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Erdbeeren der Sorte 'Clery' (Fragaria x ananassa) wurden iiber einen Zeitraum von 12 Wochen vor und wihrend
der Fruchtreife mit unterschiedlichen Konzentrationen an Diinger supplementiert. AnschliefSend wurden die reifen
Friichte photometrisch auf ihren Gehalt an Nitrat und a Amino-Stickstoff sowie mittels Headspace-GC/MS auf ihre
Aromastoffe untersucht. Analog zur zunehmenden Diingemenge finden sich fiir Nitrat und a-Amino-Stickstoft héhe-
re Gehalte. Das gilt auch fiir eine Vielzahl der untersuchten Aromastoffe. Diingung fordert also die Bildung von Aro-
mastoffen, méglicherweise da mehr Aminosauren fiir die Proteinbiosynthese zur Verfiigung stehen und somit Enzy-
me der Aromaproduktion vermehrt gebildet werden kénnen. Auflerdem sorgt eine verbesserte Stoftwechselsituation
potentiell fiir mehr Vorliuferstrukturen von Aromastoffen. Eine Diskriminanzanalyse zeigt signifikante Unterschiede
zwischen den zwei niedrigsten und der hochsten Diingestufe. Die Hauptkomponentenanalyse belegt zusitzlich, dass
hauptsichlich Methylester sowie Linalool und 2,3-Butandion auf erhohte Diingung ansprechen, da insbesondere
Methylester bei der Reifung gebildet werden, die von der Diingung unterstiitzt wird.

Schlagworter: Erdbeere, Diinger, Aroma, NOPA, Nitrat

Influence of fertilisation on a-amino nitrogen content, nitrate and aroma profile of strawberry. Plants of the
strawberry cultivar 'Clery' (Fragaria x ananassa) were treated with different amounts of fertiliser over a period of 12
weeks before and during fruit ripening. The ripe fruit were harvested and the concentration of nitrate and a-amino
nitrogen as well as the aroma were analysed, the latter by headspace trap gaschromatography/mass spectrometry
(GC/MS). The content of nitrate and a-amino nitrogen increased according to the amount of fertiliser. Additionally
our results show a correlation between fertilisation and aroma formation, namely that the supplementation leads to
an increase of aroma substances, maybe due to increasing amounts of amino acids for protein biosynthesis and, thus,
more enzymes for aroma production are available. Furthermore improved metabolic status may provide more precur-
sors for aroma active substances. A discriminant analysis proved significant differences between the two lowest levels
and the highest level of fertilisation. A principal component analyses confirmed these results and additionally showed
that mainly the formation of methyl esters as well as linalool and 2,3-butandione were influenced by fertilisation since
methyl esters are especially formed during ripening, which is supported by fertilisation.

Keywords: strawberry, fertilizer, aroma, NOPA, nitrate
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AROMA

Erdbeeren gehoren zu den beliebtesten Friichten, und
somit ist ihr Aroma ein wichtiger Gegenstand der For-
schung. Mittlerweile konnten bereits iiber 300 fliichtige
Verbindungen bestimmt werden (LARSEN et al., 1992).
Das Aromaprofil selbst hingt allerdings von unter-
schiedlichsten Faktoren ab, insbesondere der Sorte, dem
Reifegrad und der Lagerung nach der Ernte. Trotzdem
kann man einige typische Vertreter ausmachen. Mit 25
bis 90 % Gesamtanteil an flichtigen Stoffen sind Es-
ter die wichtigste Substanzklasse, Ethyl- und Methyl-
butanoat sowie -hexanoat sind ebenso typisch und ubi-
quitér in Erdbeeren vorhanden. Sie zeichnen sich durch
ihren fruchtigen Charakter aus (FORNEY et al., 2000).
Daneben bilden auch Carbonyle wie (E) 2 Hexenal oder
2,3-Butandion und Terpene wie Linalool einen Teil
des Aromas. Auflerdem wird Furaneol (2,5-Dimethyl-
4-hydroxy-3(2H)-furanon) und seinem methylierten
(2,5-Dimethyl-4-methoxy-
3(2H)-furanon) ein wichtiger Beitrag zugeschrieben
(ScuieBERLE und HOFMANN, 1997; ULRICH et al.,

Abkémmling Mesifuran

1995). Fir die Geruchswahrnehmung der einzelnen
Komponenten ist neben dem jeweiligen Gehalt in der
Erdbeere der Geruchsschwellenwert entscheidend. Aus
diesen beiden Parametern kann der Aromawert als Quo-
tient aus Konzentration und Geruchsschwelle berechnet
werden. Dabei gilt, dass die Substanz ab einem Wert >1
zum Aroma beitrigt (FORNEY et al., 2000).

BIOSYNTHESE

Aromastoffe werden aus den Hauptpflanzeninhaltsstof-
fen Kohlenhydrate, Aminosiduren und Fette im sekun-
diren Metabolismus gebildet (FORNEY et al., 2000).
Dabei dienen Kohlenhydrate, wie Fructose-1,6-bis-
phosphat, als Vorlduferstrukturen fiir die Gruppe der
Furanone. Linalool als Vertreter der Monoterpene wird
iber den Methylerythritol-Phosphat-Weg und die Zwi-
schenstufe des Geranyldiphosphats gebildet und gilt als
priméres Aroma, das bereits im intakten Fruchtgewebe
enthalten ist (BERGER, 2007; SoNG und FORNEY, 2008;
BUETINER, 2017). Bei der Probenaufarbeitung fiir die
Analyse oder dem Kauvorgang bei der Nahrungsaufnah-
me werden die Zellen verletzt und sekundire Aromen
etwa durch Lipoxygenase-Aktivitit gebildet. Dadurch
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entstehen aus dem Abbau ungesittigter C  —Fettsiuren
beispielsweise Aldehyde wie (E)-2-Hexenal, die aber
auch aus der B-Oxidation stammen konnen. Bei der
Esterbildung spielt die Alkoholacyltransferase (AAT)
durch die Ubertragung eines Acyl-Restes von Acyl-CoA
auf einen Alkohol eine grundlegende Rolle (Buettner,
2017; FORNEY et al, 2000). Der Metabolismus von
Aminosiuren ist eine weitere Quelle fir Aromastoffe
und interessant fiir die Bildung verzweigter Strukturen
wie Ethyl-2-methyl-butanoat. Aulerdem entstehen hier
Amine, Siuren, Aldehyde, Alkohole und Ester (BUETT-
NER, 2017; SONG und FORNEY, 2008).

DUNGER

Die Bereitstellung von Nahrstoffen als Diinger wirkt
sich unterschiedlich auf den Metabolismus der Pflanze
aus. Stickstoff in Form von Nitrat wird durch Trans-
portsysteme in der Wurzel aufgenommen, in den Zel-
len zunichst durch die Nitrat- und Nitritreduktase mit
Reduktionsiquivalenten der Photosynthese zu Ammo-
nium reduziert und anschlieffend in Aminosauren um-
gewandelt. Das Kohlenstoffgrundgeriist stammt dabei
von Kohlenhydraten aus der CO,-Assimilation durch
die Photosynthese. Eine gute Photosyntheseleistung
ist also fiir die Aminosdurebildung forderlich. Fast alle
Elemente eines Volldiingers sind daran beteiligt, so sind
beispielsweise Eisen und Mangan an der Biosynthese
von Chlorophyll und dem Elektronentransport betei-
ligt, Magnesium stellt das Metallion von Chlorophyll
dar, und Phosphor dient als Energiewihrung (MALONE,
2014; OKE et al., 2005). Aus den Aminosiuren werden
wiederum Proteine gebildet, die unter anderem als En-
zyme an allen Stoftwechselprozessen in der Pflanze be-
teiligt sind. An der Bildung und Aktivierung wichtiger
Enzyme sind beispielsweise Kalium und Zink beteiligt.
Kalium ist aulerdem fiir den Transport von Assimilaten
wichtig (LAWLOR, 2002; SINGH und SARAVANAN, 2012;
WANG et al,, 2009). Fiir die Bestidubung, Pollenproduk-
tion und stabile Fruchtentwicklung ist Bor bedeutsam.
Neben den beschriebenen Beispielen sind die Elemente
noch in andere vielschichtige Prozesse involviert (Bru-
NETTO et al., 2015; MALONE, 2014).

Zu den Auswirkungen einer unterschiedlichen Diinger-
gabe auf die Aromastoffbildung gibt es bis dato wenig
Anhaltspunkte. Denkbar wire, dass eine geringe Pro-
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teinbiosynthese weniger Enzyme zur Aromastoffbil-
dung bereitstellt und dies weniger Aroma zur Folge hat.
Auflerdem liefert eine schlechte Stoffwechsellage auf-
grund von Mangel an essentiellen Elementen weniger
Vorliduferstrukturen zur Aromabildung (OjEDA-REAL et
al,, 2009; HoNG et al., 1990; LAWLOR, 2002). Phosphor,
Kalium, Zink und Molybdan wirken sich positiv auf den
Gehalt an Extraktstoffen ("soluble solids") in der Frucht
aus. Fiir Kalium und Molybdin wurde in Tomaten bzw.
Erdbeeren bereits eine teilweise Zunahme des Aromas
festgestellt (Cao et al,, 2015; WANG et al., 2009; AH-
MAD, 2014; BAksHI et al., 2013; Liu et al., 2017).

BESTIMMUNG

Bei der Untersuchung von Aromastoffen kommen un-
terschiedliche Ansitze zum Tragen. Im vorliegenden Fall
wurde die Methode der Headspace (HS)-GC/MS ge-
wihlt, um nur diejenigen Komponenten zu bestimmen,
die man bei Raumtemperatur riechen bzw. iiber den
Mundraum retronasal wahrnehmen kann. Die HS-GC/
MS bietet gegeniiber anderen Methoden den Vorteil,
dass sie direkt und matrixfrei arbeitet. Zur Annaherung
an die realen Konzentrationen im Pflanzengewebe wur-
den die Erdbeeren vor der Analyse piiriert. Zur Nach-
empfindung der Verdampfung im Mundraum wurden
die Proben vor der Messung auf 37 °C temperiert (NIk-
FARDJAM et al,, 2013).

Da bislang nur wenige Daten zum Einfluss unterschied-
licher Diingergaben auf die Bildung von Aromastoffen
in Erdbeeren vorliegen, wurde dies in der vorliegenden
Arbeit untersucht. Dariiber hinaus wurde untersucht, in-
wieweit sich héhere N-Supplementierung als Nitrat und
a Amino-Stickstoffgehalt (a-Amino-N) in den Friichten
wiederfindet.

MATERIAL UND METHODEN
PROBENMATERIAL UND DUNGUNG

Bei den Erdbeerpflanzen der Sorte 'Clery' handelt es
sich um Frigo A+-Pflanzen, die Frithsorte 'Clery’ weist
eine hohe Anbaudichte in Baden-Wiirttemberg auf
(VOLGENANDT, pers. Mitteilung). Sie wurden mit be-
reits induzierten Bliitenanlagen vor dem Winter im
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Kiihlhaus eingelagert. Nach der Pflanzung wuchsen sie
im Halbfreiland im staatlichen Obstversuchsgut Heuch-
lingen (Deutschland) in Kulturgefifien mit Maflen von
ca. 36 cm x 22 cm x 16 cm (1/b/h) und jeweils acht
Pflanzen pro Behilter. Das Substrat war reines Cocopeat
mit Fasern der Firma Gramoflor (Vechta, Deutschland).
Die Erdbeeren wurden mit Kristalon Rot (Yara, Diilmen,
Deutschland), einem Vollnihrstoffdiinger, iiber einen
Zeitraum von 12 Wochen (Anfang April bis Mitte Juni)
gediingt. Kristalon Rot enthilt 12 % Gesamtstickstoft,
12 % Phosphat, 36 % Kaliumoxid, 1 % Magnesiumoxid,
1 % Schwefel und Spurennihrstoffe (0,025 % Bor, 0,004
% Molybdin, 0,01 % Kupfer, 0,07 % Eisen, 0,04 % Mang-
an, 0,025 % Zink). Der Diinger wurde abgewogen, in
Wasser gelost und fliissig verabreicht. Der Diingeplan ist
in Tabelle 1 wiedergegeben. Jede Diingevariante wurde
in dreifacher Wiederholung angesetzt. An drei verschie-
denen Tagen (08.06.17, 13.06.17, 19.06.17) wurden
jeweils die optisch reifen Friichte, sprich vollstandig rot
ohne tberreife Anzeichen wie matschig oder schimm-
lig, gepfliickt. Die Erdbeeren wurden direkt frisch zur
Messung eingesetzt bzw. eine Nacht im Kiihlschrank bei
S °C gelagert.

CHEMIKALIEN

Alle Chemikalien wiesen die erforderliche analytische
Reinheit auf. Das verwendete doppelt-entmineralisier-
te Wasser entstammte einer Milli-Q Integral3-Anlage
(Millipore, Dreieich, Deutschland). 2,3-Butandion,
Ethylacetat, Ethylbutanoat, Hexanal, Ethylisovalerat,
2— Heptanon, Methylhexanoat, Ethylhexanoat, He-
xylacetat, Kaliumnitrat und Linalool stammten von der
Firma Merck (Darmstadt, Deutschland). Methylacetat,
Isopropylacetat, Ethyl-2-methylbutanoat und 2-He-
xenal waren von Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland)
und (E)-2-Hexenyl-acetat und Methylbutanoat von
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland). Fiir die auto-
matisierte Bestimmung von Nitrat und a-Amino-N wur-
den fertige Test-Kits verwendet und die Reagenzlosung
bei Bedarf nach der jeweiligen Anleitung hergestellt.
Das Testsystem fiir Nitrat stammte von R-Biopharm
(Darmstadt, Deutschland) beziehungsweise Ther-
mo Fischer Scientific (Vantaa, Finnland), das a-Ami-
no-N-Testkit ebenfalls von Thermo Fischer Scientific
(Vantaa, Finnland).
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PROBENAUFARBEITUNG

Etwa 100 g Erdbeeren wurden gewaschen, abgetrocknet
und Blitter sowie Strunk entfernt. Gegebenenfalls wur-
den matschige oder schimmlige Stellen an den Friich-
ten entfernt. Anschlieffend wurde die Probe 60 s mit
einem Stabmixer fein piiriert, 7 g wurden fiir die Aro-
mastoffanalyse in ein Headspace-Vial eingewogen und
mit einem PTFE/Butylseptum (beides: neoLab Mig-
ge, Heidelberg, Deutschland) verschlossen. Die Probe
wurde direkt mittels HS-GC/MS vermessen. Fir die
Bestimmung des Nitrat- und a Amino-N-Gehalts wur-
den 10 g der piirierten Probe in einen 100 ml-Maf3kol-
ben eingewogen und bis zur weiteren Aufarbeitung bei
-20 °C gelagert.

NITRAT UND a -AMINO-N

Die Bestimmung erfolgte nach einem modifizierten Pro-
tokoll von Thermo Fischer Scientific (Vantaa, Finnland).
Die aufgetauten Proben wurden mit 60 ml 70 °C heiflem
Reinstwasser versetzt und im Wasserbad 15 min bei
70 °C gehalten. AnschlieSend wurden sie auf Raumtem-
peratur abgekiihlt, auf Marke aufgefiillt und durch einen
Faltenfilter (Machery-Nagel 616 1/4, 185 mm Durch-
messer; Diiren, Deutschland) filtriert. Das Filtrat wurde
10 min bei 4000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
zur Analyse eingesetzt.

NITRAT

Die Bestimmung erfolgte automatisiert mit dem Gerit

Arena 30 von Thermo Fischer Scientific (Vantaa, Finn-
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land). Zugrunde liegt eine photometrische Bestim-
mung. Nitrat wird durch das Enzym Nitrat-Reduktase
zu Nitrit reduziert, wobei NADPH verbraucht wird, was
durch Abnahme der Absorption bei 540 nm quantifi-
zierbar ist. Der Analysenablauf erfolgte gemif} Protokoll
von Thermo Fischer Scientific (Vantaa, Finnland).

a-AMINO-N

Die Bestimmung erfolgte automatisiert mit dem Gerit
Arena 30 (Thermo Fischer Scientific, Vantaa, Finnland).
Zugrunde liegt eine photometrische Bestimmung. Pri-
mire Aminogruppen werden mit o-Phthaldialdehyd
und N—Acetylcystein zu Isoindolen derivatisiert, die als
chromogene Komplexe bei 340 nm quantitativ messbar
sind. Der Analysenablauf erfolgte gemifl Protokoll von
Thermo Fischer Scientific (Vantaa, Finnland) mit dop-
pelter Inkubationszeit.

AROMA

GC-MS

Die GC-MS-Anlage bestand aus einem Turbomatrix 40
Trap Headspace Sampler, der an einen Clarus 600-Ga-
schromatographen und ein Clarus 600C-Massenspekt-
rometer angeschlossen war (PerkinElmer, Uberlingen,
Deutschland). Als Trennsiule wurde eine Elite-624 mit
30 m Linge, ID 0,25 mm und 1,4 ym Schichtdicke der
Fa. PerkinElmer (Uberlingen, Deutschland) verwendet.
Als Trigergas diente Helium in BIP-Qualitit (Tyczka,
Mannheim, Deutschland) mit 20 psi. Das Temperatur-
programm der GC begann bei 40 °C (S min halten),
dann eine Rampe von 20 °C pro Minute auf 220 °C, die

Tab. 1: Diingeplan fiir die Erdbeerpflanzen (Anmerkung: Die hochste Diingestufe entspricht noch nicht dem Level der

Uberdiingung.)
Diingestufe Anzahl der Diingungen Diingerhythmus Menge (g) an Diinger pro Behilter
1 0 - -
2 5 Alle 2 Wochen 1
3 10 Jede Woche 1
4 20 Zweimal pro Woche 1
. 1
5 28 Dreimal pro Woche 2 (jedes 3. Mal)
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wieder fiir S min gehalten wurden, sodass sich eine Ge-
samtlaufzeit von 20 min ergab. Das Massenspektrometer
arbeitete im EI* Modus (70 V) und zeichnete wihrend
der ganzen Laufzeit im Massenbereich zwischen m/z 40
und 200 auf.

HEADSPACE SAMPLER

Trap Timing: 1 cylce, 1 min pressurize; decay time 1,2
min. Es wurden folgende Temperaturen gewihlt: oven
37 °C mit 60 min Temperierzeit der Proben; needle 50
°C; transfer-line 200 °C; trap low 40 °C, trap high 220
°C. Die Driicke waren wie folgt: column 20 psi; desorb
20 psi; vial 25 psi. Als Adsorptionsmaterial wurde Air
toxic (PerkinElmer, Uberlingen, Deutschland) genutzt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

SENSORIK UND OPTISCHE
CHARAKTERISIERUNG

Die Friichte der verschiedenen Diingestufen und Pfliick-
tage wurden auf Geruch und Geschmack untersucht.
Das beste Aroma sowie den besten Geschmack wiesen
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die Erdbeeren der beiden hochsten Diingestufen auf.
Fir Fruchtfiule, Deformation und andere Anzeichen
verminderter Fruchtqualitit konnten keine signifikan-
ten Unterschiede gefunden werden (Werte nicht ge-
zeigt). Die hohen Diingerstufen lieferten aber einen
hoheren Ertrag (96 bzw. 91 g/Pflanze fir Diingestufe 4
und S gegeniiber 51, 44 und 40 g/Pflanze fiir Level 3, 1
und 2). Diese Tendenz wurde auch in anderen Studien
belegt (ParapOoPOULOS, 1987; IaATROU und PAPADO-
POULOS, 2016).

NITRAT UND a-AMINO-N

Den Pflanzen wurden wahrend des Wachstums und der
Fruchtreife durch die verschiedenen Diingestufen un-
terschiedliche Mengen an Stickstoft zugefiihrt. Zudem
enthielt der Diinger Mangan, was unterstiitzend auf die
Nitrat-Assimilation wirkt (MALONE, 2014). Wichtig da-
fir ist auflerdem Molybdin als Teil von molybdanhalti-
gen Enzymen wie der Nitratreduktase, an deren Aktivie-
rung auch das Element Bor beteiligt ist (L1u et al., 2017;
SINGH und SARAVANAN, 2012). Man erkennt fiir beide
Parameter Auswirkungen auf die jeweiligen Gehalte in
der Frucht (Tab. 2). Bei Nitrat gibt es einen signifikant
hoheren Wert fiir die hochste Diingestufe, bei a-Ami-
no-N sind die Unterschiede noch deutlicher. Aufler bei

Zeit [min]

Abb. 1: Beispielchromatogramm der hochsten Diingestufe am dritten Pfliick-
tag; Buchstaben kennzeichnen die analysierten Aromastoffe (Tab. 3)
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der 2. Stufe unterscheiden sich alle anderen Werte signi-
fikant voneinander und steigen proportional zur Menge
an Diinger. Dies wird auch durch eine direkte graphische
Auftragung der Gehalte an Nitrat und a-Amino-N in Ab-
hingigkeit von der Diingemenge deutlich (Abb. 2). Das
Bestimmtheitsmafl dient hierbei als Indikator. Zuneh-
mende Zufuhr an Stickstoff durch Diinger sorgt somit
direkt fir hohere Nitrat- und a-Amino-N -Konzentratio-
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nen in der Frucht. Dies wurde ebenfalls von Darnell und
Stutte (2001) beschrieben, die bei Zugabe von Nitrat
hohere Nitratkonzentrationen im Gewebe feststellten.
Beziiglich NOPA fanden Haynes und Goh (1987) einen
Anstieg des a-Aminosiure-Stickstoffgehalts bei erhoh-
ter Supplementierung mit Stickstoff.

Tab. 2: Gehalte an Nitrat und NOPA (mg/100 g) in den reifen
Erdbeeren in Abhéngigkeit von der Diingestufe (Tab.
1); Buchstaben kennzeichnen Signifikanzen nach 95

%-Niveau und Tukey-Test.

Diingestufe Nitrat (mg/100 g) NOPA (mg/100 g)
1 7,97 £2,56° 12,22+2,29¢
2 7,80+ 1,86° 13,44 +2,17%¢
3 8,71+£2,07° 14,88 +1,93°
4 9,01 +2,14° 18,40 + 1,93 °
5 12,15 +3,05° 23,37+3,19°
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Abb. 2: Korrelation zwischen den Gehalten an Aminosiuren und Nitrat und der
Dingemenge mit Bestimmtheitsmaf3 der linearen Regression
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AROMAAKTIVE VERBINDUNGEN

An drei Pfliicktagen wurden jeweils S Proben pro Diin-
gervariante gezogen und auf 16 Aromastoffe untersucht
(Abb. 1). Tabelle 3 fasst die Ergebnisse zu den jeweiligen
Gehalten, der Aromakategorie, den Geruchsschwellen-
werten und Aromawerten zusammen. Das Aroma wird
hauptsichlich durch die fruchtigen Noten der Ester
bestimmt, daneben tragen aber auch griine Noten, wie
beispielsweise von Hexanal, zum Aroma bei. Zusitzlich
findet man Eindriicke von buttrig und floral. Der Aro-
mawert berechnet sich wie bereits erwihnt aus dem
Gehalt dividiert durch den Geruchsschwellenwert. Mit
steigendem Aromawert wichst der jeweilige Beitrag zur
Gesamtkomposition. Die grofiten Aromawerte weisen
2,3-Butandion, Ethylbutanoat und Ethyl-hexanoat auf.
Letztere werden auch in der Literatur hdufig mit hohen
Werten genannt, wohingegen 2,3-Butandion nur selten
erwihnt wird (LARSEN und PoLL, 1992; LARSEN et al.,
1992; ScHIEBERLE und HOFMANN, 1997). Ab einem
Aromawert >1 tragt ein Stoff per Definition zum Aroma
bei, in der Praxis kann es aber sinnvoll sein, den Wert auf
10 zu erh6hen, um einen wirklichen, quantitativ bedeut-
samen Einfluss der Komponente auf das Aroma sicher-
zustellen. Aus diesem Grund werden im Folgenden nur
noch Substanzen mit einem Aromawert >10 betrachtet.

DUNGEREINFLUSS

Friichte der verschiedenen Diingestufen wurden aufihre
Aromastoffe untersucht (Tab. 4). Mit Ausnahme von
Ethylacetat und (E)-2-Hexenal nehmen alle Gehalte mit
steigender Diingemenge zu, d. h., dass Diinger Einfluss
auf die Aromastoffproduktion der Pflanze hat. Wie ge-
nau sich Diinger auf die Aromastoffproduktion in Pflan-
zen auswirkt, ist zurzeit wenig bekannt. Da an den meis-
ten Prozessen Enzyme beteiligt sind, die in ihrer Form
als Proteine aus Aminosiuren bestehen, ist die Pflanze
tiir deren Bildung unter anderem auf eine ausreichende
Stickstoffversorgung angewiesen (Stickstoff ist mit 12
% der zweitgrofite Bestandteil des eingesetzten Diin-
gers). An der Proteinbiosynthese sind auch noch andere
Elemente wie Magnesium und Zink beteiligt, Letzteres
beispielsweise an der Bildung von Vorlauferstrukturen
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fur die beteiligte Enzymsysteme. Eine Diingung kénnte
sich hier positiv auswirken (MALONE, 2014; SINGH und
SARAVANAN, 2012). Es erfolgt also eine interne, meta-
bolische Regulation (LAWLOR, 2002). Ein prominentes
Beispiel ist hier die Alkoholacyltransferase (AAT), die
im letzten Schritt der Esterbildung einen Acyl-Rest auf
einen Alkohol tibertragt. Die AAT wird nur im Fruchtge-
webe gebildet, und die Expression erhéht sich wihrend
der Fruchtreife um das bis zu 16-fache (SonG und For-
NEY, 2008). Aulerdem wurde in aromareichen Friichten
eine hohere Aktivitit als in aromaarmen gefunden (FORr-
NEY et al,, 2000). Dieses Enzym ist also entscheidend an
der Aromaentwicklung beteiligt, insbesondere da Ester
die Hauptklasse der Aromastoffe in Erdbeeren darstel-
len. Bei schlechter Stickstoffzufuhr koénnte die Bildung
eingeschrinkt werden, um Ressourcen zur Erhaltung
vegetativer Funktionen zu sparen. Die Folge wire — wie
zu beobachten war — eine reduzierte Aromabildung.

BANGERTH et al. (2012) berichteten, dass neben Enzy-
men ein Mangel an freien Fettsduren als Precursor fur
Aromastoffe ein limitierender Faktor fiir deren Produk-
tion ist. Fettsduren stellen wichtige Ausgangsverbindun-
gen sowohl fiir Carbonyle als auch fiir Ester dar, da sie
2-, 4- und 6-C-Atom-Ketten aus der p-Oxidation liefern
(SonG und FORNEY, 2008). Erdbeeren enthalten ca. 20
% Olséure, ein Drittel Linolsiure und gut 25 % Linolen-
sdure. Damit sind die mehrfach ungesittigten Fettsduren
mit knapp zwei Drittel die vorherrschende Gruppe in
Erdbeeren, gefolgt von einfach ungesittigten mit 25 %,
gesittigte Fettsduren machen lediglich rund 13 % aus
(KAFKAS et al., 2009; BLAKESLEY et al., 1979). Beson-
ders ungesittigte Fettsduren sind an der Bildung aro-
mapotenter Strukturen beteiligt (BELITZ et al., 2008).

Neben Fetten sind Aminosiuren potentielle Vorldufer-
strukturen fiir Aromastoffe. Ihre Bildung hingt direkt
mit der Stickstoffaufnahme zusammen, da das aufge-
nommene Nitrat hauptsichlich in Aminosiuren umge-
wandelt wird. Dafiir werden Kohlenstoffgrundgeriiste
aus der Photosynthese benétigt, die durch N/P/K-Zu-
fuhr stimuliert wird. In diesem Zusammenhang steht
auch, dass in dieser Studie die Pflanzen mit den héheren
Dingungen optisch betrachtet mehr Blattmasse gebildet
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haben und so bessere Voraussetzungen zur Photosynthe-
se hitten (Cao et al., 2015; BRUNETTO et al., 2015, La-
WLOR, 2002). Dadurch kénnten mehr Zucker und damit
mehr Vorlduferstrukturen zur Aminosiuresynthese bzw.
fir die Aromastoffe selbst vorliegen. In der Literatur
wird ebenfalls berichtet, dass sich Phosphor, Kalium,
Zink und Molybdin positiv auf den Gehalt an Extrakt-
stoffen in der Frucht auswirken. WANG et al. (2009)
beschreiben eine mogliche Korrelation zwischen dem
Gehalt an Aromavorstufen und schlussendlich dem der
Aromastoffe am Beispiel von K-Mangel. Eine moderate
Erhohung der K-Zufuhr fiihrte zu einer Erhohung der
Extraktstoffe, 16slicher Zucker und fliichtiger Verbin-
dungen in Tomaten (Cao et al., 2015; AHMAD, 2014;
BaksHI et al,, 2013; L1u et al., 2017; WANG et al., 2009).
Ahnliches wird auch von Liu et al. (2017) fiir die Sup-
plementierung mit Molybdan berichtet.

Wie bereits dargestellt, korreliert der a-Amino-N-Ge-
halt mit der N-Supplementierung durch den Diinger.
Aminosduren liefern nach Desaminierung, Decar-
boxylierung und Folgereaktionen unterschiedliche Aro-
mastoffe bzw. deren Vorstufen wie Aldehyde, Alkohole
und Siuren (PEREZ et al., 2002). Uber die tatsichliche
Aminosiurezusammensetzung in Erdbeeren gibt es un-
terschiedliche Veréffentlichungen. Gemeinsam haben
alle, dass Asparaginsdure, Glutaminsiure bzw. ihre Ami-
de und Alanin die Hauptaminosiuren sind. Interessant
sind vor allem verzweigte Aminosduren, da aus ihnen
verzweigte Aromastoffe, wie Ethyl-2-methyl-butanoat,
gebildet werden kénnen. Experimente, in denen Erd-
beeren mit L Isoleucin supplementiert wurden, weisen
einen siebenfachen Anstieg an 2—Methylbutanoatestern
mit Ethyl-2-methylbutanoat als ihrem Hauptvertreter
auf (BREMER et al., 1996; PEREZ et al., 2002; PEREZ et
al., 1992). Eine hohere Konzentration an Aminosiuren
kénnte somit die Aromabildung verstarken.

Ethylacetat weist fur die hochste Diingevariante einen
Mittelwert auf, der deutlich hoher als die tbrigen ist.
Ethylacetat entsteht héufig als Fehlaroma bei tiberrei-
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fen Friichten (NIKFARDJAM et al.,, 2013). Dies belegen
auch unsere Versuche zu 'Clery’, in denen Erdbeeren aus
dem Freiland nach Reifegrad in hellrot, gemischt und
dunkelrot aufgeteilt wurden. Ethylacetat wies fir die
dunkelrote Fraktion einen mehr als zehnfach erhohten
Wert im Vergleich zur hellroten und gemischten Grup-
pe auf (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise waren die
Erdbeeren der stark gediingten Pflanzen zum Zeitpunkt
der Ernte reifer als andere, da die Reifung durch Diin-
ger verbessert wird. Ahnliches gilt fiir 2-Heptanon, das
sonst als typisches Aroma von Schimmelpilzen bekannt
ist, in Lebensmitteln etwa in Gorgonzola-Kise (BELITZ
et al,, 2008). OJEDA-REAL et al. (2009) fassten aus un-
terschiedlichen Studien zusammen, dass die Festigkeit
der Frucht bei iibermifigem N—-Angebot nachlisst und
sie somit anfilliger fiir mikrobiellen Verderb wird. Die
Festigkeit lasst auch durch erhéhte Zufuhr an Phosphor
nach (VALENTINUZZI et al.,, 2015). Der erste Eindruck
zur Festigkeit der Erdbeeren aus dieser Versuchsreihe
belegt dies im Allgemeinen. Mdglicherweise ist dies die
Erklidrung fir die steigenden Konzentrationen an 2-
Heptanon mit zunehmender N Supplementierung.

Fir Linalool kann eine Einteilung in drei signifikant ver-
schiedene Gruppen beobachtet werden. Linalool nimmt
in Bezug auf die Biosynthese eine gewisse Sonderstel-
lung ein, da es anabol und tiber einen anderen Weg als die
anderen Aromastoffe gebildet wird, die meist gemeinsa-
me Urspriinge haben (BERGER, 2007). 2 Hexenal zeigt
hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gehalten in Abhingigkeit von der Diingestufe. Der
Aromastoft wird vor allem durch Lipoxygenasen gebil-
det, die bei Zellverletzung eine besonders hohe Aktivi-
tit aufweisen (FORNEY et al., 2000). Da die Erdbeeren
fur die Analyse zunichst piiriert wurden, kann 2—Hex-
enal hierbei entstanden sein und mégliche Unterschiede
durch die Diingung iiberdecken.
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Tab. 3: Gemessene Aromen, Median der gemessenen Konzentrationen (pg/l) und Aromawerte; Literaturstellen der
Geruchsschwellenwerte: (1) NIKFARDJAM et al., 2013; (2) LARSEN und PoLL, 1992; (3) Du et al., 2011; (4) SCHIEBERLE

und HOFMANN, 1997; (5) BURDOCK und FENAROLI, 2010; gereiht nach Aromawert

Ret.-Zeit (min)  Abk. Substanz Kategorie Median (ng/l) Geruchsschwellenwert (ug/l) Aromawert
4,90 b 2,3-Butandion Buttrig 3239 3(4) 1080
8,94 f Ethylbutanoat Fruchtig, Ananas 1233 3 411
11,28 m  Ethylhexanoat Fruchtig, Ananas- 558 1(1) 558
Banane
9,65 i Ethylisovalerat Fruchtig, Apfel 28 0,1 (5) 280
9,17 g Hexanal Griin 1767 4(1) 442
10,39 k 2-Heptanon Fermentiert 210 1(1) 210
11,45 n Hexylacetat Fruchtig, Apfel, Bime 321 2(2,95) 160
5,17 c Ethylacetat Fruchtig, etherisch 351 5(1) 70
9,60 h Ethyl-2-methylbutanoat  Fruchtig, Apfel 20 0,3 (3) 67
12,45 p Linalool Floral 605 6(2) 101
7,70 e Methylbutanoat Fruchtig, Apfel 4176 63 (1) 66
10,10 j (E)-2-Hexenal Griin 3941 77 (1) 51
10,53 | Methylhexanoat Fruchtig, ctherartig g5 63 (1) 31
nach Ananas
3,00 a Methylacetat Fruchtig, frisch 3453 1500 (1) 2,3
11,46 o (E)-2-Hexenyl-acetat Fruchtig, frisch 154 210 (3) 0,7
6,45 d Isopropylacetat Fruchtig, sii3, Apfel 38 2000 (5) 0,02

Tab. 4: Mittelwertschétzer der Aromastoffkonzentrationen (pg/100 g) in Abhéngigkeit von der Diingestufe (Tab.
kennzeichnen Signifikanzen nach 95 %-Niveau und Tukey-Test.

1); Buchstaben

Aromastoffe, (1g/100 g)

1

2

Diingestufe
3

4

5

2,3-Butandion
Ethylbutanoat
Ethylhexanoat
Ethylisovalerat
Hexanal
2-Heptanon
Hexylacetat
Ethylacetat
Ethyl-2-methyl-butanoat
Linalool
Methylbutanoat
(E)-2-Hexenal
Methylhexanoat

2293 & 144,1°
114,8 +104,7°
54,0+332°
32+27°
183,6 £76,7°
11,2+£7,9¢
24,1+ 10,7°
22,6+243°
1,3£2,1°
484+16,5°
327,04+ 134,1°
4674+ 188,1°
1413 +62,3°

2912 + 132,07
170,2 +203,3*°
67,1 £41,9%"°
46+51°

197,8 £ 84,2°
153+8,9°
29,7+11,8°
42,1 +62,8*°
2,7+55%°
56,4+ 11,3%°
372,4 +130,2%°
394,7 £ 165,8°
174,0 + 69,3 %"

299,9 +£164,8°
164,0 + 162,3%°
62,4+£29,0°
41+3,6°
187,6 +124,0°
21,1 £15,1%°¢
32,6 +16,6°
394+£529°
2,3+39%°
61,4+143°
3883 + 155,7%°
337,6 +207,4°
169,8 +73.8*°

4073 +181,9%°
237,2 +300,9*°
76,9 +53,9%°
53+50%°
2484+ 131,2%°
30,1 £18,9°
36,0+ 14,1°
38,9+55,6°
4,0+7.4%°
68,9 +14,8%°
4783 +169,7%°
416,3 +£226,4°
205,5 + 86,1 “°

559,0 £252,1°
3532 +2812°
105,3 + 80,2
83+7,6°
313,0 + 188,3°
43,6+24,1°
554+32.2°
1002+ 109,2°
84+11,7°
78,3 +£14,0°
530,3 +170,1°
414,9 £251,0°
221,1£752°
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Abb. 3: Verhiltnis von fruchtigen, griinen und sonstigen Aromawerten in Abhéingigkeit von der
Diingestufe; die einzelnen Aromawerte wurden entsprechend ihrer Kategorie (Tab. 3) addiert.

Das Verhiltnis von fruchtigen, griinen und sonstigen
Aromastoffen verdndert sich analog zu den Einzelver-
bindungen (Abb. 3). Die fruchtigen und sonstigen No-
ten nehmen zu, und die griinen Noten bleiben nahezu
konstant. Damit verschiebt sich der Aromaeindruck
trotz konstanter griner Werte durch die Verdopplung
der Aromawerte fruchtiger Noten in ebendiese Rich-
tung. Zu den grinen Aromawerten muss man allerdings
noch erwihnen, dass hier auch 2—Hexenal mitgewertet
wurde, welches, wie beschrieben, potentiell bei der Pro-
benaufarbeitung oder durch Oxidationen mit Luftsauer-
stoff entstanden ist.

Ein Vergleich der gemessenen Werte mit Literaturwer-
ten gestaltet sich schwierig, da zu viele Variablen die
Konzentrationen beeinflussen. Neben biologischer Vari-
anz und Sorte wirken sich bereits die Analysenmethode
und die Art der Quantifizierung entscheidend auf die
gemessenen Aromastoffkonzentrationen aus. Insgesamt
stehen die Werte jedoch im Einklang mit denen anderer
Studien (LARSEN et al., 1992; Li et al., 2009; SCHIEBER-
LE und HOFMANN, 1997).
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Abb. 4: Hauptkomponentenanalyse mit zwei Hauptkomponenten in Bezug auf die Diingestufe (Tab. 1)

in Abhingigkeit der Aromastoffe

HAUPTKOMPONENTEN- UND
DISKRIMINANZANALYSE

Zur Analyse der Daten wurde eine Hauptkomponen-
tenanalyse (Abb. 4) durchgefiihrt, durch die knapp drei
Viertel der Varianz erklirt werden kénnen. Die Zentroi-
den liegen eindeutig voneinander getrennt, das heifit,
die Hauptkomponentenanalyse bestitigt die bereits
durch Signifikanztests festgestellten Unterschiede zwi-
schen den Diingestufen. Auflerdem liegen die Zentroi-
den nahezu auf einer Geraden zwischen den Achsen der
Hauptkomponenten.

In Richtung dieser Geraden zeigen in der Biplot-Dar-
stellung viele Aromastoffe, beispielsweise die Methy-

lester wie Methylhexanoat und Methylbutanoat sowie
Linalool und 2,3—-Butandion. Das heif3t, diese Aroma-
stoffe sprechen am stirksten auf die Diingung an. Kein
Aromastoft zeigt in entgegengesetzte Richtung, es gibt
also keine gegenldufigen Trends unter den analysierten
Aromastoffen. Im rechten Winkel stehen alle Ethylester,
somit sind sie nicht direkt an der Differenzierung der
Dingearten beteiligt. Die Bildung von Methylestern
wird folglich durch die Diingung mehr beeinflusst als
die von Ethylestern. FORNEY et al. (2000) berichteten,
dass die Konzentration an Methylestern wihrend der
Reifung um das bis zu Siebenfache ansteigt, wohingegen
die Konzentration an Ethylestern nahezu gleichbleibt.
Unter der Annahme, dass die Diingung die Reifung ver-
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Abb. S: Diskriminanzanalyse in Bezug auf die Diingestufe (Tab. 1) in Abhingigkeit der
Aromastoffe; Zahlen kennzeichnen die Diingestufe

bessert, kann damit das Ergebnis der Hauptkomponen-
tenanalyse erklart werden.

Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse werden
durch die Diskriminanzanalyse (Abb. S) bestitigt. Hier
sind die Zentroiden ebenfalls deutlich voneinander ge-
trennt. Zusitzlich sind die Konfidenzellipsen der Diin-
gestufen 1, 2 und 3 von der der hochsten Diingestufe
praktisch vollstindig getrennt. Auf die Auftrennung ha-
ben fast alle Aromastoffe Einfluss. Nur 2—Hexenal zeigt
in eine andere Richtung, allerdings ist dieser Parameter
kritisch zu betrachten, da er, wie bereits erwihnt, bei der
Probenaufarbeitung entstanden sein kann.

EINFLUSS DES PFLUCKTAGS

Alle Friichte wurden als reif, sprich vollstindig rot ohne
iberreife Anzeichen wie matschig oder schimmlig, ge-
pflickt. Gegebenenfalls wurden solche Stellen vor der
Probenaufarbeitung entfernt. Es wurden an drei ver-
schiedenen Tagen (08.06.17, 13.06.17, 19.06.17) jeweils
alle reifen Friichte gepfliickt. Bei acht der 13 untersuch-
ten Aromastoffe sind die Konzentrationen am dritten
Pfliicktag signifikant hoher als bei den ersten beiden
Tagen (Tab. 5). Linalool zeigt am ersten Tag einen signi-
fikant hoheren Gehalt, und Methylacetat hat am dritten
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Pfliicktag niedrigere Werte (Daten nicht gezeigt).
PEREZ et al. (1992) zeigten in ihren Studien, wie stark
sich das Aroma wihrend der Reife verindert. Ethylhe-
xanoat beispielsweise nahm vom 36. zum 41. Tag nach
der Bliite um rund ein Drittel zu, vom 41. Tag zum 46.
Tag nochmal um mebhr als Dreifache.

Méoglicherweise konnte eine lingere Verweilzeit der
Frucht am Strauch also zu einem ausgeprigteren Aroma
fithren, wobei zu beachten ist, dass die Ausbildung der
Bliiten bei Erdbeeren zeitversetzt erfolgt. Wie bereits er-
wihnt spielt die Nihrstoffversorgung der Friichte eine
wichtige Rolle bei der Aromabildung. Die ersten Friich-
te reifen zwar vermutlich aufgrund der Apikaldominanz
der ersten Bliiten bzw. Friichte schneller ab und bekom-
men am Anfang mehr Nihrstoffe zur Verfiigung, aller-
dings miissen auch die bereits gebildeten, noch unreifen
Friichte versorgt werden. Dazu kommt, dass die Pflanze

KOCH etal.

stindig neue Blatter bildet und somit mehr Stoffe tiber
die Photosynthese zur Verfiigung stehen sollten. Diese
miissen iiber die Zeit an immer weniger Friichte aufge-
teilt werden, sodass die spiter reifenden Friichte ver-
mutlich mehr Nihrstoffe bereitgestellt bekommen und
somit eine bessere Ausgangslage zur Aromastoftproduk-
tion vorfinden (VOLGENANDT, persdnliche Mittelung).

Man darf aber nicht aufler Acht lassen, dass die Entschei-
dung, ob eine Frucht reif ist oder nicht, rein visuell durch
den Farbeindruck und die Festigkeit der Frucht erfolgte
und die Frichte am dritten Pfliicktag moglicherweise
reifer waren als andere. Auflerdem zeigt 'Clery' Erfah-
rungsberichten zufolge generell die Tendenz, zu spite-
ren Pfliickzeitpunkten mehr Aroma zu besitzen, sodass
die gemessenen signifikanten Unterschiede nicht ein-
deutig auf die Diingemenge zuriickzufiihren sind.

Tab. 5: Mittelwerte der Aromastoffgehalte (ug/100 g) in Abhéngigkeit vom Pfliicktag; Buchstaben kennzeichnen Signifikanzen

nach 95 %-Niveau und Tukey-Test

Pflicktag
Aromastoffe, (1g/100 g) 08.06.2017 13.06.2017 19.06.17
2,3-Butandion 356,2 +232,6™° 4145+2298° 292 8 +136,5°
Ethylbutanoat 80,3+ 882 " 137,9 £175,5° 373,8 £261,6°
Ethylhexanoat 44,9 +£20,6° 57,0£309° 114,6 £ 63,6
Ethylisovalerat 1,8+1,6° 34+25" 9,8+6,0°
Hexanal 166,1 +94,0° 190,4 +101,7° 314,9 + 143,7°
2-Heptanon 17,0 +13,8° 19,6 +16,2° 36,2 £22.4°
Hexylacetat 29,0+222° 312+12,3° 46,4 +£235°
Ethylacetat 23,0+£21,6° 26,3+26,7" 93,3 +105,8°
Ethyl-2-methylbutanoat 0,6+13" 2,1+3,7° 8,5+10,4"
Linalool 72,8 15,8 540+15,5° 61,3 +158"°
Methylbutanoat 376,4 +206,6° 465,0 +182,6° 4164+72,5°
(E)-2-Hexenal 419,2 +227,0° 377,6 £224,3° 421,6+177,1°
Methylhexanoat 165,2+91,8° 206,1 +86,4° 175,8+389°
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FAZIT

Hoéhere Diingekonzentrationen férdern die Aromabil-
dung in Erdbeeren der Sorte 'Clery’. Insbesondere die
durch verschiedene Ester bedingte fruchtige Note nimmt
zu, aber auch andere Aromaeindriicke, wie buttrig durch
2,3—Butan—dion und floral durch Linalool, erhchen sich.
Zudem liefert die Pflanze mit hoherer Supplementie-
rung mehr Ertrag und grofere Friichte (Werte nicht ge-
zeigt). Die erhohte Stickstoffzufuhr spiegelt sich auch in
den Friichten wider. Die Nitrat- und a-Amino-N-Werte
steigen analog. Es konnten mehr Enzyme fiir die Aroma-
bildung produziert worden sein, auflerdem steigt durch
den Diinger die Photosyntheseleistung, und die Pflan-
ze kann mehr Vorlauferstrukturen fir die Aromastof-
te produzieren. In Folgeexperimenten kénnten neben
moderater Diingung auch Uberdiingungsexperimente
durchgefiithrt werden, um die optimale Diingemenge
fir die Aromastoftproduktion feststellen zu kénnen. In
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