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Einleitung 1

1 Einleitung

Krauter- und Friichtetees besitzen im Volksmund ein positives Image als gesunde Getranke. Grund
dafir ist der hohe Gehalt an polyphenolischen Inhaltsstoffen, da diesen unter anderem die
Eigenschaft zugeschrieben wird, freie Radikale abzufangen und somit dem oxidativen Stress im
menschlichen Korper entgegenzuwirken, woraus wiederum eine protektive Wirkung im Hinblick auf
degenerative Erkrankungen resultiert. In den vergangenen Jahren konnte ein starker Anstieg des
Interesses an solchen Verbindungen und Lebensmitteln, die diese enthalten, beobachtet werden.
Mehr und mehr wird auf den Verpackungen von Lebensmitteln auf gesundheitlich positive
Wirkungen mit Aussagen wie ,schiitzt den Kérper von innen” oder ,enthédlt Antioxidantien, die die
Abwehrkrafte des Korpers starken” geworben. Nach der Health-Claim-Verordnung ist eine solche
Werbung mit gesundheitlichen Wirkungen nur erlaubt, wenn diese Aussage ,wissenschaftlich
abgesichert ist“ und diese in einer Positivliste der EFSA (Europdische Behorde fur Lebensmittel-
sicherheit) aufgefihrt ist. Nur etwa 220 Health-Claims schafften es bisher auf diese Liste erlaubter
gesundheitsbezogener Angaben. Seitens der Hersteller ist es besonders wichtig, mogliche
gesundheitliche Effekte auf dem Produkt auszuweisen, um somit der Wettbewerbsfihigkeit stand zu
halten. Aufgrund der Komplexitdt der verwendeten Pflanzenteile in Krauter- und Friichtetees stellt
diese Regelung in diesem Bereich eine grofle Herausforderung dar. In diesem Zusammenhang wird
unter anderem die Forschung auf diesem Gebiet weitestgehend mit einbezogen, um der
Rechtsgrundlage gerecht zu werden und gesundheitsbezogene Aussagen wissenschaftlich zu
bestatigen. Bislang gibt es nur wenige Daten (iber Konzentration und Bioverfligbarkeit von

Inhaltsstoffen aus Krauter- und Friichtetees und deren gesundheitliche Wirkungen.
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2 Theoretische Grundlagen und Kenntnisstand

2.1 Allgemeines iiber Krautertees

2.1.1 Definition

Krauter- und Friichtetees werden zwar im Sprachgebrauch als ,Tee” bezeichnet, sind aber laut
Definition sogenannte ,teedhnliche Erzeugnisse”. Unter teedhnlichen Erzeugnissen versteht man
aromatische Getranke, die aus getrockneten Pflanzenteilen, z.B. Blattern (wie Orangen- oder
Pfefferminzblattern), Friichten (wie Apfeln oder Hagebutten) oder auch Bliiten (wie Lindenbliiten
oder Kamillenbliiten) hergestellt und mit kochendem Wasser aufgegossen werden.

Im Handel sind sowohl klassische Erzeugnisse aus einer einzigen Pflanzenart, wie z.B. Pfefferminztee
oder Hagebuttentee, als auch Mischungen von verschiedenen Krautern zu finden. Darliber hinaus ist
eine Vielzahl an Mischungen erhiltlich, die mit Aromen oder mit Vitaminen angereichert sind.

Im Volksmund besitzen Krauter- und Friichtetees ein positives Image als gesunde Getranke. Diese
Einschatzung ist jedoch meist nicht durch wissenschaftliche Untersuchungen belegt, sondern beruht
vor allem auf empirischen Daten zum Zusammenhang zwischen Lebensmittelverzehr und
gesundheitlichen Faktoren.

Aufgrund ihrer wohltuenden Wirkung sind Krduter- und Friichteteemischungen oftmals auch in
Arzneimitteltees zu finden. Die meisten Arzneitees sind sogenannte , freiverkdufliche Arzneimittel”
und dirfen dber den Lebensmitteleinzelhandel verkauft werden, einige wenige sind
apothekenpflichtig (WIRTSCHAFTSVEREINIGUNG KRAUTER- UND FRUCHTETEE E.V., 2010).

Man unterscheidet zwei Produktgruppen:
1. Krauter- und Friichtetees, die als Lebensmittel im Rahmen der Erndhrung genossen
werden.
2. Arzneitees, die unter das Arzneimittelgesetz fallen und auf den Verpackungen eine

entsprechende Kennzeichnung sowie Wirkung und Gegenanzeigen aufweisen mussen.

Neuere Produkte mit Phantasienamen wie ,Oase der Ruhe”, ,Oase der Energie“ oder ,Oase der
Entspannung” liefern eine groRe Vielfalt an verschiedenen Krdutertees, die viele verschiedene
Inhaltsstoffe enthalten. Auch die innerhalb dieser Arbeit behandelten Holunderbliten,
Silberlindenbliiten sowie Hopfendolden finden in vielen Tees dieser Art Verwendung. Beispielsweise
wird bei der Bezeichnung des Tees ,Oase der Entspannung” auf die beruhigende Wirkung des

Hopfens angespielt.
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2.1.2 Historisches

Als Ursprungsland des Krautertees gilt China. Die ersten Aufzeichnungen wurden um ca. 3000 v. Chr
aus dem Krduterbuch des chinesischen Kaisers Sheng-Nung tiberliefert. In Agypten entstand um etwa
1550 v.Chr. das Papyrus Ebers, das bereits iber 700 verschiedene Rezepturen fiir die Zubereitung
von Krauter- und Friichtetees enthielt. In den Klostern des Mittelalters erlangten Krduter- und
Frichtetees unter anderem auch in Deutschland eine groRe Bedeutung (WIRTSCHAFTSVEREINIGUNG
KRAUTER- UND FRUCHTETEE E.V., 2010).

2.1.3 Wirtschaftliche Bedeutung

Vielseitige Krauter- und Friichtetees erfreuen sich einer groflen Beliebtheit bei der deutschen
Bevolkerung. 2010 erlangten Krauter- und Frichtetee-Mischungen mit 17.120 verkauften Tonnen
und einem Absatz-Plus von 5,6 % die besten Verkaufszahlen der letzten 5 Jahre in der
Bundesrepublik, wie die aktuellen Marktdaten der Wirtschaftsvereinigung Krauter- und Friichtetee
e.V. (WKF) belegen. Monosorten wie Pfefferminze, Kamille, Fenchel und Rotbusch blieben mit 20.266
Tonnen (2009: 20.409 Tonnen) das beliebteste Segment. Das Verhéltnis der Monosorten zu den
Krduter- und Frichtetee-Mischungen betragt 54,2 % versus 45,8 % (WIRTSCHAFTSVEREINIGUNG
KRAUTER- UND FRUCHTETEE E.V., 2010).

2.2 Sekundare Pflanzenstoffe

2.3 Polyphenole

2.3.1 Klassifizierung

Polyphenole sind in Pflanzen weit verbreitete Inhaltsstoffe, die zu den sekundaren Pflanzenstoffen
gezdhlt werden, da sie nicht im Primarstoffwechsel, sondern im Sekundarstoffwechsel der Pflanze
synthetisiert werden. Die gebildeten Produkte sind weder an den Biosynthesen beteiligt noch fiir das
Uberleben der Zellen bzw. der Pflanze notwendig. Die spezifischen Funktionen der Polyphenole in
Pflanzen sind seit langem ein bedeutender Gegenstand der Forschung. Nach allgemeinem
Kenntnisstand ist bekannt, dass diese Verbindungen von der Pflanze als Lockstoffe (Aroma, Duft und
Farbe), zur Wachstumsregulation und als Abwehrstoffe gegen Umwelteinfliisse, Schadlinge oder
Krankheitserreger synthetisiert werden.

Zahlreiche epidemiologische Studien weisen auf eine negative Korrelation zwischen der
Flavonoidaufnahme und dem Risiko fiir verschiedenste Krankheiten hin. Beispielsweise liegt die Zahl
an koronaren Herz- und Kreislauferkrankungen in Frankreich niedriger als in GrofRbritannien, den USA
oder Deutschland, was auf den hoheren Obst- und Gemiseverzehr sowie den Rotweinkonsum, also
der hoheren Aufnahme an Polyphenolen in Frankreich, zuriickgefiihrt wird. Durch ihre Fahigkeit
reaktive Sauerstoffspezies abfangen zu kdnnen, welche Kettenreaktionen initiieren und an Lipiden,
Proteinen oder DNA Schaden verursachen, kommt es vermehrt zu einem verminderten Risiko von
Arteriosklerose, Krebs, Rheuma oder Diabetes mellitus (BOHM et al., 1998).
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Der Begriff “Polyphenol” wird in der Literatur uneinheitlich verwendet und in A&lteren
Veroffentlichungen meist als Sammelbezeichnung fiir Verbindungen mit mindestens zwei
phenolischen Hydroxyl- oder Phenolethergruppen im Molekiil charakterisiert. CLIFFORD (1999)
limitierten den Begriff auf jene Verbindungen, die mindestens zwei aromatische Ringe besitzen, von
denen jeder mindestens eine Hydroxylgruppe trdgt. Demnach gehdren nach heutiger Definition
Hydroxybenzoesauren und Hydroxyzimtsauren wie beispielsweise Kaffee- oder Cumarsaure zu den
“einfachen Phenolen” (oder auch “Phenolsduren” genannt). Eine Untergruppe der phenolischen
Verbindungen bilden die Flavonoide, welche in der Natur sehr weit verbreitet in vielen Obst- und
Gemiusearten vorkommen. Aufgrund der verschiedenen Oxidationsstufen am heterocyclischen Ring
werden Flavonoide in sechs Hauptgruppen eingeteilt: Flavonole, Flavone, Flavanole, Anthocyanidine,
Flavanone und Isoflavone. Die Flavanole werden weiterhin noch in monomere Flavanole und in die
aus mehreren Flavanol-Einheiten aufgebauten Proanthocyanidine und deren Kondensationsprodukte
unterteilt.

Nach WATZL und RECHKEMMER (2001) tragen Phenolsduren zu etwa einem Drittel zur
Gesamtphenolaufnahme bei, Flavonoide hingegen zu etwa zwei Drittel.

In Abbildung 1 ist eine Ubersicht tiber die Einteilung von Phenolen dargestellt.

(Poly)phenole

I I
[Hydroxybenzoeséuren] [ Flavonoide ] [ Hydroxyzimtsauren ]

Flavonole Flavone Flavanole Anthocyanidine Flavanone Isoflavone

|
]
Proantho- Kondensations-
cyanidine produkte

Abbildung 1: Klassifizierung der (Poly)phenole nach ENGELHARDT (1998)

2.3.1.1 Phenolische Sauren

Phenolische Sduren kdnnen in zwei Klassen unterteilt werden (Abbildung 2):
1. Hydroxybenzoesauren und deren Derivate (Cg-C,-KOrper)

2. Hydroxyzimtsduren und deren Derivate (Cs-C3-KOrper)

Hydroxybenzoesauren kommen in nahezu allen Obst- und Gemisesorten, Gewlirzen und Cerealien
vor, konnten aber auch in Tee nachgewiesen werden. Dort liegen sie vielfach in Form ihrer Ester und/
oder Glykoside vor. Gallussdure ist der wichtigste Vertreter dieser Gruppe und kommt unter
anderem in schwarzem Tee (@ 0,34 % i. Tr.) sowie in griinem Tee (@ 0,09 % i. Tr.) vor (LAPCZYNSKI,
2000). Die Gehalte an Hydroxyzimtsduren sind im Vergleich zu den Hydroxybenzoesauren in Pflanzen
meist héher und in der Natur kommen sie in freier Form nur selten vor. Uberwiegend liegen sie

ebenfalls als Ester und Glykoside vor. Chinasaure, Shikimisdure und Weinsaure sind die wichtigsten
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Sauren, die mit Hydroxyzimtsdauren meist verestert vorliegen. In Lebensmitteln liegt der Gehalt an
Derivaten der Hydroxyzimtsduren oft bei etwa 0,2 % bezogen auf die Trockensubstanz.

Eine Ausnahme ist die 5-Chlorogensaure, der am haufigsten vorkommende Hydroxyzimtsaureester,
bestehend aus Chinasdure und Kaffeesaure. Er ist als einer der Hauptinhaltsstoffe des Kaffees bis zu
8 % darin enthalten. Aber auch in vielen Frichten, Getreide- und Gemisearten konnten hohe
Gehalte nachgewiesen werden (EISENBRAND und SCHREIER, 2006). Die Hydroxyzimtsauren sorgen in
den Schalen der Pflanzen fiir die Stabilitat der Zellwdnde und befinden sich daher vermehrt in den
dulReren Schichten. Wie auch MANACH et al. (2005) und FRANZKE (1996) erlduterten, fihrt
beispielsweise das Schalen oder Zerkleinern von phenolsdurehaltigen Lebensmitteln vor dem Verzehr

zu einer Reduzierung des Sauregehaltes.

R R, R,
Hydroxybenzoesaure
HO COCH p-Hydroxybenzoesaure H
Protocatechusdure OH
Rz Gallussaure OH OH
Vanillinsaure OCH; H
Ry Hydroxyzimtsdure
p-Cumarsdure H H
HO \ Kaffeesdure OH H
COOH .
Ferulasdure OCH; H
R2 Sinapinsdure OCH; OCH;

Abbildung 2: Grundstruktur der Hydroxybenzoesduren (links oben) und der Hydroxyzimtsduren (links unten) sowie einige
Beispiele (rechts)

2.3.1.2 Flavonoide

Bei den Flavonoiden handelt es sich um die grofRte Gruppe der Polyphenole. Alle Verbindungen
haben das typische Cg-Cs-Cs-Grundgeriist gemeinsam (Abbildung 3). Der Name “Flavonoide” leitet
sich aus dem lateinischen “flavus” (gelb) ab. Flavonoide sind Pigmente, die die Farbung vieler Bliiten
und Frichte hervorrufen. Frither dienten Flavonoid-Extrakte zum Farben von Wolle. Die
Grundstruktur besteht aus drei Kohlenstoffringen mit zwei aromatischen (A und B) und einem O-
heterozyklischen Ring (C). Alle Verbindungen der Flavonoide lassen sich strukturell vom Flavan (2-
Phenyl-benzo-dihydropyran) ableiten. Basierend auf dem Oxidationsgrad des C-Ringes kdnnen sie in
sechs verschiedene Untergruppen klassifiziert werden: Flavonole, Flavone, Flavanole,
Anthocyanidine, Flavanone und Isoflavone (EISENBRAND und SCHREIER, 2006).
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Abbildung 3: Flavan-Grundgerist der Flavonoide

2.3.1.2.1 Flavonole

Die Gruppe der Flavonole (Abbildung 4) stellt unter den Flavonoiden die grofRte und verbreiteteste
Gruppe dar. In der Natur liegen diese eher selten als freie Hydroxyverbindungen oder als
Methylether, sondern meist als wasserldsliche Glykoside vor. Sie sind als gelbe Farbstoffe in nahezu
allen Gemise- und Obstsorten zu finden. Hohe Konzentrationen der Aglykone treten in
Blitenblattern, Rinden und Schalen auf, da die Biosynthese dieser phenolischen Verbindungen durch
das Sonnenlicht in den duBeren Regionen der Pflanze stdrker angeregt wird. Flavonole besitzen
zusatzlich zu dem Flavan-Grundgerist zwei bis sechs Hydroxylgruppen, meistens in den Stellungen 2,
5,7, 3 4" oder 5. Bei den Flavonolglykosiden sind die Zuckerreste in der Regel an den Positionen 3, 5
oder 7 verknipft. Wichtige Vertreter sind Kampferol (5,7,4'-Trihydroxyflavonol) und Quercetin
(5,7,3,4'-Tetrahydroxyflavonol) (MANACH et al., 2004).

Ry R, Rs
Kampferol H
Quercetin OH
Myricetin OH OH
Isorhamnetin  OCHj; H
Astragalin H H glc
Rutin OH H rut
Isoquercitrin OH H glc
Hyperosid OH H gal

Abbildung 4: Grundstruktur der Flavonole sowie einige Beispiele der Aglykone und Flavonolglykoside

2.3.1.2.2 Flavanole und Proanthocyanidine
Eine weitere Klasse der Flavonoide stellen die farblosen Flavanole, auch Catechine genannt, dar
(Abbildung 5). In der Natur kommen sie frei oder als Gallussdureester vor. Neben den monomeren
Flavanolen Catechin, Epicatechin, Gallocatechin oder Epigallocatechin sind auch die oligomeren und
polymeren Gerbstoffe, welche auch Proanthocyanidine genannt werden, von besonderer Bedeutung.

Monomere Flavanole sind in Tee, Kakao, Friichten und daraus hergestellten Getrdanken enthalten.
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Die hochsten Konzentrationen konnten in griinem Tee und in Schokolade nachgewiesen werden
(ARTS et al.,, 2000a; ARTS et al., 2000b; MANACH et al.,, 2004; HILAL, 2010). Catechine leisten
aullerdem einen groRBen Beitrag zum bitteren und adstringierenden Geschmack von griinem Tee
(YAMANISHI, 1990).

OH
OH o - -
(+) Catechin H H OH
R, (-) Epicatechin H OH H
(+) Gallocatechin OH H OH

(-) Epigallocatechin  OH OH H

Abbildung 5: Grundstruktur der Flavan-3-ole und einige Beispiele

Proanthocyanidine, die auch als kondensierte Tannine bezeichnet werden, besitzen einen bitteren
Geschmack und sind hauptsachlich in Tee, Kakao, Nissen, Gemisepflanzen, Frichten und daraus
hergestellten Getranken enthalten. Ihr Name leitet sich von ihrer Eigenschaft ab, unter Einwirkung
von Sadure zu den farbigen Anthocyanidinen umgewandelt zu werden (EISENBRAND und SCHREIER,
2006).

Proanthocyanidine werden in Procyanidine und Prodelphinidine unterteilt. Procyanidine bestehen
aus den monomeren Bausteinen (+)-Catechin und (-)-Epicatechin (Abbildung 6). Bei den
Prodelphinidinen liegen zusatzlich die monomeren Einheiten (-)-Gallocatechin und/ oder (-)-
Epigallocatechin im Molekil vor. Die Art der Interflavanverkniipfung ist die Basis zur Differenzierung
der A- und B-Typen der Proanthocyanidine. Wahrend bei den A-Typen neben der interflavanoiden
Bindung (4->8 oder 4->6) noch eine zusatzliche Etherbrickenbindung (7 O = 2) zwischen dem
Kohlenstoffatom 2 des oberen Flavan-3-ols und dem Sauerstoff in Position 7 der Untereinheit
vorhanden ist, sind B-Typen nur durch die interflavanoiden Bindungen (4—>6 oder 4->8) miteinander
verknipft. Die Procyanidine vom Typ B kommen in der Natur haufiger vor als die des A-Typs (GU et
al., 2003).
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OH
\\\‘\\\Qi
- OH

“uy, o

OH

HO

Abbildung 6: Strukturbeispiele verschiedener Procyanidine Dimer des A-Typs (links), Dimer des B-Typs (4—>8 verkniipft)
(mittig), Dimer des B-Typs (46 verknipft) (rechts)

2.3.1.2.3 Anthocyanidine

Anthocyanidine (Polyhydroxyflavyliumsalze) sind natirliche, wasserl6sliche Farbpigmente, die in der
Natur hauptsachlich als 3-O-Glykoside vorkommen. Sie treten vorwiegend in den Farben rot, violett,
blau oder blauschwarz auf. Anthocyane sind fiir die charakteristische Farbe der Friichte von Obst-
und Gemiusearten sowie Blitenbldttern verantwortlich. Daher befinden sich die héchsten Gehalte in
den &uleren Zellschichten der Pflanzen, wie beispielsweise in Heidelbeeren. Im farbigen
Fruchtfleisch kdnnen, wie beispielsweise in Erd- oder Aroniabeeren, ebenfalls hohe Konzentrationen
auftreten. Der wesentliche Unterschied von Anthocyanidinen (Abbildung 7) zu den anderen
Flavonoiden besteht in dem kationischen Sauerstoffatom im Pyran-Ring, der meistens als Gegenion
ein Chloridanion aufweist (MAZZA und MINIATI, 1993). Nach dem heutigen Stand sind bisher ca. 250
Anthocyane bekannt, wovon Cyanidin, Delphinidin und Pelargonidin zu den am haufigsten
vorkommenden Anthocyanidinen zahlen (EISENBRAND und SCHREIER, 2006).

R; R,
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Pelargonidin H H
Malvidin OCH; OCH;
Peonidin OCH; H
Petunidin OH OCH;

Abbildung 7: Grundstruktur der Anthocyanidine und einige Beispiele
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2.3.1.2.4 Flavone
Flavone stellen neben den Flavonolen die zweitgrofSte Gruppe der Flavonoide dar, sind aber in Obst-
und Gemisearten weniger verbreitet. Die hochsten Gehalte wurden in Petersilie, Sellerie und Paprika
beschrieben. Flavone liegen in der Natur meist in glykosidisch gebundener Form vor. Zu den
bekanntesten Flavonen zdhlen Apigenin (5, 7, 4'-Trihydroxyflavon) und Luteolin (5, 7, 3, 4'-
Tetrahydroxyflavon) (Abbildung 8), die in der Pharmaindustrie als Spasmolytikum bzw.
Antihdmorrhagikum eingesetzt werden (MANACH et al., 2004).

R
Apigenin H
Luteolin OH

OH 0]

Abbildung 8: Grundstruktur der zwei bekanntesten Flavone

2.3.1.2.5 Isoflavone
Die Gruppe der Isoflavone stellt eine Sondergruppe dar. Durch Beobachtungen in Tierversuchen
konnten Ostrogene Wirkungsweisen festgestellt werden. Hieraus ergibt sich eine Zuordnung der
Isoflavone zu den Phytodstrogenen. In Kleearten und Sojabohnen treten diese Verbindungen
vermehrt auf. Daidzein und Genistein zdhlen zu den bekanntesten Isoflavonen (MANACH et al.,
2004) (Abbildung 10).

2.3.1.2.6 Flavanone
Flavanone (Abbildung 9) kommen in der Natur eher selten vor. Die héchsten Gehalte sind in
Citrusfriichten zu finden, insbesondere Naringenin (5,7,4-Trihydroxyflavanon) in Grapefruit und
Hesperetin (5,7,3'-Trihydroxy-4‘-methoxyflavanon) in Orangen. Diese sind hauptsachlich in
glykosidisch gebundener Form Bestandteil des Fruchtfleisches und des Perikarps (MANACH et al.,

2004).
Ri

Ry R,
Naringenin H OH
HO ° Hesperetin OH OCH;
Eriodictyol OH OH
OH (6]

Abbildung 9: Grundstruktur der Flavanone und einige Beispiele
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2.3.2 Biosynthese von Polyphenolen

In der Literatur wurde die Biosynthese von polyphenolischen Verbindungen mehrfach beschrieben
(MACHEIX et al., 1990). Die Biosynthese beginnt mit einer Reaktion zwischen den Precursoren
Phosphoenolpyruvat und Erythrose-Phosphat, die aus dem Kohlenhydratstoffwechsel stammen. In
den darauffolgenden Schritten entsteht Shikimisdure. Nach mehreren Zwischenstufen entstehen
daraus die aromatischen Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin. Wahrend ein Teil davon fir den
Proteinaufbau der Pflanze verwendet wird, wird der andere Teil tber die Bildung von Zimtsaure zur
p-Cumarsaure umgesetzt, die  wiederum durch weitere Hydroxylierungs- und
Methylierungsreaktionen zu Kaffeesdure und Ferulasdure umgewandelt werden kann.
Hydroxyzimtsaurederivate konnen auBerdem liber die Bildung von Gallussaure auch direkt aus der
Shikimisdure entstehen. Durch die Reaktion der an Coenzym A gebundenen p-Cumarsdure mit drei
Malonyl-CoA-Einheiten unter katalytischer Einwirkung der Chalkon-Synthase wird die Bildung der
vielfaltigen Flavonoide eingeleitet und es entsteht das 4,2°,4°,6'- Tetrahydrochalkon, welches bereits
das typische C¢-C3-Co-Grundgeriist aufweist. Der Ringschluss zum Flavanon findet nachfolgend durch
die Chalcon-lsomerase statt. Aus diesem Ausgangsprodukt werden auf vielen verschiedenen
Reaktionswegen die unterschiedlichen Flavonoide gebildet. Eine Ubersicht {iber wichtige

Reaktionsschritte der Biosynthese gibt Abbildung 10.
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Abbildung 10: Biosynthese der Polyphenole nach MACHEIX et al. (1990)

2.4 Bioverfiigbarkeit von Polyphenolen

2.4.1 Allgemeines zum Fremdstoffmetabolismus

Hohermolekulare Lebensmittelinhaltsstoffe kdnnen nicht in der zugefiihrten Form vom Organismus
aufgenommen werden, da es sich um schwer wasserlosliche Verbindungen handelt. Aus diesem
Grund unterliegen sie im Korper an verschiedenen Stellen biochemischen Um- und Abbauprozessen.

Unter anderem werden die hochmolekularen Verbindungen durch hydrolytische Spaltung in ihre

monomeren Bausteine zerlegt. Sie erfolgt durch die in den verschiedenen Verdauungssaften des

11
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Magen-Darm-Traktes enthaltenen Enzyme. Im Gastrointestinaltrakt ist neben der hydrolytischen
Spaltung die Konjugation der Hydroxylgruppen mit Glucuronsiure, Sulfat und/oder Glycin der
haufigste Schritt der Metabolisierung von Polyphenolen. Auch in der Dinndarmmukosa und der
Leber konnen die phenolischen Substanzen methyliert, sulfatiert und glucuronidiert werden. Die
metabolisierten Bausteine werden von den Zellen der Diinndarmmukosa absorbiert und gelangen so
in die Blutbahn bzw. das Lymphsystem, von wo aus sie Uber den gesamten Organismus verteilt
werden. Der Fremdstoffmetabolismus findet dabei vor allem in der Leber, aber auch in Darm und
weniger in der Niere statt. Ziel des Metabolismus ist die Verbesserung der Ausscheidung aus dem
Korper. Hauptausscheidungswege sind die renale und bilidre Exkretion. Polare Molekile mit einem
Molekulargewicht < 300-500 D werden zumeist Uber die Niere ausgeschieden, gréBere Substanzen
mit einem Molekulargewicht von >300-500 D und einer polaren Gruppe bevorzugt tber die Galle.
Daher kann es im Dinndarm - teilweise auch erst nach Dekonjugation der Phase-lI-Metaboliten - zu
einer Rickresorption dieser Verbindungen kommen. Dieser sogenannte enterohepatische Kreislauf
vermindert die Wirkung einer Fremdsubstanz, da ein erheblicher Teil der Dosis im Kreislauf gefangen
sein und somit seine Wirkung nicht entfaltet werden kann.

Die zur Metabolisierung wichtigen Konjugationen finden enzymatisch statt und sind von der
Verteilung und Spezifitdt der Enzyme abhangig (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000). Beispielsweise
kann durch Cytochrom-P450 Enzyme eine Methylierung vom Quercetin zum Isorhamnetin
stattfinden (NIELSEN et al., 2002). Auch fiir Kaffeesdure wurde bereits nachgewiesen, dass diese zu
Ferulasdure methyliert wird (MORIDANI et al.,, 2002). MANACH et al. (2004) beobachteten eine
bevorzugte Methylierung des Quercetins an Position 3 des Catechol-Ringes. Hingegen wird die
Glucuronidierung von phenolischen Substanzen vorrangig durch Enzyme der Familie UGT1A
katalysiert, welche im Darm, in der Leber und in den Nieren zu finden sind (OLIVEIRA et al., 2002).
Hochste Aktivitaten dieser Enzyme wurden bislang in der Dinndarmmukosa beschrieben. So wurde
fir Kaffeesdure gezeigt, dass eine Glucuronidierung hauptsachlich in der Dinndarmwand und nicht in
der Leber stattfindet (SPENCER et al., 1999). Je nach Nahrung, Umwelteinflissen und genetischen
Faktoren kdnnen interindividuelle Unterschiede im Glucuronidierungsmuster auftreten (SCALBERT
und WILLIAMSON, 2000). Die Konjugationen mit Sulfaten innerhalb des Metabolismus werden tber
Sulfotransferasen katalysiert, deren Aktivitat in der Leber am hochsten ist.

Durch die hohe Kapazitit der Konjugation konnten unter anderem MANACH et al. (2004)
nachweisen, dass keine freien Polyphenolaglykone (mit Ausnahme der Teecatechine) im Plasma

nachweisbar sind.

2.4.2 Bioverfiigbarkeit von Flavonoiden, insbesondere von Quercetin bzw. Quercetinderivaten

Insbesondere die Bioverfiigbarkeit des Flavonols Quercetin wurde in vergangenen Studien eingehend
untersucht, da Quercetin und seine Glykoside in der Pflanzenwelt weit verbreitet sind. Hinsichtlich
der Bioverfligbarkeit und Metabolisierung von Flavonolen gibt es in der Literatur viele kontroverse
Veroffentlichungen. Bei einer der ersten Studien von vor etwa 35 Jahren, konnten GUGLER et al.
(1975) nach Verabreichung von 4 g Quercetin weder im Blutplasma noch im Urin das intakte Flavonol

oder Konjugate detektieren und schlossen daraus auf eine maximale Absorption von < 1%. Im
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Gegensatz dazu kommt eine spatere Studie von HOLLMAN et al. (1995) zu dem Ergebnis, dass nach
oraler Aufnahme von gediinsteten Zwiebeln, die verschiedene Quercetinglykoside enthalten, bis zu
50 % der applizierten Dosis resorbiert werden kdnnen. Dabei konnten Metabolite wie Quercetin-3-0-
glucuronid, 3-O-Methylquercetin-3-O-glucuronid sowie Quercetin-3-O-sulfat im Serum identifiziert
werden. Lediglich in einer einzigen Studie gelang der Nachweis eines unveranderten Quercetin-3-
glucosids (MULLEN et al., 2004). Einschlagig bekannt ist weiterhin, dass wahrend des Metabolismus
im Korper phenolische Sauren, wie 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure, 3-Methoxy-4-Hydroxy-
phenylessigsdure und 3-Hydroxyphenylessigsaure aus Flavonolen gebildet werden (OLTHOF et al.,
2003). OLTHOF et al. (2003) detektierten einen GroRteil von appliziertem Rutin in Form von
phenolischen Sduren im Urin der Probanden.

BOYLE et al. (2000) stellten bei einer weiteren Humanstudie fest, dass sowohl die langfristige orale
Applikation von Rutin, als auch die Gabe einer Einzeldosis, zu einem Ubergang von Rutinmetaboliten
in das Plasma fiihrten. Dieser fiel jedoch bei beiden Vorgehensweisen sehr gering aus und war mit

keiner Zunahme der antioxidativen Kapazitat assoziiert.

Bei einigen Studien wurde nach etwa 12-24 Stunden ein zweiter Plasmapeak detektiert (MOON et
al., 2000; BOYLE et al., 2000). Dies ist anhand des sogenannten enterohepatischen Kreislaufs zu
erklaren, in welchem die teilweise von der Leber (ber die Galle ausgeschiedenen
Polyphenolmetabolite im Diinndarm partiell reabsorbiert werden, sodass ein erheblicher Teil der
applizierten Dosis im Kreislauf gefangen sein kann.

Die nicht im Dinndarm absorbierten bzw. Gber den enterohepathischen Kreislauf resezernierten
Polyphenole und deren Metabolite gelangen in den Dickdarm, wo sie durch die Mikroflora
verstoffwechselt werden (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000; RECHNER et al.,, 2001). Die dort
befindlichen Enzyme kdnnen eine Vielzahl von Reaktionen wie die Hydrolyse, Dehydroxylierungen,
Demethylierungen, Reduktion von Doppelbindungen, Ringspaltungen sowie Decarboxylierungen
katalysieren.

Ringspaltungen sind abhadngig von der Art des Hydroxylierungsmusters der jeweiligen
Polyphenolstruktur. Flavonole werden zu Phenylessigsduren und Phenylpropionsduren abgebaut,
wohingegen eine Spaltung der Flavan-3-ole zur Bildung von Phenylvalerolactonen und
Phenylpropionsauren fuhrt (MANACH et al., 2004). Die entstehenden Phenolsduren werden dann
absorbiert oder weiter zu kurzkettigen Fettsduren und/oder Kohlendioxid abgebaut. So fanden
WALLE et al. (2001) nach Applikation von radioaktiv markiertem Quercetin zwischen 24 und 81 %
der applizierten Dosis als Kohlendioxid in der Atemluft der Probanden wieder.

Vergangene in-vitro und in-vivo Versuche haben gezeigt, dass die konjugierten Flavonoidaglykone im
Plasma an Albumin gebunden transportiert werden (MANACH et al.,, 2004). Infolge solcher
Komplexierungen ist die Entfaltung moglicher biologischer Effekte fragwiirdig (DANGLES et al., 2001).
BOULTON et al. (1998) konnten nach Durchfiihrung von in-vitro-Versuchen belegen, dass die
Flavonoid-Albumin-Komplexe im Vergleich zu den freien Flavonoiden eine deutlich geringere

Erythrozytengangigkeit aufwiesen.
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Generell kann gesagt werden, dass weniger als 10 % der aufgenommenen Flavonoide und
Phenolcarbonsduren oder ihre Metabolite im Plasma wiedergefunden werden. Deren
Konzentrationen erreichen nur selten 1 umol/L (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000).

Allgemein unterscheidet man zwischen 2 Phasen des Fremdstoffmetabolismus: Zu den Phase-I-
Reaktionen (Funktionalisierung) gehoren beispielsweise Oxidations-, Reduktions-, sowie
hydrolytische Reaktionen. Um einen Uberblick iiber mégliche Phase-l-Metabolite des Quercetins zu

erhalten, gibt Abbildung 11 einige Beispiele dieser Metabolite.
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Abbildung 11: Mégliche Phase-I-Metabolite des Quercetins

Phase-IlI-Reaktionen (Hydrophilisierung) hingegen sind beispielsweise Glucuronsdure- und/oder
Aminosaure-Konjugationen, Sulfatierungen und Acetylierungen, die vorwiegend in der Leber

stattfinden. In Abbildung 12 sind mogliche Phase-llI-Metabolite des Quercetins dargestellt.
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Abbildung 12: Mégliche Phase-ll-Metabolite des Quercetins

2.4.3 Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit von Hydroxyzimtsauren

Im Rahmen bisheriger Studien konnte die Absorption veresterter Hydroxyzimtsauren nicht eindeutig
geklart werden. Nach Applikation von 5-Kaffeoylchinasdure konnte die intakte Verbindung in
geringen Mengen in Plasma und Urin detektiert werden. Da die Wiederfindung jedoch sehr gering
war, schlossen CREMIN et al. (2001) auf eine Metabolisierung unter Spaltung der Esterbindung. So
detektierten AZUMA et al. (2000) im Plasma keine 5-Kaffeoylchinasdure, sondern Kaffeesdure und
deren Konjugate. Aufgrund des in Kaffee enthaltenen hohen Anteils an Hydroxyzimtsiduren,
insbesondere von Kaffeoylchinasduren, wurde deren Bioverfligbarkeit in der Vergangenheit zumeist
anhand der Verabreichung von Kaffee untersucht. So identifizierten MONTEIRO et al. (2007) im
Plasma nach der Gabe von Kaffee ebenfalls Kaffeesdure, aber auch geringe Mengen an
unverdnderter Kaffeoylchinasdure sowie di-Kaffeoylchinasdure. Im Urin hingegen konnten
Dihydrokaffeesdure und Gallussdure als Hauptmetabolite charakterisiert und weiterhin viele
verschiedene Hydrolyseprodukte wie Ferula-, Vanillin-, Kaffee-, Sinapin- und Hydroxybenzoesaure
identifiziert werden. RECHNER et al. (2001) konnten neben den genannten Hydrolyseprodukten auch
Isoferula-, Dihydroferula-, Hippur- und 3-Hydroxyhippursaure nach mehrmaligem Kaffeekonsum im
Urin nachweisen. STALMACH et al. (2009) beschrieben, dass etwa eine halbe Stunde nach
Kaffeegabe Metabolite wie Kaffeesdure- und Ferulasduresulfat im Plasma detektiert werden
konnten. Nach etwa 4 Stunden konnten Dihydroferulasdure, Dihydroferulasduresulfat sowie
Dihydrokaffeesauresulfat identifiziert werden. Viele dieser Metabolite konnten ebenfalls im Plasma
identifiziert werden. OLTHOF et al. (2003) beschreibten weiterhin, dass etwa 50 % der verabreichten

Chlorogensauren zu Hippursdaure metabolisiert werden.
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2.5 Holunder (Sambucus nigra L.)

2.5.1 Botanik

Klasse: Dreifurchenpollen — Zweikeimblattrige (Rosopsida)
Unterklasse: Asterndhnliche (Asteridae)

Ordnung: Kardenartige (Dipsacales)

Familie: Moschuskrautgewachse (Adoxaceae)

Gattung: Holunder (Sambucus)

Art: Schwarzer Holunder

Der Holunder ist ein flachwurzelnder, bis zu 6 m hoher baumartiger Strauch mit unpaarig gefiederten
Blattern, weiBen Bliten und schwarzviolett glanzenden Beeren (Abbildung 13). In fast ganz Europa
und Mittelasien ist der Holunderstrauch heimisch. Die bis zu 15 cm breiten flachschirmférmigen
Trugdolden werden zu Beginn der Blite (Juni-Juli) gesammelt, bei 30°C rasch getrocknet und
schlieRlich von den Bliitenstielen getrennt (gerebelte Droge). Holunderbliiten schmecken schleimig
sUR, spater aber kratzend (EISENBRAND und SCHREIER, 2006).
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Abbildung 13: Sambucus Nigra L. (LINDMANN, 1926)

2.5.2 Inhaltsstoffe und Verwendung

Die Bliten enthalten hauptsachlich das Flavonol-O-glykosid Rutin (ca. 1,5 %), weiterhin Quercetin,
Kaffee-, Chlorogen- und Ferulasidure bzw. deren Glykoside sowie Sambucin als farbgebenden
Inhaltsstoff, daneben auch etherische Ole, Gerb- und Schleimstoffe sowie ein cyanogenes Glycosid
(Sambunigrin) (WHO, 2002).

In der Volksheilkunde ist der Holunder tief verwurzelt. Samtliche Pflanzenteile der in Mitteleuropa
heimischen Holunderart wurden seit jeher traditionell eingesetzt. Heute werden die Bliiten des
Schwarzen Holunders (Sambucus nigra) hauptsachlich in Form von Tee, Sirup und Likdren verzehrt.

Ahnlich den Lindenbliiten werden sie als Erkiltungstee aufgrund ihrer schweisstreibenden und
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blutreinigenden Wirkung angewendet. Weiterhin geben sie Lebensmitteln (wie z.B. in Ausbackteig)
ein besonderes Aroma. Auch bei Schwellungen und Entzindungen werden Aufgilisse der
getrockneten Bliten duBerlich angewandt, wobei zu beachten ist, dass frische Bliten Reizungen auf
der Haut hervorrufen konnen (BOLLI, 2003).

2.6 Silberlinde (Tilia tomentosa)

2.6.1 Botanik

Klasse: Dreifurchenpollen-Zweikeimblattrige (Rosopsida)
Unterklasse: Rosenahnliche (Rosidae)

Ordnung: Malvenartige (Malvales)

Familie: Lindengewachse (Tiliaceae)

Unterfamilie: Lindengewachse (Tilioideae)

Gattung: Linden (Tilia)

Die Silberlinde ist ein bis zu 35 m hoher, groRen Schatten spendender, schnell wachsender und
bodenverbessernder Waldbaum Sidosteuropas, welcher durch den pyramidalen Wuchs und seine
silbrig-grinen Blatter charakterisiert ist.

Die Blatter der Silberlinde sind breit-eiférmig bis rundlich und etwa 5 bis 7 cm grol. Die Basis der
Blattspreite ist zum Stiel hin herzformig oder schrag abgeschnitten. Das junge Blattwerk ist auf
beiden Seiten mit Sternhaaren bedeckt, die mit der Zeit an der Oberseite ausfallen. Somit erhalten
die Blatter die charakteristische silbergrau-griine Farbe (Abbildung 14).

Die 7 bis 8 mm kleinen, lang gestielten, gelblichen und intensiv riechenden Zwitterbliiten stehen zu
finft bis zehnt im Blltenstand. Blitezeit ist zwischen Ende Juni und Anfang Juli. Getrocknete
Silberlindenbliiten schmecken leicht siR, schleimig und angenehm, was von dem Zusammenspiel
adstringierender Gerbstoffe mit Schleimstoffen und Aromastoffen herrihrt (EISENBRAND und
SCHREIER, 2006).
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Abbildung 14: Tilia tomentosa (BORZAN, 2001)

2.6.2 Inhaltsstoffe und Verwendung

Silberlindenbliiten enthalten etwa 1% Flavonoide, fast ausschlieRlich Glykoside der Flavonole
Quercetin und Kampferol, insbesondere Isoquercitrin, Quercitrin, Hyperosid und Rutin sowie
Astragalin (Kdmpferol-3-O-glucosid) und Afzelin (Kdmpferol-3-O-rhamnosid) sowie das Tilirosid, bei
dem es sich um einen p-Cumarsaureester des Afzelins handelt. Weitere Inhaltsstoffe sind mit ca.
10 % Schleimstoffe, 2% Gerbstoffe vom Catechin- und Gallocatechin-Typ, verschiedene
Phenylpropansduren und etwa 0,2% é&therisches Ol, welches aus verschiedenen n-Alkanen,
Phenylpropanen und Monoterpenen besteht.

Die haufigste Darreichungsform in der Volksmedizin ist der Teeaufguss. Aufgrund seiner
krampflosenden, schweiRtreibenden und schleimlésenden Eigenschaften wird er bei Katharren der
Atemwege eingesetzt, wirkt hustenreizstillend und beruhigt Halsschmerzen. Die enthaltenen
Glykoside der Silberlindenbliite besitzen weiterhin eine krampflésende, schmerzstillende und
entziindungshemmende Wirkung. Aus diesem Grund werden sie vorwiegend bei fieberhaften
Erkrankungen, grippalen Infekten und in Erweiterung bei Rheuma, Nierenentziindung und Ischias
eingesetzt. In der Behandlung von Migrane und Magenbeschwerden findet der Tee aullerdem
Anwendung. Silberlindenbliiten werden weiterhin zur Linderung von Unruhezustanden eingesetzt, da
sie im Verdacht stehen, eine beruhigende Wirkung zu besitzen. Auch der Einsatz in
Badekonzentraten basiert auf dieser Wirkung (EISENBRAND und SCHREIER, 2006).
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2.7 Hopfen (Humulus lupulus)

2.7.1 Botanik

Klasse: Dreifurchenpollen-Zweikeimblattrige (Rosopsida)
Unterklasse: Rosendhnliche (Rosidae)

Ordnung: Rosenartige (Rosales)

Familie: Hanfgewachse (Cannabaceae)

Gattung: Hopfen (Humulus)

Der zu den Hanfgewachsen zdhlende Hopfen, eine 6-8 m hohe zweihadusige Schlingpflanze, ist heute
in allen Landern der gemaRigten Zone verbreitet und kultiviert. Hopfen gedeiht im Wesentlichen nur
zwischen dem 35. und 55. Breitengrad der nordlichen und siidlichen Halbkugel, weil hier die nétigen
langen Sommertage die Voraussetzung fir die Bliite erfllen.

Die zapfenahnlichen, gelbgriinen, stark riechenden Fruchtstande der weiblichen Pflanzen tragen
auffallige Deckblatter, die reich an Harz- und Bitterstoff-fihrenden Drisen sind (Abbildung 15). Der
mannliche Hopfen wird allein zur Schaffung neuer Sorten verwendet. Die Vermehrung erfolgt
vegetativ durch Fechser. Zu der bekannten Verwendung beim Bierbrauen werden die ganzen, noch
unreifen Zapfen im August und September geerntet und getrocknet (EISENBRAND und SCHREIER,
2006).

Abbildung 15: Humulus lupulus (www.gewuerzlexikon.de/hopfen.html)

2.7.2 Inhaltsstoffe und Verwendung

Die wichtigsten Bestandteile des Hopfens sind das Hopfendl, das Lupulin (Hopfenmehl) und die
Bitterstoffe. Flavonoide sind in Form von Quercetin und Kampferolglykosiden sowie Catechin und

Proanthocyanidinen nur zu einem geringen Anteil enthalten. In frischem Hopfen liegen vorwiegend
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a-Bittersdauren (Humulon, Cohumulon, Colupulon, Adhumulon) und B-Bittersduren (Lupulon,
Colupulon, Adlupulon) vor. Bei Trocknung, Lagerung und Verarbeitung entsteht durch
Isomerisierung, Oxidation und Polymerisation eine groRe Zahl von Folgeprodukten. (EISENBRAND
und SCHREIER, 2006).

In der Pharmazie wird Hopfen wegen seiner allgemeinen beruhigenden Wirkung und seiner
Bitterstoffe angewendet, z.B. als Hopfentee. Den a- und B-Sauren werden gemeinhin antibakterielle,
antifugale sowie antikarzinogene Eigenschaften zugesprochen. Das in der unldslichen Harzfraktion
enthaltene Polyphenol Xanthohumol wird als potentiell krebschemopraventiv eingestuft
(EISENBRAND und SCHREIER, 2006).

2.8 Ausgewahlte angewandte Testsysteme und Methoden

2.8.1 Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt des Pflanzenmaterials (TEAC-Assay)

Eine aktuelle Literaturrecherche ergibt eine Vielzahl an Methoden, die sich mit der Bestimmung der
antioxidativen Aktivitat befassen. Darunter gibt es verschiedene photometrische, biochemische und
spektroskopische Methoden, die sich grundlegend in ihrer Funktionsweise unterscheiden. Zu den am
haufigsten zur Charakterisierung primarer Antioxidantien verwendeten Methoden gehdren der
DPPH-Assay (Diphenylpicrylhydrazyl), der TEAC-Assay (trolox equivalent antioxidant capacity) und
der ORAC-Assay (Oxygen Radical Absorbing Capacity). Der TEAC-Test ist das am haufigsten
verwendete Testsystem in der Lebensmittelanalytik und wurde auch in dieser Arbeit angewendet.
Die urspriinglich von MILLER et al. (1993) entwickelte Methode basiert auf der Eigenschaft
antioxidativer Substanzen, das Radikal ABTS™ (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsiure))
abzufangen. Nach der in dieser Arbeit angewendeten modifzierten Methode nach RE et al. (1999)
wird ABTS zunachst durch Kaliumpersulfat zu einem Radikalkation oxidiert, welches eine intensiv
blaue Farbe besitzt. Werden der radikalischen Losung antioxidative Substanzen hinzugesetzt,
vermindert sich durch die Reduktion des ABTS*-Radikals die Farbintensitit, welche photometrisch
bei 734 nm gemessen werden kann. Je starker die Losung entfarbt ist, desto hoher ist die
antioxidative Aktivitat der getesteten Probe. Als Bezugssubstanz wird das wasserlosliche,
synthetische Vitamin E-Derivat Trolox® (6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsaure)
eingesetzt, weshalb die Ergebnisse in Trolox-Aquivalenten angegeben werden. Die modifizierte
Methode nach RE et al. (1999) hat den Vorteil, dass sowohl hydrophile als auch lipophile Substanzen

getestet werden kénnen.

2.8.2 Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt des Blutplasmas (ORAC-Assay)

Der ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) Assay ist eine Methode zur Bestimmung der
antioxidativen Kapazitdt in biologischen Proben und ist weitestgehend in der Plasma- und
Urinanalytik etabliert. Das Prinzip beruht auf der Messung eines radikalinduzierten oxidativen
Abbaus einer fluoreszierenden Substanz, in diesem Fall Fluoreszein, welcher durch das

Vorhandensein von Antioxidantien in der Probeldsung durch Neutralisierung verzégert wird. Je mehr
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Antioxidantien die Probelosung also enthélt, desto langsamer und geringer erfolgt der Abbau des
Fluoreszeins.
Der ORAC-Assay wurde nach der Arbeitsvorschrift von DAVALOS et al. (2004) von den

Kooperationspartnern in der Leibniz Universitat Hannover durchgefihrt.

2.8.3 Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes (Folin-Ciocalteu-Test)

Das Prinzip der Folin-Ciocalteu-Methode beruht auf der Reduktion eines aus Wolframat und
Molybdat-lonen mit Phosphorsaure gebildeten Komplexes durch leicht oxidierbare Stoffe (wie
Polyphenole) zu Wolfram- und Molybdanblau. Der entstehende Farbkomplex wird
spektralphotometrisch bei 760 nm vermessen und ist proportional zum Gehalt an oxidierbaren
Stoffen. Als Bezugssubstanz dient in dieser Arbeit Gallussdaure, weshalb die Ergebnisse als
Gallussdure-Aquivalente angegeben werden. Die eingesetzte Arbeitsvorschrift zur Durchfiihrung
entspricht der international genormten Methode nach DIN ISO 14502-1. Es ist zu beachten, dass
neben den Flavonoiden auch andere Verbindungen wie Ascorbinsdure oder Proteine miterfasst
werden, da sie durch ihre Hydroxygruppen das Reagenz ebenfalls reduzieren. Dadurch besteht die

Moglichkeit der Vortdauschung eines hoheren Polyphenolgehaltes.

2.8.4 NMR-Spektroskopie

Zur endgiltigen Strukturaufklarung der isolierten Verbindungen dienen ein- und zweidimensionale
'H- und *C-Spektren. Die Lage der Signale in den Spektren sowie deren Kopplungskonstanten im *H-
Spektrum zwischen Signalen benachbarter Protonen lassen Riickschliisse auf strukturelle Merkmale
zu. Eine eindeutige Zuordnung von Signalen war meist erst anhand zweidimensionaler NMR-Spektren
moglich, die haufig als Konturdiagramm (quadratisch) dargestellt werden. Der Vorteil
mehrdimensionaler Verfahren im Vergleich zu herkémmlichen *H-NMR-Experimenten besteht darin,
dass Kopplungen zwischen den einzelnen Kernen sichtbar gemacht werden kénnen. Es handelt sich
dabei sowohl um indirekte Spin-Spin-Kopplungen (iUber Bindungen) als auch direkte Spin-Spin-
Kopplungen lber den Raum. Somit ergibt sich die Mdoglichkeit, mittels 2D-NMR-Spektroskopie
Informationen (iber die rdumliche Struktur von Molekiilen zu erhalten (RUCKER et al., 2008; HESSE et
al., 1995; www.fiz-chemie.de). Einige Grundlagen verschiedener 2D-Techniken seien an dieser Stelle

aufgefihrt:

2.8.4.1 H,H-COSY-Experiment

Im H,H-COSY-Spektrum (Correlated Spectroscopy) sind auf beiden Achsen die ‘H-chemischen
Verschiebungen aufgetragen, prinzipiell sind also auf beiden Achsen die "H-NMR-Spektren zu sehen.
Ein solches Spektrum enthdlt eine Diagonale. Alle Signale auf der Diagonalen stellen das
eindimensionale 'H-NMR-Spektrum dar. Kreuzsignale treten dann auf, wenn zwei Protonen
miteinander koppeln. Jeweils zwei Diagonal- und zwei Kreuzsignale bilden die Ecken eines Quadrates,
welches wiederum eine H,H-Kopplung darstellt. In long-range COSY-Spektren kénnen Kopplungen bis

zu vier Bindungen aufgezeichnet werden.
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2.8.4.2 HSQC-Experiment

Das HSQC-Experiment (Heteronuclear Single Quantum Coherence) liefert NMR-Spektren, bei denen
auf der x-Achse die 'H-chemische Verschiebung und auf der y-Achse die *C-chemische Verschiebung
miteinander korreliert sind. Anhand der Kreuzsignale kdnnen hier nur direkte Kopplungen bestimmt

werden.

2.8.4.3 HMBC-Experiment

Im Gegensatz zu HSQC-Spektren kénnen in HMBC-Spektren (Heteronuclear Multi Bond Correlation)
Korrelationen tber 2 oder 3 Bindungen hinweg, z.B. zwischen **C- und 'H-Atomen sichtbar gemacht
werden. Das HMBC-Experiment ist eines der empfindlichsten Verfahren fiir Fernkorrelationen. Unter

anderem ist es dadurch moglich, quartare Kohlenstoffe zuzuordnen und Verknipfungen festzulegen.

2.8.4.4 NOESY- und ROESY-Experiment

Der Unterschied des NOESY-Experimentes (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy) im
Vergleich zu den anderen erlduterten 2D-Verfahren (COSY, HSQC, HMBC) besteht darin, dass hier
keine Beziehungen zwischen Kernen, die (iber skalare Spin-Spin-Kopplungen, d.h. Gber Bindungen,
miteinander in Wechselwirkung treten, sichtbar gemacht werden, sondern Wechselwirkungen
zwischen koppelnden Kerndipolen, die direkt Uber den Raum Ubertragen werden. Dieser
Magnetisierungstransfer Gber den Raum erfolgt (iber den Kern-Overhauser-Effekt. So zeigen die
Kreuzsignale die raumliche Nachbarschaft von Kernen an. Vorteilhaft ist die Aufnahme eines NOESY-
Spektrums, wenn Beziehungen zwischen Protonen vermutet werden, die zwar Uber viele Bindungen
voneinander getrennt (keine Signale im COSY-Spektrum), aber sich rdumlich sehr nahe sind.
Insbesondere bei Verbindungen mit Molmassen ber 1000 Da empfiehlt sich die ROESY-Technik
(Rotating frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy), die innerhalb dieser Arbeit bei den

Procyanidinen angewendet wurde.

2.8.5 Saurekatalysierte Degradation (Phloroglucinolyse)

In der Polymeranalytik fungiert die Phloroglucinolyse unter anderem zur Strukturaufklarung von
Proanthocyanidinen. Das Prinzip der Methode beruht auf der sdurekatalysierten Degradation, bei der
die interflavanoiden Bindungen der polymeren Proanthocyanidine gespalten werden. Dabei
entstehen aus den oberen Einheiten positiv geladene Carbokationen, wahrend die terminale Einheit
erhalten bleibt. Die positiv geladenen Carbokationen reagieren mit dem Nukleophil Phloroglucinol zu
entsprechenden Phloroglucinol-Addukten. Durch das Beibehalten der Stereochemie der Flavan-3-ole
ist die Bestimmung der Flavan-3-ol-Verteilung und somit auch der Rickschluss auf die einzelnen
Bausteine des entsprechenden Proanthocyanidins moglich. Dariiber hinaus dient die Methode zur
Bestimmung des Polymerisationsgrades, indem der Quotient aus der Anzahl aller gespaltenen
Aquivalente und der Anzahl der terminalen Flavan-3-ole gebildet wird (KENNEDY und JONES, 2001;
MATTHEWS et al., 1997). Das Prinzip der Methode ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Mechanismus der Phloroglucinolyse am Beispiel des trimeren Procyanidins C1 ((-)-Epicatechin-(4->8)-(-)-
Epicatechin-(4->8)-(-)-Epicatechin) nach KENNEDY und JONES (2001)
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2.9 Praparative Trenntechniken

2.9.1 Countercurrent Chromatography

Bei der Gegenstromverteilungschromatographie (Countercurrent chromatography) handelt es sich
um  eine leistungsfahige, praparative,  verteilungschromatographische  Trenn-  und
Isolierungsmethode, die von ITO et al. (1966) in den sechziger Jahren entwickelt wurde. Sie wird zur
Isolierung von Naturstoffen aus komplexen Pflanzenextrakten eingesetzt. Die Trennung beruht dabei
auf der Verteilung zwischen zwei nicht miteinander mischbaren fliissigen Phasen, wodurch das zu
trennende Stoffgemisch in Fraktionen unterschiedlicher Polaritdt getrennt wird. Der wesentliche
Unterschied zwischen der CCC und einem Scheidetrichter liegt in der Bewegung der beiden Phasen,
da bei der CCC die Phasen nicht ruhen, sondern die eine an der anderen vorbeigefiihrt oder durch sie
hindurch geleitet wird (CONWAY, 1990). Das besondere Merkmal im Vergleich zur klassischen
Chromatographie liegt in der Verwendung zweier flissiger Phasen. Der Verzicht auf eine feste
stationdre Phase (Tragermaterialien) ermdoglicht eine vollstandige Probenriickgewinnung, da keine
irreversiblen Adsorptionen oder oberflaichenkatalysierten Reaktionen auftreten kodnnen. Die
Moglichkeit der Fraktionierung einer grolen Probenmenge und die vielseitige Auswahl an
Losungsmittelsystemen sind weitere Vorteile der CCC. Der Aufbau einer CCC-Anlage ist mit dem einer
HPLC-Anlage vergleichbar. Das Losungsmittel wird Gber die HPLC-Pumpe aus dem VorratsgefaR durch
eine Dosierschleife auf das Trennsystem geférdert. Die Trennung wird mittels Detektor, meistens
Uber UV/Vis-Adsorption (aber auch (iber Fluoreszenz-, Brechungsindex-, Lichtstreu- oder MS-
Detektoren) aufgezeichnet und die eluierenden Substanzen werden mit Hilfe eines

Fraktionssammlers aufgefangen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Aufbau einer CCC-Anlage nach SUTHERLAND (1987)
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Durch einen in Rotation versetzten, geschlossenen Coil, der mit einem Zweiphasensystem gefiillt ist,
kommt es zur Anreicherung der leichten Phase am “Head“-Ende und der schweren Phase am “Tail“-
Ende. Um das Verlassen der leichteren Phase bei einer HSCCC-Trennung aus dem System zu
verhindern, wird von diesem Ende (“Head”) die schwere Phase eingepumpt. So wird die Phase auf
dem Coil gehalten und durch die schwere Phase zum “Tail“-Ende verdrdngt, wo diese eluiert.
Unterschieden werden zwei Arten: “Head-to-Tail“ (die leichte Phase ist die stationdre Phase) und
“Tail-to-Head” (die schwere Phase ist die stationdre Phase) (ITO, 1992 und ITO et al., 2005). Die
Auswahl und die Optimierung eines geeigneten FlieBmittelsystems sind fiir den Erfolg einer HSCCC-
Trennung von entscheidender Bedeutung. Das FlieBmittelsystem sollte Uber ein geeignetes
Phasenmischverhalten (Einstellung der Phasengrenze) und eine geeignete Polaritdt verfiigen. Die
HSCCC-Trennung basiert auf der unterschiedlichen Verteilung der Substanzen in den beiden nicht
miteinander mischbaren Phasen. Fiir diese Verteilung gilt das Nernst'sche Verteilungsgesetz
(CONWAY, 1991):

¢ (obere Phase)

¢ (untere Phase)

mit K = Verteilungskoeffizient, c = Konzentration der Probe.

Fir eine erfolgreiche Trennung sollte der Verteilungskoeffizient K zwischen 0,5 und 1,5 liegen. Bei
kleineren Koeffizienten erfolgt eine schnelle Elution, was eine schlechte und ungeniigende
Auftrennung der Substanzen zur Folge hat. Bei groReren Koeffizienten kommt es zu langen
Trennungen, aus denen eine deutliche Peakverbreiterung resultiert. AuRerdem sollte das FlieBmittel
vorher auf die zeitlich abgeschlossene Phasentrennung getestet werden, da fir optimale
Trennbedingungen Zeiten von 15 bis 30 Sekunden eingehalten werden sollten. Der Wert der
Retention sollte idealerweise Giber 50 % liegen. Die Retention R, lasst sich mit folgender Gleichung
berechnen:

Vs _ (Ve = Vi)
Ve Ve

mit Rs = Retention, V; = Volumen der stationdren Phase,V = Coilvolumen, V,, Volumen der mobilen Phase

2.9.1.1 Spiral-Coil LSRCCC

Die Low-speed countercurrent chromatography (LSRCCC) ist wie die HSCCC ein hydrodynamisches
System und fraktioniert den zu trennenden Analyten ebenfalls durch Rotation und stetes Mischen
und Entmischen zweier nicht miteinander mischbarer Phasen. lhr Aufbau entspricht ebenfalls einer
HPLC-Anlage. Der wesentliche Unterschied zur CCC sind das grofRe Coilvolumen von etwa 5,6 L und
die damit verbundene hohe Probeaufgabemenge von bis zu 40 g sowie eine niedrigere
Rotationsgeschwindigkeit von 0-40 rpm. Aufgrund der groBen Probemenge kdnnen
Minorkomponenten angereichert werden. Durch den Einsatz von Schlauchen mit helical
eingearbeiteter Wandungsform (,,convoluted tubing”) konnte die Trennleistung mit einer besseren

Durchmischung der Phasen erheblich gesteigert werden.
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Die Spiral LSRCCC, auch als Spiral-Coil LSRCCC (Durchflusszentrifuge mit spiralférmig helical
gewundenem Coil) bezeichnet, ist eine weitere Variante der LSRCCC und kann ebenfalls groRRe
Probemengen fraktionieren. Mit dieser neuen Technik kdnnen sehr polare Verbindungen wie
beispielsweise Polyphenole besser aufgetrennt und fraktioniert werden. Aufgrund einer Vielzahl von
Problemen bei der Verwendung polarer FlieBmittelsysteme fiir HSCCC-Trennungen haben ITO et al.
(2003) die Geometrie der helicalen Coil-Dimension verdndert. Das grofite Problem der HSCCC-Anlage
ist die zu stark reduzierte Retention der stationdren Phase aufgrund hoher Viskositdaten und geringen
Grenzflachenspannungen im Multilayercoil. Bei der Spiral-Coil wurden die herkédmmlichen
Multilayercoils durch spezielle Teflonscheiben (Spiral-Disk), in welche spiralférmig gewundene Kanale
als Trennstrecke eingearbeitet sind, ersetzt. Diese Scheiben dienen zur VergroRRerung des Volumens
und sind beliebig libereinander stapelbar. Bei der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Spiral-Coil
LSRCCC sind zehn Spiralen hintereinander zu einem Coilvolumen von 5,6 L geschaltet. Durch die
Verwendung der Multilayercoils, die planar, koaxial und synchron in einer J-Typ-Zentrifuge
angeordnet sind, bleibt das heterogene Kraftfeld erhalten. Die spiralen Windungen fiihren zu einer
deutlichen Zunahme der radialen Krafte, die sich positiv auf die Trennung bei polaren
FlieBmittelsystemen auswirken. Die Radialkrdfte bewirken eine bevorzugte Bewegung der schweren
Phase zum dulleren Spiralende und die leichtere Phase kann einfacher nach innen verdrangt werden.
Durch diese Veranderungen konnte die Retention an stationdrer Phase deutlich verbessert werden
(ITO et al., 2003; KOHLER, 2006). Durch die Kombination des unilateralen FlieBverhaltens von
Archimedischer Schraube und dem Spiral-Effekt ist die Anwendung hoherer FlieBgeschwindigkeiten
im Vergleich zur LSRCCC méglich (80-150 U/min) (KOHLER, 2006). Somit ist die resultierende kiirzere
Trennzeit als weiterer Vorteil zu nennen.

Abbildung 18 zeigt den schematischen Aufbau eines spiralférmigen Coils. Alle Ein- und Auslasse sind
in Serie geschaltet. Durch den Einlass |, wird die mobile schwere Phase in den Coil gepumpt, fliesst
zum Auslass O; und weiter zum Einlass |, bis sie schlieRlich zum Auslass O, gelangt, wo sie aus dem

Coil austritt.
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Abbildung 18: Schematischer Aufbau einer Spiral-Coil-Anlage (links) sowie des spiralférmigen Coils (frontal, rechts) nach
KOHLER (2006) und ITO et al. (2003)
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Je nach Wahl der mobilen Phase (leichte Phase ,U“, schwere Phase ,L“), der Rotationsrichtung (im
Uhrzeigersinn ,H“, gegen Uhrzeigersinn ,T“) und der FlieRrichtung der mobilen Phase (von innen
nach auBen , 1, von aulRen nach innen ,0) sind theoretisch acht Elutionsmodi maoglich, wobei die
vier Elutionsmodi L-I-H, L-I-T, U-O-T und U-O-H als sinnvoll betrachtet werden (KOHLER, 2006).
Waéhrend bei dem L-I-T Modus die schwere Phase die mobile Phase ist, und diese von innen zum Tail
to Head-Ende eluiert, flieRt diese beim L-I-H Modus von innen zum Head to Tail-Ende. Bei den U-O-T
und U-O-H Modi fungiert die leichte Phase als mobile Phase und eluiert von auffen zum Tail to Head
Ende bzw. zum Head to Tail Ende.

Die vier Elutionsmodi L-O-T, L-O-H, U-I-T und U-I-H sind flr die Trennung nicht geeignet, da bei
diesen Modi bevorzugt die stationdre Phase eluiert, was eine schlechte Retention der stationadren

Phase zur Folge hat und somit auch eine schlechte Trennung des Analyten (Ito et al., 2003).

2.10 Zielsetzung

Innerhalb dieser Arbeit sollten die Inhaltsstoffe von Holunder- und Silberlindenbliten sowie
Hopfendolden charakterisiert und quantifiziert werden, weiterhin sollte innerhalb einer
Humanstudie die Bioverfligbarkeit der Komponenten eines Holunderblitenaufgusses bestimmt
werden. Anhand der im cross-over Design durchgefiihrten Humanstudie sollte auferdem die
Bioverfligbarkeit eines praxisiblichen Holunderblitentees mit einer aus Holunderbliiten isolierten
antioxidativen Fraktion verglichen werden, um zu erértern, ob und welchen Einfluss die Matrix eines
solchen Getrankes auf die Bioverfiigbarkeit der antioxidativen Verbindungen hat.

Die hohe antioxidative Kapazitat der in der Volksmedizin vielfach beschriebenen Silberlindenbliiten
wurde innerhalb dieser Arbeit ebenfalls analysiert. In diesem Zusammenhang sollten
Hauptinhaltsstoffe isoliert sowie deren antioxidative Aktivitdten im Einzelnen bestimmt werden, um

den Beitrag zur gesamten antioxidativen Kapazitat der Bliiten absch&tzen zu kénnen.
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Ubersichtsuntersuchungen der untersuchten Kriutertees

3.1.1 Extrahierbare Feststoffe

Der Extraktgehalt dient als Bezugsgrole dem Vergleich von antioxidativen Aktivitdten und
Gesamtphenolgehalten, denn anhand dieses Parameters kann bestimmt werden, welcher
Pflanzenextrakt eine hohe antioxidative Wirksamkeit bzw. eine hohe Menge an Polyphenolen liefert.

In Abbildung 19 sind die Extraktgehalte der drei innerhalb dieser Arbeit untersuchten Pflanzenextrakte
in g/L bezogen auf die Einwaagen von 10 g in einem Liter Wasser bei einer Ziehzeit von 10 Minuten

dargestellt.

Extrahierbare Feststoffe [g/L]

Holunderbliten

Silberlindenbliiten E
pe— |

Abbildung 19: Extrahierbare Feststoffe in g/L bezogen auf 10 g/L

Holunderbliten besitzen mit 3,7 g/L den hochsten Extraktgehalt der drei untersuchten Naturstoffe.
Wie die nachfolgenden Untersuchungen zeigten, enthalten Holunderbliiten einen hohen Anteil an
freiem und glykosidisch gebundenem Zucker, was die hohe Extraktausbeute erklaren konnte. Der
geringe Extraktgehalt der untersuchten Silberlindenbliten kommt durch die stark gelbildenden
Inhaltsstoffe zu Stande, die durch ihr Aufquellen in Wasser vermutlich zu einem verfalschten Ergebnis
flhrten, da die extrahierten Feststoffe aufgrund der starken Gelbildung nicht in das Filtrat Gbergehen

konnten.

3.1.2 Antioxidativitdt und Gesamtphenolgehalt

Abbildung 20 zeigt die antioxidativen Aktivitaiten und Gesamtphenolgehalte der wassrigen und
methanolischen Extrakte, angegeben als Trolox®- bzw. Gallussdure-Aquivalente. Fiir eine bessere

Vergleichbarkeit sind die Gesamtphenolgehalte in g/10 g Einwaage angegeben.
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M Gesamtphenolgehalt in g/10g Einwaage B mmol Trolox/g Einwaage M Gesamtphenolgehalt in g/10g Einwaage B mmol Trolox/g Einwaage
Holunderbliten Holunderbliten
Silberlindenbliten Silberlindenbliten
Hopfenzapfen Hopfenzapfen
< < i
0 0,2 04 0,6 0 0,2 0,4 0,6

Abbildung 20: Antioxidative Aktivitat und Gesamtphenolgehalte der wassrigen (links) und methanolischen Extrakte (rechts)

Wie zu erwarten war, sind sowohl fiir die antioxidativen Aktivitditen als auch fir die
Gesamtphenolgehalte in den methanolischen Extrakten hohere Werte zu finden. Wahrend die Gehalte
im wassrigen Extrakt in etwa denen in einem handelsiiblichen Teeaufguss entsprechen, kann mit Hilfe
des 70 % igen Methanols eine nahezu vollstindige Extraktion der Zielkomponenten erreicht werden,
womit wiederum hdhere antioxidative Kapazititen und Gesamtphenolgehalte zu finden sind
(POKORNY, 2005). So besitzt der waéssrige Silberlindenbliitenextrakt eine vergleichsweise niedrige
antioxidative Wirksamkeit sowie einen geringen Gesamtphenolgehalt, wahrend der methanolische
Extrakt die hochste antioxidative Aktivitat und den hochsten Polyphenolgehalt im Vergleich zu den
Holunderbliiten und Hopfenzapfen aufweist. Ursache dafiir ist die durch die starke Gelbildung
verminderte Extraktion von Phenolen innerhalb des wassrigen Silberlindenbliitenextraktes (siehe auch
Punkt 3.1.1), die zur geringeren antioxidativen Wirksamkeit fiihrt. Neben den Silberlindenbliten
weisen die Holunderbliiten einen hohen Gesamtphenolgehalt und eine erhéhte antioxidative Aktivitat
auf.

Werden die Werte nicht auf die jeweiligen Einwaagen bezogen, sondern auf die extrahierbaren

Feststoffe, so erhalt man eine Aussage Uber die Wirksamkeit der einzelnen Extrakte (Abbildung 21):

B Gesamtphenolgehalt in g/10g TSS B mmol Trolox/g Einwaage TSS

Holunderbllten

Silberlindenbllten

Hopfenzapfen

Abbildung 21: Antioxidative Aktivitdt und Gesamtphenolgehalte der wassrigen Extrakte bezogen auf
extrahierbare Feststoffe (TSS)
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Anhand dieser Darstellung wird abermals deutlich, dass der Silberlindenblitenextrakt ein sehr hohes
Potential an antioxidativ wirksamen Verbindungen besitzt. Dieser liefert wie bereits erwahnt aufgrund
der unzureichenden Extraktion zwar nur sehr wenig Extrakt (14 %), dennoch ist dieser antioxidativ sehr
wirksam. Wie sich in den folgenden Ergebnissen dieser Arbeit zeigt, sind hohe Gehalte an
Phenolcarbonsduren (u.a. Protocatechusdure, Vanillinsdure, Gallussdure) und monomeren sowie
oligomeren Proanthocyanidinen als Ursache dafiir anzusehen.

Hingegen liefern Holunderbliten mit 37 % deutlich mehr Extrakt, haben aber im Vergleich nur einen
geringen Phenolgehalt von 7% und eine geringe antioxidative Aktivitat (0,5 mmol Trolox). Eine
mogliche Ursache kdnnte der hohe Anteil an freiem und glykosidisch gebundenem Zucker sein, der

zwar viel Extrakt liefert, jedoch keinen Beitrag zur antioxidativen Aktivitat leistet.

3.2 Holunderbliiten

3.2.1 Polyphenolprofil

Nach WHO (2002) enthalten Holunderbliten etwa 3 % Flavonoide, darunter Quercetin-3-rutinosid
(Rutin), Quercetin-3-glucosid (Isoquercitrin), Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin), Kimpferol-3-glucosid
(Astragalin) und Quercetin-3-galactosid (Hyperosid). Weiterhin werden Hydroxyzimtsdurederivate wie
Chlorogen-, Ferula-, Kaffee- und Cumarsidure beschrieben. Andere Inhaltsstoffe sind dtherisches Ol,
verschiedene Sterole und das cyanogene Glykosid Sambunigrin.

Abbildung 22 zeigt HPLC-Chromatogramme eines methanolischen Holunderblitenextraktes bei
324 nm zur ldentifizierung der Hydroxyzimtsdurederivate und bei 354 nm zur ldentifizierung der

Flavonoide.
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Abbildung 22: HPLC-DAD-Chromatogramme eines methanolischen Holunderblltenextraktes bei 324 nm (oben) und
354 nm (unten), (Peakzuordnung siehe Tabelle 1)
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3.2.2 Quantitative Bestimmungen
Anhand eines methanolischen Extraktes und eines praxisiiblichen Teeaufgusses wurden die Gehalte
der in Abbildung 22 gezeigten Hauptinhaltsstoffe bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1: Gehalte der Flavonol-O-glykoside und Hydroxyzimtsaurederivate in Holunderbliten in mg/kg bezogen auf die
Trockensubstanz

Peak Verbindung ; Gehalt [mg/kg TS] Gehalt [mg/kg TS]
[m?n] im methanolischen im wassrigen

Extrakt Extrakt

1 3-Kaffeoylchinasaure 12,7 2613 2423

2 5-Kaffeoylchinasaure 16,8 15608 14341

3 4-Kaffeoylchinasaure 17,2 635 297

4 3-Feruloylchinasaure 18,1 362 279

5 5-p-Cumaroylchinasaure 21,9 1134 921

6 Quercetin-3-rutinosid 25,2 20647 16287

7 Quercetin-3-glucosid/galactosid 27,0 2845 1795

8 Kampferol-3-rutinosid 27,8 1308 1237

9 Isorhamnetin-3-rutinosid 28,0 2903 1781

10 Kampferol-3-glucosid/galactosid 29,5 759 512

11 Isorhamnetin-3-glucosid/galactosid 29,8 931 408

12 di-Kaffeoylchinasaure 31,6 13102 8114

Hauptinhaltsstoffe der Holunderbliten sind sowohl die Hydroxyzimtsdurederivate 5-Kaffeoyl-
chinasdure und di-Kaffeoylchinasdure als auch das Flavonol-O-glykosid Quercetin-3-rutinosid. Daneben
sind verschiedene Flavonol-O-glykoside und weitere Hydroxyzimtsaurederivate enthalten. Anhand der
aufgefiihrten Gehalte ist das unterschiedliche Losungsverhalten der Inhaltsstoffe in einem 70 %igen
methanolischen Extrakt und in einem rein wassrigen Extrakt zu erkennen. Methanol 16st eine Vielzahl
der Inhaltsstoffe besser, was auch an der hoheren antioxidativen Aktivitdit des methanolischen

Extraktes zu erkennen war.

3.2.3 Isolierung von Verbindungen aus Holunderbliiten

Um die Identitdt und Struktur der Hauptinhaltsstoffe der Holunderbliten zu bestétigen und deren
antioxidative Kapazitdten zu bestimmen, wurden diese mittels HSCCC fraktioniert, anschlieBRend mit
praparativer HPLC isoliert und schlielRlich mittels NMR-Spektroskopie strukturell aufgeklart. Weiterhin
wurden die antioxidativen Aktivitdten der isolierten Verbindungen mittels TEAC bestimmt.

Fiir die Fraktionierung eines methanolischen Holunderbliitenextraktes mittels HSCCC wurde dieser
zundchst mittels XAD-7 aufgereingt. XAD-7 ist ein schwach polarer Acrylester fiir die
Adsorptionschromatographie, mit dem es moglich ist, phenolische Verbindungen adsorptiv zu binden.
Durch Waschen mit Wasser konnen hydrophile organische Sduren, Salze und Zucker entfernt werden.
Der so aufgereinigte Extrakt wurde nach erfolgreicher Optimierung des FlieBmittelsystems tert-
Butylmethylether/Methanol/Wasser/Butanol (6/1,5/5/3,5; v/v/v/v) zur HSCCC eingesetzt.

Das UV-Chromatogramm, das bei 354 nm aufgenommen wurde, ist in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: HSCCC-Chromatogramm der ,,Hol CCC-1“ eines methanolischen XAD-7-Holunderbliitenextraktes bei 354 nm

Anhand des UV-Chromatogramms konnten einschlieBlich der auf dem Coil retardierten Fraktion acht
Fraktionen eingeteilt werden. In Abbildung 24 sind die MS-Chromatogramme der Fraktionen 1, 7 und

8 dargestellt, aus denen die Hauptverbindungen isoliert wurden.
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Abbildung 24: MS-Chromatogramme der Fraktionen 1, 7 und 8 der HSCCC-Trennung des XAD-7-Holunderbliitenextraktes
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Die Methode der HSCCC konnte erfolgreich zur Isolierung von Hauptinhaltsstoffen aus Holunderbliten
eingesetzt werden. Fir die Isolierung der Reinsubstanzen waren weitere Trennungen mittels
praparativer HPLC notwendig.

Fraktion 1 der HSCCC-Trennung enthielt zu etwa 30 % 5-Kaffeoylchinasdure (5-Chlorogensaure bzw.
5-CQA). Mit einem Gehalt von etwa 15600 mg/kg TS stellte das Hydroxyzimtsdurederivat einen
Hauptinhaltsstoff der Holunderbliten dar. Mittels praparativer HPLC konnte diese anschliefend
erfolgreich isoliert werden. Die Molekilmasse der Chlorogensdure betrug im negativen Modus m/z
353 [M-H]. Mit Hilfe der nach CLIFFORD et. al. (2003) beschriebenen Fragmentierungsmuster zur
Unterscheidung verschiedener Chlorogensiure-lsomere durch MS"™Spektren konnte anhand des
Hauptfragments m/z 191 und des Fragments m/z 179 mit einer geringeren Intensitét,
5-Kaffeoylchinasdure identifiziert werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: MSZ—Spektrum (neg. Modus) und Strukturformel von 5-Kaffeoylchinasdure

Zur weiteren Absicherung wurde die Struktur der Verbindung ebenfalls mittels NMR-Spektroskopie
aufgeklart und die Signale mit Literaturdaten verglichen. Bereits anhand der spezifischen
Fragmentierungsmuster der einzelnen Chlorogensdure-lsomere konnten 3-CQA, 4-CQA und 5-CQA
voneinander unterschieden werden. Bei der Strukturaufklarung mittels NMR kann man diese Isomere
anhand der chemischen Verschiebungen und Kopplungsmuster der Protonen an den Positionen 3,4
und 5 der Chinasdure im 'H-NMR unterscheiden, da der Kaffeesiurerest -je nach Isomer- an den

verschiedenen Positionen gebunden sein kann.
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Abbildung 26: Ausschnitt des 1H—NMR—Spektrums der 5-Kaffeoylchinasdure (600 MHz, CD;0D)

Die Signale des "H-NMR-Spektrums belegen die Struktur der 5-Kaffeoylchinasiure (Abbildung 26) und
stimmen mit den Angaben nach STOLL (2008) tberein.
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Als Hauptpeak in Fraktion 7 der HSCCC-Trennung konnte Quercetin-3-O-rutinosid anhand seines
Fragmentierungsmusters identifiziert werden. Das Molekilion im negativen Modus bei m/z 609 [M-H],
das Fragment m/z 301, das durch die Abspaltung des Zuckerrestes zu Stande kommt und die
spezifischen MS"-Fragmente des Quercetins bei m/z 179 und m/z 271 konnten dem Rutin zugeordnet
werden (siehe Abbildung 27). Wie Tabelle 1 zeigt, stellt Rutin mit etwa 20600 mg/kg TS eine der

mengenmaRig wichtigsten Verbindungen in Holunderbliiten dar.
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Abbildung 27: MSZ-Spektrum (neg. Modus) und Strukturformel von Quercetin-3-O-rutinosid

Zur Absicherung wurde Rutin aus Fraktion 7 der ,,Hol-CCC-1“ Trennung isoliert und anschlieBend 'H-
und *C-NMR-Spektren aufgenommen. Anhand des Vergleichs mit den NMR-Daten aus HILLEBRAND
(2004) konnte eindeutig bestatigt werden, dass es sich bei der vorliegenden Verbindung um das
Flavonol Quercetin handelt, an das an Position C3 eine Rutinose (Rhamnose und Glucose) gebunden ist
(NMR-Daten in 5.4). Anhand des Vergleichs der Retentionszeiten der isolierten Substanz sowie Rutin
als Standardsubstanz konnte ebenfalls bestatigt werden, dass es sich bei der isolierten Substanz um
Rutin handelt.

Ein Hauptpeak in Fraktion 8 (Coil-Fraktion) setzte sich aus der Molekiilmasse m/z 625 [M-H] und dem
Fragmention m/z 315 zusammen (Abbildung 28). Aus der Abspaltung von m/z 309 l3sst sich der
Verlust einer Desoxyhexose (m/z 146) und einer Hexose (m/z 180), jeweils unter Anlagerung eines
Wassermolekiils, ableiten. Aufgrund ihrer Haufigkeit in der Natur handelt es sich vermutlich wieder um
eine Rutinose, die sich aus den Zuckern Rhamnose und Glucose zusammensetzt. AulRerdem befindet
sich im positiven Modus neben dem Pseudomolekiilion m/z 627 [M+H]" und dem durch Verlust der
Zucker entstehenden Fragmention m/z 317 auch ein Fragment mit der Masse m/z 479. Auch hier l4sst
sich aus der Massendifferenz m/z 146 die Abspaltung einer Rhamnose vermuten. Das Fragment m/z
315 steht vermutlich fiir das Flavonol Isorhamnetin. Die Verbindung zeigt auBerdem zwei
Absorptionsmaxima bei 260 und 350 nm.
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Abbildung 28: MSZ-Spektrum (neg. Modus) und Strukturformel von Isorhamnetin-3-O-rutinosid
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Nach der Isolierung konnte anhand des Vergleichs mit den ‘*H-NMR-Daten aus CLARKSON et al. (2005)
und HILLEBRAND (2004) die Struktur des Isorhamnetin-3-rutinosids abgesichert werden.

Anhand der Signale und der jeweiligen Kopplungskonstanten der Wasserstoffatome 2‘ (6 7,85 ppm, d,
J=2,0Hz), 5 (66,90 ppm, d, J = 8,4 Hz) und 6’ (6 7,50 ppm, dd, J = 8,4, 1,9 Hz) des B-Rings konnte
Isorhamnetin als Aglykon der isolierten Verbindung bestatigt werden. Durch die schlechte Auflésung
des "H-NMR Spektrums erwies sich die Bestimmung des Zuckers als schwieriger und nicht alle Signale
der Zucker konnten eindeutig zugeordnet werden. Wahrend die Signale der Protonen H6“‘ (6 0,99
ppm, d, J = 6,2 Hz), H4“/ (6 3,05 ppm, dt, J = 4,7, 9,3 Hz) und H6"b (6 3,71 ppm, dd, J = 10,8, 1,9 Hz)
eindeutig zugeordnet werden konnten, fielen die Signale der Zucker-Protonen H5‘‘, H5*, H3*, H3",
H2“, H6“a und H2’ in ein Multiplett zwischen 3,28-3,60 ppm. Allerdings konnten die anomeren
Protonen der Glucose sowie der Rhamnose zugeordnet werden. Bei einer chemischen Verschiebung
von 4,42 ppm lag das anomere Proton H1’ der Rhamnose als Dublett. Demzufolge handelte es sich
um o-L-Rhamnose. Bei 6 5,41 ppm lag das Dublett des anomeren Protons H1‘ der Hexose. Die
Kopplungskonstante von J = 7,4 Hz wies auf B-D-Glucose hin. Anhand des zuséatzlichen Vergleichs der
BC-NMR-Daten und des Retentionszeitenvergleichs eines zuvor isolierten Standards konnten die
Ergebnisse der 'H-Spektroskopie bestitigt werden. Da bereits CHRISTENSEN et al. (2008)
Isorhamnetin-3-rutinosid als Inhaltsstoff in Holunderbliiten nachgewiesen haben, bestéatigte dies

ebenfalls die erhaltenen Ergebnisse.

Abbildung 56 zeigt die innerhalb des TEAC-Assays bestimmten antioxidativen Aktivitdten der isolierten

Substanzen aus Holunderbliten.

3.2.4 Untersuchungen zur Lagerstabilitat eines Holunderbliitengetranks

Ein von der Firma Plantextrakt rein wassrig hergestelltes Fertiggetrank aus Holunderbliten wurde zu
Beginn, nach 1, 3, 6, 12 und 24 Monaten zur Bestimmung seines Flavonoidgehaltes mittels HPLC
analysiert sowie mittels Folin-Ciocalteu-Test auf seinen Gesamtphenolgehalt geprift.
Folgende Lagerbedingungen wurden dabei eingehalten:

- Lagerung bei Raumtemperatur, ohne Tageslichteinfluss (Lagerung in Dosen)

- Lagerung bei Raumtemperatur, mit Tageslichteinfluss (Lagerung in klaren Glasflaschen)

- Lagerung bei -18°C

- Lagerung bei 7°C

- Lagerung bei 40°C
Abbildung 29 zeigt Diagramme der Gehalte der Hauptinhaltsstoffe zu Beginn, nach 1 Monat sowie
nach 3 Monaten, 6, 12 und 24 Monaten Lagerzeit.
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Abbildung 29: Gehalte der Hauptinhaltsstoffe eines Holunderblitenfertiggetranks wahrend der Lagerung unter
verschiedenen Bedingungen liber 24 Monate

Anhand einiger ausgewahlter Inhaltsstoffe des Fertiggetranks wurde die Veranderung wahrend der
Lagerung beobachtet. Abbildung 29 zeigt die Veranderungen der Gehalte dieser Inhaltsstoffe lber
einen Zeitraum von 24 Monaten. 5-Kaffeoylchinasdure sowie Quercetin-3-rutinosid als Hauptinhalts-
stoffe zeigten nur eine geringe Abnahme ihrer Gehalte. Lediglich wahrend der Lagerung bei einer
erhohten Temperatur von 40°C war eine signifikante Abnahme beider Gehalte zu verzeichnen. Der
Gehalt an 3-Kaffeoylchinasdure hingegen zeigte mit zunehmender Lagerdauer bei 40°C einen
signifikanten Anstieg. Dies konnte fir eine Umwandlung der 5-Kaffeoylchinasdure zur
3-Kaffeoylchinasdure bei einer erhéhten Temperatur sprechen. Der Gehalt des Quercetin-glucosids
bzw. galactosids nahm innerhalb des ersten halben Jahres leicht ab, stieg dann nach einer Lagerdauer
von 12 Monaten wiederum an, wahrend der Rutingehalt wahrend dieser Zeit stetig leicht abnahm.
Moglicherweise kann der Anstieg des Gehaltes des Quercetin-glucosids/galactosids durch einen
partiellen Abbau des Rutins erklart werden. Bei der Lagerung eines Holunderbeerenmuttersaftes von
Hillebrand (2004) wurde ebenfalls beobachtet, dass mit der Abnahme des Rutingehaltes der Gehalt
des Quercetin-glucosids zunahm, was ebenfalls auf einen partiellen Abbau des Rutins hindeutete.

Der starkste Verlust war auch hier bei der Lagerung bei 40°C zu verzeichnen, was wieder die erhdhte

Veranderung der Gehalte bei der Lagerung bei 40°C deutlich machte.
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Die ermittelten Gesamtphenolgehalte aller unterschiedlich gelagerten Fertiggetranke wiesen keine

signifikanten Verdanderungen auf.

3.3 Studie zur Bioverfiigbarkeit von Inhaltsstoffen aus Holunderbliiten

Bislang liegen zur Biokinetik sowie zum Metabolismus, zur Distribution und Elimination von
flavonoidhaltigen Produkten nach peroraler Aufnahme nur wenige Daten vor. Auch existieren bisher
kaum Studien, bei denen ein direkter Vergleich der Bioverfiigbarkeit von Flavonoiden aus einer aktiven
Fraktion (isolierte Flavonoide) und aus einem praxisliblichen Aufguss (Extraktion der Flavonoide aus
der Pflanzenmatrix) erfolgt ist (SAUTER, 2004). Eine aktuelle Literarturrecherche belegte, dass lber
Studien mit Holunderbliten bislang weder in-vitro- noch in-vivo-Ergebnisse veroffentlicht wurden.

Ziel dieser Studie sollte es sein, Metabolite sowie -sofern vorhanden- unveranderte Verbindungen im
Plasma und Urin zu identifizieren und zu quantifizieren, und den Einfluss der beiden verschiedenen
verabreichten Matrices auf die Bioverfligbarkeit zu untersuchen. Zusatzlich wurde die antioxidative
Kapazitdt der flavonoidhaltigen Prifprodukte im Plasma von der Kooperationsstelle in Hannover

erfasst.

3.3.1 Isolierung einer bioaktiven Fraktion zur Verabreichung an Probanden innerhalb der
Humanstudie

Zur Isolierung einer antioxidativen Fraktion aus Holunderbliiten wurde ein 70 %iger methanolischer

Extrakt hergestellt, mit Hexan zur Abtrennung unerwinschter lipophiler Substanzen ausgeschittelt

und anschlieRend gefriergetrocknet.

Fir die Isolierung wurde die Trennung mittels HSCCC (high speed countercurrent chromatography)
ausgewahlt. Die HSCCC hat nicht nur die Vorteile einer schonenden und kostengiinstigen
Trennmethode, sondern bietet weiterhin eine hohe Probenbelastbarkeit, wobei durch die fehlende
feste stationare Phase nahezu 100 % der Probe zuriickgewonnen werden kénnen. Auch hier erfolgte
die Entwicklung und Optimierung eines geeigneten FlieBRmittelsystems gemall den Erlauterungen in
2.9.1.
Nach Testung verschiedener FlieBmittelsysteme erwiesen sich folgende Systeme mit den angegebenen
Verteilungskoeffizienten K als geeignet:

1. Ethylacetat/Butanol/Wasser (4,2/0,8/5; v/v/v) mit K =0,91

2. tert.-Butylmethylether/Butanol/Acetonitril/Wasser (4/2/3/10; v/v/v/v) mit K = 0,90
Abbildung 30 zeigt das HSCCC-Chromatogramm (,,Hol CCC-2“) der Trennung eines methanolischen
Holunderblitenextraktes mit dem FlieRmittel Ethylacetat/Butanol/Wasser (4,2/0,8/5; v/v/v) im Modus
,head to tail” (schwere Phase = mobile Phase, polare Verbindungen eluieren zu Beginn der Trennung).

Die erhaltenen Fraktionen wurden gefriergetrocknet und anschliefend mittels LC-MS analysiert.



38 Ergebnisse und Diskussion

N
€
c
S
wn
on
D
- |
ke
a
(@] . .
2 + 6 (Coil-Fraktion)
<<
1 3
; ] 2 4 5
» T T >
200 300 Zeit [min]

Abbildung 30: HSCCC-Chromatogramm der ,,Hol CCC-2“ eines methanolischen Holunderbliitenextraktes bei 354 nm zur
Isolierung einer antioxidativen Fraktion

Tabelle 2 zeigt die identifizierten Hauptverbindungen der einzelnen Fraktionen der HSCCC-Trennung
und deren Ausbeuten in mg. Es wurden 1,08 g des gefriergetrockneten Extraktes fiir die Trennung

eingesetzt.
Tabelle 2: Fraktionen und Ausbeuten in [mg] der ,,Hol CCC-2“

Fraktion Identifizierte Verbindungen Ausbeute [mg]
1 3-, 4- und 5-Kaffeoylchinasdure, 720
3-Feruloylchinasaure
2 5-Kaffeoylchinasaure 45
3 Quercetin-3-rutinosid 55
4 Isorhamnetin-3-rutinosid 24
5 Kéampferol-3-rutinosid 18
6 (Coil) Quercetin-3-glc/gal, Isorhamnetin-glc/gal 73

Wie Tabelle 2 zeigt, konnte mit Hilfe des FlieBmittelsystems Ethylacetat/Butanol/Wasser (4,2/0,8/5;
v/v/v) eine gute Trennung der Inhaltsstoffe erzielt werden.

Die aufgefiihrten geringen Ausbeuten in Tabelle 2 zeigen allerdings, dass die durchgefiihrte HSCCC-
Trennung fiir die Isolierung einer einzelnen antioxidativen Fraktion nicht geeignet war. Die Fraktionen
3 bis 6, welche interessante Flavonoide enthielten, besaRen lediglich Ausbeuten zwischen 18 und
73 mg, sodass fir die Isolierung einer einzelnen antioxidativen Fraktion etwa 40 HSCCC-Trennungen
notig gewesen waren, um auf eine ausreichende Verabreichungsmenge fiir alle Probanden zu
kommen. Fraktion 1, die hingegen eine Ausbeute von etwa 700 mg aufwies, beinhaltete ausschlieRlich

Hydroxyzimtsdurederivate. Aus diesem Grund wurde anstelle des zuvor verwendeten head-to-tail
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Modus der tail-to-head Modus eingesetzt, damit die unpolareren Flavonoide vor den polaren
Hydroxyzimtsaurederivaten eluierten. Die leichte FlieBmittelphase wurde als mobile Phase eingesetzt.
Abbildung 31 zeigt ein Chromatogramm einer HSCCC-Trennung (,,Hol CCC-3“) bei 354 nm im Modus
Htail to head” mit dem FlieBmittelsystem Ethylacetat/Butanol/Wasser (4,2/0,8/5; v/v/v).
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Abbildung 31: HSCCC-Chromatogramm der ,,Hol CCC-3“ eines methanolischen Holunderbliitenextraktes bei 354 nm zur
Isolierung einer antioxidativen Fraktion

Es wurden 2 Fraktionen sowie die Coil-Fraktion erhalten, welche gefriergetrocknet und anschlieRend
mittels LC-MS analysiert wurden. Tabelle 3 zeigt die Inhaltsstoffe und Ausbeuten der einzelnen

Fraktionen der HSCCC-Trennung.

Tabelle 3: Fraktionen und Ausbeuten in [mg] der ,,Hol CCC-3“

Fraktion Identifizierte Verbindungen Ausbeute [mg]

1 Quercetin-3-glucosid/galactosid 80
Isorhamnetin-3-glucosid/galactosid
Kampferol-3-glucosid/galactosid
di-Kaffeoylchinasaure
2 Quercetin-3-rutinosid 120

5-Kaffeoylchinasdure

Isorhamnetin-3-rutinosid
Coil 3-, 4- und 5-Kaffeoylchinasaure 730

3-Feruloylchinasaure

Anhand der Tabelle ist zu sehen, dass die Trennung der Inhaltsstoffe wie erwartet nach steigender
Polaritdt der einzelnen Verbindungen erfolgt ist. Wahrend Fraktion 1 unpolarere Verbindungen
enthalt, sind in Fraktion 2 semipolare Verbindungen wie z.B. Rutin enthalten. Auf dem Coil verbleiben
die polaren Hydroxyzimtsdaurederivate, wobei auch bei dieser HSCCC-Trennung diese Fraktion die

grofSte Ausbeute besitzt.
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Dennoch sind die Auswaagen aufgrund der Verteilung der Probe auf nur 3 Fraktionen hoher als bei den
zuvor durchgefiihrten ,head to tail“-Trennungen und eignen sich daher besser zur Isolierung einer
antioxidativen Fraktion im grofRen MaRstab fir die Humanstudie.

Um eine Aussage Uber die antioxidativen Kapazitdten der einzelnen Faktionen treffen zu kdnnen,
wurden diese mittels TEAC-Assay getestet.

Abbildung 32 zeigt eine graphische Darstellung der antioxidativen Kapazitaten der HSCCC-Fraktionen.
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Abbildung 32: Antioxidative Aktivitaten der ,Hol CCC-3“-Fraktionen in [umol Trolox/g Einwaage]

Die Bestimmung der antioxidativen Aktivitat der gefriergetrockneten Fraktionen ergab, dass Fraktion
2, welche als Hauptkomponenten Quercetin-3-rutinosid, 5-Kaffeoylchinasdure sowie Isorhamnetin-3-
rutinosid enthélt, die hochste antioxidative Aktivitdt besitzt. Die Coil-Fraktion besitzt die geringste
antioxidative Kapazitat, wobei zu beachten ist, dass diese Fraktion wiederum die hochste Ausbeute
aller Fraktionen aufweist. Hauptinhaltsstoffe dieser Fraktion sind die Hydroxyzimtsdurederivate 3-, 4-
und 5-Kaffeoylchinasdure. Aufgrund des in der Literatur mehrfach diskutierten positiven
gesundheitlichen Effektes verschiedener Quercetinderivate (Abschnitt 2.4.2) sowie der hdochsten
antioxidativen Kapazitat von Fraktion 2, wurde diese zur Verabreichung innerhalb der Humanstudie in
groRerem Malstab isoliert.

Ausgehend von einem Gehalt an Rutin von etwa 200 mg in einem praxistiblichen Teeaufguss (10 g in
500 mL kochendem Wasser), wurden fir die Humanstudie pro Proband 300 mg der antioxidativ

wirksamen Fraktion 2 isoliert.
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3.3.2 Polyphenolprofil des verabreichten Teeaufgusses sowie der isolierten bioaktiven Fraktion im
Vergleich

Abbildung 33 zeigt zum Vergleich das HPLC-Chromatogramm eines praxisiiblichen Teeaufgusses (10 g
Tee auf 500 mL Wasser) sowie das Chromatogramm eines Aufgusses der isolierten antioxidativen
Fraktion (300 mg isolierte Fraktion auf 500 mL Wasser). Beide Aufgisse wurden innerhalb der

Humanstudie an 12 Probanden im cross-over-Design verabreicht.
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Abbildung 33: HPLC-Chromatogramme des verabreichten Teegetrdnks (oben) und der isolierten antioxidativen Fraktion (unten)
bei 354 nm

Tabelle 4 zeigt die Gehalte der Hauptinhaltsstoffe beider Aufglisse im Vergleich.

Tabelle 4: Gehalte der Hauptinhaltsstoffe des Teeaufgusses sowie der isolierten Fraktion in mg/L

Peak Inhaltsstoff R¢[min] Teeaufguss Isolierte Fraktion

[mg/L] [mg/L]

1 3-Kaffeoylchinasaure 13,5 31,1 0

2 5- Kaffeoylchinasaure 17,1 187,9 51,4

3 4- Kaffeoylchinasaure 18,3 12,2 0

4 3-Feruloylchinasaure 21,9 7,5 7,1

5 Quercetin-3-rutinosid 24,7 207,6 192,3

6 Quercetin-3-glucosid/galactosid 26,5 24,5 0

7 Kéampferol-3-rutinosid 27,2 3,2 1,2

8 Isorhamnetin-3-rutinosid 27,6 21,8 23,8

9 Kampferol-3-glucosid/galactosid 29,1 0,9 0

10  Isorhamnetin-3-glucosid/galactosid 29,4 7,8 0

11 Quercetin-acetyl-glucosid 31,0 13,1 5,9

12 di-Kaffeoylchinasaure 32,2 101,2 0
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3.3.3 Humanstudie zur Bioverfiigharkeit von Polyphenolen aus Holunderbliiten im Blutplasma

3.3.3.1 Studiendesign, Studienablauf und Abnahmezeitpunkte

Die Studie wurde als placebokontrollierte, monozentrische, offene und vergleichende Cross-over-
Studie durchgefiihrt. Sie umfasste drei separate Untersuchungsserien, in denen die verschiedenen
Prifprodukte placebokontrolliert an 12 mannliche Probanden im Alter von 18-40 Jahren verabreicht
wurden. Jede der drei Untersuchungsserien umfasste einen Zeitraum von vier Wochen. Einer
zweiwochigen Depletionsphase folgten drei Untersuchungstage, die von jeweils einwdchigen
Auswaschphasen unterbrochen wurden, um eine gegenseitige Beeinflussung der Priifprodukte
auszuschlielen. Wahrend des gesamten Studienzeitraums mussten die Probanden auf den Konsum
flavonoidhaltiger Lebens- und Genussmittel sowie die Einnahme flavonoidhaltiger Supplemente
verzichten. Wahrend des Untersuchungstages erhielten die Studienteilnehmer eine standardisierte
Kost. Die Verabreichung der Prifprodukte erfolgte im cross-over-Design. Durch Bildung von drei
Untergruppen, die im Wechsel eines der Prifprodukte inklusive Placebo erhielten, wurde
sichergestellt, dass jeder Proband jedes Produkt konsumierte. Blutabnahmen erfolgten vor der
Verabreichung des jeweiligen Prifproduktes sowie 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 5 und 8 Stunden nach dem
Konsum. Die Sammlung des Urins erfolgte vor der jeweiligen Verabreichung sowie nach 2; 4; 6; 8 und

in Form einer Sammelprobe 8-24 Stunden nach Aufnahme der Priifprodukte.

Die Daten zum Plasma- und Urinscreening wurden anhand von 9 Probanden ausgewertet, da 2
Probanden nicht an allen drei Studienterminen teilnahmen und die Proben eines weiteren Probanden

zur Entwicklung und Optimierung einer geeigneten Aufarbeitungsmethode eingesetzt wurden.

3.3.3.2 Methodenoptimierung zur Aufarbeitung von Plasmaproben

Die am haufigsten in der Literatur beschriebenen Aufarbeitungsmethoden von Plasma sind einerseits
Direktextraktionen mit verschiedenen Losungsmitteln wie Ethylacetat, Dichlormethan, Aceton oder
Methanol und andererseits Festphasenextraktionen an verschiedenem SPE-Material unter
Verwendung unterschiedlicher Eluenten. Wie bereits in 2.4.1 beschrieben, besitzen Polyphenole wie
Flavonoide eine hohe Affinitdt zum Plasmaprotein Albumin, wodurch Polyphenol-Protein-Komplexe
entstehen, welche die Analytik stéren kénnen. Da Polyphenole in einer solchen komplexierten Form
fir die Analytik mittels LC-ESI-MS" nicht zuginglich sind, muss mit Hilfe einer vorangeschalteten
Aufarbeitung die Protein-Polyphenol-Bindung gespalten werden. In der Analytik werden Sduren wie o-
Phosphorsaure, Salzsdure oder Essigsdure oder organische Losungsmittel wie Methanol oder
Dimethylformamid zur Proteinfallung eingesetzt.

Nach ROURA et al. (2005) ist die Aufarbeitung mittels Festphasenextraktion eine erfolgreiche
Methode zur Identifizierung von Metaboliten in Plasma. Angelehnt an diese Methode, wurde eine
Aufarbeitungsmethode entwickelt, die nach Testung verschiedenster SPE-Materialien (Waters Oasis
MCX-, HLB- und WCX-Kartuschen) und Eluentenmischungen im folgenden Aufarbeitungsschema

endete:
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1000 pL Plasma + 700 pL 0,1 M Phosphatpuffer (pH 3,5)

1 min vortexen

SPE
(Waters Oasis MCX, C,g-Kartuschen, 120 mg Sorbens)

1. Konditionierung 3. Waschschritt
2mLH,0 - 2mL5 % MeOH
2 mL MeOH
2mLH,0 4. Elution

2. Probenaufgabe - 10x 500 puL MeOH

A4

Einengen zur Trockne im Stickstoffstrom

Aufnahmein
70 pL DMF + 70 plL Acetonitril

AV 4

HPLC-ESI-MS"

Abbildung 34: Optimierte Plasmaaufarbeitung mittels Festphasenextraktion an kombiniertem RP-Material

Nachdem anhand von Nichternplasmaproben, denen als interne Standards Quercetinglucuronid und
Gallussaure zugesetzt wurden, in den Vortests gute Wiederfindungsraten von etwa 80-90 % ermittelt
wurden, erwiesen sich die Tests mit authentischen Plasmaproben als problematischer. Die
Chromatogramme zweier identisch aufgearbeiteter Plasmaaliquote wiesen signifikante Unterschiede
in ihrer Zusammensetzung auf, sodass die Chromatogramme der gleichen Plasmaprobe nicht
miteinander verglichen werden konnten. Aufgrund dieser unzureichenden Reproduzierbarkeit der
Methode wurde eine Fehleranalyse aller in der Methode vorkommenden Schritte durchgefiihrt. Dabei
stellte sich heraus, dass im Wascheluat Zielverbindungen nachgewiesen werden konnten, was auf eine
unzureichende Bindung der Zielkomponenten an das SPE-Material hindeutete. Eine weitere Ursache
kénnte eine unzureichende Spaltung der Polyphenol-Protein-Bindung aufgrund eines zu geringen
Volumens an Phosphat-Puffer sein. Allerdings war auch nach weiteren Optimierungsschritten
(Verwendung verschiedener SPE-Materialien, Erhéhung des Volumens des Phosphatpuffers,
Veranderungen der Waschschrittkonditionen u. a.) keine Verbesserung der Reproduzierbarkeit und
Verlasslichkeit der Identifizierung von Metaboliten zu verzeichnen. Ein weiterer Nachteil der
Festphasenextraktion war die zeitaufwendige Durchflihrung, da maximal 6 Plasmaproben
nebeneinander aufgearbeitet werden konnten, was eine Bearbeitung einer solch hohen Probenzahl
nahezu unmaoglich machte.

Aufgrund dessen wurde der Vorteil der weniger zeitaufwendigen Probenaufarbeitung durch eine
Direktextraktion genutzt und die Aufarbeitung dahingehend variiert. Da das Plasma eine hohe
Proteinkonzentration aufweist, die zu Polyphenol-Protein-Bindungen fiihrt, ist eine Aufarbeitung
notwendig, die eine vollstandige Eiweissfallung beinhaltet. Auch wurden in der Vergangenheit
Aufarbeitungsmethoden verwendet, die eine solche Proteinfidllung nicht beinhalteten wie
beispielsweise die Direktextraktion mit Ethylacetat. Ausschlaggebend fiir die Identifizierung von

Metaboliten sowie unveranderten Verbindungen in authentischen Plasmaproben ist eine Spaltung der
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Protein-Polyphenol-Bindung, die durch Saurezusatz erzielt werden kann. In den durchgefiihrten Tests
erwies sich ein Phosphat-EDTA-Puffer mit einem pH-Wert von 3,5 als geeignet und wurde fir alle
nachfolgenden Aufarbeitungen verwendet.

Zur Entwicklung einer Methode mittels Direktextraktion des Plasmas wurden anhand verschiedener
Literaturstellen zwei Varianten getestet:

1. Direktextraktion des Plasmas mit Ethylacetat (LEE et al., 1995)

2. Direktextraktion des Plasmas mit Ethylacetat nach vorangegangener Fallung mit Methanol
(VAN AMELSVOORT et al., 2001), Acetonitril (MULLEN et al., 2004) oder Dimethylformamid
(ZIMMERMANN et al., 2009) bzw. eine Direktextraktion mit einem Losungsmittelgemisch, das
Ethylacetat beinhaltet.

Um die unterschiedlichen Vorgehensweisen zu testen, wurden die Methoden variiert und folgende
Direktextraktion jeweils abgewandelt nach dem Schema in Abbildung 36 durchgefiihrt:

- 2 x Direktextraktion mit Methanol

- 2 x Direktextraktion mit Ethylacetat

- 1 x Direktextraktion mit Acetonitril

1 x Direktextraktion mit Methanol

- 1 x Direktextraktion mit Acetonitril

1 x Direktextraktion mit Ethylacetat

- 1 x Direktextraktion mit Ethylacetat/Methanol (1:1, v/v)
- 1 x Direktextraktion mit Ethylacetat

- 1 x Direktextraktion mit Methanol/Dimethylformamid (1:1, v/v)
- 1 x Direktextraktion mit Ethylacetat

- 2 x Direktextraktion mit Methanol/Ethylacetat (3:2, v/v)
3:1, v/v)
2:3,v/v)
- 2 x Direktextraktion mit Methanol/Ethylacetat (1:3, v/v)

- 2 x Direktextraktion mit Methanol/Ethylacetat

- 2 x Direktextraktion mit Methanol/Ethylacetat

(
(
(
(

Dazu wurde Niichternplasma mit einem Mischstandard aus Holunderbliiteninhaltsstoffen wie
Quercetin-3-rutinosid und  5-Kaffeoylchinasdure bzw. einem moglichen Metabolit wie
Quercetinglucuronid  versetzt, die verschiedenen Aufarbeitungen durchgefiihrt und die
Wiederfindungsraten anhand der Flacheninhalte ermittelt. Im verwendeten Niichternplasma konnte
innerhalb der Vorstudien keine der genannten Referenzsubstanzen nachgewiesen werden. Fir die
Vergleichbarkeit der variierten Methoden wurden alle verwendeten Volumina (z.B. auch zur
Wiederaufnahme des Riickstandes nach dem Einengen zur Trockne) konstant gehalten. Die
Konzentration des Mischstandards bewegte sich dabei im Bereich des zu erwartenden Hochstgehaltes
von Flavonoiden in Plasma bei etwa 50 mg/L. Zum Schutz vor autoxidativen Prozessen sowie zur
Stabilisierung der Polyphenole wurde der eingeengte Rickstand zusdtzlich mit einer 1 %igen
Ascorbinsdurelésung versetzt.

Als Methode der Wahl erwies sich die 2-fache Direktextraktion im ersten Teil mit einem Gemisch aus

Ethylacetat/Methanol (1:1, v/v) und einer anschlieBenden zweiten Extraktion mit Ethylacetat.
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Im ersten Schritt wurden die Polyphenole in Kombination mit dem Puffer von den Proteinen geldst
und diese in Gegenwart von Methanol denaturiert und schlielRlich ausgeflockt. Durch die 2-fache
Extraktion konnten insgesamt Wiederfindungsraten zwischen 83 und 93 % fir die einzelnen
eingesetzten Standards erzielt werden.
Fir die Ermittlung der Wiederholprazision der Methode wurden 6 Aliquote einer Plasmaprobe mit
einem internen Standard versetzt und identisch nach dem Schema in Abbildung 36 aufgearbeitet.
Nach Erfassung der Flacheninhalte der Standardverbindungen ergab sich eine durchschnittliche
Abweichung von etwa 5 %.
Auch die Bedingungen der Aufnahme des Riickstandes nach dem Einengen zur Trockne spielten eine
grofRe Rolle. Zur Evaluierung eines geeigneten Losungsmittels bzw. Losungsmittelgemischs wurden
verschiedene Varianten getestet:
Aufnahme in:

- 100 pL Acetonitril

- 70 pL Acetonitril + 70 uL Nanopure®

- 70 uL Acetonitril + 70 uL Methanol

- 70 pL Acetonitril + 70 pL Dimethylformamid

- 50 L Acetonitril + 50 uL Nanopure® + 50 puL Dimethylformamid.

Dazu wurden Nichternplasmaproben mit einem Mischstandard aus Quercetinglucuronid, Quercetin-3-
rutinosid, 5-Kaffeoylchinasdaure und Homovanillinsdure versetzt, aufgearbeitet und bis zur Trockne
eingeengt. Der Riickstand wurde in den aufgefiihrten unterschiedlichen Ldsungsmittelgemischen

aufgenommen. Gemessen an den jeweiligen Flacheninhalten ergab sich folgendes Diagramm:

25000
20000
9
2 15000
£
o H Quercetin-glucuronid
S 10000 -
b k& Quercetin-3-rutinosid
5000 - M 5-Kaffeoylchinasaure
H Homovanillinsaure
0 - H
D (o} Qg & &
© \K\'» &o \Q® \Q®
> \ S (&)
v W
¥ Qe\
v.

Abbildung 35: Ausbeuten des Mischstandards nach Aufnahme des Plasmariickstandes in verschiedenen Losemittelgemischen

In Abbildung 35 ist unter anderem zu sehen, dass der Einsatz des universellen polar aprotischen
Losungsmittels Dimethylformamid eine deutliche Steigerung der Ausbeuten bewirkt. Im Gegensatz zur
Kombination aus Acetonitril, Wasser und Dimethylformamid zeigt die Kombination aus Acetonitril und

Dimethylformamid eine deutlich verbesserte Loslichkeit der Komponenten.
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Resultierend aus den beschriebenen Optimierungsschritten beziglich Extraktionsmethode,

Saurezugabe, Aufnahme des Riickstands u.a. ergab sich das folgende Aufarbeitungsschema:

1000 pL Plasma + 200 pL Phosphat-EDTA-Puffer (pH 3,5)

1 1 min vortexen

X\

1. Extraktion mit 2,5 mL Ethylacetat/Methanol (1:1)

1) 1 min durchmischen (Vortex)

2) 30 min Ultraschallbehandlung

3) 1 min durchmischen (Vortex)

4) Zentrifugation (10 min, 4000 rpm)

A

Abnahme der organischen Phase
Rickstand: 2. Extraktion mit 2,5 mL Ethylacetat

1) 1 min durchmischen (Vortex)

2) 30 min Ultraschallbehandlung

3) 1 min durchmischen (Vortex)

4) Zentrifugation (10 min, 4000 rpm)

Vereinigung der organischen Phasen,
Zusatz von 20 plL 1 % Ascorbinsdure

ﬂ Einengen zur Trockne im N,-Strom

Aufnahme des Riickstandes in ACN/DMF (1:1)

ﬂ Zentrifugation (10 min, 4000 rpm)

HPLC-ESI-MS"

Abbildung 36: Optimiertes Aufarbeitungsschema der Direktextraktion von Plasma

Fir die gezielte Suche nach moglichen Metaboliten der Inhaltsstoffe aus Holunderbliten war es
notwendig, alle moglichen Phase-I- und lI-Metabolite zusammenfassend aufzulisten und darzustellen.
Die erarbeitete Datenauflistung zur Erfassung moglicher Metabolite enthielt alle wichtigen in
Holunderbliiten vorkommenden Flavonoide. Zusatzlich waren dort molekulare Massen von
Metaboliten aufgefiihrt, die aus diesen Verbindungen wahrend des Metabolismus entstehen konnten
wie beispielsweise Glucuronide, Sulfate, Methylierungsprodukte oder auch Ringspaltungsprodukte wie
Phenylessigsauren und Benzoesduren. Anhand dieser Datenauflistung konnte nach mehr als 100
Verbindungen anhand ihrer Massen gezielt gesucht werden.

Ein GroRteil der Literaturdaten zeigen, dass die Aufarbeitung von Plasmaproben zumeist mittels
enzymatischer Spaltung der Metabolite durchgefihrt wird, denn oft kénnen Metabolite wie
Glucuronide, Sulfate oder methylierte Verbindungen nicht detektiert und somit nicht identifiziert
werden. Aus diesem Grund gibt es vorrangig Daten zur Bioverfiigbarkeit der abgespaltenen Aglykone,

wie z.B. Quercetin aus verschiedenen verabreichten Pflanzenextrakten oder Quercetinglykosiden,
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ohne dass die tatsachlich im Blut oder Urin vorkommenden Metabolite identifiziert werden. Das
Hauptaugenmerk innerhalb dieser Arbeit war es daher, die intakten Metabolite aus den verabreichten
Aufglissen mit Hilfe der verwendeten Methode zu identifizieren. Um auszuschlieRen, dass eventuell
auftretende Metabolite durch die Methode nicht erfasst werden konnten, wurden einige Stichproben
vor der Direktextraktion einer enzymatischen Spaltung mittels Glucuronidase sowie Sulfatase
unterzogen und weiterhin nach dem Schema in Abbildung 36 aufgearbeitet. Festzustellen war, dass
auch nach der enzymatischen Behandlung der Proben qualitativ als auch quantitativ keine weiteren

Metabolite bzw. Aglykone detektiert werden konnten.

3.3.3.3 Ergebnisse des Plasmascreenings

3.3.3.3.1 Plasmakonzentrationen von Chinasdure

Die Molekilionenmasse von m/z 192 mit den Fragmenten m/z 173 sowie m/z 111 konnte anhand der
Retentionszeit von 7,0 min eindeutig der Chinasdure zugeordnet werden. Sieben von neun Probanden
zeigten ein Konzentrationsmaximum 8 h nach der Applikation des Tees (Abbildung 37). Hingegen
konnte Chinasdure bei zwei Probanden nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 38 stellt die durchschnittlichen Plasmaspiegel der 9 Probanden nach Applikation des Tees
sowie der antioxidativen Fraktion dar. Wahrend nach der Applikation des Tees eine Erh6hung der
Plasmakonzentration deutlich verzogert erst 8 h nach Verabreichung beobachtet wurde, war nach
Applikation der antioxidativen Fraktion bereits nach 0,5 h eine Konzentrationserhéhung zu erkennen.
Da sowohl vor Verabreichung der Fraktion als auch nach Verabreichung des Placebos bereits geringe
Konzentrationen nachweisbar waren, wurde der Mittelwert daraus von den ermittelten
Konzentrationen aller Zeitpunkte abgezogen. Nach Applikation des Tees ergaben sich maximale
Plasmaspiegel von 15,66 umol-L™ und nach Gabe der antioxidativen Fraktion 48,91 pmol-L"". Eine
Ubersicht  iiber die einzelnen durchschnittlichen sowie maximalen und minimalen

Plasmakonzentrationen zum jeweiligen Abnahmezeitpunkt sind im Anhang in 7.3.1 aufgefihrt.
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Abbildung 37: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Plasmakonzentrationen [umol/L] von Chinasadure nach Applikation von
Holunderblitentee der Probanden 1-9
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Abbildung 38: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte durchschnittliche Plasmakonzentrationen [umol/L] von Chinasédure nach
Applikation von Holunderblitentee sowie einer daraus isolierten antioxidativen Fraktion (n=9)

Es ist anzunehmen, dass die Anwesenheit von Chinasdure im Plasma der Probanden von den im
Teeaufguss und isolierter Fraktion enthaltenen Chlorogensauren herriihrt. KAHLE (2008) zeigte, dass
in einem simulierten Duodenalsekret bei pH 7,2 aus 5-Kaffeoylchinasdure 3- und 4-Kaffeoylchinasaure,
Kaffeesdaure sowie Chinasaure generiert wurden. Da in beiden Verabreichungsformen eine hohe
Konzentration an 5-Kaffeoylchinasdure enthalten war, war davon auszugehen, dass Chinasaure ein
Hydrolyseprodukt der 5-Kaffeoylchinasdure ist. Interessant war, dass nach Applikation der isolierten
Fraktion, welche zwar im Vergleich zum Teeaufguss weniger der 5-Kaffeoylchinasdure enthielt,
beachtlich hohere Plasmaspiegel nachweisbar waren. In diesem Fall kdnnte die Matrix beider Aufglisse
eine wichtige Rolle gespielt haben. Wahrend im Teeaufguss eine Vielzahl verschiedener Verbindungen
enthalten ist, ist die Matrix der isolierten Fraktion deutlich weniger komplex zusammengesetzt. Dies
flihrt zu der Annahme, dass Metabolite der 5-Kaffeoyl-chinasdure bei einer weniger komplex
zusammengesetzten Matrix eine hohere Bioverfligbarkeit besitzen, als deren Analoge in einem
komplex zusammengesetzten Lebensmittel. Die bisherigen Literaturdaten geben dazu eher
widersprichliche Aussagen. Bezogen auf das Flavonol-O-glykosid Quercetin-3-rutinosid beschrieben
GRAEFE et al. (2001) beispielsweise nach Verabreichung eines Buckwheat Tees hohere bioverfiigbare
Konzentrationen an Rutin als aus einem vergleichbaren Extrakt, der aus reinem isoliertem Rutin
bestand. SCHILCHER und HAGELS (1996) fihrten eine weitere Studie durch, die sich mit einer 3-
tagigen Gabe von Rutin sowie Buchweizenextrakten im Vergleich beschiftigte. Aus dieser Studie ging
ebenfalls hervor, dass Rutin aus dem Buchweizenkraut signifikant besser resorbiert wurde als reines
Rutin. Ahnliche Vergleiche zur Bioverfiigbarkeit von 5-Kaffeoyl-chinasdure aus verschiedenen Matrizes
gibt es in der Literatur nicht, da deren Bioverfiigbarkeit meist nur nach Verabreichung von Kaffee

untersucht wurde.

3.3.3.3.2 Plasmakonzentrationen von Dihydroferulasidure
Das Pseudomolekilion m/z 195 [M-H], die Fragmentionen m/z 179 und m/z 134 sowie eine
Retentionszeit von 23,2 min belegten die Identitdt der Dihydroferulasaure. Nachweisbar war diese
Verbindung nach Applikation des Teeaufgusses lediglich bei drei von neun Probanden. Bei diesen drei

Probanden war das Konzentrationsmaximum bereits 0,5 h nach Verabreichung erreicht, wie Abbildung
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39 zeigt. Das durchschnittliche Konzentrationsmaximum aller neun Probanden lag bei 0,40 umol-L™.

Nach Verabreichung der antioxidativen Fraktion war keine Dihydroferulasdure im Plasma nachweisbar.
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Abbildung 39: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Plasmakonzentrationen [umol/L] von Dihydroferulasdure nach Applikation von
Holunderblitentee der Probanden 1-9

Nach WITTEMER (2003) entstehen aus 5-Kaffeoylchinasdure Kaffeesdure und Chinasdure. Durch
Methylierung der Kaffeesdaure kann Ferulasdaure oder Isoferulasaure im Korper gebildet werden.
Ebenfalls kann Ferulasdure aus einer Feruloylchinasdure durch Hydrolyse freigesetzt werden. KAHLE
(2008) bestatigte anhand frisch isolierter Hepatozyten der Ratte, dass in der Leber aus Kaffeesdure
Ferulasdure entsteht. Dihydroferulasaure wiederum kann durch Reduktion der Ferulasdure entstehen.
Aufgrund der sehr geringen Konzentration an Feruloylchinasdaure im Teeaufguss wird davon
ausgegangen, dass die hier auftretende Ferulasadure (siehe Abschnitt 3.3.3.3.3) als Metabolit der 5-
Kaffeoylchinasdure gebildet wurde, da der Teeaufguss einen groBen Gehalt an  5-Kaffeoylchinasdure
aufweist. Das frilhe Konzentrationsmaximum deutet auf eine Absorption im oberen Diinndarm hin.
Nur bei drei der neun Probanden konnte Dihydroferulasdaure nachgewiesen werden, was auch hier die
sehr hohen interindividuellen Unterschiede innerhalb der einzelnen Probanden zeigt. Die meisten der
bislang durchgefiihrten Studien beschrieben ebenfalls sehr hohe interindividuelle Unterschiede
(GRAEFE et al., 2001; MANACH et al., 1998; MOON et al., 2000). Neben duReren Faktoren, wie z.B.
dem Gewicht eines Probanden, sind die groRen Schwankungen zwischen den Probanden vermutlich

auf die individuelle Beschaffenheit der kdrpereigenen Enzyme und Mikroorganismen zuriickzufihren.

3.3.3.3.3 Plasmakonzentrationen Ferulasdure
In Plasma von drei der neun Probanden konnte Ferulasdure identifiziert werden. Eindeutig konnte dies
durch die Molekilionenmasse m/z 194 und das Fragment m/z 134 sowie durch eine Retentionszeit
von 24,9 min identifiziert werden. Alle drei der positiven Probanden zeigten eine maximale
Konzentration 1,5 h nach Verabreichung des Tees. Der anhand aller neun Probanden ermittelte
durchschnittliche Plasmaspiegel lag bei 0,09 pmol-L™!, wihrend die maximale Plasmakonzentration der
drei positiven Probanden bei 0,26 pmol-L™ lag. Abbildung 40 zeigt die durchschnittliche Plasma-

konzentration der neun Probanden von Ferulasdure nach der Verabreichung des Holunderbliitentees.
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Abbildung 40: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte durchschnittliche Plasmakonzentrationen [umol/L] von Ferulasdure nach
Applikation von Holunderblitentee (n=9)

Auch WITTEMER (2003) beschrieb nach der Verabreichung eines Artischockenblatterextraktes mit
einem hohen Gehalt an Kaffeoylchinasduren die systemische Verfligbarkeit von Ferulasdure. Auch dort
konnten maximale Plasmaspiegel bereits nach 1 h festgestellt werden. Dieser Phase-lI-Metabolit
konnte bislang nur von WITTEMER (2003) im Plasma identifiziert werden, wahrend andere Studien
diesen lediglich im Urin nachweisen konnten (RECHNER et al., 2001, MONTEIRO et al., 2007). Den
Ergebnissen nach zu urteilen, ist es wahrscheinlich, dass nach oraler Applikation die Kaffeoylchinasaure
vermutlich im Diinndarm einer Esterspaltung unterlag und daraus Kaffee- sowie Chinasdure
entstanden. Da Ferulasdure bereits im Plasma identifiziert werden konnte, muss die Methylierung der
Kaffeesdure zur Ferulasdure bereits vor dem Nierengewebe erfolgt sein. Moglich ist, dass die
Methylierung bereits im Enterozyten des Darms oder in der Leber stattfand. In verschiedenen Studien
konnten bereits in Darm und Leber Methylierungen durch Catechol-O-methyltransferasen
nachgewiesen werden (KUHNLE et al., 2000; MORIDANI et al., 2002).

3.3.3.3.4 Plasmakonzentrationen von Homovanillinsiure
Als weiterer Metabolit konnte im Plasma von vier Probanden 3-Methoxy-4-Hydroxy-Phenylessigsdure
(Homovanillinsdure) anhand seines Pseudomolekiilions m/z 182 [M-H] und seines Fragments im MS’*-
Modus bei m/z 137 identifiziert werden. Homovanillinsdure konnte lediglich nach Applikation des
Teeaufgusses detektiert werden. Vier der neun Probanden zeigten ein Konzentrationsmaximum
bereits 0,5 h nach Aufnahme des Tees. Das durchschnittliche Konzentrationsmaximum aller neun
Probanden lag bei 42,39 pmol-L™ (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Plasmakonzentrationen [umol/L] von Homovanillinsdure nach Applikation von
Holunderbliitentee der Probanden 1-9

Homovanillinsdure wird in der Literatur mehrfach als einer der Hauptmetabolite des Quercetins
beschrieben, der durch die Mikroflora im menschlichen Darmtrakt gebildet wird (GROSS et al., 1996;
OLTHOF et al., 2003). Unter anderem beschrieben OLTHOF et al. (2003), dass nach Applikation von
Rutin die Halfte der verabreichten Dosis als Phenylessigsauren gefunden werden konnten. Nachdem
der Zucker — in diesem Fall die Rutinose- durch entsprechende Enzyme abgespalten war, kam es durch
die Mikroflora des Dickdarms zur Ringspaltung und die gebildeten Phenylessigsduren konnten im
Dickdarm absorbiert werden. Einschladgige Literaturdaten deuteten weiterhin auf eine Methylierung in
der Leber als Hauptmetabolisierungsweg hin. Die Anwesenheit von Homovanillinsdure im Plasma und
im Urin der Probanden bestatigt diese These. Abbildung 42 stellt den postitulierten
Metabolisierungsweg vom Quercetin-3-rutinosid zur Homovanillinsdure nach OLTHOF et al. (2003)

dar.

OH OH OCHs

OH OH
Ringspaltung Methylierung
—_— —_—

HO™ ~O HO™ ~O

Quercetin-3-rutinosid Quercetin 3,4-Dihydroxy- 3-Methoxy-4-Hydroxy-
phenylessigsaure phenylessigsaure

Abbildung 42: Postulierter Metabolisierungsweg von Quercetin-3-rutinosid zur Homovanillinsdure nach OLTHOF et al. (2003)

Homovanillinsdure konnte nach Applikation der isolierten antioxidativ wirksamen Fraktion nicht
identifiziert werden. Nach Verabreichung der antioxidativen Fraktion konnten allgemein im Plasma
sowie im Urin deutlich weniger bis keine Metabolite identifiziert werden. Dieser signifikante
Unterschied zu den Ergebnissen der Plasmaanalyse nach der Teeapplikation ist vermutlich anhand der
schlechteren Loslichkeit der isolierten Fraktion zu erkldaren, da die Konzentration beispielsweise an
Rutin in beiden Verabreichungsformen nahezu identisch war. Auch in vergangenen Studien wurde der
Aspekt der Loslichkeit der verabreichten Substanzen diskutiert. Sowohl Rutin als auch Quercetin
besitzen in Wasser eine schlechte Loslichkeit, was sich innerhalb dieser Arbeit bei der Anfertigung des

Aufgusses der isolierten Fraktion deutlich bemerkbar machte, da der Aufguss eine deutliche Triibung
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aufwies. SCHILCHER UND HAGELS (1996) zeigten, dass Rutin eine 40-fache bessere Loslichkeit
innerhalb eines wassrigen Aufgusses eines Buchweizenkrauttees hatte als in Wasser. Dies deutet
darauf hin, dass die Komplexitdt des Teeaufgusses, insbesondere die l6slichen Pflanzeninhaltsstoffe,
einen groRen Einfluss auf den Metabolismus und die Bioverfligharkeit von Quercetin haben kénnen.
Durch eine komplexe Zusammensetzung von l6slichen Pflanzeninhaltsstoffen beim Teeaufguss kam es
in diesem Zusammenhang ebenfalls zu einer Erh6hung der Loslichkeit des Rutins, was wiederum zu
einer verbesserten Absorption flhrte. Wahrscheinlich ist, dass die Substanzen der isolierten
antioxidativen Fraktion aufgrund ihrer signifikant schlechteren Loslichkeit in Wasser nicht oder nur
geringfligig absorbiert werden konnten und aus diesem Grund keine bzw. nur eine sehr geringe

Bioverfiigbarkeit dieser Substanzen festgestellt werden konnte.

3.3.3.3.5 Plasmakonzentrationen von Quercetinsulfat
Das Pseudomolekilion m/z 381 [M-H] sowie die Fragmentionen m/z 301, m/z 179 und m/z 151 als
auch eine Retentionszeit von 51,4 min gaben einen eindeutigen Hinweis auf den Metaboliten
Quercetinsulfat. Die Differenz von m/z 80 zwischen Molekilion und Aglykon bestatigte die Abspaltung
eines Sulfates. Nach Verabreichung des Tees konnten bei sieben der neun Probanden Konzentrationen
zwischen 0,09 pmol-L™ und 0,52 umol-L'* nachgewiesen werden. Darunter konnten bei fiinf der
Probanden Konzentrationsmaxima erst 8 h nach Verabreichung des Tees festgestellt werden. Bei zwei
weiteren Probanden hingegen wurden maximale Plasmaspiegel bereits nach 0,5 bzw. 1, 5 h festgestellt
(Abbildung 43). Abermals konnte kein Quercetinsulfat nach Verabreichung der isolierten Fraktion

identifiziert werden.
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Abbildung 43: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Plasmakonzentrationen [umol/L] von Quercetinsulfat nach Applikation von
Holunderblitentee der Probanden 1-9

Abbildung 44 stellt die durchschnittlichen Gehalte des Quercetinsulfates in den Plasmaproben der
neun Probanden nach Applikation des Teeaufgusses dar. Der signifikante Konzentrationsanstieg 8 h
nach Verabreichung des Tees ist deutlich erkennbar. Innerhalb dieser Studie kann nicht geklart
werden, ob es sich dabei um das Konzentrationsmaximum handelt oder ob die Plasmakonzentration

nach 8 h noch weiterhin ansteigt.
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Abbildung 44: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte durchschnittliche Plasmakonzentrationen [umol/L] von Quercetinsulfat nach
Applikation von Holunderblitentee (n=9)

Besonders die Metabolisierung und Bioverfiligbarkeit von Quercetin und seinen Glykosiden wurde
bislang in zahlreichen Studien untersucht. Als eines der friihesten Forschungsergebnisse wurde
beschrieben, dass Quercetin bzw. seine Glykoside selbst nicht in freier, sondern nur in konjugierter
Form im Plasma zu finden sind (DAY et al., 2001; MOON et al., 2000 und MULLEN et al., 2006).
Analytische Methoden, die konjugiertes Quercetin nicht erfassen konnten, wurden aus diesem Grund
meist nach einer vorangeschalteten enzymatischen oder sauren Hydrolyse durchgefiihrt. Somit war es
moglich, den Plasmaspiegel des Aglykons Quercetin zu bestimmen und seinen zeitlichen Verlauf
darzustellen. So konnten einige Autoren nach enzymatischer Behandlung mit Enzymen wie
Glukuronidasen und/oder Sulfatasen Quercetin im Plasma nachweisen. In einem Review von MANACH
et al. (2005), in dem mehr als 20 Studien miteinander verglichen wurden, wurde der durchschnittliche
maximale Quercetinspiegel im Plasma bereits nach 1,1 h erreicht, wobei in weiteren Studien viele
kontroverse Aussagen diesbeziiglich getroffen wurden. Einige Studien kamen zu dem Ergebnis, dass es
nach der Verabreichung von Rutin (als Reinsubstanz) zu einer deutlich langeren Resorptionszeit kommt
und maximale Plasmaspiegel des Quercetins durchschnittlich erst nach 6-7 h auftraten. Wie auch in
Kapitel 2.4.2 beschrieben, sind Hauptmetabolite die Glucuronid-, Sulfat- und Methylkonjugate des
Quercetins. Innerhalb der in dieser Arbeit durchgefiihrten Humanstudie konnte im Plasma der
Probanden ein Quercetinsulfat identifiziert werden. Der durchschnittliche Maximalgehalt im Plasma
lag bei 0,14 pmol-L™. Bei funf von neun Probanden wurde die Maximalkonzentration des
Quercetinsulfates ebenfalls erst nach 8 h festgestellt. Bei zwei weiteren Probanden war ein Maximum
nach 0,5 bzw. 1,5 h zu verzeichnen. Insgesamt konnte Quercetinsulfat bei sieben von neun Probanden
identifiziert werden. Ein Quercetinglucuronid konnte lediglich im Urin einiger Probanden
nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.3.4.2.2). Frei vorliegendes Quercetin konnte innerhalb dieser
Arbeit nicht identifiziert werden.

In einer Vergleichsstudie von GRAEFE (2000) wurden Plasmaproben nach Gabe von Rutin als
Reinsubstanz sowie als Inhaltsstoff eines Buchweizenkrautextraktes miteinander verglichen. Nach
Applikation des Quercetin-3-rutinosids setzte die Resorption signifikant spater ein und maximale
Plasmaspiegel wurden erst etwa nach 7 h erreicht. Im Gegensatz dazu wurde nach der Applikation des
Buchweizenkrautextraktes ein maximaler Plasmaspiegel nach bereits 4 h festgestellt. Auch HOLLMAN

et al. (1997) ermittelten einen maximalen Plasmaspiegel erst 9 h nach einer Rutinapplikation. Auch
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innerhalb der in dieser Arbeit durchgefiihrten Humanstudie konnten vergleichbare Daten ermittelt
werden, wobei hier nicht eindeutig gesagt werden kann, ob es sich bei dem Plasmaspiegel nach 8 h
tatsachlich um die maximale Konzentration handelt, da dies der letzte Zeitpunkt der Blutabnahme war.
Die erst nach 8 h auftretenden hohen Plasmaspiegel sind ein Hinweis darauf, dass Quercetin in den
verabreichten Aufglissen zum grofRten Teil an eine Rutinose gebunden ist (Hauptinhaltsstoff der
Holunderbliiten ist Quercetin-3-rutinosid) und daher den Resorptions-mechanismen in den obersten
Darmabschnitten kaum zuganglich sein kann. Desweiteren wurde von GRAEFE (2000) beschrieben,
dass es nach der Applikation eines Buchweizenkrautextraktes im Vergleich zur Applikation des reinen
Quercetin-3-rutinosids in identischer Konzentration zu hoheren Plasmaspiegeln gekommen ist.
Offenbar erhéhen Matrixeffekte innerhalb einer Pflanzenformulierung die Absorption von Rutin,
moglicherweise durch die bereits erwdhnte Verdnderung seiner Loslichkeit. Dies ist vermutlich auch
der Grund dafiir, dass nach Verabreichung des Teeaufgusses zumindest ein Quercetinsulfat sowie
andere Metabolite des Quercetins im Plasma identifiziert werden konnten, wahrend hingegen nach

Verabreichung der isolierten Fraktion keine Metabolite des Quercetins detektiert werden konnten.

3.3.3.3.6 Zusammenfassung des Plasmascreenings
Allgemein war nach Aufnahme des Holunderbliitentees und der isolierten Fraktion eine sehr geringe
Bioverfligbarkeit der Inhaltsstoffe festzustellen. Aufgrund der hohen interindividuellen Schwankungen
sowohl in der qualitativen Zusammensetzung der identifizierten Metabolite als auch in der
guantitativen Bestimmung der wenigen nachweisbaren Stoffwechselprodukte war die Interpretation
der erhaltenen Daten deutlich erschwert. Dies hat zur Folge, dass die erhaltenen Daten lediglich zur
Orientierung dienen kénnen und die Abweichungen zwischen den einzelnen Probanden sehr hoch
sind. Nahezu alle Metabolite traten nicht im Plasma aller Probanden auf, sondern waren meist nur bei
zwei bis max. sechs der Probanden nachweisbar. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass nur ein sehr
geringer Teil der zu erwartenden Metabolite nachgewiesen werden konnte (Tabelle 5). Unveranderte
Verbindungen aus den verabreichten Teeaufgiissen sind nicht ins Blut (ibergegangen und waren nicht
bioverfligbar. Vereinzelt konnten Metabolite wie Chinasdure, Ferulasdure und Dihydroferulasidure
identifiziert werden. Diese sind mit hoher Wahrscheinlichkeit Stoffwechselprodukte der verabreichten
Chlorogensaure, welche in beiden Aufglssen als Hauptinhaltsstoff enthalten war. Der zweite
Hauptinhaltsstoff, das Flavonol-O-glykosid Quercetin-3-rutinosid, konnte im Plasma der Probanden
vereinzelt als Quercetinsulfat wiedergefunden werden. Weiterhin konnte das vermutlich aus
Quercetin entstandene Ringspaltungsprodukt Homovanillinsdure in beachtlichen Mengen identifiziert
werden. Beide Metabolite konnten lediglich in den Plasmaproben von vier der neun Probanden
nachgewiesen werden, was abermals die hohe interindividuelle Schwankung deutlich machte. Die
folgende zusammenfassende Tabelle 6 {ber die Ergebnisse des Plasmascreenings gibt die

durchschnittlichen Maximalkonzentrationen der einzelnen Metabolite an. Fiir die Berechnung der

Werte wurden die Plasmakonzentrationen aller neun Probanden herangezogen, also auch die

Negativproben bei denen der jeweilige Metabolit nicht nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 5: Charakterisierung der im Plasma enthaltenen Metabolite mit Retentionszeit (tz), Pseudomolekilion ([M-H]) und
Fragmentionen (MS/MS)

Metabolit tgz [min] [M-H] [m/z] MS/MS [m/z]
Chinasaure 7,0 191 173,111
Dihydroferulasaure 23,2 195 179,134
Ferulasaure 24,9 193 179, 149, 134
Homovanillinsdure 32,1 181 137
Quercetinsulfat 51,4 381 301,179, 151

Tabelle 6: Zusammenfassende Ergebnisse des Plasmascreenings der 9 Probanden

Metabolit D Crnax D Crnax D Cmax D tmax
Teeaufguss isolierte Placebo
[umol] Fraktion [nmol]
[umol]
Chinasaure 15,66 48,91 4,85 8h
Dihydroferulasaure 0,40 0 0 0,5h
Ferulasdure 0,09 0 0,03 1,5h
Homovanillinsdure 42,39 0 0 0,5h
Quercetinsulfat 0,14 0 0 8h

Die festgestellten geringen Bioverfligbarkeiten der Inhaltsstoffe aus Holunderblitentee sowie einer
isolierten Fraktion daraus stimmen mit den Ergebnissen der Kooperationsstelle der Leibniz Universitat
Hannover Uberein. Die dort ermittelten ORAC-Werte der einzelnen Plasmaproben ergaben eine
signifikante Abnahme der antioxidativen Aktivitdt, wie in Abbildung 45 dargestellt ist. Der
Entnahmezeitpunkt 0,5 h nach Verabreichung der jeweiligen Prifprodukte stellt mit einem Anstieg der

antioxidativen Aktivitat eine Ausnahme dar.
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Abbildung 45: Veranderung der antioxidativen Aktivitat nach Verabreichung der Aufgiisse sowie des Placebos nach BREITER
(2012)
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Die deutlichsten Anstiege der antioxidativen Kapazitdt nach 0,5 h sind nach der Verabreichung der
isolierten Fraktion und des Placebos zu verzeichnen, was anhand der innerhalb dieser Arbeit
getroffenen qualitativen Aussagen bezliglich der identifizierten Metabolite nicht erklart werden kann.
Vergleicht man weiterhin den geringen Anstieg der antioxidativen Aktivitdt 0,5h nach der
Verabreichung des Teeaufgusses mit den in dieser Arbeit erhaltenen qualitativen Ergebnissen der
identifizierten Metabolite, so fallt auf, dass nach 0,5 h bzw. 1,5 h die Metabolite Ferulasdure und
Homovanillinsdure ein Konzentrationsmaximum aufweisen (siehe Tabelle 6). Um deren antioxidative
Kapazitdten zu ermitteln, wurden ihre antioxidativen Aktivitditen mit Hilfe des TEAC-Tests ermittelt
(Abbildung 56). Diese lagen deutlich erhéht fir Ferulasdure bei 6,4 mmol Trolox/g Einwaage und fiir
Homovanillinsdure bei 4,6 mmol Trolox/g Einwaage und konnten den leichten Anstieg der
antioxidativen Aktivitat erkldren. Hingegen weisen Metabolite, die erst 8 h nach Verabreichung des
Teeaufgusses nachgewiesen werden konnten, wie Quercetinsulfat (1,61 mmol Trolox/g Einwaage,
DUENAS et al. 2010) oder Chinasdure (0,19 mmol Trolox/g Einwaage) deutlich geringere antioxidative
Aktivitaten auf, was eine geringere antioxidative Kapazitat des Plasmas erkldaren kénnte. Auch ist es
wahrscheinlich, dass die sehr geringen Konzentrationen im Plasma der wenigen identifizierten
Metabolite in den durchgefiihrten ORAC-Tests keine Wirksamkeit zeigen. In einem Vortest dazu wurde
erst ab einer Konzentration von 1,6 mg/L eines antioxidativ wirksamen Rooibos-Tees eine Erh6hung
der antioxidativen Kapazitdt innerhalb des ORAC-Tests gemessen. Die Bioverfligbarkeiten sind
demnach deutlich zu gering, um im ORAC-Test anzuschlagen.

In vergleichbaren bisher durchgefiihrten Interventionsstudien konnte die Bioverfiigbarkeit der
Metabolite durch eine langfristige kontinuierliche Verabreichung der Prifprodukte erheblich
gesteigert werden. In einer Studie von BOYLE et al. (2000) wurde nach einer taglichen 6-wdchigen
Verabreichung von 500 mg Rutin an 18 Probandinnen ein erheblicher Anstieg der Quercetin-,
Isorhamnetin- und Kampferolkonzentration im Plasma festgestellt. Dabei wurden bis zu 10-fach

héhere Plasmaspiegel nachgewiesen als zu Beginn der Studie.

3.3.4 Humanstudie zur Bioverfiigbarkeit von Polyphenolen aus Holunderbliiten im Urin

3.3.4.1 Auswahl der Methode zur Aufarbeitung von Urinproben

Wie sich nach ersten Tests zeigte, hat die flir das Humanplasma entwickelte FlUssig-Flussig-Extraktion
innerhalb der Urinanalytik keine signifikante Aufkonzentrierung der Zielkomponenten erzielen kénnen.
Fir die Urinmatrix erwies sich eine SPE-Aufarbeitung als Uberlegen, da durch die Abtrennung von
Storsubstanzen eine deutliche Aufreinigung der Probenmatrix erzielt wurde.

Fir einen direkten Vergleich zwischen der sehr zeitaufwendigen SPE-Methode und einem
Direktinjizieren einer membranfiltrierten Urinprobe wurden zwei Aliquote einer bestimmten
Urinprobe nach beiden Methoden aufgearbeitet und anschlieBend mittels HPLC-ESI-MS analysiert. Mit
Hilfe einer gezielten Suche nach extrahierten Massen (,extracted ion chromatogram®) wie
beispielsweise der Masse m/z 301 im negativen Modus fiir das Aglykon Quercetin und einer Vielzahl
von verschiedenen spezifischen Massen mehr, konnte sowohl das Auftreten von Metaboliten in sehr

geringen Konzentrationen nachgewiesen werden, als auch die Flacheninhalte der identifizierten
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Metabolite miteinander verglichen werden. Wie zu erwarten war, gelang mit der SPE-Methode eine
Konzentrierung einiger Metabolite. Dennoch konnte im direkten Vergleich beider Methoden anhand
von Stichproben festgestellt werden, dass nach der Aufarbeitung mittels SPE insgesamt weniger
Metabolite vorhanden waren. Eine mogliche Ursache konnte ein Verlust der entsprechenden
Metabolite durch das Haftenbleiben am SPE-Material bzw. ein Ausspiilen innerhalb der Waschphase
sein. Auch unter Variierung der Bedingungen der Waschphase und der Elutionsmittel innerhalb der
SPE-Aufarbeitung konnte keine Besserung der qualitativen Analyse der Metabolite verzeichnet
werden. Hingegen konnte beim wiederholten direkten Injizieren einer authentischen Urinprobe eine
Wiederfindungsrate von 98 % erreicht werden. Die mogliche Erfassung aller auftretenden Metabolite,
die schnelle und kostenglinstige Aufarbeitung allein durch Membranfiltration und die hohe
Reproduzierbarkeit waren ausschlaggebend fir die Wahl dieser sehr einfachen Methode. Anhand
dieser Methode konnten samtliche Metabolite in den Urinproben qualitativ sowie quantitativ

bestimmt werden. Auch Glucuronide und Sulfate konnten mit Hilfe dieser Methode detektiert werden.

3.3.4.2 Ergebnisse des Urinscreenings

3.3.4.2.1 Urinkonzentrationen von Hippursdure
Hippursdure wurde anhand seiner Molekiilionenmasse von m/z 179, des Fragments m/z 134 sowie der
Retentionszeit von 24,1 min identifiziert. Eine zusatzliche Absicherung gab ein Hippursaure-Standard,
der zur ldentifizierung und spater zur Quantifizierung diente. Hippursdure konnte in nahezu allen
Urinproben nach Verabreichung des Tees als auch nach Verabreichung der isolierten Fraktion
festgestellt werden. Die durchschnittlichen Konzentrationen nach beiden Verabreichungsformen sind
in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte durchschnittliche Urinkonzentrationen [umol/L] von Hippursaure nach
Applikation von Holunderblitentee sowie einer daraus isolierten antioxidativen Fraktion (n=9)

Wie die hohen Hippursdurekonzentrationen bereits vor der Verabreichung der Teeaufglsse erahnen
lassen, gilt Hippursaure nicht einzig und allein als Metabolit von Polyphenolen, sondern wird ebenfalls
endogen im Korper gebildet. Dennoch beschrieben eine Vielzahl vergangener Studien einen
Zusammenhang zwischen der Verabreichung von Polyphenolen und der renalen Ausscheidung von
Hippursdure. OLTHOF et al. (2003) zeigten, dass 50 % der verabreichten Chlororgensauren zu

Hippursdaure metabolisiert und ausgeschieden wurden. Aus einem Vergleich zwischen Probanden mit
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und ohne Dickdarmtrakt ging hervor, dass Hippursdaure im Dickdarm von Mikroorganismen
metabolisiert werden musste.

Auch RECHNER et al. (2001) konnten Hippursaure als unspezifischen Biomarker fiir die Absorption
und den Stoffwechsel von Hydroxyzimtsduren aus Kaffee ermitteln. Es wird angenommen, dass die
Hydroxyzimtsauren erst in einfachere Phenolsduren und diese wiederum zu Hippursaure umgewandelt
werden. In einer Studie von GONTHIER et al. (2003) wurde anhand eines direkten Vergleichs der
Verabreichung von Chlorogensaure, Kaffeesaure und Chinasdure an Ratten festgestellt, dass es einen
direkten Zusammenhang zwischen der verabreichten Chinasduremenge und der Ausscheidung von
Hippursaure gab. Hier wurde postuliert, dass Hippursdaure aus Chinasaure gebildet wird. In allen
genannten Studien wurde davon ausgegangen, dass die Bildung und Ausscheidung von Hippursaure
einen zentralen Metabolisierungsweg von Polyphenolen darstellt.

Die innerhalb dieser Arbeit ermittelten Konzentrationen an Hippursaure zeigten mit der Sammelprobe
bei 8-24 h zwar einen leichten Anstieg, welcher allerdings im Vergleich zum Ausgangswert, also der
Konzentration vor der Verabreichung des jeweiligen Aufgusses, nicht signifikant genug war. Nach der
Verabreichung des Tees war ein Anstieg vom 0-Wert zur Sammelprobe von etwa 15 % zu verzeichnen.
Bis 4 h nach der Verabreichung war eine leichte Abnahme der Hippursdurekonzentration zu
verzeichnen. Eine deutlich h6here Abnahme der Hippursaurekonzentration im 0-4 h-Intervall war nach
Verabreichung der isolierten Fraktion zu verzeichnen. Aber auch hier nahm die Exkretion im 8-24 h-
Intervall wieder zu. Nach der Verabreichung des Placebos hingegen konnte kein Anstieg der
Hippursdaurekonzentration festgestellt werden, was bewies, dass Hippursaure zu einem Teil auch aus

den verabreichten Polyphenolen gebildet worden sein musste.

3.3.4.2.2 Urinkonzentrationen von Quercetinglucuronid

a) Teeaufguss
Bei sieben von neun Probanden konnte der Metabolit Quercetinglucuronid nach
Verabreichung des Teeaufgusses nachgewiesen werden. Die Molekiilionenmasse von m/z 478
sowie die Fragmente m/z 302, m/z 180 und m/z 152 als auch eine Retentionszeit von 43,5 min
lieRen die eindeutige Charakterisierung der Verbindung zu. Bei sechs der neun Probanden war
ein Konzentrationsmaximum 4 h nach Verabreichung des Teeaufgusses zu erkennen. Die
gemittelte Hochstkonzentration lag bei 4,26 umol-L™.

b) Nach Verabreichung der isolierten Fraktion konnte Quercetinglucuronid bei sieben der neun
Probanden identifiziert werden. Im Vergleich zur Verabreichung des Teeaufgusses zeigten fast
alle Probanden (bis auf 1 Proband) ein Konzentrationsmaximum erst in der Sammelprobe
8-24 h, wobei die Maximalkonzentrationen im Mittel um etwa 40 % geringer ausfielen als bei
denen nach Verabreichung des Tees (Cmax = 2,51 pmol-L™). Ein einzelner Proband schied das
Quercetinglucuronid bereits 2 h nach der Verabreichung aus.

Abbildung 47 stellt die Konzentrations-Zeit-Diagramme im Vergleich dar.
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Abbildung 47: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Urinkonzentrationen [umol/L] von Quercetinglucuronid nach Applikation
von Holunderblitentee (links) und isolierter Fraktion (rechts) der Probanden 1-9

Die ausgeschiedene Menge an Quercetinglucuronid nach Verabreichung der isolierten Fraktion ist im
Vergleich zur Menge nach Verabreichung des Tees wesentlich geringer. Zwar enthielten beide
Aufglsse eine vergleichbar hohe Konzentration an Rutin, der Teeaufguss enthielt aber auRerdem noch
ein weiteres Quercetinglykosid, das ebenso zur Ausscheidung des Quercetinglucuronids beitragen und
die hohere Konzentration erklaren kdnnte. Das friihe Konzentrationsmaximum nach 4 h ist ein Indiz
daftir, dass Quercetinverbindungen aus dem Teeaufguss, der komplexeren Matrix, schneller
metabolisiert werden. Eine weitere Veranschaulichung gibt Abbildung 48, in der die Gesamtgehalte fiir

die einzelnen Probanden Uber einen Zeitraum von 24 h dargestellt sind.
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Abbildung 48: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Gesamturinkonzentrationen [umol/L] in 24 h von Quercetinglucuronid nach
Applikation von Holunderblitentee (links) und isolierter Fraktion (rechts) der Probanden 1-9

Neben der deutlich geringeren renalen Ausscheidung nach Verabreichung der isolierten Fraktion ist
auch in Abbildung 48 die interindividuelle Schwankung deutlich zu erkennen.

Wahrend verschiedene Autoren Quercetinglucuronid oder auch mehrere Quercetinglucuronide meist
systemisch verfigbar als Metabolit/e im Plasma feststellen konnten (u.a. MULLEN et al., 2004; DAY et
al., 2001; GRAEFE et al., 2001), konnte dies innerhalb der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studie nicht
bestatigt werden, da ein Quercetinglucuronid lediglich im Urin nachgewiesen werden konnte. Aber
auch die Anwesenheit des Metaboliten im Urin deutet auf eine Spaltung des Aglykons sowie eine
Konjugation mit einem Glucuronid. Die Glucuronidierung von phenolischen Substanzen wird im
Allgemeinen durch Enzyme der Familie UGT1A katalysiert, die hauptsachlich im Darm, in der Leber und
in den Nieren vorkommen (OLIVEIRA et al., 2002). In der Diinndarmmukosa wurden bislang hochste

Aktivitaten dafur gefunden (SPENCER et al., 1999). Verschiedene Umwelteinfllisse sowie genetische
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Faktoren konnen die individuellen Aktivitditen der UGT Enzyme beeinflussen (SCALBERT und
WILLIAMSON, 2000). Eine Konjugation mit verschiedenen Stoffwechselprodukten (Glucuronidierung,
Sulfatierung, Methylierung) gilt allgemein als sehr wahrscheinlich. In zahlreichen Studien wurden
vorrangig Konjugate identifiziert und keine frei vorliegenden oder unverdnderten Verbindungen
(PAGANGA und RICE-EVANS, 1997). Als logischer Zusammenhang versteht sich, dass die systemische
Verfligbarkeit stark von der verabreichten Konzentration bzw. Dauer abhangt. Unter anderem konnten
BOYLE et al. (2000) erst nach einer sechswochigen taglichen Verabreichung von Rutin einen
signifikanten Anstieg des Plasmaspiegels feststellen. Die verabreichte Dosis des Rutins lag bei 500 mg
pro Tag, was die in dieser Studie verabreichte Menge um mehr als das Doppelte liberstieg. Die geringe
systemische Verfligbarkeit der Quercetinverbindungen innerhalb der hier durchgefiihrten
Humanstudie ist vermutlich auf die geringe verabreichte Dosis zurlickzufiihren, die zudem nur als
Einzelapplikation gegeben wurde. Nach einer Gabe (iber mehrere Tage oder Wochen sind deutlich
erhohte Plasmaspiegel nachgewiesen worden (CONQUER et al., 1998; MOON et al., 2000; BOYLE et
al., 2000).

3.3.4.2.3 Urinkonzentrationen von Kampferolglucuronid
Das Fragment mit der Masse m/z 285 [M-H] und die MS*Fragmente m/z 258 und m/z 230 gaben den
Hinweis auf das Aglykon Kdmpferol. Anhand der Molekiilionenmasse von m/z 462 und der daraus
errechneten Differenz zum Aglykon von m/z 176 konnte ein Kdmpferolglucuronid zugeordnet werden.
Diese Verbindung konnte lediglich nach Verabreichung des Teeaufgusses detektiert werden und trat
im Urin von sechs der neun Probanden auf. Das durchschnittliche Konzentrationsmaximum trat 4 h

nach Verabreichung des Tees auf, wie auch Abbildung 49 zeigt.
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Abbildung 49: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Urinkonzentrationen [umol/L] von Kampferolglucuronid nach Applikation von
Holunderblitentee der Probanden 1-9

Ahnlich wie beim Quercetin konnte hier davon ausgegangen werden, dass die im Tee enthaltenen
Kéampferolglykoside zu Beginn der Metabolisierung gespalten wurden, sodass das Aglykon Kampferol
absorbiert und in diesem Fall mit Glucuronsdure konjugiert wurde, was eine der haufigsten
Konjugationen darstellt. Aus Abbildung 50 werden auch hier wieder die hohen interindividuellen

Schwankungen deutlich.
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Abbildung 50: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Gesamturinkonzentrationen [umol/L] in 24 h von Kampferolglucuronid nach
Applikation von Holunderblitentee

3.3.4.2.4 Urinkonzentrationen von Homovanillinsdure
In vergleichsweise hoher Konzentration konnte Homovanillinsaure im Urin sowohl nach Verabreichung
des Tees als auch nach Gabe der isolierten Fraktion nachgewiesen werden. Die Charakterisierung des
Metabolits war durch die Molekilionenmasse m/z 182, das Fragment m/z 137 und der Retentionszeit
von 32,1 min moglich. Die gemittelten Werte der Abbildung 51 setzen sich aus den Werten von nur
jeweils 3 Probanden zusammen, da nur bei diesen eine renale Ausscheidung der freien
Homovanillinsdure nachzuweisen war. Die durchschnittlichen Konzentrationen zeigen, dass deutlich
hohere renale Ausscheidungskonzentrationen nach Verabreichung des Tees gemessen werden
konnten, wahrend die ermittelten Konzentrationen nach Gabe der isolierten Fraktion erheblich

geringer waren.
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Abbildung 51: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte durchschnittliche Urinkonzentrationen [umol/L] von Homovanillinsdure nach
Applikation von Holunderblitentee sowie einer daraus isolierten antioxidativen Fraktion (n=9)

Wie bereits in Abschnitt 3.3.3.3.4 beschrieben, stellt Homovanillinsdure einen der intestinalen
Hauptmetabolite des Quercetins dar. In einer vergleichenden Humanstudie von OLTHOF et al. (2003)
wurden Probanden mit und ohne intaktem Darmtrakt fiir die Bioverfligbarkeitsuntersuchungen
herangezogen. Nach Verabreichung von Rutin an die Probanden mit intaktem Darmtrakt wurde Rutin
selbst im Diinndarm nicht bzw. nur sehr geringfiigig absorbiert, zum Dickdarm weitertransportiert, wo

es zur Metabolisierung kam. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Rutin zu Beginn zum Aglykon
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deglykosyliert wurde und die Ringspaltung des Quercetins zu den Phenylessigsauren dann von der
Mikroflora des Dickdarms initiiert wurde. Die gebildeten Phenylessigsauren wurden anschlieRend im
Dickdarm absorbiert und dann in Leber und Niere weitermetabolisiert. Etwa die Halfte des
verabreichten Rutins wurde als Phenylessigsdure im Urin wiedergefunden. Bei der Verabreichung an
Probanden ohne intakten Darmtrakt konnten hingegen keine Metabolite des Rutins nachgewiesen
werden.

Die Methylierung gilt als eine wichtige Metabolisierungsreaktion, die meist in der Leber stattfindet,
wie die Gegenwart von Homovanillinsdure im Plasma bereits vermuten liel (siehe Abbildung 42). Nach
Verabreichung des Teeaufgusses konnte nach 4 h eine durchschnittliche Urinkonzentration von 100
pumol/L ermittelt werden. Die deutlich niedrigere Konzentration nach Verabreichung der isolierten
Fraktion lasst sich vermutlich auch hier wiederum zu einem Teil durch die schlechte Loslichkeit der
Fraktion erkldren, kann aber zum anderen Teil auch durch den deutlich niedrigeren Gehalt an
Quercetin in der Fraktion hervorgerufen worden sein. Denn wahrend der Teeaufguss mindestens 2
verschiedene Quercetinglykoside enthalt, ist die Zusammensetzung der verabreichten Fraktion
deutlich weniger komplex, was in diesem Fall ebenfalls einen Einfluss auf die niedrige Wiederfindung
von Metaboliten haben kann.

Auch in einer Interventionsstudie von GRAEFE (2000) wurde eine hdhere renale Ausscheidungsrate des
Quercetinkonjugats Homovanillinsdure nach Applikation von Rutin in Form von Buchweizenkraut (@
128 umol/Tag) als in Form seiner Reinsubstanz (@ 105 pmol/Tag) festgestellt. GRAEFE (2000)
beschreibt ebenfalls, dass Co-Faktoren in der Pflanzenmatrix die Absorption von Rutin, moglicherweise
durch Verdnderung seiner Loslichkeit oder Stimulation von Resorptionsmechanismen, erhéhen. Mit
den durchschnittlichen Ausscheidungsraten von 116 pmol/Tag nach Teegabe und 75 pmol/Tag nach
Verabreichung der isolierten Fraktion ergibt sich eine recht gute Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von GRAEFE (2000).

3.3.4.2.5 Urinkonzentrationen von Homovanillinsauresulfat
Neben der freien Homovanillinsdure konnte weiterhin ein Sulfat der Homovanillinsdure nach
Verabreichung beider Aufgiisse identifiziert werden. Die Differenz der Molekilionenmasse (m/z 262)
zum Hauptfragment der Homovanillinsdure m/z 182 betrug m/z 80, sodass von einem Sulfat
ausgegangen werden konnte. Nach Verabreichung des Teeaufgusses konnte dieses in den Urinproben
von sieben Probanden nachgewiesen werden. Nach Verabreichung der weniger komplexen isolierten
Fraktion war das Sulfat nur bei vier der insgesamt neun Probanden nachzuweisen. Verglichen mit den
gemittelten Konzentrationen aller 9 Probanden ergeben sich sehr unterschiedliche Konzentrations-

Zeit-Diagramme, wie Abbildung 52 zeigt.
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Abbildung 52: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte durchschnittliche Urinkonzentrationen [umol/L] von Homovanillinsduresulfat
nach Applikation von Holunderbliitentee sowie einer daraus isolierten antioxidativen Fraktion (n=9)

Die im Vergleich zu den anderen identifizierten Metaboliten sehr hohe renale Ausscheidungsrate des
Homovanillinsduresulfates nach Verabreichung des Tees kommt nicht nur allein durch die
flavonoidreiche Ernahrung der Probanden zu Stande. Auch nach Verabreichung des Placebos konnte
ein mittlerer Homovanillinsduresulfatgehalt von 484 pmol/L bestimmt werden, was fiir eine
gleichzeitige endogene Bildung im Korper spricht, die nicht von der Verabreichung des Quercetins
herrihrt. Auch BABA et al. (1981) konnten Homovanillinsdure anhand von Isotopenmarkierungen als
endogen gebildete Substanz identifizieren. Nach der Aufnahme des Teeaufgusses war innerhalb dieser
Studie dennoch ein signifikanter Anstieg der renalen Ausscheidung des Homovanillinsduresulfates zu
erkennen, wobei die maximalen Konzentrationen in der Sammelprobe nach 8-24 h (@ Cpnax = 3476
pumol/L) identifiziert werden konnten. Im Gegensatz dazu erreichten die maximalen Konzentrationen
nach Verabreichung der isolierten Fraktion nach 8-24 h nur 528 umol/L, was ebenfalls durch die
geringere verabreichte Gesamtquercetinkonzentration zu erkldren ist. Aus vergangenen Studien geht
bislang keine Identifizierung eines Homovanillinsauresulfates aus dem Urin hervor. Grund dafir ist die
enzymatische Aufarbeitung der Proben mittels Glukuronidasen und Sulfatasen, die im Anschluss an die
Probenaufarbeitung keine Qualifizierung der Verbindungen mehr zuldsst, sondern lediglich freie
Homovanillinsdure erfasst. Homovanillinsdure selbst konnte bereits mehrfach als Metabolit des
Quercetins identifiziert werden (OLTHOF et al., 2003; GRAEFE, 2000 u.a.).

3.3.4.2.6 Urinkonzentrationen von 5-Kaffeoylchinasaure
Die im Teeaufguss sowie in der isolierten Fraktion vorkommende Chlorogensaure (5-
Kaffeoylchinasdure) konnte nach Verabreichung des Teeaufgusses bei vier der neun Probanden im
Urin unveradndert wiedergefunden werden (Abbildung 53). Die renale Ausscheidung betrug nach 24
Stunden durchschnittlich 6,81 umol, was einer Wiederfindung von 1,28 % der im Tee vorliegenden
Menge (531 pmol/L) entsprach. Nach Verabreichung der isolierten Fraktion war keine 5-
Kaffeoylchinasdure nachweisbar. Das gemittelte Konzentrationsmaximum aller Probanden lag bei

4,57 umol-L™* und konnte durchschnittlich 4 h nach Verabreichung festgestellt werden.
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Abbildung 53: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Urinkonzentrationen [umol/L] von 5-Kaffeoylchinasdure nach Applikation von
Holunderbliitentee der Probanden 1-9

Bereits innerhalb verschiedener Humanstudien konnte 5-Kaffeoylchinasdure im Urin nach Gabe von
z.B. Kaffee (ITO et al., 2005) oder Apfelsaft (KAHLE, 2008) identifiziert werden, wobei 5-Kaffeoyl-
chinasdure jeweils die Hauptkomponente darstellte. Auch im hier untersuchten Teeaufguss aus
Holunderbliten war 5-Kaffeoylchinasdure mit einer Konzentration von 188 mg/L einer der
Hauptinhaltsstoffe (siehe Kapitel 3.2.2). Wegen seines hohen Gehaltes im Teeaufguss sowie aufgrund
der nach bereits 2 h stark ansteigenden renalen Ausscheidung von 5-Kaffeoylchinasdure war
anzunehmen, dass es sich hierbei nicht um einen Metaboliten handelt, sondern um die unverédnderte
Substanz aus dem Teeaufguss. Auch hier war nach Verabreichung der isolierten Fraktion 5-
Kaffeoylchinasdure nicht nachweisbar, wobei der Gehalt in der Fraktion mit 52 mg/L zwar deutlich
niedriger war, aber auch die Loslichkeit der Fraktion im Aufguss eine erhebliche Rolle spielen kann, wie
bereits unter 3.3.3.3.4 diskutiert wurde.

3.3.4.2.7 Urinkonzentrationen von 5-Feruloylchinasdure
Anhand der ESI-MS-Daten und des Vergleichs der Daten aus CLIFFORD et al. (2003) konnte die bei
23,3 min eluierende Verbindung als 5-Feruloylchinasdure identifiziert werden. Diese konnte sowohl
nach Verabreichung des Teeaufgusses als auch nach Verabreichung der isolierten Fraktion identifiziert
werden, wie Abbildung 54 zeigt. Das Konzentrationsmaximum nach der Verabreichung der isolierten
Fraktion unterschreitet die maximale Konzentration nach Verabreichung des Teeaufgusses (11,58
pumol-L) um ein Vielfaches und liegt nur bei etwa 0,83 pmol-L™". Das Konzentrationsmaximum nach
Verabreichung des Tees konnte 4 h nach Verabreichung detektiert werden, wie in Abbildung 54 zu

sehen ist.
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Abbildung 54: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte durchschnittliche Urinkonzentrationen [umol/L] von 5-Feruloylchinasdure nach
Applikation von Holunderblitentee sowie einer daraus isolierten antioxidativen Fraktion (n=9)

Wie in Abbildung 55 nur bedingt zu erkennen ist, konnte 5-Feruloylchinasaure in den Urinproben aller
Probanden nach Verzehr des Teeaufgusses nachgewiesen werden. Nach Gabe der isolierten Fraktion

konnte lediglich bei vier der neun Probanden 5-Feruloylchinasdure im Urin nachgewiesen werden.
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Abbildung 55: Mittels HPLC-ESI-MS ermittelte Urinkonzentrationen [umol/L] von 5-Feruloylchinasiure nach Applikation von
Holunderblitentee der Probanden 1-9

Feruloylchinasdure ist im Teeaufguss sowie auch in der isolierten Fraktion in einer Konzentration von
jeweils etwa 7 mg/L enthalten.

Wie aus verschiedenen Literaturstellen hervorgeht, ist bereits mehrfach in Studien nachgewiesen
worden, dass Ferulasdure als Stoffwechselprodukt durch Methylierung aus Kaffeesdaure oder dhnlichen
Verbindungen gebildet wird. In den Veroffentlichungen von MONTEIRO et al. (2007) und DEL RIO et
al. (2010) konnte Feruloylchinasdure im Urin jeweils eines einzelnen Probanden nachgewiesen
werden.  Hingegen konnte Kaffeoylchinasdure, die zu einem vergleichbar hohen Gehalt im
verabreichten Kaffee enthalten war, mit einer deutlich hoheren Ausscheidungskonzentration im Urin
aller Probanden nachgewiesen werden. Die Annahme, dass die hier nachgewiesene Feruloylchinasaure
unverandert aus den verabreichten Aufglissen stammt, kann somit weitestgehend vernachladssigt
werden, wofiir ebenfalls die sehr geringe Konzentration in den verabreichten Aufglissen spricht. Eine
andere Erklarung fiir das Auftreten der Feruloylchinasaure im Urin der Probanden kénnte anhand des
hohen Gehaltes an 5-Kaffeoylchinasaure in den Getranken erklart werden. Wie bereits beschrieben,

spielt die Methylierung innerhalb des Metabolismus eine wichtige Rolle. Auch wurde in zahlreichen
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Veroffentlichungen die Methylierung von beispielsweise Kaffeesdure zur Ferulasdure beschrieben
(RECHNER et al., 2001). Eine weitere Moglichkeit der Entstehung der 5-Feruloylchinasdure ist die
Methylierung der zu einem sehr hohen Anteil vorkommenden 5-Kaffeoylchinasaure und gilt hier am

wahrscheinlichsten.

3.3.4.2.8 Urinkonzentrationen von Ferulasaduresulfat
In den Urinproben zweier Probanden konnte weiterhin ein Ferulasduresulfat anhand seiner
spezifischen Massendaten identifiziert werden (m/z 273 [M-H]', m/z 194, m/z 134). Der Metabolit war
nur nach Verabreichung des Teeaufgusses nachweisbar und wies ein durchschnittliches
Konzentrationsmaximum von 1,07 pmol-L 4 h nach Verabreichung auf.
Das Vorkommen von Ferulasduresulfat als Metabolit ist bereits bekannt. STALMACH et al. (2009)
konnten nach der Verabreichung von Kaffee Ferulasduresulfat im Plasma und auch im Urin

identifizieren.

3.3.4.2.9 Zusammenfassung des Urinscreenings
Auch beim Urinscreening erschwerten die interindividuellen Schwankungen zwischen den einzelnen
Probanden die Interpretation der Ergebnisse erheblich. Wahrend Hippursaure und Homovanillinsdure
sowie dessen Sulfat im Korper auch endogen gebildet werden, sind andere identifizierte Substanzen
wie 5-Kaffeoylchinasdaure unverdnderte Verbindungen aus dem verabreichten Getrank und
Verbindungen wie Quercetinglucuronid Metabolite, die im Kérper gebildet wurden. Tabelle 7 zeigt alle
identifizierten  Verbindungen im Urin mit ihren jeweiligen Retentionszeiten sowie
Pseudomolekillionenmassen und Fragmenten. Tabelle 8 gibt deren durchschnittliche
Hochstkonzentrationen im Urin der Probanden nach Verabreichung der jeweiligen Prifprodukte an.

Eine genaue Auflistung befindet sich in Anhang 7.4.

Tabelle 7: Charakterisierung der im Urin enthaltenen Metabolite mit Retentionszeit (tg), Pseudomolekilion ([M-H]') und
Fragmentionen

Metabolit tz [min] [M-H] [m/z] MS/MS [m/z]
5-Feruloylchinasaure 23,3 367 191,173
Hippursaure 24,1 178 134
Homovanillinsdure 32,1 181 137
Homovanillinsauresulfat 22,4 261 181, 137
5-Kaffeoylchinasdure 21,0 353 191,179
Kampferolglucuronid 59,0 461 285, 257
Quercetinglucuronid 43,5 477 301,179, 151
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Tabelle 8: Zusammenfassende Ergebnisse des Urinscreenings der 9 Probanden

Metabolit D Crax D Crax D Crax
Teeaufguss isolierte Blindwert
[umol] Fraktion [umol]
[umol]
5-Feruloylchinasaure 11,58 0,83 0
Hippursaure 1095,79 903,77 926,56
Homovanillinsaure 100,22 47,16 0,99
Homovanillinsauresulfat 3476,88 527,84 483,79
5-Kaffeoylchinasaure 4,56 0 0
Kampferolglucuronid 1,54 0 0,25
Quercetinglucuronid 4,26 2,51 0

3.3.5 Antioxidative Aktivitdten ausgewahlter Metabolite im TEAC-Assay

Flr eine Abschatzung des antioxidativen Potentials der identifizierten Metabolite bzw. unverdnderten
Verbindungen nach der Holunderbliitenteeaufnahme wurden einige Referenzsubstanzen sowie
isolierte Verbindungen mittels TEAC getestet. Nachteil des TEAC-Assays ist, dass das verwendete
ABTS™-Radikalkation im menschlichen Organismus nicht vorkommt und infolgedessen nicht als
Parameter fiir die antioxidative Wirkung im Korper des Menschen angesehen werden kann. Dennoch
konnen die erhaltenen Werte, die ein Mal} fir die radikalfangende Eigenschaft einer Substanz
wiederspiegeln, als Anhaltspunkte fir die antioxidative Wirksamkeit der einzelnen Verbindungen
betrachtet werden. Abbildung 56 gibt einen Uberblick tber die antioxidativen Wirksamkeiten
ausgewahlter unveranderter Verbindungen, die der verabreichte Teeaufguss enthielt, gespaltener
Flavonol-Aglykone und ausgewdhlter moglicher Metabolite, die unverandert ins Blutplasma tbergehen
bzw. innerhalb des Metabolismus im menschlichen Korper aus den Inhaltsstoffen des Tees gebildet

werden kénnen.
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Abbildung 56: Antioxidative Aktivitdten moglicher unverdnderter Verbindungen und Metabolite im Plasma und Urin [mmol
Trolox / g Einwaage]

Die im Plasma identifizierten Verbindungen wie Ferulasdure und Homovanillinsdure zeigten im TEAC-
Test hohe antioxidative Aktivitdten. Im Gegensatz zur Ferulasdure war Homovanillinsdure in einer
deutlich héheren Konzentration im Plasma zu finden (cn.x = 42,39 umol), wobei es sich im Verhéltnis
zur verabreichten Quercetinmenge dennoch um eine so geringe Konzentration handelte, dass diese zu
keiner Erhéhung der antioxidativen Kapazitdt des Plasmas flihrte, wie die Ergbnisse des ORAC-Tests
aus 3.3.3.3.6 belegen. Auch ein Quercetinsulfat lag in einer solch geringen Konzentration im Plasma
vor, dass es zwar identifiziert werden konnte, aber keinen EinfluR auf die antioxidative Aktivitat des
Plasmas nahm. Nach einem Review von MANACH et al. (2005) konnten in der Mehrzahl der bislang
durchgefiihrten Studien, nach Applikation verschiedener Quercetinderivate oder Pflanzenextrakte,
Quercetinmetabolite wie Quercetinglucuronid, Quercetinsulfat oder das methylierte Quercetin
Isorhamnetin im Plasma festgestellt werden, jedoch kein freies Quercetin. Wahrend freies Quercetin
innerhalb des TEAC-Tests ein sehr hohes antioxidatives Potential aufwies, sind die antioxidativen
Kapazitaten der Quercetin-Aglykone Quercetin-glucosid und Quercetin-rutinosid deutlich geringer.

Die im Urin identifizierten Metabolite wiesen zwar deutlich hohere Konzentrationen auf als die des
Plasmas, deren EinfluR auf die antioxidative Wirksamkeit des Urins war jedoch schwer abzuschéatzen,

da der Urin nicht auf seine antioxidative Wirksamkeit getestet wurde.
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3.4 Silberlindenbliiten

3.4.1 Polyphenolprofil

In der Literatur existieren bislang nur wenig Angaben zu den Inhaltsstoffen von Silberlindenbliiten.
TOKER et al. (2001) beschrieben die Flavonoide Quercetin-3,7-dirhamnosid, Quercetin-3-glucosid
(Isoquercitrin), Quercetin-3-rutinosid (Rutin), Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin), Kampferol-3-
glucosid (Astragalin) und Kampferol-3-(6-p-cumaroylglucosid) (Tilirosid). Kdmpferol-3-rhamnosid
(Afzelin) und Kampferol-3,7-dirhamnosid wurden als weitere Flavonoide von MATSUDA et al. (2002)
beschrieben. ZUB (1970) und CHARI et al. (1978) konnten auferdem folgende Flavonolglykoside
mittels Dunnschichtchromatographie identifizieren: Quercetin-3-glucosid-7-rhamnosid, Quercetin-
rhamnoxylosid und Kampferol-3-glucosid-7-rhamnosid. Procyanidine aus Silberlindenbliiten wurden in
der Literatur bislang nicht beschrieben, lediglich in den artverwandten Lindenbliten konnten die
dimeren Procyanidine B2 und B4 nachgewiesen werden (LANGHAMMIER et al., 1981).

Abbildung 57 zeigt das HPLC-DAD-Chromatogramm eines methanolischen Silberlindenbliitenextraktes
bei 354 und 280 nm.

Abbildung 57: HPLC-Chromatogramm eines methanolischen Silberlindenblitenextraktes bei 354 nm (oben) und 280 nm
(unten), (Peakzuordnung siehe Tabelle 9 und Tabelle 10)

Das obere Chromatogramm zeigt die Trennung eines Extraktes bei 354 nm. Der Grofiteil der
Flavonolglykoside konnte mittels LC-ESI-MS identifiziert werden. Die erhaltenen MS-Daten gaben erste
Hinweise auf das Vorhandensein von Minorkomponenten und bislang noch unbekannten
Verbindungen. Einige der Minorkomponenten konnten im Laufe dieser Arbeit isoliert und strukturell
aufgeklart werden.

Die Tabellen 9 und 10 zeigen die Hauptinhaltsstoffe und deren Gehalte in einem methanolischen
Extrakt.

Das untere Chromatogramm zeigt die Trennung des Silberlindenbliitenextraktes bei 280 nm. Mittels

LC-ESI-MS konnten die Molekiilmassen einiger Phenolsduren ermittelt werden, welche anschlieRend
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mittels HSCCC und praparativer HPLC isoliert und charakterisiert werden konnten. Dabei handelte es
sich unter anderem um die Phenolsduren Gallussaure, Vanillinsdure und Protocatechusdure (siehe Kap.
3.4.3.4, 3.4.4.1 und 3.4.4.4). Weiterhin gaben die ESI-MS-Daten Hinweise auf dimere und oligomere
Procyanidine, die anhand der Molekiilmassen und Fragmentierungen zwar grob identifiziert, jedoch
nicht eindeutig charakterisiert werden konnten. Im weiteren Verlauf der Arbeit konnten auch hier
einige Procyanidine isoliert und mittels Phloroglucinolyse sowie 'H-NMR-Spektroskopie strukturell

aufgeklart werden.

3.4.2 Quantitative Bestimmungen

Tabelle 9 gibt die Gehalte der Flavonol-O-glykoside in einem methanolischen Silberlindenbliitenextrakt
an. Die eindeutige Zuordnung erfolgte nach Isolierung und Strukturaufklarung anhand der
Retentionszeiten bzw. anhand des Vergleichs der Retentionszeiten mit Referenzsubstanzen. Die
Quantifizierung der Flavonoide war aufgrund der hohen Konzentration an Schleimstoffen und der

damit verbundenen Gelausbildung im wassrigen Extrakt nicht moglich.

Tabelle 9: Gehalte der Flavonol-O-glykoside in Silberlindenbliiten in [mg/kg TS]

Peak Verbindung tg [min] Gehalt [mg/kg TS]

im meth. Extrakt
1 Quercetin-3-rutinosid 29,5 631
2 Kéampferol-3-rutinosid 36,7 773
3 Quercetin-dirhamnosid 37,2 539
4 Quercetin-3-glucosid/galactosid 46,4 622
5 Kéampferol-dirhamnosid 48,9 791
6 Quercetin-3-rhamnosid 57,0 762
7 Kéampferol-3-rhamnosid 57,9 410
8 Kampferol 77,9 476

Neben den Flavonolglykosiden enthalten Silberlindenbliiten einen hohen Anteil an Procyanidinen.
Einige davon konnten isoliert und charakterisiert werden. Die Dimere B2, B4 und B5 wurden anhand
ihrer Retentionszeiten nach einer Methode von ESATBEYOGLU (2011) zugeordnet. In Tabelle 10 sind

die Gehalte der Procyanidine sowie des (-)-Epicatechins in einem methanolischen Extrakt aufgelistet.

Tabelle 10: Gehalte des Flavanols (-)-Epicatechin sowie der Procyanidine in Silberlindenbliten in [mg/kg TS]

Peak Verbindung tg [min] Gehalt [mg/kg TS]
im meth. Extrakt
9 (+)-Catechin-40->8- (-)- 20,2 1915
Epicatechin (Dimer B4)*
10 (-)-Epicatechin-43—>8-(-)- 22,3 3084
Epicatechin (Dimer B2)*
11 (-)-Epicatechin 28,1 2552
12 (-)-Epicatechin-4B->8-(-)- 30,3 3090

Epicatechin-4B3->8-(-)-
Epicatechin (Trimer C1)*
13 (-)-Epicatechin-4B->6-(-)- 38,0 1447
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Epicatechin-4B3->8-(-)-
Epicatechin*
14 (-)-Epicatechin-4B—>6-(-)- 51,2 1430
Epicatechin (Dimer B5)*
* angegeben als Epicatechin-Aquivalent

3.4.3 Isolierung bekannter sowie unbekannter Verbindungen aus Silberlindenbliiten mittels HSCCC

3.4.3.1 Aufarbeitung eines Silberlindenbliitenfeinschnitts mittels Fliissig-Flliissig-Extraktion nach
SCHOENFELDT (2010)

Zur Extraktion der Flavonoide wurde ein Silberlindenblitenfeinschnitt mit 50 % Ethanol bzw. 70 %
Methanol extrahiert. Um unerwiinschte Stoffe wie Chlorophylle und Fette abzutrennen, wurden beide
Extrakte 5-fach mit n-Hexan ausgeschittelt. Im Anschluss wurden die wassrig-alkoholischen Phasen
mit Dichlormethan ausgeschiittelt, um semi-polare Verbindungen abzutrennen. Daraufhin erfolgte
eine weitere FlUssig-Flussig-Extraktion mit Ethylacetat, was zur Extraktion von polaren Verbindungen,
wie beispielsweise den Flavonol-O-glykosiden und Procyanidinen fihrte. In der wassrig-ethanolischen
bzw. wassrig-methanolischen Phase kam es zur Anreicherung von sehr polaren Verbindungen, wie
beispielsweise den Hydroxyzimtsdaurederivaten. Nach Entfernung des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wurden die Extrakte gefriergetrocknet und der polare lyophilisierte

Ethylacetatextrakt zur HSCCC eingesetzt.

Pflanzen- . Lipophiler Semi- Polarer sehr
material Extraktion Extrakt polarer Extrakt polarer
Extrakt Extrakt
| J

T T
ATrocknung A50 % EtOH Extraktion mit

AMahlen A70 % MeOH n-Hexan Dichlormethan Ethylacetat Methanol

Abbildung 58: FlieBschema der Flissig-Flissig-Extraktion (nach SCHOENFELDT 2010)
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3.4.3.2 Antioxidative Aktivitat der Phasen aus der Fliissig-Fliissig-Extraktion

Die nachfolgende Abbildung 59 zeigt am Beispiel der Flissig-Flissig-Verteilung des methanolischen

Extraktes die Verteilung der antioxidativen Aktitvitat innerhalb der einzelnen Phasen.

Hexan

Dichlormethan i

Ethylaceta |

Wasser/Methanol ? ‘ ‘

T T T T T

0 1 2 3 4 5

mmol Trolox/g Einwaage

Abbildung 59: Antioxidative Aktivitdten [mmol Trolox/g Einwaage] der Phasen nach der Fliissig-Flussig-Extraktion eines
methanolischen Extraktes

Die Abbildung zeigt, dass die Ethylacetatphase der Fliissig-Fliissig-Verteilung die hochste antioxidative
Aktivitat aller Phasen besitzt. Dies bedeutet, dass sie die hdochsten Gehalte an antioxidativ wirksamen
Verbindungen wie den Flavonoiden enthalt. Zur Identifizierung und Isolierung von potentiell
antioxidativ wirksamen Verbindungen aus Silberlindenbliten wurde der gefriergetrocknete

Ethylacetatextrakt fir die Trennung mittels HSCCC eingesetzt.

3.4.3.3 HSCCC-Trennung eines Ethylacetatextraktes aus der ethanolischen Extraktion 6 a { A tvmdx 0/ / /

Zur Optimierung eines geeigneten FlieBmittelsystems fiir die Fraktionierung eines ethanolischen
Silberlindenbliiten-Ethylacetatextraktes =~ mittels = HSCCC  wurden  zundchst  verschiedene
Zusammensetzungen getestet und die Verteilungskoeffizienten K bestimmt. Der ideale
Verteilungskoeffizient K sollte dabei zwischen 0,5 und 1,0 liegen. Das FlieBmittelsystem tert.
Butylmethylether/Acetonitril/Wasser (5/3/6, v/v/v) erwies sich mit einem Verteilungskoeffizienten von
0,7 als geeignet und wurde somit zur HSCCC mit einer Flussrate von 4 mL/min und einer
Rotationsgeschwindigkeit von 800 rpm eingesetzt.

Abbildung 60 und 61 zeigen die HSCCC-Chromatogramme, aufgenommen bei 280 nm, bei denen

hauptsachlich phenolische Sauren, Flavanole und Procyanidine detektiert wurden.
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Absorption bei 280 nm
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Abbildung 60: HSCCC-Chromatogramm des ethanolischen Ethylacetatextraktes aus Silberlindenbliiten (,,Silb CCC-1“) bei
280 nm
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13

11

10 12

77

v

1 ' 1 |
150 200 250 Zeit [min]
Abbildung 61: HSCCC-Chromatogramm der Extrusion des ethanolischen Ethylacetatextraktes aus Silberlindenbliten
(,,EE Silb CCC-1*) bei 280 nm
Nach Entfernung des Losungsmittels sowie Gefriertrocknung der 14 erhaltenen Fraktionen wurden
diese mittels LC-ESI-MS analysiert. Weiterhin wurden alle Fraktionen mittels TEAC-Assay auf ihre

antioxidative Aktivitat getestet.
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mmol Trolox/g Einwaage
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Abbildung 62: Antioxidative Aktivitat der HSCCC-Fraktionen des ethanolischen Silberlindenbliitenextraktes

Der Abbildung 62 ist zu entnehmen, dass alle Fraktionen der HSCCC-Trennung mit Ausnahme der
Fraktion 14 im Vergleich zum Vitamin-E-Derivat Trolox eine hdhere antioxidative Aktivitat als 2
aufwiesen. Der zur HSCCC eingesetzte Ethylacetatextrakt wies eine antioxidative Aktivitdt von
4,44 mmol Trolox/g Einwaage auf, was deutlich macht, dass sich nach der Fraktionierung mittels
HSCCC die antioxidative Aktivitat auf die einzelnen Fraktionen verteilt hat. In einigen der Fraktionen
wie in Fraktion 3, 5 und 15 konnte die antioxidative Aktivitdt sogar durch Anreicherung von
antioxidativen Verbindungen erhéht werden. In Abbildung 63 sind die HPLC-Chromatogramme der

Fraktion 5, welche die héchste antioxidative Wirksamkeit besitzt, bei 280 und 354 nm dargestellt.

Intens.

[maU] dimeres Procyanidin dimeres Procyanidin
300 \ /
200
100
10 20 30 40 50 60 Time [min]
Intens.
[mAY)

% Quercetin-galactosid/glucosid

: |/

20

0 T
0 10 20 30 40 50 60 Time [min]

Abbildung 63: HPLC-Chromatogramme der Fraktion 5 bei 280 nm (oben) und 354 nm (unten)

Die hohe antioxidative Kapazitdt der Fraktion 5 ist durch die hohe Konzentration an 2 dimeren
Procyanidinen zu erkldaren. In Abbildung 94 sind die antioxidativen Aktivitaten der innerhalb dieser
Arbeit isolierten Procyanidine dargestellt. Anhand dieser Daten ist ersichtlich, dass dimere
Procyanidine eine sehr hohe antioxidative Aktivitat besitzen. In der Literatur sind bislang nur sehr
wenig Daten zur antioxidativen Aktivitdt von Procyanidinen vorhanden, da Procyanidine in
Naturstoffen meist nur als Minorkomponenten vorkommen, daher als Standardsubstanzen nicht
erworben werden kénnen und individuell isoliert werden mussen. WIESE (2010) und MUSELIK et al.

(2007) belegten das antioxidativ hohe Potential der Procyanidine. Sie gaben fiir das Dimer B1 ((+)-
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Catechin-4a—>8-(-)-Epicatechin) und das Trimer C1 ((-)-Epicatechin-4->8-(-)-Epicatechin-4->8-(-)-
Epicatechin) antioxidative Aktivitdten von etwa 5-6 mmol Trolox/g Einwaage an.

Auch Fraktion 3 der HSCCC-Trennung ,,Silb CCC-1“ besaR eine deutlich erhéhte antioxidative Aktivitat.
Diese Fraktion enthielt ebenfalls dimere Procyanidine sowie auch ein trimeres Procyanidin, welches
ebenfalls eine hohe antioxidative Aktivitdt besitzt (siehe Abbildung 94). Weiterhin ist in Fraktion 3 ein
hoher Gehalt eines Kampferol-dirhamnosids zu finden. Anhand der innerhalb dieser Arbeit
bestimmten antioxidativen Aktivitaiten verschiedener Kampferolglykoside (Abbildung 94) kann
allerdings abgeschatzt werden, dass das vorliegende Kampferol-dirhamnosid nur einen sehr geringen
Beitrag zur antioxidativen Wirksamkeit der Fraktion leistet.

Fraktion 11 besitzt mit 4,28 mmol Trolox/g Einwaage ebenfalls eine sehr hohe antioxidative Aktivitat.
Das UV-Chromatogramm bei 280 nm zeigt einen hohen Gehalt an Protocatechusaure in der Fraktion.
Auch diese phenolische Sdure wurde im Verlauf dieser Arbeit isoliert und anschlieRend mittels TEAC
getestet. Der Test bewies, dass Protocatechusdure mit 5,5 mmol Trolox/g Einwaage eine sehr hohe

antioxidative Aktivitat besitzt und erklart somit den hohen antioxidativen Wert dieser HSCCC-Fraktion.

3.4.3.4 Isolierung von Protocatechusdure und (-)-Epicatchin

Die Isolierung der Protocatechusdure erfolgte aus den Fraktionen 11 und 12 der HSCCC-Trennung ,,Silb
CCC-1“. Mit einem Gradienten aus 2 %iger Essigsdure und Acetonitril konnte Protocatechusadure in
einer Reinheit von 99 % isoliert werden. Abbildung 64 stellt die Strukturformel, das "H-NMR-Spektrum

sowie das MS*-Fragmentierungsmuster dar.

ntens. -MS, 13.6min #615, 100%=5260774

109.1 " 1889
S| -MS2(153.0), 13.6min #616, 100%=222548

1090

H2, H6

[ HS

] ' igas

Abbildung 64: MS sowie MSZ-Fragmentierung (oben), Strukturformel (unten links) und 1H-NMR-Spektrum der
Protocatechusdure
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Der Vergleich der Retentionszeiten eines handelslblichen Protocatechusdurestandards mit der
isolierten Verbindung sowie auch das 'H-NMR-Spektrum haben bewiesen, dass es sich bei der
isolierten Verbindung um Protocatechusdure handelte. Eine quantitative Bestimmung im
methanolischen bzw. wassrigen Silberlindenblitenextrakt war nicht moéglich, da Protocatechusaure bei
der HPLC-Trennung zusammen mit einer unbekannten Verbindung eluierte. Auch eine Variierung des
Gradienten konnte keine Auftrennung beider Verbindungen erzielen. Protocatchusaure wurde bislang
in keiner Literaturstelle als Inhaltsstoff von Silberlindenbliiten beschrieben.

Fraktion 8 der HSCCC-Trennung ,Silo CCC-1“ wies bei 27,9 min einen Hauptpeak auf, dessen
Molekulionenmasse m/z 289 [M-H] und Fragment m/z 245 auf das Flavan-3-ol (-)-Epicatechin bzw.
(+)-Catechin hindeutete. Aufgrund der identischen Molekilmassen und Fragmentierungsmuster
konnten die Flavan-3-ole anhand ihrer massenspektrometrischen Daten nicht voneinander
unterschieden werden, weshalb nach der Isolierung der Verbindung eine Charakterisierung mittels
'H- sowie C-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt wurde. Eine weitere Unterscheidungsmaoglichkeit
beider Flavanole bestand darin, die Retentionszeiten mit Referenzsubstanzen zu vergleichen. Wahrend
(+)-Catechin bereits nach 18,9 min eluierte, wies (-)-Epicatechin eine Retentionszeit von 27,7 min auf.

Die in dieser Arbeit isolierte Verbindung eluierte nach 27,9 min, was auf (-)-Epicatechin hindeutete.

Abbildung 65: MS- sowie MSZ—Fragmentierung von (-)-Epicatechin bzw. (+)-Catechin (oben) und 1H—NMR—Spektrum (300 MHz,
CD50D) von (-)-Epicatechin (unten)

Anhand des 'H-NMR-Spektrums konnten weiterhin die spezifischen Signale des Epicatechins
identifiziert werden. Neben dem Dublett bei 6 6,97 ppm (J = 1,6 Hz) fir H2 konnten ein Dublett von
Dubletts bei 6 6,80 ppm (J = 1,6; 8,2 Hz) fiir H6 und ein weiteres Dublett bei § 6,75 ppm (J = 8,1 Hz) fir
H5‘ zugeordnet werden. Zwei weitere Dubletts bei 6 5,93 ppm (J =2,5 Hz) standen fiir die Protonen H6
und H8. Die beiden Protonen der Methylen-Gruppe an Position 4 spalteten jeweils in Dubletts von
Dubletts auf (6 2,87 ppm (J = 4,5; 16,8 Hz) fiir H4;, und 6 2,73 ppm (J = 2,7; 16,8 Hz) fir H4,,. Zur
endgiiltigen Bestatigung konnten die C-NMR-Signale eindeutig dem (-)-Epicatechin zugeordnet
werden: C2 (6 80,1 ppm), C3 (6 68,0 ppm) und C4 (6 29,2 ppm).
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3.4.3.5 HSCCC-Trennung eines Ethylacetatextraktes aus der methanolischen Extraktion
oa{ AtHa o/ I/

Zur Auswahl eines geeigneten FlieBmittelsystems fir die HSCCC-Trennung des methanolischen
Extraktes war auch hier eine Testung verschiedener Zusammensetzungen von Losungsmitteln noétig.
Das FlieRmittelsystem n-Hexan/Ethylacetat/Methanol/Wasser (1/5/1/5, v/v/v/v) erwies sich mit einem
Verteilungskoeffizienten K von 0,8 als bestes System und wurde zur HSCCC eingesetzt. Abbildung 66
zeigt das Chromatogramm, aufgenommen bei 354 nm mit einem Fluss von 4 mL/min und einer
Rotationsgeschwindigkeit von 800 rpm. Bei 354 nm werden hauptsachlich die enthaltenen Flavonol-O-

glykoside detektiert.

N

+ 5 (Coil-Fraktion)

Absorption bei 354 nm

4

N

T T T T R . 17
150 200 250 300 Zeit [min]

Abbildung 66: HSCCC-Chromatogramm (,,Silb CCC-2“) des methanolischen Ethylacetatextraktes aus Silberlindenbliiten bei
354 nm

Anhand des UV-Chromatogramms wurden 5 Fraktionen inklusive der auf dem Coil verbliebenen
Fraktion erhalten. Zur ersten Ubersicht wurden alle Fraktionen mittels LC-ESI-MS untersucht und deren
antioxidative Aktivitdten mittels TEAC-Test bestimmt (Abbildung 67).

5

mmol Trolox/ g Einwaage

F1 F2 F3 F4 F5

Abbildung 67: Antioxidative Aktivitdt der HSCCC-Fraktionen des methanolischen Silberlindenblitenextraktes
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Das Diagramm zeigt eine Verteilung der antioxidativen Aktivitat auf die Fraktionen 1 bis 3. Alle drei
Fraktionen wiesen eine hohe Antioxidativitat von > 3,5 mmol Trolox/g Einwaage auf. Fraktion 4 und 5
hingegen lagen mit etwa 1,7 mmol Trolox/g Einwaage deutlich darunter.

In Abbildung 68 sind die HPLC-Chromatogramme der Fraktionen 1 bis 3 bei 280 sowie 354 nm
dargestellt.
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dimeres Procyanidin Fraktion 1
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1
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Abbildung 68: UV-Chromatogramme der Fraktion 1 (oben), Fraktion 2 (mittig) und Fraktion 3 (unten) bei 280 nm (jeweils
oben) und 354 nm (jeweils unten)

Fraktion 1 der HSCCC-Trennung setzt sich hauptsachlich aus einem dimeren Procyanidin, einem
trimeren Procyanidin sowie den Flavonol-O-glykosiden Kampferol-glucosyl-rhamnosid, Quercetin-
dirhamnosid und Kampferol-dirhamnosid zusammen. Wie Abbildung 94 zeigt, tragen alle
Hauptinhaltsstoffe zur antioxidativen Aktivitdt bei, wobei die Procyanidine aufgrund ihrer hohen

antioxidativen Aktivitat den grofSten Beitrag dazu leisten.
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Fraktion 2 enthielt ein Quercetin-3-glucosid bzw.-galactosid als Hauptverbindung, die aufgrund ihrer
identischen Fragmentierung anhand der LC-ESI-MS Analyse nicht voneinander unterschieden werden
konnten. Mit einer antioxidativen Aktivitat von 2 mmol Trolox/g Einwaage konnte das Glucosid bzw.
Galactosid nicht allein fur den hohen antioxidativen Wert der Fraktion 2 verantwortlich sein. Zudem
enthalt die Fraktion zu etwa 10 % das Flavonol-O-glykosid Myricetin-3-rhamnosid. Bei der Testung
einiger Myricetinstandardverbindungen konnte belegt werden, dass Myricetin und seine Glykoside
signifikant hohere antioxidative Kapazitditen besitzen als vergleichbare Kampferol- oder
Quercetinglykoside (siehe Abbildung 94). Die erhohte antioxidative Wirksamkeit ldsst sich anhand der
zusatzlichen Hydroxylgruppe erkldren, da Myricetin am B-Ring statt einfacher (Kdmpferol) bzw.
zweifacher (Quercetin) Hydroxylierung dreifach hydroxyliert ist. RICE-EVANS et al. (1996) beschrieben
ebenfalls den Zusammenhang zwischen antioxidativer Aktivitdt und Zahl der Hydroxygruppen des
antioxidativ wirksamen Molekdils.

Die hohe antioxidative Aktivitat von Fraktion 3 kann zum groBen Teil durch das Flavanol (-)-Epicatechin
erklart werden, da fiur (-)-Epicatechin eine hohe Antioxidativitdt von 5,6 mmol Trolox/g Einwaage
bestimmt werden konnte. Kdmpferol-3-glucosid als weitere Hauptverbindung dieser Fraktion besitzt
mit 0,8 mmol Trolox/g Einwaage im Vergleich zum (-)-Epicatechin nur eine vernachlassigbar geringe

antioxidative Aktivitat.

3.4.3.6 Isolierung von Quercetin-3-rhamnosid

Aus Fraktion 4 der ,,Silb CCC-2“-Trennung konnte mittels praparativer HPLC das Quercetin-3-rhamnosid
isoliert werden. Anhand des Pseudomolekilions von m/z 447 [M-H] und des Fragmentes m/z 301
wurde bereits vor Isolierung der Verbindung vermutet, dass es sich bei der Verbindung um ein
Quercetinrhamnosid handelt. Nach Isolierung der Verbindung wurde die Struktur mittels "H-NMR-

sowie *C-NMR-Spektroskopie vollstindig aufgeklart.
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Abbildung 69: "H-NMR-Spektrum von Quercetin-3-O-rhamnosid (300 MHz, CD;0D)
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Das 'H-NMR-Spektrum zeigte die fiir das Aglykon Quercetin typischen Protonensignale im Bereich
zwischen & 7,34 und 6,20 ppm. Im Bereich &6 5,36-0,95 ppm befanden sich die Signale der
Zuckerprotonen H1“ bis H6“. Das Dublett bei 6 5,36 ppm ist dem anomeren H1“ Proton der Rhamnose
zuzuordnen und konnte aufgrund der kleinen Kopplungskonstante von 1,3 Hz der in der Natur haufig
vorkommenden a-L-Rhamnose zugeordnet werden. Alle *H- und *C-NMR Daten sind in Kap. 5.4

aufgelistet.

Aufgrund der geringen Ausbeuten der Fraktionen der HSCCC-Trennungen konnten keine
Minorkomponenten aus Silberlindenbliiten isoliert werden. Aus diesem Grund wurde die bereits
erfolgreich durchgefiihrte HSCCC-Trennung auf einen groReren MaRstab unter Anwendung der Spiral-
Coil LSRCCC dubertragen. Mit Hilfe dieser praparativen Trennmethode war es moglich, 10 g

Probenmaterial mit nur einer Trennung zu fraktionieren.

3.4.4 Erstmaliger Einsatz der Spiral-Coil LSRCCC zur Isolierung bislang unbekannter Verbindungen
aus Silberlindenbliiten

Nach erfolgreicher Fraktionierung der Polyphenole mittels HSCCC wurde die Trennung auf einen
grosseren Malistab Ubertragen. Dazu wurde die Spiral-Coil LSRCCC eingesetzt. Damit war es moglich,
hohere Ausbeuten der Fraktionen sowie eine Anreicherung von Minorbestandteilen zu erzielen. Fur
die Trennung wurden etwa 10 g des Ethylacetatextraktes eingesetzt. Als Fliessmittelsystem wurde
ebenfalls wie bei der ,Silo CCC-2“ das FlieRmittelsystem tert. Butylmethylether/Acetonitril/Wasser
(5/3/6, v/v/v) verwendet. Die von KOHLER (2006) durchgefiihrte Retentionsstudie mit dem genannten
FlieBmittelsystem zeigte, dass eine optimale Trennung im L-I-H-Modus mit der Flussrate 5 mL/min und
einer Rotationsgeschwindigkeit von 132 U/min durchzufiihren ist. So wurde die Trennung unter
Anwendung dieser Parameter durchgefiihrt. Nach 28 Stunden wurde die Trennung abgebrochen und
im ,,Extrusion Modus weitergefiihrt, d.h. die leichte stationdre Phase als mobile Phase verwendet, um
die auf dem Coil verbliebenen unpolaren Verbindungen fraktioniert auszuspulen.

Das UV-Chromatogramm der Trennung ist in Abbildung 70 bei einer Wellenlange von 354 nm

dargestellt.
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Abbildung 70: UV-Chromatogramm der Spiral-Trennung des Ethylacetatextraktes aus Silberlindenbliiten bei 354 nm nach
SCHOENFELDT (2010)

Zusatzlich zum UV-Chromatogramm wurde jedes 3. Reagenzglas der Trennung mittels HPLC-DAD
analysiert, um eine genauere Einteilung der sich in ihrer Zusammensetzung stark unterscheidenden
Fraktionen vornehmen zu kdnnen. Nach dem Vergleich zwischen UV-Chromatogramm und den
einzelnen HPLC-Chromatogrammen wurden 14 Fraktionen eingeteilt. In Tabelle 11 sind die Ausbeuten

der einzelnen Fraktionen in mg angegeben.
Tabelle 11: Ausbeuten der Fraktionen der Spiral-Coil-Trennung des Silberlindenblitenextraktes nach SCHOENFELDT (2010)

Fraktion Ausbeute [mg]
1 5102
2 510
3 207
4 407
5 305
6 299
7 142
8 107
9 125

10 201
11 65
12 86
13 441
14 155

Bereits mehr als 50 % des eingesetzten Ethylacetatextraktes waren in Fraktion 1 der Trennung zu
finden. Die LC-ESI-MS Analyse dieser Fraktion zeigte, dass die Zusammensetzung noch sehr komplex
war. Neben verschiedenen Procyanidinen sind auch mehrere Flavonol-O-glykoside enthalten. Die
Trennung mittels der Spiral-Coil LSRCCC diente daher nur dem Zwecke der Vorfraktionierung und

Fraktion 1 wurde mittels HSCCC weiter aufgetrennt (siehe Kap. 3.4.5).
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Alle Fraktionen der Spiral-Trennung wurden nach Gefriertrocknung mittels LC-ESI-MS untersucht und
ebenfalls deren antioxidative Aktivitdten bestimmt. Die Ergebnisse des TEAC-Tests sind in Abbildung
71 dargestellt.

mmol Trolox/ g Einwaage

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14

Abbildung 71: Antioxidative Aktivitaten der Fraktionen der Spiral-Coil nach SCHOENFELDT (2010)

Anhand der Abbildung ist zu erkennen, dass die antioxidativen Kapazitaten sehr unterschiedlich auf die
einzelnen Fraktionen verteilt sind. Wahrend Fraktion 5 mit 5,5 mmol Trolox/g Einwaage die hochste
Aktivitat besitzt, liegen Fraktionen 13 und 14 mit etwa 0,5 mmol Trolox/g Einwaage weit darunter.
Wahrend in Fraktion 13 und 14 nur noch sehr geringe Gehalte verschiedener Kampferolglykoside zu
finden sind, enthalten die antioxidativ wirksamen Frakionen 1, 2, 5, 6, 8 und 9 hohe Mengen an
Epicatechin, phenolischen Sduren, Proanthocyanidinen und verschiedenen Flavonol-O-glykosiden.

In Abbildung 72 sind die UV-Chromatogramme dieser Fraktionen bei 280 nm dargestellt.
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Abbildung 72: UV-Chromatogramme der antioxidativen Fraktionen 1, 2, 5, 6, 8 und 9 bei 280 nm

Um die hohen antioxidativen Aktivitdten der aufgefiihrten Fraktionen genauer erklaren zu konnen und
die daflr verantwortlichen Verbindungen ausfindig zu machen, wurden Hauptinhaltsstoffe der
antioxidativ hoch wirksamen Fraktionen isoliert. Anschliefend wurden deren antioxidative Aktivitaten
mittels TEAC bestimmt (siehe Abbildung 94).

3.4.4.1 Isolierung von Gallussaure

Im UV-Chromatogramm der Fraktion 5 der Spiral-Coil-Trennung eluierte bei 7,7 min eine der
Hauptverbindungen, welche ein Pseudomolekilion von m/z 169 [M-H]" und Fragment von m/z 125
aufwies. Die Absorptionsmaxima der Verbindung lagen bei 228 und 270 nm. Nach Isolierung der
Verbindung mittels praparativer HPLC konnte anhand der "H-NMR-Spektroskopie die Verbindung als

Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure) identifiziert werden.
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Abbildung 73: MSZ—Spektrum, 1H—NMR—Spektrum und Strukturformel der 3, 4, 5-Trihydroxybenzoesdure (Gallussaure)

3.4.4.2 Isolierung von Kampferol-3-glucosid und Quercetin-3-xylosid

Aus Fraktion 6 der Spiral-Coil-Trennung konnten nach erfolgreicher Entwicklung eines Gradienten fir
die praparative HPLC zwei Flavonol-O-glykoside isoliert werden.

Beim ersten Flavonol-O-glykosid, das bei 46,4 min eluierte, ergab die ESI-MS"-Analyse das Molekuilion
m/z 447 [M-H] und das MS"-Fragment m/z 285, das auf das Aglykon Kampferol bzw. Luteolin
hindeutete. Die Differenz von m/z 162 deutete auBerdem auf die Abspaltung eines Hexosids hin.
Anhand der spezifischen Fragmentierungsmuster von Luteolin und Kampferol, die von FABRE et al.
(2001) beschrieben wurden, konnten die MS>-Daten dem Aglykon Kampferol zugeordnet werden, was
auch die 'H-und >C-NMR-Daten beststigten.

HO.
(]
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Abbildung 74: 1H-NMR-Spektrum sowie Strukturformel von Kampferol-3-glucosid

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte im Aromatenbereich die fiir Flavonoide typischen Signale. Die beiden
meta-standigen Protonen H6 und H8 spalteten jeweils in Dubletts bei 6,2 und 6,4 ppm auf und
koppelten mit der fiir meta-Kopplungen typischen Kopplungskonstante von J = 1,8 Hz. Zwei weitere
Signale entsprachen den vier Protonen des B-Ringes, der einen para-substituierten Aromaten
darstellte. Aufgrund der chemischen Identitdt von H3‘ und H5‘ (6 6,9 ppm) sowie H2‘ und H6’
(6 8,0 ppm) spalteten diese jeweils in ein Dublett auf, wobei sie fiir zwei Protonen integrierten. Die
ortho-Kopplung zwischen H2‘ und H3‘ bzw. H5‘ und H6’ betrug 8,8 Hz. Im Bereich zwischen
3,1-3,8 ppm lagen die Signale der Glucose als Multiplett. Das anomere Proton H1 spaltete in ein
Dublett bei 5,31 ppm und einer Kopplungskonstante von 7,8 Hz auf, was fiir eine B-glykosidische
Bindung des Zuckers spricht. Anhand der Zuckersignale im *H-NMR war keine eindeutige Aufklarung
des Zuckers Glucose bzw. Galactose moglich, weshalb mittels HPLC-DAD-Analyse die Referenzsubstanz

Kampferol-3-glucosid mit der isolierten Substanz verglichen wurde. Es ergaben sich identische
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Retentionszeiten bei 46,4 min, was die isolierte Verbindung als Kampferol-3-glucosid charakterisierte.
Nach ESATBEYOGLU (2011) eluiert Kdmpferol-3-galactosid vor dem Kampferol-3-glucosid.

Aus Fraktion 6 der Spiral-Coil-Trennung konnte weiterhin eine Verbindung isoliert werden, deren
Absorptionsspektrum bei 356 nm ein Maximum zeigte. Das innerhalb der ESI-MS"-Analyse ermittelte
Molekulion m/z 433 [M-H] und das Fragment m/z 301 [M-H-Pentose] deuteten darauf hin, dass es
sich bei der isolierten Verbindung um das Aglykon Quercetin handelte, welches aufgrund der
Abspaltung von m/z 132 mit einer Pentose verknipft sein musste. Nach Isolierung der Verbindung
mittels praparativer HPLC wurde die Struktur der Verbindung mittels *H- und *C-NMR-Spektroskopie
aufgeklart.

OH |
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Abbildung 75: 1H—NMR—Spektrum sowie Strukturformel des Quercetin-3-xylosids

Anhand der Signale im Tieffeld konnte bestatigt werden, dass es sich bei dem Aglykon um das Flavonol
Quercetin handelte. Die Signale der Protonen H6‘ und H2‘ des B-Ringes fielen bei einer chemischen
Verschiebung von 7,5 ppm zusammen. Es folgten die Protonensignale des H5‘ (6 6,8 ppm), H8
(66,4 ppm) und H6 (66,2 ppm). Das anomere Protonensignal des H1“ bei 5,3 ppm sowie die
Kopplungskonstante J = 7,0 Hz deuteten auf einen B-glykosidisch gebundenen Zucker hin. Die Signale
des Zuckers spalteten in ein Multiplett zwischen 2,9 — 3,6 ppm auf und waren den einzelnen Protonen
nur begrenzt zuzuordnen. Das Signal des H5"“a, welches die dquatoriale Stellung einnahm, konnte der
chemischen Verschiebung bei 3,7 ppm zugeordnet werden und gibt anhand seiner grofRen
Kopplungskonstante von 10,4 Hz einen eindeutigen Hinweis auf Xylose als verknlpften Zucker. Wiirde
es sich bei dem vorliegenden Zucker um Arabinose handeln, wirde das Proton H5“a aufgrund des
dquatorial stehenden H4“ Protons eine kleinere Kopplungskonstante von etwa 5 Hz aufweisen
(HILLEBRAND, 2004). Zusatzlich war es anhand einer Referenz des Quercetin-3-arabinosids moglich,
die Retentionszeiten eines Xylosids und Arabinosids zu vergleichen und die Verbindung als Quercetin-

3-xylosid zu bestatigen.

3.4.4.3 Isolierung von Kampferol-3-rhamnosid und Kampferol-3-xylosid

Neben dem Flavonol-O-glykosid Kampferol-3-rhamnosid, welches zu einem hohen Anteil in
Silberlindenbliiten enthalten ist und in der Literatur bereits als Inhaltsstoff beschrieben wurde
(MATSUDA et al., 2002), konnte ein weiteres Kampferolglykosid, welches nur zu einem sehr geringen

Anteil in den Bliiten enthalten ist, isoliert werden. Die Analyse mittels ESI-MS" ergab fiir das
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Kampferol-3-rhamnosid ein Molekilion von m/z 431 [M-H] sowie das Fragment m/z 285 [M-H-
Rhamnose]”. Das Molekiilion des zweiten Glykosids m/z 417 [M-H] und das Hauptfragment m/z 285
[M-H-Pentose] wiesen auf das Aglykon Kampferol hin, welches aufgrund der Abspaltung von m/z 132

mit einer Pentose verknlipft sein musste.
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Abbildung 76: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 10 der Spiral-Coil-Trennung bei 354 nm (oben) sowie MSZ-Spektren des
Kampferol-3-rhamnosids (rechts) sowie des Kampferol-3-xylosids (links)

Anhand der Retentionszeit sowie der MS"-Daten konnte Kidmpferol-3-rhamnosid eindeutig identifiziert
werden. Auf eine zusatzliche Absicherung der Struktur mittels NMR-Spektroskopie wurde verzichtet.
Das Flavonolglykosid Kampferol-3-xylosid ist bislang als Inhaltsstoff von Silberlindenbliten nicht
bekannt. Die 'H-NMR-Daten bestitigten trotz kleiner Verunreinigungen im Spektrum im Bereich
6 6,1-8,0 ppm das Aglykon Kampferol mit den Signalen des B-Ringes, die aufgrund ihrer chemischen
Identitdt in nur 2 Dubletts aufspalteten (6 8,0 ppm, mit J = 8,9 Hz fiir H2* und H6’ sowie 6 6,9 ppm mit
J = 8,8 Hz fiir H3“ und H5‘) und den Protonen des A-Ringes H8 (6 6,3 ppm) und H6 (6 6,1 ppm). Der
verknipfte Zucker, ein Pentosid, ist wieder in ein Multiplett im Bereich § 2,9-3,8 ppm aufgespalten.
Die Signale der Protonen H5“a und H5b sind jedoch gut zuzuordnen. Das axiale Proton H5b spaltet
in ein Dublett von Dublett auf und koppelt mit den Kopplungskonstanten 9,7 Hz sowie 11,4 Hz. Die
groRen Kopplungskonstanten sprechen fiir eine Xylose als verkniipften Zucker, da es aufgrund des axial
standigen Protons H4“ zu den angegeben grolRen Kopplungskonstanten kommt. HILLEBRAND (2004)
beschrieb ebenfalls das Auftreten von groRen Kopplungskonstanten bei der Verkniipfung mit Xylose,
wahrend bei der Verknlipfung mit einer Arabinose kleinere Kopplungskonstanten von 6,5 und 10,5 Hz

auftraten.

3.4.4.4 Isolierung von 4-Hydroxybenzoesadure und Vanillinsdure

Aus Fraktion 12 der Spiral-Coil-Trennung konnten mittels praparativer HPLC zwei Verbindungen isoliert

werden, die bei den Retentionszeiten 20,9 und 24,7 min eluierten (Abbildung 77).
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Abbildung 77: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 12 der Spiral-Coil Trennung bei 280 nm
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Fiir die bei 20,9 min eluierende Verbindung ergab die ESI-MS"-Analyse das Molekiilion m/z 137 [M-H]
und das Fragment m/z 93 (Abbildung 78). Dessen Absorptionsmaximum lag bei 254 nm. Die
ermittelten Daten wiesen auf eine einfach hydroxylierte Benzoesaure hin. Das MS*-Fragment m/z 93
entstand durch die Abspaltung der Carboxylgruppe (COOH). Nach Zusatz eines 4-Hydroxybenzoesaure-
Standards wurde bestatigt, dass es sich bei der isolierten Verbindung um 4-Hydroxybenzoesaure
handelte, die in der Literatur ebenfalls als Inhaltsstoff von Silberlindenbliiten bislang nicht beschrieben
wurde. Auch die *H- und *C-Spektren bestatigten ebenfalls die Struktur der Benzoesiure, die in para-
Stellung eine Hydroxylgruppe tragt.

Die bei 24,7 min eluierende Verbindung zeigte in der ESI-MS"-Analyse ein Molekilion bei m/z 167
[M-H] und ein Absorptionsmaximum von 260 nm. Anhand der massenspektrometrischen Daten wurde
vermutet, dass es sich bei der Verbindung um 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure (Vanillinsdure)
handelte. Die MS*-Fragmente m/z 152 [M-H-CHs], m/z 123 [M-H-COOH] und m/z 108 [M-H-CH,-
COOH]" (Abbildung 78)

Referenzsubstanz Vanillinsdure bestatigte dies ebenfalls. Zudem stimmten auch die *H- und **C-Daten

bestatigten diese Vermutung. Ein Retentionszeitenvergleich mit der
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Abbildung 78: MSZ-Spektren der 4-Hydroxybenzoesdure (oben) und Vanillinsdure (unten) im neg. Modus sowie deren
Strukturformeln

3.4.5 HSCCC-Trennung der Fraktion 1 aus der Spiral-Coil[ { w/ / /| oGad{wt o [/ /

Aufgrund der komplexen Zusammensetzung der Fraktion 1 der Spiral-Coil-Trennung, der darin
angereicherten Procyanidine und der hohen Ausbeute dieser Fraktion, wurde eine weitere
HSCCC angestrebt. Dafir

Butanol/Wasser (14/1/15, v/v/v) ausgewahlt. Die Trennung wurde mit einer Flussrate von 4 mL/min

Auftrennung mittels wurde das FlieRmittelsystem Ethylactetat/n-
und einer Rotationsgeschwindigkeit von 800 rpm durchgefiihrt. Fiir die Detektion der Procyanidine
erfolgte die Aufzeichnung bei 280 nm. In Abbildung 79 ist das Chromatogramm der Trennung

dargestellt.
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Abbildung 79: HSCCC-Chromatogramm (,,Silb CCC-3“) der Fraktion 1 der Spiral-Coil Trennung bei 280 nm
nach SCHOENFELDT (2010)

Anhand des UV-Chromatogramms konnten 10 Fraktionen inklusive der Coil-Fraktion erhalten werden.

Abbildung 80 stellt die ermittelten antioxidativen Aktivitaten der einzelnen Fraktionen dar.

mmol Trolox/ g Einwaage

11 1.2 13 14 15 1.6 1.7 1.8 19 1.10

Abbildung 80: Antioxidative Aktivitdten der HSCCC-Fraktionen der Fraktion 1 der Spiral-Coil-Trennung

Wie die Abbildung zeigt, sind die antioxidativen Aktivitdten Uberwiegend gleichmaRig auf die
Fraktionen verteilt. Untersucht man die qualitative Zusammensetzung der Fraktionen mittels LC-ESI-
MS, wird deutlich, dass die Procyanidine mit Hilfe der HSCCC sehr gut fraktioniert werden konnten. Die
Fraktionen mit den hochsten Aktivitaten, Fraktion 1.5, 1.6 und 1.7, enthalten dimere und trimere
Procyanidine in stark angereicherter Form. Abbildung 81 stellt die UV-Chromatogramme dieser
Fraktionen bei 280 nm dar. Anhand der Hauptmassen und der typischen Fragmentierungsmuster
konnte bestimmt werden, ob es sich um ein dimeres (m/z 577 [M-H]), trimeres (m/z 865 [M-H]) oder

tetrameres (m/z 1153 [M-H]') Procyanidin handelte.
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Abbildung 81: HPLC-Chromatogramme der Fraktionen 1.5, 1.6 und 1.7 bei 280 nm

Die in den einzelnen Fraktionen angereicherten Procyanidine konnten mittels prdparativer HPLC
isoliert werden. Deren Struktur konnte nicht allein anhand der Analyse mittels LC-ESI-MS" aufgeklart
werden, da dabei nur die Bestimmung des Polymerisationsgrades anhand der Hauptmassen mdoglich
war, jedoch keine Informationen Uber die Art der Interflavanoidbindung gewonnen werden konnte.
Mit Hilfe der saurekatalysierten Degradation (Phloroglucinolyse) konnten erste Erkenntnisse Uber die
einzelnen Bausteine der Procyanidine erhalten und die Struktur anschlieBend mit Hilfe der ein- und
zweidimensionalen 'H-NMR-Spektroskopie aufgeklart werden.

Die Durchfiihrung der Phloroglucinolyse ermdglicht durch Spaltung die Bestimmung der einzelnen
Flavan-3-ol-Bausteine  in  einem Procyanidinmolekiil.  Anhand der unterschiedlichen
Spaltgeschwindigkeiten kann aulRerdem auch die Art der Interflavanoidbindung bestimmt werden.
Dabei werden 4->8 verknilipfte Proanthocyanidine schneller gespalten als die 4->6 verknipften
(HEMINGWAY et al., 1982).

In Tabelle 12 sind beispielhaft die bei der Phloroglucinolyse des trimeren Procyanidins C1
(-)-Epicatechin-4B—>8-(-)-Epicatechin-4Bp—>8-(-)-Epicatechin entstandenen Spaltprodukte aufge-
fihrt (siehe auch Kap. 2.8.5).

Tabelle 12: Spaltprodukte der Phloroglucinolyse am Beispiel des trimeren Procyanidins C1

Spaltprodukt tg [min] m/z [M-H]
(-)-Epicatechin-(4B->2)-Phloroglucinol 20,9 413
Dimeres Procyandin B2-Phloroglucinol 20,9 701
Dimeres Procyanidin B2 33,8 577

(-)-Epicatechin 36,5 289
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Fihrt man die Phloroglucinolyse unter milden Bedingungen durch (5 min Reaktionszeit bei 30°C), so
entstehen aus den oberen Einheiten des trimeren Procyanidins C1 ein monomeres Phloroglucinol-
Addukt (EC-Ph) und ein dimeres Phloroglucinol-Addukt (B2-Ph). Aus den unteren Einheiten entsteht
bei der Degradation das dimere Procyanidin B2 sowie das Monomer (-)-Epicatechin.

Auf diese Weise konnen mit Hilfe der saurekatalytischen Degradation wertvolle Informationen Ulber
Bausteine und interflavanoide Bindungen gewonnen werden.

Zur abschlieRenden Strukturaufkldrung wurden ein- und zweidimensionale 'H-NMR-Spektren
aufgenommen. Da Methanol-d, aufgrund seiner Eigenschaft zur Epimerisierung von Procyanidinen als
Losungsmittel fir die NMR-Spektroskopie von Proanthocyanidinen nicht geeignet war, wurden alle
Proanthocyanidine in Aceton-dg gemessen. Wie die Messungen bei Raumtemperatur zeigten, traten
aufgrund der eingeschrinkten Rotation um die Interflavanoidbindung starke Signalverbreiterungen
auf, sodass ein Auswerten der Spektren nicht moglich war. Mit der Durchfiihrung der NMR-Messungen
bei Tieftemperatur (240 K) konnten hingegen sehr gute Spektren aufgenommen werden, da die
Rotation durch das ,Einfrieren” der interflavanoiden Bindungen weitestgehend unterbunden werden

konnte.

3.4.5.1 Isolierung von trimeren Procyanidinen

3.4.5.1.1 Isolierung und Strukturaufklarung des trimeren Procyanidins (-)-Epicatechin-4i y-(-)-
Epicatechin-4i y-(-)-Epicatechin (C1)

Aus Fraktion 1.7 der ,Silb CCC-3“ konnten etwa 11 mg eines weissen amorphen Pulvers isoliert

werden, das anhand der ESI-MS"-Daten als trimeres Proanthocyanidin identifiziert werden konnte.

Abbildung 82 zeigt das Fragmentierungsmuster des isolierten Procyanidins, das typisch fir ein

trimeres Procyanidin ist. Anhand des Fragmentierungsmusters und des Molekiilions konnte lediglich

die Art des Procyanidins bestimmt werden, jedoch nichts tGber die Art der Interflavanoidbindung oder

die Stereochemie ausgesagt werden.

Intens.
[%0]

-MS2(865.7), 37.8min #1668, 100%=2784407

Juny

N

&)
1

] 407.1 695.2
100 4 577.1

754
50
25
O_E Ly - e LU 155149:2. o l | 3

T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 m'z

287.0 543.1

Abbildung 82: MSZ-Spektrum des trimeren Procyanidins C1 im negativen Modus

Eine erste Aussage Uber die einzelnen Bausteine des Procyanidins konnte durch die Durchfiihrung
einer saurekatalysierten Degradation (Phloroglucinolyse) getroffen werden. Es ist bekannt, dass sich

dabei die Stereochemie der einzelnen Bausteine nicht verdandert und anhand der unterschiedlichen
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Spaltgeschwindigkeiten die Art der Interflavanoidbindung bestimmt werden kann (ESATBEYOGLU,
2011).

Die Phloroglucinolyse der isolierten Verbindung zeigte unter milden Bedingungen bei 30°C fiir 5 min im
UV-Chromatogramm bei 280 nm einen nahezu vollstandigen Abbau des Trimers, das bei 37,9 min
eluierte. Anstelle des Trimers sind nach dem Abbau bei 22,8 min die Phloroglucinolprodukte EC-Ph und
B2-Ph (66,1 %) sowie das dimere Proanthocyanidin B2 (7,7 %) bei 35,0 min zu erkennen. Das Monomer
(-)-Epicatechin (26,2 %) eluierte bei 37,3 min und gab einen Hinweis darauf, dass das terminale Ende
der isolierten Verbindung aus einer (-)-Epicatechin-Einheit bestand. Der schnelle und nahezu
vollstandige Abbau des Trimers sowie das Vorhandensein des B2-Ph als auch des B2 deuteten darauf
hin, dass das vorliegende Trimer nur mit 4->8 Bindungen verknipft war und aullerdem nur aus
(-)-Epicatechin-Einheiten zusammengesetzt sein konnte. In Abbildung 83 sind die HPLC-
Chromatogramme der milden und starken Phloroglucinolyse bei 280 nm dargestellt. Anhand der
Ergebnisse der Phloroglucinolyse als auch der ESI-MS"-Analyse wurde von dem trimeren Procyanidin
(-)-Epicatechin-43—>8-(-)-Epicatechin-43->8-(-)-Epicatechin ausgegangen. Eine endglltige Absicherung

der Struktur erfolgte mittels ein- und zweidimensionaler *H-NMR-Spektroskopie.
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Abbildung 83: HPLC-Chromatogramme nach der milden und starken Phloroglucinolyse des Trimers C1 bei 280 nm

Bislang waren 1H-NMR-Messungen von Procyanidinen meist nur nach deren Derivatisierung zu
Peracetaten moglich, da es durch die eingeschrankte Rotation um die Interflavanoidbindung zu starken
Verbreiterungen der Signale kam, welche nicht aussagekraftig waren. Vor kurzem konnte die
Signalaufspaltung und -scharfe erheblich durch die Messung bei Tieftemperatur (240K statt 300K)
verbessert werden (ESATBEYOGLU, 2011). Angelehnt daran, wurden die 1H-NMR-Messungen der
isolierten Proanthocyanidine in Aceton-dgs ebenfalls bei Tieftemperatur gemessen, wodurch es zum

,Einfrieren” der interflavanoiden Bindung und damit zur Verbesserung der Signale kam.
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In Kombination mit den zweidimensionalen COSY-, TOCSY- und ROESY-Spektren konnten alle Protonen

eindeutig zugeordnet werden. Das ‘H-NMR-Spektrum des Trimers C1 wurde dabei in verschiedene

Abschnitte unterteilt:

- 2,7-2,9 ppm
4,0-5,2 ppm

- 5,9-6,0 ppm

- 6,6-7,2 ppm

- 4,27-4,30 ppm
7,1-7,2 ppm
8,1-8,8 ppm

C-Ring Protonen

Protonen der heterozyklischen Ringe: H2, H3 und H4 sowie die 2
geminalen Protonen H4A und H4B der unteren Einheit

A-Ring Protonen

aromatische metakoppelnde Protonen H6 und H8 der oberen
Einheit sowie H6 der mittleren und unteren Einheit

B-Ring Protonen

aromatische Protonen H2‘, H5 und H6‘ der oberen, mittleren und
unteren Einheit

Hydroxylgruppen

aliphatische und aromatische Hydroxylgruppen

Aufgrund der tiefen Temperatur sind die Signale der Hydroxylgruppen zum Tieffeld hin verschoben.

Dabei entspricht eine Hydroxylgruppe der halben Integrationshohe eines Protons. ESATBEYOGLU

(2011) konnte anhand eines zusatzlichen H/D-Austausches mit Methanol-d, alle Hydroxylgruppen

eindeutig zuordnen. Aufgrund der Ubereinstimmung der NMR-Daten mit den Daten aus ESATBEYOGLU

(2011) konnten die Signale hier ebenfalls den Hydroxylgruppen entsprechend zugeordnet werden.

aromatische OH-Gruppen
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Abbildung 84: 1H-NMR-Spektrum des isolierten Trimers C1 bei 240 K (400 MHz, Aceton-dg)
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Abbildung 85: Strukturformel des trimeren Procyanidins C1

Die aromatischen metakoppelnden A-Ring Protonen H6 und H8 der oberen Einheit konnten anhand
ihrer charakteristischen chemischen Verschiebung (66,0 ppm) und ihrer typischen Kopplungs-
konstante von J = 1,9 Hz eindeutig zugeordnet werden. Die H6 Protonen der mittleren sowie unteren
Einheit erschienen als Singulett bei 5,94 ppm und wiesen, wie zu erwarten war, die gleiche
Integrationshohe auf wie die H6 und H8 Protonen der oberen Einheit. Dies lieferte einen Beweis dafiir,
dass das vorliegende Molekil aus drei Flavanol-Einheiten zusammengesetzt war.

Mit Hilfe der COSY- und TOCSY-Spektren konnten alle aromatischen Protonen H2, H5‘ und H6’ des B-
Ringes zugeordnet werden. Aufgrund der Nachbarschaft der Protonen H5 und H6’ konnte eine grol3e
Kopplungskonstante von etwa 8 Hz ermittelt werden sowie eine kleine Kopplungskonstante von etwa
J =2 Hz fur die Kopplung des metastandigen H6‘ zum H2‘. Weitere long-range Aufnahmen zeigten im
COSY-Spektrum Korrelationen zwischen dem H2‘ sowie dem H6‘ Proton des B-Ringes mit dem H2
Proton des aliphatischen C-Ringes. Damit konnte die Stellung des B-Ringes zum aliphatischen C-Ring
bestatigt und alle Signale eindeutig zugeordnet werden.

Die H2 Protonen bildeten 2 breite Singuletts bei 6 5,1 und 5,2 ppm, welche die cis Konfiguration der H2
und H3 Protonen zueinander bestatigten. Durch die Aufspaltung der H2 Protonen in breite Singuletts
konnte auf das Monomer (-)-Epicatechin in allen Einheiten des Molekiils geschlossen werden, da bei
Anwesenheit des 2,3 trans konfigurierten Catechins Aufspaltungen mit grofen Kopplungskonstanten
zu sehen gewesen waren. Neben den Multipletts der H3 Protonen zwischen & 4,0 und 4,4 ppm, die
spater mit Hilfe der COSY-Spektren eindeutig zugeordnet werden konnten, waren bei 2,90 ppm und
2,71 ppm die Aufspaltungsmuster der beiden geminalen H4 Protonen der unteren Einheit zu erkennen.
Beide Protonen spalteten jeweils in ein Dublett von Dublett auf (dd, & 2,71 ppm, J = < 1Hz, 16,4 Hz,
H4B; dd, 6 2,90 ppm, J = 4,3 Hz, 16,4 Hz, H4A). Mit Hilfe des ROESY-Spektrums konnte anhand der

chiralen C4-Position die Stereochemie bestimmt werden. Wahrend bei der oberen und mittleren
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Einheit keine Wechselwirkung zwischen den H2 und H4 Protonen festgestellt wurde, konnte diese
Korrelation bei der unteren Einheit beobachtet werden (siehe Abbildung 86). Im ROESY- Spektrum war
demnach eindeutig zu erkennen, dass das H2 Proton der unteren Einheit mit dem H4A Proton, also

dem axial-standigen H4 Proton, korrelierte.

H4A (u)
l & H4B (u)
AP LAL_,J Y S W —

Abbildung 86: ROESY-Spektrum des isolierten Trimers C1 bei 240 K (400 MHz, Aceton-dg)

Weiterhin gab das ROESY-Spektrum Aufschluss Uber die Art der interflavanoiden Bindungen. Durch die
Uber den Raum koppelnden Protonen H2‘ und H6‘ der unteren Einheit mit dem Proton H4 der
mittleren Einheit und ebenso der H2 und H6’ Protonen der mittleren Einheit mit dem H4 Proton der
oberen Einheit konnten die 4->8 Verknipfungen zwischen den Einheiten bestatigt werden. (Abbildung
87).
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Abbildung 87: Ausschnitt aus dem ROESY-Spektrum des isolierten Trimers C1 bei 240 K (400 MHz, Aceton-dg)

Weiterhin waren in dem Ausschnitt des ROESY-Spektrums die Korrelationen zwischen den Protonen
H2‘ zu H2 sowie H2‘ zu H3 aller Einheiten zu sehen, was nochmals die Stellung des B-Ringes zum C-Ring
bestatigte.

Das Auftreten vieler kleiner Signale innerhalb der 'H-Spektren ist nicht durch Verunreinigungen
hervorgerufen worden, sondern hangt mit Signalverdopplungen zusammen. Nach ESATBEYOGLU
(2011) treten solche Signalverdopplungen aufgrund mehrerer méglicher Konformere auf, die durch die
Rotation um jede Interflavanoidbindung zu Stande kommen. Somit kann es zu einem Hauptkonformer

und zwei Minorkonformeren kommen, die die Vielzahl der kleinen Signale in den Spektren erklaren.

3.4.5.1.2 Isolierung und Strukturaufklarung des trimeren Procyanidins (-)-Epicatechin-4i hc-(-)-
Epicatechin-4i y-(-)-Epicatechin

Aus Fraktion 1.6 der ,Silb CCC-3“ konnten 5 mg eines weissen amorphen Pulvers isoliert werden. Die
ESI-MS"-Daten wiesen ebenfalls auf ein trimeres Procyanidin hin (siehe Fragmentierungsmuster
Abbildung 82). Eine siurekatalysierte Degradation der isolierten Verbindung unter milden
Bedingungen ergab 41,7 % EC-Ph sowie 9,3 % B5-Ph, die aus den oberen Einheiten des Trimers
entstanden sind. Flr die unteren Einheiten entstanden 12,4 % dimeres Procyanidin B2 und 19,1 %
(-)-Epicatechin. Das Trimer selbst ist nur zu 82,5 % gespalten worden. Der hohe Anteil des nicht
gespaltenen Trimers von 17,5 % und das Spaltprodukt B5-Ph deuteten auf eine 4->6 Verknipfung
zwischen der oberen und mittleren Einheit hin. Die Anwesenheit des Dimers B2 belegte eine weitere

4->8 Verknupfung zwischen der mittleren und der unteren Einheit des Molekiils.
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Die Chromatogramme nach der milden und starken Phloroglucinolyse sind in Abbildung 88 dargestellt.
Aus den Ergebnissen der Phloroglucinolyse ging hervor, dass es sich wahrscheinlich um das Trimer
(-)-Epicatechin-4B—>6-(-)-Epicatechin-4B>8-(-)-Epicatechin handelte.
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Abbildung 88: HPLC-Chromatogramme nach der milden und starken Phloroglucinolyse des Trimers (-)-EC-4->6-(-)-EC-4->8-(-)-
EC bei 280 nm
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Abbildung 89: Strukturformel des trimeren Procyanidins (-)-Epicatechin-4B—>6-(-)-Epicatechin-4B8—>8-(-)-Epicatechin

Die ein- und zweidimensionalen 'H-NMR-Spektren der Verbindung bestitigten diese Annahme.
Wahrend im ROESY-Spektrum Kopplungen zwischen den Protonen H2‘ und H6‘ der unteren Einheit
zum H4 Proton der mittleren Einheit zu sehen waren, waren keine Korrelationen zwischen den H2* und
H6‘ Protonen der mittleren Einheit mit dem H4 Proton der oberen Einheit vorhanden (Abbildung 90).
Damit war bewiesen, dass die oberen Einheiten nicht 4->8 miteinander verknilpft sein konnten,

sondern wie bereits aus der sdaurekatalytischen Degradation hervorging, eine 4-6 Verknlipfung vorlag.
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Aufgrund der NOE-Wechselwirkung der H2 und H6’ Protonen der unteren Einheit mit dem H4 der
mittleren Einheit konnte bestéatigt werden, dass die mittlere und untere Einheit des Molekiils 458
miteinander verknipft waren.
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Abbildung 90: Ausschnitt aus dem ROESY-Spektrum des isolierten Trimers (-)-EC-4->6-(-)-EC-4->8-(-)-EC bei 240 K (400 MHz,
Aceton-dg)

3.4.5.1.3 Isolierung und Strukturaufklarung des trimeren Procyanidins (-)-Epicatechin-4i y-(-)-
Epicatechin-4i hc-(-)-Epicatechin

Ein weiteres trimeres Procyanidin konnte als weisses Pulver aus Fraktion 1.9 der ,Silb CCC-3“ isoliert
werden. Die Ergebnisse der milden Phloroglucinolyse ergaben 47,2 % EC-Ph und B2-Ph, 27,1 % Dimer
B5, 14,9 % EC und 10,8 % nicht gespaltenes Trimer. Die Anwesenheit des Dimers B5 als auch das zu
10,8 % nicht gespaltene Trimer deuteten darauf hin, dass es sich bei den unteren Einheiten des
Trimers um zwei (-)-Epicatechin-Einheiten handelte, die 4->6 miteinander verkniipft waren. Fiir die
oberen Einheiten des Molekiils sind EC-Ph und B2-Ph entstanden, was fiir eine 48 Verknipfung der
oberen (-)-Epicatechin-Einheiten spricht.
Aufgrund der geringen Ausbeute von nur 2 mg der Verbindung konnte die Struktur nicht mittels *H-

NMR-Spektroskopie abgesichert werden.
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3.4.5.2 Isolierung und Strukturaufklarung eines tetrameren Proanthocyanidins (-)-Epicatechin-
4i by- (-)-Epicatechin-4i Ty(-)-Epicatechin-n i [Hy)-Epicatechin

Aus Fraktion 1.5 der ,Silb CCC-3“ konnten 12 mg eines weissen amorphen Pulvers isoliert werden. Die
LC-ESI-MS-Analyse ergab ein Pseudomolekiilion von m/z 1155 [M+H]" sowie die Fragmentionen m/z
867 und m/z 579 und ein Natriumaddukt bei m/z 1177. Anhand der Daten wurde vermutet, dass es
sich bei der vorliegenden Verbindung um ein tetrameres Procyanidin handelt. Auch mit der
berechneten theoretischen Molekiilmasse eines tetrameren Procyanidins von 1154 g/mol stimmt die
Molekiilionenmasse (berein, sodass es keinen Zweifel daran gab, dass es sich hierbei um ein
tetrameres Procyanidin handelte und kein dimeres Artefakt vorlag.

Die milde Phloroglucinolyse lieferte 74,0 % EC-Ph und B2-Ph, 7,2 % Dimer B2, 0,5 % Trimer C1 und
18,8 % EC. Alle entstandenen Spaltprodukte wiesen eine 48 Verknipfung auf, sodass davon
auszugehen war, dass es sich bei der isolierten Verbindung um ein aus vier (-)-Epicatechin-Einheiten

und in allen Einheiten 4->8 verkniipftes Tetramer handelte.

aR¢

Abbildung 91: Strukturformel des tetrameren Procyanidins (-)-Epicatechin-4B—>8-(-)-Epicatechin-43->8-(-)-Epicatechin-4p—>8-
(-)-Epicatechin

Anhand des 'H-NMR-Spektrums war im Bereich der A-Ring Protonen bei einer chemischen
Verschiebung von etwa 6,0 ppm bereits anhand der Integrationshéhen zu erkennen, dass es sich bei
dem isolierten Proanthocyanidin tatsachlich um ein Tetramer handeln musste, da die Protonen H6 und
H8 der obersten Einheit ,,a“ zu den Ubrigen H6 Protonen der unteren Einheiten im Verhaltnis 2:3
auftraten, womit bestatigt wurde, dass 3 weitere Flavanol-Einheiten des Molekiils jeweils ein H6
Proton tragen mussten. Ausgehend von den beiden geminalen Protonen H4A und H4B der untersten
Einheit ,,d“ konnten anhand der Korrelationen innerhalb des COSY-Spektrums schnell alle C- und B-
Ring Protonen dieser Einheit zugeordnet werden (siehe Abbildung 92).

Anhand der NOE Wechselwirkungen der H2 und H6‘ Protonen mit den H2 und H3 Protonen konnten

in Kombination mit dem COSY-Spektrum alle weiteren Protonen der B- und C-Ringe eindeutig
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zugeordnet werden. Weiterhin erlaubten die NOE Wechselwirkungen der H2 und H6’ Protonen jeweils
mit dem H4 Proton der nachst hoheren Einheit einen Beweis fiir alle 48 Verknilipfungen innerhalb
des Molekiils.

So sind in Abbildung 93 die entscheidenden Korrelationen am Beispiel der untersten Einheit
dargestellt sowie auch die NOE Wechselwirkung der H2‘ und H6‘ Protonen mit dem H4 der nachst
hoheren Einheit ,c“. Identisch wurde mit den Ubrigen Einheiten des Molekiils verfahren, sodass am
Ende auch die oberste Einheit ,,a“ aufgrund der fehlenden NOE Wechselwirkung zu einem H4 Proton

eindeutig zugeordnet werden konnte.
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Abbildung 92: COSY-Spektrum des isolierten tetrameren Procyanidins bei 240 K (400 MHz, Aceton dg)
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Abbildung 93: Ausschnitt aus dem ROESY-Spektrum des isolierten tetrameren Procyanidins bei 240 K (400 MHz, Aceton dg)

3.4.6 Antioxidative Aktivitaten von Inhaltsstoffen aus Silberlindenbliiten
Alle aus den Silberlindenbliten isolierten phenolischen Sauren, Flavonol-O-glykoside sowie
Procyanidine wurden mittels TEAC-Assay auf ihre antioxidative Wirksamkeit untersucht. Abbildung 94

gibt alle ermittelten antioxidativen Aktivitaten wieder.
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Abbildung 94: Antioxidative Aktivitaten der isolierten Verbindungen aus Silberlindenbliiten [mmol Trolox/g Einwaage]

Aus der Abbildung geht eindeutig hervor, dass es sich bei den isolierten Procyanidinen um die
antioxidativ wirksamsten Verbindungen in Silberlindenbliiten handelte. RICE-EVANS et al. (1996)
fihrten die antioxidative Aktivitdt unter anderem auf die Anzahl und Position der Hydroxylgruppen

|”

einer Verbindung zurlick. Daneben schrieben sie auch der o-dihydroxy ,catechol“-Struktur am B-Ring
eine bedeutende Rolle zu. Beide Strukturmerkmale kénnen anhand der Vielzahl der frei vorliegenden
Hydroxygruppen sowohl am A-Ring als auch am B-Ring innerhalb eines Procyanidinmolekiils bestatigt
werden und erkldren die damit verbundene hohe antioxidative Wirksamkeit, die bereits mehrfach
diskutiert wurde (WIESE, 2010; MUSELIK et al., 2007). Daten zur antioxidativen Wirksamkeit von
Procyanidinen gibt es bislang nur sehr wenig, da Procyanidine auf kommerziellem Weg nicht erworben
werden kénnen und somit selbststdandig isoliert oder synthetisiert werden missen. Auch ein groRer
Teil der isolierten phenolischen Sduren zeigte eine hohe antioxidative Wirksamkeit gegenliber dem
Vitamin E Derivat Trolox. Demnach tragen diese ebenfalls erheblich zum antioxidativen Potential der
Silberlindenbliiten bei. Geringere antioxidative Aktivitdten wiesen die isolierten Flavonol-O-glykoside
auf. Wahrend die freien Aglykone Quercetin und Kampferol im Vergleich hohe antioxidative
Kapazitdten zeigten (Abbildung 56), nimmt die antioxidative Aktivitdt mit der Zahl an verknipften
Zuckerbausteinen erheblich ab. Allgemein besitzen Quercetin-Derivate hohere antioxidative
Wirksamkeiten als vergleichbare Kampferol-Derivate. Auch diese Tatsache kann anhand der
unterschiedlichen Zahl an Hydroxygruppen erklart werden, da der B-Ring des Quercetins 2-fach

hydroxyliert ist, wahrend Kampferol nur eine Hydroxygruppe am B-Ring tragt.
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3.5 Hopfendolden

3.5.1 Polyphenolprofil

In der Literatur wird beschrieben, dass die Vor- und Deckblatter der Hopfenzapfen reich an
phenolischen und polyphenolischen Verbindungen sind (DE KEUKELEIRE et al., 1999). Der
Gesamtpolyphenolgehalt von Hopfenzapfen betragt etwa 3-6 %. Nach MCMURROUGH et al. (1982)
sowie SAGESSER und DEINZER (1996) handelt es sich bei den bislang isolierten Verbindungen um
Glykoside von Quercetin und Kampferol, wobei die Rutinoside und Glykoside die Hauptverbindungen
darstellen. Von SEGAWA et. al. (2006) wurden weiterhin die Flavonol-O-glykoside Quercetin-3-O-
rutinosid (Rutin), Quercetin-3-0O-glucosid (Isoquercitrin), Quercetin-3-0O-malonylglucosid (Isoquercitrin-
malonat), Kdmpferol-3-O-malonylglucosid (Astragalin-malonat), Kdmpferol-rutinosid und Kampferol-3-
O-glucosid (Astragalin) identifiziert.

In Abbildung 95 sind HPLC-DAD Chromatogramme bei 324 und 354 nm dargestellt.
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Abbildung 95: HPLC Chromatogramme eines methanolischen Hopfenextraktes bei 324 nm (oben) und 354 nm (unten),
Peak-Nr. siehe Tabelle 13

Im Vergleich zu den bisher beschriebenen Naturstoffen Holunderbliiten und Silberlindenbliiten ist
bereits in den Chromatogrammen eines methanolischen Hopfenextraktes zu sehen, dass dieser nur
geringe Flavonoidgehalte aufweist. Das Chromatogramm bei 324 nm zeigt die drei Hydroxyzimt-
saurederivate 3-Kaffeoylchinasdure (1), 3-p-Cumaroylchinasdure (2) sowie 3-Feruloylchinasdure (3).
Bei 354 nm sind auBerdem noch geringe Intensitdten einiger Flavonol-O-glykoside zu sehen, die
anhand der LC-MS-Analyse als Kampferol- und Quercetinglykoside identifiziert werden konnten
(Tabelle 13).
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3.5.2 Quantitative Bestimmungen

In Tabelle 13 sind die ermittelten Gehalte der Hydroxyzimtsaurederivate und Flavonol-O-glykoside in

den Hopfendolden angegeben.
Tabelle 13: Gehalte der Hydroxyzimtsaurederivate und Flavonol-O-glykoside in Hopfendolden in [mg/kg TS]

Peak Verbindung s Gehalt [mg/kg TS] Gehalt [mg/kg TS]
[min] im methanolischen im wassr. Extrakt
Extrakt
1 3-Kaffeoylchinasaure 12,0 428 358
2 3-p-Cumaroylchinasaure 14,1 201 153
3 3-Feruloylchinasaure 15,0 26 0,04
4 Quercetin-glucosid/galactosid 36,4 351 189
5 Quercetin-malonyl-glucosid 41,6 729 575
6 Kampferol-glucosid/galactosid 44,2 263 119
7 Kampferol-malonyl-glucosid 49,4 615 488

Ersichtlich ist, dass die hier untersuchten Hopfendolden deutlich weniger Flavonoide enthalten als die
bereits untersuchten Holunder- und Silberlindenbliiten. Anhand dessen kann sowohl die im Vergleich
niedrige antioxidative Aktivitat als auch der niedrige Gesamtphenolgehalt erklart werden (siehe auch
Abbildung 20 und 21).
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4 Zusammenfassung

Vielseitige Krauter- und Friichtetees erfreuen sich mit einem Absatz von mehr als 30.000 Tonnen pro
Jahr einer groRen Beliebtheit bei der deutschen Bevélkerung. Im Volksmund besitzen sie ein positives
Image als gesunde Getranke. Im Vergleich zu den meisten anderen Getranken sind sie nicht nur
nahezu zucker- und kalorienfrei, sondern weisen dariber hinaus einen hohen Gehalt an
Polyphenolen auf. Innerhalb der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, sowohl das Polyphenolprofil der
drei Teeinhaltsstoffe Holunderbliiten, Silberlindenbliiten und Hopfendolden zu charakterisieren als
auch die wichtigsten Flavonoide zu quantifizieren. Insbesondere war der hohe Flavonoidgehalt der
Holunder- und Silberlindenbliiten auffallig. Einige Flavonol-O-glykoside und Hydroxyzimtsaure-
derivate, wie Quercetin-3-rutinosid (20,7 g/kg TS), 5-Kaffeoylchinasdure (15,6 g/kg TS), di-
Kaffeoylchinasdure (13,1 g/kg TS), Isorhamnetin-3-rutinosid (2,9 g/kg TS), Quercetin-glucosid bzw.
galactosid (2,9 g/kg TS) und 3-Kaffeoylchinasdure (2,6 g/kg TS) wurden als Hauptverbindungen in
Holunderbllten verifiziert. Neben einigen Flavonol-O-glykosiden wie Quercetin-3-rutinosid (631
mg/kg TS), Kdmpferol-3-rutinosid (773 mg/kg TS) und Quercetin-3-rhamnosid (762 mg/kg TS) stellten
verschiedene dimere und trimere Procyanidine, wie das Trimer C1 (EC-(4B—>8)-EC-(4B—>8)-EC) und
das Dimer B2 (EC-(4B—>8)-EC), mit jeweils 3,1 g/kg TS (angegeben als EC-Aquivalent), die
mengenmaRig wichtigsten Flavonoide in Silberlindenbliten dar. Mit 729 mg/kg TS und 615 mg/kg TS
sind Quercetin-malonyl-glucosid und Kampferol-malonyl-glucosid Hauptverbindungen der

untersuchten Hopfendolden.

Polyphenole sind trotz ihres geringen Gehaltes in pflanzlichen Lebensmitteln ein wesentlicher
Bestandteil unserer taglichen Erndhrung. In der Vergangenheit wurden Polyphenolen anhand
verschiedener in vitro-Untersuchungen sowie epidemiologischer Studien gesundheitsférdernde
Wirkungen zugesprochen. Grundvoraussetzung fir diese Wirkungen ist eine systemische
Verfligbarkeit dieser Stoffe und somit eine ausreichend hohe Konzentration im Plasma. Um die
Bioverfiigbarkeit der in Holunderbliten vorkommenden Flavonoide zu bestimmen, wurden an 12
Probanden innerhalb einer placebokontrollierten Humanstudie in Kooperation mit der Leibniz
Universitdt Hannover ein Holunderblltenteeaufguss sowie eine aus Holunderbliiten isolierte
weniger komplexe antioxidative Fraktion im cross-over Design verabreicht. An drei
Untersuchungstagen (Holunderblitenaufguss, Aufguss aus der isolierten Holunderblitenfraktion,
Placebo) erfolgten Blutabnahmen vor der Verabreichung sowie 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 5 und 8 Stunden nach
dem Konsum. Urinproben wurden ebenfalls vor dem Konsum sowie nach 2; 4; 6; 8 und in Form einer
Sammelprobe nach 8-24 Stunden gesammelt. Der zu verabreichende Teeaufguss enthielt
verschiedene Flavonol-O-glykoside wie Quercetin-3-rutinosid, Quercetin-3-galactosid/glucosid,
Isorhamnetin-3-rutinosid sowie verschiedene Hydroxyzimtsaurederivate wie 5-Kaffeoylchinasaure
oder di-Kaffeoylchinasdure. Die mittels HSCCC isolierte Fraktion, die innerhalb des TEAC-Tests das
hochste antioxidative Potential aufwies, enthielt als Hauptinhaltsstoff das Flavonol-O-glykosid Rutin

und dariberhinaus geringe Gehalte eines Isorhamnetinglykosids und des Hydroxyzimtsaurederivates
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5-Kaffeoylchinasdure. Die gewonnenen Plasma- und Urinproben wurden mit Hilfe zuvor optimierter
Methoden aufgearbeitet und schliefSlich mittels LC-ESI-MS-MS untersucht. Parallel dazu wurden die

gewonnenen Plasmaproben auf ihre antioxidative Aktivitat untersucht.

Trotz einheitlicher Erndhrung der Probanden erschwerten hohe interindividuelle Schwankungen die
Auswertung der Ergebnisse.

Nach Verabreichung des Holunderblitenteeaufgusses lag die systemische Verfliigbarkeit der
applizierten Quercetinglykoside bei 0 %. Quercetinsulfat (@ cma = 0,14 umol/L) konnte als einziger
bioverfiigbarer Phase-llI-Metabolit im Plasma nachgewiesen werden. Chinasiure (@ cmax = 16 pmol/L),
Homovanillinsdure (@ cmax = 42 umol/L), Dihydroferulasdure (@ cmax = 0,40 pmol/L) und Ferulasiure
(@ cmax = 0,09 umol/L) wurden vereinzelt im Plasma weniger Probanden identifiziert. Wéahrend
Maximalkonzentrationen des Quercetinsulfates sowie der Chinasdure erst nach 8 h festgestellt
werden konnten, waren die hochsten Konzentrationen an Homovanillinsdure, Dihydroferulasdure
und Ferulasdure bereits nach 0,5 bzw. 1,5 h erreicht.

Nach Verabreichung der isolierten antioxidativen Fraktion, die weniger komplex zusammengesetzt
war als der Teeaufguss, konnte einzig Chinasdure (@ cnax = 49 umol/L) als potentieller Metabolit im
Plasma nachgewiesen werden. Ursache fiir die niedrige Ausbeute an Metaboliten nach Gabe der
isolierten Fraktion ist vermutlich die geringe Loslichkeit der Fraktion in Wasser, was zu einer
verminderten Bioverfligbarkeit der Flavonoide fihrt.

Wie aufgrund der niedrigen Plasmakonzentrationen zu erwarten war, konnte kein Anstieg des
antioxidiven Potentials der Plasmaproben festgestellt werden. Eine einmalige Gabe der hier
verwendeten Teeaufgilisse filihrte zu einer vernachldssigbar geringen Bioverfligbarkeit der
verabreichten Substanzen. Vergleichbare Studien zeigten, dass mit einer langfristigen
kontinuierlichen Verabreichung dhnlicher Prifprodukte die Bioverfiigbarkeit der zu erwartenden
Metabolite erheblich gesteigert werden konnte.

Im Urin der Probanden konnten neben den Metaboliten wie Homovanillinsdure (@ cmax = 100 umol/L)
oder Glucuroniden der Aglykone Kampferol (@ cmax = 1,5 pmol/L) und Quercetin (@ cmax = 4,3 umol/L)
auch unveranderte Verbindungen wie 5-Kaffeoylchinasdure (@ cmax = 4,6 umol/L) nach Verabreichung
des Teeaufgusses in erhohter Konzentration festgestellt werden. Mit Ausnahme der
Homovanillinsdure war keiner dieser Metabolite im Plasma nachweisbar, was eine systemische

Verfligbarkeit dieser Stoffe wiederum fragwiirdig macht.

Silberlindenbliiten wiesen innerhalb dieser Arbeit eine signifikant erhdhte antioxidative Aktivitat auf,
sodass auf die wirksamen Inhaltsstoffe ndher eingegangen wurde. Nach Fraktionierung eines
Silberlindenbliitenextraktes mittels HSCCC und Spiral-Coil LSRCCC konnte eine Reihe antioxidativ
wirksamer Substanzen isoliert werden. Viele der isolierten Verbindungen wurden in der
einschlagigen Literatur als Inhaltsstoffe von Silberlindenbliiten bislang nicht beschrieben. So wurden
erstmalig die trimeren Procyanidine (-)-Epicatechin-4->8-(-)-Epicatechin-4->8-(-)-Epicatechin,
(-)-Epicatechin-4->8-(-)-Epicatechin-4->6-(-)-Epicatechin und (-)-Epicatechin-4->6-(-)-Epicatechin-
4->8-(-)-Epicatechin und das tetramere Procyanidin (-)-Epicatechin-4->8-(-)-Epicatechin-4—>8-
(-)-Epicatechin-4—>8-(-)-Epicatechin aus Silberlindenbliten isoliert und strukturell mittels NMR-
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Spektroskopie aufgeklart. Mit Hilfe des TEAC-Tests wurde nachgewiesen, dass diese im Extrakt
enthaltenen Procyanidine den groRten Beitrag zur antioxidativen Wirksamkeit leisteten.

Einen ebenfalls signifikanten Beitrag zur antioxidativen Wirksamkeit des Extraktes lieferten
verschiedene phenolische Sduren wie Protocatchusaure, Vanillinsdure oder Gallussaure, die ebenfalls
erstmalig aus Silberlindenbliten isoliert und mittels NMR-Spektroskopie charakterisiert wurden. Im
Vergleich zu den brigen Inhaltsstoffen waren Flavonol-O-glykoside weniger antioxidativ wirksam.
Einige wurden dennoch isoliert, strukurell aufgeklart und konnten ebenfalls neu als Inhaltsstoffe von

Silberlindenbliiten beschrieben werden.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Pflanzenmaterial

Holunderbliiten — Sambucus nigra L.
Silberlindenbliiten — Tilia tomentosa

Hopfendolden — Humulus lupulus
Zum Einsatz kamen getrocknete Holunderbliiten, Silberlindenbliten und Hopfendolden, die von der
Firma Plantextrakt bereitgestellt wurden. Uber die Herkunft oder die Anbauregionen der einzelnen

Pflanzen ist nichts bekannt.

5.1.2 Chemikalien

ABTS 98 % Sigma-Aldrich, Steinheim
Aceton-dg 99,8 % Deutero GmbH, Kastellaun
Acetonitril HPLC Fisher, Scientific Loughb., UK
Amberlite® XAD-7 Fluka, Buchs, Schweiz

L (+)-Ascorbinsaure reinst Merck, Darmstadt

n-Butanol p.a. Fisher, Scientific Loughb., UK
(+)-Catechin-Hydrat 298 % Sigma-Aldrich

Chinasaure reinst Roth, Karlsruhe
5-Kaffeoylchinasaure reinst Fluka, Buchs, Schweiz
Dichlormethan p.a. Fisher, Scientific Loughb., UK
3,4-Dihydroxybenzoesaure reinst Roth, Karlsruhe
(Protocatechusaure)

Dimethylformamid HPLC Merck, Darmstadt
Dimethylsulfoxid-dg 99,8 % Deutero GmbH, Kastellaun
EDTA reinst Fluka, Buchs, Schweiz
(Ethylendiamintetraessigsaure)

(-)-Epicatechin reinst Roth, Karlsruhe

Ethanol p.a. Roth, Karlsruhe

Ethylacetat p.a. Fisher, Scientific Loughb., UK
Essigsdure HPLC Baker Analyzed HPLC Reagent, Grol3 Gerau
Ferulasaure reinst Fluka, Buchs, Schweiz
Folin-Ciocalteu Phenolreagenz Merck, Darmstadt
Gallussaure-Monohydrat reinst Fluka, Buchs, Schweiz
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B-Glucuronidase

Sigma Aldrich

n-Hexan p.a. Fisher, Scientific Loughb., UK
Hippursaure reinst Merck, Darmstadt
Homovanillinsaure reinst Fluka, Buchs, Schweiz
Kaffeesaure reinst Merck, Darmstadt
Kaliumperoxodisulfat p.a. Riedel-de Haén, Seelze
Kampferol reinst Roth, Karlsruhe
Kampferol-glucosid reinst Roth, Karlsruhe
Kampferol-3-rhamnoglucosid reinst Roth, Karlsruhe
Methanol HPLC Fisher, Scientific Loughb., UK
Methanol-d, 99,8 % Merck, Darmstadt
Myricetin reinst Roth, Karlsruhe
Myricetin-glucosid reinst Roth, Karlsruhe
Natriumacetat p.a. Fluka, Buchs, Schweiz
Natriumcarbonat p.a. Merck, Darmstadt
o-Phosphorsaure 85 % Riedel-de Haén, Seelze
Phloroglucinol p.a. Merck, Darmstadt
Protocatechusaure reinst Merck, Darmstadt
Quercetin reinst Roth, Karlsruhe
Quercetin-glucosid reinst Roth, Karlsruhe
Quercetin-3-rutinosid Trihydrat | reinst Roth, Karlsruhe
Salzsdure 37 % Riedel-de Haén, Seelze
Sulfatase Sigma Aldrich
tert-Butylmethylether p.a.

Trolox >98 % Fluka, Buchs, Schweiz
(6-Hydroxy-2,5,7,8-tetra-

methylchroman-2-carbonsaure)

Vanillinsaure reinst Merck, Darmstadt

Wasser, doppelt deionisiert

Nanopure®, Barnstead, W. Werner

Waters Oasis

Festphasenkartuschen

WCX, MCX, HLB; 3cc; 6¢c
Milford, Mass, USA
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5.2 Gerateparameter

5.2.1 Photometer

Gerat 1:
Gerat 2:

Spectrophotometer, Milton Roy Spectronic 301
Shimadzu UV 2101PC UV-VIS Scanning Spectralphotometer

5.2.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

5.2.2.1 Analytische Anlagen

Anlage 1:

Pumpe:

Autosampler:

Saulenofen:

Detektor:

Datenverarbeitung:

Anlage 2:

Pumpe:

Autosampler:

Saulenofen:

Detektor:

Datenverarbeitung:

5.2.2.2 Praparative Anlage

Pumpe:

Gradientenformer:
Injektor:

Detektor:

Steuereinheit:

Datenverarbeitung:

Agilent Series 1100, Binary Pump G1312A, Agilent Technologies
(Waldbronn)

Agilent Series 1100, ALS G1329A, Agilent Technologies (Waldbronn)
Agilent Series 1100, ALS Therm G1316A, Agilent Technologies
(Waldbronn)

Agilent Series 1100, Colcom G1316A, Agilent Technologies
(Waldbronn)

ChemStation Software Version A.06.03, Agilent Technologies
(Waldbronn)

Agilent Series 1200, Binary Pump G1312A, Agilent Technologies
(Waldbronn)

Agilent Series 1200, ALS G1329A, Agilent Technologies (Waldbronn)
Agilent Series 1200, FC/ALS Therm G1330B, Agilent Technologies
(Waldbronn)

Agilent Series 1200, DAD G1315D, Agilent Technologies (Waldbronn)
ChemStation Software Version A.06.03, Agilent Technologies
(Waldbronn)

System Gold Programmable Solvent Module 116 (Beckman, San
Ramon, USA)

Niederdruckgradientenformer Model 250 B (Gynkotek, Germering)
Einspritzventil Beckman Altex, 0,1 oder 1 mL Schleife

System Gold Programmable Detektor Module 168 (Beckman, San
Ramon, USA)

PC-8300 (NEC, Tokyo, Japan)

System Gold Personal Chromatography Software (Beckman, San
Ramon, USA)
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5.2.3 Massenspektrometer

Anlage I:
Massenspektrometer: Bruker Esquire LC-MS/MS Electrospray lonisation

lon Trap Multiple Mass Spectrometry (Bruker Daltonics, Bremen)
Pumpe: Agilent Series 1100, Agilent Technologies (Waldbronn)
Autosampler: Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Waldbronn)
Software: Bruker Daltonics Version 4.5, HP ChemStation
Parameter Dry Gas Temp.: 365 °C

Dry Gas Flow: 10 L/min

Nebulizer Gas (N,): 60 psi

Capillary: + 3000V

End Plate Offset: -500V

Scan Range: m/z 50 — 1200
Anlage 2:
Massenspektrometer: Bruker HCT Ultra ETD Il Discovery System (Bruker Daltonics, Bremen)
Pumpe: Agilent Series 1100, Agilent Technologies (Waldbronn)
Autosampler: Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Waldbronn)
Software: HyStar 3.2 SR2
Parameter Dry Gas Temp.: 365°C

Dry Gas Flow: 10 L/min

Nebulizer Gas (N,): 50 psi

Capillary: + 3500V

End Plate Offset: -500V

Scan Range: m/z 80-800

5.2.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Gerat 1: Bruker AMX-300
Messfrequenz: 'H: 300,1 MHz, °C: 75,5 MHz
Temperatur: 300,0K

Gerat 2: Bruker Avance 11-600
Messfrequenz: 'H: 600,1 MHz; *C: 150,9 MHz
Temperatur: 301,2 K

Gerat 3: Bruker ARX-400
Messfrequenz: 'H: 400 MHz

Temperatur: 240,0K
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5.2.5 High-Speed Countercurrent Chromatography (HSCCC)

Gerat:

Coil:
Coilvolumen:

Pumpe:

Detektor:

Fraktionssammler:

Datenverarbeitung:

5.2.6 Spiral-Coil LSRCCC

Gerat:

Coil:

Coilvolumen:
Pumpe:

Detektor:
Fraktionssammler:

Schreiber:

5.2.7 Sonstige Gerdte

Zentrifuge:
Vortex:
Ultraschallbad:

5.2.8 Methoden

5.2.8.1 Standardmethoden

High Speed Model CCC-1000, Pharma-Tech Research (Baltimore, MD,
USA)

Triplecoil, Teflonschlauch i.D. 2,5 mm

850 mL

System Gold Programmable Solvent Module 116 (Beckman, San
Ramon, USA)

System Gold Programmable Detektor Module 166 (Beckman, San
Ramon, USA)

Super Fraction Collector SF-2120 (Advantec Toyo Kaisha Ltd., Japan)
LSW Chromatography Station

Prototyp (Durchflusszentrifuge), Pharma-Tech Research (Baltimore,
MD, USA)

»convoluted” Teflonschlauch i. D. 8,5 mm, gewickelt zu 10
Spiralen a ca. 560 mL

5600 mL

HPLC Pump 64, Knauer (Berlin)

Variable Wavelength Monitor, Knauer (Berlin)

Pharmacia LKB Super Frac

ABB Goerz SE 120

Hermle, Tischzentrifuge Z 383
Heidolph, Typ: Relax 1 R
Bandelin electronics, Typ: RK 100 H

5.2.8.1.1 Haushaltsiiblicher Teeaufguss

Ca. 2 g Probenmaterial (genau gewogen) werden mit 200 mL siedendem Wasser aufgebriiht. Nach

einer Ziehzeit von exakt 10 Minuten wird der Aufguss filtriert.

5.2.8.1.2 Methanolische Extraktion

Die methanolische Extraktion erfolgt analog der ISO 14502-1. Es wird angenommen, dass unter den

dort angegebenen Bedingungen alle relevanten Verbindungen vollstandig extrahiert werden.
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0,2 g fein gemahlene Probe (Partikelgrofle < 0,5 mm) werden mit 5 mL auf 70 °C temperiertem, 70
%igem Methanol versetzt und exakt 10 Minuten im Wasserbad bei 70 °C erhitzt. Zu Beginn der
Extraktion, nach 5 Minuten und nach 10 Minuten wird die Probe durch Vortexbehandlung gut
durchmischt.

Nach Abkihlen des Extrakts auf Raumtemperatur erfolgt eine Zentrifugation bei 3500 rpm fiir 10
Minuten. Der erhaltene Uberstand wird in einen 10 mL Messkolben pipettiert; mit dem Riickstand
wird eine zweite Extraktion analog dem oben beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Der Uberstand
wird ebenfalls in den 10 mL Messkolben pipettiert und anschlieend mit 70 %igem Methanol bis zur

Marke aufgefillt.

5.2.8.1.3 Extrahierbare Feststoffe
Nach dem Abkihlen des wassrigen Extraktes (5.2.8.1.1) wurden 50 mL in ein Wageschalchen

pipettiert und bis zur Massenkonstanz im Trockenschrank bei 103°C getrocknet.

5.2.8.1.4 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes (Folin-Ciocalteu)

Die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes erfolgt als Summenparameter nach einer Modifikation
der Methode von SINGLETON UND ROSSI (1965) und SINGLETON et al. (1999). Die Methode wird
nach der fir Tee in der ISO 14502-1 genormten Variante durchgefiihrt.

Das Prinzip der Methode beruht auf der leichten Oxidierbarkeit phenolischer Verbindungen. Leicht
oxidierbare Stoffe wie Polyphenole oder Ascorbinsdure kénnen im alkalischen Milieu aus Wolframat-
und Molybdat-lonen mit Phosphorsadure gebildete Komplexe zu blauen Farbpigmenten reduzieren.
Die Intensitdt der entstehenden Farbung ist proportional zum Gehalt an oxidierbaren Stoffen und
wird photometrisch bestimmt.

Die Konzentration wird in Bezug auf Gallussdure als Kalibrierstandard photometrisch bei einer

Wellenldnge von 765 nm bestimmt.

Arbeitslésung und Standards

Die im Handel erhaltliche 2N Folin-Ciocalteu-Lésung wird vor der Bestimmung 1:10 verdiinnt. Dazu
werden 10 mL in einen 100 mL-Messkolben tGberfihrt und bis zur Marke mit Wasser aufgefillt.

Als Pufferlésung dient 7,5 %ige Natriumcarbonatlosung. 37,5 g wasserfreies Na,CO; werden in einen
500 mL Messkolben eingewogen und zunadchst in ca. 250 mL Wasser gelost. Nach Abkihlen der
Losung wird bis zur Marke mit Wasser aufgefillt.

Zum Ansetzen der Stamml6sung flr die Kalibrierung werden 0,110 g Gallussdure-Monohydrat in
einen 100 mL-Messkolben moglichst genau eingewogen und bis zur Marke mit Wasser aufgefillt.
Dies entspricht einer Einwaage von ca. Img/mL wasserfreier Gallussdure. Von dieser Stamml6sung
werden 1, 2, 3, 4 und 5 mL in je einen 100 mL-Messkolben pipettiert und bis zur Marke mit Wasser
aufgefillt. Die Konzentrationen der Kalibrierlésungen entsprechen somit 10, 20, 30, 40 und 50 pg/mL

Gallussaure.
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Messung
Gemessen werden die wassrigen Extrakte je nach Konzentration nach einer 1:10, 1:20 oder 1:50

Verdinnung und die methanolischen Extrakte nach einer 1:25, 1:50 bzw. 1:100 Verdinnung.

Der Reaktionsansatz erfolgt jeweils als Doppelbestimmung in 10 mL Messkolben. Von samtlichen
Kalibrier- und Extraktldsungen wird jeweils 1 mL vorgelegt. Zusatzlich wird ein Blindwert mit 1 mL
Wasser angesetzt. AnschlieBend wird jeder Kolben Uber einen Dispenser mit 5 mL der Folin-
Ciocalteu-Arbeitslosung und innerhalb von 3-8 min mit 4 mL der 7,5 %igen Natriumcarbonatlésung
versetzt. Nach griindlichem Durchmischen werden die Kolben fir mind. 60 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen und dann in 10 mm Kiivetten bei 765 nm photometrisch

vermessen.

5.2.8.1.5 Bestimmung der antioxidativen Aktivitat
Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat erfolgte in Anlehnung an den von RE et al. (1999)
entwickelten modifizierten TEAC-Test. Dieser basiert auf einer durch antioxidativ wirksame

Verbindungen hervorgerufenen Entfarbung einer ABTS-Radikal-Kationen-Lésung.

Erzeugung des ABTS" Radikals

Es wurden genau 38,41 mg ABTS (7 mmol) mit 6,63 mg (2,45 mmol) Kaliumperoxodisulfat
(Kaliumpersulfat, K,S,0z) in 10 mL Nanopure®-Wasser geldst und zur Bildung des Radikals fiir 12 bis
16 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen gelassen. Diese Stammlosung ist danach fir
etwa sechs Wochen im Kihlschrank und im Dunkeln haltbar. Die Arbeitslésung ist taglich frisch
anzusetzen. Dazu wurden 0,5 mL der Stammldsung mit etwa 50 mL Ethanol (p. A., 2 99,8 %) versetzt

und auf eine Extinktion von 0,70 + 0,02 eingestellt.

Kalibrierung

Eine Verdiinnungsreihe der Standardsubstanz Troon®, einem wasserloslichen Vitamin-E-Derivat,
diente zur Kalibrierung. Dazu sind genau 12,5 mg Trolox” in einen 10 mL-Messkolben eingewogen
und mit Ethanol bis zur Marke aufgefullt (5 mmol/L) worden. Ausgehend von dieser Stammldsung
sind 250 pL, 500 pL, 750 pL und 1000 pL in je einen 5 mL-Messkolben Gberfiihrt und ebenfalls mit
Ethanol bis zur Marke aufgefillt worden (0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L, 0,75 mmol/L und
1,00 mmol/ L). Vor jeder Messreihe wurde die Kalibrierung der frisch hergestellten ABTS-
Arbeitslésung durchgefiihrt.

Messung

Gemessen wurden die Extrakte, Fraktionen der verschiedenen Trennungen, die isolierten
Verbindungen und Standards. Jeweils 20 uL Standard bzw. Probe wurden in Halbmikrokiivetten
(Kunststoff, Schichtdicke 10 mm) vorgelegt, mit 1,5 mL ABTS-Arbeitslosung versetzt und griindlich
durchmischt. Nach genau 10 Minuten Reaktionszeit wurden die Extinktionen der Lésungen bei 734

nm gegen Luft gemessen.
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5.2.8.1.6 Phloroglucinolyse
Die Phloroglucinolyse wurde in Anlehnung an KENNEDY und JONES (2001) durchgefiihrt. In dieser

Arbeit wurde sie zur Bausteinanalyse der Procyanidine eingesetzt.

Herstellung der Reaktionslosung: 50 mg Ascorbinsdure und 250 mg Phloroglucinol wurden in 5 mL

0,1 N methanolischer Salzsdure geldst. Die Losung war taglich frisch herzustellen.

Ca. 0,1 mg der zu bestimmenden Procyanidine wurden mit 100 pL Reaktionslésung in ein 1,5 mL Vial
gegeben und bei 50°C (vollstdndige Degradation) bzw. 30°C (teilweise Degradation) fiir 5 Minuten zur
Reaktion gebracht. Anschlieend wurden die Reaktionen durch Zugabe von 500 uL 40 mM waéssriger
Natriumacetat-Losung gestoppt. Mittels HPLC-ESI-MS und HPLC-DAD wurden die Proben nach der
Methode in Kap. 5.2.8.2.2 b) analysiert und die entstandenen Produkte identifiziert.

5.2.8.2 Analytische Methoden

5.2.8.2.1 Analytik der Holunderbliiten

FlieBmittel: 2% Essigsaure (A), Acetonitril (B)

Flussrate: 0,8 mL/min

Wellenldngen: 324 nm (Hydroxyzimtsaurederivate), 354 nm (Flavonoide)

Injektionsvolumen: 20 pL

Sdulenofen: 25°C

Trennsaule: Luna Phenyl-Hexyl 5 um (250 x 4,6 mm i. D.), Phenyl-Vorsaule (4 x 3 mmi.D.),
Phenomenex

Gradient: 0min 6% B, 15 min 17 % B, 30 min 30 % B, 40 min 50 % B, 42 min 95 % B, 50

min 95 % B, 51 min 6 % B, 60 min 6 % B

5.2.8.2.2 Analytik der Silberlindenbliiten

a) Bestimmung der Flavonole und phenolischen Sauren

FlieBmittel: 2% Essigsaure (A), Acetonitril (B)

Flussrate: 0,6 mL/min

Wellenlangen: 280 nm, 354 nm

Injektionsvolumen: 20 uL

Sdulenofen: 25°C

Trennsaule: Aqua C 18 125A 5um (250 x 4,6 mm i. D.), Vorsaule (4 x 3 mm i.D.),
Phenomenex

Gradient: 0 min 10 % B, 25 min 15 % B, 40 min 17,5 % B, 65 min 27,5 % B, 75 min

35 % B, 80 min 40 % B, 85 min 95 % B, 92 min 95 % B, 93 min 10 % B, 100 min
10% B
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b) Procyanidine und Phloroglucinolyse

FlieBmittel: 2% Essigsaure (A), Acetonitril (B)

Flussrate: 0,8 mL/min

Wellenldngen: 280 nm

Injektionsvolumen: 20 uL

Sdulenofen: 25°C

Trennsaule: Aqua C 18 125A 5um (250 x 4,6 mm i. D.), Vorsaule (4 x 3 mmi.D.),
Phenomenex

Gradient: 0 min 3% B, 25 min 10 % B, 45 min 35 % B, 50 min 75 % B, 55 min

75%B,60min3%B,70min3%B

5.2.8.2.3 Analytik der Hopfenzapfen

FlieBmittel: 2% Essigsaure (A), Acetonitril (B)

Flussrate: 0,7 mL/min

Wellenldngen: 280, 324 und 354 nm

Injektionsvolumen: 20 uL

Sdulenofen: 25°C

Trennsaule: Luna Phenyl-Hexyl 5 um (250 x 4,6 mm i. D.), Phenyl-Vorsaule (4 x 3 mm i.D.),
Phenomenex

Gradient: 0 min 5 % B, 20 min 14 % B, 40 min 25 % B, 50 min 30 % B, 60 min

50%B,62mMin95%B,70mMin 95 % B, 71 min5%B,78 min5 % B

5.2.8.2.4 Berechnung der Gehalte der Flavonol-O-glykoside, Hydroxyzimtsaurederivate und

Procyanidine

5.2.8.2.4.1 Flavonol-O-glykoside

Fiir die Erstellung der Kalibriergeraden wurden folgende Standards verwendet:
- Quercetin-3-rutinosid (Trihydrat), M, = 664,58 g/mol
- Kampferol-3-rhamnoglucosid, M, = 582,51 g/mol

Zur Umrechnung auf die jeweiligen Aglykone Quercetin und Kampferol wurde die Formel

EW (Glykosid)[g] x M (Agykon)
M (Glykosid)

Aglykon [g] =

verwendet.
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Die Berechnung als Glykosid erfolgte nach der Gleichung:

Glykosid [ kgl = (y—b)xVF x 1000 M (Glykosid)
ykosid Img/kgl = ax EW |g] o M (Aglykon)

y Peakflache (bei 354 nm)

b Achsenabschnitt aus der Kalibriergeraden
VF Verdinnungsfaktor

M Molekulargewicht [g/mol]

a Steigung

EW Einwaage des Pflanzenmaterials [g]

Mit Hilfe der DIN-Norm 32645 konnten folgende Bestimmtheitsmae, Bestimmungsgrenzen und
Nachweisgrenzen ermittelt werden:

Bestimmtheitsmal Bestimmungsgrenze Nachweisgrenze
(R%) [g/L] [g/L]
Kampferol 0,9989 0,430 0,021
Quercetin 0,9995 0,845 0,055
Rutin 0,9995 0,249 0,069

5.2.8.2.4.2 Hydroxyzimtsdurederivate
Die Gehalte der Hydroxyzimtsdurederivate wurden anhand einer Eichgeraden der Chlorogensdure (5-
Kaffeoylchinasaure) bestimmt.

Die Berechnung erfolgte nach der Gleichung:

(y — b) x VF x 1000 M (x)
ax EW [g] M (Chlorogensiure)

x [mg/kg] =

zu bestimmendes Hydroxyzimtsaurederivat
y Peakflache (bei 324 nm)
b Achsenabschnitt aus der Kalibriergeraden
VF Verdinnungsfaktor
M Molekulargewicht [g/mol]
a Steigung aus der Kalibriergeraden
EW Einwaage des Pflanzenmaterials [g]

Mit Hilfe der DIN-Norm 32645 konnte ein Bestimmtheitsmall von 0,9985, eine Bestimmungsgrenze

von 1,960 g/L sowie eine Nachweisgrenze von 0,079 g/L ermittelt werden.
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5.2.8.2.4.3 Proanthocyanidine
Alle Procyanidingehalte wurden aufgrund der fehlenden Standardsubstanzen als Epicatechin-
Aquivalente berechnet. Um Ungenauigkeiten zu umgehen, wurden keine Responsefaktoren in die
Rechnung einbezogen. Mit Hilfe einer erstellten Epicatechin-Kalibriergeraden wurden die Gehalte

folgendermalien bestimmt:

(y —b)x VF x 1000

x [mg/kgl = 2% EW [g]
X zu bestimmendes Procyanidin
* angegeben als Epicatechin-Aquivalent
% Peakflache (bei 280 nm)
b Achsenabschnitt aus der Kalibriergeraden

VF Verdinnungsfaktor
a Steigung aus der Kalibriergeraden
EW Einwaage des Pflanzenmaterials [g]

Mit Hilfe der DIN-Norm 32645 konnte ein Bestimmtheitsmal} von 1, eine Bestimmungsgrenze von

0,220 g/L sowie eine Nachweisgrenze von 0,016 g/L ermittelt werden.

5.2.8.3 Prdparative Methoden

5.2.8.3.1 Herstellung der Extrakte
200 g bzw. 300 g eines Feinschnitts aus Holunderbliten bzw. Silberlindenbliiten wurden unter
RUhren mit 750 mL Ethanol (50 %) bzw. Methanol (75 %) bei 60 °C fir etwa eine Stunde extrahiert.
Nach Filtration wurde der Riickstand erneut mit 750 mL Ethanol (50 %) bzw. Methanol (75 %) bei
60 °C fir etwa eine Stunde und unter Riihren extrahiert. Nach der Filtration wurden beide Filtrate
vereinigt und zur Entfernung von Chlorophyllen mindestens 5 x mit 50 mL n-Hexan ausgeschuttelt.
Die Hexanphasen wurden vereinigt, mittels Rotationsverdampfer eingeengt und schlieRlich
gefriergetrocknet. AnschlieBend wurde die wassrig-alkoholische Phase zundchst mit Dichlormethan
und anschlieBend mit Ethylacetat ausgeschittelt. Gleiche Phasen wurden vereinigt, das

Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand gefriergetrocknet.

5.2.8.3.2 Herstellung eines XAD-7 Extraktes
Die weitere Aufreinigung des Rohextraktes erfolgte liber XAD-7 Sdaulenchromatographie (Saule: 50 x
3 cm; ca. 250 g XAD-7). Nach Reinigung des Sdulenmaterials mit Methanol und Konditionieren mit ca.
2 L Wasser wurden jeweils 3-4 g Rohextrakt, gel6st in ca. 15 mL Wasser, auf die Sdule aufgegeben
und 30 min stehen gelassen. Anschlieend wurde mit ca. 1 L Wasser gewaschen und schliefSlich mit
etwa 500 mL Methanol eluiert. Das Eluat wurde daraufhin am Rotationsverdampfer vom Methanol

befreit und der wassrige Riickstand gefriergetrocknet.
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5.2.8.3.3 Isolierung mittels praparativer HPLC
Fir die Isolierungen mittels praparativer HPLC wurden die FlieBmittel Acetonitril, Methanol,
Nanopure® und 2 % Essigsdure verwendet. Je nach Polaritdt bestand FlieBmittel B meist aus
Acetonitril bzw. Methanol und FlieBmittel A aus Nanopure® (Procyanidine) oder 2 % iger Essigsdure
(Flavonol-O-glykoside und phenolische Sauren). Die Messwellenldange wurde je nach der zu
isolierenden Verbindung bei 280 nm (Procyanidine und phenolische Sduren) oder 354 nm (Flavonol-
O-glykoside) gewahlt. Je nach Polaritdt der zu bearbeitenden Fraktion wurden Flussrate und
Gradienten entsprechend verdndert. Zum Einsatz kamen die praparativen Trennsaulen Hypersil 120
ODS 5 um (250 x 16 mm) mit Vorsdule der Firma M & W Chromatographietechnik GmbH, Aqua C18
125A 5 um (250 x 10 mm) mit Vorsaule der Firma Phenomenex und Aqua C18 125A 5 um (250 x

21,20 mm) mit Vorsaule der Firma Phenomenex.

5.3 Humanstudie (durchgefiihrt am Institut fir Lebensmittelwissenschaft und

Humanerndhrung / Leibniz Universitat Hannover)

5.3.1 Studiendesign

Titel der Studie Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit von Flavonoiden aus
Rooibos- und Holunderbliitentee in Plasma und Urin nach

einmaliger Verabreichung

Prafprodukte Flavonoidhaltige Prifprodukte:

- Holunderblitentee
- isolierte Flavonoidfraktion aus Holunderbliitentee

Studiendesign monozentrische, offene, vergleichende Cross-over-Studie

Studiendauer Die Studie besteht insgesamt aus drei Studienphasen, in denen
jeweils zwei der flavonoidhaltigen Priifprodukte und Placebo
getestet werden.

Eine Studienphase umfasst einen vierwochigen Untersuchungs-
zeitraum: dieser beginnt mit einer 14-tdgigen Depletionsphase.
Es schlielen sich drei Untersuchungsphasen (je ein Tag) an, die
jeweils von einer einwdchigen Auswaschphase unterbrochen

werden.

Probanden - Einwilligungsfahige gesunde Manner im Alter zwischen
18-40 Jahren

- schriftliche Einwilligung der Probanden nach ausfihrlicher
miindlicher und schriftlicher Aufklarung (ber die
Studieninhalte, -anforderungen und -risiken

- Fahigkeit und Bereitschaft der Studienteilnehmer, den
Anweisungen des Priifers und des Arztes zu folgen
(Einhalten der Studien- sowie Erndhrungsbedingungen
vor und wahrend der Intervention, etc.)
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Verbote/

Ausgrenzungen

- Einnahme von flavonoidhaltigen Supplementen (z.B.
Sambucol) wéahrend der Depletionsphase und des
Untersuchungszeitraumes

- schwerwiegende chronische Erkrankungen (Nieren- und
Leberinsuffizienz, kardiovaskulare Erkrankungen,
Diabetes etc.) sowie andere schwerwiegende
internistische Erkrankungen, insbesondere Malignome

- Unmittelbare Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs

- chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts
(speziell Dinndarm, Leber, Pankreas, z. B. chronisch
entziindliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn, Pankreasinsuffizienz, Sprue, Enterokolitis,
Cholestase, Kurzdarmsyndrom) sowie Zustand nach
operativen Eingriffen am Gastrointestinaltrakt (z. B.
Gastrektomie)

- bei bestehenden ernsthaften Verdauungsproblemen
(Motilitatsstorungen, Obstipation)

- diagnostizierte Gerinnungsstorung und/oder Einnahme
gerinnungshemmender Medikamente (z.B. Marcumar)

- regelmaBige Einnahme von Laxanzien

- bekannte Allergie oder Unvertraglichkeit gegen einen
Bestandteil der Priifprodukte

- Alkohol-, Drogen-und/oder Medikamentenabhéangigkeit

- Raucher

- Nicht einwilligungsfahige Probanden

- Verweigerung bzw. Ricknahme der Einwilligung durch
den Probanden

- gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen
Studie bzw. Teilnahme innerhalb der vergangenen 30
Tage

Depletionsphase

Nahrungsmittel, die wahrend der Depletionsphase und des
Untersuchungszeitraums gemieden werden sollten:

Gemiise: Griunkohl, Brokkoli, Griine Bohnen, Sellerie,
Aubergine

Zwiebel

Obst: Apfel, Apfelsinen, Aronia, Grapefruit, Holunderbeeren,
Schwarze Johannisbeeren, Rote Trauben

Getrdnke: Rotwein, Griiner Tee, Schwarzer Tee,
Johannisbeersaft, Holunderbeersaft, Apfelsinensaft, Roter

Traubensaft, Grapefruitsaft

Die Studie besteht insgesamt aus drei Studienphasen. Die drei
Studienphasen gleichen sich im Ablauf, unterscheiden sich
aber in den Prifprodukten, die verabreicht werden. Pro

Studienphase sollen zwei Verumprdparate und ein
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Placebopraparat getestet werden.

Beschreibung einer Studienphase

Die Studienphase geht insgesamt Uber vier Wochen und
beginnt mit einer 14-tdgigen Depletionsphase. An diese
schlieBen sich drei Untersuchungsphasen (je ein Tag) an, die
jeweils durch eine einwdchige Auswaschphase unterbrochen
werden. An jedem der Untersuchungstage erhalt der Proband
eines der Prifprodukte, so dass der Proband jedes der in
dieser Studienphase zu prifenden Produkte einmal einnimmt
(Cross-over-Design).

Wahrend der 14-tigigen Depletionsphase sollen die
Probanden flavonoidhaltige Supplemente absetzen und
flavonoidreiche und —angereicherte Lebensmittel meiden.
Dies dient dazu, die Serumspiegel auf ein einheitliches
Ausgangsniveau zu bringen.

Daran schlieBen sich drei Untersuchungsphasen an, die jeweils
von einer einwdchigen Auswaschphase unterbrochen werden.
Wahrend dieser Zeit sollen sich die Probanden ebenfalls
flavonoidarm erndhren und den  Verzehr  von

flavonoidhaltigen Supplementen vermeiden.

An den Untersuchungstagen erfolgen zunachst die Abnahme
der ersten Nichternblut- und Urinprobe (Basiswert). Im
Anschluss erhalten die Probanden die entsprechenden
Prifprodukte zusammen mit einem standardisierten
Fruhstick, das innerhalb von max. 10 min verzehrt werden
soll.

Genau 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 5 und 8 h nach Konsum der Getranke
(Prufprodukte) erfolgen weitere Blutabnahmen.

Nach Gabe der Getranke werden funf Urinpools tber folgende
Zeitrdume gesammelt: 0-2 h, 2-4 h, 4-6 h, 6-8 h und 8-24 h.
Zusatzlich werden am ersten Untersuchungstag verschiedene
anthropometrische Daten erhoben. Um einheitliche
Studienbedingungen zu gewahrleisten, erhalten die
Teilnehmer zwischen der Nichtern- und der 24 h-

Urinsammlung standardisierte Mahlzeiten und Getranke.
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5.3.2 Probenvorbereitung und Analytik der Plasmaproben

5.3.2.1 Plasmagewinnung

Das zur Analytik benétigte Plasma wurde von den Kooperationspartnern im Institut fir
Lebensmittelwissenschaft und Okotrophologie der Leibniz Universitit Hannover durch eine 10-
mindtige Zentrifugation bei 2000 g aus dem Vollblut gewonnen. Jeweils 1 mL des enstandenen
Uberstandes wurde in ein ReaktionsgefaR iberfiihrt. Um eine Blutgerinnung zu verhindern, wurde
eine spezielle Konservierungslosung, bestehend aus 20 uL Ascorbat-EDTA (0,4 M NaH2PO4 Puffer mit
20 % Ascorbinsdure und 0,1 % EDTA, pH 3,6) beigesetzt.

5.3.2.2 Aufarbeitung der Plasmaproben zur Analytik mittels HPLC-ESI-MS

1000 pL einer bei Raumtemperatur aufgetauten Plasmaprobe wurden mit 200 plL eines Phosphat-
EDTA-Puffers (pH 3,5) versetzt und anschliefend fiir eine Minute mittels Vortex durchmischt. Im
Anschluss daran wurde die Plasma-Puffer-Mischung mit 2,5 mL eines Gemisches aus
Ethylacetat/Methanol (1:1, v:v) versetzt und wieder fiir eine Minute mittels Vortex durchmischt.
Nach einer 30-minitigen Ultraschallbehandlung wurde die Suspension abermals fiir eine Minute
durchmischt und anschlieRend fiir 10 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Nach Abnahme der
organischen Phase wurde der Rickstand mit 2,5 mL Ethylacetat nochmals nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise extrahiert. Nach Vereinigung beider organischer Phasen und Zusatz
von 20 plL einer 1 % Ascorbinsdaure wurde die Losung unter Stickstoff bis zur Trockne eingeengt. Der
so erhaltene Riickstand wurde in 70 plL Acetonitril sowie 70 pL Dimethylformamid aufgenommen, 1
Minute durchmischt und 10 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 100 plL
u-Vial pipettiert und zur HPLC-ESI-MS eingesetzt.

5.3.2.3 LC-ESI-MS-Methode zur Bestimmung von Metaboliten bzw. unverédnderten Verbindungen

in Urin und Plasma

FlieBmittel: 2% Essigsaure (A), Acetonitril (B)

Flussrate: 0,6 mL/min

Wellenlangen: 280, 354, 324, 450 nm

Injektionsvolumen: 20 uL

Trennsaule: Aqua C 18 125A 5um (250 x 4,6 mm i. D.), Vorsaule (4 x 3 mmi.D.),
Phenomenex

Gradient: 0 min 6 % B, 20 min 20 % B, 40 min 30 % B, 50 min 40 % B, 65 min

70 % B, 68 min 95 % B, 78 min 95 % B, 80 min 6 % B, 88 min 6 % B

5.3.2.4 Wiederholprazision und Vergleichsprazision

Fiir die Bestimmung der Wiederholprazision wurden 6 Aliquote einer Plasmaprobe entnommen (hier:
0,2 mL), mit 20 pL eines internen Standards versetzt (Quercetin-3-rutinosid (Trihydrat), c = 1 mg/mL)
und wie in 5.3.2.2 extrahiert und anschlieRend bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in 70

pL Dimethylformamid sowie 70 pL Acetonitril aufgenommen und so mittels HPLC-ESI-MS analysiert.
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Tabelle 14 gibt die ermittelten Flacheninhalte des Standards wieder sowie Mittelwerte,

Standardabweichung und relative Standardabweichung.

Tabelle 14: Bestimmung der Wiederholpréazision nach Aufarbeitung einer Plasmaprobe

Flache Mittelwert SD rel. SD
Probe 1 12354 12430 642 5,16 %
Probe 2 11967
Probe 3 13008
Probe 4 12598
Probe 5 11472
Probe 6 13179

Experimenteller Teil

Fiir die Bestimmung der Vergleichsprazision der Methode (Tabelle 15) wurden insgesamt 8 Aliquote
einer Plasmaprobe entnommen, mit einem Standard versetzt und nach 5.3.2.2 aufgearbeitet. Fir die
Bestimmung der Vergleichsprazision wurden die Aufarbeitungen jeweils als Doppelbestimmung von
2 verschiedenen Personen an 2 verschiedenen Tagen durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils 2 Aliquote
von Person 1 an Tag 1, 2 Aliquote von Person 2 an Tag 1, 2 Aliquote von Person 1 an Tag 2 usw.

bearbeitet.

Tabelle 15: Bestimmung der Vergleichsprazision nach Aufarbeitung einer Plasmaprobe von verschiedenen Personen an
unterschiedlichen Tagen

Flache Mittelwert SD rel. SD
Probe 1 11176 11482 634 5,52 %
Probe 2 11791
Probe 3 10942
Probe 4 12063
Probe 5 10813
Probe 6 11946
Probe 7 12376
Probe 8 10749

5.3.2.5 Kalibrierung und Quantifizierung der Metabolite im Plasma

Die Quantifizierung der identifizierten Metabolite im Plasma erfolgte (iber die jeweiligen Extract lon
Chromatogramme. Dazu wurden Konzentrationsreihen jeder Referenzsubstanz angefertigt und mit
Hife der zugehorigen Peakflachen, Regressionsgeraden erstellt. Deren Geradengleichungen dienten
als Kalibrierfunktionen und lieferten folgende Kalibrierbereiche: fiir Chinasaure zwischen 0,24-46,98
umoI-L’l, fiir Dihydroferulasaure zwischen 0,07-14,86 umoI-L’l, fur Ferulasdure zwischen 0,166-33,25

pumol-L?, fiir Homovanillinsdure zwischen 2,94-58,77 ;,LmoI-L':l und flar Quercetinsulfat zwischen
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0,034-6,79 umoI-L'l. Da nicht alle Metabolite als Referenzsubstanzen vorhanden waren, wurden
einige Metabolite (iber ihre Molare Masse anhand eines strukturahnlichen Flavonoids quantifiziert.

Die Proben, die aulRerhalb des Kalibrierbereichs lagen, wurden entsprechend verdiinnt.

Nach der DIN Methode 32645 wurden folgende Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt:

Nachweisgrenze [pmol/L] Bestimmungsgrenze [umol/L]
Chinasaure 0,014 0,198
Dihydroferulasaure 0,011 0,129
Ferulasadure 0,134 0,172
Homovanillinsaure 2,702 4,415
Quercetinsulfat 0,031 0,467

5.3.2.6 Aufarbeitung der Urinproben zur Analyse mittels HPLC-ESI-MS
a) SPE Aufarbeitung

5000 pL einer bei Raumtemperatur aufgetauten Urinprobe wurden mit 500 plL einer 85%igen
Phosphorsaure versetzt und anschlieBend flir eine Minute mittels Vortex durchmischt. Fir
die Konditionierung der HLB-Waters-Kartusche wurde diese nacheinander mit 5 mL einer
0,01%igen Salzsdure, 5 mL Methanol und wieder mit 5 mL einer 0,01 %igen Salzsdure
vorgespllt. Im Anschluss daran wurde die Urin-Probel6sung auf die Kartusche gegeben, mit
ca. 1 Tropfen/2 sec eingezogen und fiir 10 min einwirken gelassen. AnschlieRend wurde mit 2
mL 0,01 %iger Salzsdure gewaschen. Die Elution erfolgte mit 6 x 500 uL Methanol (mit 0,01 %
Salzsdure) und schlieBlich mit 1 x 500 pL einer Methanol/Dimethylformamid Mischung. Nach
Zusatz von 20 plL einer 1 %igen Ascorbinsdure wurde die Losung unter Stickstoff bis zur
Trockne eingeengt. Der so erhaltene Riickstand wurde in 70 pL Acetonitril sowie 70 pL
Dimethylformamid aufgenommen, 1 Minute durchmischt und 10 Minuten bei 4000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 100 pL p-Vial pipettiert und zur HPLC-ESI-MS

eingesetzt.

b) Direktinjektion nach Membranfiltration
1000 pL einer bei Raumtemperatur aufgetauten Urinprobe wurden mit Hilfe eines 45 um

Membranfilters filtriert, in ein Vial abgeflllt und zur HPLC-ESI-MS eingesetzt.

5.3.2.7 Wiederholprazision und Vergleichsprazision

Fiir die Bestimmung der Wiederholprazision wurden 6 Aliquots einer Urinprobe entnommen (hier:
0,2 mL), mit 20 pL eines internen Standards versetzt (Quercetin-3-rutinosid, ¢ = 1 mg/mL),
membranfiltriert und zur HPLC-ESI-MS eingesetzt. Tabelle 16 gibt die ermittelten Flacheninhalte des

Standards wieder sowie Mittelwerte, Standardabweichung und relative Standardabweichung.
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Tabelle 16: Bestimmung der Wiederholprézision nach Aufarbeitung einer Urinprobe

Flache Mittelwert SD rel. SD
Probe 1 19972 19903 105 0,53 %
Probe 2 19734
Probe 3 19996
Probe 4 19811
Probe 5 19935
Probe 6 19967

Fiir die Bestimmung der Vergleichsprazision der Methode (Tabelle 17) wurden insgesamt 8 Aliquots
einer Urinprobe entnommen, mit einem Standard versetzt, membranfiltriert und zur HPLC-ESI-MS
eingesetzt. Fir die Bestimmung der Vergleichsprazision wurden die Aufarbeitungen jeweils als
Doppelbestimmung von 2 verschiedenen Personen an 2 verschiedenen Tagen durchgefiihrt. Dabei
wurden jeweils 2 Aliquots von Person 1 an Tag 1, 2 Aliquots von Person 2 an Tag 1, 2 Aliquots von

Person 1 an Tag 2 usw. bearbeitet.

Tabelle 17: Bestimmung der Vergleichsprazision nach Aufarbeitung einer Urinprobe von verschiedenen Personen an
unterschiedlichen Tagen

Flache Mittelwert SD rel. SD
Probe 1 19473 19787 165 0,83 %
Probe 2 19864
Probe 3 19981
Probe 4 19697
Probe 5 19937
Probe 6 19794
Probe 7 19867
Probe 8 19682

5.3.2.8 Kalibrierung und Quantifizierung der Metabolite im Urin

Die Quantifizierung der identifizierten Metabolite im Urin erfolgte Uber die jeweiligen Extract lon
Chromatogramme. Dazu wurden Konzentrationsreihen fiir jede Referenzsubstanz angefertigt und
mit Hife der zugehorigen Peakflaichen Regressionsgeraden erstellt. Deren Geradengleichungen
dienten als Kalibrierfunktionen und lieferten folgende Kalibrierbereiche: fiir 5-Feruloylchinasdure
zwischen 0,07-22,79 umoI-L'l, fiir Hippursaure zwischen 2,73-54,53 umoI-L'l, fir Homovanillinsdure
zwischen 2,94-58,77 pmol-L*, fir Homovanillinsduresulfat zwischen 4,22-84,60 umol-L™, fur 5-
Kaffeoylchinasaure zwischen 0,11-21,92 umoI-L’l, fur Kampferolglucuronid zwischen 0,04-8,21
pumol-L'* und fir Quercetinglucuronid zwischen 0,04-8,49 umol-L™. Da nicht alle Metabolite als
Referenzsubstanzen vorhanden waren, wurden einige Metabolite Gber ihre Molare Masse anhand

eines strukturdhnlichen Flavonoids quantifiziert.
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Die Proben, die auRerhalb des Kalibrierbereichs lagen, wurden entsprechend verdinnt.

Nach der DIN Methode 32645 wurden folgende Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt:

Nachweisgrenze [umol/L] Bestimmungsgrenze [umol/L]
5-Feruloylchinasaure 0,069 0,841
Hippursaure 0,145 1,891
Homovanillinsaure 2,702 4,415
Homovanillinsduresulfat 1,770 2,893
5-Kaffeoylchinasaure 0,072 0,875
Kampferolglucuronid 0,017 0,030

Quercetinglucuronid 0,016 0,028



126 Experimenteller Teil

5.4 Physikalisch-chemische Charakterisierung der isolierten Verbindungen

(-)-Epicatechin

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: Ci5H1406
Molekiilmasse: 290,27 g/mol

UV (Amax): 278 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 289 [M-HT, 245

'H-NMR (300 MHz, CDs0D, ppm): 2,73 (dd, J; = 2,7 Hz, J, = 16,8 Hz, H4,,), 2,87 (dd, J, = 4,5 Hz, J, =
16,8 Hz, H4,), 3,31 (s, H3), 4,17 (br. s, H2), 5,93 (d, ] = 2,4 Hz, H6), 5,96 (d, J = 2,4 Hz, H8), 6,75 (d, ) =
8,1 Hz, H5'), 6,80 (dd, J, = 1,6 Hz, J, = 8,2 Hz, H6), 6,97 (d, J = 1,6 Hz, H2)

BC-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): 29,2 (C4), 68,0 (C3), 80,1 (C2), 96,6 (C6), 97,1 (C8), 100,0 (C44q),
116,5 (C2’), 120,1 (C5’), 132,3 (C1’), 145,7-146,0 (C3’, C4’), 157,0-158,0 (C5, C7)

3,4-Dihydroxybenzoesdure (Protocatechusaure)

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: C;HsO4
Molekiilmasse: 154,12 g/mol

UV (Amax): 257 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 153 [M-H], 109

'H-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): 6,80 (d, J = 8,1 Hz, H5), 7,45 (d, J; = 1,3 Hz, H6), 7,46 (d, ) = 1,2 Hz,
H2)
3C-.NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): 117,1 (C2, C5), 123,7 (C1, C6), 146,0 (C3), 151,5 (C4), 170,4 (C7)

Quercetin-3-0-" -L-rhamnopyranosid (Quercetin-3-rhamnosid)

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: Cy1H20011 Ho
Molekiilmasse: 448,38 g/mol

UV (Amax): 356 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 447 [M-H], 301

'H-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): 0,95 (d, J = 6,0 Hz, H6”), 3,31 (m, H5”), 3,34 (d, ) = 9,6 Hz, H4”),
3,75 (dd, J; = 3,3 Hz, J, = 9,6 Hz, H3"), 4,22 (m, H2"), 5,36 (d, J = 1,3 Hz, H1"”), 6,20 (d, n.b., H6), 6,37
(d, n.b., H8), 6,91 (d, J = 8,3 Hz, H5’), 7,30 (d, J = 8,3 Hz, H6’), 7,34 (s, H2')

BC-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): 17,0 (C6”), 71,2 (C2”), 71,3 (C5”), 71,6 (C3”), 72,1 (C4”’), 93,9 (C8),
99,2 (C6), 103,7 (C1”), 105,9 (C10), 116,4 (C5’), 116,8 (C2’), 123,1 (C6’), 123,3 (C1’), 136,2 (C3), 146,9
(C3’), 149,7 (C2), 158,5 (C9), 159,1 (C4’), 163,4 (C5), 166,8 (C7), 179,6 (C4)
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3,4,5-Trihydroxybenzoesaure (Gallussaure)

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: C,HeOs
Molekiilmasse: 170,12 g/mol

UV (Amax): 228,270 nm
ESI-MS (neg. Modus): m/z 169 [M-HJ, 125

'H-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): 3,31 (s, 3/4/5 OH), 4,93 (s, H2/H6), 7,04 (s, 7 OH)
3C-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): 107-109 (C3, C5), 124 (C1), 138,8 (C4), 146,2 (C2, C6), 171,9 (C7)

Kampferol-3-0-i -D-glucopyranosid (Kampferol-3-glucosid)

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: Cy1H20014
Molekiilmasse: 448,38 g/mol

UV (Amax): 354 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 447 [M-H], 285

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm): 3,12-3,84 (m, -glucose), 5,31 (d, J = 7,8 Hz, H1"), 6,20 (d, ) = 1,8
Hz, H6), 6,39 (d, J = 1,8 Hz, H8), 6,87 (d, J = 8,8 Hz, H3’, H5’), 8,08 (d, J = 8,8 Hz, H2’, HE')

Quercetin-3-i -D-xylopyranosid (Quercetin-3-xylosid)

Herkunft: Tilia tomentosa flos

Summenformel: CooH15011

Molekilmasse: 434,35 g/mol

UV (Amax): 356 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 433 [M-HJ, 301 oo

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, ppm): 2,92-3,61 (m, -xylose), 3,73 (d, J = 10,4 Hz, H5" ), 5,31 (d, J=7,0
Hz, H1”"), 6,20 (d, J = 2,0 Hz, H6), 6,37 (d, ) = 2,0 Hz, H8), 6,81 (d, J = 8,7 Hz, H5’), 7,50 (dd, J; = 2,0 Hz,
J,=9,0 Hz, HE’, H2")

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm): 69,8 (C5”"), 74,0 (C4"), 76,6 (C2”), 77,4 (C3"), 93,1 (C8), 98,3
(C10), 100,9 (C6), 103,7 (C1”), 115,9 (C5’), 116,5 (C2’), 120,9 (C6'), 122,9 (C1’), 133,1 (C3), 145,0 (C4'),
148,8 (C3’), 156,1 (C2), 159,3 (C9), 161,2 (C5), 164,8 (C7), 177,3 (C4)

Kampferol-3-i -D-xylopyranosid (Kdmpferol-3-xylosid)

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: Ca0H18010
Molekilmasse: 418,35 g/mol

UV (Amax): 354 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 417 [M-H], 285 s OH
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm): 2,91-3,81 (m, -xylose), 2,92 (dd, J = 9,7, J = 11,4 Hz, H5"",,), 3,63
(dd, ) = 5,2 Hz, J = 11,4 Hz, H5"5,), 5,31 (d, ] = 7,2 Hz, H1""), 6,12 (d, ] = 2,0 Hz, H6), 6,30 (d, J = 2,0 Hz,
H8), 6,90 (d, J = 8,8 Hz, H5’, H3’), 8,01 (d, J = 8,9 Hz, H6’, H2')

4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure (Vanillinsaure)

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: CsHsO,

Molekiilmasse: 168,15 g/mol

UV (Amax): 260 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 167 [M-H]’, 152, 123, 108

'H-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): 3,75 (s, H8), 4,93 (s, 7 OH, 4 OH), 6,84 (d, ] = 8,7, H5), 7,55 (ddd, J <
2 Hz, H2, H6)

BC-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): 56,4 (C8), 115 (C2), 116,6 (C5), 123,1 (C1), 125,7 (C6), 148,6 (C4),
152,6 (C3), 170,0 (C7)

o) OH
4-Hydroxybenzoesiure !
Herkunft: Tilia tomentosa flos . 1 R
Summenformel: C;H605

Molekilmasse: 138,12 g/mol ° S ¢
UV (Amax): 254 nm 1
ESI-MS (neg. Modus): m/z 137 [M-H], 93

'H-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): 3,26 (s, 4 OH), 4,90 (s, 7 OH), 6,82 (d, J = 8,7, H3, H5), 7,87 (d, J =
8,7 Hz, H2, H6)
BBC-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): 116,8 (C3, C5), 122,8 (C1), 132,2 (C2, C6), 163,3 (C4), 170,1 (C7)

5-Kaffeoyl-(-)-Chinasdure (Chlorogenséaure)

Herkunft: Sambucus nigra L. flos

Summenformel: Ci6H1504

Molekiilmasse: 354,31 g/mol

UV (Ana): 280 und 320 nm Lo ™A cooH
ESI-MS (neg. Modus): m/z 353 [M-H], 191, 179, 161 o

'H-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): 1,90-2,03 (m, H2sq, H6.,), 2,05-2,16 (m, H2,,, H6s,), 3,62 (dd, ) = 3,1
Hz, ) = 8,6 Hz, H4), 4,07 (dd, J = 4,0 Hz, J = 7,0 Hz, H3), 5,24 (dt, ) = 4,4 Hz, } = 9,2 Hz, H5), 6,17 (d, J =
15,9 Hz, H8'), 6,68 (d, J = 8,2 Hz, H5’), 6,86 (dd, J = 2,0 Hz, J = 8,2 Hz, H6'), 6,95 (d, J = 2,0 Hz, H2’),
7,46 (d, ) = 15,9 Hz, H7)

3C-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): 38,3 (C2), 38,9 (C6), 71,5 (C3), 72,1 (C5), 73,6 (C4), 76,3 (C1), 115,3
(C5’), 123,0 (C6), 127,8 (C1’), 146,8 (C3’), 147,1 (C7’), 149,6 (C4’), 168,7 (CY’), 177,4 (COOH)
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Quercetin-3-0-h -L-rhamnopyranosyl-0 M Q Q-D-Deglu@o@ywanosid

(Quercetin-3-rutinosid)

Herkunft: Sambucus nigra L. flos
Summenformel: Cy7H30016
Molekiilmasse: 610,52 g/mol

UV (Amax): 358 und 254 nm
ESI-MS (neg. Modus): m/z 609 [M-HT, 301

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm): 1,01 (d, J = 6,0 Hz, H6"”), 3,28-3,70 (m, H2”, H3”, H4”, H3"”,
H4"), 3,62-3,80 (m, H2"”, H5"”"), 4,25-4,46 (m, H6”b, H5""), 4,95-5,10 (m, H6”'b), 5,12 (s, H1"""), 5,33
(d, ) = 7,0 Hz, H1”), 6,20 (d, J = 2,0 Hz, H6), 6,39 (d, J = 2,0 Hz, H8), 6,86 (d, J = 9,0 Hz, H5’), 7,60 (d, J =
2,0 Hz, H2)), 7,62 (dd, ) = 2,0; 9,0 Hz, H6)

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm): 17,9 (C6"), 67,8 (C6'), 68,9 (C5*“), 70,4 (C4“), 71,1 (C2), 71,4
(C3), 72,9 (C4‘"), 74,7 (C2“), 76,8 (C5“), 77,4 (C3“), 94,2 (C8), 99,5 (C6), 101,3 (C1), 101,7 (C1“),
104,8 (C4a), 116,1 (C5‘), 116,2 (C2¢), 121,7 (C1‘), 122,1 (C6), 133,2 (C3), 144,6 (C3‘), 148,3 (C4"),
156,3 (C8a), 156,5 (C2), 161,1 (C5), 163,9 (C7), 177,3 (C4)

Isorhamnetin-3-0-h -L-rhamnopyranosyl-0 M Q Q 0-Dkglu@o@ywanosid

(Isorhamnetin-3-rutinosid)

Herkunft: Sambucus nigra L. flos
Summenformel: CysH3,046
Molekilmasse: 624,21 g/mol

UV (Amax): 350 und 260 nm
ESI-MS (neg. Modus): m/z 623 [M-H], 315

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, ppm): 0,99 (d, J = 6,2 Hz, H6"”), 3,05 (dt, J = 4,7 Hz, J = 9,3 Hz, H4""),
3,26 (ddd, J = 9,6 Hz, J = 8,6 Hz, J = 4,8 Hz, H4"), 3,28-3,60 (m, H3‘“, H3", H2", H6"a, H2"“, H5",
H5), 3,71 (dd, J = 1,9 Hz, 10,8 Hz, H6"’b), 3,83 (s, OCHs), 4,42 (d, J = 0,9, H1'“), 5,41 (d, J = 7,4 Hz,
H1“), 6,10 (d, J = 1,9 Hz, H6), 6,32 (d, J = 1,9 Hz, H8), 6,90 (d, J = 8,4 Hz, H5’), 7,50 (dd, J = 1,9 Hz, J =
8,4 Hz, H6), 7,85 (d, J = 2,0 Hz, H2)

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm): 17,6 (C6"), 55,5 (OCHs), 68,2 (C6”), 70,2 (C5”¢), 71,7 (C4”), 72,2
(C2'), 72,4 (C3“), 74,2 (C4*), 75,7 (C2“), 77,0 (C5“), 78,5 (C3“), 95,3 (C8), 100,8 (C6), 102,5 (C1‘“),
105,2 (C1*), 114,7 (C2’), 115,9 (C5°), 124,3 (C6*)
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(¢)-Epicatechin-4i hy~(¢)-Epicatechin-4i 'hy-(¢)-Epicatechin
(Trimer C1)

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: CusH35015

Molekiilmasse: 866,77 g/mol

UV (Amax): 230 und 280 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 865 [M-H]', 739, 713, 695, 577,

543, 451, 425, 407, 289, 245

'H-NMR (400 MHz, Aceton-ds, 240 K, ppm): 2,71 (dd, 1H, J = <1 Hz, J = 16,4 Hz, H4Bu), 2,90 (dd, 1H, J
= 4,3 Hz, ) = 16,4 Hz, H4Au), 4,03 (m, 1H, H30), 4,09 (m, 1H, H3m), 4,24-4,37 (30H, OH30, OH3u,
OH3m), 4,36 (m, 1H, H3u), 4,80 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H4o, H4m), 5,07 (s, 2H, H20, H2u), 5,20 (s., 1H,
H2m), 5,94 (s, 2H, H6m, H6u), 6,01 (d, 2H, J = 1,9 Hz, H60, H80), 6,61 (dd, 1H, J = <1 Hz, J = 8,5 Hz,
H6'0), 6,65 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H5'm), 6,70 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H50), 6,71 (d, 1H, J = 8.1Hz, H5'u), 6,93
(dd, 1H, J = 1,4 Hz, J = 8,3 Hz, H6'u), 6,95 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H2"0), 7,08 (d, 1H, J = 1,3 Hz, H5'm), 7,18
(d, 1H, J = 1,5 Hz, H2"u)

(¢)-Epicatechin-4i [6-(¢)-Epicatechin-4i hy-(¢)-Epicatechin

Herkunft: Tilia tomentosa flos
Summenformel: CasH35018
Molekilmasse: 866,77 g/mol

UV (Amax): 230 und 280 nm

ESI-MS (neg. Modus): m/z 865 [M-HJ, 739, 713, 695, 577, Q g
543, 451, 425, 407, 289, 245 " o

'H-NMR (400 MHz, Aceton-ds, 240 K, ppm): 2,62 (dd, 1H, J = <1 Hz, J = 16,6 Hz, H4Bu), 2,82 (dd, 1H, J
= 4,7Hz, ) = 16,6 Hz, H4Au), 3,83 (m, 1H, H30), 3,89 (m, 1H, H3m), 3,91 (10H, OH3u), 4,25 (m, 1H,
H3u), 4,32 (m, 10H, OH3m), 4,47 (m, 10H, OH30), 4,54 (sy,, 1H, H4m), 4,62 (s, 1H, H40), 4,83 (s,
1H, H20), 4,90 (s, 1H, H2m), 4,91 (sp,, 1H, H2u), 5,92 (s, 1H, H8m), 5,95 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H60), 6,08
(d, 1H, J = 2,2 Hz, H80), 6,12 (s, 1H, H6u), 6,61 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H5"u), 6,65 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H6'm),
6,70 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H5'm), 6,72 (d, 1H, J = 8,1Hz, H5"0), 6,80 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H6"u), 6,99 (d, 1H, )
= 1,7 Hz, H2'm), 7,00 (s, 1H, H2"0), 7,04 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H2"u)
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(¢)-Epicatechin-4i [8-(¢)-Epicatechin-4i hy-(¢)-Epicatechin-4i hy-(¢)-Epicatechin

Herkunft: Tilia tomentosa flos . OH
A
Summenformel: CeoHs0024 N NN

Molekiilmasse: 1154,02 g/mol N
uv (Amax): 230 und 280 nm \C{ B
ESI-MS (neg. Modus): m/z 1153[M-H]’, 1027, 865, 739, 577, -

451, 425, 407, 289, 245

'H-NMR (400 MHz, Aceton-dg, 240 K, ppm): 2,72 (dd, 1H, J = <1 Hz,
J = 15,9 Hz, H4bD), 2,91 (dd, 1H, J = 3,96 Hz, J = 16,6 Hz, H4aD), 4,04 (m, 1H, .°
H3A), 4,11 (m, 1H, H3C), 4,16 (m, 1H, H3B), 4,30 (m, 40H, OH3A, OH3B, OH3C,
OH3D), 4,39 (m, 1H, H3D), 4,80 (s, 1H, H4A), 4,83 (d, 1H, ) = < 1 Hz, HAC), 4,87 b

(spr, 1H, H4B), 5,08 (d, J = 4,1 Hz, 2H, H2A, H2D), 5,24 (s, 1H, H2B), 5,26 (s, 1H,

H2C), 5,94 (s, 3H, H6B, H6C, H6D), 5,99 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H8A), 6,01 (s, 1H, H6A), 6,62

(dd, 1H,J=1,3 Hz, ) = 8,4 Hz, H6"A), 6,67 (m, 2H, H6°B, H'5C), 6,70 (d, 1H, n.b., H5°A), 6,72 (d, 1H, n.b.
, H5'B), 6,74 (m, 1H, H6°C), 6,92-6,94 (m, 3H, H6'D, H5'D, H2°A), 7,08 (d, 1H, J =n. b., H2'B), 7,12 (d,
1H, n.b., H2°C), 7,19 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H2'D).
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Anhang

7 Anhang

7.1 HSCCC-Trennungen

7.1.1 Hol CCC-1

Probe:
FlielRmittel:

Flussrate:

Rotationsgeschwindigkeit:

Detektionswellenlange:
Modus:

7.1.2 Hol CCC-2

Probe:
FlielRmittel:

Flussrate:

Rotationsgeschwindigkeit:

Detektionswellenlange:
Modus:

7.1.3 Hol CCC-3

Probe:
FlieRmittel:

Flussrate:

Rotationsgeschwindigkeit:

Detektionswellenldnge:
Modus:

7.1.4 Silb CCC-1

Probe:
FlieRmittel:

Flussrate:

Rotationsgeschwindigkeit:

Detektionswellenlange:
Modus:

XAD-7 Holunderblitenextrakt
tert-Butylmethylether/Methanol/Wasser/Butanol (6/1,5/5/3,5;
v/v/v/v)

4 mL/min

800 U/min

354 nm

head to tail

methanolischer Holunderblitenextrakt
Ethylacetat/Butanol/Wasser (4,2; 0,8; 5; v/v/v)
3,5 mL/min

800 U/min

354 nm

head to tail

methanolischer Holunderblitenextrakt
Ethylacetat/Butanol/Wasser (4,2; 0,8; 5; v/v/v)
4 mL/min

800 U/min

354 nm

tail to head

ethanolischer Ethylacetatextrakt aus Silberlindenbliiten
tert-Butylmethylether/Acetonitril/Wasser (5/3/6; v/v/v)
4 mL/min

800 U/min

280 nm

head to tail
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7.1.5 Silb CCC-2

Probe:
Flielmittel:

Flussrate:

Rotationsgeschwindigkeit:

Detektionswellenldnge:
Modus:

7.1.6 Silb CCC-3

Probe:
FlielRmittel:

Flussrate:

Rotationsgeschwindigkeit:

Detektionswellenlange:
Modus:

methanolischer Ethylacetatextrakt aus Silberlindenbliiten
n-Hexan/Ethylacetat/Methanol/Wasser (1/5/1/5; v/v/v/v)
4 mL/min

800 U/min

354 nm

head to tail

Fraktion 1 der ,Silb Spiral-Coil“
Ethylacetat/Butanol/Wasser (14/1/15; v/v/v)
4 mL/min

800 U/min

280 nm

head to tail

7.2 Spiral-Coil LSRCCC Trennung

7.2.1 Silb Spiral-Coil

Probe:

FlieRmittel:

Flussrate:

Rotationsgeschwindigkeit:

Detektionswellenldnge:

methanolischer und ethanolischer Ethylacetatextrakt aus
Silberlindenbliten
tert-Butylmethylether/Acetonitril/Wasser (5/3/6; v/v/v)
5 mL/min

132 U/min

354 nm
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7.3 Plasmascreening

7.3.1 Chinasaure

Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Crw SD Crnax Crin Pb>0 Caw SD Crmax Crmin Pb>0
0 0 0 0 0 0 4,85 8,23 | 24,60 | 4,79 3
0,5 0 0 0 0 0 10,23 - - - -
1,5 0,04 0,12 0,35 0 1 19,91 | 34,96 | 113,94 | 3,94 5
3 0 0 0 0 0 32,19 | 42,71 | 136,75 | 1,37 6
8 15,66 | 10,99 | 35,78 0 7 48,91 | 46,89 | 130,08 | 5,65 6
7.3.2 Dihydroferulasaure
Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD e G Pb>0 Cvw SD Cliie o Pb>0
0 0 - - - - 0 - - - -
0,5 0,40 0,63 1,61 0 3 0 - - - -
1,5 0 - - - - 0 - - - -
3 0 - - - - 0 - - - -
8 0,019 - 0,29 0 1 0 - - - -
7.3.3 Homovanillinsdure
Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD B G Pb>0 Cvw SD e G Pb>0
0 0 - - - - 0 - - - -
0,5 42,40 | 50,10 | 134,48 0 4 0 - - - -
1,5 0,45 - 4,03 0 1 0 - - - -
3 0,40 - 3,59 0 1 0 - - - -
8 0 - - - - 0 - - - -
7.3.4 Quercetinsulfat
Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD Crnax Crmin Pb>0 Cmw SD Crnax Crmin Pb>0
0 0 - - - - 0 - - - -
0,5 0,023 - 0,20 0 1 0 - - - -
1,5 0,022 - 0,20 0 1 0 - - - -
3 0,0095 - 0,08 0 1 0 - - - -
8 0,14 0,17 0,52 0 5 0 - - - -
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7.3.5 Ferulasaure

Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD G Crmin Pb>0 Cmw SD G Crmin Pb>0
0 0 - - - - 0 - - - -
0,5 0 - - - - 0 - - - -
1,5 0,09 0,12 0,26 0 3 0 - - - -
3 0 - - - - 0 - - - -
8 0 - - - - 0 - - - -
7.4 Urinscreening
7.4.1 Hippursadure
Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cvw SD G Cmin | Pb>0 Cmw SD G Crmin Pb>0
0 936,56 | 939,76 | 2216,58 0 7 903,77 | 690,68 | 2216,22 | 10,07 9
2 842,01 | 772,88 | 2180,41 | 9,17 9 784,36 | 653,70 | 1794,65 | 23,77 9
4 763,69 | 767,43 | 1988,26 0 8 261,79 | 260,41 | 824,41 0 8
8-24 | 1095,79 | 1100,21 | 3030,47 0 8 703,08 | 544,24 | 1276,09 | 16,08 9

7.4.2 Quercetinglucuronid

Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] G SD Crnax Crin Pb>0 v SD Crax Crin Pb>0
0 0 - - - - 0,36 0,42 0,96 0 4
2 0 - - - - 0,82 1,60 5,15 0 3
4 4,26 5,20 | 15,22 0 5 0,74 0,95 2,72 0 4
8-24 2,60 3,92 | 12,70 0 5 2,51 2,58 7,42 0 6

7.4.3 Kampferolglucuronid

Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD o Crmin Pb>0 Cvw SD G Crnin Pb>0
0 0,25 - 2,26 0 1 0 - - - -
2 0 - - - - 0 - - - -
4 1,54 1,95 4,47 0 0 - - - -
8-24 | 0,99 1,22 2,67 0 4 0 - - - -
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7.4.4 Homovanillinsaure

Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD e G Pb>0 Cvw SD G G Pb>0
0 0 - - - - 0,99 - 8,94 0 1
2 15,84 - 142,60 0 1 18,39 | 31,21 | 64,65 0 4
4 100,22 | 229,09 | 730,26 0 2 8,01 | 20,45 | 65,58 0 2
8-24 0,88 - 7,96 0 1 47,16 | 88,23 | 214,91 0 2
7.4.5 Homovanillinsduresulfat
Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD Crnax Cmin | Pb>0 Cmw SD Crmax Cmin | Pb>0
0 542,60 811,71 1481,94 0 3 79,28 160,06 484,40 0 2
2 515,85 1081,03 3469,23 0 4 86,28 222,78 713,98 0 2
4 3107,61 4173,15 | 12734,88 0 5 14,52 27,45 73,67 0 2
8-24 3476,88 4258,78 | 13248,41 0 6 527,84 | 801,78 2305,53 0 4
7.4.6 5-Kaffeoylchinasaure
Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Cmw SD e G Pb >0 Cvw SD Ciiips G Pb >0
0 0 - - - - 0 - - - -
2 2,25 3,29 8,90 0 3 0 - - - -
4 4,56 6,39 17,99 0 4 0 - - - -
8-24 0 - - - - 0 - - - -
7.4.7 5-Feruloylchinasdure
Teeaufguss isolierte Fraktion
t [h] Caw SD Crax Crin Pb >0 Caw SD Crmax Crmin Pb >0
0 0 . - - - 0 - - - -
2 2,85 4,53 10,98 0 4 0,78 2,02 6,31 0 2
4 11,58 17,98 58,35 0,07 9 0,83 1,63 5,03 0 3
8-24 0 - - - - 0 - - - -




