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Fluorimetrische Pigmentanalyse im Obst
Einflussfaktoren auf das Fluoreszenzsignal

In der gartenbaulichen Forschung gewin-
nen Verfahren für eine zerstörungsfreie

Produktüberwachung im Hinblick auf ein
verbessertes Prozessmanagement in der Pra-
xis zunehmend an Bedeutung. Optische Me-
thoden wie die Reflexionsspektroskopie ha-
ben sich in den letzten Jahren als geeignete
Methoden für die Bewertung quantitativer
Veränderungen von Inhaltsstoffen einzelner
Obst oder Gemüseprodukte während der
Entwicklung in der Produktion und in Nach-
ernteprozessen erwiesen [1]. Da sie eine
schnelle und zerstörungsfreie Messung der
Früchte ermöglichen, werden diese Metho-
den bereits in mobilen Systemen und Sor-
tieranlagen zur Messung an den Pflanzen
und in der Aufbereitung eingesetzt. 

Die fluorimetrische Bestimmung zeichnet
sich im Vergleich zu der fotometrischen Be-
stimmung von Absorptions- und Reflexions-
eigenschaften durch eine erhöhte Selekti-
vität aus, da nicht alle organischen und anor-
ganischen Verbindungen die Fähigkeit
besitzen, die absorbierte Lichtenergie durch
Strahlung (Fluoreszenzemission) wieder ab-
zugeben [2]. Zusätzlich hat die Fluoreszenz-
spektroskopie den Vorteil, dass aufgrund der
erhöhten Sensitivität auch sehr geringe Men-
gen an fluoreszierenden Fruchtinhaltsstoffen
erfasst werden. Native Fluorophore sind bei-
spielsweise einige sekundäre Pflanzenstoffe,
die durch klinische Studien belegte er-
nährungsphysiologisch günstige Eigen-

schaften aufweisen. Die stark ausgeprägte
Chlorophyll-Fluoreszenz wird vor allem zur
Bestimmung der fotosynthetischen Aktivität
im Pflanzenbestand eingesetzt.

Die quantitative Bestimmung einzelner, in
geringen Gehalten vorkommender Inhalts-
stoffe auf der Basis der emittierten Fluores-
zenzsignale im Fruchtgewebe ist jedoch er-
schwert durch exogene Einflüsse und inter-
und intramolekulare Wechselwirkungen. In
der vorliegenden Arbeit wurden für die Be-
urteilung von Reabsorptions- und Fluores-
zenzlöschungseffekten Untersuchungen der
Einflussfaktoren in Lösungen und an ge-
schnittenen Früchten durchgeführt. Die 
Fluoreszenzspektren wurden im front-face-
Modus mit Hilfe eines Spektrofluorimeters
(Prototyp, SAFAS S.A., Monaco) bestehend
aus einem Beleuchtungsmodul mit Xenon-
Blitzlampe und Photomultiplier in einem
Wellenlängenbereich von 200 bis 700 nm
gemessen. Mit dem Ziel einer praxistaugli-
chen Korrektur der Daten hinsichtlich der
Einflussfaktoren wurden zusätzlich Reflek-
tionsspektren aufgezeichnet.

Komplexität der Einflussfaktoren

Obst- und Gemüseprodukte enthalten ver-
schiedene autofluoreszierende Moleküle,
wie beispielsweise Pigmente (Chlorophyll),
Vitamine (Riboflavin, Tocopherol), NADPH
oder phenolische Substanzen (Zimtsäurede-

Optische Methoden der Reflexionsspek-
troskopie werden in portablen Geräten und
modernen Sortieranlagen bereits zur Be-
urteilung der Fruchtreife und der Qualität
eingesetzt. Die Fluoreszenzspektroskopie
ermöglicht durch ihre erhöhte Sensitivität
zudem die Bestimmung einzelner
Fruchtinhaltstoffe, die in sehr geringen
Gehalten vorkommen. Die Anwendung in
der Praxis ist bislang noch nicht möglich,
da im Fruchtgewebe auftretende Reab-
sorptions- und Löschungseffekte die qua-
litative und quantitative Auswertung der
Fluoreszenzsignale beeinflussen.
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rivate) [3]. Die Zusammensetzung und der
Gehalt der fluoreszierenden und nicht-
fluoreszierenden Fruchtinhaltsstoffe hängen
sowohl von biotischen und abiotischen Fak-
toren in der Produktion als auch von den Be-
dingungen in den Nachernteprozessen ab
(Bild 1). 

Darüber hinaus kann es durch Wechsel-
wirkung zwischen dem fluoreszierenden
Molekül und weiteren Stoffen im Fruchtge-
webe durch Filtereffekte oder Interaktion
zwischen den Molekülen zu Veränderungen
in der Fluoreszenzanregung und -emission
kommen. Diese Effekte werden als Fluores-
zenzlöschung oder Quenching bezeichnet.
Die zu messende wellenlängenabhängige
Fluoreszenzintensität entspricht in dem Fall
dann nicht dem tatsächlichen Gehalt der
Fluorophore, da die Anwesenheit der Quen-
cher einen intensitätsmindernden Effekt auf
das Fluoreszenzsignal ausübt.

Im einfachsten Fall, wenn nur ein einziger
Inhaltsstoff vorliegt, kann auch die erhöhte
Konzentration eines Fluorophors selbst in
Lösung oder in der Frucht eine konzentra-
tionsbedingte Fluoreszenzlöschung hervor-
rufen. In Vorversuchen wurden die relevan-
ten Fruchtinhaltsstoffe (hier einzelne Phe-
nole) in unterschiedlichen Konzentrationen
in Lösung gemessen. Für die untersuchten
Inhaltsstoffe lagen die in den Früchten vor-
kommenden Gehalte in einem Bereich, in
dem die Intensität der Fluoreszenzemission
linear mit der Konzentration anstieg. Somit
eignet sich die Fluoreszenzspektroskopie in
Hinblick auf die natürlich vorkommenden
Gehalte sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe
auch für die zerstörungsfreie Analyse bei
Obst.

Darüber hinaus ist jedoch bei der Messung
von Fluoreszenzspektren zu beachten, dass
es bei komplexen Systemen wie Früchten zu
den genannten konkurrierenden Filtereffek-
ten der strahlungsabsorbierenden Moleküle
kommen kann. Die Intensität der Fluores-
zenzemission ist proportional zum Anre-
gungslicht. Bei Absorption der eingestrahl-
ten Lichtenergie durch andere Moleküle
wird die Fluoreszenzintensität des unter-
suchten Inhaltsstoffes demnach reduziert.
Des Weiteren kann auch emittierte Strahlung
bereits im Fruchtgewebe reabsorbiert wer-
den, bevor das Signal detektiert wird. 

Der Einfluss von Reabsorptions- und Lö-
schungseffekten tritt beispielsweise während
der Verbräunungsreaktion von geschnitte-
nem Apfelfruchtfleisch auf. Die Fluores-
zenzemissionsspektren wurden am Frucht-
fleisch direkt nach dem Schneiden und im
Verlauf von 60 Minuten gemessen. Bild 2
zeigt eine Intensitätsabnahme der fluoreszie-
renden Inhaltsstoffe im blau-grünen Wellen-
längenbereich (400 bis 550 nm) bedingt
durch die Phenolabnahme. Gleichzeitig

sieht man eine in diesem Bereich abnehmen-
de Reflexion durch die Absorption der neu-
gebildeten braun gefärbten Polyphenole.
Diese reabsorbieren die Fluoreszenzemissi-
on der ernährungsphysiologisch interessan-
ten Phenole. Bildet man das Verhältnis 
zwischen der Fluoreszenz und der Reflexi-
on, ergibt sich näherungsweise die tatsächli-
che Fluoreszenzemission. Diese zeigt nur 
eine verringerte Abnahme der Phenole im
Vergleich zur scheinbaren Fluoreszenzinten-
sität. 

Im roten Wellenlängenbereich (um 680
nm) zeigt das Chlorophyll eine Fluoreszenz-
emission. Diese nimmt nach dem Schneiden
bedingt durch oxidative Reaktionen ab.
Nach der Korrektur mit der Reflexion wird
deutlich, dass die tatsächliche Abnahme des
Chlorophyllgehalts unterschätzt wird. Ursa-
che dafür ist die Absorption der neugebilde-
ten Polyphenole, die um das Anregungslicht
mit den Chlorophyllen konkurrieren. Die
scheinbare Fluoreszenzemission ist somit
proportional verringert. Eine Unterschei-
dung beider Phänomene mit Hilfe von zu-
sätzlich gemessenen Fruchtreflexionsspek-
tren ist durch die relative Betrachtung der
Fluoreszenzemission bezogen auf die Gewe-
bereflexionswerte somit möglich.

Die bei der Verbräunung beschleunigt
messbaren Effekte treten grundsätzlich auch
in den komplex zusammengesetzten Früch-
ten auf und erschweren die Analyse des
scheinbaren Fluoreszenzsignals.

Ausblick

Die Bestimmung von sekundären, er-
nährungsphysiologisch wertvollen Inhalts-
stoffen in Gartenbauprodukten mit der zer-
störungsfreien Fluoreszenzanalyse ist durch
die Komplexität der Fruchtmatrix erschwert,
obwohl die Gehalte im Sensitivitätsbereich
der Methode liegen. Mit parallel aufgezeich-
neten Reflexionsspektren so wie alternativ
multivariaten numerischen Auswertungsmo-
dellen könnte es zukünftig jedoch möglich
sein, die Reabsorptions- und Löschungsef-
fekte in der qualitativen und quantitativen
Auswertung der Fluoreszenzsignale zu
berücksichtigen. Die Fluoreszenzspektro-
skopie könnte somit im Hinblick auf einen
höheren Gesundheitswert zur Prozessopti-
mierung von Obst und Gemüse eingesetzt
werden.
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Bild 2: Fruchtspektren der Fluoreszenzemission, der diffusen Reflexion und der relativen Fluoreszenz-
emission gemessen am Fruchtgewebe direkt nach dem Schneiden des Apfels (0 Minuten) und 60
Minuten später

Fig. 2: Fruit fluorescence spectra, diffuse reflectance spectra, and relative fluorescence spectra
measured on the fruit tissue, directly after cutting the apple (0 minutes) and 60 minutes later 


