg/100 g TG), die das gesamte Alkaloidspektrum in den Bléttern untersuchten, sind
somit ebenfalls durch die Einbeziehung der Hauptalkaloide erkldrbar. Gleiches gilt fiir die
Angaben von Sarquis et al. (2000) in S. demissum.
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Tab. 6.1.1 Ermittelte Gesamt-GA-Gehalte der vier Hauptalkaloide [mg/100 g TG] in Knollen wilder
Solanum-Arten und Vergleich mit literaturbekannten Daten [mg/100 g FG].

Ermittelte GA-Gehalte Literaturdaten
Gesamt-GA | Gesamt-GA'
Art TG FG Gesamt-GA Referenz
3,3|B
35,0-126,0 | E
S. acaule ssp. acaule 212 0,84 53,4-122,7 |F, G
11,5-50,3 | H
118,011
S. alandiae 395,98 136,08 *
S. bulbocastanum 1038.86 203 46 49|B
ssp. bulbocastanum
S. chaucha 30,17 6,26 27,7|B
. 14,6-53,0 | F
S. curtilobum 29,79 6,14 3.8-29.0 | E
S. demissum 4,24 1,33 70,0 |J
S. maglia 441,32 144,12 56,0|C
S. microdontum 240,74 89,83 04|B
S. phureja ssp. 15,1|B
phureja 23,56 5,95 1,2-5,8 | K
S. polyadenium Sp.? Sp.? 78,0|B
S. raphanifolium 77,96 24,75 28,0-70,0(C
91,8|B
S. sparsipilum 187,70 142,20 40,0-164,0 | C
25,5-278,0 | H
S. tarijense 43,05 14,95 3
S. tuberosum ssp.
andigena 36,94 14,65
(Argentienien, weil})
9,0|B
S. tuberosum ssp.

; 4,049 |E
andigena 7,41 1,97 4064 |F
(Argentinien, violett) e
S. tuberosum ssp.
andigena (Peru) 51,98 5,00

1
2

Zrast 2004

Johns & Alonso 1990
Osman et al. 1978
Schmiediche et al. 1980

berechnet auf das Frischgewicht B

C

E

F

G Schmiediche et al. 1982
H

I

J

K

Spuren
Keine Daten verfugbar

Van Gelder et al. 1988
Kozukue et al. 1999
Sarquis et al. 2000
Griffith & Dale 2001

Die Alkaloidkonzentration im Knollengewebe der iibrigen Sorten iiberschritt die Schwelle
von 20 mg/100 g FG. Die hochsten Konzentrationen zeigten die Arten S. alandiae, S. maglia,
S. tariense und S. bulbocastanum ssp. bulbocastanum. Mit 1039 mg/100 TG wies
S. bulbocastanum ssp. bulbocastanum den hochsten Knollengehalt auf, die Konzentration im
Blattgewebe war jedoch sehr niedrig (46 mg/100 g TG). Niedrige Blattalkaloidgehalte in
dieser Art stellten bereits Gregory et al. in ihrer 1981 durchgefiihrten Untersuchung fest. Die
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Autoren vermuteten, dass ihre Akzession nahezu alkaloidfrei ist. Die niedrige
Blattkonzentration konnte die beschriebene Anfilligkeit von S. bulbocastanum ssp.
bulbocastanum gegeniiber der Kartoffelzikade Empoasca fabae HARRIS erkldren (Tingey et
al. 1978).

Nach den Ausfithrung von Johns & Alonso (1990) scheint S. maglia eine lange Tradition in
der Erndhrung des Menschen zu besitzen. Basierend auf Stirkekornanalysen wurden Knollen
der Ausgrabungsstitte Monte Verde, Chile, die vor ca. 13000 Jahren bewohnt wurde, als
S. maglia identifiziert. Nach Ugent et al. (1987) war diese Art bereits bei den Einwohnern des
spéten Pleistocdn Teil der tdglichen Erndhrung. Auch heute wird sie noch von den Indianern
des Araucanier-Stammes in Zentralchile konsumiert (Laufer 1938). Dies verwundert, da sie
als bitter schmeckende Art bekannt ist (De Candolle 1886), was auf ihren hohen
Alkaloidgehalt zuriickzufiihren ist. Die Knollen wiesen mit 441 mg/100 g TG
(144,12 mg/100 g FG) den zweithochsten Alkaloid-Gehalt auf. Auf niedrigere Werte mit nur
56 mg/100 g FG kamen Johns & Alonso (1990). Mogliche Erklarung der erhaltenen hohen
Alkaloidkonzentration konnte die kleine Knollengrofle dieser Art sein. Wie bereits unter
Abschnitt 6.2.1 erwidhnt, ist die Grofe der Knollen und damit das Verhiltnis von
alkaloidreicher Schale zum Kartoffelfleisch neben dem Genotyp die wichtigste Einflussgrofle
auf den Alkaloidgehalt. Dies konnte die Abweichungen in der Alkaloidkonzentration
zahlreicher in dieser Arbeit analysierter Wildarten erkldren, da einige Arten durch ihre
speziellen Bediirfnisse nur in Pflanzkiibeln im Gewéchshaus kultiviert werden konnten (vgl.
Kapitel V, Abschnitt 5.3.3, Tab. 5.29).

Neben S. maglia ist S. curtilobum ebenfalls als Bitterkartoffel bekannt. Sie wird daher von
den Ureinwohnern entweder nach entgiftender Verarbeitung, z. B. durch Herstellung von
,chufio*“ (Hernando Bermejo & Le6n 1994) oder zusammen mit essbarem Ton konsumiert
(Johns 1986). Wihrend Johns (1990), Osman et al. (1978) und Schmiediche et al. (1980) von
Alkaloidgehalten zwischen 12 und 64 mg/100 g FG berichteten, lag die Konzentration der
hier analysierten Akzession mit 29,79 mg/100 g TG, auf das FG bezogen 6,14 mg/100 g FG
vergleichsweise niedrig, was nicht unbedingt auf einen bitteren Geschmack schlielen lésst.
S. curtilobum gehorte zu den im Freiland kultivierten Sorten mit hoherem Knollengewicht.

Dies konnte eine mogliche Erklarung sein.

Die Datenlage zu den Blattalkaloidkonzentrationen ist insgesamt sehr rar. Da sich individuelle
Unterschiede zwischen den Pflanzen einer Art im Blattgewebe stirker auswirken als in den
Knollen, kann die Analyse eines oder zwei Blétter nur einen ungefdhren Einblick bieten. Auf

einen direkten Vergleich soll daher an dieser Stelle verzichtet werden. Die in S. acaule ssp.
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acaule sowie S. polyadenium detektierten niedrigen Alkaloidmengen sind wie zuvor bei den

Knollen auf die fehlende Einbeziehung der Hauptalkaloide ao-Tomatin und Demissin

zurlickzufiihren.
Tab. 6.1.2  Ermittelte Gesamt-GA-Gehalte der vier Hauptalkaloide [mg/100 g TG] in Blattern wilder
Solanum-Arten und Vergleich mit literaturbekannten Daten [mg/100 g FG].
Ermittelte GA-Gehalte Literaturdaten
Gesamt-GA | Gesamt-GA'
Art TG FG Gesamt-GA Referenz
3
S. acaule ssp. acaule 121,05 18,18 TG 78(1)’3 ’é
S. ajanhuiri 1449,17 217,38 2
S. alandiae 2664,57 399,69 2
S. bulbocastanum TG°20,0 A
ssp. bulbocastanum 45,59 6,82 14|B
S. chaucha 829,47 124,42 7,0(B
S. chomatophilum 64,07 9,61 2
S. curtilobum 144,50 21,68 2
S. demissum 889,58 133,44 2
S. maglia 227,34 34,10 2
S. microdontum 1870,31 280,55 3,0|B
S. pascoense 822,41 123,36 2
S. phureja ssp. 1453,26 217,99 57|B
phureja
TG’ 2100,0 |A
S. polyadenium 53,20 7,98 15,7 |B
6,9|D
S. raphanifolium 28,87 4,33 2
S. sparsipilum 1520,31 228,05 25,3|B
S. tarijense 2369,52 355,48 2
S. tuberosum ssp.
andigena 355,79 53,37
(Argentinien, weil)
S. tuberosum ssp.
andigena 80,18 12,03 16.71B
(Argentinien, violett)
S. tqberosum ssp. 338.54 5078
andigena (Peru)
! berechnet auf das Frischgewicht A Gregory et al. 1981
*Keine Daten verfugbar B Zrlst 2004
® Angaben auf das TG bezogen C Johns & Alonso 1990
D Tingey et al. 1978
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6.3.2 GA-Muster wilder Solanum-Arten

6.3.2.1 ldentifizierung der GAe
Die Identifizierung der in Kapitel V, Abschnitt 5.3.2, Tabelle 5.32 dargestellten GAe erfolgte

wie bereits unter Abschnitt 6.2.2.1 beschrieben durch Vergleich der massenspektrometrisch
ermittelten Molekiil- und Fragmentionen mit literaturbekannten Daten.

Im Verlauf der Auswertung zeigte sich, dass die exakte Zuordnung der m/z-Werte zu den
Alkaloiden z. T. Schwierigkeiten bereitet. Grund ist der gleichartige Aufbau der GAe, die alle
aus einem variablen Aglykon und einer Zuckereinheit bestehen, die sehr konserviert ist. Bei
den Triosen dominieren zwei Auspridgungen, die Solatriose, die aus je einem Molekiil
Galaktose, Glucose und Rhamnose besteht und die Chacotriose aus einer Glucose und zwei
Rhamnose-Molekiilen. Ein Unterschied in der Molekiilmasse zweier Substanzen ergibt sich
somit nur, wenn die Masse des Aglykons variiert. Als problematisch erwiesen sich die
m/z-Ionen 868 und 884 bei R; 17,0 und 16,4 min. Sie wurden zunéchst als Solamargin und
Solasonin identifiziert, wobei die Fragmentionen bei m/z 722, 576, 414 fiir Solamargin und
m/z 738, 722, 576 ,414 fiir Solasonin diese Annahme unterstiitzten. Nach Literaturvergleich
wiren jedoch auch a- und B-Solamarin denkbar, die das Aglykon Tomatidenol enthalten oder
Leptinin I und II mit dem Aglykon Leptinidin. Alle drei Alkaloid-Typen unterscheiden sich
zwar strukturell in ihrem Aglykon, nicht aber in dessen Masse und der angehingten
Zuckerkette. Tomatidenol kann als Epimer des Solasodin-Aglykons angesehen werden, das
nur in der rdumlichen Orientierung des Stickstoffatoms variiert (vgl. Kapitel I, Abschnitt
1.2.1, Abb. 1.4.1). Bereits Griffith & Dale (2001) schlussfolgerten in ihrer Untersuchung an
S. phureja, dass gleich glykosilierte GAe, die Tomatidenol enthalten, sich auf der Basis ihrer
Massenspektren aus LC-APCI-MS-Analysen nicht von Solasodin-GAen unterscheiden lassen.
In wie weit Solasodin- und Tomatidenol-Alkaloide in ihrem Verhalten auf RP-Phasen
abweichen, ist nicht bekannt. Da keine Vergleichssubstanzen verfiigbar waren, konnten hierzu
keine Testldufe durchgefiihrt werden. Vergleiche methanolischer Extrakte aus S. nigrum, in
dessen Tomatidenol-Taxon u. a. o- und B-Solamarin vorkommen (Ehmke & Eilert 1986,
1995, Valovics et al. 1969, Willuhn et al. 1982) erbrachten ebenfalls kein Ergebnis, da eine
genaue taxonomische Zuordnung der vorliegenden Probe nicht moglich war.

Bislang sind nur wenige Daten iiber die Bildung von Tomatidenol-Alkaloiden in Solanum-
Arten bekannt. Shih & Kuc (1974) wiesen sie in gealterten Scheiben der Knollen von
S. tuberosum, Kultivar Kennebec nach, Griffith & Dale (2001) beobachteten die
lichtinduzierte Bildung in S. phureja, Gregory et al. (1981) fanden hohere Mengen in

S. brachycarpum und Schmiediche et al. (1980) wiesen niedrige Konzentrationen in
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S. curtilobum nach. Auf Grund des seltenen Nachweises sollte es sich bei den in dieser Arbeit
untersuchten Wildarten bei m/z 868 und 884 nicht um o- bzw. B-Solamarin handeln. Einzig in
S. curtilobum kénnten Tomatidenol-Alkaloide vorliegen. Ahnliches gilt ebenso fiir Leptinin I
und II, die als Aglykon Leptinidin enthalten. Dabei handelt es sich um ein Solanidin-Derivat,
das an C-23 eine Hydroxylgruppe und somit eine um 16 Einheiten hohere Masse besitzt. Da
die Bildung dieser Solanidin-Derivate in groeren Mengen bislang nur in Blittern von
S. chacoense bekannt ist (Kowalski et al. 1999, Kuhn & Low 1961, Lawson et al. 1997,
Ronning et al. 1999, 2000, Weissenberg et al. 2001) wird davon ausgegangen, dass die m/z-
Werte 868 und 884 tatsidchlich auf Solasonin und Solamargin zuriickzufiihren sind.

Fiir m/z 1034, 886 und 870 ergab sich ein dhnliches Problem, auf das bereits Vddnanen et al.
(2005) bei ihren Untersuchungen an S. acaule und S. brevidens stieBen. Sowohl a-Tomatin,
als auch Soladulcin B (Soladulcidin-Lycotetraose) besitzen rein rechnerisch die Masse 1033.
Der Vergleich der Literaturdaten legt jedoch nahe, dass es sich bei den hier untersuchten
Wildarten fiir m/z 1034 um a-Tomatin handelt.

Bei m/z 886 konnte es sich um B-Soladulcin (Soladulcidin-Solatriose) oder um Tomatidin-
Solatriose handeln, bei m/z 870 um Soladulcin A (Soladulcidin-Chacotriose) oder Dihydro-f-
solamarin (Tomatidin-Chacotriose). Die Ionen m/z 850 und 866 sind vermutlich auf die
Dehydro-Formen von a-Chaconin und a-Solanin zuriickzufiihren, die durch das Einfiihren
einer weiteren Doppelbindung, vermutlich zwischen C-3 und C-4 eine um zwei Einheiten
niedrigere Masse besitzen. m/z 854 entstammt wahrscheinlich der Substanz Demissin-
Chacotriose und die lonen 906 und 926 sind auf die hauptséchlich aus S. chacoense bekannten
Leptin I- und II-Alkaloide zuriickzufiihren. Auf Grund der geringen Konzentrationen dieser
GAe konnte kein Vergleich von Fragmentbruchstiicken stattfinden.

6.3.2.2 GA-Muster

Wie die Ergebnisse zeigten, unterscheiden sich Solanum-Wildarten in ihrem Alkaloidmuster
z. T. sehr deutlich. Tabelle 6.2 zeigte erneut die in dieser Arbeit ermittelten GA-Muster und

vergleicht sie mit literaturbekannten Daten.
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Tab. 6.2

Ubersicht Giber die in Solanum-Wildarten detektierten GAe und Vergleich mit literaturbekannten Daten.
(+++) = Hauptalkaloid, (++) = Nebenalkaloid, (+) = Spuren, (-) = nicht detektiert.
Glykoalkaloide Literaturdaten
Art 1 2a | 2b 3 4 5a | 5b | 6a | 6b | 7a | 7Tb | 8a | 8b GA-Muster Referenz
Demissin, nicht identifiziert; | A;
Blatt + + + ++ | | | A | A | |+t + - - | Demissin, a-Tomatin, L
Soladulcin B
Demissin, a-Tomatin, nicht |E, F;
identifiziert;
S. acaule Demissin, a-Tomatin, H;
ssp. acaule a-Solanin, a-Chaconin;
Knolle + + + + + +++ | +++ | +++ | +H+ + + - - a-Tomatin; M;
Demissin; N;
Solanidin-, Demissidin-, O;
Tomatidin-GAe;
Demissine, a-Tomatine L, P, I
a-Solanin, a- und 3- E;
S. ajanhuiri Blatt + ++ + |+t |+t - - - - + - + + | Chaconin; P
Commersonin
Blatt | +++ | +++ | + + + - - - - - - + + 1
S. alandiae
Knolle | +++ | +++ | ++ | + - - + - + - - - - 1
S. Blatt | ++ | ++ | + | - | - | - | - | - | - | - | - | + | - |nichtidentifiziert A
bulbocastanum
SSP- Knolle | + + - | A | - - - - - - + - | a-Solanin, a-Chaconin B
bulbocastanum
Solanidin-, Solasodin-,
S chaucha Blatt ++ | +++ - +++ | +++ - - - - + - - - Tomatidin-GAe B
Knolle | +++ | +++ | + + | + - - - - - - - - !
S Blatt + ++ + ++ | ++ | ++ + +++ | ++ | ++ + - - 1

chomatophilum

! keine Daten verfiigbar

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung vorige Seite

Glykoalkaloide

Literaturdaten

Art 1 2a | 2b 3 4 5a | 5b | 6a | 6b | 7a | 7Tb | 8a | 8b GA-Muster Referenz
Blatt ++ | +++ |+ + + ++ + ++ | ++ + - - - !
S. curtilobum a-Solanin, a-Chaconin
Knolle | +++ | +++ | + + + ++ + ++ | ++ + - - - . s E,F
a-Solamarin, Demissin
Demissin; S;
Blatt + + P B + + ++ Demissin, a-Tomatin; M, T;
S. demissum Demissin, a-Tomatin, U
Neotomatin
Knolle | + + + + + | | | | |+ + - - 1
Blatt + + - +4++ | | | | | |+ + - - !
S. maglia
Knolle | +++ | +++ | ++ + - - - - - ++ + - - 1
s Blatt ++ | ++ - | A | A |+ - - - - - - - | a-Solanin, a-Chaconin B
microdontum Knolle | +++ | ++ | +++ | + + + - - - - - - - | a-Solanin, a-Chaconin B
S. 1
Blatt ++ + ++ | +++ | +++ - - + - + - - -
pascoense
Solanidin-, Solasodin-, B;
S. phureja Blatt | +++ | +++ | + | ++ | ++ | - + - - - - + - | Tomatidin-GAe;
ssp. phureja a-Solanin, a-Chaconin K,V
Knolle | +++ | +++ - + + - - - - - - - - 1
Blatt + ++ + + + | | | | - - + - a-Tomat!n . A
S. a-Tomatin, Polyanin R
polyadenium Knolle | + + + - - +++ |+ | | |+ + - - !
S Blatt + | ++ | | |+ + - - - - - - L
raphanifolium [ oo | oo | dit | 44+ | + | + - - - - - - - - !

g6l

! keine Daten verfiigbar
Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung vorige Seite

Glykoalkaloide

Literaturdaten

Art 1 2a | 2b 3 4 5a | 5b | 6a | 6b | 7a | 7Tb | 8a | 8b GA-Muster Referenz
Blatt | +++ | +++ | + + + - - - - - - - - | a-Solanin, a-Chaconin H
Solanidin-, Solanidadienol-,
S. sparsipilum Solanidanediol,
Knolle | +++ | +++ | + + + - - - - - - - - | verschiedene substituierte | Q
Solanidenol- und
Solanidanol-GAe
Blatt +++ | +++ - +++ | +++ |+ - + + + - ++ + 1
S. tarijense
Knolle | +++ | +++ | ++ | ++ | ++ + + + + - - + - 1
Solanidin-, Solasodin-,
Blatt ++ | +++ - + + + + + + ++ | ++ - - | Tomatidin-GAe
S. tuberosum . — -
; a-Solanin, a-Chaconin; E;
ssp. andigena - S
o Solanidin-, Solanidadienol-, | Q
(Argentinien, : ; .
violett) Knolle | +++ | + | +++| - + - - - - - - - - Solan_ldgndlol, vers_chledene
substituierte Solanidenol-
GAe
S. tUberqsum Blatt | +++ | +++ | - + + + - + - + - - - | siehe oben !
ssp. andigena
(Agentinien, Knolle | +++ | +++ | ++ | + - - - - - - - - - | siehe oben !
weild)
S. tubersoum Blatt +++ | +++ - + ++ + - ++ ++ ++ ++ - - siehe oben 1
ssp. andigena
(Peru) Knolle | +++ | +++ | ++ | + + - - - - - - - - | siehe oben !
! keine Daten verfiigbar
1 a-Solanin 6b Dehydrodemissin A Gregory et al. (1981) N Prokoshev et al. (1952)
2a a-Chaconin 7a Commersonin B Zrust (2004) O Rokka et al. (2005)
2b -Chaconin 7b Dehydrodemissin E Osman et al. (1978) P Osman et al. (1986)
3 m/z 868 8a Leptin | F Schmiediche et al. (1980) Q Van Gelder et al. (1989)
4 m/z 884 8b Leptin I H Van Gelder et al. (1988) R Schreiber (1961)
5a a-Tomatin | Kozukue et al. (1999) S Kuhn & Low (1947)
5b Dehydrotomatin K Griffith & Dale (2001) T Shih and Kuc (1974)
6a Demissin L Vaananen et al. (2005) U Osman et al. (1982)
M Schreiber et al. (1963a) V  Griffith et al. (2000)
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VI DISKUSSION DER GA-ANALYSEN

Wie bereits im Ergebnisteil geschildert, konnten im Gegensatz zur Kulturkartoffel, im
Blattgewebe aller Wildarten zusétzlich Alkaloide mit Vierfachzuckeranteil nachgewiesen
werden. Normalerweise in niedrigen Konzentrationen vorliegend, bildeten sie in den Arten
S. acaule ssp. acaule, S. chomatophilum, S. demissum und S. polyadenium wieder die
Hauptalkaloid-fraktion.

Uber die Zusammensetzung des Alkaloidmusters in S. acaule ssp. acaule herrscht bis heute
Uneinigkeit. Einige Autoren, darunter Kozukue et al. (1999), Schreiber (1963) und Viinédnen
et al. (2005) berichteten von a-Tomatin als Hauptalkaloid, andere (Prokoshev et al. 1952,
Rokka et al. 2005) wiesen nur Demissin nach. In der vorliegenden Untersuchung konnten
ibereinstimmend mit Osman et al. (1978) und Schmiediche et al. (1980) beide Alkaloide mit
etwa gleicher Konzentration detektiert werden. Zusétzlich wurden noch deren Dehydroformen
nachgewiesen. Als Grund fiir die abweichenden Alkaloidmuster konnte die bereits von Van
Gelder et al. (1988b) und Flanders et al. (1992) beschriebene intraspezifische Heterogenitit
eine Rolle spielen. Gregory et al. (1981) gaben als Begriindung an, dass die zuvor als
eigenstdndig geltenden Arten S. punae Juz, S. schreiteri BUK und S. depexum JUz nun als
Unterart von S. acaule gehandelt werden und sich diese Unterarten in ihrer relativen
Alkaloidzusammensetzung unterscheiden. Eventuell wire auch der Einfluss abweichender
Umweltbedingungen auf das Alkaloidmuster denkbar, die die bevorzugte Bildung eines
bestimmten Alkaloides begiinstigen. Ubereinstimmung herrscht im niedrigen Gehalt an
Solanidin- und Solasodin-Alkaloiden in Bléittern und Knollen. In den Untersuchungen von
Rokka et al. (2005) belief sich der prozentuale Anteil an a-Solanin und a-Chaconin auf nur 2
bis 3% des Gesamt-GA-Gehaltes.

Die Wildarten S. demissum und S. polyadenium sind neben S. chacoense bekannt fiir ihre
hohe Resistenz gegen Kartoffelkéfer- und Kartoffelzikadenbefall. S. demissum wurde daher
wiederholt in Zuchtprogrammen zur Erniedrigung der Resistenzanfilligkeit von Kultursorten
der Kartoffel eingesetzt (Darsow 2002). Wie Flanders et al. (1992) nachwiesen, entscheidet
nicht der Gesamt-GA-Gehalt iiber die Resistenzfahigkeit, sondern die individuelle Alkaloid-
zusammensetzung. Wiederholt wurde von der hoheren Wirksamkeit von o-Tomatin und den
Leptinen berichtet (Kowalski et al. 2000, Sanford et al. 1996, Sinden et al. 1980). Der hohe
Gehalt an o-Tomatin in S. demissum und S. polyadenium wiirde diese Behauptung
unterstiitzen. Ein von Osman et al. (1978, 1982) in S. demissum erstmals entdecktes GA, das
Neotomatin, in dem das Aglykon Tomatidin uniiblicherweise mit einer Commertetraose
verkniipft ist und somit ein m/z-Verhiltnis von 1063 zu erwarten wire, konnte in dieser

Untersuchung nicht nachgewiesen werden. Auch flir das von Schreiber (1961) in
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S. polyadenium detektierte Polyanin, das ebenfalls aus Tomatidin und einer in ihrer
Zusammensetzung ungewohnlichen Zuckerkomponente aus Glucose und zwei Xylose-
Einheiten besteht (wiirde m/z 841 entsprechen), konnten keine Anzeichen gefunden werden.
Das Vorliegen von o-Tomatin als Hauptalkaloid, gefolgt von Demissin und Commersonin
und in geringer Menge den Solasodin-Alkaloiden wurde bestétigt.

Die drei Akzessionen der Subspezies andigena aus der Art S. tuberosum, die neben S. phureja
ssp. phureja in Siidamerika recht hdufig zu finden ist (Volkov et al. 2003), zeigten ein
insgesamt dhnliches GA-Muster. Hauptalkaloide in Knollen und Bléttern waren grundsitzlich
a-Solanin und a-Chaconin, gefolgt von den Solasodin-Alkaloiden. Geringe Unterschiede in
Blattmaterial zwischen den Akzessionen zeigte sich im Vorkommen von GAen mit
Vierfachzuckeranteil. Wiahrend die violettblithende Varietdt aus Argentinien wie auch die
Akzession aus Peru o-Tomatin, Demissin, Commersonin sowie die zugehdrigen
Dehydroformen deutlich ausbildeten, wies die wei3blilhende Variante aus Argentinien die
drei erstgenannten Formen in Spuren, ihre Dehydroformen {iberhaupt nicht auf.
Moglicherweise ist das Fehlen der Dehydroformen nur eine Konzentrationsfrage, dennoch
verdeutlicht es wie bereits von Van Gelder et al. (1988b) beobachtet, dass Akzessionen ein
und derselben Art unterschiedliche GA-Ausprigungen und unterschiedliche Organe
verschiedene GA-Typen enthalten konnen. Die Autoren empfehlen die bisherigen Berichte
iiber die GA-Zusammensetzung nicht als allgemeinen Leitfaden fiir die Kartoffelzucht zu
verwenden und beflirworten, die Alkaloide wilder Kreuzungseltern zu analysiert, bevor sie in
Zuchtprogrammen eingesetzt werden. Dies erscheint sinnvoll, um derartige Probleme wie bei

Lenape bereits im Vorhinein auszuschlieBen.

6.4 Verarbeitungserzeugnisse

In modernen Zeiten sind Vergiftungsfille durch einmaligen Genuss stark alkaloidhaltiger
Knollen sehr selten. Welche Auswirkungen sich jedoch durch deren wiederholte Aufnahme
ergeben, ob und in welchem Umfang es zu Akkumulierungseffekten kommt, ist bislang
ungeklart. Einerseits fehlen Langzeitstudien, die die fortwdhrende Aufnahme von GAen
beobachten, andererseits ist die Datenlage zum Alkaloidgehalt speziell der in den letzten
Jahrzehnten immer beliebter gewordenen Verarbeitungsprodukte sehr rar. Es existieren zwar
zahlreiche Methoden zur Detektion von GAen, die jedoch selten zum Nachweis in
Kartoffelerzeugnissen angewendet wurden. Ein Grund liegt sicher in der schwierigen Matrix
dieser Convenienceprodukte, die haufig sehr fetthaltig sind. Ziel dieses Teils der

Dissertationsarbeit war es daher, verschieden Verfahren zum Nachweis der potenziell
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toxischen GAe zu entwickeln und diese miteinander zu vergleichen, um letztendlich ein

verldssliches Protokoll aufzustellen, das sich zur Anwendung in der Routineanalytik eignet.

6.4.1 GA-Gehalt in Verarbeitungserzeugnissen

Die HPLC-Analytik ist neben dem Nachweis mit ELISA die Standardmethode zur Detektion
von GAen. Der Vorteil der HPLC bei der Untersuchung von Kartoffelproben liegt sicher in
threr Fahigkeit nicht nur den Gesamtalkaloidgehalt, sondern auch die Einzelalkaloide
detektieren zu konnen. Fiir gewisse Untersuchungen, wie z. B. Metabolismusstudien an Tier
und Mensch, das Screening von Solanum-Wildarten fiir den Einsatz in Zuchtprogrammen
oder auch die Analyse der synergistischen Wirkung im Zusammenspiel verschiedener
Alkaloide, ist das Wissen um die Finzelalkaloide Voraussetzung, um sinnvolle
Schlussfolgerungen ziehen zu konnen. Ihr Nachteil liegt in der vergleichsweise langen
Analysendauer sowohl fiir die Aufreinigung als auch fiir die chromatographische Trennung
und in der geringen Empfindlichkeit, da GAe entweder kein oder nur ein schwaches
Chromophor besitzen. Fiir die in dieser Arbeit behandelte Fragestellung bietete die HPLC
jedoch die notwendigen Grundvoraussetzungen, um befriedigende Ergebnisse erzielen zu
konnen. Thre hervorragende Leistungsfahigkeit wurde durch verschiedene Validierungs-
parameter nachgewiesen, um auch in schwierigen Matrices, wie verarbeiteten
Kartoffelprodukten, verldssliche Ergebnisse liefern zu konnen. Folgende Tabelle stellt
nochmals die ermittelten Gehalte [pg/g] an a-Solanin und a-Chaconin dar und vergleicht sie

mit literaturbekannten Daten.
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Tab. 6.3  Ermittelte HPLC-Gehalte [ug/g TG] an a-Solanin, a-Chaconin, Gesamt-GA-Gehalt und
Vergleich mit literaturbekannten Daten [ug/g TG].
Ermittelte GA-Gehalte Literaturangaben
Probe a- a- Gesamt- a- a- Gesamt- Ref.!
Solanin Chaconin GA Solanin | Chaconin GA )
B1 14,08+ 1,83| 20,06+ 1,34| 34,14+ 2,95
10,5+1,5| 13,0+£2,7| 235+4,2| X;
C1 8,24+ 3,67| 14,00+ 4,88| 22,24+ 849| 176+04| 316+3,0 492+34| Y,
50,2+4,4| 58,8+3,7|109,0 + 8,1
1,3-6,9 1,5-15,6 3,9-21,3| Z
24-720 | AA;
c2 13,85+ 1,67| 26,69+ 256| 40,54+ 4,21 95-720 | BB:
5,0-16,0 9,0-38,0] 11,0-54,0| CC
F1 14,68+ 3,02| 28,82+ 6,88| 43,50+ 8,36
F2 12,89+ 4,28 16,77+ 5,67| 29,65+ 9,49 32.9 31,7 646 X:
F3 | 3248+ 506| 4565+ 13,16| 78,13+ 16,10 9.0 11,0 20| cC
F4 940+ 1,15| 1545+ 2,54| 23,65+ 5,32
K1 852+ 446| 13,84+ 7,81| 22,36 +12,14 2
P1 313+ 048| 532+ 027| 845+ 0,75 0,4 0,4 08| X
42+20 42+20 84+4,0]| Y;
P2 848+ 245| 10,03+ 242| 1851+ 4,74 1,6 2,3 39| z
0,8-58,0| AA;
P3 10,83+ 1,35| 16,48+ 2,31| 27,31+ 3,61 5,0 16,0 31,0/ CC
24,132 205+3,7| 44669 xz;
194+1,1| 248+18| 442+29| Y7
R1 1497+ 4,79 1890+ 543| 33,87 +10,03 45,0-65.0 | AA%
14,9-24 1 20,5-24,8| 44,2-446| DD®
W1 | 81,25+ 14,25| 138,08 + 16,65 | 219,34 + 28,55
20,1+29| 23,9+43 4401 X;Y
W2 | 50,50 + 15,78 | 80,20 + 19,62 | 130,70 £ 33,63 44,0| DD
76-120| AA
W3 | 30,98+ 4,58| 66,52 +21,19| 97,35+ 24,55
! Ref. = Literaturreferenz X Friedman & Dao 1992
? keine Daten verfugbar Y Friedman 1992
8 Trockenpulver Z Kvasnika et al. 1994
AA Easton 1998
BB Sizer et al. 1980
CcC Saito et al. 1990
DD Friedman 2006

Fiir den Grof3teil der analysierten Produkte lagen die GA-Gehalte im Bereich zwischen 8,45
(P1) und 78,13 pg Gesamt-GA/g TG (F3) mit durchschnittlich 25 pg/g. Dies deckt sich

weitestgehend mit den in der Literatur beschriebenen Daten (vgl. Tab. 6.3). Die gefundenen

hohen Konzentrationen in schalenhaltigen Kartoffelvierteln konnten allerdings nur bedingt

bestitigt werden. Sowohl die Untersuchungen von Friedman (1992), Friedman & Dao (1992)

sowie Kvasnika et al. (1994) offenbarten zwei- bis viermal niedrigere Werte. Einzig die

Analyse von Easton (1998) ermittelte dhnliche Alkaloidmengen. Da sich der Hauptteil der
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Knollenalkaloide in der Schale befindet (vgl. Kapitel V, Abschnitt 5.1, Tab. 5.4 und 5.8),
diirfte eine solch hohe Alkaloidkonzentration in schalenhaltigen Kartoffelvierteln nicht
verwundert, was eher fiir die Angaben von Easton (1998) spricht. Wie Friedman (2006) sowie
Sotelo & Serrano (2000) anmerkten, wird der Alkaloidgehalt verarbeiteter Kartoffelprodukte
durch die hohe thermische Stabilitidt der GAe vor allem von der verwendeten Kartoffelsorte
bestimmt. Somit wire durchaus denkbar, dass zur Herstellung der bei Friedman (1992),
Friedman & Dao (1992) und Kvasnika et al. (1994) untersuchten Kartoffelviertel
alkaloidarmere Sorten verwendet wurden. Dies konnte auch die in dieser Arbeit
abweichenden Alkaloidkonzentrationen in den Proben verschiedener Hersteller erkldren. Die
frittierten Schalen bei Friedman (2006) enthielten beispielsweise je nach Produzent 56,3 bis
203,0 pg GAe/g FG.

Eine deutliche Verringerung der GA-Konzentration verarbeiteter Kartoffelprodukte kann
praktisch nur durch Schélen und alleiniger Verwendung des Kartoffelfleisches erzielt werden.
Neuere Untersuchungen zielen darauf ab, durch den Zusatz schwefelhaltiger Substanzen
Einfluss auf den GA-Gehalt zu nehmen. So konnten Surjawan et al. (2001) durch Zusatz von
1% DL-Methionin-HCIl wihrend der Extruderbehandlung von Kartoffeln die Alkaloid-Menge
in Kartoffelflocken um mehr als die Hilfte reduzieren (0,71 mg/100 g verglichen mit
1,77 mg/100 g in der unbehandelten Kontrolle). Die Autoren fiihrten den Effekt auf eine
Reaktion der endstdndigen Thiolgruppe mit der Zuckerseitenkette des GAs zuriick, wodurch
es zur Abspaltung der Zucker und zur Bildung des weniger toxischen Solanidins kommt. Wie
Zhao et al. (1994) berichtete, kann die Reduktion der Alkaloidkonzentration nicht auf die
Extruderbehandlung zuriickgefiihrt werden, da in ihrer Untersuchung Kartoffelschalen nach
Extruderbehandlung bei 110 und 150°C gleich hohe GA-Mengen enthielten, wie das
Ausgangsprodukt. Dies zeigt dariiber hinaus die hohe Stabilitit der GAe auch wéhrend den

Verarbeitungsprozessen.

6.4.2 Verteilung der GAe

Die hohe Bestindigkeit der GAe zeigt sich ebenfalls im konstanten a-Solanin-a-Chaconin-
Verhiltnis. Wie aus der rechten Spalte von Tabelle 5.35 in Kapitel V, Abschnitt 5.4.2
hervorgeht, dndert sich der Anteil des toxischeren a-Chaconins am Gesamt-GA-Gehalt (54
bis 67%) trotz der sehr unterschiedlichen Verarbeitungsprozesse nicht von den Verhéltnissen

in den Herbstkartoffeln (Tab. 5.9: 53 bis 75%).
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6.5 Vergleich der entwickelten Analyseverfahren
an Verarbeitungserzeugnissen

6.5.1  Vergleich mit LC-ESI-MS

In den Kartoffelprodukten sind die zu analysierenden Substanzen in ausreichend hoher
Konzentration enthalten, so dass die LC-ESI-MS durch die Darstellung von
Ionenchromatogrammen grundsétzlich geeignet ist auch ungereinigte Extrakte zu analysieren,
wie bei Stobiecki et al. (2003) und Zywicki et al. (2005). Da die Elektrospray-Ionisation
jedoch sehr anfillig gegeniiber Matrixbestandteilen ist (Henion et al. 1998) und um das
System vor starker Kontamination zu schiitzen, wurde dennoch die SPE-Aufreinigung
bevorzugt. Die Analyse der GA-Gehalte mittels LC-ESI-MS erfolgte mit den zuvor fiir die
HPLC-Bestimmung aufgearbeiteten Extrakte, weil es an dieser Stelle nicht auf einen
Verfahrensvergleich, sondern nur auf die Leistungsfihigkeit des Analyseninstrumentes
ankam. Wie die Abbildung 5.13 und die Bestimmtheitsmal3e fiir a-Solanin (0,92), a-Chaconin
(0,91) und die Gesamtalkaloidmenge (0,97) deutlich zeigten, liegen die fiir HPLC und LC-
ESI-MS ermittelten Alkaloidkonzentrationen nahe an der Ausgleichsgeraden, was die gute
Korrelation beider Instrumente unterstreicht. Der Vorteil der LC-ESI-MS-Analyse ergibt sich
aus den sehr niedrigen Bestimmungsgrenzen (10 ng/ml fiir a-Solanin und 5 ng/ml fiir a-
Chaconin) und der kiirzeren Analysenzeit, da eine vollstindige Auftrennung der GAe nicht
erforderlich ist. Nachteilig ist der hohe Preis dieser Anlagen, der einen Einsatz in der

Routineanalytik praktisch ausschlief3t.

6.5.2 Vergleich mit dem Kolorimetrischen Assay

Zur kolorimetrischen Bestimmung wurde eine Abwandlung des zum Morphinnachweis
eingesetzten Marquis-Reagenz verwendet. Die hierzu verwendete Schwefelsdure wurde von
Clarke (1958) durch Phosphorsdure ausgetauscht, da die direkte Anwendung an
Pflanzenmaterial mit Schwefelsdure zur Schwarzfarbung der Losung fithrte und somit eine
photometrische Bestimmung unmoglich machte. Die vorherige Aufreinigung des Extraktes
iiber SPE war notwendig, da Clarke’s-Reagenz nicht spezifisch genug mit Steroidalkaloiden
reagiert und es durch den MeOH-Anteil im Extraktionsmittel je nach Produkt zu einer mehr
oder weniger starken Gelbfarbung der Extraktlosung kam, was wiederum die photometrische
Bestimmung storte.

Insgesamt zeigt die Ausgleichsgerade und ihr Bestimmtheitsmall (0,92) eine gute

Ubereinstimmung der in HPLC und kolorimetrischem Test erhaltenen Gesamtalkaloidgehalte.
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Wie bereits Hellends (1986) bei der Anwendung an Kartoffelknollen feststellte, lagen die
ermittelten Gehalte im Durchschnitt knapp unter den HPLC-Ergebnissen. Griinde fiir die
misslungene Durchfilhrung des Assays an den Kartoffelpiireeflocken F3 auch nach
mehrmaliger Wiederholung, sind schwer auszumachen. Eventuell konnte die zur Herstellung
verwendete Kartoffelsorte einen storenden Inhaltsstoff in hoherer Konzentration besitzen,
oder es wurde zur Herstellung ein Additiv zugesetzt, das den Reaktionsablauf behindert.

Der Vorteil dieser Methode liegt mit Sicherheit in ihrer einfachen Durchfiihrung, die keine
teuren Analysengerdte und ausgebildetes Laborpersonal erfordert. Nachteilig fiir
Kartoffelprodukte wirkt sich jedoch die recht hohe Bestimmungsgrenze von 20 pg pro Ansatz
aus, die eine Aufkonzentrierung der Extrakte erfordert, sowie die Fahigkeit nur den

Gesamtalkaloidgehalt bestimmen zu konnen.

6.5.3 Vergleich mit dem Hamolyse-Assay

Kartoffeln enthalten neben den GAen weitere hdmolytisch aktive Substanzen, wie z. B.
Steroidsaponine (Van Damme et al. 2004), daher musste zur Erzielung verldsslicher
Ergebnisse eine SPE-Aufreinigung erfolgen. Bei Verwendung der GA-Reinsubstanzen konnte
mit dem Standardprotokoll und den Supelclean™ ENVI™-]8-Kartuschen ein
iibereinstimmendes Ergebnis erzielt werden. Bei Anwendung der Extrakte aus
Kartoffelprodukten zeigten sich jedoch erste Schwierigkeiten. Wahrend Proben mit hohen
GA-Gehalten, wie z. B. Kartoffelviertel, reproduzierbare Ergebnisse lieferten, konnte bei
einigen Testmaterialien trotz ausreichend hoher Konzentration keinerlei Himolyse beobachtet
werden (Proben F2, F4, K1, P2, z. T. P3), andere dagegen zeigten selbst bei niedrigsten GA-
Konzentrationen Totalhdmolyse (Probe F1, F3).

Bei Letzteren wurde davon ausgegangen, dass die Alkaloide nicht ausreichend von stdrenden
Matrixbestandteilen abgetrennt wurden, die je nach Kartoffelsorte in unterschiedlicher Menge
vorliegen und daher die Schwankungen hervorrufen konnten. Somit musste das
Aufreinigungsprotokoll so abgewandelt werden, dass sich ausschlieBlich GAe im
aufgereinigten Extrakt befinden. Durch die Féhigkeit der GAe in saurer Losung Protonen
anzulagern und daher positiv geladen vorzuliegen, bietete sich eine Aufreinigung iiber
Kationenaustauscherkartuschen an. Die Wechselwirkungen beruhen dabei in erster Linie auf
elektrostatischen Anziehungskrédften (Coulomb’sche Krifte) zwischen Analyt und
Ionenaustauscher. Die Mehrzahl der heute angebotenen lonenaustauscher besteht aus einer
Polymermatrix, an die die benétigte ionische Gruppe chemisch gebunden ist. Bei den hier

verwendeten Sorbentien handelte es sich um Sulfonsduregruppen, die eine starke
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Austauschwirkung aufweisen und sich daher zur Isolierung schwach saurer Substanzen
eignen (Meyer 1998). Bereits bei Anwendung von GA-Standardlésungen traten jedoch starke
Schwankungen der Wiederfindungsraten auf. Zuriickzufiihren sind diese vermutlich auf einen
zweiten Retentionsmechanismus, ausgehend von der unpolaren Grundmatrix des
Kationenaustauschers. Die Verwendung unterschiedlicher ,,Spacer-Gruppen™ (Propyl- oder
Benzylgruppe) brachte keine Verbesserung. Letztendlich war es nicht mdglich ein geeignetes
Elutionsmittel zu finden, das einerseits die ionischen, andererseits die unpolaren
Wechselwirkungen mit der Kartuschenmatrix 16st und so zu einer quantitativen Elution der
GAe fiihrt. Fiir weitere Versuche wurde daher wieder auf das SPE-Standardprotokoll
zuriickgegriffen.

Um eventuell im Extrakt vorliegende thermolabile Substanzen zu zerstoren, auf die die
Totalhdmolyse zurlickzufiihren war, wurde der Extrakt vor der SPE-Aufreinigung 5 min auf
90°C erhitzt, abkiihlt und nach dem iiblichen Verfahren aufgereinigt. Eine Verbesserung
konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Als Grund fiir die fehlenden Héamolyseaktivitit wird vermutet, dass Inhaltsstoffe des
Produktes oder zugesetzte Additive die Himolyse behindern. Unterstiitzt wird diese Annahme
durch die Beobachtung, dass Testansdtze, denen o-Chaconin-Standardsubstanz (20 pg)
zugesetzt wurde, ebenfalls keine Hadmolyse zeigten, obwohl die a-Chaconinmenge hierzu
hitte ausreichen miissen. Auch hier konnte der Einsatz spezifischerer Aufreinigungsmethoden
moglicherweise zu einer erfolgreichen Durchfiihrung des Himolyse-Assays fiihren.

Insgesamt ldsst sich festhalten, dass sich ein Himolysetest zur Quantifizierung von GAen in
Kartoffelprodukten nur bedingt eignet. Die Matrix dieser Verarbeitungsprodukte ist zum
einen sehr komplex, des weiteren enthalten Kartoffeln weitere himolytisch aktive Substanzen
wie z. B. Saponine, deren fast identischer Aufbau grofle Schwierigkeiten bei der Abtrennung
bereitet. Ein Schliisselschritt zur erfolgreichen Durchfithrung des Assays ist daher die
spezifische Abtrennung interagierender Substanzen. Als passendes Werkzeug konnte hierfiir
die Affinitdtschromatographie dienen. Durch die Kopplung von Antikérpern an eine Matrix
werden ausschlieBlich GAe gebunden, womit eine Moglichkeit gegeben wire, sie von
weiteren Inhaltsstoffen spezifisch zu isolieren.

Jedoch auch nach erfolgreicher Aufreinigung ergeben sich verglichen mit anderen Verfahren
Nachteile. Zum einen ist der Arbeitsbereich mit 2,5 bis 20 pug GA-Mischung sehr eng, zum
anderen muss durch die synergistische Wirkung immer das individuelle Verhéltnis von
a-Solanin und a-Chaconin beachtet werden, das bei geringeren Abweichungen noch nicht zu

Verdnderungen fiihrt. Bei groferen, z. B. fast ausschlieSlichem Vorliegen von a-Solanin, ist
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jedoch mit ungenauen Ergebnissen zu rechnen. Des weiteren ist die Standardisierung des
Testes recht aufwéndig. Einerseits muss bereits vor Zugabe des Schafsblutes auf dessen
ausreichende Durchmischung geachtet werden, um die Erythrozyten homogen in der
Fliissigkeit zu verteilen. Andererseits diirfen das Blut wie auch die spdteren Testansdtze nicht
zu stark geschiittelt werden, um ein Zerstoren der Blutzellen durch Scherkrifte zu verhindern.
Dennoch konnte mit Hilfe der Standardsubstanzen gezeigt werden, dass ein Himolyse-Assay
prinzipiell funktioniert und zu reproduzierbaren Resultaten fithren kann, wenn vorgeschaltete
Schritte wie die Aufreinigung sehr spezifisch erfolgen. Bei Anwendung an Proben mit
hoherer Alkaloidkonzentration wie Kartoffelviertel konnte eine genaue Quantifizierung
erreicht werden.

Die Durchfiihrung eines Komplexierungsassays mit Cholesterol unterstrich, dass die
hédmolysierende Wirkung auf die Existenz von GAe zuriickzufiihren war. Extrakte nach
inkubieren mit Cholesterol zeigten keine hdmolytische Aktivitdt mehr, wéhrend unbehandelte
Extrakte zu einer Rotfirbung des Uberstandes fiihrten. Einschrinkend muss jedoch die
Reaktion von Steroidsaponinen beachtet werden, die ebenfalls eine hohe Affinitit zu
Cholesterol aufweisen (Hénsel & Sticher 2004).

Interessant war in diesem Zusammenhang die abweichende Wirkweise der Reinsubstanzen
a-Solanin und a-Chaconin mit dem Cholesterol. Wie bereits mehrfach beschrieben, zeigt
a-Chaconin durch Komplexbildung mit Cholesterol grundsitzlich eine stiarkere Aktivitdt auf
Membranen als a-Solanin (Chataing et al. 1998, Roddick et al. 1988, 1990, 1992, 2001).
Begriindet wird dies meist durch die Interaktion der Chacotriose-Seitenkette mit membran-
standigen Rezeptoren (Chataing et al. 1998) oder KH-Ketten (Rayburn et al. 1994), da auch
andere Chacotriosyl-Alkaloide, wie z. B. Solamargin, stirker hamolytisch wirken als deren
Solatriosyl-Partner (Roddick et al. 1992, 2001). Aus dem vorliegenden Cholesterol-Versuch
geht zwar die entscheidende Bedeutung der Zuckerkette hervor, die jedoch nicht nur auf KH-
oder Rezeptorinteraktionen zuriickgefiihrt werden kann. Insgesamt muss durch die
Chacotriosyl-Einheit die Affinitdt des Molekiils zu Cholesterol erhoht sein, vermutlich durch
eine optimale sterische Ausrichtung der Zuckermolekiile im a-Chaconin, so dass die
hydrophobe Natur des Aglykons stirker zur Geltung kommt als in a-Solanin. Letztendlich
spielen mit Sicherheit sowohl sterische Griinde wie auch KH-Interaktionen eine wichtige
Rolle in der Ausbildung der membranlytischen Aktivitit. Dadurch konnte zumindest die

synergistische Wirkung von Alkaloidpaaren erklirt werden.
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6.5.4 Vergleich mit Gaschromatographie

6.5.4.1 GA-Gehalt in Kartoffelprodukten

Die Isolierung des Aglykons Solanidin nach der Hydrolyse erfolgt sehr selektiv, wenn
fetthaltiges Material zuvor mit n-Pentan entfettet wird. Daher kann auf die SPE-Aufreinigung
verzichtet werden. Ein Nachteil der verwendeten Hydrolysebedingungen war die Bildung von
Solanthren (Solanid-3,5-dien), das abhdngig von der Sdurekonzentration, Temperatur und
Reaktionszeit in wasserhaltigen Losungsmitteln entsteht (King 1980). Da die Entwicklung
nicht vollstindig unterdriickt werden konnte, wurden die Flichen beider Peaks, die des
Solanidins und des Solanthrens, addiert. Fiir sehr &hnliche Molekiile ist dies moglich, weil die
Empfindlichkeit des Flammenionisationsdetektors praktisch identisch ist.

Die gute Ubereinstimmung der GA-Gehalte in HPLC- und GC-Analyse wurde durch das
Bestimmtheitsmall von 0,97 belegt. Im Vergleich zur HPLC-Analyse bietet die
gaschromatographische Untersuchung den Vorteil einer einfachen Probenaufarbeitung. Trotz
der relativ langen Zeitdauer zur vollstindigen Hydrolyse, sind insgesamt weniger
Verfahrensschritte bis zur Injektion in den Gaschromatographen notwendig, woraus eine
Zeitersparnis resultiert. Eine weitere Verbesserung der Aufarbeitung sollte mit einem hoheren
apparativen Aufwand und der Direktextraktion der GAe in Chloroform bereits wahrend der
Hydrolyse mdglich sein, wie durch die Arbeiten von Nikolic & Stankovic (2003) und
Weissenberg (2001) erfolgreich gezeigt werden konnte. Die direkte Entfernung des Solanidins
aus dem Reaktionsgemisch hitte zusitzlich den Vorteil, dass eine vollstindige Hydrolyse
sichergestellt und die Nebenreaktion zum Solanthren unterdriickt wird (Nicolic & Stankovic
2003, Weissenberg 2001). Als Nachteil zur HPLC wirkt sich die etwas hohere
Bestimmungsgrenze (15 ng/pl) und die Ermittlung des Gesamtalkaloidgehaltes aus, da
ausschlieflich das Solanidin verdampfbar ist. Die GLC-Analyse eignet sich daher nicht zur
Untersuchung von GA-Mischungen, sofern das gleiche Aglykon vorliegt.

6.5.4.2 Uberprufung der GC-Analyse mittels GLC-MS

Wie im Ergebnisteil dargestellt, liegt bei m/z 150 ein Schliisselfragment des Solanidins vor, an
Hand dessen weitere Solanidin-Derivate erkannt werden konnten. Nach Lawson et al. (1997)
handelt es sich bei diesem Bruchstiick um den Indolizidin-Anteil des Steroidgeriistes mit der

Summenformel C;oH;¢N und einer der in Abbildung 6.1 dargestellten Strukturformeln.
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/ oder

Abb. 6.1 Von Lawson et al. (1997) vorgeschlagene Strukturformel des Schlisselfragments m/z 150
aus der EI-MS-Analyse.

Neben Solanidin zeigten zwei weitere Peaks bei m/z 379 und 411 dieses Schliisselfragment
und wurden somit als Solanidin-Derivate identifiziert. Wie zuvor vermutet, bestitigte die
massenspektrometrische Analyse, dass es sich bei der nach 23,6 min eluierten Substanz im
GLC-Chromatogramm um das Dehydrierungsprodukt Solanthren handelt (Abb. 6.2). Die
Einfiihrung einer zweiten Doppelbindung zwischen C3 und C4 fiihrt zum Verlust eines
Wasserstoffatoms an C4 und der Hydroxylgruppe and C3 und damit zu einer um 18 Einheiten

niedrigeren Masse verglichen mit dem Solanidin-Molekiil.

Abb. 6.2  Strukturformel flr Solanthren
(m/Z 379, Cz7H41N).

Die unbekannte Substanz bei m/z 411 wurde bislang nicht in der Literatur beschrieben.
Vermutlich handelt es sich um den Methylester des Solanidins (Abb. 6.3) mit der
Summenformel C3H4sNO. Einerseits spricht die um 14 Einheiten hohere Masse, andererseits
die verwendeten Reaktionsbedingungen dafiir, die durch die hohe Temperatur in Anwesenheit
von MeOH diese Reaktion begiinstigen. Verglichen mit der Solanidin- und Solanthrenmenge
war die Peakfliche allerdings so gering, dass die Substanz zur Quantifizierung nicht

berticksichtigt werden musste.
H,C

H

Abb. 6.3  Strukturformel des mutmaflichen
Solanidin-Methylesters
(m/Z 411, 028H45NO).

Das durch King (1980) beschriebene Solanid-4-en-3-on mit dem m/z-Verhiltnis 395 konnte

nicht beobachtet werden.
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6.5.5 Vergleich mit XLC-MS

Einer der Nachteile der HPLC-Methode ist die lange und arbeitsintensive Aufreinigung der
Essigsdureextrakte, die das Verfahren sehr kostenintensiv werden ldsst. Durch die
Automatisierung der Extraktaufreinigung und die direkte on-line Kopplung mit dem
Analysengerit, konnen nicht nur Zeit und damit Kosten eingespart werden, sondern es flihrt
durch die Reduktion der manuellen Probenvorbereitung zu reproduzierbareren Ergebnissen
mit hoherer Prizision und Empfindlichkeit, da ein Probenverlust wihrend der Aufarbeitung
minimiert wird. Fast der komplette Aufarbeitungsprozess kann automatisiert werden, einzig
die Probenhomogenisierung, -einwaage, -extraktion, -filtration sowie das Auffiillen des
Autosamplers muss manuell erfolgen. Wie Rossi & Zhang (2000) in ihrem Artikel {iber die
Perspektiven der on-line SPE darstellten, stehen bereits heute zahlreiche automatisierte
Verfahren zur Verfligung, die sich jedoch meist auf die Untersuchung biologischer Proben
oder den Umweltbereich konzentrieren. Vorrangig wurden Wasserproben auf Schadstoff-
belastungen im Spurenbereich (Chiron et al. 1994, Hogenboom et al. 1999, Lopez de Alda &
Barcel6 2001, Patsias & Papadopoulou-Mourkidou 2000, Riediker et al. 2002) oder Blut auf
Medikamentenriickstinde und deren Metabolisierungsprodukte (Barron et al. 1996, Calderoli
et al. 2003, Ding & Neue 1999, Pascual & Sanagustin 1999, Yritia et al. 1999) untersucht.
Nur wenige Studien beschéftigten sich bislang mit der Analyse von Sekundirsstoffen. Im
Mittelpunkt stand dabei der Mykotoxinnachweis in Wein und Bier (Bacaloni et al. 2005) oder
Futtermitteln (Newkirk et al. 1998). Stevens et al. (2003) analysierte ephedrinhaltige
Nutraceuticals mit Hilfe eines automatisiertes Verfahrens.

Das in dieser Arbeit erstellte XLC-MS-Protokoll stellt ein Beispiel fiir die neuartige
Anwendung dieser Methode im Nahrungsmittelsektor dar, der gezwungen durch die hohe
Konkurrenzdichte auf effiziente und billige Nachweisverfahren fiir toxische Inhaltsstoffe
angewiesen ist. Die gute Leistungsfihigkeit konnte einerseits durch die Uberpriifung von
Prizision, Richtigkeit und Linearitét sowie durch den Vergleich der Alkaloidkonzentration in
Verarbeitungsprodukten mit der Standard-HPLC-Methode belegt werden. Um die Variation
innerhalb des Probenmaterials zu minimieren, wurden die unaufgereinigten Essigsdure-
extrakte der HPLC-Analyse verwendet. Die Ubereinstimmung der Alkaloidgehalte konnte
anhand der Ausgleichsgeraden und des BestimmtheitsmaBes (R® zwischen 0,90 und 0,92)
nachgewiesen werden. In den meisten Proben lagen die Abweichungen im Gehalt innerhalb
der Standardabweichungen fiir das off-line Verfahren und sind somit nicht methodisch
begriindet. Eine Ausnahme bildeten, dhnlich wie beim Hadmolyse- und kolorimetrischen

Assay, die Kartoffelpiiree-Proben. Der Grund bleibt auch hier ungeklart, moglicherweise sind
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wiederum zugesetzte Additive verantwortlich, die die Stabilitit der GAe im Essigsdure-
Extrakt verringerten.

Der Vorteil des automatisierten Verfahrens lag definitiv in der kiirzeren Analysendauer, die
verglichen mit der off-line HPLC auf ein Fiinftel verringert werden konnte. Die Zeit fiir einen
Analysenlauf betrug 5 min, was die Untersuchung von etwa 100 Proben in 8 h zuldsst. Da das
System vollig autark arbeitet, konnen manuell durchzufiihrende Vorbereitungen, wie das
Abwiegen und Extrahieren nebenbei ausgefiihrt werden, so dass hierfiir kein Zeitverlust
entsteht. Die zudem préizisere Arbeitsweise der on-line Methode wird aus den geringen
Standardabweichungen ersichtlich. Einschriankend lohnt sich ein derartiger apparativer
Aufwand natiirlich nur bei ausreichender Probenmenge, wobei auf die Kopplung von XLC
und MS zur Verbilligung verzichtet werden konnte, allerdings miissten lédngere
Analysenzeiten in Kauf genommen werden, da eine vollstindige Auftrennung der Alkaloide

zur Quantifizierung notwendig wird.
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SCHLUSSBETRACHTUNG

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zwar, dass weder von Verarbeitungsprodukten aus
Kartoffeln noch von kommerziell erhéltlichen Knollen, unabhédngig, ob es sich um noch
junge, frithe Sorten oder Herbstkartoffeln, Sorten aus konventionellem oder dkologischen
Anbau handelt, ein akutes toxisches Potenzial ausgeht. Bei der Annahme eines
durchschnittlichen Gesamtalkaloidgehaltes von 5mg/100 g FG, was sowohl in
Verarbeitungsprodukten wie auch geschilten Knollen eher im oberen Drittel liegt, werden bei
Aufnahme einer Kartoffelmahlzeit von 500 g insgesamt 25 mg Alkaloide zugefiihrt. Diese
Zahl scheint, verglichen mit den Angaben von Hopkins (1995) mit 14 mg GAe/Person und
Tag fiir GroB3britannien oder dem US National Toxicology Program mit 12,5 mg GAe/Person
und Tag fiir die USA, durchaus realistisch. Auf den Durchschnittsmenschen mit 70 kg
Korpergewicht (KG) berechnet, ergibt sich somit eine Aufnahmemenge von 0,36 mg GAe/kg
KG. Dies liegt noch weit unter der in verschiedenen Literaturstellen genannten akut toxischen
Dosis von 2-5 mg GAe/kg KG (Edwards & Cobb 1996, Hellenés et al. 1992, Morris et al.
1984). Unter Beriicksichtigung der geringen Absorptionsrate von ca. 0,2% (Nishi et al. 1971)
ergeben sich sogar noch geringere Mengen, die letztlich in die Blutbahn gelangen.

Dennoch deuten zahlreiche Tierversuche und nicht zuletzt die Humanstudie von Mensinga et
al. (2005) darauf hin, dass die Auswirkungen einer fortwdahrenden Aufnahme von GAen
unklar und daher auch nicht zu unterschétzen sind. Mit Halbwertszeiten zwischen 21 und 44
Stunden und einer Clearance von mehr als 96 Stunden, ist bei hdufigem Kartoffelverzehr, wie
in nordischen Landern iiblich, Slanina (1990) spricht von 300 g pro Tag in Schweden, von
einer GA-Akkumulierung im Korper auszugehen. Auch wenn diese zunéchst, wie oben
gezeigt, keine direkte Auswirkung auf den Normalbiirger zeigt, so bleibt unklar, welche
Effekte sich nach Jahrzehnten ergeben oder welche Auswirkungen GAe im heranwachsendem
Organismus ausiiben konnen.

Aus dieser Unwissenheit heraus sollte letztendlich auf eine moglichst geringe GA-Aufnahme
geachtet werden. Dies fangt bereits bei der Sortenziichtung an, da die Integration erwiinschter
Resistenzfaktoren aus Solanum-Wildarten sich durchaus im Alkaloidgehalt der Kultur-
kartoffel niederschlagen kann, so dass zunéchst die Alkaloidmuster und —gehalte dieser
Integrationspartner und im weiteren Verlauf die Auswirkungen auf die Kultursorten analysiert

werden sollten.
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Nach der Ernte der Kartoffel bleiben die Knollen metabolisch aktiv, wodurch sich im Verlauf
von Lagerung und Verarbeitung erhohte Alkaloid-Konzentrationen ergeben kénnen, wie die
Lagerungsversuche deutlich machten. Hier sind zunichst die Erzeuger und der Handel
angesprochen, die darauf achten sollten, Kartoffeln kiihl und lichtgeschiitzt zu lagern und zum
Verkauf anzubieten. Im weiteren Verlauf sollten die Verarbeitungsbetriebe im Zuge einer
Wareneingangskontrolle bereits alkaloidreiche Knollen vor ihrer Verarbeitung entfernen, um
den Alkaloidgehalt des Endproduktes so niedrig wie moglich zu halten. Um den Herstellern
dieser Verarbeitungsprodukte ein Instrument in die Hand zu geben, das einfach und
verldsslich potenziell toxische GAe zu detektieren vermag, wurde unter anderem diese
Dissertationsarbeit angefertigt.

Nun sind die Verarbeitungsbetriebe und staatliche Stellen gefragt, die Ergebnisse dieser
Arbeit umzusetzen und im Routinebetrieb anzuwenden, um den Konsumenten vor einer

unndtigen, potenziellen Gefahr ausgehend von GAen zu bewahren.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die in Kartoffeln gebildeten Glykoalkaloide (GA) a-Solanin und a-Chaconin stellen durch ihre
anndhernd tdgliche Aufnahme ein potentiell toxisches Risiko fur die menschliche Gesundheit dar.
Um sie in Kartoffeln und verarbeiteten Lebensmitteln nachzuweisen, wurde ein Aufarbeitungs-
protokoll, bestehend aus einer Essigséureextraktion mit anschlieender SPE-Aufreinigung an RP-
18-Kartuschen, aufgestellt. Zur Quantifizierung wurde ein HPLC-Verfahren mit einer
LiChrospher® 100-RP-18-Saule entwickelt, das zur Uberpriifung der korrekten Arbeitsweise mit
den géngigen Prifparametern auf Prézision, Richtigkeit und Linearitat validiert wurde.

Bei Anwendung dieses Verfahrens an Frih- und Herbstkartoffeln sowohl aus konventionellem wie
auch okologischem Anbau konnten keine bedenklichen Gesamt-GA-Gehalte nachgewiesen werden,
die den als sicher geltenden Grenzwert von 20 mg/100 g FG Uberschritten. Gleiches konnte im
Anbauversuch von traditionellen Kartoffelsorten mit z. T. gefarbten Knollen im Gewdachshaus und
Freiland festgestellt werden, wobei ein Einfluss des Kultivierungsortes oder der Schalenfarbe nicht
offensichtlich war. Die Analyse verschiedener Organe der Pflanze zeigte die hochsten Gehalte in
den jungen Sprossen, gefolgt von Bléattern, Beeren, der Sprossachse, Wurzeln und schlief3lich den
Knollen, wobei sich je nach Sorte 80-95% des Gesamt-GA-Gehaltes in der Schale befanden und
der Gehalt zum Zentrum hin rapide abnahm. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten eine GA-
Akkumulation in ,,Kartoffelaugen®, in gelagerten, ergriinten, aber auch ungefarbten Knollen um bis
zu 200%. Zur Analyse des Alkaloidmusters in traditionellen Sorten sowie wilden Solanum-Arten
wurde ein LC-ESI-MS-Verfahren entwickelt, wobei speziell in den Wildarten zahlreiche, in
Kulturkartoffeln uniibliche Alkaloide prasent waren.

Neben der HPLC-Methode wurden weitere Quantifizierungsverfahren, darunter LC-MS, GLC, ein
Kolorimetrie- sowie ein H&molse-Assay entwickelt, um die GAe speziell in verarbeiteten
Lebensmitteln mit schwieriger Matrix nachweisen zu kénnen. Der Vergleich dieser Verfahren mit
der validierten HPLC-Methode zeigte vielfach eine gute Ubereinstimmung. Fiir den Hamolyse-
Assay eigneten sich durch dessen geringere Empfindlichkeit nur héherkonzentrierte Proben, wie
z. B. Kartoffelviertel. Zur Automatisierung der Alkaloid-Analytik in Verarbeitungsprodukten
wurde in Zusammenarbeit mit Spark Holland ein on-line XLC-MS-Verfahren entwickelt, das einen
hohen Probendurchsatz garantiert, um in der Routineanalytik eingesetzt zu werden. Die hohe
Leistungsféhigkeit dieses Verfahrens konnte ebenfalls durch Validierung belegt werden.

Der Gehalt an Alkaloiden war in den verschiedenen Kartoffelprodukten vergleichbar mit den
Mengen im Kartoffelfleisch der analysierten Sorten. Nur schalenhaltige Kartoffelviertel enthielten
einen drei- bis siebenmal hoheren Alkaloidgehalt, der jedoch bei tblichen Aufnahmemengen zu

keinen kritischen Werten fihrt.
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SUMMARY

SUMMARY

The Glycoalkaloids (GA) a-solanine and a-chaconine, which are formed in potatoes, represent a
potential health hazard for humans because of their nearly daily intake. In order to demonstrate
their presence in potatoes and in processed potato products, an efficient analytical procedure for
their isolation and quantification was established consisting of an extraction with diluted acetic acid
followed by a SPE-purification with RP-18-cartridges. For their quantification a HPLC method
using a LiChrospher® 100-RP-18-column was developed, which was checked for correctness with
common validation parameters for precision, accuracy and linearity.

The application of this procedure to early potatoes and tubers of the autumn harvest from
conventional as well as organic cultivation, revealed no critical total-GA-contents, exceeding the
accepted limit of 20 mg/100 g FG. The same results were found in traditional potato varieties with
partial coloured tuber skin, which were cultivated in the greenhouse and in the field, so the place of
cultivation or the colour of the skin did not appear to have any influence. The analysis of various
plant organs revealed highest GA-concentrations in young sprouts, followed by leaves, fruits,
stems, roots and finally the tubers. In tubers 80 to 95% of the GAs were present in the skin, while
in the flesh, the content decreased rapidly from the outside layer to the centre. Further analysis
showed a high GA-accumulation in potato “eyes” and stored greened, but also in colour-unchanged
tubers, of up to 200% of the initial GA content.

For the analysis of the GA patterns in the traditional varieties and wild Solanum species a LC-ESI-
MS procedure was established. Especially in wild Solanum species numerous GAs were identified,
which are uncommon in domesticated varieties.

Besides the HPLC method, further quantification procedures, including LC-ESI-MS, GLC, a
colorimetric and haemolysis assay were developed for the detection of GAs especially in processed
potato products with complex matrices. A comparison of these procedures with the validated HPLC
method usually showed good correspondence. For the haemolysis assay only high concentrated
samples such as potato wedges were suitable because of its lower sensitivity. For the automation of
the alkaloid analysis in processed potato products an on-line XLC-MS procedure was established in
cooperation with Spark Holland, which guarantees a high sample throughput for use in routine
analytics. The high efficiency of the procedure was again verified by several validation parameters.
The GA content in the various processed potato products was comparable to the amounts in the
flesh of the analysed potato cultivars. Only skin-containing potato wedges contained three to seven

times more alkaloids. However, with usual ingestion amounts, this will not lead to critical levels.
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Tab.A.1  Ubersicht tGber die Trivialnamen und systematische Nomenklatur der in dieser Arbeit behandelten GAe.

Trivialname Systematische Nomenklatur CAS-Nummer

a-Chaconin B-D-Glucopyranosid, (3p)-solanid-5-en-3-yl O-6-deoxy-o-L-mannopyranosyl-(1—2)- 20562-03-2
O-[6-deoxy-a-L-mannopyranosyl (1—4)]-(9Cl)

Commersonin B-D-Galaktopyranosid, (3p,5a)-solanidan-3-yl O-B-D-glucopyranosyl(1—2)- 60776-42-3
O-[(B-D-glucopyranosyl-(1—3)]-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-(9Cl)

Dehydrocommersonin B-D-Galaktopyranosid, (3p)-solanid-5-en-3-yl O-B-D-glucopyranosyl(1—2)- 65248-74-2
O-[(B-D-glucopyranosyl-(1—3)]-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-(9Cl)

Dehydrotomatin B-D-Galaktopyranosid, (3, 22, 25S)-spirosol-5-en-3-yl O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)- 57604-98-3
O-[B-D-xylopyranosyl-(1—3)]-O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-(9Cl)

Dehydrodemissin B-D-Galaktopyranosid, (3f,5a)-solanid-5-en-3-yl O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)- 195433-57-9
O-[B-D-xylopyranosyl-(1—3)]-O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-(9CI)

Demissin B-D-Galaktopyranosid, (3f,5a)-solanidan-3-yl O-p-D-glucopyranosyl-(1—2)- 6077-69-6
O-[B-D-xylopyranosyl-(1—3)]-O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-(9CI)

Leptin | B-D-Galaktopyranosid, (3p,23p)-23-(acetyloxi)solanid-5-en-3-yl 101030-83-5
0-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—2)- O-[6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—4)]-(9Cl)

Leptin Il B-D-Galaktopyranosid, (3p,23p)-23-(acetyloxi)solanid-5-en-3-yl 101054-39-1
0O-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—2)- O-[3-D-glucopyranosyl-(1—3)]-(9Cl)

Leptinin | B-D-Galaktopyranosid, (3f,23p)-23-hydroxysolanid-5-en-3-yl 101009-59-0
0O-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—2)-O-[6-deoxy-o-L-mannopyranosyl-(1—4)]-(9Cl)

Leptinin 1l B-D-Galaktopyranosid, (3f,233)-23-hydroxysolanid-5-en-3-yl - 100994-57-8

v

0-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—2)-O-[-D-glucopyranosyl-(1—3)]-(9Cl)

Fortsetzung nachste Seite

V ONVHNY



Solamargin

a-Solamarin

B-Solamarin

a-Solanin

Solasonin

a-Tomatin

Fortsetzung vorige Seite

B-D-Glucopyranosid, (3B, 22a, 25R)-spirosol-5-en-3-yl 20311-57-7
0O-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—2)-O-[6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—4)]-(9Cl)

B-D-Glucopyranosid, (3B, 22, 25S)-spirosol-5-en-3-yl 20318-30-3
0O-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—2)-O-[3-D-glucopyranosyl-(1—3)]-(9Cl)

B-D-Glucopyranosid, (3B, 22, 25S)-spirosol-5-en-3-yl 3671-38-3
0-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—2)- O-[6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—4)]-(9Cl)

B-D-Galactopyranosid, (3p)-solanid-5-en-3-yl O-6-deoxy-o-L-mannopyranosyl-(1—2)- 20562-02-1
O-[B-D-glucopyranosyl-(1—3)]-(9Cl)

B-D-Glucopyranosid, (3B, 22a, 25R)-spirosol-5-en-3-yl O-6-deoxy-o-L-mannopyranosyl-(1—2)- 19121-58-5
O-[B-D-glucopyranosyl-(1—3)]-(9Cl)

B-D-Galaktopyranosid, (3, 5a, 223, 25S)-spirosolan-3-yl O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)- 17406-45-0
O-[B-D-xylopyranosyl-(1—3)]-O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-(9Cl)

WV ONVHNY
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ANHANG B

1.) a-Chaconin / a-Solanin (m/z 852 / 868)

05-03-06 Standard Solanin 5 ng\ul

SOLANINT 11 (0.685) Cm (7:11) Scan ES+
100+ 868.25 7.09e4
398.29
869.24
560.29
445.82
1870.25
561.28 706.26
57.02 1446.43 70727 67107
\‘(\“(81495\ 148\'91 200\'95 " 53] a0y 0% 44705502.79 ?22960043 688.95 ‘723.2677885 BSZ'Zi “(891,199358697552
A il 300 350 400 = 450 500 = 550 600 e e T 500 8k0 600 8k T 1000 ”
Substanz Aglycon [M+H]" Fragmentionen [m/z]

a-Solanin Solanidin 868 722

a- Chaconin 852 706

688

560

398

380

a.) a-Solanin
722 398
D-Glucose D-Galactose
OH OH

HO

b.) a-Chaconin

D-Glucose 398

688 OH
(0]
OH o
706 688 O
H,C O
HO OH
HO o
CH
L-Rhamnose OH 3
D-Rhamnose

Abb.B.1

a.) a-Solanin und b.) a-Chaconin.

Strukturformel, Massenspektrum, Hauptfragmente und Fragmentierungsschema von:



ANHANG B

2.) Solamargin / Solasonin (m/z 868 / 884)

WBI0858-2 314 (16.249) Cm (308:319) Scan ES+
100+ 884.29 1.07e6
[885.29
84.90
146.93
253.15 414.34 886.30
156.94 271.17
159.00 306,31 |415:32 576.31 887.28
577.29 866.27
N Ju‘kmv?.isk 272.18 379, 2%1 ( 453{.:1‘1.11 5553\2W (57007 722.27\7‘35‘,30 193.21837 12\1\ 898.28 1030 331056.52 1105 5711903 Rz
100 ' 260 360 j 460 j 560 j 660 j 760 j 860 j 960 j 10‘00 j 11‘00 j
Substanz Aglycon [M+H]" Fragmentionen [m/z]
Solasonin Solasodin 884 738
720
Solamargin 868
722
704
576
414
396

a.) Solasonin

722 \704

OH

(o]
HO

OH

D-Glucose

b.) Solamargin

704

722

H,C
HO

HO

D-Glucose

722

OH
OH
o CH

OH 8
L-Rhanmnose

L-Rhamnose

Abb. B.2  Strukturformel, Massenspektrum, Hauptfragmente und Fragmentierungsschema von:

a.) Solasonin und b.) Solamargin.



ANHANG B

3.) a-Solamarin / B-Solamarin (m/z 868 / 884)

WBI0858-2 314 (16.249) Cm (308:319) Scan ES+
100~ 884.29 1.07e6
885.29
84.90
146.93
263.15 41434 886.30
156.94 27117
159.00 30631 [415:32 576.31 887.28
. 272.18 577.29 866.27
o mhﬂr\o 36, 379.29 1 4532:1 1 ‘(579 o7 72220 73?‘30 7932183712 || 988.28 1030.331°%8:52 1105871193 9,
100 200 300 400 500 " 700 800 | 900 1000 1100
Substanz Aglycon [M+H]" Fragmentionen [m/z]
a-Solamarin Tomatidenol 884 738
720
B-Solamarin 868 722
704
576
414
396
a.) a-Solamarin
722
D-Glucose 204 D-Galactose

b.) B-Solamarin

722
(0]
H,C
HO o
HO
OH
L-Rhamnose

D-Glucose

OH OH

Abb. B.3

L-Rhanmnose

Strukturformel, Massenspektrum, Hauptfragmente und Fragmentierungsschema von:
a.) a-Solamarin und b.) B-Solamarin.
B-4



ANHANG B

4.) Demissin / Dehydrodemissin (m/z 1018 / 1016)

WBI0053-1 344 (17.799) Cm (339:364) Scan ES+
1004 562.32 9.38e5

1018.25

11019.27

%
L

563.32

400.32

1020.29

2

84.9:
98.01
401.34 56434 1016.25]
m ( 15296 295.06
G..\‘H‘WH‘( I AN | ‘ : ‘ ‘ 4027 3

560.31]
114.94 1021.33
9 398.30) 6
1096.251150.33
T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900

f miz

520.8
402.33 45454 \ 565.34 694.26 724.28 856.27 aae\ 20 g 1014.26[1022:32

I
T T
1000 1100

Substanz Aglycon [M+H]" Fragmentionen [m/z]

Demissin Demissidin 1018 886 / 884
856/ 854
Dehydrodemissin 1016 7241722
562 / 560
546 / 544
400/ 398
382 /380

886 D-Glucose 562

OH 546

D-Xylose

D-Galactose
OH gsg 124

D-Glucose

Abb. B.4  Strukturformel, Massenspektrum, Hauptfragmente und Fragmentierungsschema von
Demissin und Dehydrodemissin.
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5.) a-Tomatine / Dehydrotomatine (m/z 1034 / 1032)

WBI5290 327 (16.921)

100+

57

.31

Scan ES+
2.74e5

255.15
1034.27
161.02
113.99
1035.27
416.33 579.27
162.98 27317 529.00
1036.27
172.99 sz [
199.06 27420 435.20 s 103728
o W lu L L, ‘st\ios‘ . l (\ 47?‘0? | 58:‘39 ?5??_99 : 740@8 81126 ?6§(30 . 943\{‘ 98715 h“(ms?;zs 165,55
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Substanz Aglycon [M+H] Fragmentionen [m/z]
a-Tomatin Tomatidin 1034 1016/ 1014
902 /900
Dehydrotomatin 1032 884 / 882
872/870
854 / 852
740/738
578 /576
560 /558
416 /414
398 / 396
560
416
OH
HO 0
HO
OH

Abb.B.5

D-Glucose

740

872

i D-Galactose

a-Tomatin und Dehydrotomatin.

Strukturformel, Massenspektrum, Hauptfragmente und Fragmentierungsschema von:
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6.) Commersonin / Dehydrocommersonin (m/z 1048 / 1046)

WBI5518 334 (17.283) Cm (329:343)
100

4.9

144.93
97.99 162.94

oL ‘

( ?0‘7 00 5514 ]
| 1
T y T T

562.32

1563.33

560.32

401.33
398.30
53592\l s oy

.09 1402.33 534.73 578.3.

2

1046.27

11049.

30

1050.31

11051.30

Scan ES+
7.15e5

m/z

326.09 ) L 671.17 724‘:7025 30 868.30. 856\'30 902.30 1016.27 [|-1052.31 1126.25
Substanz Aglycon [M+H]" Fragmentionen [m/z]
Commersonin Demissidin 1048 886 / 884
868 / 866
Dehydro- 1046 724 722
commersonin 562 /560
544 [ 542
400/ 398
380/378
562
868 D-Glucose
886 OH
544
(@]
QN oH
HO
HO 0
HO
QP68 OH

724

D-Glucose

—> 886 D-Galactose

Abb. B.6  Strukturformel, Massenspektrum, Hauptfragmente und Fragmentierungsschema von
Commersonin und Dehydrocommersonin.
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7.) Leptin Il / Leptin | (m/z 910/ 926)

WBI1565-1 339 (17.541) Cm (334:344) Scan ES+
1004 926.25 1.27e5
927.25
1028.25
910.25
54.01
56.03 866.28 929.26
90.97 396.29 ; .
. ﬂ“‘ Mum | 16104500 08223.00,00 1o | 45?.31/74_77 55832 61831 70424 764.26 731?50 2%‘ }?6? * ?48 2 1014.261030.32 1161.351178.92
50 ' 160 ' 1%0 ' 260 M50 360 ' 3%0 ' 460 ' 4‘50 ' 560 5‘50 ' 650 ' 55‘0 ' 750 ' 75‘0 ' 850 ' 8‘50 ! 960 9%0 ‘10‘00 ' ld5O ' 1f00 ' 11‘50‘
Substanz Aglycon [M+H]" Fragmentionen [m/z]
Leptin Il Acetyl- 926 780
leptidin
Leptin | 910 764
746
618
456
438
396
a.) Leptin | H,C QCOCH, +
; +H
396
D-Glucose 456 438 5
746 oH H
o)
o
o) HO
764 746
o]
H.C 618
5 o}
HO OH T
HO m
L-Rhamnose O CH
b.) Leptin Il
764 D-Galactose
D-Glucose 746 456
oH PH A
0

L-Rhamnose

Abb. B.7
a.) Leptin 1 und b.) Leptin II.

Strukturformel, Massenspektrum, Hauptfragmente und Fragmentierungsschema von:
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Anhang C

Standardarbeitsanweisungen
(SOPs)
der entwickelten Nachweisverfahren

fir Glykoalkaloide
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